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RESUMEN 

 
La concentración de glucosa se encuentra se encuentra relativamente constante a nivel 

plasmático. La insulina contribuye a la captación de glucosa en el músculo esquelético, el cual 

representa el principal sitio de acción de la insulina. La captación de glucosa ocurre 

principalmente de manera dependiente de transportadores de glucosa (GLUT4) los que pueden 

translocar desde depósitos intracelulares para posteriormente fusionarse a la membrana 

plasmática y de esta manera facilitar el ingreso de glucosa a la célula.  

 

En condiciones de resistencia a la insulina la acción tisular en el músculo esquelético de esta 

hormona, se ve reducida para permitir incorporación de glucosa desde el torrente sanguíneo; 

sin embargo, se han descrito moléculas que pueden ser secretadas desde el músculo 

esquelético y que pueden tener un papel en la captación de glucosa, una de ellas es FGF21. 

La bioactividad de FGF21, se ha demostrado en modelos in vitro; su administración exógena 

promueve la incorporación de glucosa tanto en adipocitos como en miotubos humanos; sin 

embargo, se desconoce el mecanismo molecular involucrado. 

 

En esta tesis, se estudian los mecanismos moleculares que regulan la captación de glucosa en 

fibras aisladas de músculo esquelético cuando se le adiciona de manera exógena FGF21. Con 

este objetivo, las fibras aisladas fueron incubadas con inhibidores farmacológicos que 

permitieron determinar una vía alterativa a la canónica de insulina que involucra la participación 

de PKC atípicas (PKC-ζ) y la translocación de GLUT4 hacia la superficie celular. Además, se 

demostró que la presencia simultánea de FGF21 a baja concentración (1ng/mL) e insulina, 

presentan un efecto aditivo sobre la captación de glucosa. También, se muestra que en fibras 

aisladas que provienen de animales alimentados con dieta alta en grasa, FGF21 tiene un efecto 

en la captación de glucosa sin diferencias respecto a animales alimentados con dieta normal.  

 

En conclusión, FGF21 promueve la captación de glucosa mediante la translocación de GLUT4, 

por un mecanismo dependiente de la actividad de PI3K y PKC-ζ e independiente de Akt. 
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Observamos también, que FGF21 aumenta la captación de glucosa en fibras aisladas de 

músculo esquelético que provienen de animales alimentados con dieta alta en grasas. 
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ABSTRACT 

Glucose concentration is relatively constant at the plasma level. Insulin contributes to glucose 

uptake in skeletal muscle, which represents the main site of insulin action. Glucose uptake 

occurs mainly in a glucose transporter (GLUT4)-dependent manner, which can translocate from 

intracellular stores and subsequently fuse to the plasma membrane to facilitate the entry of 

glucose into the cell. 

 

In conditions of insulin resistance, the tissue action of this hormone in skeletal muscle is reduced 

to allow glucose incorporation from the bloodstream; however, molecules that can be secreted 

from skeletal muscle and that may have a role in glucose uptake have been described, one of 

which is FGF21. The bioactivity of FGF21 has been demonstrated in an in vitro model; its 

exogenous administration promotes glucose incorporation in both adipocytes and human 

myotubes; however, the molecular mechanism involved is unknown. 

 

In this thesis, we study the molecular mechanisms that regulate glucose uptake in isolated 

skeletal muscle fibers when FGF21 is added exogenously. To this end, the isolated fibers were 

incubated with pharmacological inhibitors that allowed us to determine an alternative pathway to 

the canonical insulin pathway involving the participation of atypical PKC (PKC-ζ) and the 

translocation of GLUT4 to the cell surface. In addition, it was shown that the simultaneous 

presence of FGF21 at low concentration (1ng/mL) and insulin, present an additive effect on 

glucose uptake. Also, it is shown that in isolated fibers from animals fed a high-fat diet, FGF21 

has an effect on glucose uptake with no difference with respect to animals fed a normal diet. 

 

In conclusion, FGF21 promotes glucose uptake through GLUT4 translocation, by a mechanism 

dependent on PI3K and PKC-ζ activity and independent of Akt. We also observed that FGF21 

increases glucose uptake in isolated skeletal muscle fibers from animals fed a high-fat diet. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En el organismo, la glucosa está presente de manera permanente en el torrente sanguíneo y 

mantiene su concentración basal relativamente constante (~ 5 mmol/L). Esto, es controlado por 

el balance entre la absorción de glucosa desde el intestino, su producción endógena por parte 

del hígado y la captación y utilización por parte de los tejidos periféricos (Leto & Saltiel, 2012). 

Uno de los principales tejidos que regula la glicemia es el músculo esquelético, el cual 

contribuye en un ~ 80 % a la captación de glucosa mediada por insulina (Baron et al., 1988), lo 

que involucra una compleja red de transducción de señales para ejercer sus efectos en los 

tejidos blanco.  

 

Regulación del transporte de glucosa mediado por insulina 
 

La insulina es una hormona peptídica sintetizada y secretada por las células β del páncreas 

endocrino. La secreción de insulina depende principalmente de la concentración plasmática de 

glucosa y mantiene la normoglucemia mediante la inhibición de la producción hepática de 

glucosa y la captación por parte del hígado (promoviendo la glucogénesis) y los tejidos 

extrahepáticos, principalmente el músculo esquelético (McConell et al., 2020; Najjar & Perdomo, 

2019). Otros efectos generados por la insulina, involucran la  inhibición de la lipólisis y la síntesis 

de triglicéridos en los adipocitos lo que se reduce los niveles circulantes de ácidos grasos no 

esterificados (AGNE) (Dimitriadis et al., 2011). El efecto de la insulina se relaciona con la 

disponibilidad de nutrientes, y depende de la unión de la insulina a un receptor que se encuentra 

ubicado en la membrana celular en los tejidos blanco como el músculo esquelético (Haeusler et 

al., 2018; Petersen & Shulman, 2018; Richter et al., 2021).     

 

El receptor de insulina (INSR, por sus siglas en inglés), corresponde a un heterotetrámero 

conformado por dos subunidades a en la región extracelular y dos subunidades b en la región 
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intracelular que poseen un dominio actividad tirosina quinasa (Hubbard, 2013) lo que permite 

iniciar una serie de eventos intracelulares que como resultado, promueven incorporar la glucosa 

a las células mediante difusión facilitada a través de un transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) 

(Huang & Czech, 2007; Saltiel & Kahn, 2001).  

 

Estos transportadores se encuentran principalmente expresados en las células musculares y 

en los adipocitos; se almacenan en vesículas intracelulares que contienen GLUT4 (GSV, por 

sus siglas en inglés) que translocan desde depósitos intracelulares hacia la membrana 

plasmática y de esta manera facilitar el ingreso de glucosa a la célula (Bryant et al., 2002; 

Carnagarin et al., 2015; Richter & Hargreaves, 2013). La insulina aumenta la difusión facilitada 

de glucosa a través de los GLUT4 (Bryant et al., 2002; Hruz & Mueckler, 2001; Huang & Czech, 

2007), por lo que su translocación hacia la membrana celular del músculo es fundamental (Rose 

& Richter, 2005). 

 

Ha sido descrito río abajo del INSR, la activación de una proteína andamio conocida como 

sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés), que es uno de los principales 

mediadores de los efectos de la insulina (Petersen & Shulman, 2018). La fosforilación del IRS, 

permite la activación de proteínas que participan como un nodo crítico en esta vía de regulación 

involucrando a fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), que está conformada por un heterodímero y 

se regula mediante el acoplamiento entre la subunidad p85 y otra subunidad que es catalítica 

llamada p110 (Petersen & Shulman, 2018; Saltiel & Kahn, 2001). La activación de PI3K permite 

catalizar la formación de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol 3,4-

bifosfato (PIP2), esta reacción es importante para reclutar una quinasa dependiente de 

fosfoinositol-1 (PDK1) (Carnagarin et al., 2015; Saltiel & Kahn, 2001).  

 

Lo descrito, resulta en la activación de la proteína quinasa B (PKB), también conocida como Akt 

(Welsh et al., 2005). La fosforilación de Akt es descrita como otro nodo crítico, que media los 

efectos río abajo del INSR (Petersen & Shulman, 2018) y permite la inactivación de la proteína 

sustrato de Akt de 160 kDa (AS160) que posee dominio Rab-GAP (proteína activadora de 
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GTPasa) y que está involucrado en la translocación de GLUT4 a la membrana celular, regulando 

la captación de glucosa (Mîinea et al., 2005; Roach et al., 2007; Thong et al., 2007). 

 

 
Figura 1. La señalización de insulina regula la exocitosis de GLUT4: La fosforilación del INSR 

desencadena una cascada de señalización dependiente del IRS que involucra el reclutamiento y 

activación de PI3K. Esta proteína convierte PIP2 en PIP3, que sirve de plataforma para el reclutamiento 

de PDK1 y de AKT. Cuando Akt se encuentra en la membrana plasmática, es fosforilada por PDK1 y el 

complejo 2 diana de rapamicina de mamíferos (mTORC2), esto permite la activación de Akt, 

promoviendo la exocitosis de GLUT4 mediante la fosforilación e inactivación de AS160 y una subunidad 

reguladora (RGC) que participan en la retención de GSV. Extraída de (Leto & Saltiel, 2012).  
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Músculo esquelético y captación de glucosa 
 

El músculo esquelético representa un tejido esencial para la realización de diversas tareas 

relacionadas con la postura, la locomoción, la independencia funcional y constituye un ~ 40% 

de la masa corporal en sujetos adultos no obesos (Frontera & Ochala, 2015; Schiaffino & 

Reggiani, 2011). Este tejido presenta una compleja arquitectura, en la que se agrupan de 

manera muy estrecha paquetes de células conocidas como fibras musculares. Dentro de sus 

principales funciones se encuentran el movimiento y la generación de fuerza a intensidades 

variables (Mukund & Subramaniam, 2019; Schiaffino & Reggiani, 2011). Además, desempeña 

un papel importante en la captación de glucosa (Carnagarin et al., 2015) y representa el principal 

sitio de acción de la insulina, permitiendo la remoción de glucosa desde la sangre (~80-85%) 

en sujetos sanos con tolerancia normal a la glucosa (Carnagarin et al., 2015; DeFronzo, 2004; 

Defronzo et al., 1981). 

 

En condiciones basales, la captación de glucosa ocurre principalmente de manera dependiente 

de GLUT1, un transportador ubicuo y que en el músculo se encuentra predominantemente en 

el sarcolema (Rudich et al., 2003; Sylow et al., 2021). Las células del tejido muscular presentan 

invaginaciones en el sarcolema que se conocen con el nombre de túbulos transversales 

(túbulos-T), los que transmiten el potencial de acción por la fibra muscular y permiten la 

contracción de estas células (Mukund & Subramaniam, 2019). En respuesta a insulina o la 

actividad contráctil, los GLUT4 translocan hacia los túbulos-T permitiendo la difusión facilitada 

de glucosa al músculo (Huang & Czech, 2007; Lauritzen, 2013; Richter et al., 1982). Una vez al 

interior de la fibra muscular, la glucosa puede ser oxidada y participar de la glucólisis o promover 

la síntesis de glucógeno (Klein et al., 2022; Petersen & Shulman, 2018; Woerle et al., 2003).  

 

Basado en las características metabólicas y la actividad contráctil del músculo esquelético, se 

pueden clasificar tres tipos de fibras musculares: tipo I, IIa y Iib. Esto responde a distintos 

fenotipos que determinan propiedades específicas de las fibras musculares en relación a su 

velocidad de activación, tipo de metabolismo y eficiencia energética y se relacionan con distintas 

isoformas de ATPasas de cadena pesada de miosina (MyHC) (Gundersen, 2011; Schiaffino & 
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Reggiani, 2011). Así, aquellas fibras clasificadas como tipo I o de contracción lenta, presentan 

una característica metabólica oxidativa y son resistentes a la fatiga, lo que le permite 

mantenerse en actividad durante períodos prolongados. Por otra parte, aquellas fibras de tipo II 

o de contracción rápida, son fatigables, lo que les permite realizar actividades de mayor 

intensidad, pero breves y presentan diferencias en sus perfiles metabólicos debido a que las de 

tipo Iia son de metabolismo oxidativo, mientras que las de tipo Iib son glicolíticas. Estas 

características, determinan una distribución de la expresión de este tipo de fibras en los distintos 

músculos del organismo, generándose músculos de tipo rápido, lento o mixto (Frontera & 

Ochala, 2015; Mukund & Subramaniam, 2019; Schiaffino & Reggiani, 2011).  

 

La energía requerida por este tejido, se obtiene mediante la hidrólisis de ATP (adenosín 

trifosfato) a ADP (adenosín difosfato) y Pi (fosfato inorgánico) (Hardie, 2014). Un déficit en los 

requerimientos energéticos celulares incrementan la relación AMP:ATP y activan un complejo 

enzimático llamado proteína quinasa activada por AMP (AMPK) (Gowans et al., 2013). Este 

complejo promueve la restauración del balance energético celular, permitiendo la incorporación 

de glucosa mediante la translocación de GLUT4 inducido por estímulo contráctil en las fibras 

musculares (Kang et al., 2021; Kjøbsted et al., 2019; Sakamoto et al., 2005). Por otra parte, 

ratones sometidos a restricción calórica mostraron un aumento en la sensibilidad a insulina en 

el músculo esquelético por un mecanismo dependiente de PI3K y que involucra a una enzima 

sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) (Schenk et al., 2011), siendo este otro 

mecanismo involucrado en la captación de glucosa relacionada al flujo de nutrientes.  

 

En los últimos años, se ha descrito que el músculo esquelético cumple un papel importante 

sobre el funcionamiento del cuerpo a través de la actividad de factores humorales relacionadas 

a la actividad contráctil (Hoffmann & Weigert, 2017). Resultados obtenidos por Goldstein y 

colaboradores en 1961, de experimentos realizados con transfusiones cruzadas entre perros 

en reposo y perros con actividad muscular estimulada eléctricamente, se postuló la existencia 

de factores humorales inducidos por la actividad muscular que regulaban diferentes procesos, 

como por ejemplo la captación de glucosa (Goldstein, 1961). A partir de estos factores 

humorales, se comienzan a estudiar las citoquinas y otros péptidos que son expresados y 
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liberados por el músculo esquelético, principalmente como una respuesta a la contracción 

muscular (Pedersen, 2011, 2013). Comprender el papel fisiológico y la respuesta biológica de 

estas moléculas es motivo de múltiples investigaciones (Sanford et al., 2020), dado el efecto 

que pueden tener sobre mitigar enfermedades y promover una mejora en la calidad de vida de 

las personas.   

 

Dentro de las citoquinas descritas a la fecha, resulta interesante comprender qué papel tiene el 

factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21), ya que se secreta en condiciones fisiológicas 

de manera postprandial y regula la homeostasis de la glucosa en ratones (Markan et al., 2014). 

Además, ejerce efectos que tienen relación con la captación de glucosa en las células de 

adipocitos 3T3-L1 y miotubos humanos tratados con FGF21 (Kharitonenkov et al., 2005; Mashili 

et al., 2011).  

 

Factor de crecimiento de fibroblastos-21 
 

Durante el año 2000, un equipo liderado por Itoh, describe a partir del ADN complementario de 

muestras de ratón y humanas, un nuevo miembro de la familia de los factores de crecimiento 

de fibroblastos (FGFs), preferentemente expresado en el hígado e identificado como FGF21 

(Nishimura et al., 2000). La composición de FGF21 murino, corresponde a una pre-proteína de 

210 aminoácidos, que posee una secuencia péptido señal de 28 aminoácidos y su forma 

secretada tiene una masa molecular de ~23 kilo dalton (kDa) (182 aminoácidos). La variante 

humana, corresponde a una pre-proteína de 209 aminoácidos, incluyendo también, un péptido 

señal de 28 aminoácidos (Staiger et al., 2017). Ambas secuencias peptídicas (murino y humana) 

comparten un ~75% de aminoácidos idénticos (Nishimura et al., 2000). Una característica de 

FGF21, es que presenta una baja afinidad por heparán sulfato en la matriz extracelular lo que 

se asocia a que sea un factor secretado a la circulación sistémica (Goetz et al., 2007). 

 

La expresión de FGF21 ha sido demostrada en diferentes tejidos, tales como hígado (Nishimura 

et al., 2000), tejido adiposo (Zhang et al., 2008), riñón (Kim et al., 2013), páncreas (Johnson et 
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al., 2009), vasos sanguíneos, corazón (Planavila et al., 2013) y músculo esquelético (Lee et al., 

2012; Mashili et al., 2011). La regulación de la expresión de FGF21 depende del receptor 

activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR, por sus siglas en inglés). En el hígado, tejido 

donde predominantemente se expresa FGF21, la regulación de la expresión de este péptido 

está determinada por PPAR𝝰,	que puede unirse a la región promotora del gen de FGF21 para 

su transcripción (Lundåsen et al., 2007). En modelo murino, se ha podido establecer que el 

incremento en los niveles circulantes de FGF21 está relacionado con períodos de ayuno de 

entre 12 a 24 h, esto permite promover la gluconeogénesis hepática e incrementar los niveles 

circulantes de glucosa (Liang et al., 2014), y se restablece la concentración plasmática de 

FGF21 a niveles basales a partir de 4 h posterior a una ingesta (Badman et al., 2007; Inagaki 

et al., 2007). Por otra parte, se ha mostrado que la administración farmacológica de 

rosiglitazona, un agonista de PPARg (subtipo de la familia PPARs), puede incrementar la 

expresión de FGF21 (in vivo) desde células del tejido adiposo y sus niveles plasmáticos en 

animales sanos y obesos (Muise et al., 2008). Aunque se describe que condiciones de ayuno 

han incrementado fisiológicamente los niveles plasmáticos de FGF21 en pocas horas en modelo 

de ratón, en humanos se aprecia esta respuesta, pero en ayuno prolongado (10 días) (Fazeli et 

al., 2015).  

 

Si bien, se ha descrito principalmente al hígado (Badman et al., 2007; Inagaki et al., 2007; Vernia 

et al., 2016) como fuente principal en la secreción de FGF21, en muestras obtenidas a partir de 

biopsias de músculo esquelético humano, se ha podido demostrar la expresión del transcrito 

para FGF21 (Hojman & Pedersen, 2009; Suomalainen et al., 2011) como también, en músculos 

disecados a partir de ratones (Oost et al., 2019; Rodríguez-Nuevo et al., 2018; Tezze et al., 

2017). El aumento en los niveles proteicos y la secreción de FGF21 ha sido demostrado de 

manera ex vivo mediante un modelo murino transgénico a través de la activación constitutiva 

de Akt y asociado a un mecanismo dependiente de PI3K (Izumiya et al., 2008). También, se ha 

demostrado en miotubos primarios de ratones y humanos que la disfunción mitocondrial 

aumenta los niveles de FGF21 por mecanismos dependientes de Akt y AMPK (Keipert et al., 

2014; Vandanmagsar et al., 2016). 
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Para poder ejercer su acción en las células blanco, FGF21 requiere de un receptor, conocido 

como receptor de factor de crecimiento fibroblástico (FGFR, por sus siglas en inglés) y a su vez 

de β-Klotho (KLB), una proteína transmembrana que funciona como cofactor obligatorio para la 

señalización de FGF21 (Kurosu et al., 2007; Ogawa et al., 2007). La unión de FGF21 a su 

cofactor KLB induce su heterodimerización con el FGFR, generando autofosforilación de los 

residuos de tirosina de FGFR, lo que promueve la activación de cascadas de transducción de 

señales que implican al sustrato 2 de receptor para FGF (FRS2), MAP quinasas, PI3K-Akt y 

PKCs (Gotoh et al., 2004; Izumiya et al., 2008; Lax et al., 2002; Li et al., 2016). Estas vías han 

sido implicadas en la mayoría de las funciones biológicas que son reguladas por el FGFR 

(Gimeno & Moller, 2014; Jeon et al., 2016; Kharitonenkov et al., 2008; Li et al., 2016; Moyers et 

al., 2007). 

 

En un estudio de nuestro laboratorio, se demostró un aumento en la expresión de FGF21 tanto 

a nivel de ARN mensajero (ARNm) como proteína, además de su secreción en cultivo de fibras 

aisladas provenientes de ratón, mediante la utilización de estímulo eléctrico o ATP exógeno. En 

relación a esto, un estímulo con ATP (3 µM) incrementa de manera significativa los niveles de 

FGF21 secretado al medio de cultivo en un período de 240 min posterior a la estimulación (Arias-

Calderon, 2019). Mediante la utilización de técnicas de Western blot e inmunoprecipitación se 

ha podido detectar la presencia de FGFR y KLB en músculo esquelético de ratón y cultivo 

primario de miotubos humanos (Benoit et al., 2017; Jeon et al., 2016; Vandanmagsar et al., 

2016). La presencia del complejo FGFR/KLB nos permite hipotetizar un posible efecto 

auto/paracrino respecto a FGF21 directamente en el músculo esquelético. 

 

Respecto a la secreción de FGF21, los mecanismos que controlan esto no son del todo 

conocidos. Estructuralmente, FGF21 presenta un péptido señal en el segmento amino terminal 

que le permite dirigirse hacia el retículo endoplasmático (RE) y continuar mediante el tráfico 

vesicular hacia el aparato de Golgi (Zhang & Schekman, 2013). Recientemente, se ha 

demostrado en hepatocitos que YIPF6 (familia del dominio Yip1, miembro 6) un receptor de 

membrana que regula el transporte vesicular, se une a nivel del lumen del RE a FGF21. Esto, 
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transfiere selectivamente la interacción YIPF6-FGF21 en vesículas COPII (complejo proteico de 

la capa II) lo que permite su secreción al medio extracelular (Wang et al., 2019). 

 

Con respecto a la bioactividad de FGF21, se ha demostrado en modelo in vitro que la 

administración exógena promueve la incorporación de glucosa tanto en adipocitos como en 

líneas celulares de preadipocitos 3T3-L1 por mecanismos dependientes del transportador de 

glucosa tipo 1 (GLUT1) (Kharitonenkov et al., 2005). Estudios realizados en modelo murino con 

resistencia a la insulina, han mostrado que la administración aguda de FGF21 reduce los niveles 

circulantes de glucosa (Xu et al., 2009). Mediante la utilización de un clamp hiperinsulinémico-

euglicémico en ratones transgénicos deficientes de leptina (ob/ob), se demostró que el 

tratamiento de FGF21 (8 días) mejora la sensibilidad a insulina (glucosa infundida 20% más) 

comparado con un tratamiento vehículo (Berglund et al., 2009). Otro estudio, mostró que la 

administración de FGF21 (14 días), reduce los niveles de insulina en ayuno tanto en ratones 

normales como alimentados con HFD. Además, reduce en un 23% los niveles plasmáticos de 

glucosa en los animales alimentados con dieta HFD (Emanuelli et al., 2014). Estos efectos, han 

sido atribuidos a una expansión del tejido adiposo subcutáneo lo que mejora la sensibilidad 

hepática a insulina y en la captación de glucosa (Li et al., 2018). 

 

Resistencia a la insulina en músculo esquelético 
 

La resistencia a la insulina (RI) se caracteriza por una insuficiencia de esta hormona por ejercer 

sus efectos en los tejidos sensibles. En este sentido, se manifiesta en un deterioro en inhibir la 

producción hepática de glucosa y una disminución en la captación de glucosa por parte del 

tejido adiposo y el músculo esquelético (Kahn & Flier, 2000); como consecuencia, en un estado 

de RI, se requiere una mayor concentración hormonal para mantener una respuesta normal 

(Kahn, 1978). Esta condición, se ha podido determinar comparando la respuesta de la 

concentración plasmática de glucosa en pacientes diabéticos mediante la administración de 

glucosa e insulina de manera simultánea. Aquellos pacientes que no mostraron una disminución 
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de la glicemia posterior a la administración de insulina, fueron clasificados como insensibles a 

insulina. (Himsworth, 1936).  

 

En condiciones fisiológicas, la producción endógena de glucosa en humanos se mantiene 

relativamente constante (~ 5 mmol/L); sin embargo, en condiciones fisiopatológicas, se ha 

podido determinar utilizando glucosa marcada (in vivo) un incremento en la producción 

endógena de glucosa por vía gluconeogénica (Gastaldelli et al., 2000). Este incremento en la 

gluconeogénesis, permite una mayor liberación de glucosa y contribuye a un estado de 

hiperglicemia tanto en condiciones de ayuno como postprandiales en sujetos con diabetes 

mellitus tipo 2 (DMT2) (Gastaldelli et al., 2000, 2007). Este estado de hiperglicemia, refleja un 

deterioro respecto a la capacidad de la insulina para poder regular la producción hepática de 

glucosa y como consecuencia genera un estado de hiperinsulinemia como un mecanismo 

compensatorio (Smith et al., 2020). 

 

En sujetos resistentes a la insulina, una ingesta de glucosa (75 g) aumenta la glicemia y la 

concentración de insulina comparada con sujetos normales, esto sin afectar la tasa metabólica 

y la oxidación de carbohidratos postprandial (Galgani & Ravussin, 2012). Esta hiperglicemia 

postprandial, más bien compensa la captación tisular de glucosa, sin presentar diferencias en 

sujetos DMT2 respecto a sujetos no diabéticos (Woerle et al., 2006). Sin embargo, se ha 

reportado mediante la utilización de isótopos de glucosa, que la captación de glucosa 

postprandial por parte del músculo esquelético se ve reducida en sujetos con DMT2 (Meyer et 

al., 2004). Esto, se ha explicado por defectos en la señalización intracelular (post-receptor) de 

insulina que tienen relación con una reducción en la actividad de IRS-1, PI3K (Cusi et al., 2000; 

Dresner et al., 1999) y también se ha reportado una disminución en la fosforilación Akt (Krook 

et al., 1998; Tonks et al., 2013) cuando se administra una infusión de insulina en sujetos obesos 

y con DMT2. 
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FGF21 y su relación con la captación de glucosa 
 

Considerando los efectos demostrados de FGF21 sobre la disminución de los niveles 

circulantes de glucosa, se ha determinado (in vitro) que el tratamiento con FGF21 reduce la 

producción endógena de glucosa en células de hepatoma H4IIE y además, promueve la 

captación de glucosa en adipocitos diferenciados 3T3-L1 (Xu et al., 2009). La vía de 

transducción involucrada en la inhibición de la producción hepática de glucosa está relacionada 

con PI3K-PKCi/l (atípicas), esto fue demostrado mediante la utilización de inhibidores 

farmacológicos y lisado de proteínas totales provenientes de células H4IIE tratadas con FGF21; 

también ha sido demostrado en un modelo murino transgénico deficiente del receptor de leptina 

(db/db) utlilizando un extracto de proteínas de tejido hepático posterior a un tratamiento de 

FGF21 (Kong et al., 2013). 

 

KLB es una proteína involucrada en la respuesta de FGF21 (Ding et al., 2012; Kurosu et al., 

2007); sin embargo, en un modelo de ratones que carece de KLB específicamente en 

hepatocitos, se demostró que el tratamiento con FGF21 durante dos semanas, tiene efectos 

sobre la captación de glucosa de manera independiente de la acción directa sobre el hígado 

(Lan et al., 2017). A través de la utilización de isótopos estables por aminoácidos en cultivo 

celular de 3T3-L1 tratados con FGF21, analizados posteriormente con espectrometría de 

masas, se ha podido determinar que la señalización río abajo del receptor FGFR1 se propaga 

mediante la actividad de quinasas reguladas por señales extracelulares ½ (ERK1/2) y del 

complejo 1 diana de rapamicina en mamíferos (mTORC1) (Minard et al., 2016); esto se ha 

confirmado in vivo mediante la administración intraperitoneal de FGF21 y su posterior 

recolección de muestras de tejido adiposo blanco (TAB) (Emanuelli et al., 2014; Minard et al., 

2016). 

 

El tratamiento con FGF21, ya sea una sola inyección (Xu et al., 2009) o la administración 

continua durante 4 semanas (Li et al., 2018) en un modelo murino, ha mostrado tener un papel 

insulino sensibilizante evaluado mediante clamp hiperinsulinémico-euglicémico, que refleja un 

incremento en la tasa de infusión de glucosa para mantener la euglucemia. Parte de los tejidos 
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involucrados en la reducción de los niveles de glucosa mediante tratamiento con FGF21 durante 

dos semanas, seguido de un estímulo con insulina corresponden al TAB, tejido adiposo pardo 

(TAP) y músculo esquelético, esto se realizó in vivo mediante la utilización de isótopos de 

glucosa (Emanuelli et al., 2014).  

 

Una vía alternativa que involucra un efecto agudo relacionado al transporte de glucosa mediado 

por insulina son las isoformas atípicas de PKC (aPKC). Esto se ha demostrado en cultivos 

celulares de mioblastos L6 y pre-adipocitos humanos mediante la utilización de transferencia 

adenoviral de aPKC que como resultado involucra a esta familia de proteínas para la captación 

de glucosa inducida por insulina (Bandyopadhyay et al., 2002). La actividad de aPKC es 

dependiente de PI3K (Bandyopadhyay et al., 1997). FGF21 también involucra la actividad de 

PI3K río debajo de su receptor (Li et al., 2016), por lo que se podría hipotetizar que parte de los 

efectos relacionados a este papel insulino sensibilizante en músculo esquelético involucra la 

participación de aPKC. 

 

Se ha descrito, que FGF21 promueve la captación de glucosa en miotubos primarios humanos. 

En músculo esquelético de ratón la incubación simultánea de FGF21 e insulina, incrementa la 

captación de glucosa por un mecanismo independiente de Akt, AS160 y ERK1/2; proteínas 

involucradas en la vía canónica de insulina (Mashili et al., 2011); a pesar de ello, no se describe 

el mecanismo que está involucrado. Desde el punto de vista fisiológico, el único momento donde 

se encuentran en circulación FGF21 e insulina es postprandial (Markan et al., 2014). En este 

sentido, se ha mostrado que una dieta rica en carbohidratos (CHO) (80% CHO), incrementa los 

niveles plasmáticos de FGF21 en sujetos sanos comparada con una dieta control eucalórica 

(CON). Este incremento de los niveles de FGF21, fue acompañado de un aumento de la 

captación de glucosa en la pierna de los sujetos que eran parte del estudio, respecto a la dieta 

CON (Lundsgaard et al., 2016). No se puede descartar que este incremento en la secreción de 

FGF21, independiente de su origen, tenga un efecto fisiológico a nivel muscular relacionado 

con la captación de glucosa.   
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La obesidad es una condición que también promueve un incremento en la expresión génica y 

los niveles circulantes de FGF21 tanto en ratones como en humanos. En modelo murino, se 

demostró que la exposición a dieta HFD durante 22 semanas incrementan los niveles séricos 

de FGF21 y además, la expresión de ARNm para FGF21 tanto en hígado como TAB comparado 

con ratones delgados (Fisher et al., 2010). Respecto a los humanos, se evidenció un aumento 

en los niveles circulantes de FGF21 de sujetos con sobrepeso u obesos, respecto a sujetos 

delgados (Mraz et al., 2009; Zhang et al., 2008). Utilizando análisis de regresión logística se 

mostró asociación positiva entre los niveles séricos de FGF21, adiposidad, insulina en ayunas 

y triglicéridos tras ajustar por edad e índice de masa corporal (IMC) (Zhang et al., 2008).  

 

En modelo murino sometido a DIO, la respuesta reducida en la señalización de FGF21 ha sido 

atribuido a una disminución en la expresión de FGFR en hígado y TAB (Fisher et al., 2010) o 

KLB en TAB (Markan et al., 2017) comparado con animales alimentados con dieta chow. En 

humanos, sujetos con DMT2 presentan una disminución en la expresión de KLB en músculo 

esquelético y defectos en la señalización de FGF21 en comparación con sujetos delgados (Jeon 

et al., 2016; Kruse et al., 2017). Siendo el músculo esquelético un tejido predominante en la 

captación de glucosa por vía GLUT4 (Lee et al., 2012), es necesario entender el potencial que 

puede tener como blanco de las acciones de FGF21 en condiciones de DIO. 

 

En este sentido, FGF21 proporciona una visión de interés debido a las aproximaciones 

terapéuticas estudiadas en ensayos preclínicos donde también se refleja una disminución de 

las concentraciones plasmáticas de glucosa con la administración subcutánea de análogos de 

FGF21 (Adams et al., 2013; Camacho et al., 2013). En humanos, este tipo de tratamiento no ha 

mostrado un descenso de los niveles de glucosa en ayuno en comparación con un placebo 

(Gaich et al., 2013; Talukdar et al., 2016). Otros estudios dan cuenta de efectos indeseados 

respecto a la homeostasis ósea en ratones (Geng et al., 2020). En este sentido, tanto la 

administración farmacológica como la sobreexpresión de FGF21, promueven la pérdida de 

tejido óseo y estimulan la adipogénesis en la células madres mesenquimales de la médula ósea 

(Li et al., 2020; Wei et al., 2012).  
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De acuerdo a los antecedentes, el tratamiento con FGF21 tiene efectos sobre la regulación de 

la glicemia. A nivel muscular, la administración exógena de FG21 promueve la captación de 

glucosa por un mecanismo aparentemente independiente de la vía Akt-AS160. Por otro lado, 

se ha descrito la participación de PI3K-aPKC en el transporte de glucosa estimulado por insulina 

en mioblastos de rata. No obstante, no se ha descrito la participación de la vía PI3K-aPKC sobre 

la captación de glucosa inducida por FGF21 en el músculo esquelético de manera alternativa a 

la insulina.  
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HIPÓTESIS 
 
“El factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21) exógeno aumenta la captación de glucosa 

a través de una vía dependiente de la actividad de PI3K-aPKC-GLUT4 en fibras aisladas de 

músculo esquelético de ratón”. 
 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 
Determinar los mecanismos moleculares que regulan la captación de glucosa inducida por 

FGF21 en fibras aisladas de músculo esquelético de ratón. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Objetivo 1:  
Determinar el efecto de FGF21 en la capación de glucosa y la translocación de GLUT4 hacia la 

membrana celular en fibras aisladas de músculo esquelético de ratones alimentados con dieta 

normal chow (NCD). 

Objetivo 2:  
Evaluar la participación de la vía transduccional fosfatidilinositol 3-quinasa y proteína quinasa C 

atípicas (PI3K-aPKC) en la captación de glucosa inducida por FGF21 en fibras aisladas de 

músculo esquelético de ratones alimentados con NCD.  

Objetivo 3:  
Comparar los niveles de captación de glucosa inducidos por FGF21 en fibras aisladas de 

músculo esquelético de ratones alimentados con NCD y con HFD. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Animales 
Los animales machos cepa C57BL/6J fueron obtenidos desde el Bioterio Central de la Facultad 

de Medicina de la Universidad de Chile. Se mantuvieron en una habitación con temperatura 

constante a 21ºC y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h. A los 20 días de nacidos, los ratones 

provenientes de una misma camada fueron divididos en dos grupos. El grupo control recibió 

una dieta NCD que contenía 10% grasa, 20% proteínas y 70% carbohidratos. El grupo 

alimentado con HFD recibió una dieta con 60% grasa, 20% proteínas y 20% carbohidratos 

(D12492; Research Diets, New Brunswick, NJ). Los animales fueron eutanasiados posterior a 

las 8 semanas de tratamiento. El Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, Universidad 

de Chile, aprobó todos los procedimientos realizados en los animales asociado al proyecto 

Fondecyt N° 1151293 (Dr. Enrique Jaimovich).  

Cultivo de fibras aisladas de músculo FDB 
El procedimiento realizado para la obtención de fibras musculares ha sido descrito 

anteriormente (Casas et al., 2010). Una vez disecado el músculo flexor digitorium brevis (FDB), 

se procedió a disgregar las fibras mediante digestión enzimática en todo el músculo, esto 

durante un tiempo de 90 minutos a una temperatura de 37°C con la utilización de colagenasa 

tipo 2 (1,96 mg/mL) en medio Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) con un 5% de suero 

equino (HS) (Worthington, Lakewood, NJ, EEUU). Posteriormente, el músculo se disoció 

mecánicamente al pasar a través de pipetas Pasteur pulidas al fuego. Las fibras aisladas se 

sembraron en cubreobjetos recubiertos con una membrana basal de matriz MatrigelÒ y se le 

agregó medio de cultivo DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado con suero de 

caballo al 10% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Las fibras se utilizaron para experimentación 

en un tiempo no superior a 12 h después del aislamiento. 

Ensayo de captación de glucosa en fibra aislada con sonda fluorescente 2-NBDG  
El procedimiento utilizado para determinar la captación de 2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
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yl)amino]-2-deoxy-D-glucose (2-NBDG) fluorescente (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EEUU) fue descrito anteriormente (Osorio-Fuentealba et al., 2013). Brevemente, las fibras 

musculares fueron lavadas con solución tampón Krebs-Ringer en ausencia de glucosa y se 

estimularon con insulina (100 nM) (Actrapid, Novo-Nordisk, Dinamarca) o FGF21 (Enzo, 

Farmingdale, NY, EEUU) a diferentes concentraciones (10, 25, 50, 100, 500, 1000 ng/mL 

respectivamente) durante 20 min, antes de exponerse durante 15 minutos a 2-NBDG (300 μM). 

Previo a las medidas de fluorescencia, las placas de cultivo fueron lavadas nuevamente con 

solución tampón Krebs-Ringer. Las fibras fueron excitadas a través de un láser de argón a una 

longitud de onda de 488 nm, y la emisión de fluorescencia se recolectó con un objetivo 40X Plan 

Apofluo y un filtro de paso de banda entre 505 y 550 nm en un microscopio confocal Carl Zeiss 

Pascal 5. La captación de 2-NBDG se calculó mediante la densidad integrada de la señal 

fluorescente intracelular considerando tres regiones diferentes de cada fibra analizada (después 

de restar la señal extracelular de fondo). El rendimiento de cada animal fue de 6 a 8 placas de 

cultivo de fibras, que se trataron con diferentes condiciones y para cada condición, se analizaron 

5 a 20 fibras individuales por cada placa de cultivo de cada animal de forma independiente. Las 

regiones de interés de las imágenes, fueron tomadas de manera longitudinal a las fibras y se 

cuantificaron mediante el software Image J (NIH, Bethesda, MD, EEUU). Los inhibidores 

farmacológicos utilizados fueron: Citocalasina B (5 μM)  (Calbiochem, La Jolla, CA, EEUU); 

Indinavir (100 μM) (Merck, Rahway, NJ, EEUU); LY294002 (50 μM) (Merck, Rahway, NJ, 

EEUU); MK-2206 (1 μM) (Cayman Chemical, Michigan, EEUU), BIM I (Bisindolilmaleimida I) 

(2.5 μM) (Calbiochem, La Jolla, CA, EEUU); Gö6976 (1 μM) (Farmingdale, NY, EEUU); pPKC-

ζ (pseudosustrato PKC-ζ) (100 nM) (Tocris Biosciences, Bristol, Reino Unido). 

Captación de 3H-2DG 
Se utilizó FGF21 o insulina durante 20 minutos a una temperatura de 37°C para estimular las 

placas de cultivo con fibras musculares aisladas como se describió previamente (Osorio-

Fuentealba et al., 2013). Las fibras fueron lavadas en dos ocasiones con una solución salina 

tamponada con HEPES [en mM: NaCl 122, KCl 4.9, MgSO4 2.5, CaCl2 1, HEPES 20 (pH 7.4)]. 

La captación de glucosa fue medida durante 10 minutos utilizando 3H-2-desoxiglucosa (10 mM) 

a 37°C en la solución descrita con anterioridad. Posteriormente, las fibras fueron lavadas en 
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tres ocasiones con solución salina enfriada que contenía HEPES en presencia de D-glucosa 

(30 mM). La radiactividad presente en las placas de cultivo se determinó mediante recuento de 

centelleo líquido después de la adición de NaOH (0.05 N). 

Inmunofluorescencia indirecta 

Las fibras musculares aisladas de músculo FDB fueron cultivadas y tratadas en cubreobjetos 

de vidrio de 35 mm, para realizar la inmunofluorescencia contra la proteína FGFR1 y KLB según 

el protocolo utilizado en nuestro laboratorio (Llanos et al., 2015). Brevemente, las células fueron 

lavadas 2 veces con tampón fosfato salino (PBS) 1X (137 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 

KH2PO4, 2,7 mM KCl, pH 7,4) y posteriormente se fijaron mediante incubación durante 10 min 

a temperatura ambiente con PBS que contenía paraformaldehído (PFA) al 4% (Electron 

Microscopy Science, Hatfield, PA, USA). A continuación, las fibras se lavaron con PBS, se 

permeabilizaron con 100 mM de Tritón X-100 al 0,1% en PBS. Luego, se lavaron 4 veces con 

PBS 1X y se bloquearon durante 1 h con una solución PBS 1X-BSA 1% a temperatura ambiente. 

Se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario anti-FGFR1 (1:200, #9740, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, EEUU) o anti-KLB (1:200, #PA5-44023, Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, IL, EEUU) a 4°C. Además, se utilizó un anticuerpo contra el receptor de dihidropiridina 

(DHPR) (1:200, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE.UU.) para detectar el DHPR. Se 

lavaron tres veces con PBS-BSA 1% y se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario Alexa 

Fluor-488 anti-conejo y Alexa Fluor-546 anti-ratón, respectivamente (dilución 1:250, Molecular 

Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces con 

PBS-BSA 1% y se montaron en portaobjetos utilizando medio de montaje de fluorescencia Dako 

(Dako, CA, EEUU). Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Carl Zeiss 

Pascal 5 y analizadas posteriormente utilizando el programa de libre acceso ImageJ (NIH, 

EEUU). 

Ensayo de detección de GLUT4 en la superficie celular 
La presencia de GLUT4 en la superficie de la fibra se evaluó mediante la detección de una 

proteína quimera GLUT4myc-eGFP en el sarcolema de la fibra muscular. Para esto, se realizó 

una inyección intramuscular de plásmidos y a continuación el procedimiento de electroporación 
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como se describió anteriormente (DiFranco et al., 2009). Brevemente, los ratones de seis 

semanas de edad, fueron anestesiados con isofluorano y se les administró hialuronidasa (2 

mg/mL) en una solución de NaCl (0,9%) directamente al músculo FDB. Luego de 1 h, se 

inyectaron 20 μg de un plásmido que codifica para una proteína quimera GLUT4myc-eGFP bajo 

el control del promotor CMV (generosamente proporcionado por A. Klip) y se realizó la 

electroporación dando 20 pulsos de 20 ms de duración, a 1 Hz, con una amplitud de ~ 100 

mV/cm.   

Los ratones fueron mantenidos durante 2 semanas antes de realizar los experimentos. Las 

fibras aisladas fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio y se mantuvieron en DMEM 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) sin suero durante 30 minutos. Las células fueron incubadas 

durante 20 min con FGF21 (100 ng/mL) o insulina (100 nM) (Actrapid, Novo-Nordisk, 

Dinamarca). La presencia de GLUT4myc-eGFP en la superficie de las fibras, se realizó sin 

permeabilizar su membrana celular, como se describió anteriormente (Llanos et al., 2015). 

Brevemente, después de lavar las placas de cultivo con solución salina tamponada con fosfato 

(PBS) [en mM: NaCl 127; KCl 2.7; Na2HPO4 10; KH2PO4 1.8], éstas fueron fijadas mediante la 

incubación de PBS con paraformaldehído al 4% (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, 

EEUU) durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, las fibras fueron lavadas con 

PBS y se bloquearon durante 1 hora con PBS-BSA (albúmina de suero bovino) al 1% a 

temperatura ambiente. Los niveles de GLUT4myc-eGFP en la superficie celular se 

inmunodetectaron con el anticuerpo monoclonal anti-myc (dilución 1:300, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) seguido de un anticuerpo secundario conjugado con 

Alexa-Fluor 546 (dilución 1:600, Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Bajo estas 

condiciones, la translocación de GLUT4 permite que el epítopo myc se encuentre fuera de la 

membrana plasmática y pueda ser inmunodetectada. Las muestras se montaron en 

portaobjetos utilizando medio utilizando medio de montaje de fluorescencia Dako (Dako, CA, 

EEUU) y se almacenaron a una temperatura de 4°C hasta su utilización. Las imágenes de 

inmunofluorescencia se adquirieron con un microscopio Carl Zeiss Pascal 5 y el procesamiento 

se realizó con el software ImageJ (NIH, EEUU). 
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Inmunodetección de proteínas mediante técnica de Western blot 
Los músculos FDB de ratones fueron homogeneizados en una solución tampón de lisis RIPA 

frío [en mM: NaCl 140; Triton X-100 al 1%, EDTA 1; EGTA 1 y Tris-HCl 20 (pH 7.5)] 

complementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa como se describió anteriormente 

(Llanos et al., 2015). Las muestras fueron incubadas en hielo durante 30 minutos, y después se 

centrifugaron durante 30 minutos a 3.000 g. Las proteínas sobrenadantes se separaron en geles 

SDS-PAGE al 8%. Las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF (difluoruro de 

polivinilideno) a 350 mA durante 120 min. Las membranas se bloquearon a temperatura 

ambiente durante 1 h en tampón TBS (50 mM Tris,150 mM NaCl, pH 7.6) suplementado con 

leche descremada al 3%, con Tween-20 0,5%. Luego fueron incubadas con los anticuerpos 

primarios correspondientes durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados 

fueron anti-Akt (1:2000, #2920); anti-fosfo-Akt (Ser473, 1:2000, #4060); anti-AS160 (1:1000, 

#2670); anti-fosfo-AS160 (Thr642, 1:1000, #4288); anti-fosfo-AMPKa (Thr172, 1:1000, #2535); 

anti AMPKa (1: 1000, #5831); anti-fosfo-receptor de insulina b (Tyr1150/1151, 1:1000, #3024) 

y anti-receptor de insulina b (1:1000, #3020) todos de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 

EEUU). Además se utilizaron anti-phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204, 1:1000, #136521) y anti-

ERK1/2 (1:1000, #514302) provenientes de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EEUU). 

Posteriormente, las membranas PDVF fueron lavadas con una solución salina tamponada con 

Tris y Tween 20 (0.1%) (TBS-T) y se incubaron durante 1.5 h con un anticuerpo secundario anti-

ratón o anti-conejo unidos a peroxidasa de rabanito (HRP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EEUU). El análisis de densitometría se realizó con el software Image J (NIH, Bethesda, MD). 

Test de tolerancia a la glucosa e insulinemia 
Para poder determinar la tolerancia a la glucosa de los animales, fueron mantenidos en 

condiciones de ayuno entre 12-16 h y se les administró de manera intraperitoneal una carga de 

glucosa equivalente a 2 g/kg. Se recolectaron muestras de sangre de la cola a distintos tiempos: 

0, 15, 30, 60 y 120 min. La concentración de glucosa fue medida a través de un glucómetro One 

Touch UltraminiÒ (Johnson & Johnson, CA, EEUU). Las concentraciones de insulina en plasma 

se determinaron con un ensayo inmunoenzimático específico para ratones (Mercodia, Uppsala, 

Suecia) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, una vez centrifugadas las 
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muestras se agregaron 50 µl del sobrenadante a la placa preparada con el anticuerpo de captura 

propio del kit, además del cóctel de anticuerpos de detección, los que fueron incubados en 

agitación durante 1h. Posteriormente, se lavó la placa con solución de lavado propio del kit y se 

incubó durante 1 h con 100 µl del sustrato 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB), agregando 100 

µl de solución de detención de la reacción al finalizar el procedimiento. La lectura de la placa se 

realizó a una longitud de onda de 450 nm.  

Análisis estadístico 
Los datos experimentales se presentan como promedio ± error estándar (SEM) de un número 

de experimentos indicados como (n). Se midió la respuesta de entre 5 a 20 fibras musculares 

en cada condición, pero se expresa el promedio obtenido por animal. Para determinar la 

normalidad de los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos fueron sometidos a un 

análisis estadístico y las comparaciones entre grupos se llevaron a cabo a través de las pruebas 

de t de Welch o ANOVA con post hoc de Dunnet (señalado en cada figura) mediante el uso del 

programa GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA). Un valor de p < 0,05 fue 

considerado como una diferencia estadísticamente significativa. 
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RESULTADOS  
 

FGFR1 y KLB se encuentran presentes en fibras aisladas de músculo esquelético de 
ratón 
 
Con la finalidad de determinar los niveles proteicos de FGFR1 y de KLB en el músculo 

esquelético, se realizaron análisis de inmmunodetección utilizando extractos homogeneizados 

de FDB, además de hígado y tejido adiposo como control positivo. FGF21 presenta una gran 

afinidad por FGFR1 (Kilkenny & Rocheleau, 2016), sin embargo su expresión es menor en 

hígado que en tejido adiposo (Fisher & Maratos-flier, 2015; Itoh, 2014) (Fig. 2A). La señalización 

intracelular inducida por FGF21 involucra también la isoforma FGFR3 (Suzuki et al., 2008) y 

FGFR4, este último predominantemente expresado en el hígado (Kurosu et al., 2007).  

 

Para poder identificar la distribución subcelular de FGFR1 y KLB, se realizaron cultivos de fibras 

aisladas provenientes de músculo FDB de ratón. Las fibras fueron permeabilizadas  y para 

determinar la presencia de FGFR1, así como de KLB, se utilizaron anticuerpos anti-FGFR1 y 

anti-KLB (en verde); además, como marcador de túbulo-T se utilizó un anticuerpo anti-DHPR 

(en rojo) (Fig. 2B-C). Los resultados muestran que tanto FGFR1 como KLB se encuentran 

presentes en fibras musculares y muestran un patrón de localización tanto en el sarcolema 

como en el citoplasma, esto confirma la presencia del receptor y el cofactor necesarios para la 

transducción de señales rio abajo de FGF21. 
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Figura 2. Distribución subcelular de FGFR1 y KLB en fibras aisladas del músculo esquelético. A: 
Western blot representativo de FGFR1 y KLB, muestras de hígado homogeneizadas (20 µg de proteínas, 

carril 1), tejido adiposo (TA) (20 µg de proteínas, carril 2) y FDB de músculo esquelético (10, 20 y 30 µg 

de proteínas, carril 3, 4 y 5 respectivamente), (n = 3). B-C: imágenes confocal de la sección medial de 

fibras aisladas del músculo FDB (plano focal comprende grosor de 1 μm). Las fibras se permeabilizaron 

y se incubaron conjuntamente con anticuerpo monoclonal anti-FGFR1 (1:200) o anti-KLB (1:200) y anti-

DHPR (1:300); luego se usaron los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 y 546; (figuras 

representativas de al menos 10 fibras analizadas). Escala: 20 μm. 

 

FGF21 aumenta la captación de glucosa en fibras aisladas de músculo adulto 
 
Para evaluar el efecto agudo de FGF21 sobre la captación de glucosa, las fibras fueron 

incubadas durante 20 min con concentraciones crecientes de FGF21, seguido de la medición 

de captación de 2-NBDG como se describe (Materiales y Métodos). La captación basal se 

determinó reemplazando el medio DMEM por la solución tampón Krebs-Ringer. El efecto 
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máximo sobre la captación de 2-NBDG se muestra con 100 ng/mL FGF21. En este caso la 

captación de 2-NBDG muestra un incremento de 1,90 ± 0,18 veces sobre la condición basal 

(Fig. 3A). A esta concentración, se observó que FGF21 promueve un efecto máximo sobre la 

captación de 2-NBDG con una magnitud ligeramente superior a la obtenida con insulina 1,65 ± 

0,08 (100 nM) (Fig. 3B). Para corroborar este efecto sobre la captación de glucosa en las fibras 

aisladas, se realizó el ensayo clásico de glucosa tritiada (Fig. 3C). Aquí se muestra el aumento 

de la captación de glucosa tritiada tanto con insulina (1,48 ± 0,17) como con FGF21 (1,53 ± 

0,08) las que fueron similares a los resultados obtenidos con 2-NBDG. Estos resultados 

muestran que la exposición aguda a FGF21 promueve la captación de glucosa en fibras 

musculares aisladas. 

 

 

 
Figura 3. FGF21 promueve la captación de 2-NBDG en fibras aisladas de músculo esquelético 
adulto. Las placas de cultivo de fibras aisladas se incubaron durante 20 min con insulina (100 nM) o 

FGF21 como se indica y posteriormente fueron cargadas durante 15 min con 2-NBDG (300 μM). Se 

muestran las veces de cambio sobre la condición basal. A: curva dosis-respuesta a FGF21 (n = 6 

animales). B: Imágenes representativas de la absorción de 2-NBDG. Barra de escala (50 μm). C: se 
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evaluó la captación de 3H-2DG en fibras musculares aisladas estimuladas con insulina o FGF21 (n = 3 

animales). Los valores se muestran como la media de cultivos independientes ± SEM. *** p < 0,01; * p 

< 0,05 vs basal. Prueba de ANOVA con post hoc de Dunnet . Los datos representan cultivos de fibras 

independientes provenientes de 3 o 6 animales. 

 

El efecto de FGF21 sobre la captación de glucosa es dependiente de la actividad del 
GLUT4 
 
Para determinar si el efecto de FGF21 en los cultivos de fibras se produce debido a la actividad 

de los transportadores de glucosa, se utilizó Citocalasina B, un compuesto que bloquea el 

transporte de glucosa mediado tanto por GLUT1 como por GLUT4 (Estensen & Plagemann, 

1972; Lever, 1979). En este caso, la incubación con Citocalasina B (5 μM) durante 15 minutos, 

restringió la captación de 2-NBDG inducida por FGF21 en las placas de cultivo de fibras aisladas 

(Fig. 4A). Por otra parte, para bloquear específicamente la actividad de los transportadores 

GLUT4, se utilizó Indinavir (Rudich et al., 2003). En esta ocasión, la presencia de Indinavir (100 

μM) evitó la captación de 2-NBDG inducida por FGF21 (Fig. 4B). 
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Figura 4. La captación de glucosa dependiente de FGF21 está mediada por la actividad GLUT4. 
Las placas de cultivo de fibras aisladas se incubaron durante 20 min con insulina (100 nM) o FGF21 

como se indica, y posteriormente fueron cargadas durante 15 min con 2-NBDG (300 μM) A: Citocalasina 

B (5 μM) añadida a la solución de transporte en presencia de insulina o FGF21 (n = 3) B: Captación de 

2-NBDG luego de la incubación durante 40 min con Indinavir (100 μM) en presencia o ausencia de 

FGF21 (n = 3). Los valores son medias ± SEM. * p < 0,05 vs basal. Prueba de ANOVA con post hoc de 

Dunnet . Los datos representan cultivos de fibras independientes provenientes de 3 o 6 animales. 

 

FGF21 promueve la translocación de GLUT4myc-eGFP hacia la superficie celular  
 
Para determinar el efecto de la exposición aguda a FGF21 sobre la translocación de vesículas 

que contienen GLUT4 hacia el sarcolema, se utilizaron muestras de músculo FDB de ratones 

sometidos a electroporación con un vector plasmidial que codifica para una proteína quimera 

GLUT4myc-eGFP como se mencionó en Materiales y Métodos (Contreras-Ferrat et al., 2010; 

Llanos et al., 2015; Osorio-Fuentealba et al., 2013). Este transportador posee un epítopo myc 

en la primera asa extracelular y está asociado a un eGFP en la región carboxilo terminal. Como 
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se muestra en la Fig. 5, tanto la insulina como FGF21 incrementan la presencia de myc en la 

región sarcolemal medida a través de inmunofluorescencia indirecta contra el epítopo myc. A 

su vez, se pudo observar una redistribución intracelular de la señal de eGFP (Fig. 5A, C). La 

razón de myc/eGFP se utilizó para estimar la proporción de GLUT4myc-eGFP presente en el 

exterior de la membrana, como una medida de la translocación de GLUT4. FGF21 aumentó la 

tasa de myc/eGFP en una cantidad similar a la insulina, alcanzando valores de 1,83 ± 0,09 y 

2,08 ± 0,06 respectivamente sobre la condición no estimulada (Fig. 5B). Estos resultados 

permiten mostrar que la exposición aguda con FGF21 promueve la translocación de GLUT4 

hacia el sarcolema de las fibras musculares aisladas.  
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Figura 5. FGF21 promueve la translocación de GLUT4 a la superficie celular. A: Se realizaron 

imágenes confocales de un corte de sección medial (1 μm) en placas de cultivo de fibras de músculo 

FDB electroporadas con el ADNc que codifica la quimera GLUT4myc-eGFP. El epítopo myc se detectó 

con anticuerpo anti myc (1:300) en fibras no permeabilizadas; se utilizó Alexa Fluor anti-ratón 546 nm 

como anticuerpo secundario (1:600). Las fibras se estimularon con el haz láser de 546 nm y la emisión 

se recogió con el filtro de paso bajo de 560 nm. La sección quimera-eGFP se estimuló a 488 nm, y la luz 

emitida se recogió con un filtro paso bajo (500 a 530 nm). B: Cuantificación del panel A. C: Perfil de 
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línea del panel A. Datos de al menos 3 cultivos de fibras independientes de 3 animales separados. Escala 

de barra 20 μm. Los valores se muestran como la media de cultivos independientes ± SEM. * p < 0,05 

vs basal. Prueba de ANOVA con post hoc de Dunnet . Los datos representan cultivos de fibras 

independientes provenientes de 3 animales. 

 

Baja concentración de FGF21, potencia el efecto de insulina cuando están presentes de 
manera simultánea. 
 
Con la intención de determinar si existe un efecto sinérgico entre FGF21 e insulina, se incubaron 

placas del cultivo de fibras aisladas utilizando diferentes concentraciones (1 – 100 ng/mL) de 

FGF21 y se mantuvo una concentración específica de insulina (100 nM) simultáneamente (Fig. 
6). Los resultados indican que la captación de 2-NBDG inducida por insulina, aumenta 

significativamente respecto a su condición basal (1,78 ± 0,05) cuando se encuentra en 

presencia de una baja concentración (1 ng/ml) de FGF21 (2,10 ± 0,08), lo que sugiere un efecto 

aditivo entre insulina y FGF21; sin embargo, la captación de 2-NBDG fue prevenida por 

completo cuando FGF21 está presente a concentraciones superiores (25 ng/ml o más). 
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Figura 6. La captación de 2-NBDG se potencia a concentraciones bajas de FGF21 en presencia 
de insulina. Las placas de cultivo de fibras aisladas se incubaron durante 20 min con insulina (100 nM) 

o FGF21 como se indica, y posteriormente fueron cargadas durante 15 min con 2-NBDG (300 μM). 

Incubación simultánea de insulina y FGF21 a las concentraciones indicadas (n = 4). Los valores son 

medias ± SEM. *** p < 0,01; * p < 0,05 vs basal; & p < 0,05 vs Insulina. Prueba de ANOVA con post hoc 

de Dunnet . Los datos representan cultivos de fibras independientes provenientes de 4 animales. 
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La actividad de PI3K es requerida para aumentar la captación de 2-NBDG inducida por 
FGF21 
 
Se ha establecido que la captación de glucosa inducida por insulina depende de la actividad de 

PI3K (Sanchez-Margalet, 1994). A su vez, esta vía de señalización ha sido implicada en 

funciones río abajo del receptor para FGF21 (Li et al., 2016). Para evaluar si la actividad de 

PI3K está involucrada en la captación de glucosa inducida por FGF21, se utilizó el inhibidor 

LY294002 (50 µM). Esta herramienta farmacológica permite bloquear la actividad de la 

subunidad catalítica de PI3K (Gharbi et al., 2007). En nuestro caso, encontramos que la 

utilización de LY294002 previene la captación de 2-NBDG inducida tanto por insulina como por 

FGF21 (Fig. 7A).  

 

Posteriormente, se evaluó la participación de Akt en la captación de 2-NBDG, mediante la 

utilización de un inhibidor farmacológico conocido como MK2206 (1 µM), que evita el transporte 

de glucosa mediado por GLUT4 (Beg et al., 2017). Akt es una proteína se encuentran río abajo 

de PI3K y está involucrada en la ruta canónica de insulina, permitiendo el transporte de glucosa 

en las células musculares (Bryant et al., 2002). A través de esta estrategia experimental, se 

pudo determinar que los efectos inducidos por FGF21 sobre la captación de 2-NBDG son 

independientes de la participación de Akt (Fig. 7B). 

 

Con la intención de corroborar los resultados anteriores, se evaluó la fosforilación de un blanco 

de PI3K como AktSer473, además de la fosforilación de AS160Thr642, un sustrato de Akt. Para esto, 

se utilizaron extractos homogeneizados de proteínas con muestras de músculo entero FDB que 

fueron tratados con insulina (100 nM) o FGF21 (100 ng/ml) durante 20 min. Mientras que 

insulina indujo la fosforilación de AktSer473, FGF21 no mostró ningún efecto sobre este residuo 

ni tampoco sobre AS160Thr642 (Fig. 7C-D). Estos resultados nos permiten establecer que los 

efectos inducidos por FGF21 respecto a la captación de 2-NBDG son independientes de la 

participación de Akt. 
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Figura 7. La captación de glucosa dependiente de FGF21 implica la actividad de PI3K, pero no de 
Akt. A-B: las placas de cultivo de fibras fueron previamente incubadas durante 30 min con LY294002 

(50 μM) o MK2205 (1 μM) en presencia o ausencia de insulina o FGF21 (n = 4). C-D: Western blot 

representativo y cuantificación de p-Akt en Ser473 y p-AS160 en Thr642 en homogeneizado de muestras 
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de músculo FDB (n = 3). Los valores son medias ± SEM. * p < 0.05 vs basal; Prueba de ANOVA con 

post hoc de Dunnet  y t de Welch. 

 

FGF21 ejerce sus efectos de manera independiente de la fosforilación de AMPKaThr172 
 
Considerando que diversos estudios han mostrado la participación de AMPK como un 

importante regulador en el metabolismo de la glucosa (Kjøbsted et al., 2019; Mu et al., 2001; 

Sakoda et al., 2002) se decidió explorar si FGF21 podría estar promoviendo un incremento en 

el transporte de glucosa mediante la fosforilación de AMPKaThr172, este residuo es el principal 

sitio de regulación de la actividad de AMPK (Stein et al., 2000).  

 

Se incubó FGF21 durante 20 minutos en las placas de cultivo de fibras aisladas que 

posteriormente fueron cargadas con 2-NBDG. Al analizar la fluorescencia relativa en las placas 

estimuladas, no se encontró ningún efecto respecto a la utilización de FGF21 (Fig. 8A-B). En 

función de estos resultados se descarta que una posible vía fuera mediada por AMPK; además, 

varios de los estudios que fueron revisados relacionaban la participación AMPK en la captación 

de glucosa, pero en respuesta a un estímulo contráctil o relacionado con el ejercicio físico 

(Hoffman et al., 2015; Jensen et al., 2014; Mu et al., 2001; Nelson et al., 2019).  
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Fig. 8. La captación de glucosa inducida por FGF21 es independiente de la fosforilación de 
AMPKa Thr172. A-B: Western blot representativo y cuantificación de p-AMPK en Thr172 (n = 6) y p-ACC 

(n = 4) en Ser79 en homogeneizado de muestras de músculo FDB. Los valores son medias ± SEM. 

Prueba de t de Welch. 

 

El efecto de FGF21 sobre el transporte de 2-NBDG es independiente de la fosforilación 
del INSR y de quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2) 
 
Se ha descrito que la activación de FGFR1 puede involucrar la vía proteína quinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) (Donate-Correa et al., 2016; Gotoh et al., 2004), la cual involucra también 

la señalización mediada por insulina a través de la activación de INSR (Bedinger & Adams, 

2015; Boucher et al., 2014). Para determinar si el efecto de FGF21 involucra la participación de 

INSR, se analizó la fosforilación de IRTyr1150/1151. Utilizamos extractos proteicos de muestras de 

músculos FDB de ratón tratados con FGF21 (100 ng/mL). Al comparar estos resultados con 

nuestra condición basal, no hubo ninguna diferencia (Fig. 9A).  
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Se exploró la vía MAPK a través de la fosforilación de ERK1/2 utilizando el tratamiento con 

FGF21. Los resultados muestran que no hay fosforilación de ERK1/2Thr202/Tyr204 a través de la 

estimulación con FGF21 (Fig. 9B). Estos resultados, nos permite determinar que el efecto 

inducido por FGF21 sobre la captación de 2-NBDG es independiente de estas rutas de 

señalización.  

 

 
Figura 9. Los efectos de FGF21 sobre la captación de glucosa son independientes de la 
fosforilación de INSR y ERK1/2. A-B: Western blot representativo y cuantificación de p-IR en 

Tyr1150/1151 (n = 3) y p-ERK1/2 en Thr202/Tyr204 (n = 3) en homogeneizado de muestras de músculo 

FDB. Los valores son medias ± SEM. *** p < 0,01; * p < 0,05 vs basal; Prueba de ANOVA con post hoc 

de Dunnet . 

 

PKC-ζ está involucrada en el efecto de FGF21 sobre la captación de 2-NBDG  
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Se ha descrito que la familia de las proteínas quinasas C atípicas (aPKCs) que incluyen las 

isoformas λ y ζ participan en la captación de glucosa en el músculo esquelético (Braiman et al., 

2001; Farese et al., 2007) y además, su participación es promovida por mecanismos que 

involucran la participación de PI3K dependiente de la acción de la insulina (Kanzaki et al., 2004). 

 

Para determinar si la familia de PKCs está involucrada en la señalización río debajo de FGF21, 

se utilizó BIM I (2.5 μM) como inhibidor de amplio espectro de las PKCs (Toullec et al., 1991) y 

Gö6976 (1 μM) un inhibidor de las isoformas PKCs clásicas (Martiny-Baron et al., 1993). Los 

cultivos de fibras aisladas se incubaron con ambos inhibidores, BIM I o Gö6976 en ausencia o 

presencia de FGF21.  

 

BIM I en presencia de FGF21 redujo la captación de 2-NBDG en un 56,8% (1,38 ± 0,12) 

comparado con el efecto provocado por FGF21 (1,88 ± 0,04) en las fibras aisladas (Fig. 10A). 

Sin embargo, Gö6976 no tuvo ningún efecto sobre la captación de 2-NBDG inducida por FGF21 

(Fig. 10B). Este resultado, permite pensar que existe un efecto de FGF21 que es independiente 

de las PKC clásicas (aquellas activadas por calcio, diacilglicerol y fosfatidilserina); y que 

requiere una aPKC. 

 

Para poder determinar la participación PKC-ζ en la captación de 2-NBDG, se utilizó un inhibidor 

específico conocido como pseudo-sustrato de PKC-ζ (pPKC-ζ) (Tocris Biosciences, Bristol, 

Reino Unido), que inhibe el transporte de glucosa estimulado por insulina (Bandyopadhyay et 

al., 1997; Kanzaki et al., 2004). La incubación con pPKC-ζ (100 nM) evitó completamente la 

captación de glucosa inducida por FGF21 (100 ng/mL) (Fig. 10C). Teniendo en cuenta lo 

anterior y en función de los resultados, se puede sugerir que la captación de glucosa 

dependiente de FGF21 requiere una PKC-ζ funcional. 
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Figura 10. La captación de 2-NBDG inducida por FGF21 requiere de PKC-ζ. A-C: Las placas de 

cultivo de fibras aisladas fueron previamente tratadas durante 30 min con BIM I (2,5 μM), Gö6976 (1 μM) 

o pPKC-ζ (100 nM) en presencia o ausencia de FGF21 (n = 4). Los valores se muestran como la media 

de cultivos independientes ± SEM. * p <0,05, vs basal; # p <0,05 vs FGF21. Prueba de ANOVA con post 

hoc de Dunnet . Los datos representan cultivos de fibras independientes provenientes de 4 animales. 
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Ratones alimentados con HFD durante ocho semanas presentan resistencia a la insulina  
 
Para poder estudiar variables relacionadas al peso y el estado metabólico en ratones, se 

utilizaron dos grupos de animales, uno alimentados con una dieta normal (NCD) y el otro grupo 

alimentados con una dieta alta en grasas (HFD) durante 8 semanas (De Wilde et al., 2010). Los 

animales que fueron alimentados con una dieta HFD, presentaron diferencias en el peso 

corporal en relación con los animales alimentados con una dieta NCD, en promedio 35,78 ± 

2,49 y 24 ± 0,91 gramos respectivamente (Fig. 10A). Además, mostraron intolerancia a la 

glucosa cuando se les administró de manera intraperitoneal una carga de glucosa equivalente 

a 2 g/kg, reflejando un incremento de un 49% respecto al área bajo la curva en relación con los 

animales alimentados con NCD (Fig. 11B); también presentaron un incremento en la 

insulinemia en condiciones de ayuno 14,53 ± 2,26 y 4,53 ± 0,97 µU/mL respectivamente (Fig. 
11C). Por otra parte, para poder determinar si los ratones presentaban resistencia a la insulina, 

utilizamos el índice HOMA-IR (modelo homeostático para evaluar la resistencia a la insulina) 

considerado para el modelo animal como: HOMA-IR = [glucosa (mmol/L)] x [insulina (mU/L-1)] / 

14.1 (Van Dijk et al., 2013). En este caso, los animales alimentados con HFD presentan un 

incremento en el valor promedio del HOMA-IR de 4,87 ± 0,51 veces más que los animales 

alimentados con NCD (Fig. 11D).  
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Figura 11. Alteraciones en el peso corporal y estado metabólico en ratones alimentados con HFD. 
A: Animales HFD (n= 5) muestran un incremento en el peso en relación a los NCD (n= 4). B: Prueba de 

tolerancia a la glucosa (n= 4 animales NCD – 5 animales HFD). C: Concentración plasmática de insulina 

en ayuno en NCD y HFD (n= 4 animales NCD – 4 animales HFD). D: HOMA-IR en animales alimentados 

con NCD (n = 4) y HFD (n = 4). Los valores se muestran como media ± SEM; *** p < 0,0001; ** p < 0,001; 

* p < 0,05 vs NCD. Prueba de t de Welch. 
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FGF21 aumenta la captación de 2_NBDG en fibras aisladas provenientes de animales 
alimentados con HFD 
 
Para evaluar el efecto agudo de FGF21 sobre la captación de glucosa en el modelo HFD, 

medimos la captación de 2-NBDG en cultivo de fibras aisladas obtenidas de ratones 

alimentados con dieta NCD y HFD durante 8 semanas. Las fibras fueron incubadas con insulina 

(100 nM) o FGF21 (100 ng/mL). En este caso, los ratones alimentados con HFD presentan 

insensibilidad a la insulina sin mostrar efectos sobre la captación de 2-NBDG; sin embargo, al 

ser estimuladas con FGF21, muestran un incremento significativo (1,41 ± 0,09) en la captación 

de 2-NBDG respecto a su condición basal (Fig. 12A). 

 

Ha sido descrito que KLB es requerido para inducir las respuestas agudas de FGF21 (Ding et 

al., 2012) y que en una condición de obesidad esta proteína se ve disminuida en el tejido adiposo 

blanco (Markan et al., 2017). Para poder comparar la abundancia relativa tanto de FGFR1 como 

KLB, utilizamos extractos proteicos de muestras de músculos EDL de animales alimentados con 

dieta NCD y HFD (Fig. 12B-C). Los resultados obtenidos, muestran que no existen diferencias 

en los niveles proteicos de FGFR1 ni de KLB en músculo esquelético de animales alimentados 

con dieta NCD o HFD.  

 

En su conjunto, estos resultados sugieren que hay un incremento en la captación de 2-NBDG 

inducido por FGF21 en fibras musculares aisladas de animales alimentados con dieta HFD y en 

comparación con fibras aisladas provenientes de animales alimentados con dieta NCD se 

reduce este efecto en un 30,5%. Además, los mecanismos por los cuales se ve atenuada la 

captación de glucosa como consecuencia de una dieta HFD, son independientes de los niveles 

proteicos de FGFR1 o su cofactor KLB.  
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Figura 12. FGF21 promueve la captación de glucosa en fibras aisladas proveniente de animales 
alimentados con dieta HFD, sin presentar diferencias respecto a los niveles de FGFR1 y KLB. A: 
Las fibras aisladas fueron incubadas durante 20 min con insulina (100 nM) o FGF21 (100 ng/mL), y luego 



	 54	

cargadas 15 min con 2-NBDG (300 μM) (n= 6 animales NCD; barras negras – 6 animales HFD; barras 

rojas). B-C: Western blot representativo y cuantificación de la abundancia relativa de FGFR1 (n = 5 NCD 

– n = 5 HFD) y KLB (n = 3 NCD – n = 3 HFD) de muestras homogeneizadas de músculo EDL recolectadas 

de ratones alimentados con NCD y HFD. Los valores se muestran como media ± SEM; * p < 0,05 vs 

basal NCD; ns: no significativo. Prueba de ANOVA con post hoc de Dunnet  y t de Welch.  
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DISCUSIÓN 
 

El presente trabajo proporciona la primera evidencia de los mecanismos asociados a la 

captación de glucosa inducida por FGF21 en fibras musculares esqueléticas adultas. 

Encontramos que FGF21 promueve el transporte de glucosa mediado por GLUT4 por un 

mecanismo dependiente de PKC atípicas. En relación a nuestros resultados, estos efectos 

ocurren de manera aguda y no podemos descartar que exista un efecto que se potencia de 

manera aditiva cuando están presentes de manera simultánea FGF21 e insulina y que pueden 

estar involucrados tanto en la captación de glucosa como en la translocación de GLUT4 .  

 

Estudios anteriores, han demostrado tanto en ratones como en humanos, un aumento en los 

niveles circulantes de FGF21 después del ejercicio físico continuo (³ 1 h) (Hansen et al., 2015; 

Tanimura et al., 2016). La magnitud de este incremento comparado a una condición de reposo 

en ratones (Tanimura et al., 2016) y en humanos (Hansen et al., 2015) es de ~ 2 y ~ 4 veces, 

respectivamente. Otro estudio, ha mostrado que la realización de una sola serie de ejercicio 

físico continuo (60 min) coincide con un incremento en los niveles séricos de FGF21, 

acompañado de una disminución significativa de los niveles de glucosa en ratones (Kim et al., 

2013). Resultados en humanos no muestran un efecto similar con la realización de ejercicio 

agudo, pero si se evidencia un incremento en los niveles de FGF21 en suero, luego de un 

programa de ejercicios realizado durante dos semanas (Cuevas-Ramos et al., 2012). Si bien el 

ejercicio físico o la actividad contráctil del músculo promueven la captación de glucosa, a la 

fecha no se le ha atribuido un papel a FGF21 sobre esta acción; no obstante, este trabajo es el 

primer estudio que demuestra un mecanismo asociado a FGF21 sobre el transporte de glucosa 

en fibras aisladas de músculo esquelético. 

 

Por otro lado, se ha reportado en humanos que durante tres días de consumo de una dieta 

hipercalórica basada en hidratos de carbono (CHO, 80%), se incrementan de manera 

significativa los niveles plasmáticos de FGF21 comparada con una dieta control eucalórica 

(CON). Este aumento de FGF21 fue correlacionado con un incremento en la captación de 

glucosa en los músculos de las piernas, la cual se calculó en relación a la diferencia 
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arteriovenosa respecto a los sujetos que consumieron la dieta CHO (r = 0,88) (Lundsgaard et 

al., 2016). Es importante tener en cuenta que las concentraciones utilizadas en nuestro modelo 

son en su mayoría supra fisiológicas, excepto la concentración más baja (1 ng/mL), la cual en 

modelo murino se ha evidenciado que en condiciones de ayuno o postprandial se pueden 

incrementar los niveles plasmáticos de FGF21 hasta ~2,5 ng/mL (Markan et al., 2014). Sin 

embargo, es interesante especular que, aunque las variaciones fisiológicas podrían ser más 

bajas a nivel plasmático, no sabemos la concentración que puede existir de manera local, en 

las inmediaciones de la fibra muscular o en el espacio muy restringido de los túbulos 

transversales.  

 

Estudios anteriores, han demostrado que la incubación con FGF21 (1 µg/mL) durante 24 h, 

aumenta la captación de glucosa en cultivos de miotubos humanos; sin embargo, la incubación 

de los músculos del ratón extensor largo de los dedos (EDL) de ratón durante 6 h no muestra 

diferencias respecto a una condición basal (Mashili et al., 2011). Es importante tener en cuenta 

que podría haber diferencias con respecto a las características intrínsecas de los músculos 

utilizados, las concentraciones del péptido y la inestabilidad debido a la susceptibilidad 

proteolítica que presenta esta molécula (Coskun et al., 2008; Kharitonenkov et al., 2007). Esto 

hace pensar que la exposición por tiempos más breves en presencia de FGF21, permitirían 

detectar un efecto sobre la captación de glucosa en condiciones fisiológicas. En modelo murino, 

se ha descrito que posterior a una ingesta de comida los niveles de FGF21 se encuentran 

elevados (~ 2,5 ng/mL) y coincide con un incremento en los niveles circulantes de insulina, lo 

que favorece la captación de glucosa en respuesta a insulina (Markan et al., 2014). Sin 

embargo, el mecanismo por el cual FGF21 promueve la translocación de GLUT4 a la superficie 

celular y el aumento posterior en el transporte de glucosa sigue siendo desconocido. Entender 

este mecanismo podría ayudar a explicar el efecto de FGF21 como sensibilizante de insulina 

en un contexto fisiológico postprandial. Nuestros resultados sugieren que FGF21 promueve el 

transporte de glucosa mediada por GLUT4 a través de un mecanismo dependiente de PKC 

atípicas.  
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En un modelo de adipocitos, así como en una línea celular de preadipocitos como 3T3-L1, se 

ha demostrado que FGF21 aumenta el transporte de glucosa mediante un mecanismo que 

incluye un aumento en la expresión de GLUT1 (Donate-Correa et al., 2016; Kharitonenkov et 

al., 2005). Los estudios que se han realizado en músculo esquelético respecto al efecto de 

FGF21 mediante una incubación prolongada (6 h), no muestran diferencias en la expresión, ni 

en la abundancia proteica de GLUT1 ni tampoco de GLUT4. Tampoco reflejan cambios en la 

señalización intracelular considerando la fosforilación de AktSer473, TBCD1/4 o ERK1/2 

comparado con el efecto provocado por insulina (Mashili et al., 2011). Estos resultados 

coinciden con los nuestros (Fig. 7C-D y 9B); sin embargo, no se ha descrito en el músculo 

esquelético una vía alternativa que converge río debajo de FGF21 y que esté involucrada en la 

translocación de GLUT4 y la captación de glucosa. Nosotros medimos los efectos de FGF21 

sobre la actividad GLUT4 y su translocación; para esto, utilizamos inhibidores farmacológicos 

que nos permitieron determinar que en el músculo esquelético, la captación de glucosa depende 

de la actividad de GLUT4. Además, el uso de GLUT4myc-eGFP nos permitió determinar que 

una incubación aguda de FGF21 redistribuye las vesículas que contienen GLUT4 hacia los 

túbulos transversales y el sarcolema. 

 

En diversos tejidos, el transporte de glucosa está mediado por la acción de la insulina que juega 

un papel fisiológico importante en el metabolismo y la homeostasis de la glucosa (Olson, 2012). 

La señalización mediada por insulina implica principalmente el tráfico de vesículas intracelulares 

que contienen GLUT4 para promover su translocación a la superficie celular (He et al., 2007). 

Dentro de la señalización canónica río abajo de la insulina, se identificó la vía PI3K (Kanzaki & 

Pessin, 2003; Tengholm & Meyer, 2002), que involucra la fosforilación de proteínas del sustrato 

receptor de insulina (IRS) y las posteriores activaciones de la quinasa dependiente de 

fosfoinositidos-1 (PDK1) y Akt (He et al., 2007). Es interesante que, a pesar de que la insulina 

puede promover numerosas vías de señalización, parece que la activación de PI3K es suficiente 

para aumentar la translocación de GLUT4 hacia la superficie celular (Martin et al., 1996). Por 

otro lado, se ha demostrado la expresión de KLB y FGFR1 en el músculo esquelético (Benoit et 

al., 2017), que al activarse ejerce su señalización intracelular mediante FGFR1 y recluta una 

proteína adaptadora conocida como FRS2a que promueve la participación de cascadas de 
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señalización intracelular; incluyendo la vía PI3K (Li et al., 2016). Experimentos realizados en 

miotubos coinciden en que es necesario reclutar PI3K para promover la translocación de GLUT4 

(Osorio-Fuentealba et al., 2013). Nuestros resultados muestran que las vías de señalización río 

abajo de FGF21 también dependen de la actividad de PI3K, y que cuando se bloquea esta 

quinasa, se evita la captación de glucosa. 

 

La activación de Akt es esencial para mediar la señalización de insulina y la consiguiente 

redistribución de GLUT4 (Welsh et al., 2005). Además, la activación de Akt depende de dos 

eventos de fosforilación, uno en el Thr308 y el otro en Ser473. Ambas fosforilaciones son 

necesarias para obtener la máxima actividad de la enzima Akt (Czech & Corvera, 1999). La 

proteína Akt está presente en tres isoformas y es principalmente Akt2 la que contribuye a la 

externalización de GLUT4 (Garofalo et al., 2003; Zhou et al., 2004). En las células del músculo 

esquelético, la fosforilación posterior de PI3K y de Akt en Ser473 es necesaria para la 

incorporación de la glucosa por mecanismos dependientes de la insulina (Bryant et al., 2002). 

En el presente trabajo, mostramos que puede haber una activación de PI3K, sin existir una 

fosforilación de Akt en el residuo Ser473 tras el tratamiento con FGF21. Esto indica, que la 

captación de glucosa inducida por FGF21 es independiente de la activación de Akt. Por otro 

lado, se ha descrito que la activación de PKC-ζ puede participar como un regulador negativo de 

Akt mediante la fosforilación del residuo Thr34 y puede restringir de manera importante la 

captación de glucosa inducida por insulina (D. Powell et al., 2003; D. J. Powell et al., 2004). 

Próximos estudios nos permitirán dilucidar si esta vía está involucrada en la inhibición de la 

captación de glucosa en el músculo esquelético en respuesta a insulina cuando están presentes 

de manera simultánea con FGF21. 

 

Un posible mecanismo en el transporte de glucosa independiente de la fosforilación de Akt, 

involucra la participación de PKC-ζ/l. En este caso, PKC-ζ/l podría estar involucrada en el 

transporte de glucosa y ha sido descrito tanto en los adipocitos como en el músculo esquelético 

que su activación depende de la activación de PI3K (Kanzaki et al., 2004; Liu et al., 2006). Otros 

estudios, han demostrado que en presencia de insulina, la actividad de PKC es necesaria para 

promover la translocación de GLUT4 hacia la membrana celular (Braiman et al., 2001; Farese 
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et al., 2007). Por otra parte, estos efectos no se han manifestado bajo condiciones en las que 

está presente la actividad contráctil muscular (Yu et al., 2015). Nuestros resultados han 

demostrado que el uso de inhibidores farmacológicos de amplio espectro de las familias de PKC 

previenen de manera parcial la captación de glucosa, y a su vez, esta inhibición no se observa 

cuando se usan inhibidores específicos para la familia clásica de PKCs. Sin embargo, cuando 

utilizamos un inhibidor específico para bloquear la actividad de PKC-ζ, la captación de glucosa 

fue inhibida.  

 

Nuestros hallazgos sugieren un mecanismo no descrito anteriormente por el cual FGF21 estaría 

aumentando el transporte de glucosa por una vía independiente de la señalización canónica de 

insulina. Esta situación podría estar dada en un contexto de requerimiento energético, como 

puede ser posterior a una serie de ejercicio físico (Tanimura et al., 2016) o al pasar de una 

condición de ayuno a un estado postprandial (Markan et al., 2014) situación en las que se 

aumentan los niveles de FGF21. Al ser un mecanismo independiente de Akt, no se descarta 

que en presencia de insulina pueda haber un efecto aditivo sobre la captación de glucosa 

cuando FGF21 está presente en bajas concentraciones. En nuestro caso, FGF21 está 

involucrado en la translocación de GLUT4 utilizando una ruta dependiente de la actividad de 

PI3K a través de un efecto mediado por la activación de una aPKC. Sin embargo, cabe destacar 

que a altas concentraciones de FGF21 (> 25 ng/mL) aparece un efecto de bloqueo, que sugiere 

que existan efectos inhibitorios cruzados en ambas vías y estarían presentes en el modelo de 

fibras aisladas (ver Fig. 6). Por otro lado, hemos visto que si mantenemos las concentraciones 

de FGF21 (100 ng/mL) y reducimos la concentración de insulina (50 nM), el efecto en la 

captación de glucosa aumenta significativamente (datos no mostrados). Aunque estas 

concentraciones continúan siendo suprafisiológicas, parecería que, en nuestro modelo, la 

sensibilidad de las fibras musculares para captar glucosa aumenta cuando se reduce la 

concentración de insulina. Para determinar estos mecanismos, se requieren más estudios que 

nos permitan discriminar las vías de señalización que pueden ser redundantes para la captación 

de glucosa en el músculo esquelético. Otros estudios han demostrado que la participación de 

PKC es necesaria para incrementar el transporte de glucosa por vías independientes de la 

señalización de Akt (Balendran et al., 2000; Bandyopadhyay et al., 1997; Martin et al., 1996), 



	 60	

en este caso, la sobreexpresión de PKC-ζ en miotubos maduros ha mostrado ser un elemento 

importante en el transporte de glucosa, ya que incrementa la translocación de GLUT4  (Braiman 

et al., 2001).  

 

Se ha propuesto que los efectos agudos de FGF21 como la captación de glucosa o la 

sensibilidad a insulina son dependientes del patrón de expresión de FGFR y KLB presentes 

principalmente en hígado y tejido adiposo (Xu et al., 2009). En este sentido, un papel importante 

depende de la acción directa de FGF21 sobre el tejido adiposo blanco y pardo (BonDurant et 

al., 2017; Ding et al., 2012; Lan et al., 2017). Sin embargo, el tejido adiposo representa una 

fracción menor comparado con el músculo esquelético respecto a la captación de glucosa 

mediada por insulina (~ 75 %) (Baron et al., 1988). En relación a esto último, nuestro trabajo se 

centra en la captación de glucosa específicamente en las fibras musculares; que también 

pueden sintetizar FGF21 y donde la captación de glucosa dependiente de la acción de la 

insulina tiene un papel crucial en la homeostasis de la glucosa.  

 

Estos hallazgos, nos permiten hipotetizar los efectos auto/paracrinos de FGF21, como una 

molécula secretada por las fibras aisladas de músculo esquelético (Arias-Calderon, 2019) y que 

podría ejercer efectos sobre la captación de glucosa por mecanismos independientes de la 

acción de la insulina en un contexto de requerimiento energético a nivel celular como puede ser 

en condición postprandial o posterior a una sesión de ejercicio. Este último, ha sido reportado 

como un estímulo fisiológico que regula la expresión de FGF21 en el músculo esquelético 

(Cuevas-Ramos et al., 2012; Keihanian et al., 2019; Tanimura et al., 2016). Por otra parte, se 

ha podido determinar que el estímulo eléctrico en fibras aisladas de músculo esquelético 

incrementa los niveles de ATP extracelular (Jorquera et al., 2013) y a su vez, en cultivos de 

fibras aisladas la estimulación exógena con ATP (3 µM), regula la expresión, síntesis y secreción 

de FGF21 a nivel muscular (Arias-Calderon, 2019). No podemos descartar, que en condiciones 

de ejercicio físico donde se ha demostrado que los niveles de insulina se ven reducidos a nivel 

plasmático (Watt et al., 2015), la secreción de FGF21 por parte de las células musculares podría 

ser un mecanismo para facilitar localmente la captación de glucosa por parte del músculo 

esquelético.    
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Por otra parte, en condiciones de obesidad, animales sometidos a DIO durante 22 semanas 

evidencian un incremento en los niveles circulantes de FGF21 (283%) comparado con animales 

delgados; además, muestran un deterioro en la señalización río abajo de FGF21 y una pérdida 

en la capacidad para reducir los niveles plasmáticos de glucosa cuando se les administra de 

manera exógena FGF21 (Fisher et al., 2010). Muestras obtenidas a partir de biopsias de 

músculo vasto lateral provenientes de pacientes con DMT2, presentan un aumento en los 

niveles proteicos de FGF21 (35,8%) (Chavez et al., 2009) y una reducción en la señalización 

intracelular (Jeon et al., 2016) comparada con muestras de pacientes delgados. La posibilidad 

de que el FGF21 contribuya a la reducción de la glicemia en condiciones de resistencia a la 

insulina debe ser considerada. Nuestros resultados, de mediciones en animales que fueron 

sometidos a una dieta HFD, muestran que FGF21 activa la captación de glucosa de manera 

significativa en fibras musculares de animales resistentes a la insulina, respecto a la captación 

de glucosa en las fibras musculares de animales controles. El incremento de los niveles de 

FGF21 en condiciones de obesidad puede deberse a una desregulación en los efectos 

mediados por FGF21, generando un estado de resistencia a este ligando (Fisher et al., 2010). 

Se requieren más estudios que pudieran dar cuenta de los mecanismos que podrían estar 

afectando la señalización río abajo del receptor para FGF21 independientemente de su origen 

y demostrar la importancia de este efecto en la regulación de la glicemia en un contexto de 

requerimiento energético celular. 
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Figura 13. Modelo propuesto. FGF21 promueve la captación de glucosa en fibras aisladas de músculo 

esquelético por un mecanismo dependiente de la participación de PI3K y PKC-ζ, que permite la 

translocación de vesículas que contienen GLUT4 hacia el sarcolema. Este efecto se mantiene en 

presencia de insulina, cuando FGF21 está a concentraciones bajas (1-10 ng/mL); sin embargo, el efecto 

mediado por insulina involucra a Akt. Este mecanismo probablemente involucra una inhibición recíproca 

(barras rojas) en la que participan PKC-ζ y Akt cuando estan presnetes de manera simultánea FGF1 e 

insulina.  

 

 

 

 

 

 

 

 



	 63	

CONCLUSIÓN 
 

Este trabajo describe por primera vez los mecanismos moleculares río abajo de FGF21 en el 

músculo esquelético. Nuestros hallazgos demuestran que FGF21 promueve la captación de 

glucosa mediante la translocación de GLUT4 hacia la superficie celular.  

 

Nuestra evidencia apunta a que los mecanismos moleculares que promueven el transporte de 

glucosa mediado por FGF21 en las fibras musculares dependen de la actividad de PI3K y PKC-

ζ. Además, los mecanismos que regulan la translocación de vesículas que contienen GLUT4 

hacia la membrana celular en respuesta a FGF21 son independientes de la participación de Akt.  

 

Observamos también, que FGF21 promueve la captación de glucosa en fibras aisladas de 

músculo esquelético proveniente de animales alimentados con HFD, lo que pudiese constituir 

una función protectora de esta molécula. Este efecto no presenta diferencias en comparación 

con el efecto de FGF21 en cultivo de fibras aisladas provenientes de animales alimentados con 

NCD. 

  

Considerando las direcciones futuras de este trabajo, pensamos que el conocimiento 

relacionado con los mecanismos moleculares en la captación de glucosa puede permitir un 

avance hacia un blanco terapéutico importante para el tratamiento de patologías como la 

resistencia a la insulina o la DMT2.  
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