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RESUMEN

La resistencia a la accién de la insulina es la caracteristica fundamental de la
Diabetes tipo 2, que afecta al 6% de la poblacion, siendo la Obesidad el factor de riesgo
mas importante para el desarrollo de la misma. El nexo de unidn entre ambas patologias
puede ser el factor de necrosis tumoral (TNF) alfa, una citoquina antilipogénica secreta-
da por el propio tejido adiposo. En estudios previos hemos demostrado que el TNF-alfa
produce resistencia a la insulina en adipocitos marrones fetales en cultivo primario.
TNF-alfa activa varias cascadas de sefializacion incluyendo la estimulacidén de esfingo-
mielinasas y la produccién de ceramidas tras 30 min de tratamiento. Hemos estudiado el
efecto de un analogo de ceramida permeable, de cadena corta (C2-ceramida) afiadido
exogenamente, sobre los efectos metabolicos de la insulina y su sefializacion. Este com-
puesto completamente impide la estimulacion del transporte de glucosa por insulina,
impidiendo la translocaciéon de GLUT4 a la membrana, tanto determinada por Western
blot o por la localizacion immunofluorescente de GLUT4. El pretratamiento de las célu-
las con C2-ceramida previno la fosforilacion de Akt total y de las dos isoformas expre-
sadas en los adipocitos marrones, Aktl y Akt2, pero no inhibi6 la actividad PI3-quinasa
total ni la activacion de PKCzeta. La ceramida esta activando una fosfatasa implicada en
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defosforilar Akt, como se desprende de las observaciones siguientes: 1) el tratamiento
con ceramida o con TNF-alfa aumenta la actividad fosfatasa PP2A, 2) el tratamiento con
acido okadaico junto con ceramida restaura completamente la fosforilacion de Akt por
insulina y 3) la transfeccion transitoria de una forma constitutivamente activa de Akt no
restablece la fosforilacién de Akt. Estos resultados indican que la ceramida producida
por el TNF-alfa induce un estado de resistencia a insulina en los adipocitos marrones,
manteniendo Akt en un estado defosforilado e inactivo.

Palabras clave: Transporte de glucosa-TNF-ceramida-adipocito-Resistencia a Insulina

SUMMARY

Ceramide mediates Insulin resistance by Tumor Necrosis Factor alpha in brown
adipocytes

Tumor necrosis factor (TNF) alpha caused insulin resistance on glucose uptake
in fetal brown adipocytes. We have explored the hypothesis that some effects of TNF-
alpha could be mediated by the generation of ceramide, since TNF-alpha treatment in-
duced the production of ceramide in these primary cells. A short-chain ceramide ana-
logue, C2-ceramide, completely precluded insulin-stimulated glucose uptake and insu-
lin-induced GLUT4 translocation to plasma membrane, either determined by Western
blot or by immunofluorescent localization of GLUT4. These effects were not produced
in the presence of a biologically inactive ceramide analogue, C2-dihydroceramide.
Analysis of the phosphatidylinositol (PI) 3-kinase signaling pathway indicated that C2-
ceramide was precluding insulin stimulation of Akt kinase activity, but neither PI3-
kinase nor PKCzeta activities. C2-ceramide completely abolished insulin-stimulated
Akt/PKB phosphorylation on both regulatory residues Thr308 and Ser473 as TNF-alpha
did, as well as inhibited insulin-induced mobility shift in Aktl and Akt2 separated in
PAGE. Moreover, C2-ceramide seems to be activating a phosphatase involved in
dephosphorylating Akt since 1) a PP2A activity was increased in C2-ceramide and
TNF-alpha-treated cells, 2) treatment with okadaic acid concomitantly with C2-ceramide
completely restored Akt phosphorylation by insulin and 3) transient transfection of a
constitutively active form of Akt did not restore Akt activity. Our results indicate that
ceramide produced by TNF-alpha induced insulin resistance in brown adipocytes by
maintaining Akt in an inactive dephosphorylated state.

Key words: Glucose transport-TNF-ceramide-adipocyte-Insulin resistance
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es una enfermedad cronica con multiples de-
fectos metabdlicos, caracterizada por hiperglucemia resultante de una
inadecuada actividad de la insulina. Se distinguen dos tipos fundamenta-
les de diabetes: Diabetes tipo 1 o insulino-dependiente, desorden en el
que existe un defecto en la produccion de insulina debido a una destruc-
cioén autoinmune de las células beta pancreaticas, y la Diabetes tipo 2 o
insulino-independiente (NIDDM), con un componente de predisposicion
genética, pero en la que el estilo de vida, la edad y la Obesidad juegan un
papel muy importante para el inicio y severidad de la enfermedad. La
Diabetes tipo 2 comienza con una disminucion en la sensibilidad de los
tejidos periféricos (higado, tejido adiposo, musculo) a la insulina circulan-
te. El organismo responde con un aumento en la secrecidon basal y post-
prandial de insulina por el pancreas dando como resultado una situacion
de hiperglucemia e hiperinsulinemia que termina por provocar fallo pan-
creatico y pérdida de la secrecion de insulina (Figura 1).
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Figura 1.- Etapas en el desarrollo de la Diabetes tipo 2

La organizacion mundial de la salud (OMS) considera la Diabetes
como una epidemia global. En 1995 el nimero de enfermos diagnostica-
dos de Diabetes ascendia a 110 millones, siendo de tipo 2 en el 95% de
los casos. La Diabetes Mellitus se asocia con un elevado riesgo de pade-
cer enfermedades cardiovasculares y actualmente se considera la cuarta
causa de muerte por enfermedad en los Estados Unidos. Por todo ello se
estan realizando grandes esfuerzos de investigacion encaminados a preve-
nir la Diabetes tipo 2 y al desarrollo de nuevos farmacos que impidan la
progresidon de la misma. Para ello, es importante conocer las bases mole-
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culares de esta patologia. El primer defecto que ocurre es una resistencia
generalizada a la accion de la insulina, impidiendo la captacion de glucosa
por los tejidos periféricos (musculo esquelético, y tejidos adiposos, tanto
blanco como marrén), que en condiciones fisioldgicas responden a dicha
hormona por tener receptores para la misma y expresar el transportador de
glucosa dependiente de insulina GLUT4 [1]. Tanto factores genéticos
como adquiridos pueden influir en la sensibilidad a la insulina. En el pri-
mer caso la carencia de receptores de insulina (IR) produce resistencia a
la insulina y muerte fulminante por cetosis inmediatamente tras el naci-
miento, sin embargo el conjunto de casos de NIDDM por mutaciones en
el IR representa entre un 1-5% del total de casos descritos en la literatura
cientifica, por lo que no parece una causa esencial de resistencia a la insu-
lina en pacientes diabéticos [2]. La Diabetes tipo 2 se considera una en-
fermedad poligénica, y los modelos animales con inactivacidon funcional
de genes blanco de sefializacion generados por recombinacién homdloga
nos da idea de la complejidad de la enfermedad. Los ratones delecciona-
dos para el IR presentan un desarrollo intrauterino normal pero mueren
rapidamente tras el nacimiento por cetosis [3]. La inactivacion especifica
de IR en el musculo (ratén MIRKO) produce una resistencia moderada a
la insulina, pero los animales no llegan a desarrollar diabetes, posible-
mente porque los receptores de IGF-I sean capaces de compensar [4]. Por
el contrario, la deleccion especifica del IR en el tejido adiposo marrén
(BATIRKO) da un fenotipo diabético sin resistencia a insulina [5]. Sin
embargo la inactivacion funcional de ambos receptores para IGF-I e insu-
lina en el musculo (raton MKR) produce resistencia a insulina y diabetes,
estando fuertemente afectado el transporte de glucosa tanto en musculo
como en el tejido adiposo marrén [6]. Curiosamente, mientras que el ani-
mal deleccionado para GLUT4 no suftria diabetes, sin embargo la ablacion
especifica de GLUT4 en el musculo o en el tejido adiposo produce una
severa intolerancia a la glucosa [7] [8]. Estos datos de modelos animales
nos indican la importancia de identificar nuevos factores que estimulen el
transporte de glucosa en células musculares y adiposas. La Obesidad es el
factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la diabetes tipo 2 [9].
Los obesos humanos presentan niveles de expresion disminuidos del re-
ceptor de insulina, y de IRS-1 en casos severos [10], asi como presentan
estas proteinas fosforiladas en Ser, lo que atenua la fosforilacion en Tyr
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por la insulina. También se han descrito casos donde la actividad tirosina
fosfatasa PTP1B estaba aumentada [11]. Esto hace pensar que ademas de
factores genéticos, existen factores adquiridos que pueden contribuir a la
resistencia a la accion de la insulina. Entre ellos destacan la hiperinsuli-
nemia, la propia hiperglucemia [10] asi como los metabolitos derivados
de la ruta de las hexosaminas.

Los factores secretados por el tejido adiposo, tales como el factor
de necrosis tumoral (TNF-alfa), leptina y la recientemente descrita resisti-
na [12], o los 4cidos grasos libres procedentes de la lipolisis del mismo,
son importantes candidatos para causar resistencia a la accion de la insu-
lina [13]. Se ha propuesto al TNF-alfa como el nexo de unién entre adi-
posidad y desarrollo de resistencia a insulina ya que 1) la mayoria de los
pacientes con diabetes tipo 2 son obesos y tienen aumentada la expresion
de TNF-alfa en sus adipocitos y 2) los animales obesos deleccionados
para la funcion del TNF-alfa no desarrollan resistencia a la insulina [14].
Se ha descrito que el TNF-alfa produce la fosforilacién en Ser del IRS-1
prohibiendo su fosforilacién en Tyr por la insulina [15]. Muy reciente-
mente se ha generado un animal transgénico en el que la inactivacion fun-
cional de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) protege contra la resis-
tencia a la insulina muscular inducida por obesidad [16]. Por otro lado los
acidos grasos son también importantes candidatos a mediar la resistencia
a insulina en obesidad. Su accion puede ser a través de la formacion de
ceramidas, o bien induciendo la activacion de una cascada de quinasas
que implique a la IKKbeta [17]. En este sentido se ha descrito hace solo
unos meses que en animales obesos dosis altas de salicilato, capaces de
inhibir el factor nuclear NFkB y su activador IKKbeta, representan un
tratamiento potencial para la diabetes [18]. Las tiazolidindionas (TZD)
son farmacos sensibilizadores a la accion de la insulina que actian a tra-
vés de su union al factor de transcripcion PPARgamma, aunque el meca-
nismo por el que median la sensibilizacion a la accion de la insulina no
esta todavia definido [19]. Estudios “in vivo” demuestran que tratamien-
tos cronicos con estos compuestos aumentan la expresion de PPAR
gamma en el musculo [20] y mejoran los efectos metabodlicos de la insuli-
na en ratas obesas resistentes a la accion de la insulina [21].
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Las rutas de sefializacion de la insulina que participan en el trans-
porte de glucosa no estan totalmente establecidas: la via de la fosfatidil
inositol (PI) 3-quinasa ha demostrado ser necesaria pero no suficiente y
otras vias paralelas han sido recientemente propuestas. Los efectores por
debajo de PI3-quinasa implicados en el transporte de glucosa son contro-
vertidos. Existen datos a favor y en contra de Akt y de la isoforma atipica
de la proteina quinasa C (PKC) zeta como mediadores de los efectos de
la insulina sobre la translocacién de GLUT4. Por otro lado tampoco se
conoce con exactitud como dichas vias pueden estar alteradas durante la
resistencia a la insulina, aunque acabamos de apuntar algunos de los pa-
sos de sefializacion que se pueden ver comprometidos.

Los adipocitos marrones fetales en cultivo primario son un exce-
lente sistema celular para el estudio de la implicacion de las diferentes
vias de sefalizacion de la insulina en procesos como proliferacion, dife-
renciacion, supervivencia, y transporte de glucosa, puesto que presentan
un elevado numero de receptores de insulina y responden a ella a concen-
traciones fisioldgicas [22]. Estudios previos de nuestro grupo de investi-
gacidn habian establecido la implicacion de la ruta de PI3-quinasa en la
expresion génica de GLUT4 por insulina en cultivos primarios de adipo-
citos marrones [23]. Entre las dianas que se conocen por debajo de PI3-
quinasa que podrian estar implicadas en el transporte de glucosa inducido
por insulina, se encuentran la Ser/Thr quinasa Akt/PKB y la PKCzeta. En
este sentido, PKCzeta se ha descrito recientemente como un eslabén im-
portante en la ruta de la insulina que conduce al aumento en la captacion
de glucosa tanto en los adipocitos blancos [24] como en los marrones
[25]. Sin embargo, la implicacién de Akt en dicho proceso no habia sido
explorada. Datos de nuestro laboratorio indican que el TNF-alfa también
produce resistencia a insulina en adipocitos marrones, ya que bloquea la
accion de la insulina a nivel de IRS-2, por lo que pensamos explorar mas
en profundidad este mecanismo [26].

En este trabajo nos hemos planteado estudiar la implicacién de
Akt/PKB en la regulacion por insulina del transporte de glucosa y de la
expresion génica de GLUT4 en adipocitos marrones fetales de rata en
cultivo primario. Un segundo aspecto que nos ha interesado investigar es
el mecanismo de induccidn de resistencia a la insulina por TNF-alfa sobre
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el transporte de glucosa y sobre la expresion génica de GLUT4 en adipo-
citos marrones a través de la generacion de ceramidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

IMPORTANCIA DE AKT/PKB EN LA REGULACION POR INSULI-
NA DEL TRANSPORTE DE GLUCOSA Y DE LA EXPRESION GE-
NICA DE GLUT4 EN ADIPOCITOS MARRONES FETALES DE RA-
TA EN CULTIVO PRIMARIO

Como el transporte de glucosa en adipocitos marrones fetales es
estimulado por la insulina, quisimos estudiar en primer lugar si era in-
hibido en presencia de inhibidores quimicos de la ruta de sefializacion de
la insulina. Para ello, partimos de un cultivo primario de adipocitos ma-
rrones fetales cultivados en un medio con 10% de suero fetal durante 5
horas. A continuacién se retiré el suero a las células y se mantuvieron
durante 20 horas en un medio suplementado con 0.2% de BSA. Para la
medida del transporte de glucosa las células control o pretratadas durante
30 minutos con LY294002 10 uM o rapamicina 25 ng/ml en el medio
KRP, se estimularon con insulina 10 nM durante 30 minutos. La incorpo-
racién de 2-deoxi-D-(1-H) glucosa se midi6 durante los Gltimos 10 minu-
tos del cultivo. La figura 2A muestra que las células tratadas con insulina
presentan un aumento en la incorporacion de glucosa de tres veces respec-
to a las células control. Por otra parte el compuesto LY494002, que inhibe
la actividad PI3-quinasa estimulada por insulina y consecuentemente la
fosforilacion de las dianas que estan por debajo de ella, como Akt/PKB y
p70S6 quinasa inhibe completamente los efectos de la insulina sobre el
transporte de glucosa. La proteina p70S6 quinasa es fosforilada en res-
puesta a insulina, sin embargo bloqueando tUnicamente su fosforilacion
con la rapamicina no se observan cambios en la incorporacion de glucosa
inducida por insulina. Estos resultados indican que la insulina aumenta el
transporte de glucosa en los adipocitos marrones a través de una via de
sefializacion que implica a la PI3-quinasa y a otras dianas situadas por
debajo de ella diferentes de p70S6 quinasa.

Utilizando un compuesto quimico (ML-9) recientemente propues-
to como inhibidor de la actividad Akt, [27] pudimos comprobar que
‘e“{ectivamente en los adipocitos marrones en cultivo dicho compuesto
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tivamente en los adipocitos marrones en cultivo dicho compuesto inhibia
tanto la fosforilacion de Akt en el residuo Ser 473 como su actividad en
respuesta a insulina, sin afectar a la actividades PI3-quinasa ni PKC zeta
[28]. El transporte de glucosa inducido por insulina, medido mediante la
incorporacién de 2-deoxi-D-(1-H?) glucosa a las células, se vio totalmen-
te bloqueado en células pretratadas con dicho inhibidor (Fig. 2B).
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La insulina estimula la incorporacién de glucosa a las células principal-
mente por su capacidad de reclutar el transportador de glucosa GLUT4
desde compartimentos intracelulares a la superficie celular. Por ello qui-
simos determinar si los efectos inhibitorios del ML-9 en el transporte de
glucosa inducido por insulina eran debidos al bloqueo de la capacidad de
la insulina para translocar el transportador GLUT4. Utilizamos dos
aproximaciones distintas: 1.- medida de la cantidad de GLUT4 en las
fracciones subcelulares de membrana interna y membrana plasmatica por
Western blot en adipocitos marrones pretratados con el inhibidor y poste-
riormente estimulados con insulina, y 2.- estudios de translocacion por
inmunofluorescencia en células HelLa cotransfectadas con el plasmido de
expresion GFP-GLUT4 (GLUT4 unido a una proteina verde fluorescente,
que permite visualizar su localizacion mediante microscopia de fluores-
cencia) y con la construccion dominante negativa de Akt [29] (Fig. 3).
Los resultados de dichos experimentos confirmaron que la activacion de
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Akt es necesaria para el transporte de glucosa y la translocacion de
GLUT4 inducidos por insulina en los adipocitos marrones fetales.

00 de células positivas para
1a translocacion de
GLUT4-GFP

Figura 3.- Akt con actividad dominante negativa (AAkt) inhibe la translocacion de
GLUT4 a la membrana plasmatica inducida por insulina.

Las células HeLa se cotransfectaron transitoriamente con 10 pug de GLUT4-GFP y
10 pug de AAkt o 10 pg del vector vacio (V). A continuacion las células se cultiva-
ron durante 24 horas en un medio de cultivo con 10% de suero fetal, se privaron de
suero durante una noche y se incubaron en presencia o ausencia de insulina 500 nM
(Ins) durante 30 minutos para visualizar la translocacion de GLUT4-GFP por mi-
croscopia de fluorescencia. Las células se consideraron positivas para la transloca-
cion de GLUT4 si se observaba un anillo de fluorescencia en la periferia celular.
Los resultados se expresan como porcentaje de células positivas (medias £ SEM de
4 experimentos distintos). El estudio para calcular el grado de significacion estadis-
tica se ha realizado como en la Fig. 2. Las diferencias entre los valores en presencia
de insulina vs. controles se representan por (*) y las diferencias entre los valores en
presencia de insulina mas AAkt vs. insulina se representan por (*); *, “p<0.01.

47



R. HERNANDEZ, T. TERUEL Y M. LORENZO CERAMIDA Y RESISTENCIA A LA INSULINA

Ademas de los efectos agudos de la insulina sobre la transloca-
cion de GLUT4, el transporte de glucosa en los tejidos insulino-
dependientes también puede estar regulado por cambios en la expresion
génica de los transportadores de glucosa inducidos por tratamientos cré-
nicos con insulina. En este sentido nuestro grupo de investigacion habia
descrito previamente que la insulina aumenta la expresion génica de
GLUT4 en los adipocitos marrones de manera dependiente de PI3-
quinasa. Puesto que Akt esta situada por debajo de PI3-quinasa, quisimos
investigar la posible implicacion de Akt en dicho efecto. Con ese propo-
sito bloqueamos la actividad Akt mediante el empleo del inhibidor qui-
mico ML-9 y realizamos ensayos de Northern blot para medir la cantidad
del mRNA de GLUT4 en respuesta a insulina. Asimismo, para determi-
nar si los efectos eran a nivel de la transcripcion del gen, cotransfectamos
las células con la construccion GLUT4-CAT (donde el gen CAT esta bajo
el control del promotor de GLUT4), y con el plasmido de expresion para
la proteina Akt con actividad dominante negativa. Los resultados obteni-
dos en dichos experimentos demostraron que, por debajo de PI3-quinasa,
Akt participa en la via de sefializacion implicada en los efectos cronicos
de la insulina que conllevan a un aumento en la expresion génica de
GLUTH4 en los adipocitos marrones.

MECANISMO DE INDUCCION DE RESISTENCIA A LA INSULINA
POR TNFALFA EN EL TRANSPORTE DE GLUCOSA Y EN LA EX-
PRESION GENICA DE GLUT4 EN ADIPOCITOS MARRONES A
TRAVES DE LA GENERACION DE CERAMIDAS.

Como se ha comentado anteriormente, la Resistencia a la accion
de la insulina es la caracteristica fundamental de la Diabetes tipo 2, y
dicho defecto se ha relacionado estrechamente con la Obesidad. El nexo
de union entre ambas patologias puede ser el TNF-alfa, una citoquina
antilipogénica secretada por el propio tejido adiposo. Se ha demostrado
previamente que la expresion del TNF-alfa en tejido adiposo esté elevada
en una variedad de modelos experimentales de obesidad y en personas

48



VOL. 68 (3), ANAL. REAL ACAD. NAC. FARM

obesas. Ratones deficientes en TNF-alfa (TNF-a. 7) donde se les indujo
la obesidad de modo genético o a través de una dieta rica en grasa, no
presentaban resistencia a la accidn de la insulina viendo mejorada la sen-
sibilidad a la misma. Ademas estos ratones presentaban niveles bajos de
acidos grasos libres circulantes pudiendo resultar esto de la pérdida de los
efectos lipoliticos del TNF-alfa en el tejido adiposo, o alternativamente
podria reflejar el aumento de la eficiencia de la insulina para suprimir la
lipolisis en ausencia de TNF-alfa [14]. Estos resultados indican que el
TNF-alfa es un importante mediador de la resistencia a la accién de la
insulina en la obesidad. El TNF-alfa actia por unidn a receptores de
membrana, activando varias cascadas de sefializacion, entre ellas la acti-
vacion de esfingomielinasas que hidrolizan la esfingomielina para dar
lugar a ceramidas, que podrian ser el mediador celular de los efectos bio-
l6gicos del TNF-alfa. Estudios previos de nuestro laboratorio habian de-
mostrado que el TNF-alfa produce resistencia a la insulina en adipocitos
marrones fetales en cultivo primario, disminuyendo el transporte de glu-
cosa inducido por insulina y la expresion génica de GLUT4 estimulada
por insulina [26]. Nosotros nos propusimos estudiar si las ceramidas me-
diaban la inhibicién del TNF-alfa sobre los efectos agudos y cronicos
ejercidos por la insulina en los adipocitos marrones fetales. En primer
lugar, comprobamos si en este sistema celular, el TNF-alfa inducia la
produccion de ceramidas. Para ello, las células fueron tratadas con TNF-
alfa (0,6 nM) a distintos tiempos (0, 15, 30, 60 min, 6 y 24 horas) y la
cantidad intracelular de ceramidas se midio mediante tratamiento de la
fraccion lipidica con el enzima diacilglicerol quinasa, capaz de fosforilar
tanto el diacilglicerol (dando lugar a 4cido fosfatidico), como las cerami-
das (generando ceramida-1-fosfato). El TNF-alfa produjo un pico maxi-
mo de ceramidas a los 30 min volviendo a niveles basales al cabo de 1h,
para volver a incrementarse a las 6 horas y permanecer elevados tras 24
horas de tratamiento. El primer pico de generacion de ceramida puede ser
debido a la activacion por TNF-alfa de una esfingomielinasa como se ha
propuesto por varios autores, mientras que el aumento de los niveles de
ceramida a tiempos mas largos de tratamiento con TNF-alfa (6 y 24
horas) podria ser el resultado de la sintesis de novo a partir de acidos gra-
sos como consecuencia del efecto lipolitico del TNF-alfa en el tejido adi-
poso.
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Puesto que en respuesta a TNF-alfa, se produce un incremento en
los niveles intracelulares de ceramidas, se planteo la hipdtesis de que
dichas ceramidas podrian mediar algunos efectos del TNF-alfa en los
adipocitos marrones. Estudiamos en primer lugar los efectos de las cera-
midas afiadidas exdgenamente a distintos tiempos y diferentes dosis so-
bre el transporte de glucosa. Debido a la naturaleza hidrofébica de las
ceramidas naturales, éstas son muy insolubles, por lo que empleamos un
analogo de ceramida permeable de cadena corta, denominado C2-
ceramida, asi como un andlogo biologicamente inactivo (C2-
dihidroceramida) como control negativo. El transporte de glucosa induci-
do por insulina se vio inhibido tras pretratamiento de las células con C2-
ceramida de forma dependiente del tiempo y de la dosis, siendo 6 horas
de pretratamiento y la dosis de 100 uM las condiciones de maxima in-
hibicidn (100%) y por tanto las utilizadas en todos los experimentos pos-
teriores (Fig. 4). Por el contrario la C2-dihidroceramida no afecto el
transporte de glucosa.
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Los resultados obtenidos con ceramida en el transporte de glucosa
fueron corroborados con experimentos de translocacion de GLUT4 a la
membrana plasmatica por técnicas de inmunofluorescencia y de fraccio-
namiento celular, en los que se comprobd que la induccion de la transloca-
cion del transportador GLUT4 a la membrana plasmatica por insulina no se
producia en células pretratadas con C2-ceramida (Fig. 5).
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Como la ceramida afectaba al transporte de glucosa y a la translo-
cacion de GLUT4 estimulados por insulina, quisimos estudiar a conti-
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nuacion a que nivel de la ruta de sefializacion por la que la insulina ejerce
dichos efectos estaba actuando la ceramida. Por ello determinamos en
primer lugar la actividad de la PI3-quinasa tras estimulacion con insulina
en células pretratadas con ceramida. La ceramida no modifico la estimu-
lacién por insulina de PI3-quinasa, tanto la asociada a IRS-1 como a IRS-
2 indicando que la ceramida no interfiere con la insulina a este nivel. Por
debajo de PI3-quinasa, la siguiente diana estudiada fue Akt. Akt/PKB se
fosforila fuertemente en el residuo Ser473 y algo menos en Thr308 tras
estimulacion con insulina. Ambas fosforilaciones son necesarias para la
activacion de dicha enzima. Sin embargo, tras el pretratamiento de las
células con C2-ceramida la insulina no fue capaz de fosforilar ni activar
Akt, mientras que el analogo inactivo C2-dihidroceramida no produjo
ningtn efecto negativo. Puesto que los adipocitos marrones expresan la
proteina PKCzeta que también ha sido relacionada con el transporte de
glucosa estimulado por insulina, analizamos si las ceramidas estaban
afectando su actividad enzimatica. Sin embargo, C2-ceramida no sélo no
inhibid la activacion de PKCzeta por insulina sino que la estimuld per se,
siendo el efecto aditivo en presencia de los dos tratamientos. Ya se habia
descrito anteriormente que la ceramida por si sola estimulaba la actividad
PKCzeta [30]. Por ello estos resultados excluyen a la PKCzeta como
diana de la ceramida para producir resistencia a la accion de la insulina.

El tratamiento con ceramida inhibi¢ la actividad Akt/PKB, pero
no la actividad PI3-quinasa ni PKCzeta, por lo que decidimos investigar
los mecanismos de esa inhibicion. Nos planteamos dos posibles meca-
nismos para explicar los efectos de la ceramida: La ceramida podria estar
inhibiendo la actividad PDK1 y PDK2 necesarias para la fosforilacion y
posterior activacion de Akt/PKB y/o, podria estar activando una fosfatasa
que defosforilase Akt/PKB y por lo tanto estuviese inhibida la actividad
de Akt/PKB. El primer posible mecanismo fue descartado tras analizar la
actividad de Akt/PKB en células transfectadas con un plasmido de expre-
sion para una forma permanentemente activa de Akt/PKB (pSG5-PKBgag,
GagAkt) y comprobar que la actividad Akt/PKB presente en las células
control transfectadas estaba inhibida tras el tratamiento con ceramida. La
segunda hipétesis fue estudiada impidiendo la defosforilacion de
Akt/PKB con un inhibidor de serina/treonina fosfatasas, el acido okadai-
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co. El pretratamiento conjunto de acido okadaico mas C2-ceramida res-
tauré completamente la fosforilacion por insulina de Akt/PKB en los dos
residuos de Ser473 y Thr308 que se ve inhibida completamente en las
células pretratadas con C2-ceramida s6lo. Estos resultados muestran que
la ceramida es capaz de inhibir también la forma constitutivamente activa
de Akt/PKB; mientras que la defosforilacion de Akt/PKB por ceramida
se revierte al tratar las células con un inhibidor de proteinas fosfatasas
(acido okadaico) [31]. En este sentido podriamos concluir que la cerami-
da inhibe la ruta de sefializacion de la insulina responsable de la translo-
cacion de GLUT4, manteniendo a Akt/PKB en un estado inactivo y de-
fosforilado (Fig. 6).

INSULINA TNF—
/. \
Ras “Loyrt — PI 3-quinasa D
l Ceramida
Raf /
PKB/AktX

PD098059 J

MEK/MAPK

J

p7086-quinasa] |

Translocacion de GLUT4
Expresion génica de GL.UT4

Figura 6. — Rutas de sefializacion implicadas en el transporte de glucosa insuli
dependiente: Resistencia a la insulina por TNF-alfa
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En lineas celulares adipogénicas como 3T3-L1, el TNF-alfa in-
hibe el proceso de diferenciacion adipogénica, previniendo la expresion
de genes especificos de adipocitos, entre ellos el gen de GLUT4. Quisi-
mos estudiar el efecto del TNF-alfa y su mediador, la ceramida, en la
sefializacion de la insulina que conduce a la expresion génica de GLUT4
en los adipocitos marrones fetales. Realizando ensayos de Northern blot
comprobamos que el tratamiento con TNF-alfa o C2-ceramida por si so-
los no modificaba la expresion basal de mRNA de GLUT4 pero dismi-
nuia completamente la acumulacién de GLUT4 inducida por insulina.
Estos resultados indicaban que tanto TNF-alfa como C2-ceramida esta-
ban interfiriendo en la regulacién transcripcional de este gen por insulina.
En consecuencia decidimos estudiar el efecto de ambos compuestos en la
transactivacion del promotor de GLUT4 mediante el empleo de la cons-
truccion GLUT4-CAT. El tratamiento con insulina de células transfecta-
das produjo un incremento de seis veces en la actividad CAT. Sin embar-
go, la transactivacion del promotor de GLUT4 estimulada por insulina no
se produjo en presencia de TNF-alfa o C2-ceramida. Los factores de
transcripcion especificos involucrados en la transactivacidon por insulina
del promotor de GLUT4 no han sido todavia identificados, pero se ha
descrito la existencia de elementos de respuesta a los factores de trans-
cripcion de la familia de los C/EBPs en el promotor del gen de GLUTA4.
Ademas se ha comprobado que el TNF-a reduce los niveles de C/EBPa
en lineas celulares adipociticas 3T3-L1 [32], por lo que decidimos estu-
diar el efecto del TNF-alfa/ceramida en la acumulacion del mRNA de
C/EBPa. por Northern blot. El tratamiento con insulina durante 24 horas
produjo una induccion en los niveles de expresion de C/EBPa, siendo
este efecto totalmente inhibido por el tratamiento con TNF-alfa o C2-
ceramida. Estos resultados coinciden con la disminuciéon del mRNA de
GLUTH4 tras la estimulacion con los mismos factores y sugieren la posi-
ble existencia de un mecanismo indirecto por el cual la ceramida interfie-
re en la ruta de sefializacion de la insulina inactivando Akt/PKB y posi-
blemente su translocacion al nucleo tal y como proponen Salinas y col.
[33] causando una disminucion en la expresion del factor de transcrip-
cion C/EBPa necesario para la expresion génica de GLUT4.
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En conclusion, la secrecion de TNF-alfa por el tejido adiposo
blanco de personas obesas relaciona la obesidad con el desarrollo de re-
sistencia a la insulina. Esta citoquina activa esfingomielinasas a corto
plazo produciendo ceramidas, mientras que a largo plazo tiene efectos
lipoliticos en el tejido adiposo generando acidos grasos libres necesarios
para la sintesis de ceramidas. Estas ceramidas podrian mediar la resisten-
cia a la insulina en células musculares y en adipocitos blancos tal y como
ha sido propuesto, y como exponemos en este trabajo en los adipocitos
marrones. El mecanismo por el que las ceramidas producen resistencia a
la insulina en adipocitos marrones es porque mantienen Akt/PKB en un
estado inactivo y defosforilado, impidiendo su funcién fisioldgica en la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica y en la expresion
génica de GLUT4. Ademas, como las ceramidas producen apoptosis en
muchos tipos celulares, podrian causar apoptosis en las células beta pan-
credticas, un sistema celular donde los 4cidos grasos inhiben la supervi-
vencia. Esta situacion podria contribuir a la patogénesis de la Diabetes
tipo 2 en pacientes obesos.
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