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RESUMEN

Las principales proteinas del citoesqueleto, actina, tubulina y vimentina, sufren modificaciones de expresion y
distribucion durante el crecimiento del tejido adiposo y la traslocacion de GLUT4 estimulada por insulina a la
membrana plasmatica. La existencia de un nuevo componente del citoesqueleto, las septinas, se ha propuesto re-
cientemente en varios tejidos de mamiferos. El objetivo del estudio fue caracterizar septina 11 (SEPT11) en tejido
adiposo humano en estados de obesidad e insulino resistencia. Se utilizaron muestras pareadas de tejido adiposo
subcutaneo y omental de 54 pacientes. Los adipocitos fueron las células responsables del cambio de expresion
global de SEPT11 en el tejido adiposo humano, la cual mostro una distribucién y asociacion com las Caveolas. Se
encontré una relacion directa de SEPT11 con caveolina-1 en adipocitos, su distribucion durante la adipogénesis
fue variable, desde filamentos hasta conformar anillos. SEPT11 fue regulada por factores lipogénicos (ie., insu-
lina), lipoliticos (ie., isoproterenol) y proinflamatorio (ie., TNF-a y lipopolisacarido) en adipocitos humanos. En
consecuencia, SEPT11 se incremento en estados de obesidad, ademas, la expresion se relaciono com la hipertrofia
adipocitaria en el tejido omental y con marcadores de resistencia a insulina en tejido subcutaneo.

Todo ésto indica que SEPT11 es una nueva proteina del citoesqueleto en adipocitos humanos fuertemente influen-

ciada por la obesidad. Estos resultados amplian nuestra comprension de la remodelacion del citoesqueleto durante
el inicio delaobesidad y laresistenciaalainsulina
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ABSTRACT

The main cytoskeletal proteins, such asvimentin, actin and tubulin have rearrangements during insulin-stimulated
that induces the plasma membrane distribution and rearrangements after adipose tissue growth. Recently has
been described in several mammalian tissues, the septins such as a new component of the cytoskeleton. The
aim of this study was characterize the expression and regulation of septin 11 (SEPT11) in human adipose tissue
in an obesity and insulin resistance state. Paired samples from 64 patients were used obtained the omental and
subcutaneous adipose from these samples. Adipocytes contributed to overall expression of Septinll in adipose
tissue and this protein show a caveolar distribution in fat cells. A direct relationship of SEPT11 with caveolin-1
in fat cells. During adipogénesis change the SEPT11 distribution from filaments to rings. SEPT11 was regulated
by lipolytic (isoproterenol), proinflammatory (TNF-a and lipopolysaccharide) and lipogenic (insulin) stimuli in
human adipocytes. Accordingly, SEPT11 was associated to the obesity and adipocyte size in visceral fat and to
insulin resistance biomarkersin subcutaneous adipose tissue. All of this suggest that, SEPT11 constitutes a novel
cytoskeletal protein in human adipocytes strongly influenced by obesity. These results show a new understanding

of the cytoskeleton remodeling during the obesity and insulin resistance.

Keywords: Septinll, adipose tissue, metabolism, cytoskeleton, caveolin-1.

INTRODUCCION

La obesidad es definida como un exceso de adiposidad.
El crecimiento del tejido adiposo implica dos mecanis-
mos: hipertrofia (aumento del tamarfio celular) e hiper-
plasia (aumento del nimero de células) de las células del
tejido graso (1, 2). La obesidad hiperplasica parece ser
metabolicamente benigna, mientras que el aumento de
la hipertrofia de los adipocitos se asocia con disfuncion
mitocondrial, aumento de la apoptosis y la inflamacién,
lo que contribuye a la obesidad asociada a trastornos
metabolicos (2). La adipogénesis representa un proceso
complejo que incluye la determinacion de células ma-
dre mesenquimales en preadipocitos comprometidos,
gue a su vez pueden replicarse y diferenciarse a adipo-
citos maduros (3). En el transcurso de la adipogénesis,
tanto fibroblastos como preadipocitos se transforman
morfol6égicamente en adipocitos maduros con una goti-
ta de lipidos unilocular (3). Asi, la remodelacion del ci-
toesqueleto constituye un paso previo para la transicion
de preadipocitos a adipocitos con el fin de aumentar la
capacidad de almacenamiento de lipidos adipocitos y
prevenir la sobrecarga sistémica de lipidos (4, 5), que es
laprincipal causaderesistenciaalainsulina

Los principales componentes citoesqueléticos de los

adipocitos son, tubulinay vimentina, los cual es, experi-
mentan cambios de expresion y distribucion durante la
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adipogénesis, hipertrofia e hiperplasia (4, 6-9). Durante
la diferenciacion de los adipocitos se observa una baja
regulacion de la biosintesis de los componentes del ci-
toesqueleto (7). La actina se organiza como fibras de
tension en los preadipocitos distribuidos a lo largo del
citoplasma, pero durante la diferenciacion adipocitaria
tardia, los filamentos de actina se distribuyen en la cor-
teza (4, 6). Lavimentinaforma estructuras en forma de
jaula alrededor de las gotas lipidicas durante la adipogé-
nesis (8), cuando se desmantela la red de vimentina se
reduciendo la capacidad de formar gotas lipidicas en los
adipocitos (6,8). Ademas, se ha propuesto también un
papel del citoesqueleto en la captacion de glucosa tras
tratamiento con insulina y durante la lipogénesis (10,
11). En este sentido, la reorganizacién estimulada por
insulina de la red de microfilamentos basada en actina
es esencial para la translocacion méxima del transpor-
tador de glucosa estimulada por insulina 4 (GLUT4) y
su insercién funcional en la membrana plasmaética (11,
12). Ademas, la insulina restaura la reformacién de las
gotitas lipidicas grandes después de la lipdlisis aguda
facilitando la fusion microtubular dependiente de las
gotitas lipidicas, asi como su expansion individual (11).
Por altimo, la actina también es una proteina del citoes-
gueleto importante en el sostén de y la funcion de la
caveola (13), que son plataformas para la sefializacion
de la insulina y el tréfico de lipidos (14).
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La existencia de un cuarto componente del citoesque-
leto, las septinas, ha sido propuesto recientemente (15).
Las septinas GTPasas de aproximadamente 30-65 kDa
gue varian su forma, e interactdan con otros componen-
tes del citoesqueleto, es decir, actinay tubulina, y pue-
den influir profundamente en aspectos de la dinamica
del citoesqueleto (16). Ademas, las septinas interactuan
con algunos fosfolipidos, tales como, fosfatidilinosi-
tol, presente en la membrana que sirven como sitio de
armazon para reclutar proteinas, asi como barreras de
difusién en la membrana (16, 17). Curiosamente, algu-
nas septinas se han localizado en balsas lipidicas (18),
n donde se ha sugerido que regulan larigidez celular y
laelasticidad cortical en conjunto con laactina (15, 19).
Estas estructuras complejas estan implicadas en dife-
rentes procesos fisioldgicos y alteraciones en ellas estan
asociadas con € desarrollo de algunas enfermedades,
dentro de las que seincluyen, infecciones, enfermeda-
des neurodegenerativas y neoplasias (20).

Hasta la fecha, existen 13 septinas diferentes identifica-
das en humanos (21). Sin embargo, la relevancia fun-
cional de las septinas no se ha descrito aun en los adipo-
citos humanos. El presente estudio se enfocd en septina
11 (SEPT11), una proteina abundantemente expresada
en la membrana plasmatica de los adipocitos (22). Por
lo tanto, buscamos: a) caracterizar la estructura, expre-
siony regulacion de SEPT11 en el tejido adiposo huma-
no; B) analizar & impacto de la obesidad y la diabetes
tipo 2 asociada a la obesidad en SEPT11; vy finalmente
c) determinar la interaccion de diferentes septinas con
caveolina-1, componente principal de las caveolas en
los adipocitos, ya que esta proteina de andamiaje in-
teractla con diferentes componentes del citoesqueleto
durante la adipogénesis.
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MATERIALESY METODOS

Seleccion de pacientes y disefio del estudio

Se seleccionaron 54 pacientes, a los que se les extrgo
mediante derivacion laparoscopica de Y en Roux (n =
44) o funduplicatura de Nissen (n = 10) en la Clinica
Universidad de Navarra, de esos pacientes se recogie-
ron muestras pareadas de tejido adiposo de omento y
subcutaneo. Todos los sujetos que participaron en el es-
tudio fueron sometidos a evaluacion clinica (historia,
examen fisico, analisis de la composicion corporal, en-
trevistas nutricionales y evaluacién de la comorbilidad).
El indice de masa corporal (IMC) se calcul6 como el
peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altu-
raen metros, y la grasa corporal (BF) fue estimada por
pletismografia de desplazamiento de aire. La obesidad
se clasifico segun el IMC y el% BF (BF =35% en las
mujeresy =25% en los hombres). Los pacientes obesos
fueron subclasificados en dos grupos [normoglucemi-
cos (NG) y pacientes con intolerancia a glucosa (IGT)
0 con diabetes tipo 2(DT2)], siguiendo los criterios del
Comité de Expertos en el Diagnostico y Clasificacion
de la Diabetes (23). Los sujetos con DT2 no estaban
en tratamiento con insulina 0 medicacion que pudiera
afectar los parametros bioquimicos.

Los ensayos bioquimicos y hormonales realizados en
los sujetos del estudio se midieron como se describio
previamente (24). Los pardmetros bioquimicos y antro-
pomeétricos de los sujetos que formaron parte del estu-
dio se muestran en la Tabla 1. Todos los experimentos
se realizaron teniendo en cuenta los criterios de la de-
claracion de Helsinki. Los apartados éticos del estudio,
asi como el disefio experimental fueron debidamente
aprobados por el comité encargado de la investigacion
(073/2013) y se conto con el consentimiento informado
de todos los voluntarios.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos en el estudio

Delgados NG Obeso NG Obeso T2D P
N 10 24 30 -
Sexo(hombre/muijer) 37 12/12 14/16 0.554
Edad(afios) 47+5 40+ 3 44+1 0.247
Altura(m) 1.64 +0.01 1.69 +0.01 1.67 £0.01 0.323
Peso(kg) 62+4 135+ 52 132 + 42 <0.0001
IMC(kg/m2 22.3+0.8 474 +1.42 476+ 1.72 <0.001
Grasa corporal (%) 265128 51.6 + 1.4a 51.6 +1.3% <0.001
Cintura(cm) 63+3 129+5 128+9 0.001
Glucosa(mmol/L) 4.82 £0.22 4.94 £0.01 6.55 + 0.38% 0.002
Glucosa 2-h OGTT(mmol/L) - 6.49+0.28 10.38+0.83° <0.0001
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Insulina (pmol/L) 49.2+10.2
Insulina 2-h OGTT(pmol/L) -
HOMA 1.75+0.35
QUICKI 0.35+0.01
Trigliceridos (mmol/L) 0.8%0.1
Colesteral total(mmol/L) 50+0.3
LDL-colesterol (mmol/L) 3.1+£0.3
HDL-colesterol (mmol/L 15+0.1
CRP (mg/L 1.8+0.4
Leptina (ng/mL) 78+15
AST (IU/L) 13+3
ALT (IU/L) 13+3

127.8+19.2¢ 111.0+13.2° 0.036
591.6 £109.2 516.6 £49.8 0.495
4.86 +0.832 5.79 £0.982 0.027
0.31+0.012 0.31 +0.062 0.030
1.3+£01 19+04 0.292
50+0.2 51+0.2 0.912
32+0.2 3.3+0.2 0.771
1.2+0.12 1.1+0.1° 0.027
7.7%1.42 11.2+3.1 0.006
46.1 £5.92 51.2+6.8% 0.018
161 161 0.254

30 £5° 29+ 32 0.039

Extraccion de ARN y PCR en tiempo real

El aislamiento y purificacion de ARN se realizaron
como se describié anteriormente (24). Se cuantifica-
ron los niveles génicos de SEPT11 y de caveolina 1
(CAV1) mediante PCR en tiempo redl. Los cebadoresy
sondas se disefiaron usando el software Primer Express
2.0 (Applied Biosystems) y se adquirieron de Genosys
(Sigma, Steinhein, Alemania). Se disefiaron cebado-
res o sondas TagMan® que abarcan fragmentos de las
zonas de los extremos de dos exones para asegurar la
deteccion del gen correspondiente evitando la amplifi-
cacion del ADN genomico. EI cDNA se amplificd: 95
°C durante 12 min, seguido de 48 ciclos de 15 segundos
a 95 °Cy 2 minab59 °C, utilizando el TagMan PCR
Master Mix . Las concentraciones de la sonday €l ce-
bador fueron de 200 nmol / I. Todos los resultados se
normalizaron con la expresion de 18S rRNA (Applied
Biosystems), y la cuantificacion relativa se calcul6 uti-
lizando la formula DDCT (25). Todas las muestras se
realizaron por triplicado.

Estudios de Wester n-blot

Se homogeneizaron células y tejidos y se midio el con-
tenido de proteina como se ha descrito previamente
(24). Las muestras (20 ug) se separaron mediante SDS-
PAGE en condiciones de desnaturalizacion, se realizo
posteriormente inmunotransferencia a membrana de ni-
trocelulosa (Bio-Rad) y se bloquearon en tampon Tris
(TBS) con 0,05% de Tween 20 (TBS-T) que contenia
5% de leche seca sin grasa durante 1 h a temperatu-
ra ambiente (RT). Las muestras se incubaron durante
la noche a 4 °C con anti-SEPT11 de conejo policlonal
(abcam Ltd., Cambridge, RU) (1: 5.000), anti-calnexi-
napoliclona de cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA) (1: 1.000), Anticuerpos anti-perilipina po-
liclonales de raton (Novus Biologicals, Littleton, CO,
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EE.UU.) (1: 500) o anticuerpos anti-actina monoclonal
de raton (Sigma) (1: 5.000) diluidos en solucion de blo-
gueo. Los complejos antigeno-anticuerpo se visualiza-
ron utilizando anticuerpos IgG anti-conejo, anti-raton o
anti-cabra conjugados con peroxidasa de rabano (HRP)
(1: 5.000) y el sistema de deteccion ECL Plus de qui-
mioluminiscencia mejorado (Amersham Biosciences).
La intensidad de las bandas se determind por analisis
densitométrico con el sistema de documentacion de gel
Gel DocTM vy €l software Quantity One4.5.0 (Bio-Rad)
y se normalizé con valores de densidad de la actina.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Inmunohistoquimica de SEPT11

La inmunodeteccion de SEPT11 en cortes histoldgicos
de tejido omental y tejido adiposo subcutaneo se reali-
z6 mediante el método de inmunoperoxidasa indirecta
(24). Se des-parafinaron secciones de tejido adiposo
embebido en parafina fijado con formalina (6 um) y en
xileno, se rehidrataron en concentraciones decrecientes
de etanol y setrataron con H202 a 3% (Sigma) en me-
tanol absoluto durante 10 minutos a TA para sofocar la
actividad de la peroxidasa enddgena. Los portaobjetos
se bloguearon durante 30 min con suero murino a 1%
(Sigma) diluido en TBS (Tris 50 mmol / I, NaCl 0,5
mol / I, pH 7,36) para evitar la adsorcién no especifica.
Los cortes fueron incubados durante toda la noche con
anticuerpo especifico para identificacion de SEPT11
(abcam) a 4 °C diluido 1: 50 en TBS. Después del lava-
docon TBS, lasplacas seincubaron con HRP conjugado
anti-conejo / raton (Dako) durante 1 hora a RT. Después
de lavar en TBS, se visualizd la reaccion de peroxidasa
como cromdgeno con una solucion de 3,3'-diaminoben-
cidina (DAB, Amersham Biosciences) / H202 (0,5 mg
/ ml de DAB, 0,03% de H202 y Tris-HCI, pH 7,3) y
solucion de hematoxilina de Harris (Sigma) como co-
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lorante. Las secciones fueron deshidratadas, cubiertas
y observadas con microscopio Optico Zeiss 40 CFL
(Zeiss). Seincluyeron placas de control negativo sin an-
ticuerpo primario para evaluar la tincion no especifica.

Cultivos celulares

Las células de la fraccion de estroma vascular humana
(SVFC) vy los adipocitos maduros se aislaron del teji-
do adiposo omental de sujetos normoglucémicos obe-
s0s como se describid previamente (24). Las células se
sembraron a 2 x 10° células/cm? y crecieron en medio
adipocitario [DMEM / F-12 (Invitrogen), 17,5 mmol /
I de glucosa, y antibidtico-antimicotico] suplementado
suero de ternero recién nacido (NCS) al 10% de (células
SVFC). Después de transcurridos cuatro dias, se cam-
bi6 el medio por un medio para adipocito suplemen-
tado con NCS o FBS a 3%, 3-isobutil-1-metilxantina
0,6 mmol / | (IBMX), 0,2 pumol / | de dexametasona, 2
pmol / 1y 10 ug G / ml de insulina. Las células se iban
alimentaron cada dos dias con el mismo medio, pero sin
el suplemento de IBMX, durante los 7 dias restantes de
diferenciacion de adipocitos. Los adipocitos de tejido
omental humano diferenciados se sumaron durante 24
horas y luego se trataron con concentraciones crecien-
tesdeinsulina (Sigma), grelina acilada (Tocris), desacil
grelina (Tocris), leptina, isoproterenol (Sigma), pépti-
do natriurético atrial (ANP) (Bachem), TNF-a (Pepro-
Tech), lipopolisacarido) (Sigma) y el factor de creci-
miento tumoral a (TGF-a) (PeproTech).

Fraccionamiento subcelular

La fraccion citosolica (S) y de membrana (P) de las
células se obtuvieron por fraccionamiento subcelular
como se describié anteriormente (26). La distribucion
de proteinas se analizé mediante inmunotransferencia
utilizando 50 g de proteina de cada fraccion.

Fraccionamiento libre de deter gentes

Las diferentes fracciones de membrana enriquecidas
con caveolina se aislaron a partir de células 3T3-L1
crecidas hasta confluencia en placas de 150 mm de dia-
Metro y se procesaron como se ha descrito previamente
(27). Después de dos lavados con PBS, las células se
rasparon en 0,5 ml de carbonato de sodio 500 mmol /1,
pH 11,00, se transfirieron a una cubeta de plastico y se
homogeneizaron en dos etapas usando una agujade 0,9
x 40 mm y un bafio de ultrasonidos. La concentracion
fue ajustada a sacarosa al 48% al afiadir adicién 0,8 ml
de sacarosa al 70% preparada en solucién salina de tam-
pon de acido 2- (N-morfolino) etanosulfénico (MES)
(MBS) (25 mmol /| de MES a 6,50, 0,15 mal / | NaCl)
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y se coloca en la parte inferior de un tubo de ultracen-
trifuga. Se formd un gradiente de sacarosa discontinuo
(p/ v) de 5-35% por encima (0,6 ml de sacarosa a 5%,
2,4 ml de sacarosa a 35%, ambos en MBS que conte-
nia 250 mmol / | de carbonato sédico) y se centrifugo a
121.000 g durante 4 h A4 ° C en un rotor SW40 (Beck-
man). Se recogieron fracciones de gradiente de sacarosa
(450 pl) de la parte superior del gradiente de sacarosa y
posteriormente se analizaron mediante SDS-PAGE.

Andlisis Estadistico

Los datos se expresan como media + SEM. Las dife-
rencias estadisticas entre los valores medios se deter-
minaron usando la prueba x2, el ANOVA unidireccional
seguido de las pruebas de Scheffé o Dunnet, o el ensayo
de Kruskal-Wallis seguido por las comparaciones pa-
readas de Mann-Whitney U, cuando fue apropiado. Se
considerd estadisticamente significativo un valor de P
<0,05. Los coeficientes de correlacion de Pearson (r) se
calcularon para explorar la relacion entre dos variables.
Los analisis estadisticos fueron realizados por el soft-
ware SPSS.

RESULTADOS

Caracterizacion de SEPT11 en tejido adiposo huma-
no

Iniciadlmente, se hicieron experimentos para evaluar
SEPT11 en muestras pareadas de los dos tejidos de
los sujetos del estudio. Los andlisis de expresion gé-
nicay proteica se readizaron mediante PCR en tiempo
real, western-blot e inmunohistoquimica. SEPT11 se
expreso en tejido adiposo omental y en tejido adiposo
subcutaneo, presentando el depdsito anterior niveles de
transcripcién globales més elevados (1,0 £ 0,0 vs, 5,7 +
1,3A.U., P<0,0001). El tegjido Omental (Figuras 1A'y
1C) vy el tejido adiposo subcutaneo (Figuras 1B y 1D)
de pacientes obesos mostraron una mayor expresion
de ARNm y proteina de SEPT11 en comparacion con
individuos delgados. Se encontraron niveles similares
de transcripcién y proteina de SEPT11 en dep0sitos
de grasa omental y subcutanea obtenidos de pacientes
obesos sensibles a la insulina y resistentes a insulina.
Curiosamente, los niveles de proteina de SEPT11 en el
tejido adiposo omental estaban positivamente relacio-
nados con los marcadores de adiposidad, incluyendo
IMC (r = 0,45, P=0,010),% BF (r = 0,47, P=0,010) y
leptina plasmaética (r = 0,38, P = 0,049), mientras que la
expresion proteica de SEPT11 en la grasa subcutanea se
asocio positivamente con pardmetros del metabolismo
de la glucosa y la funcién hepatica, como la glucemia
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(r = 0,80, P<0,001), insulinemia (r = 0,44, P = 0,030),
HOMA R = 0,69, P <0,001), QUICKI (r =-0,47, P=
0,018), triglicéridos séricos (r = 0,82, P <0,001) y tran-
saminasay-GT (r = 0,71, P<Y el gjustar por sexo.

Para identificar el tipo celular responsable de la produc-
cién de SEPT11 en el tejido, se evalud la presencia de
esta proteina en tejido adiposo omental y subcutaneo
mediante inmunohistoquimicay PCR en tiempo real. La
distribucién tisular de SEPT11 mostrd una tincion pre-
dominante en adipocitos completamente madurosy una
menor expresion en la fraccion de estroma vascular de
depdsitos de grasa omental y subcutanea (Figuras 1E-
F). Por consiguiente, SEPT11 mRNA se expreso princi-
palmente en adipocitos aislados de tejido adipico omen-
tal, aunque la expresion también se detecté en menor
medidaen estromavascular detejido adiposo omental y
tejido adiposo subcutaneo (Figura 1G). Se encontraron
niveles de transcripcion similares de SEPT11 en adipo-
citos y fraccion de estroma vascular obtenidos a partir
detgjido adiposo omental de pacientes obesos sensibles
alainsulinay resistentes ainsulina (Figura 1H).

Regulacién de SEPT11 en adipocitos del tejido adi-
poso omental de humanos

Dado e aumento de la abundancia de SEPT11 en tgji-
do adiposo omental y la relevancia metabdlica de este
depdsito de grasa (28), los experimentos posteriores se
centraron en este tejido. Con el fin de caracterizar la
funcionalidad de SEPT11 en el crecimiento del tejido
adiposo, se analizd la regulaciéon de SEPT11 por fac-
tores lipogénicos (insulina, grelina-acilada y desacil-
grelina) y lipoliticos (leptina, isoproterenol y ANP). La
insulina aumentd significativamente (P <0,05) la expre-
sion génica y proteica de SEPT11 en adipocitos de teji-
do omental, mientras que la grelina-acilada reguld ne-
gativamente (P <0,05) la expresion génica de SEPT11,
estos datos no se replicaron en la expresién proteica (P
= 0,314) (Figura 2A-B). No se observo ningun efecto
de desacil-grelina sobre los niveles de transcripcion y
proteina de SEPT11. La estimulacion lipolitica con iso-
proterenol disminuyo (P <0,05) la expresion génica y
proteica de SEPT11 en los adipocitos omentales (Figu-
ra 2C-D). ANP tratamiento también tiende a disminuir
la expresion génica y proteica de SEPT11, aunque las
diferencias no alcanzan significancia estadistica (P =
0,123 y P= 0,149, respectivamente). La leptina no mo-
difico la expresion de SEPT11 en adipocitos omentales
humanos.

Adicionalmente, se sabe que la iniciacién de la apop-
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tosis por factores proinflamatorios esta asociada con la
disrupcién del citoesqueleto. Por lo tanto, se determind
el impacto de los estimulos proinflamatorios (TNF-q,
LPS y TGF-B) sobre la expresion de SEPT11 en adipo-
citos omental es humanos. Como se muestraen las Figu-
ras 2E-F, TNF-a y LPS regularon a la baja la expresion
génica y proteica de SEPT11 en células grasas huma-
nas, mientras que no se observo ningln efecto sobre la
expresion de SEPT 11 tras estimulos con de TGF-f.

Localizacion Caveolar de las septinas en el tejido
adiposo humano

La presencia de septinas, incluyendo SEPT11 en las
balsas lipidicas de la membrana plasmatica, se ha pro-
puesto como mecanismo para regular la elasticidad de
los receptores de membrana y anclge al citoesgquele-
to de actina (19, 29). Dado que las caveolas son par-
ticularmente abundantes en balsas lipidicas y también
contienen filamentos de citoesqueleto de actina (30), se
analizé la interaccion de caveolin-1, la principal protei-
na de recubrimiento de las caveolas en tejido adiposo
humano (31), las imagenes de microscopia electrénica
(Figura 3A) confocal e inmunofluorescencia revelan
gue SEPT11 exhibié una distribucién citoesquelética
formando anillos que colocaliza con caveolinal en
adipocitos maduros humanos (Figura 3B). No se de-
tectaron inmunorreacciones cuando se omitieron anti-
cuerpos primarios o secundarios. Después de fracciona-
miento subcelular de adipocitos 3T3-L 1 en condiciones
basales, encontramos que SEPT11 estaba presente en
las fracciones de la membrana citosélica y plasmatica,
pero no en gota lipidica (Figura 3C). Para investigar
el tipo de asociacion de SEPT11 con la caveola en los
adipocitos, se empled un método libre de detergentes
para aislar Caveolas (Figura 3D) y la interaccion entre
SEPT11 y caveolina-1 se analizé por ensayo GST pull
down (Figura 3E). SEPT11 estaba presente en la frac-
cion 2 del fraccionamiento de la membrana celular de
caveolas y se halld interaccion directa de SEPT11 con
caveolina-1 en los ensayos de GST pull down. En con-
junto, estos datos sugieren que SEPT11 participa en la
organizacién estructural y / o funcional de las caveolas,
lo que sugiere su participacién en la fisiologia de los
adipocitos.

La interaccion de caveolina-1 con las septinas se confir-
mo ademas en muestras emparejadas de tejido adiposo
omental y subcutaneo obtenidas de sujetos delgados y
obesos (Figura F). Como era de esperar, la expresion
génica de CAV1 se increment6 en los grupos obesos
en comparacion con los individuos delgados, pero no
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se encontraron diferencias entre los sujetos obesos con NG y IGT & T2D (Figura 3F). Aunque se observo una
tendencia hacia un aumento en los niveles de transcrito de caveolina-1 en el tejido adiposo subcutaneo de los gru-
pos obesos, no se encontraron diferencias estadisticas (P = 0,290). EXistio correlacion positiva entre la expresion
génica de SEPT11 y CAV1 en los 2 tejidos, omental y subcutaneo (Figura 3G-H).
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DISCUSION

La remodelacion de los componentes del citoesqueleto actina, tubulina y vimentina es clave para la adipogénesis
y e mantenimiento de la sensibilidad alainsulina en los adipocitos (4-6, 31-34). Las septinas, han sido reciente-
mente catal ogadas como € cuarto componente del citoesgueleto (15), dentro de ellas SEPT11 se encuentra expre-
sada en membrana plasmatica del adipocito (22). Sin embargo, la presencia de SEPT11 no se ha descrito aun en
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el tejido adiposo humano. Sobre la base de la expresion
génica y proteica, asi como los datos de inmunohisto-
guimica, los adipoctitos son el tipo celular responsable
de la expresion de SEPT11 en el tejido adiposo humano,
aungue una baja transcripcion de SEPT11 también se
observé en el estroma vascular. En este contexto, algu-
nas septinas se expresan, segun algunas publicaciones,
en diferentes tipos de células de la fraccion de estroma
vascular, como neutréfilos, monocitos / macréfagos v fi-
broblastos (35, 36). Por otra parte, una mayor expresion
de SEPT11 se encontro en la grasa subcutanea en com-
paracion con el tejido adiposo omental. Es bien sabido
gue la grasa omental se asocia con mayor inflamacién y
sensibilidad a la accion de las catecolaminas, mientras
gue el tejido adiposo subcutaneo exhibe mas sensibi-
lided a la insulina (28). Adicionalmente, SEPT11 fue
regulado negativamente por el agonista -adrenérgico
isoproterenol y los factores proinflamatorios TNF-a Y
LPS, mientras que fue regulado positivamente por lain-
sulina. La hipertrofia de los adipocitos y la resistencia a
la insulina inducen cambios profundos en las proteinas
del citoesgueleto acting, tubulinay vimentina (7, 8, 10,
32), En conjunto, éstos resultados de expresion génica
en los depositos grasos parecen aumentar la resistencia
alainsulina, la lipolisis y la inflamacion en el tejido adi-
poso visceral (36). La hipertrofia de los adipocitos y la
resistencia ainsulinainducen cambios profundos en las
proteinas del citoesqueleto actina, tubulina y vimentina
(7, 8, 10, 34, 36-40). En este sentido, la expresion de
latubulinay la actina en el tgjido adiposo es regulada
negativamente durante la adipogénesis y aumentada por
la restriccion caldrica y los farmacos sensibilizadores
de la insulina (es decir, la rosiglitazona) (41-43). Por
otra parte, el citoesqueleto de vimentina se reorganiza
durante la diferenciacion de los adipocitos, pero no es
influenciado por la sefializacion de insulina (33, 37). En
el presente estudio, la expresion génica de SEPT11 se
correlaciono positivamente con marcadores de adiposi-
dad en grasa omental y con pardmetros de resistencia a
insulina en tejido adiposo subcutaneo. La obesidad se
asocio con mayor transcripcion de SEPT11 y mayores
niveles de proteina en los depdsitos de grasa omental y
subcuténea. Sin embargo, no se encontraron diferencias
entre insulino-sensibles y pacientes resistentes a la in-
sulina, lo que sugiere que la regulacion de SEPT11 esta
maés relacionada con el tamafio de los adipocitos que
con laresistenciaalainsulina propiamente (35, 36).

76

Por otra parte, las Caveolas son invaginaciones de la
membrana plasmatica implicadas en muchos aspectos
de la funcidn celular, como el trafico de lipidos, la trans-
duccion de sefiales, la proliferacién o la endocitosis (14,
27, 30). La Caveolin-1, la principal proteina de recubri-
miento de la caveola en los adipocitos, desempefia un
papel metabolico clave en el tejido adiposo, facilitando
la absorcién de &cidos grasos libres y el colesterol, asi
como la sefializacion de la insulina. En este estudio se
encontré que caveolina-1 esta regulada positivamente
en el omento y el tejido adiposo subcutaneo, confirman-
do datos previamente publicados (31). Por otra parte,
una interaccién positiva entre caveolin-1 y SEPT11 se
encontro en los adipocitos, como lo demuestran los re-
sultados observados en GST pull down, inmunofluores-
cenciay fracciones de membrana. Estudios previos han
demostrado cierta interaccion de la caveola con dife-
rentes componentes del citoesqueleto en las células de
mamiferos (13, 44). Por ejemplo, los adipocitos 3T3-L1
tienen una estructura de actina organizada de forma ni-
ca que emana de microdominios de las balsas lipidicas
enriquecidas con caveolina en la membrana plasmati-
ca (45). Ademas, la localizacién de microtubulos y vi-
mentina en fracciones enriquecidas en caveolina-1 se
ha asociado con acumulacién intracelular de gotas lipi-
dicas durante la adipogeénesis de preadipocitos bovinos
(44). Andlogamente a los otros componentes del citoes-
gueleto, las septinas muestran una distribucién caveolar
y queda por aclarar su papel en lafuncionalidad de las
caveolas en los adipocitos.

CONCLUSIONES

En resumen, los principales hallazgos del presente es-
tudio son que: a) las septinas constituyen nuevos com-
ponentes dedl citoesqueleto en los adipocitos humanos;
B) SEPT11, es una proteina del citoesqueleto abundan-
te en la membrana plasmatica de los adipocitos donde
interactla con caveolin-1 ademas de exhibir una dis-
tribucion caveolar; ¢) La insulina, isoproterenol, ANP,
TNF-ay LPS constituyen reguladores transcripcionales
de SEPT 11 en adipocitos humanos; D) SEPT11 aumen-
ta en obesidad y se relaciona con el tamafio de los adi-
pocitos en la grasa omental y con los marcadores de
resistencia a la insulina en el tejido adiposo subcuta-
neo. Estos resultados amplian nuestra comprension de
la remodelacidn del citoesqueleto durante el inicio de la
obesidad y laresistenciaalainsulina
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