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When you make the finding yourself — even if you're the last person
on Earth to see the light — you’ll never forget it.

Carl Sagan
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Justificacio

El teixit adipds, a part de la seva funcio de reserva energetica, es considera
un organ endocri que allibera acids grassos (AG) i adipocines al torrent
circulatori. Les persones obeses presenten nivells plasmatics d’AG elevats,
els quals juguen un paper primordial en el desenvolupament de diferents
alteracions metaboliques. A la cel-lula, els AG es troben units a les FABPs
(fatty acid binding protein), proteines especialitzades en el seu transport, entre
elles, la FABP4, expressada majoritariament en teixit adipos. FABP4, tot i que
tradicionalment s’ha considerat una proteina citoplasmatica, pot ser
secretada al plasma. De fet, concentracions circulants de FABP4 elevades
correlacionen positivament amb obesitat, resisténcia a la insulina (RI),
diabetis tipus 2 (DT2), sindrome metabolica (SM) i diferents tipus de cancer.
Per tot aix0, s’ha proposat que FABP4 podria ser un dels factors que
traslladarien els senyals del teixit adipds a altres teixits periferics. Malgrat tot,
no és ben conegut si FABP4 podria tenir un paper causal en aquestes
complicacions o si 'increment de les seves concentracions plasmatiques son
una conseqiiéncia d’aquestes. Un dels mecanismes subjacents a aquestes
alteracions és l'estres del reticle endoplasmatic (RE), el qual ha estat
relacionat amb l’activacié de les vies de senyalitzacié relacionades amb
processos inflamatoris que precedeixen la RI. A més, el teixit adipds, aixi com
les molecules que secreta, exerceixen un cross-talk actiu amb les cel-lules

tumorals, contribuint en la progressio del tumor.
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Obesitat i patologies associades

a prevalenca de l'obesitat esta augmentant drasticament, tant en
adults com en nens i adolescents, essent un important factor de risc
per a la diabetis, les malalties cardiovasculars i el cancer, entre
d’altres [1-3]. En el 2014, en tot el mén, hi havia més de 2 bilions d’adults amb
sobrepeés i obesitat (39% i 13% de la poblacié adulta, respectivament). Si la
tendeéncia segueix a 'al¢a, I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) estima
que en el 2030 un 86.3% de la poblacié adulta presentara sobrepes o obesitat,

suposant una de les majors crisis de salut mundial [4].

L'obesitat es defineix com un augment patologic del greix corporal que
redueix la qualitat i I'esperanca de vida [5]. El greix, en presencia d'un excés
caloric, s'emmagatzema en els adipocits en forma de triglicerids (TG) [6]. En
situacié d’obesitat es produeix una sobrecarrega lipidica en els adipocits,
provocant ’expansio, la hiperplasia i la hipertrofia dels mateixos [7]. Donat
que els adipocits no poden emmagatzemar correctament 1'excés de lipids,
aquests s’acumulen en teixits periferics, principalment en el fetge i el muscul.
Aquesta acumulacié pot provocar lipotoxicitat, provocant disfuncié cel-lular,
aixi com diferents patologies associades en funci6 del tipus cel-lular afectat
[8]. Aixi mateix, ’obesitat es caracteritza per un estat d’inflamacié cronica de

baixa intensitat, la qual provoca la secreci6 d’AG lliures, adipocines i
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citocines proinflamatories per part de l’adipocit. Aquestes poden actuar
localment, pero també a nivell sistemic (endocri), conduint a les alteracions

que precedeixen el desenvolupament de la RI [9].

1.1. Resisténcia a la insulina i diabetis tipus 2

La RI es caracteritza per una capacitat disminuida de la insulina per
dur a terme les seves funcions fisiologiques, implicada principalment en la
captacio de glucosa per part dels teixits diana (muscul, fetge i teixit adipos)
[2]. La RI, normalment, precedeix a diferents situacions patologiques, entre

elles la DT2 [10].

Des de fa decades se sap que hi ha una relacié causa-efecte entre
'obesitat ila RI, ja que diferents estudis han demostrat que la pérdua o guany
de pes correlaciona estretament amb 1’augment o disminucié a la sensibilitat
a la insulina, respectivament [11,12]. Tot i aix0, els mecanismes moleculars
subjacents no estan del tot esclarits. De fet, estudis recents han indicat que no
tots els tipus d’obesitat contribueixen al desenvolupament de RI de la
mateixa manera, ja que aquesta depén més de la localitzaci6 del greix (essent
I'excés de greix visceral el més predisposant) que no pas de I'index de massa

corporal (IMC) [13].

1.1.1. Via de senyalitzaci6 de la insulina

Lainsulina és una hormona sintetitzada per les cel-lules § del pancrees,
formada per dues cadenes polipeptidiques unides per ponts disulfur. El
paper principal de la insulina és estimular el transport de la glucosa i la
glucolisi en el teixit adipds i el muscul, estimular la sintesi de glicogen en els
teixits diana i prevenir la produccié de glucosa en fetge [14]. Pel que fa al
metabolisme lipidic i proteic, en el muscul esquelétic activa la lipogenesi i la

sintesi de proteines, pero inhibeix 1’oxidacié dels AG i la degradacio de
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proteines. En el teixit adipds activa la lipogenesi, I’absorcié de TG de la sang
i la sintesi de proteines i inhibeix la lipolisi. Finalment, en el fetge activa la
lipogeénesi i la sintesi de proteines i inhibeix 1'oxidacié d’AG. Per tant,
globalment, els efectes de la insulina estimulen la sintesi d’hidrats de carboni,
greixos i proteines, essent considerada una hormona anabolica (Figura 1)

[15].

7" e Secrecié d’insulina
27 Paner
o> Pancrees

o,

Muscul Adipocits Fetge

Transport de glucosa

Activacié
Glucolisi, lipogenesi i
sintesi de glicogen i

Transport de glucosa

Activacid
Glucolisi, lipogénesi,
absorci6 de TG de la sang i

Activacié
Lipogenesi i sintesi de
glicogen i proteines.

proteines. sintesi de glicogen i
proteines. Inhibicié
Inhibicié Oxidacié d’AG,
Oxidacio d’AG. Inhibicié glucogenolisi i

Lipolisi gluconeogenesi.

Figura 1. Principals efectes metabolics de la insulina.

Un cop la insulina és secretada al torrent sanguini, aquesta
interacciona amb el seu receptor, induint la fosforilacié del residus tirosina
del mateix receptor. Després de la trans-autofosforilacié es produeix un canvi
conformacional en el receptor, permetent la fosforilacié dels residus de
tirosina de les molécules proximes, com el substrat del receptor de la insulina
(IRS). Les tirosines fosforilades d’aquests substrats actuen com a llocs
d’ancoratge per a proteines que contenen el domini SH2 (Src-homology-2),
com PI3K (fosfoinositol 3-cinasa) o Grb2 (growth factor receptor-bound protein
2) [16]. PI3K pot activar la proteina PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 1), responsable de l'activacié d’altres cinases, com AKT (PKB, protein
kinase B) i PKC (protein kinase C), implicades també en la via de senyalitzacio

de la insulina i el transport de la glucosa, entre d’altres, promovent la
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translocacié del transportador de glucosa GLUT4 (glucose transporter 4) a la

membrana plasmatica [17].

1.1.2. Resisténcia a la insulina

En una primera fase, la RI condueix a una hipersecreci6 d’insulina com
a mecanisme compensatori, per tal de mantenir nivells de glucemia adequats.
Ara bé, aquesta situacio es va deteriorant progressivament, fins que les
cellules no son capaces de mantenir aquesta hipersecrecié i comencen a
fallar, disminuint la secrecidé. Per tant, el resultat de la RI és una
hiperglucemia produida per un defecte en la secrecié d’'insulina i/o en la seva

accio.

En els teixits, en situacio de RI, es produeix una disminucié en la
captaci6 de glucosa, provocada per alteracions en la via de senyalitzacié de
la insulina, aixi com una disminucié dels transportadors sensibles a insulina
GLUT4. A més, en el teixit adipds la RI promou la lipolisi, provocant
l'alliberament d'alts nivells d’AG lliures a la circulaci6. En el fetge, la RI
redueix la sintesi de glicogen i augmenta la gluconeogenesi. Paradoxalment,
la lipogénesi, tot i ser dependent d’insulina, en situacié de RI es troba molt

elevada, contribuint a la hipertrigliceridemia [18].

En la patogenesi de la DT2 i la RI poden contribuir diferents factors.
Per una banda, algunes molécules implicades en la via de senyalitzacio6 de la
insulina, com IRS, PKB-f3 o PI3K, s’han trobat alterades en situacié de DT2 in
vivo [19]. A més, i davant la creixent evidéncia del fet que el teixit adipos actua
com un organ endocri, les adipocines i els AG secretats podrien contribuir

negativament en la via de senyalitzaci6 de la insulina [14].

Recentment, diferents estudis també apunten a la implicacié de l’estres

del RE en l'aparicié de processos inflamatoris que precedeixen a la RI en
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casos d’obesitat [20]. EI RE és un organul cel-lular la funcié del qual equival
a una fabrica de proteines. De fet, en situacié d’obesitat es produeix una
desregulacié en 'homeostasi del RE dels adipocits, alteracié coneguda com a
estres del RE [21]. A més, un dels estimuls responsables de 1’activacio de

I'estres del RE i la inflamaci6 és I'increment dels AG lliures [22].

El coneixement dels factors i els mecanismes moleculars que modulen
la RI, poden proporcionar nous objectius per al tractament i la prevencid de

laDT2.

1.2. Obesitat i cancer de mama

Recentment, diferents estudis epidemiologics han indicat que
'obesitat i el sobrepés augmenten el risc de desenvolupar diferents tipus de
cancer, inclos el cancer de mama [1,23]. Alguns d’aquests estudis suggereixen
que el teixit adipds per ell mateix podria influenciar el creixement i la
diferenciacié tumoral a través de les adipocines alliberades [24,25]. Ara bé,
toti que els resultats d’aquests estudis son forca contundents, els mecanismes
moleculars a través dels quals es produeix aquesta comunicacié sén poc

coneguts [26,27].

El cancer de mama és el cancer més freqiient en dones i el segon cancer
més comu en el mon, després del cancer de pulmé [28]. Clinicament, el cancer
de mama es pot classificar en diferents tipus, segons les caracteristiques
moleculars del tumor, la seva capacitat proliferativa i el seu estat de
diferenciacié (Taula 1) [29]. El grup amb receptor d’estrogens (ER) positiu és
el més freqiient (subtipus luminal A i luminal B). A més, 'expressid de ER és
un bon factor pronostic, ja que dues terceres parts de les pacients,
aproximadament, responen a la terapia hormonal (moduladors selectius del

ER, inhibidors de l’aromatasa, etc.). Els tumors del subtipus positius per
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HER?2 (human epidermal growth factor receptor 2) son més agressius que el grup
anterior i presenten un excés de la proteina HER?2. El tractament de referencia
per aquest tipus de tumors és 1'tis d’anticossos monoclonals contra HER?2,
essent el més conegut el trastuzumab [29]. Finalment, el grup basal, també
conegut com a triple negatiu, no presenta ER, ni receptors de progesterona ni
HER?. Es el que presenta pitjor pronostic i té una major incidéncia en pacients
amb mutacions en el gen BRCA1 (breast cancer 1). Cal destacar que aquest
tipus de tractaments dirigits poden ser complementaris a la cirurgia, la

radioterapia i/o la quimioterapia [30].

Taula 1. Classificacié molecular dels diferents tipus de cancer de mama.

Caracteristiques Capacitat Estat de
Tipus Pronostic
moleculars proliferativa  diferenciacié
Luminal A [ER+ i/o PR+] HER2- Baixa Elevat Bon pronostic
Luminal B [ER+ i/o PR+] HER2+ Elevada Elevat Mal pronostic
HER2 + [ER-PR-] HER2+ Elevada Intermedi Mal pronostic
Basal (triple -) [ER-PR-] HER2- Elevada Baix Mal pronostic

ER: receptor d’estrogens; PR: receptor de progesterona; HER2: human epidermal

growth factor receptor 2.

Fins al moment, les evidencies que s’han trobat indiquen que aquesta
associaci6 positiva entre el cancer de mama i 1’obesitat es deu, possiblement,
als nivells elevats d’estrogens, la RI i la conseqiient hiperinsulinemia, aixi

com la hipoxia i la inflamaci6 cronica induida per I'obesitat [31].
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Acids grassos i teixit adipos

al i com s’ha comentat anteriorment, el teixit adipds pot actuar com

un organ endocri, alliberant AG lliures i adipocines a la circulacio.

Els AG son acids carboxilics amb una estructura tipica R-
COOH, formats per un grup metil en un extrem, una cadena hidrocarbonada
lineal (R) i un terminal carboxilic [32]. Els AG es poden dividir en diferents
grups, en funcid de la seva estructura, el seu paper fisiologic o l'efecte

biologic. Pel que fa a 'estructura quimica es classifiquen en:
Acids grassos saturats

Els AG saturats no contenen dobles enllacos en la seva cadena
hidrocarbonada i es divideixen en diferents subgrups en funcié de la llargada
de la cadena. Representen el 30-40% dels AG en l'organisme, essent els més
abundants l'acid palmitic (PA) (15-25%) i l'acid estearic (EA) (10-20%).
Habitualment, una ingesta elevada d’AG saturats s’associa amb
conseqiiéncies negatives per a la salut humana, ja que aquesta s’ha
correlacionat positivament amb nivells elevats de colesterol i un augment de
la taxa de mortalitat per malaltia coronaria [33]. Malgrat aixo, aquests efectes

no s’han observat en el cas de 'EA, degut a la seva alta afinitat per I'enzim
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estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1). Aquest enzim introdueix insaturacions
als AG saturats, fent que I'EA es converteixi en acid oleic (OA) i presenti un
paper antiaterogenic [34,35]. En canvi, el seu potencial protrombotic esta en

debat [36].
Acids grassos insaturats

Els AG insaturats es caracteritzen per la presencia dun
(monoinsaturats) o més (poliinsaturats) dobles enllacos en la seva cadena
hidrocarbonada. Es poden dividir en tres grups, en funcié de la posicidé del

primer doble enllag comptant des de I'extrem metil [32].

* Omega-3: L’acid eicosapentaenoic (EPA) (C20:5) i T'acid
docosahexaenoic (DHA) (C22:6) son els AG més importants d’aquest
grup. Es troben en productes marins. El consum d’aquests AG es

relaciona amb la disminuci6 de malalties cardiovasculars [37,38].

*  Omega-6: L’acid linoleic (LA) (C18:2) és el precursor d’aquest grup i
I'acid poliinsaturat més abundant de la dieta. La majoria d’estudis
amb LA i els seus derivats han mostrat una associacid, tant directa

com indirecta, amb la inflamacid i els trastorns metabolics [39].

*  Omega-9: L'OA (C18:1) és un dels AG més abundants de la dieta.
Com el seu nom indica, una de les principals fonts d’aquest AG és
I'oli d’oliva. Les dietes riques amb OA semblen estar associades amb

un benefici en determinades patologies de base inflamatoria [40].

2.1. Funcid i transport dels acids grassos en 1’organisme

Els AG de cadena llarga sébn components essencials de la nostra dieta i
una de les principals fonts d’energia per a les cel-lules. Aquests contribueixen

en gran diversitat de processos, com en I'emmagatzematge, la sintesi de la
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membrana plasmatica, l’ancoratge de proteines, les modificacions
posttraduccionals i la regulacio transcripcional de gens implicats en el

metabolisme energetic, entre d’altres [41,42].

L’entrada d’AG a la cél'lula es divideix, resumidament, en tres passos
[43]. L’AG es troba fora de la celllula, generalment en forma monomerica.
Quan els AG s’alliberen dels diposits del teixit adipds o de la hidrolisi dels
triglicerids (TG) provinents de la dieta a la circulacid, aquests s’acoblen a
I'albimina. L’AG s’uneix a la capa externa de la membrana plasmatica
(adsorcio). Seguidament, els AG es dissocien de 1’albiumina, produint-se el
creuament de la membrana. Finalment, es produeix la desadsorcié de I’'AG
de la part citosolica de la membrana, essent alliberat a I'interior de la cel-lula.
Cada un d’aquests passos és catalitzat per proteines reguladores, com es

descriu a continuacié [44].

El mecanisme mitjangant el qual els AG travessen la membrana
plasmatica s'ha debatut durant diversos anys. Inicialment, i donat que els AG
son lipofilics, es va proposar que aquests travessaven la bicapa lipidica per
difusié passiva (mecanisme flip-flop) sense la participacié de mediadors
proteics. En canvi, posteriorment, es va veure que gairebé el 90% dels AG
travessen la membrana a través d'un transport associat a proteines, sobretot
en teixits amb un alt metabolisme en greixos i emmagatzematge de lipids,
com el muscul esquelétic, el teixit adipds, el fetge o el cor. Actualment,
ambdds mecanismes estan ampliament acceptats. Aixi mateix, també s’ha
vist que en alguns teixits i tipus cel-lulars els AG poden senyalitzar a través
de receptors acoblats a proteines G (GPCR) [45,46] o toll-like receptors (TLR)
[47,48], toti que majoritariament aquests han de ser internalitzats per poder
exercir la seva funcio. Una vegada en el citoplasma, els AG s’uneixen a la

proteina d’'unié6 d’AG citoplasmatica FABPc (Fatty Acid Binding Protein
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Cytoplasmatic) o a la proteina d'uni6 a acil-CoA (ACBP). El transport d’AG de

la circulacié a les cel-lules es troba il-lustrat en la Figura 2 [42].

CD36

\—v [CFA FABPs acyl-CoA
a

b

Figura 2. Mecanisme de captacié dels acids grassos lliures. Els AG de cadena
llarga (LCFA) viatgen en circulacié com a AG lliures (FFA) units a I'albtimina o
com a TG en les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL). El creuament de la
membrana es produeix per proteines transportadores de membrana o per difusio
passiva (mecanisme flip-flop). Un cop a l'interior de la celllula s'uneixen a
proteines d'uni6 a AG intracel'lulars. Font: Schwenk, R et al., Cardiovascular

Research (2008).

2.1.1. Proteines transportadores de membrana

Com s’ha comentat anteriorment, en el transport facilitat dels AG
participen tot un seguit de proteines transportadores, les quals es descriuen

a continuacio.

FABPpm (Plasma Membrane Fatty Acid Binding Protein)

Va ser la primera proteina transportadora d’AG identificada [49]. Es
identica a la isoforma mitocondrial de l'enzim aspartat aminotransferasa

(mAspAT) i presenta alta afinitat pels AG de cadena llarga. Es localitza als
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mitocondris de diferents teixits, incloent-hi muscul esquelétic i cel-lules

endotelials [50].

CD36 (Cluster of Differentiation 36)

CD36, també conegut com a translocasa d’AG (FAT, fatty acid
translocase), és un receptor transmembrana que pertany a la familia de
receptors scavenger classe B. Inicialment es va descriure com glicoproteina IV
[51]. Té un pes molecular de 53 kDa i esta format per dos dominis
transmembrana, dos dominis citoplasmatics molt curts i un domini
extracel-lular gran, en forma de loop, extensament glucosilat [52]. S’expressa
en diferents tipus cellulars de mamifer, com monocits i macrofags,
plaquetes, adipocits, hepatocits, cellules endotelials, miocits i cel-lules
epitelials de mama, ronyd i intesti [53]. CD36 és una proteina multifuncional,
ja que pot unir diferents lligands i esta implicada en diferents processos
biologics, com la internalitzaci6 de cellules apoptotiques, l'adhesio,

I'angiogenesi, la modulacié de la inflamacid i el transport de lipids i AG. [54].

La sobreexpressid especifica de CD36 en muscul augmenta 1’oxidacié
d’AG i redueix els nivells circulants de TG, AG i la deposicié de greix [55].
Els ratolins knockout (KO) per CD36 presenten nivells elevats de colesterol,
TG i AG, hipoglucémia en dejt, aixi com una captacié disminuida d’AG de
cadena llarga per part dels adipocits [56]. Aixi mateix, models de rata SHR
(spontaneously hypertensive rat) amb CD36 mutat presenten un transport
defectués d’AG de cadena llarga i RI [57]. Malgrat aquestes evidencies, els
mecanismes a través dels quals CD36, un receptor amb poca presencia
intracel-lular, sense activitat quinasa ni fosfatasa i sense relacio directa amb
GTPases (guanosina trifosfatasa), pot activar diferents cascades de

senyalitzacié romanen desconeguts [53].
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FATP (Fatty acid transport protein)

Les proteines transportadores d’AG FATP, també conegudes com a
SLC27 (solute carrier 27), formen una familia de sis proteines altament
conservades (FATP1-6), caracteritzades per una expressié diferencial
dependent de teixit (Taula 2). Presenten un pes molecular de 70-80 kDa, amb
un extrem N-terminal extracel-lular/luminal i un domini C-terminal citosolic

[58].

Taula 2. Distribuci6 tissular de les FATPs.

FATP1 FATP2 FATP3 FATP4 FATPS FATP6
Pulmo + - ++ +
Intesti prim - + - +4
Cor ++ - - + - ++
Fetge - iGE ++ + +

Muscul ++ = - ar

Pancrees i i + = o nd
Cervell K B - +
T. adipos + + - +
Ronyé + 4+ o s

Adaptat de Doege H. and Stahl A. Physiology (2006).

FATP1 va ser la primera isoforma en ser identificada i, per tant, la més
estudiada. S’expressa, principalment en teixit adipo6s, muscul esquelétic i cor.
En resposta a insulina, FATP1 es transloca a la membrana plasmatica,
incrementant la captacié d’AG [41]. En canvi, la manca d’aquesta proteina
redueix el contingut de TG en muscul, prevé la RI induida per una dieta alta
en greixos i mitiga la sintesi de TG estimulada per insulina, sense alterar la
captacié basal d’AG [59][60]. FATP2 s’expressa principalment en fetge i
ronyd. La principal diferencia respecte a les altres FATPs és que pot actuar

tant com a transportador d’AG, aixi com presentar activitat acetil-CoA
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sintasa (ACS) [41]. En teixits de ratolins KO per a FATP2 s’observa una
disminucié de l'activitat ACS dels AG de cadena llarga, aixi com una
disminuci6 de la p-oxidacié [61]. FATP3 s’expressa principalment en pulmoé
i fetge [58]. La funcié d’aquesta proteina es coneix poc [62]. FATP4 és I'inica
isoforma expressada en els enterocits i es localitza especificament en la part
apical de les cel-lules epitelials de l'intesti prim [63]. Esta implicada en
I'absorcié dels lipids de la dieta [42], de fet, en enterocits aillats de ratolins
heterozigots per FATP4 s’observa una disminucié del 40% en la captacid
d’AG de cadena llarga [64]. FATP5 s’expressa exclusivament en el fetge. Esta
implicada en el metabolisme lipidic, ja que la captacié d’AG de cadena llarga
disminueix en hepatocits primaris aillats de ratolins KO per FABP5 [65]. A
més, en preséncia de dieta grassa, els ratolins KO baixen de pes i presenten
millor sensibilitat a la insulina. També és 1'inica isoforma amb activitat acid
biliar-CoA sintetasa (BACS) [66]. Finalment, FATP6 s’expressa en el cor [67],
on és la principal isoforma, i en la pell [68]. Es coneix poc sobre la seva funci6.
En cel'lules en les quals es sobreexpressa FATP6, augmenta la captacié d’AG

de cadena llarga aixi com 'activitat ACS [67].

2.1.2. FABPs (Fatty acid binding proteins)

Un cop a linterior de la cel'lula, els AG s'uneixen a xaperones
lipidiques intracel-lulars, també conegudes com a proteines d'unié a AG
(fatty acid binding protein, FABP). Les FABPs son proteines citoplasmatiques
petites (14-15 kDa) que uneixen reversiblement lligands hidrofobics amb alta
afinitat, com AG de cadena llarga saturats i insaturats, eicosanoides i altres
lipids. Es troben altament conservades evolutivament entre les especies [69].
La funcio principal de les FABPs és accelerar la captacié dels AG, coordinant
la resposta lipidica de les cellules i transportant els AG a enzims i

compartiments cel-lulars especifics: als mitocondris i peroxisomes per a
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l'oxidacié, al RE per a la reesterificacio, als lipid droplets per a
I'emmagatzematge o al nucli per a la regulacié de I'expressio genica (Figura
3) [43,69,70]. Recentment s’ha vist que estan altament lligades a la regulacio
de vies de senyalitzacid cel-lular relacionades amb processos inflamatoris i
metabolics, essent potencials dianes terapeutiques per al tractament de

malalties associades, com 1’obesitat, la diabetis o I’arteriosclerosi [71-73].

Figura 3. Funcions principals de les FABPs a la cel-lula. Les FABPs transporten
les molecules lipidiques als diferents compartiments cel-lulars. Adaptat de

Furuhashi M. et al. Nat. Rev. Drug Discov. (2008).

Des del descobriment de les FABPs I'any 1972 [74], fins al moment, en
mamifers s’han descobert 10 formes diferents. Inicialment, les FABPs es van
anomenar en funcié del teixit on s’expressaven majoritariament o en aquell
on van ser descobertes. Posteriorment, i donat que la majoria de FABPs
s’expressen en més d’'un teixit, es va introduir la nomenclatura numerica, ja
que l'anterior podia resultar confusa [75,76]. Aixi doncs, la familia de les
FABPs conté els segiients membres: FABP1 (fetge), FABP2 (intesti), FABP3
(cor), FABP4 (adipocit), FABP5 (epidermis), FABP6 (ileum), FABP7 (cervell),
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FABPS (mielina) i FABP9 (testicle). Recentment, s’ha identificat una nova
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isoforma, FABP12, tot i que a hores d’ara es desconeixen les propietats
funcionals d’aquesta proteina. Cal destacar que les FABPs son especialment

abundants en aquells teixits implicats activament en el metabolisme lipidic i

que presenten alta captacié d’AG (Taula 3) [77].

Taula 3. Familia de proteines transportadores d’AG (FABPs)

Localitzacié cromosomica
Teixit de Noms

Gen g 5 Expressi6 Home Mus Rattus
referéncia  alternatius

sapiens musculus  norvegicus

Fetge, intesti, pincreas,
Fabpl Fetge L-FABP ; e 2pll 6Cl 4q32
ronyo, pulmo, estémac

Fabp2 Intesti I-FABP Intesti, fetge 4q28-q31 3Gl 2q42

Cor, muscul esquelétic,

cervell, rony6, pulmé,

H-FABP,
Fabp3 Cor estomac, testicle, aorta, 1p32-33 4D22 5936
MDGI
glandula adrenal, placenta,
ovari, teixit adipés marré
A-FABP, Adipocit, macrofag,
Fabpd  Adipés o s 8q21 3A1 2923
AP2 cél-lula dendritica
Pell, llengua, adipocit,
macrofag, cel-lula
E-FABP, dendritica, glandula
Fabp5 Epidermis PA-FABP, mamaria, cervell, intesti, 8q21.13 3Al1-3 2
mall ronyo, fetge, pulmé, cor,
muscul esquelétic, retina,
melsa.
) C 1I-FABP, fleum, ovari, glandula 5¢33.3-
Fabp6 Tleum 11 BL.1 10q21
1-BABP adrenal, placenta q34
B-FABP, Cervell, cel-lula glial,
Fabp7 Cervell 6q22-923 10 B4 20ql11
MRG retina, glandula mamaria

o M-FABP,  Sistema nervios periféeric,  8q21.3-
Fabp8  Mielina 3Al 2q23
PMP2 cel-lula de Schwann q22.1

. Testicle, glandula salival,
Fabp9  Testicle T-FABP 8q21.13 3A2 2q23
glandula mamaria

Adaptat de Furuhashi M. et al. Nat. Rev. Drug Discov. (2008)
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Els gens que codifiquen per a la majoria de les FABPs han estat ben
identificats i caracteritzats. Tots ells presenten una estructura génica molt
semblant, formada per 4 exons i 3 introns [78]. Tot i aixi, pel que fa a
I'estructura primaria de les proteines, la seqiiéncia d’aminoacids de les

diferents isoformes només té una homologia d’entre el 15-70% [79-81].

En funcié de l'analisi evolutiu i la seqiiencia d’aminoacids, les FABPs
es poden dividir en tres grups. Aquests grups reflecteixen 'especificitat del

tipus de lligand que uneix cadascuna de les isoformes [43,81].

Grup 1: FABP1 i FABP6. Uneixen AG i altres lligands com colesterol,

sals biliars i el grup hemo.

Grup 2: FABP3, FABP4, FABP5, FABP7, FABP8 i FABP9. Uneixen AG,

retinoides i eicosanoides.

Grup 3: FABP2. Només uneix AG, perd amb una conformaci¢ diferent

de les altres FABPs (doblegat i no en forma de U) [82,83].

A diferéncia de l'estructura primaria, I'estructura terciaria és molt
similar (Figura 4). Aquesta consisteix en 10 cadenes f antiparal-lelesi dues a-
helixs curtes. Les deu cadenes s’agrupen en dues fulles 3 de 5 cadenes
cadascuna, les quals s’enfronten amb una orientacié quasi perpendicular
formant una cavitat central. Tot i que la cavitat central és 2-3 vegades més
gran que el volum d'un AG, aquesta només pot unir un AG, excepte FABP1
que pot unir dos AG alhora [69,77]. Aixi mateix, també es creu que la proteina
ha de fer un canvi conformacional transitori perque ’AG pugui entrar/sortir

de la cavitat, ja que aquesta és bastant inaccessible (hipotesi del portal) [84].
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Figura 4. Estructures cristal-lines de les FABPs. a) FABP1 o hepatica; b) FABP2
o intestinal; c) FABP3 o cardiaca; d) FABP4 o adipocitaria; e) FABP5 o epidérmica;
f) FABP6 o ileal; g) FABP7 o del cervell; h) FABP8 o de mielina; i) FABP9 o
testicular. Font: Furuhashi M. et al. Nat. Rev. Drug Discov. (2008)

2.1.2.3. Tipus de FABPs

FABP1

S’expressa principalment en fetge (representa el 5% del total de
proteines citosoliques), perd també en intesti, pancrees, rony6, pulmo i
estémac [43]. La principal diferencia respecte a les altres FABPs, com s’ha
comentat anteriorment, és que pot unir dos lligands simultaniament [69,77].
Ratolins KO per FABP1 presenten un pes normal, aixi com nivells plasmatics
de TG i AG. En canvi, aquests animals presenten una disminucié en la

captacio d’AG [85,86].
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FABP2

S’expressa en l'intesti, majoritariament en la seccid distal. En l'intesti
prim s’expressen dues FABPs més, FABP1 (regié proximal) i FABP6 (regio
distal de l'intesti prim) [71]. Ratolins KO per FABP2 sén viables i no tenen
afectada la captacié d’AG, ja que possiblement aquesta es produeix a través
de FABP1 i FABP6 [87]. Tot i aix0, s’ha trobat un polimorfisme de FABP2 en

humans que s’associa amb RI [88].
FABP3

S’ha aillat de diversos teixits com el cor, el muscul esqueletic, el cervell,
els pulmons, els testicles, I’arteria aorta, la glandula suprarenal i mamaria, la
placenta, els ovaris i el teixit adipds marro. Els nivells de FABP3 es troben
regulats per 1'exercici fisic, els agonistes del receptor activat per proliferadors
del peroxisoma (PPAR) a i la testosterona, i oscil-len segons el cicle circadia.
Es essencial per a la 8-oxidacié en els cardiomiocits i modula la captacié d’AG
en muscul esqueletic [71]. En ratolins deficients per FABP3 s’observa una
inhibicié en la captacié d’AG, aixi com concentracions elevades d’AG lliures
en plasma. Quan no hi ha suficient aportacié d’AG, el metabolisme de cor i
muscul passa a oxidar la glucosa, presentant tolerancia reduida a l’activitat

fisica [89].
FABP4

S’expressa principalment en adipocits, macrofags i cellules
dendritiques. Representa, aproximadament, 1'1% de les proteines
citosoliques totals del teixit adipés [90]. Curiosament, la FABP4 ha estat
recentment identificada com una nova adipocina que pot ser alliberada a la
circulacid, correlacionant amb diferents alteracions del metabolisme [90]. En

el segiient capitol es detallaran en profunditat les caracteristiques de FABP4.
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FABP5

S’expressa principalment en les cel-lules epidermiques de la pell.
També en altres teixits com la llengua, el teixit adipos, els macrofags, les
cel-lules dendritiques, la glandula mamaria, el cervell, el rony¢, el fetge i els
pulmons, entre d’altres. Es dificil determinar la funcionalitat exacta de
FABPS5, a part del seu paper generic com a transportador d’AG, ja que en tots
aquests teixits s’expressen altres isoformes de FABPs. Es considera que pot
tenir un paper complementari al de FABP4 en teixit adipds i macrofags.

[91,92].
FABP6

S’expressa en I'ileum (part distal de l'intesti prim) i, en menor mesura,
en l'ovari, la placenta i la glandula adrenal. L’ileum juga un paper molt
important en la circulacié enterohepatica dels acids biliars (AB). Tot i que la
contribucié de FABP5 no és massa clara, presenta una afinitat molt alta pels

AB. També uneix AG, perd amb menor afinitat [92].
FABP7

Es troba present en el cervell, la cel-lula glial, la retina i la glandula
mamaria. S’expressa en diferents regions del cervell dels ratolins en I'estadi
embriogenic i la seva expressio va disminuint durant el procés de
diferenciacid. Presenta una gran afinitat pels AG n-3 poliinsaturats, com el
DHA, el qual és un important nutrient per al sistema nervids i és considerat
el seu principal lligand [93]. En condicions patologiques, FABP7 es troba

sobrexpressada en pacients amb sindrome de Down [94] i esquizofrénia [95].
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FABPS

Es una de les proteines principals de la mielina del sistema nervids
periferic. Les seves funcions es desconeixen. S’ha hipotetitzat que pot
estabilitzar les membranes de mielina, aportant AG de cadena llarga i
contribuint a la biogenesi de la membrana, ja que aquesta esta formada per

un 75-80% de lipids [92].
FABPY

FABP9 és un altre membre poc conegut de la familia de les FABPs que
s’expressa durant 1’espermatogenesi, aixi com en els testicles. Se sap que la
composicié d’AG de I'esperma esta relacionada amb la fertilitat, de manera
que una de les possibles funcions de FABP9 és la de protegir els AG de

I’esperma contra I"oxidacio [96].
FABP12

FABP12 és I'tltim i nou membre de les FABPs que ha estat identificat
en humans, rata i ratoli. S’expressa en gran quantitat en la retina i els testicles,
i en menor mesura en el cortex cerebral, rony0 i epididim de rata i ratoli [97].
Com s’ha comentat anteriorment, fins aleshores no es té informacio sobre les

propietats funcionals d’aquesta proteina .

fabp10 i fabp11 son gens paralegs de FABP1 i FABP3, respectivament, tot i que només

s’expressen en el genoma d’ocells i peixos.
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Fatty Acid Binding Protein 4
(FABP4)

oneguda com a FABP4 o FABP adipocitaria (A-FABP), es va
detectar per primera vegada en adipocits madurs i teixit adipds
[98]. També s’anomena P2 adipocitaria (aP2) degut a la seva gran
similitud amb la seqiiencia de la proteina P2 de mielina [99]. Els nivells de
FABP4 augmenten significativament durant la diferenciacié dels adipocits.
Per aquest motiu, s'utilitza freqiientment com a marcador de diferenciacié
[100]. Tot i expressar-se majoritariament en els adipocits, FABP4 també

s’expressa en altres cel-lules o teixits (Figura 5).

Macrofags: regula les mateixes funcions biologiques que en els

adipocits [101].

Cél-lules endotelials: nivells elevats de FABP4 estan implicats en la
disfuncié endotelial, a través d’una disminucié de la produccid

d’eNOS (0xid nitric sintasa endotelial) i NO (0xid nitric) [102].

Cél'lules dendritiques: FABP4 regula la via de senyalitzacié de NF-

kB (nuclear factor kappa B) i I'activacioé (priming) de les cellules T, les
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quals poden contribuir en el desenvolupament de I'arteriosclerosi

[103].

Placa d’ateroma: s’ha descrit que les plaques expressen nivells

elevats de FABP4, tant en humans com en models murins [104].

Céllules epitelials bronquials: FABP4 regula la resposta
inflamatoria al-lergica de les vies respiratories a través de les
citocines interleucina 4 (IL4) i IL12, crucials per al desenvolupament
de I'asma. En canvi, ratolins deficients per FABP4 estan protegits

contra I’asma [105].

Ovaris: FABP4 s’ha detectat en cel-lules granuloses dels follicles
antrals atresics d’ovari de ratoli [106]. A més, s'ha associat amb la
sindrome d’ovari poliquistic (PCOS), el qual coexisteix freqiientment

amb RI [107].

Tumors: s’ha detectat en tumors de mama [108], bufeta [109],
prostata [109], aixi com en lipoblastoma i liposarcoma [110],

glioblastoma [111], carcinomes urotelials [112], entre d’altres.

Muscul esquelétic: recentment s’ha vist que s’expressa en les fibres
musculars, perd en menor mesura que la FABP3, la FABP dominant

en muscul (ratio mRNA FABP3: FABP4 és de 10:1) [113].

Plasma: Si bé és una proteina majoritariament intracel-lular, es
detecta una fraccié soluble en plasma. En plasma huma, en
condicions fisiologiques, les concentracions de FABP4 oscillen entre
els 101 els 60 ng/ml, concentracions comparables a altres adipocines

[114].
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Macrofags
Adip(‘)CitS Cél lules dendritiques d’:tz:):la
Muscul esquelétic FABP4 (A-FABP/aP2) Ovari
Pulmo Ei:::llxci;l:pim“als Cél-lules endotelials
Tumors

Figura 5. Expressi6 de FABP4. FABP4 (A-FABP/aP2) no només esta present en
adipocits i macrofags, sind que també s’expressa en altres teixits i tipus cel-lulars
sota condicions fisiologiques i patofisiologiques. Aquesta pot contribuir en
diferents aspectes de les malalties metaboliques i cardiovasculars, aixi com en

malalties respiratories i oncologiques.

3.1. Localitzacio i regulacio

El gen FABP4, en humans, es localitza en el cromosoma 8q21 i codifica
per un polipéptid de 132 aminoacids i un pes molecular de 14,6 kDa (GenBank
accession number NM_024406) [92]. Esta regulat transcripcionalment per
diferents elements. Per una banda, té elements reguladors positius (AP-1,
activator protein 1) i negatius (CAMP, cyclic adenosine monophosphate), amb una
seqliencia d'unid, upstrem d’aquests elements, a C/EBP (CCAAT/enhancer-
binding protein). A més, presenta cinc elements reguladors adipocitaris
(d’ARE1 a ARES). Finalment, també conté diferents elements de resposta als
proliferadors del peroxisoma (PPRE), que fa que es reguli
transcripcionalment per agonistes de PPARy, AG, dexametasona i insulina

[92].

Els principals dominis funcionals de FABP4, aixi com els residus
aminoacidics critics, es troben representats en la Figura 6. Aquests inclouen

la seqiiencia de senyalitzacioé de localitzacio nuclear (nuclear signal localization,
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NLS) i el seu lloc de regulacid, la seqiiéncia d’exportacié nuclear (nuclear
export signal, NES) i un lloc d’unié de la lipasa sensible a hormones (HSL).
Cal destacar que tant la NLS com la NES no sén identificables en I’estructura
primaria de la proteina. En canvi, aquestes seqiiéncies si que es troben

presents en I’estructura tridimensional [90].

A-FABP (FABP4)
FVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVG| [SFILGOEFDEVTADDRK :EDKLVVECVMKGVTSTRVYER

23 amino acids 17 amino acids 21 amino acids

FATTYACIDBP 1 FATTYACIDBP 2 FATTYACIDBP 3

T | T I I
l—K}I R30 K31 F57 L66 L86 L9

| )

HSL binding  NLS Regulation of NLS NES

Figura 6. Distribucid dels dominis funcionals de FABP4.

3.2. Funcions intracel-lulars de FABP4
3.2.1. Estudis in vitro

Una part dels estudis in vitro de les FABPs, i en concret de FABP4, s’han
centrat en estudiar I'afinitat d’uni¢ als diferents lligands. Com s’ha comentat
anteriorment, una de les funcions de FABP4, i de les FABPs en general, és
facilitar el transport dels AG als diferents compartiments cel-lulars (Veure
Figura 3). L’analisi de l’estructura cristal-lina de FABP4 va demostrar que
aquesta s'uneix a AG saturats i insaturats en la mateixa conformacié i afinitat,
tot i que la capacitat de FABP4 de transferir els AG a la membrana augmenta
en funcid de la llargada de la cadena de I’AG independentment del nombre

de saturacions [115].

FABP4 pot regular la velocitat de lipolisi de ’adipocit, a través de la
interacci6 amb HSL. Especificament, FABP4 interacciona amb aquesta
hormona en els dominis D17, D18, K21 i R30, localitzats al domini helicoidal

[116]. Curiosament, I'activaciéo d’"HSL per FABP4 depen de la uni6 als AG, ja
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que en absencia d’AG no es produeix aquesta interaccié [117]. De fet,
adipocits KO per FABP4 presenten una lipolisi disminuida [116,118]. En
I'estudi de Grimsrud et al. van observar que la FABP4 es troba carbonilada
per la unié a molecules lipidiques modificades, com el 4-hidroxinonenal (4-
HNE), un producte final de l'oxidacié de 'acid araquidonic o el LA. El 4-
HNE imita la conformacié en la qual la proteina es troba unida a I'AG,
disminuint l’afinitat d'uni6é entre FABP4-AG [5]. La modificacié de FABP4
per 4-HNE, com a conseqiiencia de l'obesitat, podria contribuir en el
desenvolupament de la RI, a causa d'una alteracié en l’activitat d"HSL [119].
Per tant, modificacions en l'estructura de FABP4 que afecten la interaccio

amb els AG delimiten la regulaci6é de I'HSL i la lipolisi.

D’altra banda, la uni6 de FABP4 a I'AG provoca un canvi
conformacional en l'estructura de FABP4, quedant exposat el residu Tyr19 i
sent fosforilat per 1'acci6 de la tirosina cinasa de la insulina. La fosforilacié
bloqueja I'alliberament de I’AG ja unit a FABP4, fet relacionat amb 1'accio

antilipolitica de la insulina [120].

FABP4, en determinats casos, pot actuar com a regulador
transcripcional, translocant-se al nucli per tal de regular la funcié de
determinats factors de transcripcio, concretament de PPARy [121]. Tot i que
FABP4 pot unir diferents tipus de lligands, només es mobilitza al nucli en
resposta a lligands activadors de PPARy. Quan els lligands no sén agonistes
de PPARy, com I'OA o I'EA, la NLS no és estable [90,122]. Un cop activat,
PPARYy regula la diferenciacié de 1’adipocit, la sensibilitat a la insulina i la

funcié dels macrofags [123,124].

D’aquesta manera, FABP4 pot regular la diferenciacié de monocit a
macrofag, regulant les mateixes funcions biologiques que en els adipocits:

acumulacié de lipids, secrecié de citocines i expressio de gens involucrats en
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el metabolisme lipidic i la inflamacid. En els macrofags, FABP4 augmenta
I’acumulacid d’esters de colesterol i la formacié de cel-lules escumoses, ja que
indueix la resposta proinflamatoria a través de 'activacié de les vies de JNK
(c-Jun N-terminal Kinase)-AP1 i IKK (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase)-
NF-xB [125,126]. En canvi, la deficiencia de FABP4 en macrofags
s’acompanya d’un increment de l'eflux de colesterol i una disminucié de la
inflamacid. Per tant, 1'expressié de FABP4 en macrofags té un paper
important en la formacié de la cel-lula escumosa i la inflamacio, processos

clau en el desenvolupament de la placa d’ateroma [127].

3.2.2. Estudis in vivo

La utilitzacié d’animals modificats geneticament, que confereixen un
guany o perdua de funcié de FABP4, han permes caracteritzar la funcio6

d’aquesta molecula [71].

Un dels primers models de ratolins generats va ser el KO per FABP4
(Fabp47) [128]. Inicialment, la informacioé aportada per aquest model va ser
limitada, ja que no presentava cap fenotip destacable sota condicions
estandard de laboratori, possiblement degut a wuna sobreregulaci6
compensatoria de FABP5 en teixit adipés [128]. En canvi, en situacid
d’obesitat, induida per la dieta o per modificacions genetiques, la deficiencia
de FABP4 protegeix enfront de la RI i la hiperglucemia, ja que 1'efecte
regulatori de FABP5 no és suficient per emmascarar la deficiencia de FABP4

[129].

Els ratolins Fabp4+- presenten la lipolisi reduida, ja que, probablement,
FABP4 modula l'accié d’"HSL [130,131], i la lipogenesi augmentada, aixi com
la secrecidé d’insulina mitigada en resposta a estimuls f-adrenergics. Aixo

suggereix que FABP4 o un senyal lipidic regulat per aquesta poden estar
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implicats en la modulacid de la secrecié d’insulina [118,132]. La formacio del
teixit adipds no es veu afectada en els ratolins, tot i que FABP4 es troba

augmentada en el procés de diferenciacié dels adipocits [133].

Per tal d’entendre el paper de FABP4 en absencia de la funcié
compensatoria de FABP5, es van obtenir ratolins doble KO (Fabp4-5+) [133].
Els ratolins Fabp5+, per ells mateixos, estan moderadament protegits contra
I'obesitat i la RI induida per la dieta. Aixi mateix, la sobreexpressio de FABP5
disminueix la tolerancia a la glucosa [134]. Per tant, els ratolins Fabp4-5+-
presenten sensibilitat a la insulina augmentada i un millor control de
I'homeostasi de la glucosa, respecte els models KO per FABP4 o FABP5. A
més, aquests animals estan protegits contra 1’esteatosi hepatica induida per
una dieta rica en greixos (HFD, high fat diet) [133] i presenten la lipogenesi de
novo augmentada. En conseqiieéncia, aquests animals presenten un increment
dels nivells de palmitoleat (PO) circulant, fet relacionat amb la supressi6 de
I'expressio de Scdl en fetge i un augment de la sensibilitat a la insulina [135].
En macrofags deficients per FABP4 també s’observa un augment en la

lipogeénesi de novo, provocant un increment dels nivells de PO circulant [136].

En el model de ratoli ob/ob (deficient en leptina), la deficiéncia
combinada de FABP4 i FABP5 no redueix l'obesitat, pero si que millora la
tolerancia a la glucosa i la sensibilitat a la insulina. Aixi mateix, tenen una
expressid baixa de Scd1 i estan protegits contra el desenvolupament del fetge

gras [137].

En la segiient taula (Taula 3) es resumeixen els principals trets

caracteristics que presenten els models transgenics comentats anteriorment.
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Taula 3. Caracteristiques del models de ratoli knockout per FABP4 i FABPS5.

Dieta Pes Glu. Ins. FFA TG Col. Sens. Ins.
STD = = = 1 1 = =
Fabp4"

HFD i 1) 1 t 1) = T

STD ) 1) = t = = t
Fabp4-5"

HFD | ! ! i} = = Tt
Fabp4-5"

STD i ] | ) ') | e

ob/ob

FABP4: FABP adipocitaria, A-FABP; FABP5: FABP epidermica, E-FABP. Glu:
glucosa; Ins: insulina; FFA: acids grassos lliures (free fatty acid); TG: triglicerids;
Col: colesterol; Sens. Ins: sensibilitat a la insulina. (1) Augment, (|) disminucié o
(=) no modificacié vs. grup control. Adaptat de Furuhashi et al. Nature Reviews

(2008).

3.3. Funcions extracel-lulars de FABP4
3.3.1. Secrecié de FABP4 circulant

Tot i que FABP4, tradicionalment, s’ha descrit com una proteina
citosolica, recentment s’ha proposat com una nova adipocina, juntament amb
la leptina i I'adiponectina, entre d’altres, les quals també es produeixen i

s’alliberen des dels adipocits [138].

La primera evidéncia de FABP4 com a proteina circulant es va publicar
I’any 2006 [114]. Des d’aleshores, s’han realitzat multiples estudis per tal
d’investigar la regulacid i el valor predictiu de FABP4 circulant. Tot i aixo, els
mecanismes a través dels quals FABP4 arriba a la circulacié no estan clars.
FABP4 no presenta en 1’extrem N-terminal la seqiiéncia de senyalitzacié de

secrecio necessaria per ser alliberada per la via classica (via dependent de RE-
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Golgi) [139]. Per aquest motiu, inicialment es va pensar que la FABP4 present
en el plasma provenia de cel'lules mortes com, per exemple, dels adipocits
[140]. Aquesta teoria estaria relacionada amb el fet que FABP4 circulant
correlaciona positivament amb mesures d’adipositat, com I'IMC o el
percentatge de greix corporal [114]. En canvi, posteriorment, es van trobar
evidencies que suggerien un mecanisme de secrecio regulat en abséncia de
dany cel-lular. Mentre que en els lisats cel-lulars d’adipocits 3T3-L1 hi havia
FABP4 i p-tubulina, en el medi extracel-lular només hi havia presencia de
FABP4 [114]. Estudis més recents han evidenciat que la FABP4 se secreta
activament per una via no classica dependent de calci [141] en resposta a
I'activitat lipolitica i la disponibilitat d’AG lliures [142,143]. En l'estudi de
Schlottmann et al. van demostrar que en adipocits diferenciats humans, tot i
bloquejar la via secretora classica, la secreci6 de FABP4 no es trobava
afectada. Aixi mateix, la secrecié de FABP4 augmentava significativament
després del tractament amb ionomicina, un ionofor que augmenta els nivells
de calci intracel-lular [141]. En un altre estudi, Ertunc et al. van demostrar que
l'activitat lipasa d’ATGL (adipose triglyceride lipase) i, en menor mesura, d"HSL
estaven involucrades en la secrecié de FABP4, ja que la deleccié genetica o la
inhibicié quimica d’aquests enzims disminuia drasticament la secreci6é de
FABP4 en els adipocits [143]. L’estimulacio lipolitica també indueix la
relocalitzaci6 de FABP4 en cossos multivesiculars. Un cop secretada, la
majoria de FABP4 és detectada de forma lliure en circulacid, tot i que una
petita fraccié roman en vesicules [143]. Per tant, aixo confirma que la secrecio6

de FABP4 es troba regulada per una via no classica.

3.3.2. FABP4 circulant i patologia metabolica

Des de la seva deteccié en plasma, s’ha observat que els nivells

circulants de FABP4 estan significativament elevats en presencia de sobrepes
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o obesitat respecte al normopes, tant en poblacié adulta com infantil [114].
Estudis d’intervenci6 en poblacié infantil [144] i adulta [145] amb obesitat
han demostrat que un canvi en el pes corporal produeix variacions en els
nivells de FABP4 circulant. Per tant, actuacions sobre la dieta [146,147],
I'activitat fisica [146,148] o, en el cas d’obesitat morbida, la cirurgia bariatrica

[149], sén determinants per disminuir els nivells circulants de FABP4.

Els nivells circulants de FABP4 presenten dimorfisme sexual, ja que
son més elevats en dones que en homes [150]. Aquesta diferencia entre
generes podria ser conseqiiencia de la diferent distribucié de greix corporal
existent entre els dos sexes. Les dones presenten més volum de greix
subcutani que els homes, que en posseeixen més de visceral (abdominal).
Aquest fet reflectiria I'expressio diferencial de FABP4 existent entre les
diferents localitzacions del teixit adipds: I'expressié de FABP4 és més elevada
en el teixit adipds subcutani, mentre que al teixit adipds visceral, 1'expressié
majoritaria és la de FABP5 [151]. Aquesta expressio diferencial es relaciona

amb diferents estats de lipolisi basal [152].

A més de l'obesitat i la distribuci6 del greix corporal, diferents estudis
transversals han demostrat que la FABP4 circulant s’associa de forma
positiva i independent amb altres marcadors de sindrome metabolica (SM) i
altres variables relacionades amb obesitat, com sén la RI, 1a DT2, la disfuncié

cardiaca, la hipertensié i I’arteriosclerosi.

La SM és considerada el principal factor de risc per al
desenvolupament de DT2 i malaltia cardiovascular. Aquesta es defineix com
un clister d’anormalitats metaboliques, les quals inclouen: (1) Obesitat
abdominal: perimetre abdominal >88 cm en dones i >102 cm en homes. (2)
Nivells de TG: =150 mg/dl (1,7 mmol/l). (3) Colesterol HDL (high-density
lipoprotein): <50 mg/dl (1.29 mmol/l) en dones i <40 mg/dl (1.03 mmol/l) en
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homes. (4) Hiperglicéemia: Nivells de glucosa =110 mg/dl. (5) Hipertensio
arterial: pressio arterial =130/85 mmHg. El criteri diagnostic de la SM

consisteix a presentar 3 o més dels components anteriors [153].

Xu et al. van trobar que els nivells de FABP4 augmentaven amb el
nombre de components de la SM, tant en homes com en dones, en una
poblacié d’individus no diabetics [114,154]. En estudis realitzats pel nostre
grup, en poblacio general amb DT2 [155] i amb VIH (virus de la
immunodeficiencia humana) [156] es va observar una associacio positiva
entre els nivells de FABP4 i el nombre de components de la SM, confirmant

els resultats de Xu et al. [114,154].

FABP4 també s’associa amb la dislipemia aterogenica. En pacients amb
DT2, nivells circulants de FABP4 elevats s’associen positivament amb els
nivells de TG i inversament amb el colesterol HDL i ApoA1 (Apoliprotein A1),
independentment de I'obesitat i la RI [157]. Aquests nivells elevats de FABP4
circulant també es relacionen amb un empitjorament de la disfuncié
endotelial, un factor clau en el desenvolupament de l'arteriosclerosi [158],
aixi com amb una elevada taxa de mortalitat per malalties cardiovasculars en
homes amb DT2 [159]. Pel que fa al grup de poblacié amb hiperlipemia
familiar combinada (HFC), el qual també presenta caracteristiques cliniques
de dislipémia aterogenica, té nivells de FABP4 circulant elevats respecte la

poblacié sana [160].

Altres estudis han observat nivells circulants de FABP4 elevats en la

sindrome d’apnea obstructiva del son [161] i en cancer de mama [162].

Finalment, dues analisis genetiques independents han mostrat que
persones amb una variant genetica al promotor de FABP4 (-87T>C;

rs77878271), la qual provoca una disminuci6 dels nivells de FABP4, estan
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protegides contra la DT2 i les malalties cardiovasculars [163,164]. Tanmateix,
en un estudi del nostre grup, es va analitzar l'impacte de diferents
polimorfismes de FABP4 sobre la concentracié plasmatica de FABP4, aixi
com l'associacié amb 1’obesitat, la DT2 i el gruix de I'intima-mitja carotidia
(cIMT). Cap de les variants genetiques estudiades s’ha associat amb la
concentracié de FABP4 [165]. Per tant, les concentracions circulants de FABP4
poden estan determinades per variants genetiques [163,164] i per condicions

adquirides, com la massa grassa i la disfuncio del teixit adipds [165].

3.3.3. Efectes periferics de FABP4

Fins al moment existeixen diferents publicacions que han evidenciat
un efecte directe de FABP4 sobre diferents teixits periferics. Estudis del
nostre grup van demostrar que la FABP4 exogena induia la proliferacid i la
migracié de cellules muscular llises en arteries coronaries [166], i també
inhibia 'expressié d’eNOS en cel-lules endotelials [167], contribuint en la
disfuncié de 'endoteli. Aquests efectes podrien ser deguts a la interacciéo amb
citoqueratina 1 (CK1) a la membrana de les cel-lules endotelials. A més,
FABP4 travessa la membrana plasmatica per entrar al citoplasma i al nucli.
La inhibicié farmacologica amb l'inhibidor de FABP4 BMS309403 disminuia
la formaci6 dels complexos FABP4-CK1, suggerint que aquesta interaccié

amb la membrana esta mediada per AG [168].

Lamounier-Zepter et al. també van observar que la FABP4 suprimia la
contraccié dels cardiomiocits in vitro [169]. L’activitat de FABP4 sobre la
funcié dels cardiomiocits es potenciava en preséncia d’eicosanoides,
recolzant el fet que els lligands de FABP4 poden modular la seva funcié [169].
Aixi mateix, com ja s’ha comentat anteriorment, FABP4 i, en general, les

FABPs regulen la produccié de lipids, els quals tenen efectes sobre els
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cardiomiocits. Per tant, és molt probable que les FABPs exerceixin efectes

directes i indirectes sobre les funcions cardiaques [170].

Aquestes evidéncies, juntament amb el fet comentat anteriorment que
FABP4 circulant interactua amb cellules periferiques i produeix canvis
biologics a través de la unid a la membrana i internalitzacid, suggereixen un
paper causal de la FABP4 en diferents processos patologics. Per tant, FABP4
no nomeés és un potent biomarcador, siné que també juga un paper molt
important com adipocina, contribuint en el desenvolupament de la SM i les
malalties cardiovasculars. Aixo implica que la inhibicié o neutralitzacié de
FABP4 pot suposar una estrategia terapéutica efectiva contra el tractament

d’aquestes malalties (Figura 7).

Inhibicié
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Figura 7. Accions de FABP4 circulant. FABP4 és secretada pels adipocits i pot
contribuir al desenvolupant de diferents patologies metaboliques i
cardiovasculars. La inhibicié de FABP4 pot suposar una possible estrategia

terapeutica contra aquestes malalties.

3.4. Inhibidors de FABP4
3.4.1. Inhibidors sintetics

Donades les evidencies que recolzen que la perdua de funcié de FABP4

confereix efectes protectors enfront d’alteracions metaboliques, en els darrers
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anys s’han dut a terme diverses estrategies de rastreig amb la finalitat de
trobar i desenvolupar petites molecules inhibidores de FABP4 com a agents
terapeutics [171,172]. La inhibicié farmacologica de FABP4 té com a objectiu
prevenir i tractar aquelles alteracions metaboliques relacionades amb aquesta
molécula, com l’obesitat, la RI, la DT2 i l’arteriosclerosi, entre d’altres.
Aquests estudis cerquen molécules que interaccionen amb FABP4 de manera
similar a com ho realitzaria un AG, evitant la unié i la interaccié amb altres
proteines com, per exemple, 'HSL. Alguns dels components actius que s’han
descobert recentment es troben representats en la Taula 4. Tot i aixo,

I'inhibidor més potent desenvolupat fins al moment és el BMS309403

[173,174].
Taula 4. Inhibidors sintétics de FABP4.
3 1C;, (kM)
Estructura Nom Compost Grup X FABP4 FABP3  FABPS FABP2 Ref
¢ 3
" OH
N,\/T 1 £ 057 <06 6.7 =100 [107)
0.0 y-oH
Q¥
o 2 1.1 99 9.1 42 [107)
oM 3a 3-Me 15 - -
9 e
952{_,,? 3b 6-Me 13 s . [107]
DY,
g 3c 5-Br 13 9.8 14 39
4a ” 14 ) 1 = =
4b Y 0.6 17 s
CF, Lo
| \)N\ 4c *C,. 39 >0 - - [108]
e -
HO™ “N” X ad O, 29 100 =
s T, 40 100 -
af il 24 >100 -
& O
A 5 ) i [42)
! _8;'5 O )(.(x)u (BMS309403) < 250¢ 350+ [109]
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*Pel compost 5, els valors son per la Ki (nM)2 FABP4: FABP adipocitaria, A-
FABP; FABP3: FABP de cor, H-FABP; FABP5: FABP epidermica, E-FABP; FABP2:
FABP intestinal, I-FABP. Adaptat de Furuhashi ef al. Nature Reviews (2008).

El BMS309403 (azol bifenil aromatic) és un inhibidor molt potent i
selectiu de FABP4, dissenyat racionalment [72]. Aquest interactua amb la
cavitat d'unié d’AG localitzada a linterior de la proteina, inhibint
competitivament la unié dels AG (Figura 8). També inhibeix la FABP3
(cardiaca, muscular) i la FABP5 (epidérmica), perd amb menor eficiencia. La
constant d’inhibicid (Ki) del BMS309403 per FABP4 és de <2nM, mentre que
per FABP3 i FABP5 és de 250 nM i 350 nM, respectivament. L’alta afinitat i
selectivitat del BMS309403 per la FABP4 es deu a interaccions especifiques
d’aquesta molecula amb residus clau de la cavitat de FABP4, com Ser53,

Arg106, Arg126 i Tyr128 [175].

Figura 8. Estructura cristal-lina del BMS309403 unit a la FABP4 humana.
L’inhibidor ocupa la cavitat interna de la proteina. La zona marcada en gris és on

es produeix la interaccid. Font: Furuhashi et al. Nature Reviews (2008).

2 IC50 (concentracié inhibitoria mitjana): concentracié d'un farmac requerida per
aconseguir una inhibicio d'una funcié biologica en particular del 50% in vitro. Ki

(contant d’inhibicid): Afinitat d'unio de I'inhibidor.
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En ceél'lules THP-1 van demostrar que el BMS309403 disminuia la
transformacio dels macrofags a cel-lules escumoses. A més, el tractament amb
BMS309403 augmentava l'eflux del colesterol, lligat a un increment dels
nivells d’ABCA1 (ATP-Binding Cassette transporter, transportador dependent
de la uni6é d’ATP), un mediador critic implicat en '’homeostasi del colesterol
[72]. En miotubs C2C12, el BMS309403 va augmentar la captacié de glucosa,
com a conseqiiencia de l'activaci6 d’AMPK (AMP-activated protein kinase)
[176]. E1 BMS309403 també va millorar la funcié endotelial, augmentant la
fosforilacio d’eNOS, la produccié de NO i la relaxacié dependent d’endoteli

[102].

L’inhibidor de FABP4 millora el metabolisme de la glucosa i la
sensibilitat a la insulina en models genetics de ratoli d’obesitat i diabetis. En
aquests models, 1'expressié de marcadors inflamatoris associats a ’obesitat,
aixi com la infiltracié de greix en el fetge, es troben disminuits [72]. A més,
atenua l'activacié de JNK, crucial en la resposta inflamatoria i en la inhibicié

de l'accié de la insulina [177].

3.4.2. Terapies biologiques

En els ultims anys, s’han desenvolupat estrategies de terapia genica,
dirigides a silenciar aquesta molecula. Won ef al. van dissenyar un RNA
d’interferencia dirigit contra la FABP4 del teixit adipds. Aquesta aproximacid
va aconseguir reduir el pes corporal (>20%) dels ratolins obesos i va millorar
el metabolisme sistemic [178]. Més recentment, Burak et al. van produir i
avaluar diferents anticossos monoclonals anti-FABP4. Van identificar un
potencial candidat, el CA33, el qual disminuia els nivells de glucosa en dejt,
millorava el metabolisme de la glucosa, augmentava la sensibilitat a la
insulina sistemica i reduia l'esteatosi hepatica en dos models independents

d’obesitat (genetica i induida per la dieta) [179].

38



UNIVERSITAT ROVIRA

I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

3.4.3. Elements dietetics

A part dels inhibidors sinteétics, Qin et al. van determinar que I'extracte
de canyella podria constituir un inhibidor natural de FABP4. En un estudi
amb rates, aquest extracte reduia els nivells plasmatics de FABP4 i millorava
la sensibilitat a la insulina sistemica i la dislipémia, potenciant de la via de
senyalitzacié de la insulina [180]. En un altre estudi més recent, es va veure
que el cafe reduia I'acumulacio de lipids durant la diferenciacié adipocitaria,
reduia l'expressié6 de PPARy i d’altres marcadors de diferenciacid, com la
FABP4, I’adiponectina, GLUT4 o la LPL (lipoprotein lipase) en cél-lules 3T3-L1
[181].

Tot i que els estudis realitzats en animals d’experimentacié han estat
molt eficagos i prometedors, fins al moment I'tis d’aquests inhibidors no s’ha
pogut traslladar a I'tis clinic. La realitzacié d’estudis que permetin avaluar si
la inhibicié quimica de FABP4 (o qualsevol altres tipus de neutralitzacid) es
poden utilitzar de manera segura en humans és necessaria. Aixi mateix, es
necessiten més evidencies sobre la seva eficacia en el tractament de malalties
metaboliques i cardiovasculars, aixi com en altres malalties, com pot ser

I’asma o el cancer.
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Estres del reticle endoplasmatic i
FABP4

I RE és un organul cel-lular present en les cel-lules eucariotes. Esta
format per una estructura membranosa ramificada formada per
tabuls i sacs aplanats, interconnectats entre ells a través del lumen
del RE. Les funcions principals del RE son la sintesi, el plegament i la
maduracié estructural de les proteines [182]. Altres funcions del RE sén
I'emmagatzematge de calciila biosintesi de lipids [183]. De fet, molts enzims
i proteines reguladores que intervenen en el metabolisme de lipids resideixen

en el RE [184].

Les proteines son sintetitzades als ribosomes i, a través d’'una
seqiiencia de senyalitzacié a I’extrem N-terminal, sén dirigides al lumen del
RE, on es produeix el plegament tridimensional i les corresponents
modificacions postraduccionals, com glucosilacions o formacié de ponts

disulfur [185]. Aquests processos son catalitzats per multiples enzims, com
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xaperones?, glucosidases i oxidoreductases [186,187]. La cel-lula ha d’invertir
gran quantitat d’energia en mantenir les condicions optimes en el RE (nivells
elevats de calci i potencial redox que mantingui un entorn oxidant) per tal
d’assegurar la maduracié i el bon plegament de les proteines [187,188].
Malgrat aixo, la taxa d’éxit del plegament és inferior al 20%. Les proteines
que estan desplegades o mal plegades, a través d’un mecanisme anomenat
ERAD (ER-associated degradation), sén trasllades al citosol, on soén
ubiquitinades i degradades pel proteosoma 26S. Aixi doncs, el RE exerceix
un estricte control de qualitat sobre les proteines fabricades per la via

secretora [189].

4.1. Estres del RE i resposta a proteines mal plegades

Diferents estimuls, com la hipoxia, l'estres oxidatiu, mutacions
puntuals en les proteines secretades, alguns lipids o patogens, entre d’altres,
son capagos d’alterar 'homeostasi del RE. Aixo afecta la capacitat de
plegament de les proteines, provocant una acumulacié de proteines mal
plegades que resulten perjudicials per a la supervivencia de la cel-lula. A la
incapacitat de la cel'lula per plegar i secretar proteines eficientment se la
denomina estres del RE [190]. En resposta a 'estres del RE, el RE activa unes
vies de senyalitzacié conegudes com a resposta a proteines mal plegades
(UPR, unfolded protein response). L'objectiu de la UPR és (1) augmentar
I'expressié de xaperones del RE per millorar la capacitat de plegament, (2)

disminuir la sintesi de proteines per reduir l'influx de proteines naixents i (3)

3 Xaperona: proteina present en tots els tipus cel-lulars, la qual s'uneix a proteines
acabades de formar per ajudar en el plegament, 'assemblatge i el transport cel-lular

d’aquestes.
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degradar les proteines mal plegades a través del mecanisme ERAD [191]. Si
I'estres del RE és molt sever o cronic, s'indueixen vies de senyalitzacié de
mort cel-lular programada. En aquests casos, I’apoptosi associada a l'estres
del RE cronic pot contribuir a processos fisiopatologics involucrats en

diferents malalties, com la DT2, I'arteriosclerosi o la malaltia renal [192,193].

La UPR esta formada per tres sensors proteics ubicats a la membrana
del RE: IRE1 (inositol- requiring kinase 1), PERK (pancreatic ER elF2a kinase) i
ATF6 (activating transcription factor 6). Aquestes proteines estan regulades
negativament per la xaperona BiP (immunoglobulin-heavy-chain-binding
protein), també coneguda com a GRP78 (78 kDa Glucose-regulated protein). En
canvi, en situacio d’estres del RE, BiP es dissocia de les proteines
transmembrana i s’uneix a les proteines mal plegades, desencadenant la UPR

(Figura 9) [194,195].

Figura 9. Vies de senyalitzacio implicades en la resposta a proteines mal

plegades (UPR).
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IRE1

IRE1 regula la via de senyalitzacié més conservada de la UPR. IRE1 és
una proteina transmembrana formada per un domini luminal, sensor del
plegament de les proteines, i un domini citoplasmatic, que presenta activitat
serina/treonina cinasa i activitat endoribonucleasa (RNasa). En mamifers hi
ha dos gens IRE1, IREla i IRE1p, els quals difereixen en els patrons
d’expressi6. Mentre que IREla s’expressa ubiquament, IRE1f només
s’expressa en l’epiteli intestinal [196]. En condicions d’estres del RE, IREla es
dissocia de BiP, formant homodimers i oligomers. L’activacié d’ IREla
provoca la seva trans-autofosforilacié en el residu serina 724 i I'activacié de
les activitats cinasa i RNasa [197]. L’activacié del domini RNasa fa que es
produeixi I'splicing alternatiu del gen que codifica per a la proteina XBP1 (X-
box DNA-binding protein 1), provocant 1’eliminacié d'una seqiiencia de 26
nucleotids del mRNA d’XBP1. A diferencia de la proteina XBP1 no
processada (XBP1u, unspliced XBP1), que es degrada rapidament, la proteina
processada (XBP1s, spliced XBP1) és un potent factor de transcripcio que es
transloca al nucli i augmenta la transcripcié de xaperones, aixi com de gens
relacionats amb la biogenesi del RE, 'ERAD, el metabolisme lipidic i la

inflamacio [198].
PERK

PERK és una proteina transmembrana amb un domini luminal que
actua com a sensor del plegament de les proteines, i un domini citosolic amb
activitat cinasa. De la mateixa manera que IRE1o, en preséncia de proteines
mal plegades en el RE, es produeix l'homodimeritzacié i la trans-
autofosforilacié d’un gran nombre de residus del domini cinasa de PERK
[199]. En conseqiiéncia, PERK fosforila la serina 51 de la subunitat o del factor

d’iniciacié de la traduccié eucariotica 2o (EIF2a, eukaryotic translational
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initiation factor 20), inhibint l'activitat d’elF2a i disminuint la velocitat de
traduccio de les proteines. D’aquesta manera es déna més temps a la ceél-lula
per restablir el plegament correcte de les proteines presents al lumen del RE.
D’altra banda, la fosforilacié d’EIF2a indueix la traduccié del factor de
transcripcio ATF4 (activating transcription factor 4), el qual augmenta la
transcripcio de gens relacionats amb el metabolisme dels aminoacids, el
plegament de proteines, I'equilibri redox i l'autofagia. Una altra diana
d’ATF4 és el factor proapoptotic CHOP (C/EBP-homologous protein), el qual
activa altres gens, com GADD34 (growth-arrest and DNA-damage-inducible
protein 34) [200]. Aquest gen regula negativament la via d’elF2a, ja que
s'uneix amb la proteina fosfatasa 1 (PP1), desfosforilant elF2a i evitant la
repressio traduccional de la cellula [201]. Malgrat que una pausa temporal
en la traduccié de les proteines pot ser beneficiosa per a les cel-lules sota
condicions d’estres del RE, un bloqueig perllongat de la traduccié

compromet la supervivencia cel-lular [202,203].
ATFe6

ATF6, a diferencia de IRE1 i PERK, esta formada per un domini
luminal, que actua com a sensor de les alteracions del RE, i un domini
citoplasmatic amb un factor de transcripcié bZIP (basic leucine zipper-
containing). En els mamifers hi ha dos gens ATF6, ATF6axi ATF6, tot i que
només ATF6a senyalitza per a gens implicats en la UPR. Un cop ATF6a
s’allibera de la xaperona BiP, aquesta es transloca a I'aparell de Golgi, on és
seqliencialment tallada per les proteases S1P i S2P (Site-1 i Site-2 proteases). El
procés seqiiencial de proteolisi, conegut com a proteolisi intramembranal
regulada (RIP, requlated intramembranal proteolysis), condueix a 1'alliberacié
del fragment citosolic d’ATF6q, el qual migra al nucli, on actua com un potent

factor de transcripcié regulant I'expressié de xaperones lipidiques, com BiP
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o GRPY94, i gens relacionats amb el mecanisme ERAD. ATF6a és
imprescindible per a l'Optim plegament, modificacié i secrecié de les

proteines en resposta a 1’estres del RE [204].

4.2. Estres del reticle endoplasmatic i inflamacié

El vincle entre l'estres del RE i la inflamacié és un potencial
contribuidor en la patogenesi i/o la progressié de diferents malalties
relacionades amb el metabolisme [205]. En condicions normals, les proteines
son processades a través del RE. Tanmateix, les pertorbacions que es
produeixin en 'homeostasi del RE impactaran directament en la viabilitat i
funcionalitat cellular, de manera que qualsevol canvi en el transit de
proteines pot conduir a l’activacié cronica i severa de la UPR induida per
l'estres del RE. Aquesta activacio cronica, a la llarga, pot causar inflamacio i

mort cel-lular [206].

4.2.1. Vies implicades en l'estres del RE i la inflamacio

Diferents estudis suggereixen que les tres vies principals de la UPR i
la inflamacié estan interconnectades entre elles a través de diversos

mecanismes, els quals veurem a continuacié (Figura 10) [205].
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Figura 10. Vies de senyalitzacio implicades en 'activacié de la resposta

inflamatoria induida per I'estrés del RE.
Acumulacié d’espécies reactives de I'oxigen (ROS)

L’estres cronic de RE i la UPR provoquen 'acumulacié de ROS en la
cellula [207]. Aix0 és degut a un increment de les xaperones Erolp (ER
oxidoreductin 1) i PDI (protein disulphide isomerase), les quals es produeixen en
resposta a l'activacié de la UPR i amb l'objectiu d’augmentar el plegament
proteic. Aquestes xaperones utilitzen reaccions d’oxidacié/reduccid per a la
formaci6 dels ponts disulfur, utilitzant 1’'oxigen molecular com a receptor
final de l'electrd i, en conseqiiencia, provocant una acumulacié d’oxigen
molecular reduit. La UPR, a través de PERK-NRF2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2), pot activar un mecanisme antioxidant per neutralitzar
l'augment d’aquestes especies toxiques. Ara bé, malgrat aquesta mesura
protectora, una activacié prolongada de la UPR produeix nivells elevats de

ROS, els quals també provoquen una resposta inflamatoria [208].
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Activacio d’AP-1

AP-1 és un altre factor de transcripcié que pot activar la resposta
inflamatoria. En situaciéo d’estres del RE, l'activacié d’aquest factor de
transcripcio tinicament es produeix per la via d'IRE1. El complex IREla-
TRAF2 (tumor-necrosis factor-crreceptor-associated factor 2) activa la proteina
cinasa JNK, conduint, alhora, a ’activacié d’AP-1. AP-1 és un dimer format
per monomers de proteines de diferents families (JUN, FOS, ATF i MAF), les
quals interaccionen entre elles per formar diferents combinacions
d’homo/hetero-dimers d’AP-1. En funcié de la combinacié d’AP-1, aquest
regulara uns gens o altres, com TNF (factor de necrosi tumoral), KFG
(keratinocyte growth factor), GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor), IL-8 (interleucina 8), aixi com determinats receptors de citocines [209].
En fibroblasts embrionaris de ratoli amb manca d’'IREa, 'activacié de JNK,
aixi com l’estreés del RE, es trobaven disminuits [210]. Estudis recents també
han suggerit que les altres dues vies de les (mitogen-activated protein kinase)
poden activar-se en resposta a I'estrés del RE, bé promovent la UPR (p38) o,
al contrari, promovent 1’adaptacié i la supervivencia a l’estres del RE

(ERK1/2), tot i que els mecanismes concrets es desconeixen [211].
Activacio de NF-xB

NF-kB és un factor de transcripcié dimeric format per membres de la
familia Rel [p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105/p50 (NF-xB1) i p100/52 (NF-xB2)],
els quals es combinen entre ells per formar homo o heterodimers. En el
citoplasma, NF-kB es manté en una forma inactiva, ja que es troba unit a la
proteina IkB, un inhibidor especific de NF-«B. Diferents estimuls fan que
s’activi el complex proteic IKK (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase), el
qual fosforila i ubiquitina IkB, essent degradada pel proteosoma. La

degradacié d’IkB allibera NF-xB, permetent la seva translocacié nuclear
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[212]. Malgrat que les tres vies de la UPR poden activar NF-«B, aquestes ho
fan per mecanismes diferents. Per una banda, la trans-autofosforilacié
d'IREla indueix un canvi conformacional en el seu domini citosolic, que fa
que pugui interaccionar amb la proteina TRAF2 [210]. Aquest complex activa
IKK, provocant la degradacio d’IkB, alliberant NF-«xB i produint-se la seva
translocacié a nucli [213]. D’altra banda, la via de PERK-elF2a activa NF-xB
a través de la inhibicié de la traducci6. Aixd provoca una disminucié dels
nivells de proteina d’IxB (que té una vida mitjana curta) i, en conseqiiencia,
es produeix un augment de la ratio NF-kB/ IxB [214]. Finalment, ATF6 també
pot activar NF-kB a través de la fosforilacié d’AKT [215]. Els gens transcrits
per NF-kB inclouen aquells que codifiquen per a citocines proinflamatories,
aixi com per a enzims implicats en la immunomodulacié, 1’apoptosi, la
proliferacié, la diferenciacié i el desenvolupament. En fibroblasts
embrionaris de ratoli amb manca d’IREla es va observar una disminucié en
I'activacié de NF-kB induida per estres del RE, aixi com en la producci6 de

TNFa [213].

4.3. Estres del RE, resisténcia a la insulina i malalties
metaboliques

4.3.1. Estreés del RE en obesitat i diabetis

Com ja s’ha comentat, 1'obesitat s’associa al desenvolupament de la
DT2, tot i que els mecanismes moleculars subjacents no sén del tot coneguts.
La principal caracteristica de la DT2 és la disminuci¢ de I'acci6 de la insulina
en els teixits diana, definida com a RI [2]. Un dels possibles mecanismes que
poden contribuir al desenvolupament de la RI en pacients amb obesitat sén
els processos inflamatoris [21]. De fet, diferents estudis apunten a l'estres del
RE com a responsable de l'aparici6 de processos inflamatoris que

precedeixen a la RI en casos d’obesitat [20].
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En condicions normals, els receptors d'insulina activats fosforilen els
residus de tirosina de les molecules de senyalitzacié proximes, com IRS], les
quals transmetran els efectes de la insulina interaccionant amb altres
molecules citosoliques. Ara bé, en situacio de Rl, s’ha vist que JNK pot induir
la fosforilacié dels residus de serina de IRS1, inhibint la fosforilacié dels
residus de tirosina [177,216]. En el fetge i el teixit adipos de ratolins obesos,
les vies de PERK i IRE1a es troben activades. Donat que IREla, en presencia
d’estres del RE, pot reclutar TRAF2 i desencadenar l'activacié de JNK [210],
s'’ha proposat que el vincle entre 1’estres del RE i la RI periferica podria ser a
través d'IREla. En refor¢ d’aquesta hipotesi, ratolins alimentats amb una
HFD i un tnic al-lel d’Xbp1 (Xbpl+/-) tenien una activacié augmentada de
PERK, IREla i JNK, aixi com una desregulacié en la fosforilacié de IRS1 i RI
[217]. Donat que IRE1a i PERK també poden conduir a I’activacié de NF-«B,
es necessiten més estudis per esclarir la implicacié d’aquestes vies en
I’activacio coordinada de la inflamacid i la RI, estretament associades amb la

DT2 i l'obesitat (Figura 11).
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Figura 11. Estrés del RE, resposta inflamatoria i resisténcia a la insulina.
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4.3.2. Estres del RE, AG i FABP4

Una altra de les caracteristiques de I'obesitat i la DT2 és la preséncia de
nivells elevats d’AG lliures en circulacié. De fet, diferents estudis han
suggerit una activacié de l'estres del RE dependent d’AG [22,218]. A més,
pacients amb DT2 presenten nivells elevats dels marcadors d’estrés del RE

[219].

Els AG saturats, com el PA i 'EA, s’han descrit com a inductors de
'estres del RE en diferents tipus cel-lulars i, a més, poden modular els senyals
de supervivencia o apoptosi en la cel-lula [218,220-222]. En canvi, diferents
evidencies suggereixen que els acids grassos insaturats poden prevenir
I'estrées del RE induit per AG saturats en cel-lules de ronyé [223], muscul
esqueletic [224] i macrofags [225], entre d’altres. Tot i aixi, hi ha certa
controversia respecte als efectes que exerceixen els AG insaturats, ja que
altres estudis han demostrat que el LA incrementa I’estres del RE i I'apoptosi

en cel-lules de fetge [226,227].

Respecte a la implicacié de FABP4 en I’estrés del RE, hi ha pocs estudis
que han investigat la seva relacid, de fet, els resultats obtinguts son
contradictoris. Per una banda, Erbay et al. van demostrar que FABP4 conduia
a l'activacié de l'estres del RE induit per PA en macrofags, mentre que en
cel-lules deficients per FABP4 1'estres del RE es trobava alleujat [136]. En
cel-lules mesangials de rony, exposades a PA i OA, FABP4 activa l'estres del
RE. En canvi, la inhibici6 de FABP4 disminueix l'estrés del RE i I'apoptosi
induida per AG en aquestes cel-lules [228]. Contrariament, en adipOcits,
FABP4 presenta un efecte protector, ja que protegeix contra l’estres oxidatiu
i l'estres del RE [229]. Per tant, és necessari realitzar més estudis per
determinar la implicacié de FABP4 en l'estres del RE i la seva associacio amb

laDT2.
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4.3.3. Estrategies terapeutiques contra l'estres del RE en
malalties metaboliques

Donat que l'estres del RE contribueix al desenvolupament de diferents

malalties metaboliques, estudis recents han proposat el plegament de les

proteines i la UPR com a una possible aproximacié terapeutica. Fins al

moment, s’han provat diferents tipus d’estrategies que poden atenuar I'estres

del RE [230,231].

L’administraci6 de PBA (4-fenilbutirat) i TUDCA (acid
tauroursodeoxicolic), dues xaperones quimiques, milloren la sensibilitat a la
insulina i disminueixen l'esteatosi hepatica en models murins d’obesitat i
DT2 [232]. En humans, el PBA prevé la RI induida per lipids i restableix la
funcionalitat de les cél-lules B [233]. E1l TUDCA, en pacients obesos, millora
la sensibilitat a la insulina en muscul i fetge, tot i que no redueix 1’estres del

RE [234].

La sobreexpressio de BiP en cellules § del pancrees protegeix contra
I'obesitat induida per una HFD, la intolerancia a la glucosa, la
hiperinsulinemia i la RI [235]. Donat que la hiperactivaci6 de la via de PERK-
EIF20-CHOP pot contribuir a la mort de les céllules 8, a la RI i a I’esteatosi
hepatica, la supressié ben controlada d’aquesta via pot presentar avantatges
terapeéutics. Guanabenz és un agonista del receptor adrenéergic a2 utilitzat pel
tractament de la hipertensid. Aquest s'uneix selectivament a GADD34 i
inhibeix la desforforilacié d’elF20, exercint un efecte protector contra I'estres
del RE [236]. Una altra opcid sén els inhibidors especifics de PERK, com el
GSK2606414 [237]. Un altre objectiu interessant és la inhibicié6 de CHOP, el
principal component proapoptotic induit per I'estres del RE. Els inhibidors
de la MAPK p38 inhibeixen la fosforilacié de CHOP, critica per poder actuar

com a factor de transcripcié [238]. Ara bé, la manca d’inhibidors especifics de
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CHOP impedeixen centrar-se en aquesta linia. D’altra banda, la inhibici6 de
I'activitat cinasa d'IRE1a, pero no de I'activitat RN Asa, pot ser una estrategia
terapeutica viable per reduir la RI induida per estres del RE. Aixo evitaria la
trans-autofosforilacié d'IREla, perd mantindria I'activitat RN Asa, produint-
se I'splicing d’XBP-1 (factor de transcripcié prosuperviveéncia) sense estres

del RE [239].

Finalment, donat que la concentracio6 de calci en el RE és crucial per al
correcte plegament de les proteines, els reguladors de I’homeostasi del calci
podrien ser una eina terapéutica prometedora. En ratolins obesos, alteracions
en la composicio lipidica del fetge, inhibeixen I’ATPasa del Ca? del reticle
sarcoplasmatic (SERCA), induint estres del RE i alterant I’'homeostasi de la
glucosa en fetge [240]. En canvi, la sobreexpressié de la SERCA millora el

metabolisme de la glucosa [241].

Per tant, tot i que la inhibicié farmacologica de l'estrés RE pot tenir
gran interes en el tractament de diferents malalties metaboliques, és
important destacar que depenent de la via afectada, la inhibicié podra

agreujar o millorar la patologia en qiiestio.

4.4. Estres del RE i cancer

La primera vegada que es va proposar una relaci6 directa entre I'estres
del RE i el cancer va ser I'any 2004 [242]. A partir d’aquest moment, diferents
estudis han confirmat que la transformacié maligna i I'ambient tumoral
indueixen estres del RE, ja que s’observa una activacid sostinguda de les tres
vies de la UPR en diferents tipus de tumors primaris, incloent-hi el
glioblastoma, el mieloma multiple i els carcinomes de mama, estomac, esofag
i fetge [243,244]. La hipoxia, una caracteristica comuna en els tumors solids,

és un potent activador de PERK i ATF4 [245]. Aixi mateix, BiP també s’ha
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trobat sobreexpressada en cancer i els seus nivells correlacionen amb la
progressio de la malaltia [246]. Tot i aix0, els mecanismes concrets a través
dels quals la UPR promou el creixement tumoral romanen en investigacio.
La major part d’evidencies provenen d’estudis realitzats en ratolins. En
cel-lules de fibrosarcoma huma i fibroblasts transformats de ratoli, la deleccid
de BiP i PERK, respectivament, disminueix la capacitat de les cel-lules de
créixer com a tumor en ratolins nude! [247,248]. De manera similar, el
silenciament d’XBP1 també dificulta el creixement de tumors trasplantables
en ratolins nude [249]. Hi ha evidencies que suggereixen que la inhibici6 del
proteosoma amb el bortezomib, un farmac aprovat per la FDA (Food and Drug
Administration) per al tractament del mieloma, condueix a la mort de les
cel-lules canceroses a través de la ERAD i l'apoptosi induida per estres del
RE [250,251]. També s’han provat inhibidors farmacologics d'IRE1q, els quals
presenten activitat antimieloma [252]. Per tant, aquestes observacions
suggereixen la possibilitat d’'interferir en la UPR com a possible tractament
contra el cancer, tot i que, de moment, l'especificitat d’aquests agents

farmacologics no és del tot clara.

* Ratoli nude: tipus de ratoli transgenic amb un sistema immunitari defectuds a causa
de la manca de tim. S’utilitzen freqiientment en la investigacio del cancer perqué no

rebutgen trasplantaments de tumors o cél-lules d’altres espécies.
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Teixit adipos, FABP4 i cancer

1 paper del teixit adipos i, en concret, dels adipocits en la iniciacié i
progressio del tumor és una area d’investigacio relativament nova.
Tot i que tradicionalment el teixit adipds es va considerar un lloc
d’emmagatzematge d’energia, actualment s’ha descrit que és un organ
endocri capag de regular ’energia i ’homeostasi metabolica sistemica. Aixi,
la relacio entre el teixit adip6s i el cancer s’ha basat, principalment, en dues
observacions clau: (1) Els estudis epidemiologics que han demostrat una
associaci¢ directa entre l’obesitat i alguns tipus de cancer [26,27]. (2) El paper
del teixit adipds com a un component important en el microambient tumoral,

el qual promou el creixement tumoral [253].

La supervivencia de les cel-lules tumorals depeén, criticament, de les
seves interaccions amb les cel-lules no malignes de l'estroma tumoral que les
envolten. Aquestes cel-lules inclouen fibroblasts, cel-lules endotelials i
pericits, les quals estan localitzades en una tinica matriu extracel-lular [254].
La contribucid de l'estroma en la supervivencia de les cel-lules tumorals ha
estat estudiada ampliament. Inicialment, I'enfocament de les investigacions
es va centrar en els fibroblasts i els macrofags associats al cancer, les funcions

dels quals estan ben establertes en la progressié tumoral [255,256]. Ara bé, els
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adipocits sén un altre component molt important de I’estroma tumoral [31].
Per aquest motiu, I'any 2010 es va descriure el concepte d’adipocit associat a
cancer (CAA, cancer-associated adipocyte). Els CAA son adipocits que han patit
alteracions morfologiques i funcionals considerables [257]. Des d’aleshores,
diferents estudis, els quals es comentaran a continuacid, han evidenciat que
els CAA promouen la progressié tumoral, bé a través de les adipocines

alliberades o per contacte directe.

5.1. Adipocits i cancer de mama

Diferents tipus de tumors, entre ells, el cancer de mama, creixen al
voltant del teixit adipds. En estudis realitzats en adipocits (3T3-L1) s’ha
observat que aquests promouen el creixement, la proliferacié i la
supervivencia en linies cel-lulars de cancer de mama humanes. En I’estudi de
Santander ef al. el medi condicionat dels adipocits 3T3-L1 diferenciats
iniciava un programa transcripcional que induia la invasi6 de les cel-lules de
cancer de mama a través de l’activacié d’AP-11la proliferaci6 a través de NF-
kB i la ciclina D1. Cal destacar que els adipocits com els fibroblasts també
augmentaven la supervivencia de les linies cel-lulars de cancer de mama, ja
que activaven un programa transcripcional de supervivencia, tot i que el
nombre de gens afectats i la magnitud d’induccié per part dels fibroblasts, en

comparacié amb els adipocits, era molt menor (Figura 12) [258,259].
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Figura 12. Cél-lules tumorals de mama envaint el teixit adipos adjacent. Els
adipocits més allunyats del tumor presenten una mida normal, mentre que els
que estan més proxims soén més petits. Aquesta observacié evidencia la
desdiferenciacié i deslipidacié que pateixen els adipocits madurs, adoptant un
fenotip de tipus fibroblast (400X). Font: Nieman, K. et al. Biochim. Biophys. Acta
(2013).

Hi ha altres estudis que evidencien aquesta comunicacié creuada
(cross-talk) entre els adipocits i les cel-lules de cancer de mama. En els estudis
que han explorat la capacitat invasiva de les cel-lules tumorals de cancer de
mama, els efectes observats s’han degut als factors secretats pels adipocits
[260]. També s’observa un canvi fenotipic en els adipocits exposats a cel-lules
tumorals, ja que es produeix una disminucié del contingut lipidic, una
perdua dels marcadors de diferenciacid, com adiponectina, FABP4 i resistina,
i un augment de l'expressié de citocines proinflamatories. Per tant, els
adipocits reverteixen a un fenotip de tipus fibroblast o preadipocit [260].
Aquest contingut lipidic alliberat és utilitzat per les cel-lules tumorals com a
font d’energia per proliferar i per a la produccié de la membrana [261]. A
més, en aquest estudi també es va observar que el teixit adipods reclutava
macrofags i augmenta la resposta inflamatoria, contribuint a un
microambient més favorable per al creixement del tumor i un pitjor pronostic

per al pacient [261].
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Per tant, tal com es representa en la Figura 13, el teixit adipds juga un
paper important en la progressio tumoral, ja que els CAA estableixen un
cross-talk actiu i dinamic amb les cel-lules tumorals, intercanviant metabolits
que estimulen I’adhesio, la migracid ila invasio de les cél-lules tumorals [262].
A més, els CAA alliberen AG i adipocines, els quals son utilitzats per les
cel-lules tumorals per produir energia, a través de la f-oxidacié i 'activacid

de diferents vies metaboliques [31,263].

Adipocit Cél‘lules tumorals

Inducci6 de la

lipolisi

Deslipidacio

o - Creixement i metastasi
Fenotip tipus fibroblast o

| Marcadors diferenciaci6 adipocitaris  (leptina,
adiponectina, FABP4)
1 Secreci6 citocines proinflamatories (IL-6, PAI-1)

Adipacit associat 1 Secreci6 de proteases

A (AL 1 Alliberament d’acids grassos lliures

Figura 13. Senyalitzacid reciproca entre els adipocits associats a cancer (CAA) i
les cél-lules tumorals. Aquesta interaccié dins del microambient tumoral
provoca la creacié d’un ninxol permissiu per al creixement cel-lular, aixi com per

a la metastasi. Adaptat de Park, J. et al. Nat. Rev. Endocrinol. (2014).

5.2. Adipocines i cancer

Les adipocines son molecules sintetitzades i secretades pel teixit
adip6s. Aquestes estan implicades en diferents desordres metabolics,
incloent-hi la RI, la DT2 (Veure Capitol 3) i, més recentment, el cancer
[264,265]. Hi ha diferents tipus d’adipocines implicades en la tumorigénesi
[266,267]. Recentment, FABP4 s’ha proposat com una nova adipocina

implicada en cancer.
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5.2.1. FABP4 i cancer

FABP4, com s’ha comentat en capitols anteriors, es va descriure
inicialment en adipocits i macrofags. Ara bé, recentment, s’ha vist que
s’expressa en diferents tipus de cancers [108-112]. Hi ha diferents articles que
mostren una relacié important entre FABP4 i la iniciacid i progressio del
tumor. A més, FABP4 també pot tenir un paper actiu en la interaccié entre el

tumor i el teixit adipds.

En estudis de cancer d’ovari i prostata s’ha observat que FABP4 esta
implicada en la transferencia de lipids entre els adipocits i les cel-lules
tumorals, induint la p-oxidacié [31,263]. A més, FABP4 es troba altament
sobreexpressada en tumors de prostata de ratolins obesos, aixi com en
mostres de metastasi Ossia de pacients amb cancer de prostata. Aixo mostra
la implicacié de FABP4 en el trafic de lipids que es produeix en la metastasi
tumoral [268]. En 'estudi de Uehara et al., la inhibicié de FABP4 va bloquejar
la interacci6 entre les cel-lules tumorals i el teixit adipds. De fet, els ratolins
KO per FABP4 tenien la proliferacié cel-lular i la metastasi disminuida, aixi
com una deficiencia en la vasculatura del tumor [269]. Aixi mateix, nivells
elevats de FABP4 en tumors primaris s’han associat amb una alta incidencia
de la malaltia residual després de la cirurgia en cancer d’ovari, suggerint la
possibilitat d"utilitzar FABP4 com un biomarcador molecular de la malaltia

residual [270].

En canvi, en altres estudis s’ha observat una relacié inversa entre
I'expressio de FABP4 i la progressié tumoral, almenys en linies cellulars i
teixits de bufeta i rony6. Ara bé, alguns d’aquests articles només s’han centrat
en la regulacid de I'expressié genica i, en d’altres, els nivells de proteina no

sempre son congruents amb els nivells de mRNA [109,271].
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Tot i aixo, FABP4, conjuntament amb FABP3, es troba sobreexpressada
en cellules de pulmd, respecte al teixit no tumoral adjacent. Aquesta
sobreexpressié correlaciona amb una major estadificacio del tumor, aixi com
amb una menor supervivencia [272]. També s’ha trobat una relaci6
interessant entre FABP4 i PTEN (phosphatase and tensin homolog) [273], un
supressor tumoral freqiientment deleccionat o mutat en diferents tipus
tumorals [274]. A més, la deleccié de PTEN provoca una sobreexpressié de

FABP4 en queratinocits i hepatocits [275,276].

5.2.2. FABP4 i cancer de mama

Els nivells circulants de FABP4 correlacionen positivament amb cancer
de mama, ja que aquests es troben elevats en dones obeses amb cancer de
mama, en comparacié amb les pacients no obeses i controls sans. Aquests
nivells serics elevats s’han associat amb una mida del tumor més gran, aixi
com amb la infiltracié en els ganglis limfatics [162]. Resultats pendents de
publicar del nostre grup, conjuntament amb aquestes dades, reforcen el
paper del teixit adipds i les adipocines que allibera en el cancer de mama
[Guaita-Esteruelas et al. Adipose-derived Fatty Acid-Binding Proteins plasma

concentrations are increased in breast cancer patients. Submitted].

Pel que fa als nivells de FABP4 intracel-lulars, aquests es troben
augmentats en els tumors positius per HER2, directament relacionats amb
canvis en l'expressio6 de PLIN1 (perilipin 1), CPT-1A (carnitine
palmitoyltransferase 1A), FASN (fatty acid synthase) i ACOX-1 (peroxisomal acyl-
coenzyme A oxidase 1) [277]. Aquests resultats recolzen el paper de FABP4 en
el cancer de mama. A més, el metabolisme lipidic en els tumors del subtipus
HER?2, respecte als altres subtipus, es troba més elevat [277]. Per tant, la
regulacié de les diferents vies metaboliques en funcié del subtipus de cancer

de mama pot tenir diferents implicacions cliniques. En aquest sentit, FABP4
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s’associa positivament amb una menor supervivencia lliure de malaltia®, aixi
com una menor supervivencia global en pacients amb cancer de mama triple
negatiu [162]. A més, s’ha trobat un polimorfisme en FABP4 que s’associa
amb el pronostic del cancer de mama triple negatiu [278]. Una altra correlacié
que s’ha trobat en teixits de cancer de mama ductal és entre la FABP4 i la
FASN. S’ha descrit que poden estar associades amb la mida del tumor i la

metastasi als ganglis limfatics [279].

Per tant, conjuntament, aquests resultats evidencien el paper que juga
el teixit adipds en la progressié del cancer. El coneixement dels mecanismes
moleculars implicats en el microambient tumoral permetra identificar noves
dianes terapeutiques. Les adipocines i, en concret, FABP4, tenen especial
rellevancia en la tumorigenesi de diferents tipus de cancer, entre ells el cancer
de mama. Aix0 planteja noves perspectives per poder utilitzar les adipocines
com a biomarcadors moleculars, ja que poden ser un objectiu viable per
atacar els cancers relacionats amb el teixit adipos. Malgrat aixo, no s’ha de
deixar de banda la intervenci6 en els estils de vida per prevenir el cancer,
incloent-hi una dieta equilibrada i l'exercici fisic, ja que aquests tenen un

impacte directe en el teixit adipos i les adipocines [280].

5 Supervivencia lliure de malaltia: Terme utilitzat en [’ambit del cancer. Periode que
transcorre després de finalitzar el tractament durant el qual el pacient sobreviu sense
presentar signes ni simptomes de la malaltia. Sutilitza per comprovar leficacia d'un

tractament nou.
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Hipotesi

El teixit adipds és un organ endocri que secreta AG i adipocines al torrent
circulatori, entre d’altres, FABP4. FABP4 circulant actua com a factor
transmissor d’alteracions metaboliques associades a 1’obesitat, com les
derivades de la RI a nivell hepatic i muscular. En aquests organs, FABP4
indueix RI a través de l’activacid de l'estrés del RE. A més, els inhibidors de
FABP4 poden millorar aquestes alteracions metaboliques. Aquests efectes
de transmissioé periferica de 1’adipositat, mediats per FABP4, també poden
afectar el creixement de processos tumorals, com el cancer de mama,

explicant la relaci6 epidemiologica existent entre obesitat i neoplasia.
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Objectius

Determinar el paper de FABP4 en l'estres del RE induit per AG i la

seva implicaci6 en la RI hepatica (cel-lules HepG2) i muscul esqueletic

(cel'lules C2C12).

1.1.

1.2.

1.3.

Analitzar el grau d’estres del RE induit per FABP4 en presencia o
abséncia d’AG.

Analitzar l'efecte de FABP4 en la via de senyalitzaciéo de la
insulina.

Analitzar 'efecte de FABP4 en la mort cel-lular programada.

Identificar el paper de I'inhibidor de FABP4 (BMS309403) sobre I’estres

del RE i la inflamaci¢ induida per AG.

1.1.

1.2

1.3.

Analitzar I'efecte del BMS309403 sobre els parametres bioquimics
en un model in vivo de ratoli alimentat amb una HFD.

Analitzar el grau d’estres del RE i la inflamacio induida per AG en
preséncia o abséncia de BMS309403 en un model in vivo de ratoli i
en la linia cel-lular C2C12.

Determinar els mecanismes moleculars a través dels quals el

BMS309403 millora aquestes alteracions metaboliques.

Determinar el paper de FABP4 en la proliferacié del cancer de mama,

concretament del subtipus luminal A i del subtipus basal.

1.1.

1.2.

Analitzar l'efecte de FABP4 en la proliferacid i la migracié de les
cel'lules MCE-7 (luminal A) i MDA-MB-231 (basal).
Analitzar I’efecte de FABP4 en l’activaci6 de la via de les MAPK i

AKT en ambdds tipus cellulars de cancer de mama.

67

(%]
=
—
(@)
L
=
o
O
v}
L
—
o)
e
T




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS
Alba Bosquet Agudo



Resultats




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS
Alba Bosquet Agudo



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

En aquesta seccio es presenten les publicacions derivades d’aquesta

tesi doctoral, aixi com un resum de les mateixes.

1. Exogenous FABP4 induces endoplasmic reticulum stress in

HepG2 liver cells.

Alba Bosquet, Sandra Guaita-Esteruelas, Paula Saavedra, Ricardo
Rodriguez-Calvo, Mercedes Heras, Josefa Girona i Lluis Masana.

Atherosclerosis 249 (2016) 191-199.

2. FABP4 inhibitor BMS309403 decreases fatty-acid induced

endoplasmic reticulum stress in skeletal muscle by reducing

RESULTATS

MAPK activation.

Alba Bosquet, Ricardo Rodriguez-Calvo, Sandra Guaita-Esteruelas,

Mercedes Heras, Josefa Girona i Lluis Masana. En revisio.

3. Exogenous FABP4 increases breast cancer cell proliferation and

activates the expression of fatty acid transport proteins.

Sandra Guaita-Esteruelas, Alba Bosquet, Paula Saavedra, Josep
Guma, Josefa Girona, Eric W.-F. Lam, Kepa Amillano, Joan Borras i

Lluis Masana. Molecular Carcinogenesis 56 (2016) 208-217.
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Exogenous FABP4 induces endoplasmic reticulum stress in

HepG2 liver cells

Alba Bosquet, Sandra Guaita-Esteruelas, Paula Saavedra, Ricardo
Rodriguez-Calvo, Mercedes Heras, Josefa Girona i Lluis Masana.

Atherosclerosis 249 (2016) 191-199

FABP4 és una proteina intracel-lular implicada en el transport dels AG, tot i
que també és secretada a la circulacio. Nivells de FABP4 circulant es troben
elevats en situacid d’obesitat i/o diabetis. Els AG contribueixen en la RI
promovent estres del RE i alterant la via de senyalitzacié de la insulina. Tot
i aix0, el paper de FABP4 en l'estres del RE en el fetge és desconegut. Per
tant, I'objectiu d’aquest estudi ha estat investigar si la FABP4 exogena

(eFABP4) esta implicada en l’estres del RE induit per AG en el fetge.

RESULTATS

Els resultats principals d’aquest treball son:

* eFABP4 augmenta l'expressio dels marcadors d’estres del RE ATF6
i IRE1 en les céllules hepatiques HepG2. En presencia d'un AG, en
aquest cas el LA, augmenta l'estres del RE induit per eFABP4.

* Aquest augment es relaciona amb la RI, ja que s’observen canvis en
la fosforilacio d’AKT i JNK.

* eFABP4 activa vies de mort cel'lular programada (CHOP), sense

afectar la necrosi ni la ubiquitinacio.

Les conclusions d’aquest estudi suggereixen que eFABP4, per se, indueix
estres del RE i potencia l'efecte del LA en cellules HepG2, essent un
possible vincle entre les anomalies metaboliques associades amb I'obesitat i

la RI hepatica.
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Background and aims: Fatty acid binding protein 4 (FABP4) is an intracellular fatty acid (FA) carrier
protein that is, in part, secreted into circulation. Circulating FABP4 levels are increased in obesity, dia-
betes and other insulin resistance (IR) diseases. FAs contribute to IR by promoting endoplasmic reticulum
stress (ER stress) and altering the insulin signaling pathway. The effect of FABP4 on ER stress in the liver
is not known. The aim of this study was to investigate whether exogenous FABP4 (eFABP4) is involved in
the lipid-induced ER stress in the liver.
Methods: HepG2 cells were cultured with eFABP4 (40 ng/ml) with or without linoleic acid (LA, 200 uM)
for 18 h. The expression of ER stress-related markers was determined by Western blotting (ATF6, EIF22,
IRE1 and ubiquitin) and real-time PCR (ATF6, CHOP, EIF2¢ and IRE1). Apoptosis was studied by flow
cytometry using Annexin V-FITC and propidium iodide staining.
Results: eFABP4 increased the ER stress markers ATF6 and IRE1 in HepG2 cells. This effect led to insulin
resistance mediated by changes in AKT and JNK phosphorylation. Furthermore, eFABP4 significantly
induced both apoptosis, as assessed by flow cytometry, and CHOP expression, without affecting necrosis
and ubiquitination. The presence of LA increased the ER stress response induced by eFABP4.
Conclusions: eFABP4, per se, induces ER stress and potentiates the effect of LA in HepG2 cells, suggesting
that FABP4 could be a link between obesity-associated metabolic abnormalities and hepatic IR
mechanisms.

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

[3]. The ER is a cytoplasmic organelle that controls the most
important steps in the folding and modification of secretory and

Obesity-linked metabolic disorders share a common signature
of endoplasmic reticulum (ER) stress [1,2]. The liver plays a central
role in glucose and lipid metabolism and, recently, ER has emerged
as an important player in the onset of hepatic insulin resistance (IR)

Abbreviations: ATF6, activating transcription factor 6; CHOP, C/EBP homologous
protein; eFABP4, exogenous fatty acid binding protein 4; EA, elaidic acid; elF2,
eukaryotic initiation factor 2; ER, endoplasmic reticulum; IR, insulin resistance;
FABP4, fatty acid binding protein 4; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehy-
drogenase; IRE1, inositol requiring kinase 1; LA, linoleic acid; MS, metabolic syn-
drome; NEAA, non-essential amino acids; PA, palmitic acid; PE, palmitelaidic acid;
PERK, protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase; P, propidium iodide;
PO, palmitoleic acid; UPR, unfolded protein response.

* Corresponding authors. Lipids and Atherosclerosis Research Unit, Sant Lloreng
21, 43201, Reus, Tarragona, Spain.
E-mail address: luis.masana@urv.cat (L. Masana).

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2016.04.012
0021-9150/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

membrane proteins. Elevated plasma levels of free fatty acids (FAs),
which are accompanied with obesity, have been postulated to play
a central role in the pathophysiology of IR [4,5]. Previous research
suggests that acute exposure to FAs such as palmitic acid (PA) can
alter the function of this organelle, leading to the accumulation of
unfolded or misfolded proteins inside the ER, resulting in a cellular
condition referred to ER stress [6-9]. ER stress initiates a series of
adaptive mechanisms known as the unfolded protein response
(UPR) [10]. The UPR is signaled through three ER transmembrane
protein sensors, IRE1 (inositol requiring kinase 1), PERK (pancreatic
ER kinase) and ATF6 (activating transcription factor 6). The com-
bined action of these pathways leads to the inhibition of protein
translation, stimulation of protein degradation, via ubiquitination,
and production of chaperone proteins, resulting in either recovery
of ER function or apoptosis [11,12].
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Fatty acid binding protein 4 (FABP4), also known as adipocyte
fatty acid binding protein (AFABP) or aP2, is a member of the
intracellular lipid-binding protein family that is predominantly
expressed in adipose tissue. In addition, FABP4 is also produced in
significant amounts in macrophages and endothelial cells. FABP4
can reversibly bind with high affinity to hydrophobic ligands, such
as saturated and unsaturated long-chain fatty acids, eicosanoids
and other lipids [13]. We and other authors have shown that FABP4
levels are increased in obesity, metabolic syndrome (MS), type 2
diabetes (T2D), familiar combine hyperlipidemia and lipodystrophy
syndromes, and these increased levels are also closely correlated
with adverse lipid profiles and IR. Additionally, serum FABP4 pre-
dicted the development of metabolic syndrome and atherosclerosis
[14-17]. Moreover, we have demonstrated that plasma FABP4 is
associated with endothelial dysfunction [18]. In vitro studies from
our group have found that exogenous FABP4 (eFABP4) interacts
with plasma membrane proteins in human endothelial cells and
causes endothelial dysfunction by impairing the insulin-signaling
pathway and NO production [19,20]. Moreover, eFABP4 shows a
direct effect on the migration and proliferation of human coronary
smooth muscle cells in vitro, suggesting a role in vascular remod-
eling primarily mediated through activation of MAPK-dependent
pathways [21]. Fabp4-deficient mice have shown that FABP4 has a
significant role in many aspects of metabolic syndrome, Deficiency
of FABP4 protects mice against that the development of IR, hyper-
triacylglycerolemia and atherosclerosis [18]. The few studies that
show an effect of FABP4 on ER stress are controversial. Whereas
FABP4 in macrophages and mesangial cells mediates lipid-induced
ER stress and apoptosis, FABP4 in adipocytes contributes to cyto-
protection against oxidative and ER stress [1,11,22,23]. However, no
one has addressed the question of how FABP4 impacts ER stress in
hepatocytes, one of the most important tissues related to IR. In the
current study we show that in hepatocytes, eFABP4 induces ER
stress and enhances linoleic acid (LA)-induced ER stress.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

Human hepatocarcinoma HepG2 cells were obtained from ATCC
and maintained in MEM medium supplemented with 1 mM -
glutamine, 1 mM penicillin-streptomycin, 1 mM non-essential
amino acids (NEAA) and 10% fetal bovine serum (v/v) (Biowest;
Nuaillé, France). Before the initiation of the assays, the cells were
changed into MEM supplemented with 0.5% FBS for 24 h. Cells were
treated with FAs [PA, oleate (OA), elaidate (EA), palmitoleate (PO),
palmitelaidate (PE) and LA; Nu-Check; Elysian, MN, USA], with or
without human native FABP4 (Biovendor; Brno, Czech Republic) at
a concentration of 40 ng/ml for 18 h. We chose this concentration
because studies from our group and others showed that the human
FABP4 plasma concentration ranges between 13 and 100 ng/ml
according to body weight [24]. Incubations with FAs were con-
ducted in albumin-free system. FAs (salt form) were dissolved in
ultrapure water at 70° C for 10 min in a water bath. The FA aliquots
were stored at —80° C until further use. The cell viability assay was
carried out using the Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Kit
according to the manufacturer’s protocol (Promega, Madrid, Spain).

2.2. Western blotting

HepG2 cells were lysed in RIPA buffer (0.1% SDS, 150 mM NacCl,
1% Nonidet P40, 50 mM Tris-HCl, 0.5% deoxycholate) containing
phosphatase and protease inhibitors (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). Protein concentrations were determined using a
Bradford Assay Kit (Bio-Rad, USA). 30 pg of total protein was

76

separated on 10% SDS-PAGE gels and transferred to nitrocellulose
membranes using iBlot® Dry Blotting System (Life Technologies,
Madrid, Spain). Antibodies against IRE, phospho-eukaryotic initia-
tion factor 2 (p-elF2), elF2, Ubiquitin, phospho-JNK (Thr183/
Tyr185), JNK, phospho-AKT (Ser473), AKT and Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) antibodies were obtained
from Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA, USA). ATF6
antibody was obtained from Millipore (Billerica, MA, USA). Mem-
branes were incubated with the appropriate HRP-conjugated sec-
ondary antibody (Dako, Glostrup, Denmark). The bands were
visualized using ECL reagents (Amersham Pharmacia, USA) with
the ChemiDoc image system and quantified with Image Lab soft-
ware, version 5.2 (Bio-Rad, USA). The ratio of target proteins to
GAPDH was used to reflect the relative levels of the targeted
proteins.

2.3. RNA extraction, cDNA preparation and real-time PCR

Total RNA was isolated from the cells using the ABI PRISM 6100
Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, CA, USA). Total RNA
was reverse transcribed to cDNA using random hexamers and Su-
perScript Il (Invitrogen Life Technologies, UK) following the man-
ufacturer's protocol. TagMan primers and probes for ATF6, C/EBP
homologous protein (CHOP), elF2 and IRE1 were obtained from
validated and pre-designed Assays-on-Demand products (Applied
Biosystems, CA, USA) and were used in real-time PCR amplifica-
tions. The mRNA expression for each gene and sample was calcu-
lated using the recommended 288¢ method. GAPDH was used as a
housekeeping gene to normalize the results of the gene of interest.

2.4. Determination of apoptosis

Apoptotic cell death was assessed by flow cytometry (EPICS XL
MCL, Beckman Coulter) using the Annexin V-FITC/propidium iodide
(PI) Apoptosis Detection Kit following the manufacturer's protocol
(BD Biosciences, Madrid, Spain). Annexin V-FITC and PI double-
negative cells were considered viable cells. Annexin V-FITC-posi-
tive/Pl-negative cells were considered apoptotic cells, and annexin
V-FITC/PI double-positive cells were considered dead cells.

2.5. Nile Red staining

To visualize the lipid droplets, cells were incubated with the
lipophilic fluorescent dye Nile Red (100 ng/ml) (Sigma-Aldrich,
USA) diluted in PBS for 5 min at room temperature without prior
fixation [25]. The cell images were captured using a microscope
(Olympus IX71, Spain) and quantified with Image-] software.

2.6. Statistics

The results are presented as the mean + SEM of at least 3
separate experiments. Differences between the means were
determined using a t-test or a one-way analysis of variance
(ANOVA), which was followed by a Dunnett's post-hoc test for
multiple comparisons (time and dose-response). The differences
were considered to be significant at p < 0.05. GraphPad Prism 6.01
software (GraphPad Software Inc,, La Jolla, CA, USA) was used for
the statistical analyses.

3. Results
3.1. eFABP4 increases ER stress markers in HepG2 cells

To establish the optimal conditions of eFABP4, we first examined
the activation of IRE1, a key protein of the UPR, over a range of
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different time periods (0, 1, 4, 18 and 24 h) and at different con-
centrations of eFABP4 (20, 40 and 100 ng/ml). The time-course
studies (0—24 h) revealed that eFABP4 (40 ng/ml) significantly
increased IRE mRNA levels compared with untreated cells at 18 h
(1.63 fold-increase, p < 0.05) (Fig. S1A). Furthermore, as shown in
Fig. S1B, dose-response studies (20—100 ng/ml) revealed that
eFABP4 significantly increased IRE1 expression at 40 and 100 ng/ml
with respect to untreated cells at 18 h. (1.55 and 2.29 fold-increase,
respectively, p < 0.05). Thus, we chose to use eFABP4 at the con-
centration of 40 ng/ml and 18 h of treatment for the following
experiments.

To analyze the effect of eFABP4 on ER stress in HepG2 cells, we
examined the expression patterns of IRE1 and other molecular in-
dicators of the UPR, ATF6 and elF2 [26] [27]. Fig. 1 shows a signif-
icant increase in IRE1 mRNA levels when the cells were treated
with eFABP4 (Fig. 1A, 1.63 fold-increase, p < 0.05). Consequently, an
increase in IRE1 protein levels was found (1.25 fold-increase,
p < 0.05) (Fig. 1B). Tunicamycin (5 pg/ml), which was used as a
control for ER stress, increased IRE1 mRNA and protein levels (6.62
and 2.64 fold-increase, respectively, p < 0.05) (Fig. 2A, B). eFABP4
also increased the expression of the ATF6 protein levels (Fig. 1D, 1.16
fold-increase, p < 0.05), without affecting ATF6 mRNA expression
(Fig. 1C). Tunicamycin significantly increased ATF6 mRNA levels
(3.10 fold-increase, p < 0.05) (Fig. 1C). Next, we examined the effect
of eFABP4 on eIF2 mRNA expression and activation. As shown in
Fig. 1E, eFABP4 significantly increased elF2 mRNA levels (1.26 fold-
increase, p < 0.05) without a significant change in elF2 activation
(Fig. 1F). Tunicamycin had a significant effect on the expression of
elF2 mRNA, but not on protein levels. Taken together, and consid-
ering that the protein is the functional component, our results show
that eFABP4 triggers ER stress in HepG2 cells through IRE1 and
ATF6 activation.

Because the IRE1 pathway activates JNK and impairs insulin
signaling [28], we analyzed JNK and AKT phosphorylation. As
shown in Fig. 1G, eFABP4 induced a statically significant increase in
JNK phosphorylation (1.32 fold-increase, p < 0.05). To directly
analyze the effect of eFABP4 on insulin resistance, we examined the
activation of AKT in the presence or absence of insulin. Fig. 1H
shows a significant attenuation of AKT phosphorylation when the
cells were treated with eFABP4 both under basal (-27%, p < 0.01 vs.
CT) and insulin-stimulated conditions (~50%, p < 0.05 vs. Ins).
Combined, these data support the suggestion that eFABP4 attenu-
ates the insulin signaling pathway through JNK phosphorylation.

3.2. eFABP4 increases ER stress-mediated apoptosis but not
ubiquitination in HepG2 cells

We next evaluated the effect of eFABP4 on HepG2 apoptosis.
Both apoptosis and necrosis were evaluated by flow cytometry after
staining with FITC-conjugated annexin V and PI. eFABP4 induced
apoptosis (1.54 fold-increase, p < 0.05) in HepG2 cells at similar
levels than those levels found for tunicamycin (146 fold-increase,
p < 0.05) (Fig. 2A). Furthermore, eFABP4 increased the mRNA
levels of the proapoptotic gene CHOP (2.21 fold-increase, p < 0.05)
(Fig. 2C). There were no significant changes in necrosis and ubiq-
uitination (Fig. 2B, D). These results indicated that eFABP4 has an
important role in apoptosis in HepG2 cells.

3.3. Synergistic effect of eFABP4 and LA on ER stress

Because FAs are ligands of FABP4 and are also well-known
contributors to ER stress in several tissues [8,29], we investigated
the effects of FAs on eFABP4 induced-ER stress. First, we analyzed
the cell viability of HepG2 cells treated with different fatty acids
(PA, OA, EA, PO, PE and LA) at serially diluted concentrations (100,

300, 500, 1000 uM) for 6 and 18 h. PA, OA, EA and PE treatment did
not decrease cell viability within the first 6 h (Fig. 3A). In contrast,
PO and LA treatment resulted in a significant reduction in cell
viability (Fig. 3A; PO100: 4.4%; P0300: 35.6%; PO500: 47.5%;
P01000: 55.9%; LA100: 83.8%, p < 0.05). At 18 h (Fig. 3B), all the FAs
caused a dose-dependent reduction in cell viability, but only lino-
leate reduced cell viability more than 50% at the lower dose
(100 pM). Therefore, we chose linoleate for further experiments.

Because FABP4 is a FA transporter, we explored whether eFABP4
contributes to the effects of LA on cell viability. Treatment of HepG2
cells with LA and eFABP4 for 18 h significantly decreased cell
viability (Fig. 3C), reducing cell viability more than 50%
(eFABP4+LA: 13.7%, p < 0.05). To test whether cell viability was
related to the lipid content, lipids were measured by Nile Red. As
shown in Fig. 3D and E, both eFABP4 and LA, as well as the com-
bination of the two molecules, significantly induced intracellular
lipid accumulation compared to the control cells. The reduction in
cell viability was paralleled by an increase in the lipid content in
HepG2 cells.

We next analyzed the effect of eFABP4 on ER stress in the
presence of LA. LA alone did not increase the mRNA levels of IRE1,
ATF6 and EIF2. However, after treatment with eFABP4 plus LA, we
observed a significant increase in the IRE1, ATF6 and elF2 mRNA
levels compared to the control (2.58, 1.67 and 1.76 fold-increase,
respectively, p < 0.05) (Fig. 4A, C, E). LA alone increased ATF6
protein levels (1.16 fold-increase, p < 0.05) (Fig. 4D), but did not
modify the protein levels of IRE1 (Fig. 4B) and elF2 (Fig. 4F). After
the treatment with eFABP4 plus LA, we observed an increase in
protein levels of IRE1 (1.50 fold-increase, p = 0.10 vs. CT; p = 0.058
vs. LA) (Fig. 4B) and ATF6 (131 fold-increase, p < 0.05 vs. CT;
p = 0.063 vs. LA) (Fig. 4D). These results indicate that eFABP4 is
directly related to the activation of ER stress in HepG2 cells.
Furthermore, LA-induced effects on ER stress-related gene
expression are dependent on eFABP4.

3.4. eFABP4 increases fatty acid-induced apoptosis related to ER
stress but not ubiquitination

When HepG2 cells were treated with LA (200 uM) we observed
a significant increase in the apoptosis rate (Fig. 5A, 1.28 fold-
increase, p < 0.05) and in CHOP mRNA expression (Fig. 5C, 2.31
fold-increase, p < 0.05). In the presence of eFABP4 plus LA the effect
is even more robust for apoptosis (Fig. 5A, 153 fold-increase,
p < 0.05), without any change in CHOP expression (Fig. 5C, 2.29
fold-increase, p < 0.05). No changes were observed in necrosis
(Fig. 5B). Similar to the results obtained with eFABP4 alone
(Fig. 2D), neither LA nor eFABP4 plus LA, had any significant effect
on ubiquitination (Fig. 5D).

4. Discussion

In the present study, we provide evidence for a novel link be-
tween hepatic ER stress and FABP4. We have demonstrated that
eFABP4, per se, activates ER stress and attenuates the insulin
signaling pathway in liver cells, one of the most important tissues
involved in the IR. Furthermore, LA and eFABP4 exert a synergistic
effect on the activation of ER stress.

Obesity is characterized by a chronic elevation of FAs concen-
trations and may have additional actions in the liver contributing to
the development of IR and T2D [30]. In addition, FABP4 levels are
increased in obesity, MS and T2D, and these increased levels are
also closely correlated with adverse lipid profiles and IR. Long-term
exposure to FAs might cause ER stress in the liver [12,31]. Here, we
demonstrate that eFABP4 increased IRE1 and ATF6 protein levels in
hepatocytes. This finding is partially consistent with other studies,
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Fig. 2. Effect of eFABP4 on apoptosis and ubiquitination. HepG2 cells were treated with eFABP4 (40 ng/ml) and tunicamycin (TNC, 5 ug/ml) for 18 h (A, B) Apoptosis and necrosis
were determined by flow cytometry. (C) CHOP expression was calculated using quantitative RT-PCR with TagMan primers and the 22 method. (D) Ubiquitinated proteins were
analyzed by western blot. A representative image (upper panel) from three independent experiments is shown. The results are expressed as the mean + SEM of three separate

experiments. *p < 0.05 vs. unstimulated cells (control, CT).

which demonstrated that FABP4 mediates ER stress in macro-
phages and mesangial cells [22], whereas Kajimoto et al. showed
that FABP4 has a cytoprotective role against oxidative and ER stress
in adipocytes [23]. These differences could be attributed to tissue-
specific activities.

Chronic ER stress is present in the liver, f cells, brain and adipose
tissue in animal models of obesity, as well as in obese humans. The
mechanism by which ER stress impairs insulin actions and meta-
bolic control is complex. At the signaling level, several mechanisms
integrate the ER stress responses with the inflammatory and stress
signaling cascades. These include activation of JNK through double-
stranded RNA-dependent protein kinase (PKR) and via the IRE1 or
the PERK pathways, all of which result in impaired insulin receptor
signaling [28]. Here, we demonstrate that eFABP4-induced IRE1
and ATF6 protein levels are directly correlated with an increase in
JNK phosphorylation and a reduction in AKT phosphorylation, both
under basal and in insulin-stimulated conditions, suggesting an
impairment of insulin signaling.

Prolonged or severe ER stress also leads to apoptotic cell death.
The UPR promotes the expression of CHOP, a pro-apoptotic tran-
scription factor that plays a critical role in cell death. The UPR,
possibly through CHOP, down-regulates the anti-apoptotic Bcl-2

family of proteins, but up-regulates the transcription of the pro-
apoptotic genes Bim and Puma [32]. Overall, these effects contribute
to apoptosis in cells undergoing irreversible ER stress. In this study,
we found that eFABP4 induced apoptosis in HepG2 cells, as
assessed by flow cytometry, and CHOP expression. A similar result
was reported by Yao et al, who showed that FABP4 mediates
apoptosis via ER stress in mesangial cells [22]. Although ER stress
also drives protein ubiquitination, as an ER-associated protein
degradation (ERAD) mechanism to further eliminate misfolded
proteins via the proteasome [10], our results did not show changes
in ubiquitinated proteins, suggesting that additional protein mod-
ifications, such as glycosylation, could be involved in FABP4-
induced ER stress. Actually, the reduction in cell viability found in
eFABP4-stimulated cells was related to an increase in the lipid
content, suggesting a lipotoxic effect that might drive cellular
death.

The role of FAs in ER stress is well established and has been
considered to be a link between obesity and IR in peripheral tissues.
For this study, we chose LA because in preliminary experiments this
FA had a higher biological impact. Moreover, we performed the
studies in an albumin-free system to avoid FA buffering effects. This
method differs from other studies because our aim was to study the

Fig. 1. Effect of eFABP4 on ER Stress and insulin pathway. HepG2 cells were treated with eFABP4 (40 ng/ml) for 18 h in the presence or absence of insulin (Ins, 100 nM) for the last
10 min of treatment. Tunicamycin (TNC) was used as the positive control (5 pg/ml). ER stress markers were analyzed by real time PCR (A, C, E) and western blot (B, D, F). JNK and AKT
phosphorylation were analyzed by western blot (G, H). Representative western blots and relative densitometric analyses are shown. The results are expressed as the mean + SEM of
three separate experiments. *p < 0.05 vs. unstimulated cells (control, CT); **p < 0.01 vs. unstimulated cells (control, CT); #p < 0.05 vs. Ins.

79

RESULTATS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

196 A. Bosquet et al. / Atherosclerosis 249 (2016) 191-199
: M 00pM  ED300pM B 500.M O3 1000 M
150
0
3
<1
(5
2
3
8
5
B
Palmitate Oleate Elaidate Palmitoleate  Palmitaleidate  Linoleate
B
150
. 100uM B3 300.M EED 500M C3 1000 M
3
3
2 100
«
z
2
g 5o
>
®
0
Palmitate Oleate Elaidate Palmitoleate  Palmitaleidate  Linoleate
c
€FABPA
1
B
H]
2
5 1
<
> €FABPA + LA
H
8
>
2
CT  eFABP4 LA eFABP4+LA
E
#
300
-]
& .
P 200
£
€
8 100
£
@
o
0
CT  eFABP4 LA eFABP4+LA

Fig. 3. Effect of fatty acids and eFABP4 on cell viability and lipid content. (A, B) HepG2 cells were treated with fatty acids (palmitate, oleate, elaidate, palmitoleate, palmitelaidate
and LA) at different concentrations (100, 300, 500 and 1000 pM) and incubated for (A) 6 h or (B) 18 h. (C) Cells were treated with eFABP4 (40 ng/ml) and LA (200 uM). Cell viability is
expressed as percentage of control. (D) Fluorescent images of Nile Red at 20x magnification. (E) Quantification of Nile Red. The data are presented as the mean values + SEM of three
experiments. *p < 0.05 vs. unstimulated cells (control, CT); "p < 0.05 vs. eFABP4; ‘p <005 vs. LA,

combined effect of FA and eFABP4, which would be blunted by the
presence of albumin. Our data confirmed that eFABP4 acts syner-
gistically with LA to enhance the protein levels of the ER stress
markers IRE1 and ATF6 and to increase their apoptotic properties.
These effects support the observations in KO mice, in which the
absence of FABP4 protects against IR. Similar findings have been
observed using FABP4 inhibitors [33]. Increased hepatic expression
and circulating levels of FABP4 have also been observed in patients
with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). A study from Hoo
et al. demonstrates that FABP4 expression in the liver is dramati-
cally elevated in high fat high cholesterol diet-induced obese mice

80

with non-alcoholic steatohepatitis (NASH), whereas liver dysfunc-
tion is alleviated by treatment with BMS309403, a highly selective
FABP4 inhibitor [34]. Our results could also suggest a role of FABP4
as the link between ER stress in hepatocytes and the development
of NASH.

FABP4 is an intracellular FA transporter, and the role of circu-
lating FABP4 is not well understood. In the liver, there is a specific
FABP, referred to as FABP1, that prevents lipotoxicity of free FAs and
regulates FA trafficking and partition in hepatocytes [35]. Because
hepatocytes do not express FABP4, our results must be attributed to
eFABP4. We tested the impact of exogenous adipocyte-derived
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Fig. 4. eFABP4 enhances the expression of ER stress markers induced by LA. HepG2 cells were treated with tunicamycin (5 pg/ml), eFABP4 (40 ng/ml) and LA (200 uM) for 18 h
(A, C, E) mRNA levels of genes involved in ER stress were determined using quantitative RT-PCR and normalized to GAPDH expression. (B, D, F) ER stress markers were analyzed by
western blot. The data are presented as the mean values + SEM, and a representative image (upper panel) from three independent experiments is shown. *p < 0.05 vs. unstimulated

cells (control, CT); *p < 0.05 vs. eFABP4; *p < 0.05 vs. LA.

FABP, that is, the role of eFABP4 as an adipokine. There are several
lines of evidence suggesting this role of FABP. Data from our group
show that eFABP4 interacts with endothelial membranes [20].
eFABP4 induces endothelial dysfunction by interfering with NO
production [19]. The presence of eFABP4 accelerates cellular
migration [21]. Additionally, the presence of FABP4 alters myo-
cardiocyte contractility [36]. Thus, there is a growing body of evi-
dence supporting the adipokine role of FABP4.

In conclusion, our results demonstrate that eFABP4 induces ER
stress in liver cells, mainly via IRE1 and ATF6 activation, as well as

apoptosis. Furthermore, in the presence of FAs, such as LA, ER stress
pathways are enhanced due to a synergistic effect between eFABP4
and FAs. Further studies are necessary to fully characterize the
underlying mechanisms by which eFABP4 induces ER stress and its
impact on insulin signaling pathways. These data suggest that
FABP4 could be a link between obesity-related metabolic alter-
ations and hepatic IR. If this link can be demonstrated in humans,
then FABP4 inhibition might be explored as a potential therapeutic
strategy for treating IR alterations and reducing ER stress in the
liver.
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FABP4 inhibitor BMS309403 decreases fatty-acid induced
endoplasmic reticulum stress in skeletal muscle by reducing

MAPK activation.

Alba Bosquet, Ricardo Rodriguez-Calvo, Sandra Guaita-Esteruelas,
Mercedes Heras, Josefa Girona i Lluis Masana.

En revisio

L’obesitat i la DM2 s’han relacionat amb un estrés del RE i inflamacié
cronics. Els inhibidors de FABP4 s’han proposat com a una possible diana
terapeutica contra la inflamacié associada a la RI i la DT2. Tot i aixo, els
mecanismes moleculars a través dels quals aquestes molecules exerceixen la
seva funcié no sén del tot coneguts. Per tant, 'objectiu d’aquest estudi ha
estat investigar si el BMS309403 (inhibidor de FABP4) prevé la inflamacié
associada a l'estres del RE induit per lipids en muscul esqueletic, tant in vivo

com in vitro.
Els resultats principals d’aquest treball sén:

* La HFD augmenta el pes corporal dels ratolins, aixi com diferents
parametres bioquimics (glucosa, leptina, NEFAs, VLDL, TG i
adiponectina). A més, els animals alimentats amb la HFD sén
intolerants a la glucosa. El tractament amb BMS309403 augmenta el
colesterol total i disminueix la ratio HDL/VLDL, index de risc
cardiovascular.

* El tractament amb BMS309403 redueix l'estres del RE (Bip, Chop,
IRE1 i pEIF2) i la inflamacid (Ccl2, Tnf, 116) induida per lipids, tant

en ratolins com en els miotubs C2C12.
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* El tractament amb BMS309403 redueix els diposits lipidics
intramiocel-lulars. A més, aquesta reduccié esta relacionada amb
una disminuci6 de la fosforilacié de les MAPK ERK1/2 i p38, i de la

translocacié nuclear de NF-xB.

Les conclusions d’aquest estudi suggereixen que el BMS309403 redueix la
inflamacié associada a l'estrés del RE en muscul esquelétic, disminuint

'activacié de les MAPK ERK1/2 i p38, i la translocacié nuclear de NF-kB.
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FABP4 inhibitor BMS309403
decreases fatty-acid induced
endoplasmic reticulum stress in
skeletal muscle by reducing MAPK
activation.

Alba Bosquet, Ricardo Rodriguez-Calvo, Sandra Guaita-Esteruelas,

Mercedes Heras, Josefa Girona i Lluis Masana.

Research Unit on Lipids and Atherosclerosis, Sant Joan University Hospital,

Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV), Spanish Biomedical

RESULTATS

Research Centre in Diabetes and Associated Metabolic Disorders

(CIBERDEM), Universitat Rovira i Virgili, Reus, Spain.

Abstract

Aim/hypothesis: Fatty acid binding protein 4 (FABP4) inhibitors have been
proposed as potential therapeutic approaches against insulin resistance-
related inflammation and type 2 diabetes. However, the underlying
molecular mechanisms by which these molecules drive these effects in
skeletal muscle remain elusive. Here, we assessed whether the FABP4
inhibitor, BMS5309403, prevented lipid-induced endoplasmic reticulum (ER)

stress-associated inflammation in skeletal muscle.

Methods; The role of BMS309403 was assessed in both skeletal muscle of

high-fat diet (HFD)-fed mice and in palmitate-stimulated C2C12 myotubes.
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Results: HFD increased body weight, induced plasma levels of glucose,
leptin, non-sterified fatty acids (NEFAs), very low-density lipoproteins
(VLDL)-cholesterol and triglycerides, and reduced levels of adiponectin.
Moreover, HFD increased the area under the curve (AUC) in a glucose
tolerance test (GTT). Treatment with BMS309403 not reversed the effect of
the HFD on the above-mentioned parameters, but increased plasma total
cholesterol (mainly associated with both high-density (HDL) and low-
density (LDL) lipoproteins), and reverted the HFD-induced reduction in the
HDL/VLDL-cholesterol ratio. Treatment with BMS309403 also reduced
lipid-induced ER stress and inflammation in both mice skeletal muscle and
C2C12 myotubes. The effects of the FABP4 inhibitor reducing lipid-induced
ER stress-associated inflammation were related to reduction of fatty acids
(FAs)-induced intramyocellular lipid depots and nuclear factor-kappaB
(NF-xB) nuclear translocation. Finally, BMS309403 reduced extracellular
signal-related kinase ERK1/2 phosphorylation and lipid-induced p38
phosphorylation, which are upstream of the lipid-induced NF-xB

activation.

Conclusions: Overall, these findings indicate that BMS309403 reduces ER
stress-associated inflammation in skeletal muscle by reducing both ERK1/2

and p38 MAPK activation.

Key words: BMS309403, ER stress, Inflammation, NF-xB, ERK1/2,
p38.
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1. Introduction

Saturated fatty acids (FAs) have been proposed as main contributors
to insulin resistance development [1,2]. Elevated plasma FAs are linked
with ectopic fat accumulation in non-adipose tissues, such as liver, heart or
skeletal muscle. Among them, skeletal muscle is the main consumer of the
glucose stimulated by insulin, thus acting as the primary site sensitive to
insulin resistance in obesity and type 2 diabetes [3]. Despite the mechanisms
by which FAs impair insulin signalling in skeletal muscle are not
completely elucidated, increasing evidence propose an activation of cellular
responses conducing to activation of a chronic low-level inflammatory
process [4]. At molecular level, the underlying mechanisms conducing to
inflammatory response involve activation of the pro-inflammatory
transcription factor nuclear factor-kappa B (NF-xB). Interestingly, this
transcription factor has been related to the impairment of insulin signalling
induced by fatty acids in skeletal muscle [5]. Once activated, NF-xB
regulates the expression of a wide range of genes involved in inflammation

and insulin resistance [6].

Several reports have proposed endoplasmic reticulum (ER) stress as
emerging potential mechanism responsible for the saturated FAs-induced
inflammation and insulin resistance [7,8]. ER is a cellular organelle
responsible for the protein synthesis and maturation. When ER function is
altered, unfolded or misfolded proteins accumulate inside ER, leading to
the activation of the unfolded protein response (UPR), aimed to re-establish
the correct ER function [9]. The UPR is mainly mediated by the activation of
three cellular signalling pathways, such inositol-requiring enzyme (IRE)-1q,
PKR-like ER kinase (PERK) and activating transcription factor 6 (ATEF6).

These three cellular pathways are able to interact with several inflammatory
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and stress signalling, including NF-kB [10]. It has been reported that UPR
reduces the NF-«B inhibitor IxBa through several mechanisms [11-13], thus
resulting in the NF-«xB activation and the regulation of genes involved in

inflammation and insulin resistance [10].

Increasing evidence have proposed the use of the fatty acid binding
protein 4 (FABP4) inhibitors as emerging therapeutic approach against
insulin resistance and type 2 diabetes [14]. Among the synthetic FABP4
inhibitors developed to date, the BMS309403 is a biphenyl azole inhibitor
that binds with high affinity to the FABP4-binding cavity (Ki value <2 nM),
thus competing for the FAs binding [14-17]. Experimental approaches have
shown that BMS309403 protects against insulin resistance, type 2 diabetes,
fatty liver disease, and atherosclerosis [18]. The mechanisms beyond
BMS309403 effects involves inhibition of lipid accumulation, cholesterol
efflux and inflammation in macrophages, and suppression of fatty acid
uptake in adipocytes [18]. Additionally, BMS309403 may enhance glucose
uptake in myotubes through FABPs-independent mechanisms, via
activation of the AMP-activated protein kinase (AMPK) signalling pathway
[19]. Nevertheless, the role of this drug reducing plasma glucose levels in
experimental animals in front a GTT have shown somewhat conflicting
results. Early studies reporting that BMS309403 reduces glucose intolerance
in both ob/ob and HFD-fed mice [18], were not subsequently corroborated
by others [20]. Recently, it has been reported that FABP4 inhibition
prevented upregulation of ER stress markers by several stimuli in human
mesangial cells [21]. However, the role of BMS309403 regulating the ER
stress-associated inflammation in skeletal muscle has not been fully

explored.
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In the present study, we found that treatment with BMS309403
attenuates lipid-induced ER stress and inflammation in skeletal muscle
through a mechanism involving attenuation of the p38 MAPK pathway and

activation of the NF-xB.
2. Material and methods

Reagents

BMS309403 was obtained from Tocris Bioscience (Bristol, UK).
Palmitate, insulin and bovine serum albumin (BSA) were purchased from

Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).
Animals

Six-week-old C57BL/6] male mice were maintained on a standard
light-dark cycle (12 h light/dark cycle) and temperature (21+1°C)
conditions, with ad libitum access to food and water. Animals were
randomly distributed in three experimental groups (n = 10 each) and fed
with a standard chow diet (STD: 10% kcal from fat. Panlab; Barcelona,
Spain) or a high-fat diet (HFD: 60% kcal from fat. Panlab; Barcelona, Spain)
for 12 weeks. After 6 weeks of feeding, a GTT was performed on mice fasted
for 4 h. Briefly, animals received 2 g/kg body weight of glucose by
intraperitoneal injection, and blood was collected from the tail vein after 0,
15, 30, 60, 120 and 180 min. Area Under the Curve (AUC) was determined
as a measure of glucose intolerance. Then animals were treated with a daily
oral gavage of PBS (STD or HFD) or of 15 mg kg day™ of the FABP4
inhibitor BMS309403 (HFD+BMS) for six weeks more [18,22]. Before the end
the procedure, a glucose tolerance test was performed again. After this
period, mice were euthanized under ketamine/medetomidine anaesthesia

(75 mg/kg and 1 mg/kg, respectively) and the skeletal muscle (soleus) were
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immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. A blood sampled
was collected and plasma samples were analysed for glucose (Spinreact;
Barcelona, Spain), insulin, resistin, leptin, adiponectin (Milliplex®,
Millipore; Billerica, MA, USA), FABP4 (Biovendor; Brno, Czech Republic),
non-sterified fatty acids (NEFAs) (Wako; Osaka, Japan), total cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol and triglycerides
(Spinreact; Barcelona, Spain). HDL/LDL-cholesterol and HDL/VLDL-
cholesterol ratios were analysed as cardiovascular risk indexes. These
experiments conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the U.S. National Institutes of Health (NIH
publication no. 85-23, revised 1996). All procedures were approved by the
University Rovira i Virgili Bioethics Committee, as stated in Law 5/21 July
1995 passed by the Generalitat de Catalunya (Autonomous Government of

Catalonia).
Cell culture

Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum, 50 units/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin, at 37°C and 5%
CO¢. Cells were seeded in multi-well plates and differentiated to myotubes
in medium containing DMEM and 2% horse serum (HS) for 4 days
(Biowest; Nuaillé, France). Then cells were serum-starved in DMEM
containing 0.1% HS for 24 hours and challenged with BSA-conjugated
palmitate (0.25 mmol/l) for 16 hours (RNA and whole protein), 2 hour
(nuclear protein extracts) or 10 min (whole protein), in presence or absence
of BMS309403 (25 uM). Palmitate was conjugated with fatty acid—free BSA,

following a modified method from Chavez et al. [23]. After incubation,
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RNA, whole protein and nuclear protein extracts were extracted from

myotubes as described below.

RNA preparation and quantitative real time reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis

Levels of mRNA were assessed by the real time PCR as previously
described [26]. Total RNA was isolated from skeletal muscle using the TRI
Reagent (Sigma-Aldrich; Barcelona, Spain), or from C2C12 using the
PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen, Life Technologies; Madrid, Spain),
according to the manufacturer’s recommendations. RNA integrity was
determined by electrophoresis in agarose gel and was quantified by a
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific; Madrid, Spain). Total
RNA (1 pg) was reverse-transcribed using the PrimeScript RT Reagent Kit
(Takara Bio; France). Levels of mRNA were assessed by real-time PCR on an
ABI PRISM 7900 sequence detector (Applied Biosystems; CA, USA). TagMan
gene expression assays-on-demand (IDT; Leuven, Belgium) were used for
mouse Atf6 (Mm.PT.58.42093650), mouse Bip (Mm.PT.58.30646955), mouse
CCAAT/enhancer-binding  protein =~ homologous  protein  (Chop)
(Mm.PT.58.30882054), mouse Ccl2 (Mm.PT.58.42151692), mouse tumor
necrosis factor (Tnf) (Mm.PT.58.12575861) and mouse interleukin 6 (I16)
(Mm.PT.58.10005566). TATA-binding protein (Tbp) (Mm.PT.58.10867035) was

used as endogenous controls [24].
Immunoblotting

Cellular extracts were obtained using RIPA buffer (0.1% SDS, 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P40, 50 mM Tris-HCl, 0.5% deoxycholate) containing
phosphatase and protease inhibitors (Roche Diagnostics; Basel, Switzerland).

Protein extracts from mice skeletal muscle were generated using an ice-cold
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lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% (v/v) Triton X-100, 150
mM NaCl and 1 mM DTT, supplemented with phosphatase and protease
inhibitors (Roche Diagnostics; Basel, Switzerland). Nuclear extracts were
obtained as previously described [25]. Protein concentrations were
determined using a Bradford Assay Kit (Bio-Rad; USA). Equal amounts of
proteins were separated on 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to Immobilon polyvinylidene
diflouride (PVDF) membranes using iBlot® Dry Blotting System (Life
Technologies; Madrid, Spain). Western blot analyses were performed using
antibodies against phospho-Ser*3-AKT (#4060), AKT (#4691), IREla (#3294),
phospho-Ser’l-eukaryotic initiation factor 2 (elF2)-a (¥ 9721), elF2a (#9722),
phospho-Thr202/Tyr?-extracellular signal-related kinase (ERK)1/2 (#4370),
ERK1/2 (#4695), phospho-Thr'8/Tyr'$2-p38 (#4511), p38 (#8690), all of them
from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). ATF6 antibody (#09-069) was
obtained from Millipore and p65 antibody (sc-109) from Santa Cruz
Biotechnology. a-actin (sc-1616, Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA) and Histone H3 (#9715, Cell Signaling) were used as a loading control
for total and nuclear extracts respectively. Detection was performed using
the appropriate horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary
antibody (Dako; Glostrup, Denmark). The bands were visualized using ECL
reagents (Amersham Pharmacia; USA) with the Amersham Imager 600 and
quantified with ImageQuant TL software, version 8.1 (GE Healthcare;

Barcelona, Spain).
Nile Red staining

To visualize the lipid droplets, cells were incubated with the lipophilic
fluorescent dye Nile Red (100 ng/ml) (Sigma-Aldrich; Barcelona, Spain)

diluted in PBS for 5 min at room temperature without prior fixation [26]. The
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cell images were captured using a microscope (Olympus IX71, Spain) and

quantified with Image-] software from four random fields.
Statistics

The results are presented as the mean + standard error mean (SEM) of
at least 3 separate experiments. Differences between the means were
determined using a t-test or a one-way analysis of variance (ANOVA), which
was followed by a Bonferroni’s post-hoc test for multiple comparisons, using
the GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Software Inc; La Jolla, CA,

USA). The differences were considered to be significant at p <0.05.
3. Results

3.1. Effects of BMS309403 on weight, plasma profile and glucose tolerance

test in mice fed with a HFD

To explore the effects of BMS309403 treatment once the effects of the
HFD were stablished, mice were fed with STD or HFD for 6 weeks prior to
drug administration. After 6 weeks, animals fed with the HFD showed
increased body weight (STD: 28.44 + 0.28 g vs HFD: 31.70 + 0.54 g; p<0.001)
and glucose intolerance (data not shown) compared to STD-fed mice. Then,
animals were treated with a daily oral gavage of BMS309403 (15 mg kg!
day) or vehicle for 6 weeks more. After this period, mice fed with HFD
showed a further body weight increment (STD: 29.80 + 0.60 g vs HFD: 38.08
+ 1.80 g; p<0.001). In addition, mice fed with the HFD showed increased
levels of plasma glucose, leptin, NEFAs, very low-density lipoproteins
(VLDL)-cholesterol and triglycerides, and reduced levels of adiponectin
compared with mice fed with STD diet. Regarding FABP4 levels, HFD
increased these levels, but not significantly (Table 1). Treatment with

BMS309403 not reduced the weight increment on animals fed with HFD

95

RESULTATS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

and not reversed the effect of HFD on the above-mentioned parameters.
Since BMS309403 did not decrease circulating FABP4 levels, these data may
suggest that BMS309403 may act by a FABP4 inhibition independent
mechanism. Surprisingly, animals treated with BMS309403 showed
increased plasma total cholesterol, mainly associated to both high-density
(HDL) and low-density (LDL) lipoproteins, as compared to HFD-fed mice
receiving vehicle (Table 1). Thus, we measured both HDL/LDL-cholesterol
and HDL/VLDL-cholesterol ratios as indexes of cardiovascular risk. No
changes were found in the HDL/LDL-cholesterol ratio, but BMS309403
reverted the HFD-induced reduction in the HDL/VLDL-cholesterol index
(Table 1). Additionally, treatment with BMS309403 not reversed the glucose
intolerance induced by HFD (Figure 1A and 1B).

3.2. BMS309403 reverses HFD-induced ER stress and inflammation in

mice skeletal muscle

Despite BMS309403 not reduce glucose intolerance induced by HFD
at systemic level, we explored the effect of this drug regulating ER stress in
skeletal muscle, since this tissue is the primary consumer of glucose
stimulated by insulin and thereby the major site sensitive to insulin
resistance [3]. As a first approach, we analysed the expression of Atf6, one
of the main effectors of UPR response. Unfortunately, we do not observed
changes in the Atf6 mRNA levels in animals fed with HFD, treated or not
with BMS309403 (Figure 2A). However, this drug reversed the up-
regulation of downstream ER stress markers by the HFD, such as the
chaperone Bip (1.01 fold, p<0.05 vs. HFD) (Figure 2B) and the pro-apoptotic
transcription factor Chop (1.00 fold, p<0.05 vs. HFD) (Figure 2C). Given that
ER stress has been related to inflammation [7,27], we explored whether the

changes observed in the ER stress markers by BMS309403 were related to
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regulation in the expression of pro-inflammatory genes. Consistent with the
regulation of the ER stress, Ccl2 and Tnf mRNA levels were increased in
skeletal muscle of mice fed with HFD (3.77 and 2.07 fold, respectively,
p<0.05 vs. STD), whereas treatment with BMS309403 significantly reduced
the expression of these cytokines (0.73 and 0.99 fold, respectively, p<0.05 vs.
STD) (Figure 2C and 2D).

3.3. BMS309403 reduces palmitate-induced ER stress in C2C12 myotubes

Next we explored the BMS309403 effects in C2C12 myotubes. To
mimic the effects of the HFD, cells were stimulated with palmitate (0.25
mM) for 16 hours, a well-known ER stress activator in skeletal muscle
[28,29]. Accordingly, palmitate induced Atf6 expression (1.32 fold, p<0.001
vs. CT) (Figure 3D) although no changes were found in ATF6 protein levels
(Figure 3A). Furthermore, palmitate increased IREla protein levels (1.44
fold, p<0.05 vs. CT) (Figure 3B), as well as EIF2a phosphorylation (1.2 fold,
p<0.01 vs. CT) (Figure 3C). Conversely, palmitate effects on the UPR
activation were prevented in cells treated with the FABP4 inhibitor (25 uM)
(0.83 and 0.93 fold, respectively, p<0.05 vs. PA) (Figures 3B and 3C).
Consistent with the regulation of the main pathways involved in the UPR,
myotubes exposed to palmitate showed increased expression of the
downstream ER stress markers Bip and Chop (3.95 and 5.74 fold,
respectively, p<0.001 vs. CT), whereas in the presence of BMS5309403, the
mRNA levels of these two genes were reduced (3.16 and 4.19 fold,

respectively, p<0.05 vs. PA) (Figures 3E and 3F).
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3.4. BMS309403 attenuates palmitate-induced intramyocellular lipid

accumulation in C2C12 myotubes

Because ER stress can promote lipid accumulation in several cell
types [30,31], we explored whether effects of BMS309403 reducing
palmitate-induced ER stress were related to lipid intracellular storage. In
agreement with the augmented UPR, Nile Red staining revealed that
palmitate-stimulated cells exhibited a 4.23-fold (p<0.001) increase in
intramyocellular lipid storage compared to non-stimulated cells (Figure 4A
and 4B). However, BMS309403 treatment almost completely supressed the
palmitate effect on lipid accumulation (49.64% reduction vs. PA, p<0.05)
(Figure 4A and 4B).

3.5. BMS309403 prevents inflammation in C2C12 myotubes

Since ER stress contributes to activation of several signalling
conducing to inflammation [7,27], we next assessed the role of BMS309403
counteracting the up-regulation of several pro-inflammatory mediators by
palmitate. Similar to data obtained in mice, treatment with BMS309403
prevented the palmitate-induced expression of pro-inflammatory genes,
such as Ccl2, Tnf and 1I6 (1.25, 11.83 and 6.92 fold, respectively, p<0.05 vs.
PA) (Figures 5A-C), some of them involved in insulin resistance [32]. These
pro-inflammatory cytokines are under the transcriptional regulation of NF-
kB. Interestingly, it has been previously reported that ER stress contributes
to activation of this transcription by reducing IkBa through several
mechanisms [11-13]. Because IkBa reduction lead NF-«kB nuclear
translocation, we analysed nuclear protein levels of the NF-kB p65 subunit.
Accordingly with transcriptional changes, treatment with BMS309403
reduced palmitate-induced p65 nuclear translocation (0.96 fold, p<0.05 vs.

PA) (Figure 5D).
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3.6. BM5309403 regulates MAPK phosphorylation in C2C12 myotubes

Finally, we attempted to investigate the molecular mechanism by
which BMS309403 inhibits NF-«B activation in skeletal muscle cells. Several
reports have identified that both, ERK1/2 and p38 MAPK leads the
activation of NF-kB [33]. Thereby, we analysed the effect of BMS309403
regulating both ERK1/2 and p38 MAPK in palmitate-stimulated C2C12
myotubes. As it is shown in Figure 6A, palmitate not induced ERK1/2
phosphorylation under our experimental conditions (Figure 6A), suggesting
than additional pathways are required to mediate its effects in our model.
However, palmitate stimulation significantly increased the phospho-p38
protein levels (1.23 fold, p<0.001 vs. CT) (Figure 6B). Treatment with
BMS309403 reduced both phospho-ERK1/2 and phospho-p38 protein levels
in palmitate-stimulated cells (0.71 and 0.96 fold, respectively, p<0.05 vs.
PA), suggesting that one of the potential mechanisms by which this
molecule attenuates the ER stress-associated inflammation in skeletal

muscle is through reduction of both ERK1/2 and p38 MAPK activation.
4. Discussion

In the present study, we demonstrate for the first time that
BMS309403 treatment reduces fatty-acid induced-ER stress and
inflammation in skeletal muscle by reducing both ERK1/2 and p38

activation.

Excessive intake of diets with high fat content promotes increase of
plasma NEFAs, which actively contribute to development of insulin
resistance in peripheral tissues [1,2]. Recently, FABP4 inhibitors, such as
BMS309403, have been proposed as potential therapeutic agents for

targeting some of these metabolic diseases [18]. Interestingly, ob/ob mice
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treated with BMS309403 showed decreased blood glucose, insulin and
triglyceride levels, and increased adiponectin concentration [18].
Furthermore, both ob/ob and HFD-fed mice showed improved glucose
tolerance after treatment with BMS309403 [18]. However, the effect of this
drug improving glucose tolerance has not been corroborated by others [20].
Under our experimental conditions, BMS309403 not reduced HFD-induced
glucose intolerance, assessed by the calculation of the AUC, thus confirming
the findings from Lan et al. [20]. Additionally, the FABP4 inhibitor was
unable to reverse the HFD effect inducing plasma glucose, leptin, NEFAs,
triglycerides and VLDL-cholesterol, and reducing adiponectin.
Surprisingly, BMS309403 increased plasma total cholesterol, mainly
associated with both HDL and LDL. Despite no changes were found in
HDL/LDL-cholesterol ratio, BMS309403 reversed the HFD effect on the
HDL/VLDL-cholesterol, suggesting a kind of protection reducing

cardiovascular risk.

At tissue level, it has been reported that BMS309403 reduces the
expression of inflammatory mediators and improves insulin sensitivity by
inhibiting Jun N-terminal kinase (JNK) and AKT signalling, in both white
adipose tissue and liver from ob/ob mice [18]. Moreover, in skeletal muscle
cells this drug improves glucose uptake via AMPK activation [19].
Although these studies reported some of the mechanisms of action of
BMS309403 reducing inflammation-related insulin resistance, there is no
information as to whether this drug regulates these disturbances by
additional processes. Interestingly, FABP4 inhibition prevents ER stress
markers in human mesangial cells [21]. Given that ER stress has been
proposed as one of the potential mechanisms by which FAs conduce to

inflammation and insulin resistance [7,8], BMS309403 may improve these
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alterations by regulating this process. Thereby, we explored the role of this
drug regulating ER stress-associated inflammation in skeletal muscle of
HFD-fed mice, since this is the main site sensitive to insulin resistance in
obesity and type 2 diabetes [3].The FABP4 inhibitor reduced the effects of
HFD up-regulating the expression of genes downstream of UPR response,
such as Bip and Chop, showing for first time that this drug directly impacts
in the regulation of ER stress in skeletal muscle. In line with this
observation, BMS309403 inhibited the HFD-induced cytokine expression,
suggesting that some of the protective effect of this drug in skeletal muscle
might be due to its ability to reduce the ER stress-associated inflammation.
Similar results were obtained in C2C12 myotubes stimulated with
palmitate, thus confirming the BMS309403 role regulating ER stress and
inflammation in skeletal muscle cells. However, FABP4 stimulation did not
induce ER stress in C2C12 myotubes (Fig. 51), suggesting that BMS309403
inhibits the ER stress-induced inflammation through a FABP4 independent
mechanism. Interestingly, Lin ef al. previously reported that BMS309403
was able to induce glucose uptake via a mechanism not mediated by FABP4
[19]. In order to explore the potential molecular mechanism by which
BMS309403  decreased fatty acids-induced ER  stress-associated
inflammation, we analysed the p65 nuclear translocation. Accordingly with
our previous data, BMS309403 treatment prevented palmitate-induced p65
nuclear translocation, proposing that regulation of the inflammatory
process was at least partially mediated by the NF-kB inhibition.
Interestingly, palmitate-stimulated cells showed increased intracellular
lipid content, which was not observed in BMS309403-treated cells. Given
that accumulation of intracellular lipid species can activate cellular
signalling cascades conducing to NF-kB activation [4], BMS309403 may

regulate the ER stress-associated inflammation by reducing intracellular
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lipid content. Accordingly with this hypothesis, BMS309403 reduced
ERK1/2 phosphorylation and attenuated palmitate-induced p38 MAPK
activation, proposing regulation of these cellular pathways as one of the
potential mechanisms by which this drug reduced palmitate-induced ER

stress-associated inflammation in skeletal muscle cells.

Altogether, in the present study we show for the first time that
treatment with BMS309403 reduced saturated FAs-induced ER stress-
associated inflammation in skeletal muscle. The underlying molecular
mechanisms involve reduction of intracellular lipid content and inhibition
of the ERK1/2 and p38 MAPK signalling, all conducing to attenuation of the
lipid-induced NF-xB activation. Although further studies are necessary to
fully characterize the role of BMS309403 regulating metabolic alterations
induced by FAs, our data reveal a new mechanism of action by which this
drug contribute to preventing the lipid-induced insulin resistance in

skeletal muscle.
Funding

This research was financially supported by a grant from ISCIII, Madrid,
Spain (PI15/00627), Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) and
from the CIBER in Diabetes and Associated Metabolic Disorders
(CB07/08/0028). AB was supported by a pre-doctoral fellowship from the
ISCIII, Madrid, Spain (FI12/00421).

References

[1] B. Vessby, M. Uusitupa, K. Hermansen, G. Riccardi, A.A. Rivellese, L.C.
Tapsell, C. Nalsén, L. Berglund, A. Louheranta, B.M. Rasmussen, G.D.
Calvert, A. Maffetone, E. Pedersen, I.B. Gustafsson, L.H. Storlien,

Substituting dietary saturated for monounsaturated fat impairs insulin

102



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

(2]

[3]

[4]

[10]

sensitivity in healthy men and women: The KANWU study, Diabetologia.
44 (2001) 312-319. doi:10.1007/s001250051620.

F.B. Hu, S. Liu, RM. Van Dam, S. Liu, Diet and risk of Type II diabetes: The
role of types of fat and carbohydrate, 2001. doi:10.1007/s001250100547.

D.E. Kelley, B.H. Goodpaster, L. Storlien, Muscle triglyceride and insulin
resistance., Annu. Rev. Nutr. 22 (2002) 325-46.
doi:10.1146/annurev.nutr.22.010402.102912.

K.E. Wellen, G.S. Hotamisligil, Inflammation, stress, and diabetes, J. Clin.
Invest. 115 (2005) 1111-1119. d0i:10.1172/JCI200525102.

J.K. Kim, Y.J. Kim, J.J. Fillmore, Y. Chen, I. Moore, ]. Lee, M. Yuan, Z.W. Li,
M. Karin, P. Perret, S.E. Shoelson, G.I. Shulman, Prevention of fat-induced
insulin resistance by salicylate, ]J. Clin. Invest. 108 (2001) 437-46.
doi:10.1172/JCI11559.

R.G. Baker, M.S. Hayden, S. Ghosh, NF-kB, Inflammation, and Metabolic
Disease, Cell Metab. 13 (2011) 11-22. d0i:10.1016/j.cmet.2010.12.008.NF-.

G.S. Hotamisligil, Endoplasmic Reticulum Stress and the Inflammatory
Basis of  Metabolic  Disease,  Cell. 140  (2010)  900-917.
do0i:10.1016/j.cell.2010.02.034.Endoplasmic.

K. Zhang, RJ. Kaufman, From endoplasmic-reticulum stress to the
inflammatory response, Nature. 454 (2008) 455-462.
d0i:10.1038/nature07203.

D. Ron, Translational control in the endoplasmic reticulum stress response,

J. Clin. Invest. 110 (2002) 1383-1388. d0i:10.1172/JCI200216784.

AD. Garg, A. Kaczmarek, O. Krysko, P. Vandenabeele, D. V. Krysko, P.
Agostinis, ER stress-induced inflammation: Does it aid or impede disease
progression?, Trends Mol. Med. 18 (2012) 589-598.
doi:10.1016/j.molmed.2012.06.010.

103

RESULTATS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

P. Hu, Z. Han, A.D. Couvillon, R.J. Kaufman, J.H. Exton, Autocrine tumor
necrosis factor alpha links endoplasmic reticulum stress to the membrane
death receptor pathway through IRElalpha-mediated NF-kappaB activation
and down-regulation of TRAF2 expression., Mol. Cell. Biol. 26 (2006) 3071-
84. d0i:10.1128/MCB.26.8.3071-3084.2006.

J. Deng, P.D. Lu, Y. Zhang, D. Scheuner, R.J. Kaufman, N. Sonenberg, H.P.
Harding, D. Ron, Translational Repression Mediates Activation of Nuclear
Factor Kappa B by Phosphorylated Translation Initiation Factor 2, Mol. Cell.
Biol. 24 (2004) 10161-10168. doi:10.1128/MCB.24.23.10161-10168.2004.

H. Yamazaki, N. Hiramatsu, K. Hayakawa, Y. Tagawa, M. Okamura, R.
Ogata, T. Huang, S. Nakajima, J. Yao, A.-W. Paton, ]J.C. Paton, M. Kitamura,
Activation of the Akt-NF-B Pathway by Subtilase Cytotoxin through the
ATF6 Branch of the Unfolded Protein Response, J. Immunol. 183 (2009)
1480-1487. doi:10.4049/jimmunol.0900017.

R. Bagheri, AN. Qasim, N.N. Mehta, K. Terembula, S. Kapoor, S.
Braunstein, M. Schutta, N. Igbal, M. Lehrke, M.P. Reilly, Relation of plasma
fatty acid binding proteins 4 and 5 with the metabolic syndrome,
inflammation and coronary calcium in patients with type-2 diabetes
mellitus., Am. J. Cardiol. 106 (2010) 1118-23.
doi:10.1016/j.amjcard.2010.06.028.

R. Sulsky, D.R. Magnin, Y. Huang, L. Simpkins, P. Taunk, M. Patel, Y. Zhu,
T.R. Stouch, D. Bassolino-Klimas, R. Parker, T. Harrity, R. Stoffel, D.S.
Taylor, T.B. Lavoie, K. Kish, B.L. Jacobson, S. Sheriff, L.P. Adam, W.R.
Ewing, J.A. Robl, Potent and selective biphenyl azole inhibitors of adipocyte
fatty acid binding protein (aFABP), Bioorganic Med. Chem. Lett. 17 (2007)
3511-3515. d0i:10.1016/j.bmcl.2006.12.044.

M. Furuhashi, G.S. Hotamisligil, Fatty acid-binding proteins: role in
metabolic diseases and potential as drug targets., Nat. Rev. Drug Discov. 7

(2008) 489-503. d0i:10.1038/nrd2589.

104



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

A. V. Hertzel, K. Hellberg, ].M. Reynolds, A.C. Kruse, B.E. Juhlmann, A.].
Smith, M.A. Sanders, D.H. Ohlendorf, J. Suttles, D.A. Bernlohr,
Identification and characterization of a small molecule inhibitor of fatty acid
binding  proteins, J. Med. Chem. 52 (2009) 6024-6031.
d0i:10.1021/jm900720m.

M. Furuhashi, G. Tuncman, C.Z. Gorgiin, L. Makowski, G. Atsumi, E.
Vaillancourt, K. Kono, V.R. Babaev, S. Fazio, M.F. Linton, R. Sulsky, J.A.
Robl, R.A. Parker, G.S. Hotamisligil, Treatment of diabetes and
atherosclerosis by inhibiting fatty-acid-binding protein aP2., Nature. 447
(2007) 959-65. d0i:10.1038/nature05844.

W. Lin, X. Huang, L. Zhang, D. Chen, D. Wang, Q. Peng, L. Xu, J. Li, X. Liu,
K. Li, K. Ding, S. Jin, J. Li, D. Wu, BMS309403 Stimulates Glucose Uptake in
Myotubes through Activation of AMP-Activated Protein Kinase, PLoS One.
7 (2012). doi:10.1371/journal.pone.0044570.

RESULTATS

H. Lan, C.C. Cheng, T.]. Kowalski, L. Pang, L. Shan, C.-C. Chuang, J.

Jackson, A. Rojas-Triana, L. Bober, L. Liu, J. Voigt, P. Orth, X. Yang, G.W.
Shipps, J.A. Hedrick, Small-molecule inhibitors of FABP4/5 ameliorate
dyslipidemia but not insulin resistance in mice with diet-induced obesity., J.

Lipid Res. 52 (2011) 646—656. d0i:10.1194/jlr. M012757.

F.Yao, Z. Li, T. Ehara, L. Yang, D. Wang, L. Feng, Y. Zhang, K. Wang, Y. Shi,
H. Duan, L. Zhang, Fatty Acid-Binding Protein 4 mediates apoptosis via
endoplasmic reticulum stress in mesangial cells of diabetic nephropathy.,

Mol. Cell. Endocrinol. (2015). doi:10.1016/j.mce.2015.05.003.

R.L.C. Hoo, LP.C. Lee, M. Zhou, J.Y.L. Wong, X. Hui, A. Xu, KS.L. Lam,
Pharmacological inhibition of adipocyte fatty acid binding protein alleviates
both acute liver injury and non-alcoholic steatohepatitis in mice., . Hepatol.

58 (2013) 358-364. d0i:10.1016/j.jhep.2012.10.022.

J.A. Chavez, T.A. Knotts, L.P. Wang, G. Li, R.T. Dobrowsky, G.L. Florant,

105



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

[24]

(23]

(26]

(271

(28]

[29]

S.A. Summers, A role for ceramide, but not diacylglycerol, in the
antagonism of insulin signal transduction by saturated fatty acids, J. Biol.

Chem. 278 (2003) 10297-10303. d0i:10.1074/jbc.M212307200.

R. Rodriguez-Calvo, B. Ferran, J. Alonso, I. Marti-Pamies, S. Aguil, O.
Calvayrac, C. Rodriguez, J]. Martinez-Gonzalez, NR4A receptors up-regulate
the antiproteinase alpha-2 macroglobulin (A2m) and modulate MMP-2 and
MMP-9 in vascular smooth muscle cells, Thromb. Haemost. 113 (2015) 1323—
1334. doi:10.1160/TH14-07-0645.

R. Rodriguez-Calvo, M. Jové, T. Coll, A. Camins, R.M. Sanchez, M. Alegret,
M. Merlos, M. Pallas, J.C. Laguna, M. Vazquez-Carrera, PGC-1beta down-
regulation is associated with reduced ERRalpha activity and MCAD
expression in skeletal muscle of senescence-accelerated mice., J. Gerontol. A.

Biol. Sci. Med. Sci. 61 (2006) 773-780. doi:61/8/773 [pii].

A. Bosquet, S. Guaita-Esteruelas, P. Saavedra, R. Rodriguez-Calvo, M.
Heras, J. Girona, L. Masana, Exogenous FABP4 induces endoplasmic
reticulum stress in HepG2 liver cells, Atherosclerosis. 249 (2016) 191-199.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2016.04.012.

U. Ozcan, Q. Cao, E. Yilmaz, A.-H. Lee, N.N. Iwakoshi, E. Ozdelen, G.
Tuncman, C. Gorglin, L.H. Glimcher, G.S. Hotamisligil, Endoplasmic
reticulum stress links obesity, insulin action, and type 2 diabetes., Science.

306 (2004) 457-61. d0i:10.1126/science.1103160.

L. Salvadd, T. Coll, A.M. Gémez-Foix, E. Salmerodn, E. Barroso, X. Palomer,
M. Vazquez-Carrera, Oleate prevents saturated-fatty-acid-induced ER stress,
inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells through an
AMPK-dependent mechanism, Diabetologia. 56 (2013) 1372-82.
doi:10.1007/s00125-013-2867-3.

R. Hage Hassan, I. Hainault, J.T. Vilquin, C. SamaM.A., F. Lasnier, P. Ferré,

F. Foufelle, E. Hajduch, Endoplasmic reticulum stress does not mediate

106



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

[30]

[31]

[32]

[33]

palmitate-induced insulin resistance in mouse and human muscle cells,

Diabetologia. 55 (2012) 204-214. d0i:10.1007/s00125-011-2328-9.

D.L. Fang, Y. Wan, W. Shen, J. Cao, ZX. Sun, H.H. Yu, Q. Zhang, W.H.
Cheng, J. Chen, B. Ning, Endoplasmic reticulum stress leads to lipid
accumulation through upregulation of SREBP-1c in normal hepatic and
hepatoma cells, Mol. Cell. Biochem. 381 (2013) 127-137. d0i:10.1007/s11010-
013-1694-7.

G.H. Werstuck, S.R. Lentz, S. Dayal, G.S. Hossain, S.K. Sood, Y.Y. Shi, J.
Zhou, N. Maeda, S.K. Krisans, M.R. Malinow, R.C. Austin, Homocysteine-
induced endoplasmic reticulum stress causes dysregulation of the
cholesterol and triglyceride biosynthetic pathways, J. Clin. Invest. 107 (2001)
1263-1273. doi:10.1172/JCI11596.

P.A. Kern, S. Ranganathan, C. Li, L. Wood, G. Ranganathan, Adipose tissue
tumor necrosis factor and interleukin-6 expression in human obesity and
insulin resistance., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 280 (2001) E745-51.
doi:10.1210/jc.85.9.3338.

K. Schulze-Osthoff, D. Ferrari, K. Riechemann, S. Wesselborg, Regulation of
NF-kappa B activation by MAP kinase cascades., Inmunobiology. 198 (1997)
35-49. d0i:10.1016/S0171-2985(97)80025-3.

107

%
<<
|
)
(V]
(NN}
[a'ss




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER:

DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

Table 1. Serum biochemical profile.

IMPLICACIO EN L'ESTRES

STD HFD HFD+BMS
Plasma Glucose (mg/dl) 175+ 14,13 337,334 3342%%% 371,67+ 15,37
Plasma Insulin (pg/ml) 71,18+ 33,42 62,44+ 16,83 138,69+42,11
Plasma Resistin (pg/ml) 1413,99+ 144,71 2476,79+ 473,84 228782+ 671,90

Plasma Leptin (pg/ml)
Plasma Adiponectin (pg/ml)
Plasma FABP4 (ng/ml)
Plasma NEFA (pmol/l)
Total Cholesterol (mmol/l)
HDL-cholesterol (mmol/l)
LDL-cholesterol (mmol/l)
VLDL-cholesterol (mmol/l)
Plasma Triglycerides (mmol/l)

Ratio HDL/VLDL

778,71+271,04
23,06+ 3,77

282,24+ 65,82

720,00+ 54,63
2,2540,10
1,1540,07
0,91+0,05
0,1940,02
0,42+0,05

7,14£1,18

5820,41+2102,85%*

11,87+ 127%
532,50+ 120,33
934,56+ 54,64%*
2,48+023
12140,13
0,94+0,10
0,33 +0,03%**
0,73 +0,08%x*

3,85+0,42%*

5911,56+ 1604,86

9,53+ 1,03

442,54+ 103,41

982,22+ 67,44
3.45+0,16%
1,80+ 0,11%
1,3140,07
0,34+ 0,02
0,75+ 0,05

5,43+0,26%

Values are mean + SEM from nine mice of each group. STD: Standard Diet;

HEFD: High Fat Diet.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 vs. STD

*p<0,05; ## p<0,01; * * p<0,0001 vs. HFD
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Figure 1. BMS309403 treatment not prevents glucose intolerance in mice fed
with HFD. Data from glucose tolerance test (A) and the area under the
curve (AUC) (B) are shown in STD or HFD-fed mice treated or not with
BMS309403. Data are expressed as means + SEM from nine mice per group.

**p<0.01 and ***p<0.001 vs. STD-fed mice.
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Figure 2. BMS309403 reverses HFD-induced ER stress and inflammation in
mice skeletal muscle. Effects of BMS309403 on the mRNA levels of (A) Atf6,
(B) Bip, (C) Chop, (D) Ccl2 and (E) Tnf in the skeletal muscle of mice fed with
a HFD. Total RNA was isolated from skeletal muscle and the mRNA levels
were analysed by real time RT-PCR. Data were normalized to the Tbp
mRNA levels. Data are expressed as means + SEM from five mice per

group. *p<0.05 vs. STD-fed mice; #p<0.05 vs. HTD-fed mice.
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Figure 3. BMS309403 reduces palmitate-induced ER stress in C2C12
myotubes. C2C12 myotubes were stimulated for 16 hours in the absence or
presence of palmitate (0.25 mmol/l) with or without treatment with
BMS309403 (25 uM). Analysis of (A) ATF6, (B) IREla and (C) phospho-
EIF2a by immunoblotting of total protein extracts. a-actin (A, B) or total
EIF2a (C) protein levels are shown as a control to demonstrate equal
loading. Effect of BMS309403 on the mRNA levels of (D) Atf6, (E) Bip, (F)
Chop in C2C12 myotubes. The mRNA levels were analysed by real time RT-
PCR and data were normalized to the Tbp mRNA levels. Data are expressed
as means = SEM from three separate experiments. *p<0.05, **p<0.01 and

*#*p<0.001 vs. control cells; p<0.05 vs. palmitate-stimulated cells.
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Figure 4. BMS309403 reduces palmitate-induced intramyocellular lipid
storage. Lipid content was analysed by Nail-Red staining in C2C12
myotubes stimulated for 16 hours in the absence or presence of palmitate
(0.25 mmol/l) with or without treatment with BMS309403 (25 uM). (A)
Representative microphotography showing lipid droplets (bar 200 um). (B)
Quantification of stained areas relative to cell surface. Data are expressed as
mean = SEM of four independent experiments. ***p<0.001 vs. control cells;

#p<0.05 vs. palmitate-stimulated cells.
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Figure 5. BMS309403 reduces palmitate-induced ER-associated
inflammation in C2C12 myotubes. C2C12 myotubes were stimulated for 16
hours (RNA) or 2 hours (nuclear protein extracts) in the absence or presence
of palmitate (0.25 mmol/l) with or without treatment with BMS309403 (25
uM). Effects of BMS309403 on the mRNA levels of (A) Ccl2, (B) Tnf and (C)
116 in C2C12 myotubes. The mRNA levels were analysed by real time RT-
PCR and data were normalized to the Tbhp mRNA levels. (D) Analysis of p65
protein levels by immunoblotting of nuclear protein extracts in C2C12
myotubes. Histone 3 protein levels are shown as a control to demonstrate
equal loading. Data are expressed as means + SEM from three separate
experiments. **p<0.01 and ***p<0.001 vs. control cells; #p<0.05 vs. palmitate-

stimulated cells.
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Figure 6. BMS309403 regulates MAPK phosphorylation in C2C12 myotubes.
C2C12 myotubes were stimulated for 10 min in the absence or presence of
palmitate (0.25 mmol/l) with or without treatment with BMS309403 (25
pM). Analysis of (A) phospho-ERK1/2 and (B) phospho-p38 by
immunoblotting of total protein extracts. Total ERK1/2 (A) or total p38 (B)
protein levels are shown as a control to demonstrate equal loading. Data are
expressed as means + SEM from three separate experiments. ***p<0.001 vs.

control cells; #p<0.05 vs. palmitate-stimulated cells.
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Figura S1. Effect of eFABP4 on ER Stress and inflammation. C2C12 cells
were treated with exogenous FABP4 (0.1-3 ug/ml) for 16 h. ER stress and
inflammation markers were analyzed by real time PCR. The results are

expressed as the mean + SEM of three separate experiments.
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Abbreviations

ATF6: activating transcription factor 6

Chop: CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein
ER: endoplasmic reticulum

ERK1/2: extracellular signal-related kinase 1/2
FABP4: fatty acid binding protein 4

FAs: fatty acids

HDL: high-density lipoproteins

HFD: high-fat diet

116: interleukin 6

IRE1a: inositol-requiring enzyme 1a

JNK: Jun N-terminal kinase

LDL: low-density lipoproteins

NEFAs: non-sterified fatty acis

NF-kB: nuclear factor-kappaB

PERK: PKR-like ER kinase

STD: standard chow diet

Tbp: TATA-binding protein

Tnf: tumor necrosis factor

UPR: unfolded protein response

VLDL: very low-density lipoproteins
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Exogenous FABP4 increases breast cancer cell proliferation

and activates the expression of fatty acid transport proteins

Sandra Guaita-Esteruelas, Alba Bosquet, Paula Saavedra, Josep Guma,
Josefa Girona, Eric W.-F. Lam, Kepa Amillano, Joan Borras i Lluis Masana.

Molecular Carcinogenesis 56 (2016) 208-217

El teixit adipds juga un paper molt important en la progressio tumoral, ja
que proporciona nutrients i adipocines a les cel-lules canceroses. FABP4,
una proteina clau en el transport dels AG, s’ha descrit recentment com una
nova adipocina. En cancer de mama, aixi com en altres patologies
metaboliques, els nivells circulants de FABP4 es troben elevats. Tot i aixo,
els mecanismes moleculars implicats son confusos. Per tant, l'objectiu
d’aquest estudi ha estat investigar si eFABP4 esta implicada en la progressio

del cancer de mama.
Els resultats principals d’aquest treball sén:

* eFABP4 augmenta la proliferacié d’aquestes cel-lules, malgrat que
no té cap efecte en la migracio.

* eFABP4 activa les vies de senyalitzacié d’AKT i de les MAPK. La
inhibicié d’aquestes vies disminueix la proliferacié induida per
eFABP4. A més, en les cel'lules MCF-7 augmenten els nivells del
factor de transcripcié FoxM1 i de les proteines transportadores

d’AG CD36 i FABPS5.

Les conclusions d’aquest estudi suggereixen que eFABP4 esta implicada en
la proliferacié tumoral, aixi com en l’activacioé de proteines transportadores

d’AG en cel-lules de cancer de mama.
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MOLECULAR CARCINOGENESIS

Exogenous FABP4 Increases Breast Cancer Cell
Proliferation and Activates the Expression of
Fatty Acid Transport Proteins

Sandra Guaita-Esteruelas,”*3* Alba Bosquet,"? Paula Saavedra, Josep Guma,® Josefa Girona,?
Eric W.-F. Lam,® Kepa Amillano,? Joan Borras,? and Lluis Masana?

nstitut d'Investigacio Sanitaria Pere Virgili (IISPV), Centre d’R+D+I en Nutrici i Salut. Avda. de la Universitat, Reus, Spain
2Research Unit on Lipids and Atherosclerosis, Universitat Rovira i Virgili, carrer Sant Lloreng, Reus, Spain

30ncology Research Group, “Sant Joan” University Hospital, Oncology Institute of Southern Catalonia (I0CS), Av. del Dr. Josep
Laporte, Reus, Spain

*Department of Surgery and Cancer, Imperial Centre for Translational and Experimental Medicine (ICTEM), Imperial College
London, London W12 ONN, United Kingdom

Adipose tissue plays an important role in tumor progression, because it provides nutrients and adipokines to
proliferating cells. Fatty acid binding protein 4 (FABP4)is a key adipokine for fatty acid transport. In metabolic pathologies,
plasma levels of FABP4 are increased. However, the role of this circulating protein is unknown. Recent studies have
demonstrated that FABP4 might have arole in tumor progression, but the molecular mechanisms involved are still unclear.
In this study, we analysed the role of eFABP4 (exogenous FABP4) in breast cancer progression. MCF-7 and MDA-MB-231
breast cancer cells did not express substantial levels of FABP4 protein, but intracellular FABP4 levels increased after eFABP4
incubation. Moreover, eFABP4 enhanced the proliferation of these breast cancer cells but did not have any effect on MCF-
7 and MDA-MB-231 cell migration. Additionally, eFABP4 induced the AKT and MAPK signaling cascades in breast cancer
cells, and the inhibition of these pathways reduced the eFBAP4-mediated cell proliferation. Interestingly, eFABP4
treatment in MCF-7 cells increased levels of the transcription factor FoxM1 and the fatty acid transport proteins CD36 and
FABPS5. In summary, we showed that eFABP4 plays a key role in tumor proliferation and activates the expression of fatty
acid transport proteins in MCF-7 breast cancer cells. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION released from adipocytes and macrophages and is
Breast cancer is the most frequent malignancy in ~ Present in human blood. High blood levels of this
women and the second leading cause of cancer- protein are associated with some metabolic diseases,
related deaths [1]. Epidemiologic studies have indi- Such as obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes
cated that obesity is associated with a higher risk of and atherosclerosis, thus making FABP4 a useful
certain cancers, including postmenopausal breast ~Prognostic marker for these pathologies [9-17]. More-
cancer. This positive association may be partly OVer, we have described how eFABP4 (exogenous
explained by insulin resistance, hyperinsulinaemia, FABP4) is ipvolved in controlling the proliferation
sustained hyperglycaemia, glucose intolerance, oxi- and migration of human smooth muscle cells from
dative stress, and inflammation. Emerging research the coronary artery [18].
has also begun to focus on the role of circulating
adipokines (i.e., adipocyte-secreted factors) in breast
cancer [2-4]. Moreover, patients with metabolic

syndrome and diabetes have an increased risk of
developing postmenopausal breast cancer [5,6].

Fatty acid binding protein 4 (FABP4) is an adipokine
that transports fatty acids to various cellular compart-
ments to exert their metabolic functions [7,8]. FABP4
is implicated in several critical cellular processes, such
as the uptake and intracellular storage of fatty acids
and the regulation of gene expression, cell prolifera-
tion, and differentiation [7].

FABP4 has gained increasing interest in recent years
because we and others identified circulating FABP4 as
a metabolic and vascular risk biomarker. FABP4 is
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While FABP4 was initially described in adipocytes
and macrophages, current evidence has demon-
strated the expression of this protein in different
cell types and in some tumors [19-21]. FABP4 has
increasingly been thought to have important role in
tumor progression, but few studies have explored the
relationship between FABP4 and breast cancer. FABP4
has been described as a new prognostic factor in
bladder cancer, in residual disease of ovarian cancer,
and in obese patients with breast cancer [22-24].
Moreover, FABP4 is overexpressed in glioblastomas
and could have a pro-angiogenic role because it is
regulated by VEGF and bFGF. [20,21].

FABP4 is a mediator of interactions between bone
marrow adipocytes and prostate tumor cells [25].
eFABP4 promotes tumor progression in prostate
cancer [26]. Finally, FABP4 is a key protein in the
migration of ovarian cancer cells. Given the various
aforementioned functions of FABP4, this protein is a
very good target for the prevention or treatment of
some types of cancer [19].

While much effort in recent years has been focused
on uncovering therole of FABP4, the role of eFABP4 in
breast cancer is still unknown. The objective of this
study was to analyse the role of eFABP4 in breast
cancer progression.

RESULTS

eFABP4 is Internalised by Breast Cancer Cells

We demonstrated previously that eFABP4 is
internalized in different cell line models [18,27].
Here, we examined the role of eFABP4 in breast
cancer. First, we analysed the expression of FABP4 in
MCF-7 and MDA-MB-231 cells. These breast cancer
cells did not express FABP4 protein at considerable
levels (Figure 1A). Next, we assessed whether eFABP4
is internalized by breast cancer cells. We added
100ng/ml of recombinant eFABP4 to the culture
medium, and we detected eFABP4 expression by
western blotting (Figure 1A; 36.79-fold increase
in MCF-7 cells, ****P<0.0001 vs. unstimulated
cells; 19.13-fold increase in MDA-MB-231 cells,
***P=0.0002 vs. unstimulated cells) and immunoflu-
orescence (Figure 1B; 100% FABP4 positive cells in
MCF-7 and 85.14% FABP4 positive cells in MDA-MB-
231 cells, ****P < 0.0001 vs. unstimulated cells). These
results showed that eFABP4 is internalized in MCF-7
and MDA-MB-231 cells. This internalization could
have some impact on breast cancer progression and
metabolism; therefore, we decided to study the role of
this exogenous protein in cell proliferation, cell
migration and the expression of fatty acid transport
proteins.

eFABP4 Induces Breast Cancer Cell Proliferation

After demonstrating that eFABP4 is internalized
by breast cancer cells, we investigated whether
eFABP4 induces breast cancer cell proliferation. A
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cell proliferation assay was performed by assessing
levels of BrdU incorporation. We observed that
eFABP4 increased breast cancer cell proliferation in a
dose-dependent manner (Figure 2A and B). eFABP4
treatment (20-100ng/ml) significantly (Figure 2A;
****P<0.0001) increased BrdU incorporation in
MCF-7 cells compared to in untreated MCF-7 cells,
demonstrating the effects of this protein on MCF-7
cell proliferation at 20ng/ml, 40ng/ml, and 100
ng/ml of eFABP4 (Figure 2A; **P<0.005 and ****P
<0.0001 vs. unstimulated cells). Moreover, 100ng/
ml of eFABP4 induced an increase in BrdU incorpo-
ration in MDA-MB-231 cells (Figure 2B; *P <0.05 vs.
unstimulated cells), but lower concentrations of
eFABP4 did not have this effect. Thus, eFABP4
induced MCF-7 and MDA-MB-231 cell proliferation.

Next, we analysed the effect of eFABP4 on breast
cancer cell migration using a wound-healing assay.
However, eFABP4 treatment (20-100ng/ml) did not
have an effect on MCF-7 or MDA-MB-231 cell
migration at any of the time points examined time
examined (6 h and 24 h) (Figure 3A and B), suggesting
that eFABP4 does not have any effect on breast cancer
cell migration under these conditions.

We also determined the effects of eFABP4 on cell
cytotoxicity and viability. To assess cell cytotoxicity,
we used an LDH detection kit. We did not observe any
significant modifications in LDH secretion levels at
24-48 h after the treatment of breast cancer cells with
eFABP4 (100ng/ml) (Figure S1A). Therefore, no
cytotoxic effects were observed in any of the experi-
ments performed. On the other hand, when we
examined the effect of eFABP4 on cell viability, we
observed a significant but small increase in the
viability of MDA-MB-231 cells at 48 h after eFABP4
treatment (100ng/ml) (Figure S1B; *P<0.05 vs.
untreated cells). Thus, eFABP4 had a slight effect on
increasing cell viability in MDA-MB-231 cells. How-
ever, this difference is probably not biologically
relevant.

eFABP4 Induces the AKT and MAPK Pathways in Breast
Cancer Cells

The MAPK and AKT pathways play an important
role in cancer progression, so we analysed the role of
eFABP4 in MAPK and AKT activation. After 5-15 min
of eFABP4 treatment (100ng/ml), we observed an
increase in the phosphorylation of the ERK and AKT
proteins (Figure 4A and B; 3.09-fold increase in AKT
and 4.31-fold increase in MAPK in MCF-7 cells; 2.80-
fold increase in AKT and 1.67-fold increase in MAPK
in MDA-MB-231 cells; *P<0.05 and **P<0.005 vs.
unstimulated cells), which is indicative of the activa-
tion of these proteins.

Asshown above, eFABP4 induced cell proliferation in
breast cancer cells. Therefore, we analysed whether this
induction is mediated by the MAPK and AKT pathways.
We performed proliferation experiments with eFABP4
in the presence or absence of a PI3 K/AKT (LY-294002,
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Figure 1. eFABP4 is internalized by breast cancer cells. MCF-7 and MDA-MB-231 (231) cells were treated with
100 ng/ml of eFABP4 (eF100). After 24 h, the cells were lysed with 2% SDS buffer, and western blotting (A) or
immunofluorescence (B) was performed. The results are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments. ****P<0.0001 and ***P=0.0002 versus untreated cells.

5uM) or MAPK (PD98059, 10 uM) inhibitor. eFABP4
was unable to induce cell proliferation in breast cancer
cells in the presence of either the PI3 K/AKT or the
MAPK inhibitor (Figure 5A, MCF-7 and Figure 5B,
MDA-MB-231; ***P<0.0001 and *P<0.05 vs. un-
treated cells). Therefore, eFBAP4 mediates cell prolifer-
ation through MAPK and AKT pathway activation.

eFABP4 Increases the Expression of FoxM1 in MCF-7 Cells

FoxM1 is a transcription factor that controls key
processes in cancer progression, such as cell prolifera-
tion [28]; therefore, we next analysed whether eFABP4
could regulate this transcription factor. After 24h of
treatment with eFABP4 (100 ng/ml), the expression of
the FoxM1 protein increased in MCF-7 cells (Figure 6A;
4.64-fold increase, *P=0.028 vs. untreated cells). In
contrast, the levels of FoxM1 in MDA-MB-231 cells did
not change significantly (Figure 6B). Thus, eFABP4
induces cell proliferation not only by the activation of
the PI3K/AKT and MAPK/ERK pathways but also by
increasing levels of the oncogene FOXMI.

eFABP4 Induces the Expression of FABPS and CD36 in
MCF-7 Cells

Because fatty acid transport proteins have been
implicated in cancer progression [29], we examined
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whether eFABP4 has any effect on the regulation of
other fatty acid transport proteins, such as FABPS and
CD36. To this end, we treated breast cancer cells with
100ng/ml of eFABP4 for 24 h, and total cell extracts
were analysed by western blotting for the expression
of FABPS and CD36. eFABP4 increased FABPS and
CD36 protein levels in MCF-7 cells but not in MDA-
MB-231 cells (Figure 6A and B; 1.685-fold increase in
FABP5 and 27.03-fold increase in CD36; ****P
<0.0001, ***P=0.0001 and *P<0.05 vs. untreated
cells). In addition, MCF-7 and MDA-MB-231 cells
were incubated with eFABP4 for 24 h, and immuno-
fluorescence staining was performed with anti-FABPS
and anti-CD36. Immunofluorescence images showed
higher levels of FABP5 and CD36 in MCF-7 cells that
were incubated with eFABP4 compared to control
cells, but no changes were found in MDA-MB-231
cells (Figure 6C and E, ****P < 0.0001 and *P < 0.05 vs
untreated cells for MCF-7 cells; Figure 6D and E, MDA-
MB-231 cells). Therefore, lipid metabolism-related
proteins are differentially expressed and regulated in
these two breast cancer cell lines.

DISCUSSION

Adipocytes are active and important modulators of
the tumor microenvironment by direct contact with
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Figure 2. Effect of eFABP4 on the proliferation of breast cancer cells.
Effect of eFABP4 (20-100ng/ml) on the proliferation of MCF-7
(Figure 2A) and MDA-MB-231 (Figure 2B) cells was assessed by BrdU
incorporation. The results are expressed as the mean + SEM of three
independent experiments run in quintuplicate. ****P<0.0001, **P
<0.005, and *P<0.05 versus untreated cells.

neighbouring cells or by secreted adipokines [25],
Thus, the role of some adipokines in cancer has been
established [30], Recent studies have demonstrated
that autocrine, endocrine, and paracrine adipokines
may contribute to the regulation of breast cancer
development and progression [31,32].

FABP4 is a fatty acid transport protein that has been
implicated in some metabolic disorders. Moreover,
FABP4 has been implicated in cancer cell growth and
metastasis [33,34]. Despite these data, little is known
about the role of FABP4 in breast cancer. In this study,
we examined the role of eFABP4 in breast cancer
progression.

Previously, we and others have reported increased
levels of circulating FABP4 in individuals with some
metabolic diseases. Moreover, FABP4 has a direct
effect on peripheral tissues and can interact with the
plasma membrane by binding to CK1 [27]. These
previous results demonstrated that circulating FABP4
is not simply a biomarker; rather, it may have a causal
relationship with these diseases due to its interactions
with other cell types.

To define the role of eFABP4 in breast cancer
progression, we assessed whether eFABP4 is internalized
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by breast cancer cells. Our results demonstrated that
eFABP4 was internalized in MCF-7 and MDA-MB-231
cells (Figure 1A and B; ****P < 0.0001 and P = 0.0002 vs.
untreated cells). These results agree with those of
others [26] and with our previous data [18,27], reinforc-
ing the idea that eFABP4 could have a central role in
breast cancer cells. However, FABP4 is not highly
expressed in these breast cancer cells. In this sense,
adipose tissue could have an active role in breast cancer
progression by providing adipokines, such as FABP4, to
breast cancer cells.

Next, we analysed the role of eFABP4 in cell
proliferation and migration. We found that eFABP4
increased cell proliferation (Figure 2) but not cell
migration (Figure 3) in MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
In fact, cell proliferation was affected in a dose-
dependent manner. BrdU incorporation increased
upon the addition of 20 to 100 ng/ml of eFABP4 in
MCEF-7 cells (Figure 2A; **P < 0.005 and ****P < 0.0001
vs. untreated cells) and with 100 ng/ml of eFABP4 in
MDA-MB-231 cells (Figure 2B; *P < 0.05 vs. untreated
cells). These concentrations are physiologically rele-
vant given that Hancke et al. [24] described serum
FABP4 levels of 41.16ng/ml in obese women (BMI
>25) and 24.95ng/ml in non-obese women (BMI
<24.9). Importantly, there is a significant difference
between the results obtained with 20 and 100 ng/ml
of eFABP4 in MCF-7 cells (Figure 2A; **P<0.005
20ng/ml vs. 100 ng/ml), pointing to the importance
of not only the presence of the protein but the
concentration as well.

Cell growth can be promoted by the activation of a
signaling network that induces pathways that are
mediated by phosphoinositide 3-kinase (PI3K-AKT)
and extracellular signaling kinase (MAPK-ERK). For
this reason, we analysed whether eFABP4 can activate
these two pathways. eFABP4 induced AKT and MAPK
pathway activation, as defined by the detection of
phospho-AKT (Ser*’®) and phospho-p42/p44 (Thr*%/
Tyr®™) (Figure 4; *P<0.05 and **P<0.005 vs. un-
stimulated control). Therefore, eFABP4 induces cell
proliferation by activating the phosphoinositide
3-kinase (PI3K-AKT) and extracellular signaling ki-
nase (MAPK-ERK) pathways.

It is notable that the increase in proliferation upon
eFABP4 introduction is approximately 20-50%. This
eFABP4-mediated enhancement in proliferation
rates is likely to depend on the steady-state
proliferation rates of the breast cancer cells before
treatment. As a fair number of these pretreated cells
would be proliferating and expressing substantially
high levels of P-AKT, P-MAPK, and FOXM1 after 24 h
of 0.1% FCS starvation, the additional proliferative
potential that is inducible by eFABP4 may be
limited. This idea is supported by the observation
that treatment with PI3 K/AKT and MAPK inhibitors
can reduce the proliferation eFABP4-treated cells to
levels much lower than those exhibited by the cells
prior to eFABP4 treatment (Figure 5; ****P <0.0001,
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Figure 3. Effect of eFABP4 on the migration of breast cancer cells. After reaching confluence, MCF-7 and MDA-
MB-231 cells were treated with eFABP4 (20-100 ng/ml) at different times. A wound-healing assay was performed,
and the % of migration was measured in MCF-7 (Figure 3A) and MDA-MB-231 (Figure 3B) cells. The results are
expressed as the mean + SEM of three independent experiments run in quintuplicate.

*P<0.05). In addition, other growth factors, such as
long-chain fatty acids, will also be needed to
complement eFABP4 and thereby induce prolifera-
tion. Moreover, the proliferation effects of eFABP4
will also depend on its stability, rates of uptake and
metabolism.

The FOXMI transcription factor has a central
function in cell cycle progression and cell prolifera-
tion. Moreover, FOXM1 overexpression has been
identified in many types of cancers, including breast
cancer. In addition, there is a key role for FOXM1 in
tumorigenesis, cancer progression and drug resis-
tance [28]. We assessed whether eFABP4 has any role
in FOXM1 regulation; treatment with 100ng/ml of
eFABP4 induced FOXM1 expression in MCF-7 cells
(Figure 6A and B; *P < 0.05) but did not have any effect
in MDA-MB-231 cells (Figure 6A and B). Thus, eFABP4
can regulate cancer cell proliferation by different
mechanisms: the activation of PI3K-AKT and MAPK-
ERK pathways and the induction of FOXMI1 transcrip-
tion factor expression in MCF-7 cells.

Molecular Carcinogenesis

Several proteins have been identified to facilitate
the uptake of fatty acids into cells, and these proteins
are deregulated in some cancers, such as breast
cancer [29]. Accordingly, we analysed whether
eFABP4 is able to induce the expression of other fatty
acid transport proteins. We demonstrated that
eFABP4 increased the levels of CD36 and FABPS
(Figure 6A and B; western blotting and Figure
6C, D, and E immunofluorescence; ****P < 0.0001,
***P=0.0001, and *P<0.05 vs untreated cells) in
MCEF-7 cells but not in MDA-MB-231 cells. Balaban
et al. [29] reported that CD36 levels were low in breast
cancer cells and they describe how the levels of CD36
in MCF7 cells were higher than those in MDA-MB-231
cells. In our experiments, we have observed the same
pattern; in the basal state, MDA-MB-231 cells did not
express CD36 at appreciable levels, and MCF7 cells
exhibited low-level expression of this fatty acid
transport protein. However, we observed that in the
presence of some exogenous stimuli, such as eFABP4,
the levels of endogenous CD36 were increased in
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Figure 4. Effect of eFABP4 on the AKT and MAPK pathways in breast cancer cells. The effect of eFABP4 (100 ng/
ml) on the AKT (Figure 4A. MCF-7 left, MDA-MB-231 right) and MAPK (Figure 4B MCF-7 left, MDA-MB-231 right)
pathways was assessed by western blotting at short times. Representative western blotting and relative
densitometric analyses are shown. The results are expressed as the mean = SEM of three independent experiments.
*P<0.05 and **P < 0.005 versus unstimulated cells (control).

MCF7 cells but not in MDA-MB-231 cells. These metabolism to increase the catabolism of their lipids.
results are in agreement with several recent publica- This metabolic adaptation may provide benefits for
tions reporting that some lipid compounds upregu- breast cancer cell growth [35]. Moreover, the onco-
late CD36 levels in some breast cancer cell lines genic transformation of breast cells by HER2 over-
[35-37]. Breast cancer cells can adapt their lipid expression may require a reprogramming of lipogenic
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Figure 5. Effect of AKT and MAPK pathway inhibition on eFAPB4 cell
proliferation induction in MCF-7 (Figure 5A) and MDA-MB-231
(Figure 5B) cells. AKT (LY-294002, 5uM) and MAPK (PD98059,
10 M) inhibitors were added to breast cancer cells to assess the
pathways activated upon eFABP4 (100ng/ml) treatment. BrdU
incorporation was analysed. The results are expressed as the mean
+SEM of three independent experiments. ****P<0.0001 and *P
< 0.05 versus untreated cells.

genes, such as CD36 and FABP4 [36]. Perhaps during
the early stages of breast cancer progression, such as
cell proliferation, cells could exhibit increased activa-
tion of lipid metabolism proteins, such as fatty acid
transport proteins. Then, during the later stages of
breast cancer progression, such as cell migration, the
role of these fatty acid binding proteins could change.

As a consequence, under some pathological con-
ditions in which modified crosstalk occurs between
adipose tissue and breast cancer cells, the breast
cancer cells could take advantage not only of the lipid
metabolism products provided by the adipocytes but
also of the modifications of lipid metabolism in breast
cancer cells, such as the upregulation of fatty acid
transport proteins.

In fact, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells
exhibit differences in the regulation of lipid metabo-
lism pathways [38]. Therefore, lipid metabolism-
related proteins are differentially expressed and
regulated in these two breast cancer cell lines.

The role of FABP4 in some tumors has been
described previously, but in this paper, we described
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anew role for eFABP4 in breast cancer. Adipose tissue
has a crucial role in breast cancer development. In
fact, some adipokines from this tissue have been
implicated in breast cancer progression [2-4]. Here,
we described the role of eFABP4 in breast cancer
progression, emphasizing the role of eFABP4 in cell
proliferation and regulation of expression of fatty acid
transport proteins. FABP4 could have three roles in
the control of breast cancer development: (i) FABP4
could induce angiogenesis in breast cancer tissue, as
has been shown in glioblastomas [20,21]; (ii) FABP4
could be over-expressed in breast cancer tissue [39],
even though other authors have described the
opposite expression [40]; and (iii) eFABP4 from the
surrounding adipose tissue could have a central role
in cancer progression, as we have described in this
paper and as has previously been described for ovarian
and prostate cancers [19,26,31]. Moreover, the major-
ity of the FABP4 that is in circulation is generated by
the stromal compartment; [41] thus, adipose tissue
could have a central role in breast cancer progression.

Finally, the cross-talk between adipokines/adipose
tissue and breast cancer tissue should be reciprocal.
Breast cancer cells could induce fatty acid and
adipokine mobilization from adipose tissue. This
process could be through the control of FABP4
secretion in adipose tissue by regulating the lipolysis
secretory pathway [42] or the calcium-dependent
secretion mechanism [43]. Interestingly, increased
FABP4 release from adipose tissue has been observed
in adipocytes that are exposed to hypoxia [44]. This
condition is frequently found in tumor tissue and in
the adipose tissue of obese individuals.

In summary, we described a novel role for eFABP4 in
breast cancer progression. eFABP4 induces breast
cancer cell proliferation by activating the PI3K-AKT
and MAPK-ERK pathways. Moreover, in MCF-7 cells,
eFABP4 induces the expression of the potent onco-
gene FOXM1 and the fatty acid transport proteins
CD36 and FABPS.

Thus, FABP4 might act as a paracrine adipokine and
may be one of the key molecules for understanding
the mechanisms underlying the obesity-breast cancer
progression link and the cross-talk between cacer cells
and adipose tissue in non-obese patients.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture and Reagents

Human MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer
cells were kindly provided by Professor Eric W. Lam
(Department of Surgery and Cancer, Imperial Col-
lege London, Hammersmith Hospital Campus,
London, UK). The cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% foetal calf serum, 1 mM glutamine, 1 mM
penicillin-streptomycin and 1 mM NEAA (Biowest,
Nuaillé, France) in a humidified incubator at
37°C with 5% CO,. Before the initiation of the
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Figure 6. Regulation of the expression of fatty acid transport proteins by eFABP4. MCF-7 and MDA-MB-231
(231) cells were treated with 100 ng/ml of eFABP4 (eF100). After 24 h, the cells were lysed with 2% SDS buffer, and
western blotting (aand b; ****P < 0.0001, ***P=0.0001, and *P < 0.05 vs. untreated cells) orimmunofluorescence
(Figure 6C-MCF-7 cells, 7D-MDA-MB-231 cells and 6E; ****P<0.0001 and *P<0.05 vs. untreated cells) was
performed. The results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments.

assays, the cells were changed into DMEM supple-
mented with 0.1% FBS for 24 h.

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with
increasing concentrations (20, 40, and 100 ng/ml) of
recombinant FABP4 (eFABP4) (Biovendor, Brno,
Czech Republic) for 24 h. To study the activation of
proliferation pathways in these cells, the PI3K
inhibitor LY294002 (5 uM) and the MAPK inhibitor
PD98059 (10 uM) (Calbiochem-Merck, Darmstadt,
Germany) were used.

Western Blotting

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were lysed in 2% SDS
buffer (2% SDS and 67 mmol/l Tris HCl pH 6.8).
Protein concentrations were determined using the
Lowry assay. Thirty micrograms of total protein were
separated on 10% SDS-PAGE gels and transferred to
nitrocellulose membranes using an iBlot™ Dry Blot-
ting System (Life Technologies, Madrid, Spain). Anti-
bodies against AKT, pAKT (Ser473), p44/p42 MAPK
(Erk1/2), p-p44/p42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
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and GAPDH were obtained from Cell Signalling
Technology, Inc. (Beverly, MA). The FOXM1 (C-20)
antibody was obtained from Santa Cruz Biotechnol-
ogy (Dallas, TX). The FABPS antibody was obtained
from (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN). The
CD36 antibody was obtained from (Abcam plc,
Cambridge, UK). Membranes were incubated with
the appropriate HRP-conjugated secondary antibody
(Dako, Glostrup, Denmark). The bands were visual-
ized using ECL reagents (GE Healthcare Europe
GmbH, Barcelona, Spain) with the ChemiDoc image
system and quantified with Image Lab software,
version 5.2 (Bio-Rad, Alcobendas, Madrid, Spain).
The ratio of target proteins to GAPDH was used to
reflect the relative levels of the target proteins.

Immunofluorescence Microscopy

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were incubated in
chambered slides (Nunc, Roskilde, Denmark) with or
without eFABP4 (100ng/ml) for 24 h, fixed with 4%
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) for
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15min at room temperature and washed at each step
three times with DPBS (GIBCO®™, Life Technologies,
Alcobendas-Madrid, Spain). The cells were permeabi-
lized after fixation with a solution containing DPBS,
2% FBS, 0.1% BSA, and 0.1% Triton X-100 for 5 min at
RT. Then, blocking solution was added for 20 min at
RT. The cells were incubated for 1h at 37°C with
FABP4, FABPS and CD36 antibodies and further
incubated with Alexa Fluor® 488 anti-goat and
rhodamine anti-mouse antibodies (Invitrogen Life
Technologies, Alcobendas-Madrid, Spain) for 1h at
RT. The antibodies were diluted in blocking solution
(DPBS, 2% FBS, and 0.1% BSA). The cells were
incubated with the nuclear stain DAPI (4',6-diami-
dino-2-phenylindole, dilactate) (Life Technologies) for
5Smin. Immunofluorescence images were captured
with an Olympus IX71 inverted microscope, processed
with Cell"F Software (Olympus, Shinjuku-ku, Tokyo,
Japan) and quantified with Image] (Fiji, Madison, WI).

Cell Proliferation Studies

The cell proliferation assay was performed with a
colorimetric bromodeoxyuridine (BrdU) enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland), according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, 10,000 cells were
seeded into a 96-well microplate and cultured with
increasing concentrations of eFABP4 (20-200 ng/ml)
and LY294002 (5 uM) or PD98059 (10 uM) for 24 h.
The cells were labelled with BrdU labeling reagent
overnight. After fixation, the cells were incubated
with an anti-BrdU antibody for 90 min. Finally, 100 .l
of substrate (tetramethylbenzidine) was added to each
well, and the plates were incubated at room tempera-
ture for 30min. The absorbance at 450nm was
measured with an ELISA reader (Synergy H4, Biotek).

In Vitro Wound-Healing Assay

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were cultured in 12-
well plates until they reached confluence. Then, the
cells were maintained for 24 h in 0.1% FBS medium. A
single scratch wound was created in the centre of the
cell monolayer by gently removing the attached cells
with a sterile plastic pipette tip. The cells were
incubated with eFABP4 (20-200ng/ml), and images
were taken at Oh and then every 2h until 24h of
treatment; the images were compared to quantify the
migration rate of the cells. The closure of the wound
represented 100% migration. The cell images were
captured using a microscope (Olympus IX71, Spain)
and analysed using imaging software (X cell).

Viability Analysis

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded at 7,500
cells/cm? in p96 plates. The cells were starved in 0.1%
FBS-containing medium for 24h and treated with
eFABP4 (20-200 ng/ml). The CellTiter-Glo™ Lumines-
cent Cell Viability Assay was performed according the
manufacturer’s protocol. To determine the number of
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viable cells in culture, the amount of ATP present was
quantitated (Promega Biotech Ibérica, SL., Alcoben-
das, Madrid).

Cytotoxicity Analysis

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded at
10,000 cells/cm? in p96 plates. The cells were starved
in 0.1% FBS-containing medium for 24 h and treated
with eFABP4 (20-200 ng/ml). A cytotoxicity assay was
performed by analysing LDH release into the medium
using the Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diag-
nostics, Roche Diagnostics, Sant Cugat del Valles-
Barcelona, Spain).

Statistics

The results represented the means + SEM of at least
three separate experiments. Differences between the
means were determined using a t-test (2-tailed) or a
one-way analysis of variance (ANOVA), which was
followed by a Bonferroni’s post-hoc test for multiple
comparisons. The differences were considered signifi-
cant at P<0.05. GraphPad Prism 6.01 software
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) was used for
the statistical analyses.
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Nombrosos estudis corroboren l’existencia d'una associacié directa
entre 1'obesitat i diferents patologies, com la RI, la DT2 i el cancer [1-3].
L’obesitat es caracteritza per un estat inflamatori cronic de baixa intensitat i
un augment dels nivells d’AG circulants, els quals juguen un paper clau en
el desenvolupament d’aquestes patologies [9]. A més, la ingesta de dietes
riques en AG i l’elevada taxa lipolitica del teixit adipos també contribueixen
a augmentar els nivells d’AG lliures [281]. Recentment, FABP4 ha estat
identificada com una potencial adipocina, implicada en la patogenesi
d’aquestes malalties. De fet, nivells circulants elevats de FABP4

correlacionen positivament amb RI-DT2 i cancer de mama.

FABP4 indueix estrés del RE en cél-lules hepatiques

A nivell molecular, un dels mecanismes pel qual I'increment dels AG
circulants pot produir RI en persones obeses €s 'estres del RE [20,193]. En
els ultims anys diferents investigacions s’han centrat en 1'estudi d’aquest,
amb l'objectiu d’aprofundir en el coneixement dels mecanismes moleculars

responsables de l’aparicié de processos inflamatoris i RI [20].

Fins al moment, pocs estudis han investigat la relacié entre FABP4 i
I'estres del RE. Erbay et al. i Yao et al. van demostrar que FABP4 esta
implicada en 'estres del RE en macrofags i cellules mesangials [136,228].
En canvi, en adipocits, FABP4 protegeix contra 'estres del RE [229]. Ates
que el fetge és un dels principals teixits implicats en la RI, en primer lloc es
va valorar l'efecte de eFABP4 sobre l'estrées del RE. En les nostres
condicions, eFABP4 augmentava els nivells dels marcadors d’estres del RE
en hepatocits. Aquests resultats demostren per primera vegada la capacitat
de eFABP4 per induir estrées del RE en cel'lules hepatiques, reforgant les
observacions d’estudis previs [136,228]. Respecte a l'efecte protector que

presenta en els adipocits, aquestes diferencies possiblement es podrien
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atribuir a funcions especifiques de teixit. De fet, FABP4 es produeix i
s’expressa en gran quantitat en els adipocits, essent necessaria per a la seva

correcta diferenciacio.

A continuacid, i donat que una caracteristica comuna de la RI sén
nivells elevats d’AG circulants, aixi com lipotoxicitat en els teixits periferics
[282], el segiient objectiu va ser determinar la implicaci6 de FABP4 en
presencia d’AG. De fet, estudis previs han demostrat que dietes riques en
greixos i, en concret, el PA indueixen estres del RE [218,22]. En un rastreig
sobre l'efecte dels AG en la viabilitat cellular, 'AG que va tenir més
impacte biologic en célllules HepG2 va ser el LA. Alguns autors han
proposat que els AG insaturats confereixen proteccio contra l'estres del RE
[223-225], mentre que d’altres han vist que l'indueixen [226,227]. Cal
destacar que en els nostres estudis els AG es van preparar sense albumina.
Aquest metode difereix de l'utilitzat per la majoria d’estudis, ja que el
nostre objectiu era determinar I'efecte combinat de 'AG i eFABP4, el qual es
podria veure emmascarat en presencia d’albimina, una de les principals
proteines transportadores d’AG en sang. Aixi doncs, els nostres resultats
van confirmar que eFABP4, en presencia de LA, actuava sinérgicament
augmentant 1’estres del RE. Addicionalment, eFABP4 i LA, tan separats com
en combinacié, augmentaven el contingut lipidic dels hepatocits,
confirmant la lipotoxicitat que es produeix en els teixits periferics [282]. Aixi
doncs, 'estres del RE induit per FABP4 i AG es podria relacionar amb el
desenvolupament del fetge gras no alcoholic, ja que s’han trobat nivells

elevats de FABP4 en ratolins amb aquesta patologia [283].

A més, la UPR i I'estrés del RE s’han associat estretament amb la RI.
De fet, s’ha descrit que IRE1 activa JNK, inhibint la via de senyalitzacié de

la insulina [284]. En el nostre model, I'augment de I'estres del RE induit per
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eFABP4 correlacionava amb un augment de la fosforilacié de JNK i una
disminucié de la fosforilacié d’AKT, tant a nivell basal com induida per
insulina. Aquests resultats suggereixen que eFABP4 s’associa amb un
deteriorament de la via de senyalitzacid de la insulina hepatica, a través de
la induccié de l'estres del RE (Figura 14). De fet, ratolins Fabp4’- estan
protegits enfront de la RI induida per la dieta [128,129]. La utilitzacio
d’inhibidors de FABP4 produeix efectes similars, ja que disminueix els
nivells de JNK i augmenta la fosforilacié d’AKT en teixit adipos i fetge de
ratolins ob/ob [72].
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Figura 14. eFABP4 indueix estrés del RE i RI en ceélllules hepatiques,
principalment a través de 'activaciéo d'IRE1 i ATF6, aixi com també indueix

apoptosi.

Una activaci6 cronica de l'estres del RE s’associa amb mort cel-lular
programada, ja que la UPR indueix l'expressié de CHOP, un factor de
transcripcié pro-apoptotic [285]. En el nostre estudi, eFABP4 induia
apoptosi i també augmentava els nivells de CHOP, la qual podria

relacionar-se, possiblement, amb l'activacié de la UPR. Aquest fet ja s’ha
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demostrat en cel-lules mesangials, on la inhibici6é farmacologica de FABP4

disminueix els nivells de CHOP [228].

Es important destacar que al fetge hi ha una FABP especifica de teixit,
anomenada FABP1. Donat que FABP4 no s’expressa en el fetge, els efectes
observats en fetge es deuen a la eFABP4, elucidant el seu paper com
adipocina. En aquest sentit, estudis previs realitzats pel nostre grup van
demostrar que eFABP4 accelera la migraci6 en cel-lules de muscul llis [166]
i indueix disfuncié endotelial [167], a causa de la interaccio i internalitzacio

de FABP4 en les cel-lules dels teixits periferics [168].

El BMS309403 disminueix I’estrés del RE en muscul esquelétic

En els dltims anys, diferents estudis han proposat que els inhibidors
de FABP4, com el BMS309403, poden prevenir el desenvolupament de
diferents alteracions metaboliques [72]. El muscul és el principal teixit
responsable de la captacié de glucosa dependent d’insulina. Donat que
I’acumulacid de lipids en aquest teixit pot activar l'estres del RE i les vies de
senyalitzacié que condueixen a inflamacié i RI [20,206], la inhibicid
farmacologica de l'estres del RE podria ser una possible estrategia

terapéutica per al tractament de la RI.

En estudis previs s’ha observat que el BMS309403 disminueix els
nivells plasmatics de glucosa, insulina i TG, aixi com augmenta els nivells
d’adiponectina en ratolins obesos [72]. A més, s’observa una millor resposta
enfront a un test de tolerancia a la glucosa [72]. Tot i aix0, en aquest punt hi
ha certa controversia, ja que estudis de Lan et al. no van corroborar aquesta
millora [286]. En el teixit adipds i el fetge dels ratolins obesos, el BMS309403
redueix els marcadors inflamatoris i millora la sensibilitat a la insulina,

mitjangant la inhibicié de JNK i incrementant AKT [72]. Aixi mateix, millora
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la captacid de glucosa a través de l’activacio d’AMPK en muscul esquelétic
[176]. En les nostres condicions experimentals, el tractament amb
BMS309403 no millorava la intolerancia a la glucosa induida per HFD,
confirmant els resultats de Lan et al. [286]. A més, 1'inhibidor de FABP4 va
ser incapag de disminuir els nivells plasmatics de glucosa, leptina, NEFA,
TG i colesterol VLDL provocats per la HFD. Sorprenentment, els
BMS309403 augmentava el colesterol total, principalment associat a HDL i
LDL. Tot i aix0, aquest revertia la ratio HDL/VLDL, utilitzada com a index

de risc cardiovascular.

En el muscul esqueletic, I'inhibidor de FABP4 disminuia I'expressio
dels marcadors d’estres del RE, evidenciant que aquest farmac actua
directament en la regulacié dels marcadors de I'estres del RE. En linia amb
aquests resultats, el BMS309403 també disminuia els nivells de citocines
proinflamatories induides per HFD. En miotubs C2C12 estimulats amb PA
es van obtenir resultats similars, confirmant que el tractament amb
BMS309403 atenuava l'estres del RE i la inflamacié en muscul esquelétic.
Tot i aix0, l'estimulacié directa dels miotubs amb FABP4 no va activar
I'estres del RE, suggerint que els efectes del BMS309403 poden ser deguts a
un mecanisme independent de la inhibici6 de FABP4. De fet, un estudi
previ va descriure que el BMS309403 indueix la captacio de glucosa en

miotubs per una via independent de les FABPs [176].

A continuacié, es va voler elucidar quin era el mecanisme
responsable pel qual el BMS309403 atenuava l'estres del RE i la inflamacié
induida per PA en célllules de muscul esqueletic. A més, I'acumulacio6
lipidica en muscul indueix l'activaciéo de cascades de senyalitzacié que

activen NF-xB [287]. En les nostres condicions experimentals, el tractament
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amb BMS309403 reduia I’acumulacié de lipids intracel-lular induida per PA

en els miotubs.

Estudis previs han evidenciat un fort vincle entre les vies de
senyalitzacié de les MAPK i la UPR, actuant com a molecules efectores i
moduladores de la UPR [211]. Les MAPK juguen un paper clau en
I'activacié del procés inflamatori, ja que activen els factors de transcripcié
AP-1 [288] i NF-kB [289]. De fet, Green et al. van demostrar que 1’activitat
NF-«B era superior en el muscul de pacients obesos amb DT2 respecte
individus que no presentaven obesitat [290]. El tractament amb I'inhibidor
evitava la translocacié de p65 a nucli induida per PA i, per tant, 'expressio
de gens proinflamatoris regulats per NF-kB [290]. Addicionalment, Hwang
et al. van observar que la inhibicié de la via de senyalitzacié d’ERK1/2 en
miotubs incubats amb tunicamicina, un inductor de l'estrés del RE,
augmentava la fosforilacié d’AKT i AMPK [291]. A més, en ratolins obesos,
la inhibici6 d’ERK1/2 confereix proteccié enfront de la RI i 1’esteatosi
hepatica, disminuint la inflamacid en teixit adipos i augmentant la captacid
de glucosa en muscul [292]. De fet, Barbarroja et al. van suggerir que
l'activacié de les vies que involucren ERK1/2 i NF-kB sén mediadors de la
RI [293]. En els nostres experiments, el PA induia la fosforilacié de p3§,
sense observar-se canvis en ERK1/2. En canvi, el BMS309403 reduia
I'activacié d’ambdues vies en preséncia de PA. Per tant, la regulacié
d’aquestes vies cel-lulars explicaria el mecanisme pel qual el BMS309403
contribueix en la regulacié de les vies inflamatories induides per PA en

cel-lules C2C12 (Figura 15).
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Figura 15. L’estrés del RE condueix a l'activacié de vies inflamatories en
muscul esqueletic. El tractament farmacologic amb BMS309403 disminueix la

inflamaci6 induida per estres del RE, a través de la disminucié de p38 i ERK1/2.

FABP4 indueix la migracid i la proliferacid en cél-lules de cancer de

mama

En estudis previs s’ha evidenciat el paper de FABP4 com adipocina i
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la seva implicacié en diferents alteracions metaboliques. Tot i aixo, pocs
estudis han investigat el paper de FABP4 en cancer de mama. Per aquest

motiu, es va voler avaluar 'impacte de FABP4 en proliferacié i migracié de

cel-lules de cancer de mama.

En cellules MCF-7 i MDA-MB-231, eFABP4 augmentava la
proliferaci6, pero no la migracié. De fet, la proliferacié es va veure afectada
de manera dosi-dependent, destacant la importancia no només de la

presencia de FABP4, sin6 de la seva concentracio.

Per tal d’esbrinar les vies de senyalitzacid implicades en la
proliferacié de les cel-lules tumorals, es van analitzar els nivells d’AKT i

d’ERK1/2. Les MAPK controlen diferents processos cel-lulars fonamentals,
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com ara el creixement, la proliferacié, la diferenciacid, la migracio i
I’apoptosi [294]. ERK1/2 és la via millor estudiada de totes les MAPK i s’ha
observat que esta desregulada en, aproximadament, una tercera part de tots
els cancers [295]. La via de senyalitzaci6 de PI3K/AKT també és,
probablement, una de les vies millor caracteritzades pel que fa a la
transmissié de senyals anti-apoptotiques en la supervivencia cel-lular [296].
En les nostres condicions, eFABP4 induia un augment de la fosforilacié
d’AKT i ERK1/2, confirmant la implicacié d’aquestes vies en la proliferacié

de les cel-lules de cancer de mama.

El factor de transcripcié FOXM1 esta implicat en la progressio del
cicle cel-lular i la proliferacid cel-lular. A més, aquest es troba sobreexpressat
en molts tipus de cancer, entre ells, el cancer de mama, suggerint un vincle
entre FOXML1 i la tumorigenesi, la progressio del cancer i la resisténcia a
farmacs [297]. Per tant, es va avaluar el paper de eFABP4 en la regulaci6 de
FOXM1. Malgrat que en les cél-lules MCF-7 aquest es trobava augmentat,
no es van observar canvis en les cel-lules MDA-MB-321. Aix0 suggereix que
eFABP4 pot regular la proliferacié celllular per diferents mecanismes, en

funcié de les caracteristiques moleculars del tumor.

A part de FABP4, hi ha altres proteines implicades en la captacid i el
transport dels AG, les quals també es troben desregulades en cancer de
mama [298]. En linia amb aquestes dades, eFABP4 augmentava els nivells
de CD36 i FABPS5 en les cel-lules MCF-7, pero no en les cel-lules MDA-MB-
231. Balaban et al. préviament ja havien descrit que els nivells de CD36, en
cellules de cancer de mama, eren baixos i, a més, aquests eren
considerablement inferiors en les cellules MDA-MB-231, respecte a les
cel-lules MCF-7 [298]. En els nostres experiments, basalment, s'observava el

mateix patrd, tot i que en preséncia d’estimuls externs, com eFABP4, es
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produia un increment dels nivells endogens de CD36 en les cel-lules MCF-7.
Aquests resultats recolzen altres estudis que han demostrat que diferents
components lipidics, com els AG o la leptina, augmenten els nivells de

CD36 en linies cel-lulars de cancer de mama [299-301].

Les cellules tumorals poden adaptar el seu metabolisme lipidic,
augmentant el catabolisme dels AG i proporcionant beneficis per al
creixement de les celllules tumorals [299]. A més, Ravacci et al. van
descriure que la transformacié oncogenica de cellules mamaries que
sobreexpressaven HER2 es devia, possiblement, a una reprogramacié dels
gens lipogenics, com CD36 i FABP4 [300]. Possiblement, durant les etapes
inicials de la progressi6 del cancer de mama, quan es produeix un augment
en la proliferacio cellular, les cél'lules podrien augmentar l’activacié de
proteines implicades en el metabolisme lipidic, com les proteines
implicades en el transport d’AG. En canvi, en etapes posteriors de la
progressid, quan es produeix la migracio cel-lular, el paper de les proteines
transportadores podria canviar. Tanmateix, recentment s’ha descrit que les
cel'lules tumorals que expressen nivells elevats de CD36 son les
responsables de la iniciacié de la metastasi [302], elucidant la importancia
d’aquesta proteina en estadis més avancats del tumor. Per tant, les cél-lules
tumorals no només es beneficien dels productes resultants del metabolisme
lipidic proporcionats pels adipocits, siné també de les modificacions que es
produeixen en la regulacié d’aquest. De fet, les cel-lules MCF-7 i MDA-MB-
231 presenten diferencies en la regulacio de les vies implicades en el
metabolisme lipidic, ja que aquestes s’expressen i es regulen de manera

diferent en ambdos tipus cel-lulars (Figura 16).
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Figura 16. eFABP4 indueix la proliferacid de les cél-lules de cancer de mama a
través de les vies de senyalitzacié de PI3K/AKT i MAPK-ERK1/2. A més, en
funcid del subtipus tumoral, pot induir 'expressié de I'oncogen FOXM1 i de les

proteines transportadores d’AG CD36 i FABPS5.

En resum, els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral reforcen el
paper del teixit adipods, i de FABP4 en concret, en les diferents alteracions
relacionades amb l'obesitat, entre elles, la RI i el cancer, ja que esta
implicada directament amb l'activacié de I'estres del RE (IRE1 i ATF6) i la
proliferacié cel'lular (PI3K-AKT i ERK1/2), respectivament. A més, s’ha
mostrat per primera vegada que el tractament amb BMS309403 redueix la
inflamacid i 'activacié de l'estres del RE induit per AG saturats en muscul
esqueletic, a través de la inhibicié de p38 i ERK1/2. Tot i aix0, son necessaris
més estudis per caracteritzar totalment el paper del BMS309403, aixi com la
inhibici6 de FABP4, en la regulacié de les alteracions associades al

metabolisme.

140



Conclusions




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS
Alba Bosquet Agudo



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FABP4 EN LES MALALTIES METABOLIQUES I EL CANCER: IMPLICACIO EN L'ESTRES
DEL RETICLE ENDOPLASMATIC I ALTRES MECANISMES MOLECULARS

Alba Bosquet Agudo

Les conclusions d’aquest treball sén (Figura 17):

1. FABP4 circulant no és simplement un marcador biologic, sind que
pot contribuir al desenvolupament de malalties com la DM2 i el
cancer, com a conseqiiencia de les seves interaccions amb les
cel-lules dels teixits periferics.

2. En el fetge, eFABP4 indueix estres del RE i RI. A més, en presencia
d’AG, l'estres del RE augmenta a causa d'un efecte sinergic entre
FABP4iels AG.

3. En cellules de cancer de mama, eFABP4 promou directament la
proliferacio cel-lular.

4. El BMS309403, inhibidor de FABP4, atenua l’estrés del RE induit
per AG i la inflamacié en muscul esqueletic.

5. El BMS309403 també podria presentar potencial antitumoral, ja que
la RI i la inflamaci6é cronica de baixa intensitat caracteristica de
I'obesitat contribueixen en la iniciacié i progressio del tumor.

6. La inhibici6 de FABP4 pot suposar una potencial estrategia
terapeutica per al tractament de malalties associades amb 1’ obesitat,

com la DM2 i el cancer.

Estrés del RE l Proliferacié cel-lular

A

Resisténcia a la Insulina +—— Inflamacié

-r
Diabetis :
]
]
1

BMS309403

(%2
z
)
(%2
)
—
O
=
(@)
O

Figura 17. Mecanisme de connexio proposat entre la diabetis, el cancer i

FABP4, essent I’obesitat el factor de risc en comu.
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