©

usll  UNIVERSITAT DE BARCELONA

B

Universitat de Barcelona
Facultat de Farmacia
Departament de Farmacologia i Quimica Terapéutica

Unitat de Farmacologia i Farmacognosia

NOVES APORTACIONS AL CONEIXEMENT | LA
PREVENCIO DE LA INFLAMACIO | LA RESISTENCIA A
LA INSULINA INDUIDES PER ACIDS GRASSOS EN
CEL-LULES MUSCULARS ESQUELETIQUES

Teresa Coll i Iglesias

2009






Mm@ UNIVERSITAT DE BARCELONA

Universitat de Barcelona
Facultat de Farmacia
Departament de Farmacologia i Quimica Terapeutica
PROGRAMA DE DOCTORAT: Recerca, Desenvolupament i Control de Medicaments
(Bienni 2005-2007)

NOVES APORTACIONS AL CONEIXEMENT | LA PREVENCIO DE
LA INFLAMACIO | LA RESISTENCIA A LA INSULINA INDUIDES
PER ACIDS GRASSOS EN CEL.LULES MUSCULARS
ESQUELETIQUES

Memoria presentada per
Teresa Coll i Iglesias

per optar al titol de doctor per la Universitat de Barcelona.

Els directors,

Dr. Manuel Vazquez Carrera Dr. Juan Carlos Laguna Egea

La doctoranda,

Teresa Coll i Iglesias

Barcelona, 8 d'octubre de 2009






Aquest treball ha estat realitzat al Departament de Farmacologia i Quimica
Terapeutica de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona, essent
financat per:

Ministerio de Ciencia e Innovacién
(Projecte SAF 2004-03045 i SAF 2006-01475)

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades
Metabolicas Asociadas

ciberdem






A la meva avia






| en acabat, que cadascu es vesteixi
com bonament li plagui, i via foral,

que tot esta per fer i tot és possible.

Miquel Marti i Pol






AGRAIMENTS

Qui m’havia de dir, ara fa cinc anys, que comencaria un master experimental al
Departament de Farmacologia que m’engrescaria a continuar amb una Tesi Doctoral.
Tot alld que vaig aprendre durant aquell primer any, juntament amb la gent que
formava el grup van fer que em decidis a continuar en el mén de la recerca.
Evidentment, els seglients quatre anys no van resultar ser tan “idilics” com el primer
(és el que té treballar amb cél-lules...) perd malgrat els imprevistos i problemes que
han sorgit durant la tesi no es pot dir que no hagi disfrutat -sin6 no m"explico com ha
passat tan rapidament aquest temps!-. | ara que sembla que aquesta etapa ja arriba a
la seva fi, m"agradaria agrair a tothom que, d’'una manera o altra, ha contribuit a fer
possible aquest treball.

En primer lloc, vull donar les gracies al Dr. Manel Vazquez, per la confianca dipositada
en mi i I"'ajuda que m’ha brindat en tot moment, aixi com també al Dr. Joan Carles
Laguna. A tots dos per donar-me |oportunitat de treballar en el seu grup
d’investigacio.

Al Dr. Palomer, per ensenyar-me una altra manera de veure la ciéncia i per ajudar-me
en tot alld que he necessitat. Moltes gracies per tots els cafes/camamilles i per saber
convertir “I"acidesa” de determinats moments en bon rotllo.

A la Dra. Mireia Jové, que tant em va ensenyar quan comencava a fer els primers
passos en el mon de la ciencia. Vaig aprendre molt de la teva rigurositat i organitzacio
a I’hora de treballar.

De fet, aquesta rigurositat fa que no m“atreveixi a escriure el nom de tothom a qui
voldria agrair tot el que ha fet per mi al llarg d"aquests anys al “depar” (les meves
nenes, tots els treballs dirigits, masters, doctorands, post-docs... buf!, realment sén
molts els qui en formen, o n"han format part... segur que m’oblidaria algu sense voler).
Per tant, el més prudent és que faci un agraiment general a tota la gent dels grups de
la cinta blava, groga i verda, és a dir, a tota la gent del grup d hipolipemiants,
d’apoptosi i de neuro, aixi com també als farmacognostes i a la Mar. Entre tots heu
aconseguit crear un molt bon ambient al lab!

| ja fora de la facultat de Farmacia, pero just a I'edifici del costat, gracies a I"’Anna
Orozco i la Maria Guitart per la seva ajuda amb els cultius primaris.

A part de la gent del laboratori, s6n molts els que han “patit” els meus nervis,
desesperacions i estrés durant aquests anys (i sobretot aquests Ultims mesos), pero
també els bons moments. Gracies per animar-me a seguir endavant i proporcionar-me
altes dosis d optimisme, serenitat i alegria.

Moltes gracies als Wekes (per ordre alfabétic): Albert, Ari, Aura, Borja, Carla, Carme,
Coll, Dj Kram, Exumi, Golet, Isaac, Jaume, Jesus, Jordi, Judith, Kuru, Lau, Lluis (o Sixtu),
Marga, Maritza, Miquel B., Miquel S., Page, Silvia LI., Silvia P. i Villa (ara ja flamant
Associacio Penya Weke Weke). Al final ens hem decidit a oficialitzar-nos, i amb acte
inclos! aixo si que és saber organitzar-se, treballar en equip i passar-s’ho bé! Lau,

”ow

gquantes aventures, “confesiones”, “entrenus”, hores senceres rient, nits de festa... que



bé saber que puc comptar amb tu pel que sigui! Ari i Carla... (les 3 maries, vaja)
gracies per ensenyar-me que realment tot el que un es proposa és possible (només cal
tenir unes barritas energétiques de xocolata). Em va encantar compartir aquell viatge
amb vosaltres (i tantes altres coses!). Xilvia, estupenda, la teva capacitat d”escoltar és
infinita, tot i que Ultimament ho hagim de concentrar en un café no tan sovint com ens
agradaria. | a tota la resta de la colla, sou un veritable antidot contra I"avorriment!

A qui s"ha convertit en la meva familia a Barcelona durant els anys d universitat i tesi.
A na Maritza, que des que ens vam conegixer al pis de la Vila hem passat tantes hores
juntes (i tan bones) que és com si ens coneguéssim de tota la vida. He aprés molt de
tu. Encara hem de fer molts més corolarios! | la Moni, per ensenyar-me que el més
important és tenir les idees clares. A la Thais, encomanes motivacio i ganes de fer
coses a qui t'envolta. Molta sort amb la tesi! A I’Ana, una bona troballa a la uni, tot i
gque ens coneguéssim millor posteriorment. | com no, a I’Adria, en Fali i la Miriam.

A I'Eva, per estar al meu costat des que érem unes nenes de 4 anys... i continuar
compartint, encara ara, les nostres penes i alegries.

A qui m"ha acaollit tan bé, el clan Planaguma-Valls: Jordi pare, Carme, Jordi, Jesus (0
Dr. Planaguma; el “xapista” dark metal responsable de la portada i de tants bons
consells relacionats amb la ciéncia, el disseny grafic i la mdsica), Sarah, Marc (0 Dj
Kram), Marga i també I"avia Paquita. Gracies per fer-me sentir una més de la familia!

| a la meva familia d"Olot: la del Pla de Dalt, Sta. Pau i els tiets del Pla del Coll. | per
descomptat als meus pares, per creure en mi i apoiar-me en totes les decisions que he
pres. Per recordar-me que |"esfor¢ diari és basic per arribar alla on es vol. Sense
vosaltres no ho hauria aconseguit mai! | als meus avis, que els hi hagués agradat molt
veure aquest treball.

Finalment, necessitaria moltes pagines per agrair a en Jordi tota la paciéncia (infinita),
que ha tingut amb mi durant la realitzacié d'aquesta tesi. Milions de gracies per les
paraules d"anim i suport que em dones sempre, perd molt en especial les d"aquests
altims mesos. Saps que so6n fonamentals per mi. Gracies per tots els moments
compartits i, sens dubte m atreveixo a dir, per tots els que compartirem. Fem un gran

equip!

| no podria pas acabar aquests agraiments sense recordar la meva terra, la Garrotxa.
No sé si és el paisatge més bonic de Catalunya, pero els seus racons han contribuit a
donar-me, setmana rere setmana, la pau, tranquilitat i energia necessaries per dur a
terme aquesta tesi.









INDEX

ADFEVIATUIES ... 1
PRESENTACIO ...ttt 5
INTRODUCCIO ..ottt sttt 13

1. METABOLISME DE LA GLUCOSA ...ttt 15
1.1 Via de senyalitzacio de la insulina ...........cccccooiiiieeiiiiiiee e, 16
1.2 Implicacié de diferents proteines en la via de senyalitzaci6 de la

INSUNING oo 18
1.2.11IRS 18
1.2.2 Fosfatidilinositol-3 cinasa 21
1.2.3 Akt/PKB 23
1.2.4 PKCs 24
1.2.5 Transportadors de la glucosa 25

2. METABOLISME DELS ACIDS GRASSOS .......ccoviieiiieieieieseies e, 28
2.1 Transport dels acids grassos a través de la membrana ................ 29
2.1.1 FATP 30
2.1.2 FAT/CD36 31
2.1.3 FABPpm 31

2.2 El mitocondri i I'oxidaci6 dels acids grassos ...........cccceeeeeivveeeeeenn. 32
2.2.1 p-oxidacio dels acids grassos 32

2.3 Regulaci6 enzimatica del metabolisme dels acids grassos ........... 33
2.3.1 Carnitina palmitoiltransferasa (CPT) 33
2.3.2 Acetil Co-A carboxilasa (ACC) i Malonil-CoA 34
2.3.3 AMPK 36

2.4 Control transcripcional del metabolisme dels acids grassos .......... 37
2.4.1 PPARs 37
2.4.2 PGC-1 42

3. INTEGRACIO DEL CICLE DE LA GLUCOSA | DELS ACIDS

GRASSOS ..o 45
3.1 Lipids intracel-lulars .............oeuviviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 47
3.1.1 Diacilglicerol i Triacilglicerol 47

3.1.2 Ceramides 49

4. ACIDS GRASSOS | RESISTENCIA A LA INSULINA ....ccoviviviiieeine 52
4.1 Alteracions de la captacid d"acids grassos ..........ccccvveeeeeeeeeeiinnnne 52
4.2 Alteracions del MitoCONIT ......uuueveiieiiiiiiiiiie e 53
4.2.1 Transport mitocondrial d"acids grassos 53

4.2.2 Contingut i funcionament mitocondrial 55

4.3 Alteracions de la via de senyalitzacié de la insulina ....................... 58

5. INFLAMACIO | RESISTENCIA A LA INSULINA INDUIDES PER
ACIDS GRASSOS ..ottt 62
5.1 Inflamacid, resisteéncia a la insulina i acids grassos insaturats ...... 63
5.2 Vies inflamatdries implicades en la resisténcia a la insulina
induida per ACIAS graSSOS ....c.ccecvrviiirieeeeeeeitriieiea e e e e e s eneeneeeeeeeeaans 65



INDEX

5.2.1 Via independent de receptor 65

5.2.2 Via dependent de receptor: TLRs 66

BB INF-KB ..ttt 69

5.3.1 Interleucina-6 72

5.3.2 MAPK 73

5.3.3 Ciclooxigenasa-2 76

OBUJIECTIUS oottt e e e e e e e st e e e e e e e e s s e e e aaeeeeennsenees 81
RE SU L T AT S ittt e e e s sttt e e e e e s s bbbt e e e e e e e e bbb e eeaaaeeas 85

PUBLICACIO 1. Palmitate-Mediated Downregulation of Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor y Coactivator 1ain Skeletal
Muscle Cells Involves MEK1/2 and Nuclear Factor-xB
Activation
Diabetes 2006, 55:2779-2787 87

PUBLICACIO 2. Oleate Reverses Palmitate-induced Insulin
Resistance and Inflammation in Skeletal Muscle Cells
Journal of Biological Chemistry 2008, 283:11107-11116 101

PUBLICACIO 3. COX-2 inhibition enhances palmitate-induced
inflfammation and insulin resistance in skeletal
muscle cell 115

PUBLICACIO 4. Activation of Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor 6 (PPARS) by GW501516 Prevents Fatty
Acid-induced NF-xB Activation and Insulin Resistance in

Skeletal Muscle Cells 151
DISCUSSIO GLOBAL oottt et e e e et e e e e e e e e e 189
CONGCLUSIONS ettt et e e e e e e e e e 213

BIBLIOGRAFIA oo 215



ABREVIATURES

AA Acid araquidonic

ACC Acetil Co-A carboxilasa

ACS Acil-CoA sintetasa

ADN Acid desoxiribonucleic

AF-1i2 Activation Function-1i 2

AG Acid gras

AGcL Acid gras de cadena llarga

AGL Acid gras lliure

Akt Proteina cinasa B

AMP Adenosina monofosfat

AMPK Cinasa activada per AMP

ARNmM Acid ribonucleic missatger

AS160 Substrat de I"’Akt de 160 kDa

ATP Adenosina trifosfat

Bis Bisindolilmaleimida

CACT Acil carnitina translocasa

CaMK Cinasa depenent de calci/calmodulina
CoA Coenzim-A

COX Ciclooxigenasa

cPLA, Fosfolipasa citoplasmatica A,

CPT Carnitina palmitoiltransferasa

CTE Tioesterasa citosolica

DAG Diacilglicerol

DBD DNA binding domain

DGAT Acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa
DM2 Diabetis Mellitus tipus 2

ERK Cinasa regulada per senyals extracel-lulars
ERR Estrogen-Related Receptor

FABP Proteina d"unié a acids grassos
FAT/CD36  Translocasa d acids grassos

FATP Proteina transportadora d”acids grassos
FOXO Forkhead box

FXR Farnesyl X Receptor

G-6P Glucosa-6 fosfat

GLUT Transportador de la glucosa

GPRs Receptors acoblats a proteines G
GSV Vesicules d’emmagatzematge de GLUT4
GTP Guanosina 5'-trifosfat

HDL Lipoproteina d”alta densitat

ABREVIATURES



ABREVIATURES

IKK

IL
Interfero-y
IRAK1
IRS

IkBa
JNK
KDa
LBD
L-CPT-1
LDL

LPS
LXR
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MASpAT
MCD
M-CPT-1
MEF-2
MLK-3
MMI
MyD88
NEMO
NF-xB
NRF-1i 2
pb

PDC
PDK
PDK4
PDTC
PGC-1
PGs

PH

PI

PI(4)P
PI(4,5)P,
PI3-K
PIP3
PKA
PKB
PKC
PMA

Cinasa de IxB

Interleucina

INF-y

IL-1R-associated kinase

Substrat del Receptor de la Insulina
Proteina inhibidora xBa

Cinasa c-jun NH,-terminal

Quilodalton

Ligand binding domain

Carnitina palmitoiltransferasa-1 de fetge
Lipoproteina de baixa densitat
Lipopolisacarids

Liver X Receptor

Proteina cinasa activada per mitdogens
Cinasa de MAPK

Cinasa de la cinasa de MAPK

Aspartat aminotransferasa mitocondrial
Malonil-CoA decarboxilasa

Carnitina palmitoiltransferasa-1 de muscul
Myocyte Enhancer Factor-2
Mixed-lineage kinase 3

Membrana mitocondrial interna
Myeloid Differentiation primary-response protein 88
NF-xB essential modifier

Factor nuclear-xB

Nuclear Respiratory Factor-1 i 2

Parell de bases

Piruvat deshidrogenasa

Proteina cinasa depenent de fosfatidilinositol
Piruvat deshidrogenasa cinasa 4
Pirrolidina ditiocarbamat

PPARy Coactivator-1

Prostaglandines

Pleckstrin homology

Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositol 4-fosfat
Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat
Fosfatidilinositol 3-cinasa
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat

Proteina cinasa A

Proteina cinasa B

Proteina cinasa C

Phorbol 12-myristate 13-acetate

2



ABREVIATURES

PP2A
PP2C
PPAR
PPARo
PPARp/3
PPARY
PPRE
PRC
PTB
RI
RTK
RXR
SAPKs
Ser
SLGT
SREBPI1c
STAT3
TAK1
TG
Thr
TIR
TLR
TNF-a
TRAF6
TX
ZDF

Proteina fosfatasa 2A

Proteina fosfatasa 2C

Receptor activat per proliferadors peroxisomics
Receptor activat per proliferadors peroxisomics «
Receptor activat per proliferadors peroxisomics g6
Receptor activat per proliferadors peroxisomics y
Element de Resposta a Proliferadors Peroxisomics
Coactivador relacionat amb PGC-1
Phosphotyrosine-binding

Resisténcia a la insulina

Receptor amb activitat intrinseca tirosina cinasa
Receptors Retinoid X

Proteines cinases activades per estrés

Serina
Transportador de glucosa depenent de sodi
Proteina d"uni6 a elements regulats per esterols 1c
Signal Transducer and Activator of Transcription 3
transforming-growth-factor-b-activated kinase
Triglicérids

Treonina

Toll/IL-1

Receptors Toll-like

Factor de Necrosi Tumoral-a

Tumor necrosis factor(TNF)-associated factor 6
Tromboxa

Zucker diabetic fatty






PRESENTACIO

\






PRESENTACIO

La Diabetis Mellitus tipus 2 (DM2) és una malaltia metabolica complexa que
afecta entre un 4 i un 5 % de la poblacié en les societats industrialitzades. Aquesta
patologia es caracteritza per la preséncia, en la seva fase inicial, de resisténcia a la
insulina (RI), definida com un defecte de la capacitat de la insulina per aconseguir que
la glucosa sigui utilitzada pel seu teixit diana més important, el muscul esquelétic
(Saltiel i Kahn, 2001). S ha establert de manera clara que en la DM2, la Rl precedeix i
prediu el desenvolupament d’aquesta malaltia. Freqlientment, una de les primeres
alteracions que s’observen en els individus amb predisposicié a patir RI/DM2 és
I"'acumulacié de grassa intraabdominal. De fet, la relacié epidemiologica entre
I"obesitat i la Rl és molt solida (Grundy, 2008). El fet que I'obesitat augmenti any rere
any fa que s’esperi un increment significatiu del nombre de pacients amb DM2, que

pot assolir els 330 milions de persones afectades per aquesta patologia I"any 2025.

En I"Gltima década, nombroses evidéncies han posat de manifest | existéncia
d’una estreta relacié entre un estat d inflamacié cronic de baixa intensitat i la preséncia
d obesitat-RI-DM2. De fet, diferents molécules de senyalitzacié alliberades pels
adipocits poden activar diverses vies inflamatories en una gran varietat de teixits,
incloent especialment el muscul esquelétic: les citocines inflamatories i els AG lliures
(AGL). La primera relacié entre inflamacié i obesitat es descobri I'any 1993, quan es
va identificar que la citocina proinflamatoria TNF-o (Factor de Necrosi Tumoral-a) es
sobreexpressava en el teixit adipdés de models animals d obesitat (Hotamisligil i col.,
1995). De la mateixa manera que en aquests models d obesitat, el TNF-o també es
sobreexpressa en el teixit adipds i en el muscul esquelétic de persones obeses (Kern i
col., 1995; Saghizadeh i col., 1996; Uysal i col., 1997). Posteriorment es va demostrar
que I'obesitat es caracteritza per la preséncia d”una resposta inflamatoria molt amplia i

gue molts mediadors inflamatoris presenten patrons d expressié o afecten a I"acci6 de
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la insulina de manera similar a com ho fa TNF-a quan hi ha obesitat, tant en models
animals d’obesitat com en humans (Bastard i col., 2002; Esposito i col., 2002). Entre
aquests mediadors inflamatoris, la interleucina 6 (IL-6) (Bastard i col., 2002; Esposito i
col., 2002), IL-1, IL-8 i IL-18 han estat citades per ser les citocines més importants
implicades en I"aparici6 de RI/DM2. De totes elles, la IL-6 és la que presenta una
major correlacié amb la Rl i la DM2 (Kern i col., 2001; Pradhan i col., 2001; Kosmidou i
col., 2002) i els seus nivells plasmatics s6n de 2 a 3 vegades superiors en pacients
amb obesitat i DM2 respecte a pacients no obesos (Rotter i col., 2003). Fins fa poc, els
macrofags i les cél-lules mononuclears periferiques eren considerades les principals
fonts de produccié de IL-6. No obstant, dades recents suggereixen que els adipocits i
les cél-lules musculars esquelétiques també produeixen IL-6 (Kristiansen i Mandrup-
Poulsen, 2005). A més de les citocines inflamatories, les adipocines (leptina i
adiponectina) son mediadors bioactius alliberats pels adipocits que també poden

regular el procés inflamatori (Rabe i col., 2008).

Actualment els mecanismes a través dels quals els nivells elevats d"AGL
associats a |'obesitat causen RI/DM2 no es coneixen bé, perd nhombroses evidéncies
suggereixen una relacid entre els nivells elevats d’AGL i I'activacié del procés
inflamatori. L'augment dels nivells d"’AGL pot provocar respostes proinflamatories
directes o indirectes. La resposta directa es produeix gracies a la seva capacitat d"unio
als TLR (Toll-like receptors). Aquests receptors pertanyen a una familia essencial en el
sistema immune que produeix |"activacié de la via de senyalitzacié proinflamatoria
depenent de NF(Nuclear Factor)-«xB en resposta als lipopolisacarids (LPS) dels
bacteris Gram negatius, perd també dels AGL (Lee i col., 2001). L activacio indirecta
de les vies proinflamatories a causa de nivells elevats d"AGL té lloc quan s"acumulen
molécules intermediaries lipidiques dins les cel-lules. Aquest procés s’inicia amb el
transport dels AG (AG) a l'interior de les cél-lules musculars, on una vegada sén

activats (acil-CoAs) poden ser B-oxidats al mitocondri 0 bé emmagatzemats com a
8
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intermediaris del metabolisme dels AG: triglicérids (TG), diacilglicerol (DAG) o
ceramides. L'acumulacié d’aquests compostos déna lloc a I'activacié de diferents
serina cinases (entre elles la cinasa de la proteina inhibidora kB- (IKK-B) i la proteina
cinasa C-0) (Wymann i Schneiter, 2008), que regulen negativament |"accié de la
insulina. D entre totes les isoformes de la PKC, només la PKC-0 té |"habilitat d”activar
NF-xB (Griffin i col., 1999), fet que s’ha relacionat amb |'empitjorament de la
sensibilitat a la insulina induida per AG en el muscul esquelétic de rosegadors
(Hirosumi i col., 2002; Kim i col., 2001) i I'augment de |'expressi6é de mudltiples

mediadors inflamatoris, incloent-hi TNF-a i IL-6 (Shoelson i col., 2003).

D altra banda, els AG poden regular el seu propi metabolisme gracies a que
actuen com a lligands dels Receptors Activats per Proliferadors Peroxisomics (PPAR,
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor). Els PPARs sén membres de la
superfamilia dels factors de transcripci6é activats per lligand. Formen heterodimers amb
els RXRx (retinoid X receptors) i s'uneixen a elements de resposta consens de
sequéncies hexameriques d"ADN separades per 1 bp (Barish i col., 2006). L uni6 del
lligand indueix un canvi conformacional en els complexos PPAR-RXR, fent que
s’intercanviin els corepressors pels coactivadors, cosa que fa que es recluti la
magquinaria de transcripcié basal i s"augmenti I'expressio génica. A més, és interessant
destacar que aquests receptors nuclears implicats en el metabolisme dels AGL també
poden suprimir la inflamacié a través de diferents mecanismes mitjan¢ant la reduccio
de I"alliberament de factors inflamatoris o |'estabilitzacié de complexos repressors en
els promotors dels gens inflamatoris (Barish i col., 2006). Dels tres subtipus de PPAR,
PPARa (NR1C1) i PPARy (NR1C3) son les dianes dels farmacs hipolipemiants
(fibrats) i antidiabetics (tiazolidindiones), respectivament. L’activacid del tercer
subtipus, PPARB/3 (NR1C2), per lligands dalta afinitat (L-165041 i GW501516) s’ha

proposat com una estratégia terapéutica pel tractament de la RI. Un dels gens regulats
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per PPARp/5 és la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1), la qual regula el transport
d’AG de cadena llarga (AGcL) al mitocondri i per tant, limita el procés de la B-oxidacio
mitocondrial. L"augment d"’aquest procés sembla ser clau per evitar ["'acumulacié de
mediadors lipidics i, com a consequéncia, la RI. De fet, s"ha demostrat que |"activacio
de I'oxidacio dels AG mitjancant la sobreexpressié de CPT-1 in vitro (Sebastian i col.,
2007) o in vivo (Bruce i col.,, 2009) millora la RI induida pels lipids en cel-lules
musculars esqueléetiques. Malgrat aix0, actualment es desconeix si els activadors de
PPARB/3 son capagos devitar la inflamacid i la RI induida per AG a través d’un

possible increment de I'expressio i I"activitat de CPT-1.

Es important destacar que no tots els AG es comporten de forma similar. Aixi,
els AG saturats i els monoinsaturats difereixen en la seva contribucié a la Rl (Schmitz-
Peiffer i col., 1999; Vesshy i col., 2001). Vessby i col. (2001) van observar que dietes
riques en AG monoinsaturats milloraven la sensibilitat a la insulina en comparacié a
dietes rigues en AG saturats amb la mateixa quantitat de calories. Estudis previs del
nostre grup també assenyalen que |'acid gras monoinsaturat oleat, a diferéncia de
I"acid gras saturat palmitat, impedeix |"augment de I'expressio6 i la secreci6 de la IL-6
en cel-lules musculars esquelétiqgues C2C12 (Joveé i col., 2005a), perd es desconeix Si
I"oleat pot prevenir la inflamacio i la Rl induida per palmitat en aquestes cél-lules i a

través de quins mecanismes es porta a terme.

D altra banda, les alteracions del metabolisme mitocondrial semblen jugar un
paper clau en la patogenesi de la RI/DM2 (Boden i Shulman, 2002). De fet, el nostre
grup (Jové i col., 2004) i d altres (Mootha i col., 2003; Patti i col., 2003) han obtingut
resultats que suggereixen que la Rl es caracteritza per una reduccié dels nivells de
PGC-1la (PPARy coactivator-la) en el muascul esquelétic. Aquest coactivador
transcripcional dels PPARs regula |'expressié de gens que codifiquen per proteines
mitocondrials i gens implicats en el metabolisme dels AG (Finck i Kelly, 2006). De tota
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manera, es desconeix si el procés inflamatori causat pels AGL en cél-lules musculars

esqueletiques afecta I'expressié de PGC-1a i els mecanismes que hi estan implicats.

Com ja s’ha descrit, la inflamacié causada per I'exposicio de cél-lules
musculars als AGL es caracteritza per un augment de |'expressié de gens diana
regulats per NF-«xB. Entre aquests gens cal destacar la ciclooxigenasa-2 (COX-2),
també coneguda com a prostaglandina-endoperoxid sintetasa-2, la qual sintetitza
prostaglandines (PGs) proinflamatories i antiinflamatories que poden modular els
estats d’inflamacio i, conseqientment, la RI. De fet, la inflamacié cronica mediada per
la COX-2 sembla estar involucrada en el desenvolupament de la RI, ja que la DM2
observada en Indis Pima ha estat associada a una variant del promotor del gen
induible COX-2 (Konheim i Wolford, 2003). A més, també s ha relacionat la inflamacio
mediada per COX-2 i I'estrés oxidatiu amb la DM2 en homes ancians (Helmersson i
col., 2004). En la mateixa linia, estudis recents mostren que aquesta inflamacio cronica
en el teixit adipds és crucial en I"aparicié de RI lligada a I"obesitat (Hsieh i col., 2009).
No obstant, un nombre creixent d estudis assenyalen que les PGs poden dur a terme
un rol protector durant la inflamacié (Sandig i col., 2007). Concretament, algunes PGs
augmenten durant la fase resolutiva de la inflamacié en models animals, tot alleujant
aquest procés (Gilroy i Peretti, 2005; Trivedi i col., 2006; Shibata i col., 2002). Fins i tot
s’ha constatat que una reduccié de la produccié de PGs a causa de deficiencies
genétiques o mitjancant I"administracié d’inhibidors de la COX-2 poden empitjorar la
inflamacié (Gavett i col., 1999; Peebles i col., 2002; Hammad i col., 2003). Tanmateix,
la inhibicié de la COX-2 pot incrementar la disponibilitat de I"acid araquidonic per ser
transformat per la lipooxigenasa i la citocrom P450, i per modificacions enzimatiques
oxidatives (Inserte i col., 2009), fent que es sintetitzin un major nombre de compostos
actius que poden modular el procés inflamatori. Aixi doncs, la COX-2 pot modular de
forma diferent el procés inflamatori, tot i que actualment es desconeix quin paper juga

en la inflamacid i la Rl induida per lipids en cél-lules musculars esquelétiques.
11



PRESENTACIO

Totes aquestes dades demostren la preséncia d’una estreta relacié entre la
induccié del procés inflamatori per nivells elevats d"AGL i el desenvolupament de RI en
cél-lules musculars esquelétiques. En consequéncia, aprofundir en els mecanismes
implicats en aquesta associacié entre inflamacié i Rl induida per AGL podria ser util

per a establir noves estratégies en la prevencio i el tractament d"aquest procés.
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1. METABOLISME DE LA GLUCOSA

La insulina és una hormona sintetitzada per les cél-lules  pancreatiques que
s allibera en resposta a un increment dels nivells circulants de glucosa i amino acids
després d’una ingesta. La seva funcié principal és mantenir les concentracions
sanguinies de glucosa dins uns limits bastants estrets (90-110 mg/dl) per tal
d’assegurar un equilibri precis entre |I'entrada de glucosa al torrent sanguini i la
captura d"aquesta per part d"drgans com el cervell, el fetge, el muscul i el teixit adipés.
El manteniment de la homeostasi glucidica per part de la insulina es realitza a diferents
nivells: a) al fetge, reduint la produccié hepatica de glucosa (tot disminuint la
gluconeogénesi i la glicogendlisi) i b) incrementant la captacié de glucosa,

principalment al muscul esquelétic i al teixit adipds (Shulman, 2000).

El transport de glucosa a I'interior de les cél-lules musculars és estimulat per la
insulina, la qual afavoreix la translocacié del transportador de la glucosa 4 (GLUT4)
des de les vesicules intracel-lulars, on s’emmagatzema, a la membrana plasmatica
(Guma i col., 1995). El pas que limita la utilitzacié i emmagatzematge de la glucosa és
doncs, la seva captacié. Un cop a l'interior de la cél-lula, la glucosa és fosforilada per
I'enzim hexocinasa i posteriorment pot ser oxidada per generar energia o bé

emmagatzemada en forma de glicogen (glicogénesi).

La sintesi de glicogen al muscul és la via principal del metabolisme de la
glucosa, de manera que un defecte en aquesta activitat pot ser la responsable de

I"aparicié de RI (Roden i col., 2001; Bokhari i col., 2009). En els adipdcits, la insulina
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inhibeix la lipdlisi i afavoreix I'emmagatzematge de la glucosa en forma de TG

(lipogénesi) (Sesti i col., 2006).

1.1.  VIA DE SENYALITZACIO DE LA INSULINA

El receptor de la insulina és una glicoproteina amb una estructura tetramérica
a2p2 estabilitzada mitjangant enllagos disulfur que pertany a la familia dels receptors
amb activitat intrinseca tirosina cinasa (RTK) (Hubbard i Till, 2000). Des de que a
prinicipis dels 70 es va demostrar que la insulina actuava mitjancant la unié a un
receptor situat a la membrana plasmatica, ja es va suggerir que les alteracions de la
sensibilitat a la insulina observades en l'obesitat, la Rl i la DM2 podien ser
consequéncia d'una disminucié de la concentracié o de I'afinitat d’aquesta hormona

per al seu receptor.

L'acci6 de la insulina s’inicia quan aquesta s’uneix a la subunitat
o extracel-lular del seu receptor i estimula I'autofosforilacié de multiples residus
tirosina que es troben a la porcio citoplasmatica de la subunitat g transmembrana (De
Meyts i Whittaker, 2002) (Figura 1). Una vegada activat, el receptor recluta i fosforila
diversos substrats intracel-lulars entre els quals cal destacar el Substrat del Receptor
de laInsulina 1li 2 (IRS-1iIRS-2). Posteriorment IRS-1 i IRS-2 s’uneixen a proteines
amb dominis SH2 com les subunitats reguladores de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-
K): p85, p55, p50 i p55°~, les tirosina cinases Fyn i Csk, la tirosina fosfatasa SH-PTP2
i les proteines d’unié a factors de creixement Crk, Nck i Grb-2, la darrera de les quals
pot activar la via de les proteines cinases activades per mitogens (MAPK, Mitogen-

Activated Protein Kinase) (Sesti i col., 2001).
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La via d’interés en aquest treball, de la qual es parlara a continuacié, és la que
involucra la PI3-K. L’activacio de la PI3-K doéna lloc a la formacié del lipid
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3) que activa una cascada de proteines cinases, la
primera de les quals és la proteina cinasa depenent de fosfatidilinositol (PDK). A
continuacio, aquesta pot fosforilar dos tipus de serina/treonina cinases, |'Akt (també
coneguda com a proteina cinasa B (PKB)) i les isoformes (i A de la proteina cinasa C
(PKC-£/A). L'Akt regula la translocacié del transportador GLUT4 a la membrana
plasmatica fent que augmenti la captacié de glucosa en resposta a la insulina (Welsh i
col., 2005). Paral-lelament a I’'Akt, les PKCs (/A també poden controlar la translocacio

de GLUT4 (Beeson i col., 2004).

Insulina

Pl(4;5)Pz Pl(3r4;5)P3

Receptor,
insulina

Vesicules

Figura 1. Esquema de la via de senyalitzacié de la insulina. La insulina s’uneix al seu
receptor i I'activa, iniciant una série de fosforilacions que permetran que les vesicules
del transportador de la glucosa (GLUT4) transloquin a la membrana i permetin I'entrada

de glucosa a la cél-lula.

S’ha proposat també una via independent de PI3-K que estimularia el transport

de glucosa mitjangant la unié de proteines relacionades amb el protooncogen Cbl i el
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receptor de la insulina, tot i que estudis recents han posat en dubte la seva
importancia, ja que experiments realitzats amb animals knockout per diferents
components de la via no aconseguien afectar la translocacié de GLUT4 (Molero i col.,

2004).

1.2. IMPLICACIO DE DIFERENTS PROTEINES EN LA VIA DE

SENYALITZACIO DE LA INSULINA

A continuacié es descriuen amb més detall algunes de les proteines que
conformen la via de senyalitzacié de la insulina que es poden veure afectades en

estats de RI.

1.2.1. IRS

Les proteines IRS regulen nombrosos processos biologics com ara el control
del metabolisme de la glucosa, la sintesi de proteines i la diferenciacié, creixement i

supervivencia cel-lular.

Malgrat no tenir activitat catalitica intrinseca posseeixen nombrosos dominis
d’interaccié i motius de fosforilacié. S’han identificat fins a sis membres d’aquesta
familia: IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4, IRS-5 i IRS-6. IRS-1 i IRS-2 s’expressen
ampliament, mentre que I'expressié de IRS-4 es limita al timus, cervell, ronyé i a les
cellules B (Uchida i col., 2000). Per la seva banda, IRS-3 no ha estat identificat en el
genoma huma, perd en rosegadors s’expressa en teixit adipds i realitza una funcié

similar a IRS-1 (White, 2002).

Totes aquestes proteines tenen un domini d’unié PH (pleckstrin homology) i un
domini PTB (phosphotyrosine-binding) a I'extrem amino-terminal que els permet unir-

se especificament als receptors de la insulina i dominis de fosforilacid a |'extrem
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carboxi-terminal (White, 2002). La fosforilacié en els multiples residus tirosina de
I'extrem carboxi terminal permeten ['activacié de la transmissid de senyals
intracel-lulars originats per la insulina (Thirone i col., 2006). IRS-1 i IRS-2 contenen fins
a 20 residus tirosina que poden ser fosforilats. Molts dels residus de tirosina formen
grups que fan possible la unié i possiblement |'activacid de proteines efectores
especifiques com I'enzim PI3-K o molécules adaptadores com Grb2 entre daltres
(White i col., 2002). La localitzaci6é cel-lular de les IRSs també varia en funcié del
subtipus, aixi mentre que IRS-1 i IRS-2 es troben unides a estructures intracel-lulars,

IRS-3 i IRS-4 es troben unides a la membrana plasmatica (Thirone i col., 2006).

De totes les proteines IRS, IRS-1 i IRS-2 sén les més directament implicades
en la regulacié de I'homeodstasi glucidica (Cai i col., 2003) i, per tant, son les que es
descriuran a continuacié. El primer membre de la familia que es va identificar fou IRS-
1 en cél-lules d’hepatoma, encara que posteriorment s’ha vist que a més del fetge
també s’expressa en muscul, teixit adipds i illots pancreatics. Té un pes molecular de
132 kDa, malgrat que en gels d’electroforesi migra al voltant de 185 kDa a causa de

les nombroses fosforilacions que pot patir (Araki i col., 1994a).

Els processos més importants que regulen |'activacié de la IRS-1 sén: I'accid
de les serina/treonina cinases, la degradacié de la mateixa IRS-1, que quan té lloc
sembla promoure la Rl a llarg termini i la defosforilacié per accié de les fosfatases.
S’han identificat nombrosos residus serina/treonina susceptibles de fosforilacié, pero
nomeés s’han caracteritzat les funcions d’alguns (Figura 2). Aixi, la posicié Ser 1223
presenta una modulacié positiva de IRS-1 (Luo i col., 2005), la posicid Ser 323 (Ser
318 en rosegadors) pot tenir una funcid positiva o negativa (Weigert i col., 2005b) i en
canvi la fosforilacié en posicié Ser 312 (Ser 307 en ratoli) impedeix |'associacié del
receptor de la insulina a aquesta proteina inhibint-ne la fosforilacié en tirosina i, per

tant, I'activacid (Aguirre i col., 2002). A més, els nivells elevats de TNF-a també
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incrementen la fosforilaciéo en Ser 312 de IRS-1 (Hotamisligil i col, 1996), fet que ha

portat a establir una relacio entre la inflamacié i la Rl (Yu i col., 2002).

TNF-a
Ins - TNFo TNF-a lipids

Vb b

mTOR IKK MEK  JNK-1 PKC-0

265 267 302 307 358 612 1223
S_S__S__S S S S
m I
J

Figura 2. Esquema on es mostren alguns dels residus serina de la
proteina IRS-1 implicats en la regulacié de la via de senyalitzacié de la
insulina, especificant els factors que poden induir la fosforilacid en la

posicio serina 307 (Ser 312 en humans).

D’altra banda, la IRS-2 fou identificada com el substrat del receptor de la
insulina alternatiu en fetge i muscul de ratolins knockout de IRS-1 (Araki i col., 1994b).
La IRS-2 s’expressa als mateixos teixits que la IRS-1, tot i que la IRS-1 sembla jugar
un paper més important en el metabolisme de carbohidrats i lipids mediats per la
insulina en muscul esquelétic. La proteina IRS-2, en canvi, tindria més trascendéncia
en fetge i teixit adipds (Previs i col., 2000). A |’'extrem amino-terminal, el 75% d’amino
acids que conformen la IRS-2 sén idéntics a la IRS-1, mentre que a I'extrem carboxi-
terminal només comparteixen un 35% d’homologia. De tota manera, els
aproximadament 20 llocs de fosforilacidé en tirosina presents en la IRS-1 també
s’observen en IRS-2 amb caracteristiques molt similars (Cai i col., 2003). Aquesta
similitud suggeriria que possiblement realitzen funcions redundants, perd en realitat

s’han observat diferéncies en la localitzacié subcel-lular (Inoue i col., 1998), cinética
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d"activacio/desactivacio i tant en la interaccio amb el receptor de la insulina (Sawka-

Verhelle i col., 1996) com amb d’altres proteines (Inoue i col., 1998).

Estudis realitzats amb ratolins knockout IRS-1 i IRS-2 han ajudat a discernir el
paper que desenvolupa cadascun dels dos subtipus. Aixi, s’ha observat una
disminucié del transport de glucosa en resposta a la insulina en muscul esquelétic
(Yamauchi i col., 1996) i teixit adipds (Tamemoto i col., 1994) de ratolins deficients en
IRS-1. En canvi en ratolins IRS-2"" s’ha observat que |'expressié d’aquesta proteina
no és necessaria per a l|'estimulacié del transport de la glucosa en el muscul
esquelétic. L aparicié de RI en el muscul de ratolins IRS-2" no és conseqiiéncia d'un
defecte en el transport de la glucosa, sind d’'un estat de Rl hepatica que provoca
hiperglucémia en ratolins d’entre 8 i 10 setmanes de vida (Higaki i col., 1999).
Resultats semblants s’han obtingut en miotubs L6, on s’ha suggerit que mentre que
IRS-1 regula la remodelacié de |'actina, la fosforilacié d"Akt-1 i Akt-2, la translocacié de
GLUT4 i la captacio de glucosa, IRS-2 regula I'activacio d’Akt-2 i la via ERK
(Extracellular Regulated Kinase), perd gairebé no juga cap paper en la captacio de

glucosa (Thirone i col., 2006).

1.2.2. FOSFATIDILINOSITOL 3-CINASA

La PI3-K és una proteina heterodimérica composada per una subunitat
reguladora de 85 kDa (p85) i una subunitat catalitica de 110 kDa (p110) que es pot
activar per accié de la insulina (Cross i col., 1997). Un cop activa, la PI3-K converteix
el fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilinositol 4-fosfat (PI(4)P) i el fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfat (PI(4,5)P;) de la membrana plasmatica a PI(3)P, PI(3,4)P, i PI(3,4,5)P3,
respectivament (Cantley, 2002). La senyalitzacié induida pel PI(3,4,5)P; finalitza quan

es defosforila per diferents tipus de fosfatases (Cantley i col., 2002).
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La subunitat p85 de la PI3-K conté dominis SH2 que s’uneixen a IRS-1
fosforilada en tirosina i n“indueixen I"activacio (Sun i col., 1993). Una vegada activada,
la subunitat p110 és qui fosforila al seu substrat fisiologic, el PIl(4,5)P,, produint
P1(3,4,5)P;, que pot mediar accions com I|'estimulacié del creixement cel-lular, la
regulacié de la supervivencia cel-lular i el metabolisme de la glucosa (Cengel i col.,
1998). De fet, la PI13-K és considerada una pecga clau en I'estimulaci6 del transport de

la glucosa en resposta a la insulina en el muscul esquelétic (Lee i col., 1995).

Existeixen tres classes diferents de la subunitat catalitica de I'enzim PI3-K
(classe |, classe Il i classe lll) que es classifiquen en funcié de |'especificitat del
substrat, I'estructura i la regulacié in vitro (Vanhaesebroeck i col., 1997). Dins la classe
I, les subunitats catalitiques es poden subdividir en dues subclasses (IA i IB) en funcié
del tipus de subunitat adaptadora a la qual s’uneixin. En cél-lules de mamifer només la
classe IA regula el metabolisme i el creixement cel-lular a través de |'accié de la
insulina (Saltiel i Kahn, 2001). Les subunitats catalitiques d'aquesta subclasse es
designen com a p110a, p110p i p1103. Les dues primeres s’expressen de manera
ubiqua i juguen un paper important en la senyalitzacié de la insulina, mentre que la
subunitat 6 només s’expressa en cél-lules hematopoiétiques (Shepherd i col., 1998).
Pel que fa a les subunitats reguladores, provenen de tres gens diferents: p85a, p85p i
p85y.

Per estudiar millor els efectes de la PI3-K, Luo i col. (2006) generaren ratolins
knockout per la subunitat reguladora p85a/ en el muscul esquelétic i observaren una
reduccio significativa del pes del muscul, la mida de les fibres musculars i ["aparicié de
RI. L’eliminaci6 de la subunitat p85 també s’associa amb una reduccié de la
fosforilacio de la proteina Akt (Frost i Lang, 2007), la qual constitueix el seguient pas de

la via de senyalitzacio de la insulina.
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1.2.3. AKT/PKB

La familia de proteines serina-treonina cinasa Akt se la coneix per ser un
mediador molt important de les funcions bioldgiques de la insulina (Zdychova i Komers,
2005). El genoma de mamifer conté tres gens de I'Akt: Akt-1 (PKB-a), Akt-2 (PKB-B) i
Akt-3 (PKB-y). De les tres isoformes, I'Akt-2 és la que s’expressa majoritariament al
muscul esquelétic (Altomare i col., 1998), tot i que igual que I’Akt-1 també es troba al
timus, cervell, cor i pulmé. Pel que fa a la isoforma Akt-3 predomina al cervell i testicles
i, de manera més moderada, al muscul esquelétic. S’ha descrit que I'Akt-1 esta
involucrada en la regulacié del metabolisme de lipids (Bouzakri i col., 2006), |"activacié
de la sintesi de glicogen al muscul esquelétic i la mediacié de |'accid de la insulina al
teixit adipds (Jiang i col., 2003). L"Akt-2 en el muscul esquelétic, en canvi, es creu que
esta més involucrada en el transport de la glucosa mediat per la insulina (Cleasby i
col.,, 2007). De fet, estudis anteriors realitzats per Cho i col. (2001) mostren que
ratolins Akt-2” desenvolupen un fenotip similar a I’'observat en la DM2 i d"altres estudis
realitzats en humans insulino-resistents confirmen que és I'Akt-2, i no I'Akt-1, la
isoforma implicada en |"alteracié de la via de la insulina en el muscul esquelétic
d’aquests individus (Brozinick i col., 2003). De tota manera hi ha controvérsia en
relacio a aquest fet, ja que d altres treballs realitzats en cél-lules musculars de rata L6
mostren que la isoforma responsable de la captacid de glucosa i la sintesi de glicogen

és I’Akt-1, i no pas |'Akt-2 (Palanivel i col., 2006).

Les proteines Akt tenen un domini PH amb una alta afinitat d"unio al PI(3,4,5)P;
que promou la translocacié de la proteina a la membrana (Bellacosa i col., 1998).
Unides a la membrana plasmatica s hi troben les proteines cinases depents de Pl 1 2

(PDK-1 i PDK-2), les quals fosforilen I’Akt en la posicié treonina 308 i serina 473
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respectivament (Welsh i col., 2005) (Figura 3). La fosforilacié en Thr 308 és necessaria
per a |'activacio de la proteina, mentre que la fosforilacié en Ser 473 li proporciona la
maxima activacié (Downward, 1998). Un cop activada, |’Akt pot promoure la captacio
de glucosa en el muscul esquelétic en resposta a la insulina, regular la supervivéncia i
la diferenciacié cel-lular, la sintesi de glicogen, la sintesi de lipids i proteines i la

transcripcié de gens (Zdychova i col., 2005).

N/

| s473 T308 |

N
™

Captacié Transcripcid
glucosa  sintesi  sSintesi Sintesi  Regulacié  génica
glicogen lipids proteines Supervivéncia
Cel-lular

Figura 3. Activacio de la proteina Akt mediada per PDK-1 i PDK-2.

D altra banda, la inactivacid de I'Akt té lloc per defosforilacid mitjancant la
proteina fosfatasa 2A (PP2A) o bé pel bloqueig de I'activacié mitjangant productes

com ara les ceramides (Teruel i col., 2001).

1.2.4. PKCs

La familia de les PKCs esta implicada en moltes vies de senyalitzacio,

creixement i diferenciacio cel-lular (Buchner, 1995). Existeixen 12 serina/treonina
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cinases d’aquesta familia que es divideixen en tres subgrups en funcié de la seva
sensibilitat al calci i als lipids. Les PKCs classiques (PKC-a, Bl, Bll i y) sén activades
per la fosfatidilserina, Ca®*, DAG o l'analeg sintétic del DAG (PMA, phorbol 12-
myristate 13-acetate). Les PKCs noves (PKC-8, ¢, 1, 0 i n) sén independents de Ca**
perd requereixen DAG per ser activades. Finalment, les PKCs atipiques (PKC-(, 1, A)
no requereixen Ca®* ni DAG per ser activades, tot i que se sap que la PKC(, per
exemple, és activada per altres lipids com els fosfatidilinositols, 1’acid fosfatidic, 1’acid
araquidonic i les ceramides. En estat quiescent, les PKCs es troben al citoplasma i un
cop activades migren a la membrana plasmatica, nucli o a altres organuls on portaran
a terme la seva accidé (Sampson i Cooper, 2006). D’altra banda, I|"activitat i la
localitzacio intracel-lular d"aquestes cinases també és controlada per la fosforilacié de
tres llocs altament conservats en el domini catalitic (Cenni i col., 2002). La proteina
PDK-1 ha estat descrita com la cinasa responsable de fosforilar alguns d’aquests
residus de les PKCs classiques, noves i atipiques (Toker i Newton, 2000). La
fosforilacio de les PKCs classiques i noves, juntament amb la disponibilitat de
missatgers secundaris com el DAG, permeten la seva translocacié a la membrana i la

seva maxima activacio (Gao i col., 2001).

Els principals teixits diana per a I'accié de la insulina (muscul esquelétic, fetge i
teixit adipos) expressen les isoformes a, Bl i Bll de les PKCs classiques, les 6 i 6 de
les PKCs noves i les C i A de les atipiques, fet que ha portat a relacionar-les amb els

efectes metabolics de la insulina (Sampson i Cooper, 2006).

1.2.5. TRANSPORTADORS DE LA GLUCOSA

Els nivells de glucosa en sang cal que es mantinguin dins uns marges estrets,

és per aixd que una de les funcions de la insulina és mantenir aquesta homeostasi
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glucidica. Hi ha tres processos involucrats en la regulacié dels nivells plasmatics de
glucosa: la utilitzacié de glucosa per part dels teixits periférics, la produccié d aquesta
per part del fetge i la secrecié d’insulina que realitzen les cél-lules B pancreatiques.
Perd per tal que la glucosa pugui ser captada pels teixits calen proteines
transportadores que facilitin el pas d’aquestes molécules cap a l'interior de les
cél-lules. Existeixen dos tipus de transportadors: els transportadors depenents de sodi
(SLGT) que es localitzen a l'intesti i ronyd i permeten I'entrada conjunta de sodi i
glucosa en contra de gradient de concentracid, i els transportadors de la familia GLUT,
els quals transporten glucosa a favor de gradient de concentracié (Shepherd i Kahn,

1999).

Actualment es coneixen 13 membres de la familia GLUT, dividits en tres
classes: Classe | (GLUTs 1-4) que son transportadors de glucosa, Classe Il (GLUTs
5,7,9 i 11) que son transportadors de fructosa i Classe Il (GLUTs 6,8,10,12 i HMIT1)
poc coneguda fins el moment (Bryant i col., 2002). D aquests, el GLUT4 és el
transportador de glucosa depenent d’insulina més important i es localitza principalment

al muscul esquelétic i teixit adipds (Mueckler, 2001).

A diferéncia de teixits com el cervell, on la demanda de glucosa és constant, el
muscul esquelétic necessita una regulacié acurada del transport de carbohidrats que i
permeti incrementar la captacié de glucosa rapidament enfront determinats estimuls
(exercici, ingesta d’aliments) (Bryant i col., 2002). Es per aixd que, en abséncia
d’estimuls, el GLUT4 es troba emmagatzemat a [l’interior cel-lular en diversos
compartiments pero interrelacionats entre si, com a la xarxa trans-Golgi, vesicules
recobertes de clatrina i endosomes (Rea i James, 1997), tot i que on s’emmagatzema
una major quantitat de GLUT4 és en vesicules d’'emmagatzematge de GLUT4 (GLUT4
Storage Vesicles, GSV) situades al citoplasma i molt properes a la membrana

plasmatica.
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La quantitat de GLUT4 exposat a la membrana de les cél-lules musculars
esquelétiques en condicions basals és només d’'un 5-10% del total, perd en pocs

minuts pot passar a ser del 20-50% per accio de la insulina (Antonescu i col., 2009).

Existeixen almenys dues vies de senyalitzacié induides per la insulina
implicades en la translocacio de les vesicules de GLUT4 cap a la membrana: la via
depenent de PI3-K i la via independent de PI3-K, tot i que altres reguladors poden
induir la translocaci6 de GLUT4 a la membrana, com la hipoxia, |'exercici i/o la
contraccié del muscul esquelétic (Goodyear i Kahn, 1998). Nombrosos estudis han
observat que la contraccio i altres agents activadors de la cinasa activada per AMP
(AMPK) indueixen la fosforilacié d’una proteina, I’AS160, que podria regular la
translocacié de les vesicules de GLUT4 a la membrana (Deshmukh i col., 2006).
D altres autors també indiquen que I’AS160 és un substrat de |’Akt i constituiria el pas
intermedi entre |"activacio de I'Akt i la translocacié de les vesicules de GLUT4 (Sano i

col., 2003).

El transportador GLUT4 juga un paper molt important en el manteniment de
I’'homeostasi de la glucosa de tot el cos. De fet, la translocacié de GLUT4 a la
membrana és el primer pas limitant per a la utilitzacié de la glucosa al muscul
esquelétic i al teixit adipés (Fink i col., 1992) i alteracions en el transport d"aquest

carbohidrat sén clau per al desenvolupament de la DM2 (Shepherd i Kahn, 1999).

27



INTRODUCCIO

2. METABOLISME DELS ACIDS GRASSOS

De la mateixa manera que alteracions de la via de la insulina poden afectar
I'homeodstasi glucidica i promoure Iaparici6 de Rl i DM2, les alteracions del
metabolisme dels AG també contribueixen a |"aparicié d’aquestes patologies. Des de
fa anys es coneix que increments de la concentraci6 d’AGL al plasma estan
estretament relacionats amb estats d obesitat i DM2 (Reaven i col., 1988; Boden i col.,
1994). En individus obesos o diabétics, la lipolisi al teixit adipés esta augmentada a
causa de la resisténcia a |I'accié de la insulina en aquest teixit (Blaak, 2005). Aquesta
disponibilitat tan alta d"AGL a teixits com el fetge i el muscul esquelétic podrien induir o

agravar la Rl (Hegarty i col., 2003; Dobbins i col., 2001).

En individus sans, la lipdlisi és imprescindible per proporcionar AGL als teixits
no depenents de glucosa perqué obtinguin I'energia necessaria en estats de dejuni i
exercici de moderada o baixa intensitat (Cahill, 2006; Horowitz, 2003). Al mateix
temps, els AGL sén importants nutrients que representen el principal combustible pel
cor i el muscul en repds. De fet, el muscul esquelétic és el teixit on hi ha una major
oxidacido d’AG i una correcta regulacido d’aquest metabolisme és clau per evitar el
desenvolupament de malalties cardiovasculars, RI, obesitat i DM2 (Frayn i col., 1996).
El teixit muscular esquelétic esta composat per dos tipus de fibres que tenen un perfil
contractil i metabolic diferent. Les fibres tipus | o lentes (també anomenades vermelles)
son les que oxiden AG de manera preferent, mentre que les de tipus Il s6n més
contractils i oxiden preferentment glucosa (Fluck i Hoppeler, 2003). L entrada dels AGL
a l'interior cel-lular, bé per difusid passiva o per transportadors, és un pas clau en el
metabolisme dels AG. Un cop a l'interior de la cél-lula, els AG poden ser oxidats al
mitocondri o bé poden acumular-se en forma de TG o de metabolits intermediaris com
DAG o ceramides. Els AG també poden regular el seu propi metabolisme a través de

I"activacio de receptors nuclears com els PPARs, ja que soén lligands naturals
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d’aquests factors de transcripcié que estan relacionats amb el control de gens del
metabolisme lipidic (Moller i Berger, 2003). Diversos estudis suggereixen que el
desequilibri en algun d’aquests processos, com una elevada captacié d’AGcL o
alteracions en la seva oxidacio, provoquen |'acumulacio intramiocel-lular dels AG en
forma de metabolits lipidics que poden afectar la via de senyalitzacié de la insulina i

provocar el desenvolupament de Rl i inflamacio (Adams i col., 2004; Yu i col., 2002).

A més del seu paper en la generacié d’energia, els AG contribueixen a la
sintesi de fosfolipids, sén precursors de les prostaglandines, sén importants mediadors
implicats en la inflamacio, aixi com també tenen un paper destacat en el funcionament

del sistema nervids i la transmissio sinaptica.

2.1. TRANSPORT DELS ACIDS GRASSOS A TRAVES DE LA MEMBRANA

Els AG circulen pel plasma units a I'albumina i poden entrar a l'interior de les
cél-lules per difusié passiva a través de la bicapa lipidica o mitjangant un transport

facilitat per proteines.

Per la seva naturalesa lipofilica, tots els AG poden travessar la membrana
plasmatica independentment de la llargada de la cadena, fet que déna suport a la
teoria que el transport d’aquestes molécules es fa per difusié passiva o flip-flop
(Hamilton i col., 2001). No obstant, diferents estudis han observat diferéncies en les
taxes de transferéncia d’AG de cadena llarga (C>14) a través de la membrana
(Hamilton i col., 1999), fet que evidencia un sistema alternatiu al flip-flop per a
I'entrada d’aquestes molécules a l'interior cel-lular (Kleinfeld, 2000). A més, en

determinats teixits i tipus cel-lulars els AGcL poden mediar els seus efectes a través
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dels receptors acoplats a proteines G (GPRs) o els receptors TLR sense necessitat

d’entrar dins la céllula (Li i col., 2004; Steneberg i col., 2005).

Existeixen tres tipus de proteines transportadores: les proteines
transportadores d’AG (Fatty Acid Transport Protein, FATP), les translocadores d’AG
(Fatty Acid Translocase, FAT/CD36) i les proteines d'uni6 als AG (Fatty Acid Binding

Protein, FABP).

2.1.1. FATP

La familia FATP consta de sis proteines integrals de membrana d’entre 70 i 80
kDa anomenades FATP1, FATP2, FATP3, FATP4, FATP5 i FATP6 (Hirsch i col.,
1998). Totes elles s’expressen en teixits on hi ha una gran captacié6 d’AG i un
metabolisme lipidic molt actiu i poden ser regulades per hormones (p.ex. insulina),
nutrients, endotoxines, el TNF-a i per agonistes de PPARa i PPARy (Doege i Stahl,

2006; Stahl, 2004; Martin i col., 1997).

La isoforma FATP1 s’expressa majoritariament en teixit adipds i en les fibres
musculars oxidatives (soleus), on s’expressa dues vegades més que en les fibres
glicolitiques (gastrocnemius) (Marotta i col., 2004). La seva localitzacié és intracel-lular,
perd pot translocar-se a la membrana plasmatica en resposta a la insulina per dur a
terme la captacié d’AG (Wu i col., 2006). Al mateix temps FATP1 té activitat intrinseca
acil-CoA sintetasa amb una gran especificitat tant pels AG de cadena molt llarga com
pels AGcL (Hall i col., 2003; Coe i col., 1999). La isoforma FATP4 s’expressa en teixit
adipds, cor i muscul esquelétic. Pel que fa a la resta d’isoformes, FATP2 s expressa
en fetge i ronyo (Mihalik i col., 2002), FATP3 en pulmd, cortex adrenal, ovari i testicles
(Pei i col., 2004), FATP5 s’expressa exclusivament al fetge i FATP6 ho fa

majoritariament al cor (Gimeno i col., 2003).
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2.1.2. FAT/CD36

La proteina FAT/CD36 és una glicoproteina integral de membrana de 88 kDa
clau pel transport d’AGcL i el metabolisme cel-lular (Febbraio i col., 2001). Es per
aquest motiu que s’expressa al muscul (més en les fibres oxidatives que en les
glicolitiques) (Bonen i col., 1999), teixit adipds i intestins. De la mateixa manera que
FATP1, I'expressié d'aquest transportador és regulat per factors implicats en el
desenvolupament, metabolisme i nutricid (Hajri i Abumrad, 2002). Concretament, en
muscul, la seva expressio esta regulada per agonistes PPARa i PPARy (Cha i col.,
2001; Motojima i col., 1998). Estudis realitzats en cor i muscul esquelétic mostren que,
de manera puntual, es pot regular I'entrada d’AG a la cél-lula permetent la translocacio
de FAT/CD36 des dels reservoris intracel-lulars, on es troba emmagatzemat, fins a la
membrana plasmatica en resposta a la insulina i a la contraccié muscular (Luiken i col.,
2003; Luiken i col., 2002). D altres estudis realitzats amb ratolins knockout FAT/CD36
corroboren la implicacié d’aquest transportador en el metabolisme lipidic, doncs
aquests animals mostren una reduccié significativa de la captacié d’AGcL (Febbraio i

col., 1999).
2.1.3. FABPpm

A diferéncia dels transportadors comentats anteriorment, aquesta no és una
proteina transmembrana, sind una proteina de 40 kDa associada a la membrana
plasmatica de molts teixits, inclosos el fetge, teixit adipds, cor, intesti i muscul
esquelétic (preferentment a les fibres oxidatives) (Turcotte i col., 1997). No obstant
aixo, en alguns teixits com el muscul esquelétic, també es localitza al mitocondri. La
translocacio de FABPpm és induida per contraccions musculars, perd no per la

insulina (van Oort i col., 2009; Chabowski i col., 2004). D altra banda, |'expressio
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génica és regulada pels AG provinents de la dieta i les contraccions musculars,

possiblement a través d'un mecanisme mediat per PPARs (Benton i col., 2006a).

2.2.  EL MITOCONDRI | L"OXIDACIO DELS ACIDS GRASSOS

Una vegada els AG han travessat la membrana plasmatica han de ser activats
a acil-CoAs a través de I'acil-CoA sintetasa (ACS) per posteriorment poder ser: a)
oxidats pel mitocondri, b) emmagatzemats en forma de TG o c¢) hidrolitzats altra

vegada per la tioesterasa citosolica (CTE).

En cas que els AG siguin oxidats, cal que el transportador carnitina
palmitoiltransferasa-1 (CPT-1) permeti el seu pas a linterior del mitocondri. Els
mitocondris sén organuls que es troben al citoplasma de les cél-lules eucariotes en
major o menor nombre segons el teixit. Estan formats per compartiments que duen a
terme funcions especialitzades amb la finalitat de generar energia per a la cél-lula en
forma de trifosfat d’adenosina (ATP). Concretament al mduscul, els mitocondris

desenvolupen un paper clau en el metabolisme energétic.

2.2.1. B-OXIDACIO DELS ACIDS GRASSOS
La B-oxidacié mitocondrial és la responsable de la degradacié d’AG de cadena
curta (<Cg), intermitja (Cg-C+2) 0 llarga (C12-Cy) i contribueix a la produccié d’ATP via
fosforilacié oxidativa. En cada cicle d oxidacio s’escurca la cadena de I'AG i s’allibera
una molécula d’acetil-CoA i cofactors reduits (NADH i FADH,) (Reddy i Hashimoto,

2001).
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2.3. REGULACIO ENZIMATICA DEL METABOLISME DELS ACIDS

GRASSOS

La regulacié del metabolisme dels AG la realitzen diferents mecanismes en
funcié de la situacio davant la qual es trobi el muscul esquelétic. En aquest apartat es
descriura la regulacié enzimatica que porten a terme la carnitina palmitoiltransferasa
(CPT), I'acetil-CoA carboxilasa (ACC) i la proteina cinasa activada per I'AMP (AMPK)

per aconseguir un bon control del metabolisme lipidic.

2.3.1. CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA (CPT)

El mitocondri consta de dues membranes, la membrana externa i la membrana
interna. La membrana externa és permeable als acil-CoA pero la membrana interna
no, de manera que cal un sistema de transport per permetre I'entrada dels AGcL al
seu interior. Aquest sistema de transport és depenent de carnitina i consta de tres
proteines: 1) la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT-1), 2) I'acil carnitina translocasa

(CACT) i 3) la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT-2) (Figura 4).

Palmitoil-CoA

MME . .

Espai Palmitoil-CoA

Intermembrana Palmitoilcarnitina
MMI

CPT-2 ' .

carnitina Palmitoilcarnitina
Palmitoil-CoA

Matriu
mitocondrial

Figura 4. Sistema de transport dels AGcL a [l'interior del mitocondri
mitjancant la CPT-1, CACT i CPT-2. MME:membrana mitocondrial externa.

MMI:membrana mitocondrial interna.
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La CPT-1 és un enzim transmembrana situat a la membrana mitocondrial
externa que és limitant en la B-oxidacio dels AGcL (Ruderman i Saha, 2006).
S’encarrega de formar acilcarnitina a partir dels acil-CoA i carnitina, fent que els AG
puguin travessar la membrana mitocondrial interna (MMI) (McGarry i Brown, 1997).

Una vegada a l'interior, |'acilcarnitina és reconvertida a acil-CoA per la CPT-2,
situada a la MMI. Existeixen dues isoformes de la CPT-1, la isoforma del fetge (L-CPT-
1 0 CPT-1a) i la del muscul (M-CPT-1 o CPT-1B), les quals tenen diferents propietats
cinétiques i reguladores. S’ha descrit que la M-CPT-1 és més sensible a la inhibicio
per part del malonil-CoA que no pas la isoforma del fetge (McGarry i Brown, 1997). A
diferencia de la CPT-1, la CPT-2 no té un paper regulador en la captacié d’AG per part
del mitocondri (Kerner i Hoppel., 2000). Hi ha estudis que confirmen la importancia de
CPT-1 en muscul esquelétic de rata, on es mostra que la sobreexpressié d’aquest
enzim incrementa |'oxidacié dels AG impedint que s’acumulin a l'interior de la cél-lula
(Bruce i col., 2009). Un dels reguladors més importants de |'activitat de la CPT-1 és la

concentracio de malonil-CoA.

2.3.2. ACETIL-CoA CARBOXILASA i MALONIL-CoA

El malonil-CoA esta estretament lligat a la regulacié del metabolisme lipidic per
ser un potent inhibidor de la CPT-1. El fet que s'impedeixi |'entrada d’acil-CoAs a
I'interior del mitocondri fa que es redueixi la taxa d’oxidacié d’AG i s’incrementi la
sintesi de TG i DAG (Wakil i Abu-Elheiga, 2009). L enzim responsable de la formacio
de malonil-CoA a partir d"acetil-CoA és |'acetil Co-A carboxilasa (ACC). L acetil-CoA
és producte de la B-oxidacio dels AG, fet que el posiciona com un intermediari clau en
el metabolisme dels carbohidrats, lipids i aminoacids.

En mamifers existeixen dues isoformes de la ACC, la ACC-1 o ACC-a i la ACC-

2 0 ACC-B. La ACC-1, tot i que s’expressa de manera ubiqua, es troba en major

34



INTRODUCCIO

quantitat al citosol de teixits lipogénics com el fetge i I'adipds, mentre que la ACC-2
s’expressa majoritariament en fetge i muscul i s"associa al mitocondri (Abu-Elheiga i
col., 1997; Abu-Elheiga i col., 2000). La isoforma ACC-2 és qui genera el malonil-CoA
encarregat de regular I'activitat CPT-1 i, per tant, la B-oxidacié mitocondrial, mentre
que la ACC-1 genera el malonil-CoA que s’utilitza per a la sintesi d’AG (Abu-Elheiga i
col., 2000). De fet, la taxa d"oxidacié d’AG en ratolins ACC-2" és major que en ratolins
control, fet que indica que només el malonil-CoA generat per la isoforma ACC-2

controla la B-oxidacio (Oh i col., 2005; Choi i col., 2007).

Acetil-CoOA
ACC-2 ACC-1
Malonil-CoA Malonil-CoA
CPT-1 Sintesi

AG

Figura 5. Els enzims ACC-1 i ACC-2 sdn els responsables de la sintesi de malonil-CoA a partir
d"acetil-CoA. El malonil-CoA sintetitzat per I’/ACC-1 esta relacionat amb la sintesi d’AG, mentre

que el sintetitzat per la ACC-2 inhibeix I"activitat CPT-1.

Totes dues isoformes estan sota el control de nombrosos promotors, els quals
estan regulats per la dieta i hormones. Aixi, una dieta lliure de greixos indueix la sintesi
i I"activitat de I'enzim ACC, mentre que el dejuni o la diabetis en redueixen |'expressio i
["activitat (Kim, 1997). D’entre els factors de transcripcié clau en el control d"’ACC
destaquen els PPARs i el seu coactivador PGC-1, FOXO (forkhead box) i SREBP1c
(Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c) (Barber i col., 2005). Altres factors que

poden regular |'activitat de ’ACC son el citrat i els AGcL (de manera al-lostérica) i la
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proteina cinasa A (PKA) i AMPK mitjangant fosforilacions. Es coneix que el citrat activa
I’'enzim ACC afavorint la formacié de malonil-CoA mentre que els AGcL, com ara el
palmitoil-CoA, l'inhibeixen (Brownsey i col., 2006; Munday, 2002; Fediuc i col., 20086).
Pel que fa a les modificacions covalents per fosforilacié i defosforilacid, se sap que la
PKA fosforila ACC-1 en Ser 1200 i que ’AMPK ho fa en Ser 80i 81 en ACC-1 i en Ser
219 220 de la isoforma ACC-2, tot reduint-ne I'activitat (Towler i Hardie, 2007, Hardie
i Pan, 2002). D’entre totes les cinases que actuen sobre I'ACC, I'AMPK és la que
presenta un paper més destacat.

D’altra banda, I'enzim que catalitza el pas de malonil-CoA a acetil-CoA és la
malonil-CoA decarboxilasa (MCD), que de manera oposada a I’ACC, contribueix a

augmentar |'oxidacié dels AG al muscul (Saha i col., 2000).

2.3.3. AMPK

La proteina cinasa activada per AMP (AMPK) és un enzim heterotriméric amb
activitat serina/treonina cinasa clau per a la regulacié del metabolisme en el muscul
esquelétic. Actua promovent |'oxidacié d’AG i la captacié de glucosa al muscul i
reduint la gluconeogénesi al fetge.

L'AMPK és activada de manera al-lostérica per I'’AMP i per fosforilacié en la
posici6 treonina 172 (Hardie i col., 1999), tot disminuint-ne la V. un 80-90% (Munday,
2002). L activacio té lloc quan augmenta la ratio AMP:ATP intracel-lular a causa de
I'estrés metabdlic provocat per la hipoxia, el dejuni o I'exercici (Ruderman i Saha,
2006), tot i que no es coneix el mecanisme exacte. El nivell d'activaci6 maxim
s’assoleix quan la proteina cinasa supressora de tumors LKB1 fosforila el residu Thr
172 (Xiao i col., 2007; Shaw i col., 2004). Altres estudis han demostrat que factors com
ara la citocina IL-6, la relacié fosfocreatina-creatina i el contingut de glicogen també

poden regular I"activitat de '’AMPK (Ceddia i Sweeney, 2004; Hudson i col., 2003). En
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el cas de les citocines, s’ha observat que la IL-6 pot incrementar la fosforilacié
d"’AMPK al muscul in vivo i in vitro, i en la mateixa linia, treballs realitzats en ratolins IL-
6" mostren una disminucio de |’activitat AMPK (Kola i col., 2006; Kelly i col., 2004).
Aquesta fosforilacio és reversible, de manera que la regulacié de I'’AMPK podria estar
relacionada amb ['activitat de la fosfatasa PP2C (Sanders i col.,, 2007). Un cop
activada, I'’AMPK pot reduir els nivells de malonil-CoA mitjancant la fosforilacié de la
proteina ACC o de la MCD, fent que s estimuli la B-oxidacié (Saha i col., 2000).

Quan I"activacié és cronica al muscul esquelétic, I’AMPK estimula la biogénesi
mitocondrial i el contingut d’enzims mitocondrials a través del coactivador PGC-1a

(Zong i col., 2002).

2.4. CONTROL TRANSCRIPCIONAL DEL METABOLISME DELS ACIDS

GRASSOS

La regulacié transcripcional dels gens involucrats en el metabolisme dels AG és
considerat el mecanisme més important per a la regulacié de I'homedstasi lipidica a
llarg termini i tant els PPARs com PGC-1a juguen un paper important en aquesta

regulacio.

24.1. PPARs
Els PPARs pertanyen a la superfamilia dels receptors nuclears. S’identificaren
a principis dels anys 90 i s’anomenaren receptors activats per proliferadors
peroxisomics pel fet que eren activats per compostos que indueixen la proliferacié

peroxisomica. Es tracta de factors de transcripcié susceptibles de ser activats per
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ligands endogens, com els AGcL, o lligands sintétics, que controlen una gran quantitat
de gens involoucrats en el metabolisme dels AG.

Tots els PPARs comparteixen la mateixa estructura molecular (Blanquart i col.,
2003): 1) domini A/B localitzat a la regi6 amino-terminal, que conté el domini AF-1
(Activation Function-1), que és la regidé responsable de |’activitat de transactivacio
independent de lligand del receptor; 2) Domini C o DNA binding domain (DBD), que
permet la unié del PPAR a sequéncies especifiques anomenades Elements de
Resposta a Proliferadors Peroxisomics (PPRE) situades a la regidé promotora dels seus
gens diana; 3) Domini D, implicat en la interaccié del receptor amb cofactors que
controlen I'activitat transcripcional; 4) Domini E/F o ligand binding domain (LBD)
localitzat a la regié carboxi-terminal que conté la funci6 d’activacié-2 (AF-2) i requereix
la unié del lligand per induir I"activacié transcripcional. Per dur a terme la seva funcio
és indispensable que els PPARs s’uneixin al receptor de I'acid 9-cis-retinoic (RXR)

formant un heterodimer (Figura 6).
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Figura 6. Mecanisme de regulacié de |'expressié de gens mitjangant la formacio de

I'heterodimer PPAR-RXR i la posterior unié al seu element de resposta (PPRE).
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S’han identificat tres subtipus de PPARs: PPARa (NR1C1, segons el sistema
unificat de nomenclatura per la superfamilia de receptors nuclears), PPARS (NR1C2) i
PPARy (NR1C3). Estan codificats per gens independents i presenten un patré de
distribucio tissular i funcionalitat diferents (per més detalls veure la taula 1).

Existeixen una gran varietat de lligands, naturals i sintétics, de les tres
isoformes de PPARSs. Tots ells comparteixen la caracteristica de tenir un domini d’unié
a lligand molt gran que fa que molts compostos puguin unir-s“hi (Xu i col., 1999a). Com
es mostra a la taula 1, els AG sén importants activadors naturals d"aquests receptors
nuclears, essent els AG poliinsaturats de cadena llarga els millors lligands (Wu i col.,
1999). Pel que fa als lligands sintetics, els fibrats sén lligands especifics de PPARa i
s utilitzen pel tractament de la dislipeémia, a més s’ha vist que disminueixen els factors
de risc de malalties cardiovasculars, tot i que els seus efectes sobre la Rl no estan ben
establerts (van Heyningen, 2007). Altres lligands sintétics de PPARa com el Wy-
14643, actuen com a potents activadors murins de PPARa i com a agonistes debils de
PPARYy. Pel que fa a PPARY, es coneixen uns lligands altament selectius per a aquest
subtipus de PPAR que s’anomenen tiazolidindiones (TZD) o glitazones, les quals
actuen com a agents antidiabétics com a resultat del seu efecte sensibilitzant a I’accio
de la insulina. De les tres isoformes existents, PPARS és la menys coneguda tot i que
en els darrers anys ha emergit com un important regulador metabodlic. S’han
desenvolupat lligands sintétics especifics per PPARS com el GW501516 i L-165041,
essent el primer més potent (Oliver i col.,, 2001). Al muscul esquelétic, PPARS
s’expressa entre 10 i 50 vegades més que PPARa i PPARYy respectivament (Braissant
i col., 1996), i tractaments amb agonistes sintétics d’aquesta isoforma provoquen un
augment de l'expressié de gens musculars relacionats amb |‘oxidacié d’AG, la
respiracid mitocondrial i el metabolisme oxidatiu (Tanaka i col., 2003). L estudi de les

funcions de PPARGS al muscul esquelétic d’animals knockout o que sobreexpressen
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aquest subtipus de PPAR mostren que confereix resisténcia a |'obesitat i millora el
perfil metabdlic (Wang i col., 2004). De fet, estudis realitzats en primats obesos amb
I"agonista GW501516 mostren una disminucié dels nivells de TG i un increment dels
nivells d'HDL en el sérum d’aquests animals (Oliver i col., 2001). D altres estudis
realitzats en humans també observen una disminucié dels nivells de TG i colesterol
LDL, tot i que no detecten canvis en els nivells del colesterol HDL (Riserus i col., 2008;
Sprecher i col., 2007). Els resultats obtinguts fins el moment suggereixen que PPARS
podria ser una nova diana terapéutica per combatre |'obesitat i la DM2 (Gilde i col.,
2007) i és per aquest motiu que actualment molts estudis es centren en la investigacio
d’aquesta isoforma. Malgrat aquest fet, no es coneix si I'activacié de PPARGS és capag

de reduir la inflamacid i la Rl induida per AG en ceél-lules musculars esquelétiques.
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EXPRESSIO

FUNCIO

LLIGANDS

PPARa

Teixit adipos
Fetge

Cor

Muscul esquelétic
Ronyo

Intesti

-Recaptacié d'AG
-B-oxidacio d’'AG
-Inflamacié

-Funcio vascular

NATURALS

-Acid docahexanoic

-Acid araquidonic

-Acid linoleic

-C6-C18

-ETYA

-Eicosanoids (PGJ,,
15d-PGJ,, PGlz2, 12HETE,
8-(R)HETE, 8-(S)HETE,
8-HEPE, prostaciclines,
LTB,)

SINTETICS

-GW7647
-Wy-14643
-Clofibrat
-Fenofibrat
-Bezafibrat
-Ciprofibrat
-Gemfibrozil

PPARS

Ubiqua, tot i ser més

“important en:

Muscul esquelétic
Cor

Placenta

Cervell

- Metabolisme d’AG
-Inflamacié

NATURALS

-Acid docahexanoic
-Acid araquidénic
-Acid linoleic

-C6-C8

-Eicosanoids (PGJ,,
15d-PGJ,, PGI2,PGB,
prostaciclines)

SINTETICS
-GW501516

-L-165041
-GW0742

PPARy

Teixit adipds
Fetge

Muscul esquelétic
Intesti prim

-Adipogeénesi
-Diferenciaci6 adipocitaria
-Homeostasi glucidica
-Homeostasi lipidica

NATURALS

-Acid docahexanoic

-Acid araquidonic
-Eicosanoids (PGJ,,
15d-PGJ,, PGB2, 15HETE,
8-(R)HETE, 8-(S)HETE)

SINTETICS

-Rosiglitazona
-Ciglitazona
-Troglitazona
-Pioglitazona
-GW1929

Taula 1. Distribucio tissular, funcié i lligands (naturals i sintétics) dels tres subtipus de PPAR.
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24.2. PGC-1

Des de fa anys es coneixen proteines coactivadores i corepressores que poden
modular I"activitat dels PPARs, com ara el coactivador PGC-1 (Xu i col., 1999b).

PGC-1a va ser descobert per Puigserver i col. (1998) al teixit adipdés marré per
la seva capacitat d'unié6 a PPAR. Posteriorment es descobriren dues isoformes més,
PGC-1B i PRC (PGC-1-related coactivator) (Andersson i Scarpulla, 2001; Lin i col.,
2002a). PGC-1a i PGC-1 s’expressen preferentment en teixits amb una alta capacitat
oxidativa com ara el cor, les fibres musculars oxidatives i el teixit adipés marrd, on
regulen la capacitat funcional del mitocondri i el metabolisme energétic de la cél-lula
(Wu i col., 1999; St-Pierre i col., 2003). Pel que fa a PRC, encara no s6n massa
coneguts els patrons d’expressié i el rol biologic d’aquesta isoforma.

En general, es considera que els efectes biologics dels coactivadors PGC-1
consisteixen en regular els mecanismes de la cél-lula per incrementar la seva capacitat
de produir energia (St-Pierre i col., 2003) mitjangant la regulacié del metabolisme
lipidic i la sensibilitat a la insulina (Benton i col., 2008).

El mascul esquelétic, per la seva importancia en la homedstasi energética,
també expressa PGC-1a i PGC-1B3. En aquest teixit els dos coactivadors incrementen
I'expressio de gens mitocondrials, el nombre de mitocondris i la capacitat oxidativa
d’aquests, fet que augmenta la capacitat de resposta del muscul a I'exercici (Calvo i
col.,, 2008). D'acord amb aix0, estudis realitzats en muscul esquelétic d’humans
(Pilegaard i col., 2003) i ratolins (Taylor i col., 2005) demostren que |'exercici intens
indueix PGC-1. Malgrat tenir paper fisiologics molt semblants, diversos estudis
mostren diferéncies entre PGC-1a i PGC-1B. PGC-1a incrementa el contingut de
glicogen cel-lular i promou la formacié de fibres oxidatives tipus | i lla, mentre que

PGC-1pB sembla que disminueix el contingut de glicogen (Mortensen i col., 2006) i
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promou la formacié de fibres lIx (Lin i col., 2002b; Arany i col., 2007). Aquestes fibres
estan situades a la part més interna del muascul i, tot i ser oxidatives, tenen
caracteristiques tipiques de les fibres glicolitiques tipus Ilb (Larsson i col., 1991). Fins i
tot hi ha estudis on observen que PGC-1a pot convertir les fibres glicolitiques a fibres
oxidatives (Lin i col.,, 2002a), tot i que d‘alires autors parlen no tant d’una
transformacié de la fibra, sind d’un canvi del fenotip metabdlic d’aquesta (Benton i col.,
2008).

Estudis realitzats en ratolins knockout de PGC-1a mostren que aquests animals
presenten una disminucié del nombre de mitocondris i de la capacitat respiratoria de
les fibres oxidatives del muscul, alteracions de la termogénesi, increment de
I'expressio de gens lipogénics i increment anormal de la grassa corporal, entre d altres
alteracions (Leone i col., 2005). Aquestes observacions situen PGC-1a com una peca
clau en el metabolisme energétic i I'adaptacié del muscul durant I'exercici (Finck i
Kelly, 2006). També s ha relacionat el coactivador PGC-1a amb el metabolisme de la
glucosa en muscul després d'observar-se que pot activar la transcripciéo del
transportador de la glucosa GLUT4 (Michael i col., 2001) i I'expressioé de la piruvat
deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4), la qual regula negativament |'oxidacié de la glucosa
(Wende i col., 2005). Aixi doncs, PGC-1a també podria actuar com un regulador del
metabolisme glucidic i lipidic, tot incrementant |'oxidacié d’AG i disminuint de manera
temporal |I’'oxidacié de la glucosa (Finck i Kelly, 2006).

PGC1-a pot unir-se a una gran quantitat de receptors nuclears per a modular-
ne |'activitat. Alguns dels factors de transcripcié que s’han identificat com a diana de
PGC-1a sén: PPARa, PPARS, PPARy, NRF-1 i NRF-2 (Nuclear Regulatory Factor-1 i
2), LXR (Liver X Receptor), FXR (Farnesyl X Receptor) i ERR (Estrogen-Related
Receptor). Tot i que també pot unir-se a altres factors de transcripcid6 que no sén
receptors nuclears com MEF-2 (Myocyte Enhancer Factor-2) o FOXO1 (Forkhead Box
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0O1) (Finck i Kelly, 2006). Tots ells estan involucrats en el control de I'expressié de
gens relacionats amb I'oxidacid d'AG, la fosforilacié oxidativa al mitocondri i el
metabolisme de la glucosa.

Pel que fa a la regulacio de PGC-1a, el primer que es va descobrir en teixit
adipés marrd va ser que el fred n‘augmentava |'expressié (Puigserver i col., 1998).
Posteriorment s’ha descobert que en muscul esquelétic, la calcineurina A i la cinasa
depenent de calci/calmodulina (CaMK) n’activen I'expressié (Handschin i col., 2003), i
que les cinases p38 MAPK i AMPK estan implicades en el control de la seva expressio
després de realitzar exercici fisic (Akimoto i col., 2005; Zong i col., 2002) (Figura 7).
També es pot regular I'activitat de PGC-1a a través de modificacions postraduccionals
com ara fosforilacions, acetilacions, metilacions en arginina i interaccions amb

proteines repressores (Fan i col., 2004a; Teyssier i col., 2005; Knutti i col., 2001).

P38
Calcineurina A/ CaMKIlI
AMPK

-

-

. PGCt-a PGC1-a PGC1-a PGC1-a

FPavs TR (e

ERR-a

Replicaci6 ADNmt
Transport electronic Oxidacio Oxidacio Captaci(’)

Fosforilacié oxidativa ~ glucosa acids grassos glucosa

Figura 7. Esquema on es mostra la induccié de PGC-1a per part de diferents proteines
i els efectes produits per la unié de PGC-1a als seus factors de transcripcié diana.

(Finck i col., The Journal of Clinical Investigation, 116: 615-622, 2006)
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D’altra banda, ratolins PGC-1B"', de manera similar al que s’observa en ratolins
PGC-1a”", mostren una disminucié de I’expressié de gens mitocondrials i defectes en
la termogénesi i el funcionament del cor (Vianna i col., 2006), tot i que les funcions
reguladores de les dues isoformes sén diferents (Kressler i col., 2002; Lin i col.,
2002b). La regulacié d’una i altra forma també difereix, doncs s’ha descrit que PGC-
1B, a diferéncia de PGC-1a, no respon a |'exercici ni a la denervaci6 en muscul

esquelétic (Koves i col., 2005a).

3. INTEGRACIO DEL CICLE DE LA GLUCOSA | DELS ACIDS GRASSOS

Durant el dejuni, el muscul oxida preferentment AG per a obtenir energia, perd
després d'una ingesta canvia aquest substrat per la glucosa, de manera que

s’inhibeix I'oxidacid lipidica i augmenta la captacié i oxidacié de glucids.

Segons el cicle de la glucosa-AG proposat per Randle, I'oxidacié d’AG en
detriment de la glucosa juga un paper fonamental en la sensibilitat a la insulina i les
alteracions metaboliques de la DM2 (Delarue i Magnan, 2007). L’any 1963, Randle i
col. van demostrar que els AG competeixen amb la glucosa per ser oxidats en muscul
cardiac i diafragma de rata. Segons aquest model, un increment de la concentracio
d’AG en plasma incrementa la captacido d’aquests, de manera que al mitocondri s’hi
acumula acetil-CoA provinent de la B-oxidacié que provoca |'acumulacié de citrat i
glucosa-6 fosfat (G-6P). L acetil-CoA inhibeix |'activitat del complex de la piruvat
deshidrogenasa (PDC), mentre que el citrat, en ultima instancia, inhibeix la captacio de
glucosa i la glicolisi generant Rl (Figura 8A). Malgrat que alguns estudis recolzaren
aquesta teoria (Ferrannini i col., 1983; Kelley i col., 1993), d’altres no observaven

acumulacié d’acetil-CoA ni G-6P en muscul esquelétic tot i alterar-se el transport de
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glucosa i apareixer Rl (Boden i col., 1994), fet que indicava que el mecanisme a través

del qual els AG poden induir Rl no s ajustava amb el cicle proposat per Randle.

La teoria elaborada a partir d’estudis posteriors implica I"acumulacié de lipids
intracel-lulars, concretament DAG, ceramides i acil-CoAs de cadena llarga, en la
inhibicié del transport de la glucosa i la RI. Es el que s’anomena “model lipotdxic” de la
RI en muscul esquelétic. Segons aquests treballs, els lipids intracel-lulars activen la
PKC-6 que fosforila IRS-1 en residus serina/treonina i provoca una disminucié de
Iactivacio de I'enzim PI3-K, afectant aixi la via de senyalitzacio de la insulina

(Shulman i col., 2000; Itani i col., 2002) (Figura 8B).

A 'T‘ Citrat

- Piruvat
Hexoquinasa | | Fosfofructoquinasa|| deshidrogenasa

O O\

Glucosa —> 1G-6-P —> Piruvat —>
i
GLUT4

| Acids grassos

Glucosa

B '1‘IRS-1/I RS-2 fosforilacid serina/treonina
VIRS-1/IRS-2 fosforilacid tirosina

v
y PI3-quinasa \

v AMProteina
Glucosa || Akt Mac quinasa C-0
A ,/ Aceramides
JGLUT4 0
| Acids grassos
Glucosa

Figura 8. A. Esquema del mecanisme implicat en la Rl induida per AG segons Randle i col.

B. Mecanisme implicat en la Rl induida per AG proposada per Shulman i col. (Kovacs i col.,
Best Practice & Research Clinical Endocrinology & Metabolism, 19: 625,635, 2005)
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3.1. LIPIDS INTRACEL-LULARS

L 'emmagatzematge d’energia en forma de TG és un procés essencial per a la
supervivéncia. La majoria dels TG s’emmagatzemen al teixit adipds, tot i que també
poden trobar-se en altres teixits com el muscul esquelétic. El muscul representa
aproximadament un 40% de la massa corporal i contribueix de manera molt
significativa a la despesa energética. Prova d’aixd és que el 60% de les gotes
lipidiques, les quals proporcionen energia al muscul, es troben en contacte amb els
mitocondris per facilitar la seva disponibilitat per ser oxidades (Tarnopolsky i col.,
2007). Malgrat la importancia dels TG com a font energética pel muscul, una
acumulacié excessiva de lipids intramiocel-lulars s’ha relacionat amb |"aparicié de RI
en diferents models animals i en humans (Schrauwen , 2007; Moro i col., 2008).
Diversos treballs detecten una acumulacié de metabolits derivats dels AG com acil-
CoA de cadena llarga, DAG i ceramides en el muscul esquelétic d'individus obesos
que, d'acord amb el “model lipotdxic”, poden alterar la via de senyalitzacié de la
insulina o I"activitat d’enzims involucrats en la utilitzacié de la glucosa i induir un estat

de RI (Hegarty i col., 2003; Petersen i Shulman, 2006).

3.1.1. DIACILGLICEROL i TRIACILGLICEROL

El DAG actua com un segon missatger en la regulacido de la senyalitzacio
intracel-lular i es pot formar per trencament de fosfolipids a través de les fosfolipases o
bé per sintesi de novo a partir d’AGcL-CoAs i glicerol-3-fosfat (Timmers i Schrauwen,

2008).

47



INTRODUCCIO

La unié covalent d’'una molécula d’acil-CoA al DAG forma TG per mitja de
I’'enzim acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). En mamifers existeixen dos
enzims que catalitzen aquesta reaccié, DGAT-1 i DGAT-2 (Lardizabal i col., 2001;
Cases i col., 2001) (Figura 9). L’'enzim DGAT-1 s ’expressa de manera ubiqua, tot i que
es troba en major quantitat a I'intesti prim, colon, testicles i muscul esquelétic. Pel que
fa a DGAT-2, també s’expressa ubiquament, tot i que es troben nivells especialment
elevats en fetge i teixit adipds. En ratoli, DGAT-2 també s’expressa en cor, muscul

esquelétic i ronyé (Cases i col., 1998; Cases i col., 2001).

Glicerol-3-fosfat

AG-CoA
Monoacilglicerolxe Diacilglicerol — —> Sintesifosfolipids

AG-CoA——| | DGAT-1
DGAT-2

Triacilglicerol

Figura 9. Elements basics en la sintesi de DAG i TG a partir de monoacilglicerol.

Tant DGAT-1 com DGAT-2 s6n importants moduladors del metabolisme
energetic, perd sembla que DGAT-2 és el més rellevant en el control de I'homedstasi
de TG in vivo (Stone i col., 2004). En ratolins, DGAT-2 és I'enzim responsable de la
majoria de la sintesi de TG, i de fet, ratolins DGAT-2""no mostren TG en plasma ni en
teixit i moren poc després del naixement (Yen i col., 2008). Els ratolins DGAT-1", en
canvi, mostren nivells normals de TG al serum perd son resistents a |'obesitat induida

per la dieta (Chen i col.,, 2002). DGAT-1 no pot compensar totalment la manca de
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DGAT-2 en ratolins DGAT-2", fet que indica que aquests dos enzims realitzen

funcions diferents (Yen i col., 2008).

Hi ha autors que han descrit que I'acumulacié de TG podria ser un primer pas
protector per a evitar I'acumulacié d’altres espécies lipidiques més implicades en el
desenvolupament de la Rl, com el DAG (Listenberger i col., 2003; Lessard i col.,
2007), ja que I'acumulacié de TG no esta afectada en miotubs d’individus obesos i
pacients diabeétics tipus 2 quan s’exposen a palmitat i oleat (Gaster i Beck-Nielsen,
2006). Contrariament, I'acumulaciéo de DAG s’ha relacionat amb I'apariciéo de Rl en
muscul d’individus (ltani i col., 2002) i ratolins obesos (Kraegen i col., 2006) i en cultiu
primari de mioblasts humans, on s’observa que el palmitat indueix I'acumulacio de
DAG i ceramides (Pickersgill i col.,, 2007). D'acord amb aquesta hipotesi, la
sobreexpressié de DGAT-1 en muscul esquelétic de ratolins protegeix de la Rl induida
per una dieta rica en greixos gracies a una major sintesi de TG i a una disminuci6 del

contingut de DAG i ceramides (Liu i col., 2007).

El mecanisme mitjangant el qual el DAG indueix RI és la fosforilacié de la IRS-1 en Ser
307 a consequéncia de |'activacio de la PKC-6 (Kim i col., 2004a; Hegarty i col., 2003).
En el mateix sentit, Yu i col. (2002) van observar una reduccido del 30% de la
fosforilacio de IRS-1 en tirosina i una reducci6 del 50% de |"activitat PI3-K associada a
IRS-1 a consequiéncia de I'acumulacié de DAG i posterior activacié de PKC-6. A més,
diversos autors han proposat que els nivells elevats d’AGL circulants soén
responsables de I'acumulacié de DAG intramiocel-lular i de la posterior activacié de la
PKC-6, la qual és capag d’activar el factor proinflamatori NF-xB i, com a consequéncia,
augmentar |'expressié de citocines inflamatories com la IL-6 i el TNF-a (Boden, 1997;

Griffin i col., 1999; Kern i col., 2001).
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3.1.2. CERAMIDES

Les ceramides es formen a partir de la hidrolisi d'un fosfolipid de membrana
anomenat esfingomielina o bé per sintesi de novo a partir de I'AG saturat palmitat
(Merrill i col., 1990). Sén molécules de senyalitzacié que estan implicades en diferents
funcions bioldgiques com la divisié cel-lular, I'apoptosi i que també es troben a la
membrana plasmatica formant microdominis de senyalitzacié (Cooney i col., 2002;

Goni i Alonso, 2009).

Diversos estudis han observat que |'acumulacié de ceramides en muscul
esquelétic d'individus obesos, insulino-resistents o en rosegadors esta relacionada
amb la Rl (Adams i col., 2004; Straczkowski i col., 2004; Holland i col., 2007).
Igualment, estudis in vitro realitzats amb cél-lules musculars també destaquen la
importancia de les ceramides en |'aparicié de Rl (JeBailey i col., 2007; Pickersgill i col.,
2007; Sabin i col., 2007), tot i que no es coneix exactament el mecanisme implicat a
través del qual ho duen a terme. S’ha especulat que les ceramides poden inhibir la via
de senyalitzacié de la insulina a nivell de I'Akt (Adams i col., 2004; Holland i col.,
2007), bé per acci6 de la PP2A, la qual defosforila I’Akt (Schmitz-Peiffer i col., 1999;
Chavez i col., 2003a), o bé mitjangant la fosforilacié d"Akt en posicié treonina 34 per
part de la PKC-( (Cazzolli i col., 2001; Powell i col., 2004). Estudis en cél-lules
musculars C2C12 tractades amb |I'AG saturat palmitat, perd no amb I'insaturat linoleat
(Holland i col., 2007), mostren una disminucié de la fosforilacié de I’Akt i de la sintesi
de glicogen a consequéncia de I'acumulacié de ceramides (Schmitz-Peiffer i col.,
1999). Resultats similars s’observen en céllules L6 tractades amb |'analeg de les
ceramides C2-ceramida, les quals mostren una pérdua de |'activitat Akt i de la captacié
de glucosa en resposta a la insulina (Hajduch i col., 2001). D altra banda, el tractament
amb l'inhibidor de la sintesi de novo de ceramides miriocina evita I’efecte del palmitat

sobre la via de senyalitzacio de la insulina en miotubs C2C12 (Chavez i col., 2003a).
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Contrariament, altres estudis no mostren diferéncies en el contingut total de
ceramides en muscul d’individus amb diferent sensibilitat a la insulina (individus sans,
intolerants a la glucosa, diabétics tipus 2 i atletes) (Skovbro i col., 2008). El fet que
s hagin detectat alteracions en el receptor de la insulina i la proteina IRS-1, i no només
a nivell de I'Akt, suggereix que hi ha altres lipids, com ara el DAG, involucrats en la

reduccio de la sensibilitat a la insulina en el muscul esquelétic a part de les ceramides.

Tot i que nombrosos estudis han relacionat estretament ['acumulacié de lipids
intramiocel-lulars amb la Rl (Bachmann i col., 2001; Virkamaki i col., 2001; Greco i col.,
2002), sorprenentment també s’han detectat nivells elevats de lipids intramiocel-lulars
en atletes d"élit, els quals tenen una gran sensibilitat a la insulina (Goodpaster i col.,

2001) (Figura 10).
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Figura 10. Grafica de la relacid entre I'acumulacié de lipids intramiocel-lulars, la
capacitat oxidativa i la sensibilitat a la insulina en humans. Els atletes, malgrat tenir un
contingut de lipids intracel-lulars igual o superior a I'observat en individus obesos, tenen

una gran capacitat oxidativa i sensibilitat a la insulina. (Moro i col., Am J Physiol Endocrinol
Metab 294: E203-E213, 2008)
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Alguns autors expliquen aquesta paradoxa pel fet que els atletes, a diferéncia
d’individus sedentaris, realitzen molts cicles de degradacio i formacié de lipids
intramiocel-lulars (Moro i col.,, 2008). Una major capacitat d’emmagatzemar TG,
juntament amb un alt contingut mitocondrial i capacitat oxidativa els hi permet oxidar
els lipids de manera optima impedint que s’acumulin intermediaris lipidics toxics

(Proctor i col., 1995; Kelley i col., 1999).

4. ACIDS GRASSOS | RESISTENCIA A LA INSULINA

L acumulacioé de metabolits lipidics a l'interior de les cél-lules musculars sembla
ser un factor determinant per a I'aparicié de Rl (Kelley i Goodpaster, 2001; Shulman,
2000; Savage i col., 2007). Aquest fet situa les alteracions de la captacio i oxidacio
dels AG com a possibles causes de |'acumulacié lipidica intracel-lular que s’observa
en individus obesos i insulino-resistents (Ritov i col., 2005; Thyfault i col., 2004; Bonen
i col., 2004). Aixi doncs, una reduccidé dels nivells de lipids intracel-lulars podria

prevenir la Rl i la DM2.

4.1. ALTERACIONS DE LA CAPTACIO D'ACIDS GRASSOS

Un dels processos metabolics que pot estar alterat en el muscul esquelétic de
pacients diabétics és el transport d’AG a través de la membrana, el qual pot contribuir
a l'acumulacié de lipids intramiocel-lulars. D’acord amb aquesta hipotesi, estudis en
rates obeses Zucker mostren un augment del transport d’AG al muscul esquelétic
(Coort i col., 2004; Luiken i col.,, 2001). Les proteines transportadores FABPpm,
FAT/CD36 i FATP1 podrien estar-hi involucrades. De fet, FABPpm es troba elevada en

muscul esquelétic d’individus obesos i diabétics tipus 2 (Bruce i col., 2003; Simoneau i
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col., 1999). No obstant, existeix controvérsia pel que fa al comportament dels
transportadors d’AG en diferents situacions (obesitat, DM2 durant exercici, dejuni...).
D’una banda, estudis en muscul d’individus obesos mostren un increment de
FAT/CD36 al sarcolema, perd no de FABPpm, i tampoc observen modificacions en
I'expressido de cap dels dos transportadors (Bonen i col., 2004). Contrariament,
Colberg i col. (1995) van detectar una disminucio de la captaci6 d’AG en muscul
d’individus en deju amb obesitat visceral i Kelley i col. (1994) observaren una
supressio de la captacio d’AG després de la ingesta en individus diabétics. Aixo posa
de manifest que, tot i que els transportadors d’AG semblen estar implicats en
I"acumulacié d’AG intracel-lulars i la RI, encara no es coneix exactament el paper que

hi juguen.

4.2. ALTERACIONS DEL MITOCONDRI

La reduccio de l'oxidacido dels AG i la conseqient acumulacido de lipids
intracel-lulars també s’han associat amb alteracions del mitocondri, en concret amb el
transport cap a l'interior d’aquests organuls i amb el seu funcionament, de manera que
defectes en algun d’aquests processos poden provocar |'apariciéo de RI (Kelley i col.,

1999; Kelley i col., 2002; Ritov i col., 2005).

4.2.1. TRANSPORT MITOCONDRIAL D'ACIDS GRASSOS

L’enzim CPT-1 és el pas que limita I'entrada dels AGcL al mitocondri, fent que
un lleuger increment de I'activitat CPT-1 en muscul pugui augmentar |'oxidacio i evitar
I'emmagatzematge d’AG a l'interior cel-lular, com s’ha observat en ratolins (Bruce i

col., 2009). L'AMPK és I’'enzim que regula I'activacio de I’ACC, el qual té la funcié de
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sintetitzar malonil-CoA. Aquest, al seu torn, inhibeix de manera al-lostérica la CPT-1,
fent que I'eix AMPK/ACC/malonil-CoA/CPT-1 (Figura 11) contribueixi de manera

important a les alteracions que provoquen acumulacié lipidica i RI.

AMPK

K}
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| /| ACC-1
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‘1, / AG saturat

ACETIL-CoA— ACC-2 > MALONIL-CoA l

SCD1

AG insaturat

Glicerol 3-P

OXIDACIO LIPIDICA LIPOGENESI

Figura 11. Esquema del metabolisme lipidic i la seva regulacié per part de la proteina
AMPK. Alteracions dels enzims ACC, CPT-1, DGAT o la mateixa AMPK s’han

relacionat amb |’ aparicio de RI. (zhang i col. Cell Metabolism 9: 407-416, 2009)

En animals alimentats amb dieta grassa i altres models animals de Rl s’han
descrit alteracions de I'AMPK (Ruderman i Saha, 2006; Liu i col., 2006). Estudis en
humans, pero, han mostrat resultats contradictoris. En alguns estudis s’han descrit
reduccions de |'activitat AMPK en individus obesos i diabétics tipus 2 (Bruce i col.,
2005; Bandyopadhyay i col., 2006), mentre que en d’altres (Steinberg i col., 2004;

Hojlund i col., 2004) no s observen alteracions en el funcionament d’aquesta proteina.
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S’ha suggerit que aquestes diferéncies podrien estar associades a un augment del

teixit adipds més que no pas a la DM2 per se.

D altra banda, també s’han observat alteracions de la CPT-1 en muscul
esquelétic d’individus obesos (Simoneau i col., 1999). Aixi, ha estat descrit que una
combinacié d’hiperglucémia i hiperinsulinemia incrementa el malonil-CoA i provoca
una disminucié de I'activitat CPT-1 en el muscul esquelétic huma (Rasmussen i col.,
2002). En el mateix sentit, altres estudis descriuen que I'activitat CPT-1 es veu
disminuida en humans obesos insulino-resistents (Kim i col., 2000) i la realitzacio
d’exercici en millora I'activitat i redueix la sensibilitat d’aquest enzim pel malonil-CoA
(Bruce i col., 2006). El paper que juga la CPT-1 en la Rl queda palés quan es tracta
amb l'inhibidor de I'activitat CPT-1, etomoxir, el qual indueix I’acumulacié intracel-lular
lipidica i Rl en rates alimentades amb dieta grassa (Dobbins i col., 2001). La
sobreexpressié de CPT-1, en canvi, impedeix el desenvolupament de Rl en rates
alimentades amb una dieta rica en greixos (Bruce i col., 2009) i en cél-lules musculars
L6 tractades amb AGL, gracies a un augment de |'oxidacio dels AG i a la posterior
reduccio de I"activitat PKC-6 (Perdomo i col., 2004; Sebastian i col., 2007). Els estudis
de Perdomo i col. (2004) mostren una millora de I"accié de la insulina, tot i que no
observen disminucié del DAG, ceramides i acil-CoAs de cadena llarga a I'interior de la
cél-lula, fet que indicaria que un augment de la capacitat oxidativa sensibilitzaria el
muscul a I'accié de la insulina independentement dels canvis en el contingut de lipids
citosolics, mentre que els estudis de Sebastian i col. (2007), si mostren una disminucio
de l'acumulacié de DAG i ceramides que protegeix enfront |'aparicié de RI. En
qualsevol cas, el nombre d"’AG que entren a l'interior del mitocondri per ser oxidats és
menor que |'entrada d"AG a l'interior del teixit, de manera que els lipids intracel-lulars

hi queden emmagatzemats desencadenant insulino-resisténcia.
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4.2.2. CONTINGUT I FUNCIONAMENT MITOCONDRIAL

Una altra de les alteracions que possiblement provoca acumulacié de lipids
intramiocel-lulars és la propia oxidacié dels AG. Molts dels estudis publicats fins el
moment conclouen que els individus obesos, insulino-resistents o diabétics de tipus 2
acumulen lipids intracel-lulars a conseqiéncia d'un contingut i/o funcionament
mitocondrial reduit (Kim i col., 2008; Lowell i Shulman, 2005). De fet, diversos estudis
han observat reduccions de la B-oxidacio i la consequent acumulacié de lipids en
individus obesos (Shulman, 2000; Van Loon i Goodpaster., 2006; Kelley i col., 2002;
Ritov i col., 2005). La disfuncié mitocondrial provocaria una oxidacié incompleta dels
AG fent que hi hagués un desajustament entre la B-oxidacid, el cicle dels acids
tricarboxilics i la cadena de transport electronic que incrementaria els acil-CoA
intracel-lulars (Koves i col., 2005b). Aquestes conclusions s’oposen a d’altres estudis
que suggereixen un menor nombre de mitocondris en individus obesos perd no
alteracions en la seva funcionalitat (Boushel i col., 2007; Holloway i col., 2009). De fet,
alguns estudis afirmen que només els individus amb un index de massa corporal entre
40 i 50 presenten alteracions en I'oxidacié dels AG (Thyfault i col., 2004). Altres autors
com Holloway i col. (2009), en canvi, proposen que el muscul compensa la disminucio
del contingut mitocondrial a mesura que augmenta I'index de massa corporal amb una
major capacitat d’oxidacié per part dels mitocondris restants. De fet, en el muscul
esquelétic d’animals exposats a dieta grassa s’observa un augment dels metabolits
provinents de la B-oxidacid, indicant una sobrecarrega de | activitat mitocondrial a
causa d’un excés d’AG (Koves i col., 2005a; Koves i col., 2008). En la mateixa direccio
apunten estudis realitzats per Hancock i col., (2008) que mostren un increment de la
capacitat oxidativa in vitro del muscul juntament amb un increment del contingut de

PGC-1a en rates alimentades amb una dieta rica en greixos. La sobreexpressio del

factor de transcripcio PGC-1a, el qual regula la biogénesi mitocondrial i incrementa el
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contingut de proteines mitocondrials i nuclears (Lehman i col., 2000) aconseguiria
prevenir d’aquesta manera la RI induida per la dieta (Kamei i col., 2003). Aixi mateix,
Hancock i col. (2008) han demostrat que la sobreexpressié en muscul de PPARS, el
qual és activat per AG i regula la biogénesi mitocondrial, incrementa |’expressio de la
proteina PGC-1a sense incrementar-ne I'’ARNm. Aquest fet ha suggerit que |'estabilitat
i activitat de PGC-1a pot ser regulada per modificacions postraduccionals com ara
fosforilacions i acetilacions (Puigserver i col., 2001; Kraegen i col., 2008). No obstant,
alguns estudis recents no observen diferéncies en el contingut de la proteina PGC-1a i
PGC-1B en muscul esquelétic d’individus obesos (De Filippis i col., 2008; Holloway i
col., 2009), i de manera oposada, reduccions dels nivells d’ARNm de PGC-1a i PGC-
18 en el muscul esquelétic s’han relacionat amb la preséncia de DM2 en humans
(Mootha i col., 2003; Patti i col.,, 2003) i en d’altres models animals de DM2 com la

rata ZDF (Jové i col., 2004) (Figura 12).
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Figura 12. Hipotesi del mecanisme mitjancant el qual I'obesitat i I'inactivitat poden

disminuir I'expressié de PGC-1 i efectes que se'n deriven.

En aquest sentit, I'increment dels nivells circulants d’AGL podrien estar

implicats en la reduccié de PGC-1a, ja que estudis realitzats pel nostre grup també

57



INTRODUCCIO

havien demostrat que I'exposicié de les céllules C2C12 a |'acid palmitic reduia
I'expressio de PGC-1a (Jové i col., 2005a) encara que se’n desconeixia el mecanisme

implicat.

Es creu que les diferéncies observades poden ser conseqiiéncia de la
utilitzacié de diferents metodologies com ara diferent exposicidé del muscul a
hiperlipidémia o diferent tipus de fibres musculars estudiades (Bruce i col., 2009). Es
per aixd que calen més estudis per confirmar si |'obesitat provoca Rl a conseqliéncia

d’alteracions en el funcionament del mitocondri.

4.3. ALTERACIONS DE LA VIA DE SENYALITZACIO DE LA INSULINA

El transport de la glucosa a l'interior de la cél-lula és un pas limitant per a la
sintesi de glicogen en resposta a la insulina en pacients insulino-resistents i diabétics
de tipus 2 (Savage i col., 2007). Aquest fet mostra la importancia de conéixer els
defectes a nivell molecular de la via de senyalitzacié de la insulina que son
responsables de les alteracions de la captacié de glucosa al muscul esquelétic i, en
ultima instancia, de |'aparicié de RIl. A continuacié s’exposen algunes de les proteines
implicades en la via de la insulina que es poden veure alterades enfront elevades

concentracions d’AG.

Diversos estudis han relacionat I'augment de la fosforilacié de residus Ser/Thr
de les proteines IRS-1 i la disminucié de la fosforilacié en residus tirosina com a
reguladors negatius de la via de senyalitzaciéo de la insulina (Werner i col., 2004;
Draznin, 2006). S’ha demostrat que la infusié lipidica augmenta els nivells
intracel-lulars de DAG, el qual és un activador al-lostéric de la PKC-0, fent que aquesta

s’activi i fosforili la proteina IRS-1 en posicié Ser 307 (Itani i col., 2001; Morino i col.,
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2006; Petersen i col., 2003) (Figura 13). En aquest sentit, treballs realitzats en rata (Yu
i col., 2002) i ratoli (Kim i col., 2004a) mostren un increment de la fosforilacié de la
IRS-1 en Ser 307 per acumulacié intracel-lular d"acil-CoA i DAG i posterior activacié de
la PKC-6 quan es tracten els animals amb dietes riques en greixos. També s’han
observat increments de la fosforilacio en residus Ser de muscul esquelétic d’animals
alimentats amb una dieta rica en greixos, que es reverteix quan es muten les posicions
Ser 302, Ser 307 i Ser 612 per alanines (Morino i col., 2008) i en humans s han
observat increments de Ser 312 (Ser 307 en ratoli) fosforilada en biopsies de muscul
de pacients obesos i diabétics tipus 2 (Bandyopadhyay i col., 2005). Juntament amb la
PKC-0, la cinasa c-jun NH,-terminal (JNK), IKKB i mTOR poden fosforilar el residu Ser

312 de IRS-1 (Gao i col., 2002).

Alteracions de I'enzim PI3-K en el muscul esquelétic també s’han associat a
defectes en la resposta a la insulina en aquest teixit. En rates obeses Zucker s’han
observat alteracions en I'expressio de la subunitat reguladora de PI3-K en el muscul i
fetge, i altres estudis mostren que defectes en aquest enzim poden reduir el transport
de la glucosa en el muscul esquelétic d'individus obesos insulino-resistents i pacients
diabétics de tipus 2 (Anai i col., 1998). Tanmateix, en humans amb obesitat morbida
(Goodyear i col., 1995) i rosegadors obesos (Heydrick i col., 1993; Saad i col., 1992)
s’ha relacionat una reduccié del nombre i la fosforilacio del receptor de la insulina i de

IRS-1 amb una disminucié de |’activitat PI3-K.

Respecte a la proteina Akt, Krook i col. (1997) ja van suggerir que podia estar
implicada en el desenvolupament de la RI, tot i que a hores d'ara encara hi ha
controvérsia respecte al paper que juga en aquesta alteracié i en la DM2. Estudis
recents en cultiu primari de muscul esquelétic de pacients obesos mostren una
disminucio de la fosforilacid en Ser 473 i Thr 308 que no s’observa en els individus

control quan s’exposa el muscul a palmitat (Thrush i col., 2008). EI mateix s’ha
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observat en estudis realitzats en muscul de pacients amb DM2 (Cozzone i col., 2008),
muscul soleus de rata (Thompson i col., 2000) i en cél-lules musculars C2C12 (Chavez
i col., 2003a). En les mateixes cel-lules C2C12, Chavez i col. (2003b) detectaren un
augment del contingut de ceramides intracel-lulars que podria ser responsable de la
defosforilacié de I’Akt i provocar la posterior inhibicié de la via de senyalitzacié de la
insulina. Altres estudis també mostren un augment de la sintesi de novo de ceramides
quan s exposen miotubs en cultiu a altes dosis de I’AG saturat palmitat que provoquen
una inhibicié de la fosforilacié de la proteina Akt en posicié Ser 473 i Thr 308 (Sabin i
col.,, 2007; Chavez i col., 2003). Estudis que tracten amb miriocina (inhibidor de la
sintesi de novo de ceramides) a ratolins insulino-resistents observen una recuperacio
de la fosforilacié d"Akt en muscul respecte els animals control (Holland i col., 2007).
Contrariament, altres grups d’investigaci®6 no han observat cap relacié entre el
contingut de ceramides i el desenvolupament de RI (Lee i col., 2006; Aerts i col.,
2007), ni tampoc alteracions en la fosforilacié i en |'activitat enzimatica de I'Akt en
pacients diabétics tipus 2 (Kim i col., 1999; Nikoulina i col., 2001). Com mostra I'estudi
de Brozinick i col. (2003), I'activitat especifica de cada isoforma podria explicar les
diferéncies observades fins el moment, ja que els seus resultats mostren una
disminucio de I'activitat de I'Akt-2 i Akt-3, perd no de I'Akt-1, en bidpsies de muscul

esqueléetic de pacients insulino-resistents amb obesitat morbida.

Les PKCs atipiques, juntament amb I'Akt, tenen un paper destacat en la
captacié de glucosa en resposta a la insulina (Schmitz-Peiffer, 2002). De fet, s’ha
observat que individus obesos i/o diabétics tipus 2 presenten nivells baixos o poca
activacié de les PKCs atipiques al muscul esquelétic (Kim i col, 2003; Vollenweider i
col.,, 2002; Sajan i col., 2004). En la mateixa direcci6 apunten estudis realitzats en
muscul de ratoli amb el gen PKC-A delecionat, on s’observa RI, alteracions en la
captacio de glucosa en resposta a la insulina in vivo i ex vivo i una reduccio de la
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translocacié de GLUT4 a la membrana plasmatica (Farese i col., 2007). D’altra banda,
s han associat nivells elevats de lipids amb un augment de |"activitat de les PKC noves
i posterior aparicié de RI en teixits que responen a la insulina (Schmitz-Peiffer, 2002).
Les isoformes 8, € i O apareixen permanentment activades en muscul esquelétic de
rates alimentades amb una dieta grassa (Schmitz-Peiffer i col., 1997). De fet,
I"activacio de PKC-6 en muscul esquelétic s’ha relacionat amb una disminucio del
transport de glucosa en resposta a la insulina que podria ser consequéncia d'una
acumulacio de DAG intracel-lular i posterior fosforilacié de la proteina IRS-1 en posiciod
Ser 307, com ja s’ha comentat anteriorment (Shulman, 2000; Yu i col., 2002). Estudis
realitzats pel nostre grup també mostren ['activaci6 de PKC-6 i del factor de
transcripcié nuclear kB (NF-kB) quan s’incuben miotubs C2C12 amb I'acid gras

palmitat (Jové i col., 2005b).

Dues de les causes que poden alterar el transport de glucosa en resposta a la
insulina sén: defectes en la translocacié del GLUT4 o defectes en les vies de
senyalitzacio. El primer cas s’ha observat en el muscul esquelétic d’individus obesos o
diabétics, on hi ha alteracions del moviment de GLUT4 des de les vesicules
intracel-lulars fins a la membrana plasmatica (Zierath i col., 1996), i la segona seria
consequeéncia de la pérdua de la capacitat de la insulina per activar I'enzim PI3-K i
com a consequéncia disminuiria la captacié de glucosa. Aquesta alteracid s’ha
observat en el muscul d’individus amb obesitat morbida i insulino-resistents (Goodyear
i col.,, 1995) i pacients diabétics (Bjornholm i col., 1997). També s’ha descrit que
alteracions de |I'expressio de GLUT4 deriven en |"aparicio de Rl en ratolins mentre que

la sobreexpressio millora la diabetis en models de ratoli db/db (Stenbit i col., 1997).
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Figura 13. Esquema dels mecanismes implicats en |'atenuaci6 de la via de senyalitzacio

de la insulina a consequéncia dels nivells elevats de palmitat.

5. INFLAMACIO | RESISTENCIA A LA INSULINA INDUIDES PER AG

Molts estudis han relacionat els nivells elevats d’AGL en plasma amb la RI,
indicant que els AGL sén responsables de |'aparicié de la RI (Boden i col., 2001; Itani i
col., 2002). Tanmateix, la Rl s’ha associat a la preséncia d’un procés inflamatori cronic
i de baixa intensitat (Pickup i Crook, 1998; Festa i col., 2000). De fet, en els ultims anys
han aparegut clares evidéncies que relacionen |'obesitat i la Rl induida per AG amb les
citocines i I'activacié de vies de senyalitzacié inflamatories (Wei i col., 2008). Diferents
estudis indiquen que les molécules inflamatories juguen un paper important en la
regulacié del metabolisme de la glucosa, i que una activacié excessiva de les vies

inflamatories desencadena I"aparicié de RI (Shoelson i col., 2006; Stump i col., 2006).
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La primera citocina proinflamatoria que es relaciona amb la RI fou el TNF-a
(Hotamisligil i col., 1993; Feinstein i col., 1993), tot i que posteriorment altres citocines
han pres rellevancia pels seus efectes sobre el metabolisme, com la IL-6, IL-1B i
adipocitocines, entre d altres (Wellen i Hotamisligil, 2005). D entre aquestes citocines
destaca la IL-6. Aixi, s’ha descrit que els nivells de IL-6 son de 2 a 3 vegades
superiors en pacients obesos diabétics comparats amb individus sans (Kern i col.,
2001) i tractaments amb IL-6 mostren una reduccié de la captaciéo de glucosa en
resposta a la insulina en muscul esquelétic de ratolins (Kim i col., 2004b). EI muscul
esquelétic és el teixit que més glucosa capta en resposta a la insulina i qualsevol canvi
en la seva massa, taxa metabdlica o resposta a hormones o altres factors poden
afectar les reserves energétiques i el metabolisme de tot el cos. De la mateixa manera
que el teixit adipdés, el muscul també és capa¢ de produir i secretar nombroses
citocines com el TNF-a, TNF-B i diverses interleucines (Plomgaard i col., 2005; Raj i
col., 2005). Estudis realitzats en el nostre laboratori (Jové i col., 2005a) i en d altres
(Weigert i col., 2004) mostren que |'exposicié de cél-lules musculars esquelétiques a
I’AG saturat palmitat estimula la produccié i secrecié de la IL-6 i d’altres treballs
mostren alteracions de la via de senyalitzacié de la insulina quan la IL-6 s’expressa de
manera cronica (Franckhauser i col.,, 2008). Per tant, la interferéncia en I'activacio
d’aquestes vies inflamatories podria esdevenir una diana terapéutica important per a

millorar la sensibilitat a la insulina.

5.1. INFLAMACIO, RI | ACIDS GRASSOS INSATURATS

L aparicio de DM2 esta lligada a la predisposicié genética de cada individu, tot i
que l'augment de persones obeses i diabétiques de tipus 2 en els paisos

desenvoulpats o en vies de desenvolupament indica que factors com la dieta i
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I"activitat fisica sén importants en el desenvolupament d’aquesta patologia (Seidell,
2000). Des de fa anys es coneix que tant la quantitat com la qualitat dels AG de la
dieta poden influir en el desenvolupament de la RI i altres desordres metabdlics
associats. Diversos estudis de principis dels anys 90 ja mostraven que una proporcio
elevada d’AG insaturats de cadena llarga i una baixa proporcié d’AG saturats en els
fosfolipids que conformen la membrana de la cél-lula muscular esquelética augmenten
la sensibilitat a la insulina en humans (Borkman i col., 1993; Pan i col., 1995). Estudis
posteriors han descrit que I'adheréncia a la dieta Mediterrania, la qual es caracteritza
per ser una dieta rica en vegetals, oli d’'oliva com a font d’AG, fruites, llegums i
cereals, baixa en carn i moderada pel que fa a lI'ingesta de productes lactics, ous, peix
i vi s"associa negativament amb |'index de massa corporal (Schroder i col., 2004;
Shubair i col., 2005). En el mateix sentit, estudis amb individus que ingereixen una
dieta rica en AG saturats demostren una disminucié del 10% de la sensibilitat a la
insulina respecte una dieta isoenergética rica en AG monoinsaturats (Vessby i col.,
2001). L'AG saturat i I'insaturat més importants de la dieta sén el palmitat (16:0) i
I'oleat (18:1), respectivament, ja que representen un 27% i un 31% del total d’AGL que
es troben al plasma (Staiger i col., 2004). Estudis amb palmitat i oleat mostren efectes
oposats en la via de senyalitzacié de la insulina i en la viabilitat cel-lular. En aquest
sentit, s’ha observat que el palmitat incrementa |'acumulacio lipidica intracel-lular i
genera Rl en miotubs humans, mentre que tractaments amb oleat no provoquen
alteracions en la resposta a la insulina malgrat augmentar el contingut de TG (Bastie i
col., 2004; Chavez i col., 2003b; Pickersgill i col., 2007). Resultats semblants han estat
publicats per Koves i col. (2008), els quals mostren que la incubacié de miotubs de
rata L6 amb palmitat 500uM provoca una disminucio dels nivells de TG i I'aparicio de
RI, alteracions que no apareixen quan s’incuben les cél-lules amb concentracions

similars d oleat.
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La RI s’ha associat a un estat d’inflamacié cronic i a un augment de I'expressié
de la citocina IL-6 induida pels AG saturats com el palmitat (Staiger i col., 2004),
mentre que els AG poliinsaturats com el linoleat no provoquen alteracions de
I'expressio de IL-6 en ceél-lules musculars llises (Toborek i col., 2002). D’acord amb
aquests resultats, estudis realitzats pel nostre grup han demostrat un increment de
I'expressio i la secrecié de la citocina IL-6 quan es tracten ceél-lules musculars
esquelétiques C2C12 amb palmitat que no s’observa quan s’incuben les cél-lules amb
oleat (Jové i col., 2005a). Altres treballs de Jové i col. (2006) mostren |'efecte del
palmitat i I'oleat sobre I'expressio de la citocina TNF-a, demostrant que ambdds AG es
comporten de manera similar a com ho feien sobre I'expressio de la IL-6. Aquest fet
podria indicar que els AG insaturats, a diferéncia dels saturats, no provoquen
inflamacié ni RI. Tot i haver-hi molts estudis que fan referéncia a les conseqiiéncies de
les dietes riques en AG saturats o insaturats, els mecanismes responsables d’aquests

efectes diferents de |'oleat i el palmitat encara no es coneixen amb exactitud.

5.2.  VIES INFLAMATORIES IMPLICADES EN LA RI INDUIDA PER AG

S’han proposat dues vies que podrien estar implicades en la inflamacié i la R
induides per AGL en el muscul esquelétic, una via dependent de receptor i una altra

independent de receptor.

5.2.1. Viaindependent de receptor

En aquesta via, I'increment dels AGL en plasma provoca |"'acumulacio de DAG,
el qual és un activador al-lostéric de la PKC-6. Aquesta cinasa, a més d’incrementar la

fosforilacio de la IRS-1 en Ser 307 (Griffin i col., 1999; Itani i col., 2002), activa la IKK i,
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per tant, la via del factor de transcripcié proinflamatori NF-xB (Pieper i Riaz, 1997;
Coudronniere i col., 2000). D'aquesta forma, |I'acumulaci6 de DAG i la posterior
activacio de NF-xB provoca un increment de la produccié de citocines inflamatories
com la IL-6 i el TNF-a (Jové i col., 2005a; Jové i col., 2006; Weigert i col., 2004) que

contribueixen al desenvolupament del procés inflamatori i la Rl (Figura 14).

"‘AGLFlasma —> Palmitoil-CoA —> [lyXel —>{ Activacié |—s |kk-3 —> NF«B
(palmitat, C16:0) PKCO

/ IL-6 TNF-a
RI

Figura 14. Esquema de la via DAG-PKC-0-NF-xB.

5.2.2. Viadependent de receptor: TLRs

Recentment s’ha descobert que els senyals inflamatoris induits per AGL poden
provocar Rl a través de la seva unio directa als Receptors de tipus Toll-like (TLRs) i

desencadenar una resposta proinflamatoria (Lee i col., 2003a).

Els TLRs sén glicoproteines integrals de membrana tipus | que, per la
semblanga de la regi6 intracitoplasmatica amb els receptors de la IL-1, formen part de
la superfamilia que inclou aquests receptors. Els receptors TLRs, sols o bé formant
heterodimers amb altres TLRs o no TLRs, estan implicats en la resposta del sistema
immune innat enfront infeccions causades per microorganismes (Lemaitre i col., 1996).
En mamifers se n’han identificat tretze membres, dels quals TLR-1, TLR-2 i TLR-4 es

localitzen a la superficie de la cél-lula, mentre que TLR-3, TLR-7 i TLR-9 es localitzen
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a l'interior cel-lular (Ahmad-Nejad i col., 2002). La seva expressio €s ubiqua (Muzio i
col., 2000), tot i que predomina en macrofags, adipocits, muscul i fetge (Lin i col.,
2000; Netea i col., 2004) i diversos estudis han suggerit que en models cel-lulars
musculars s’expressen en particular TLR-2 i TLR-4 (Frost i col., 2006; Jimenez i col.,
2005). Tots ells es caracteritzen per tenir dominis extracel-lulars repetits rics en leucina
i regions intracitoplasmatiques anomenades dominis d’homologia dels receptors
Toll/IL-1 (TIR), els quals son claus per a la senyalitzacié. Els TLRs s’uneixen a un
nombre considerable de lligands. TLR-2 i TLR-4, per exemple, se sap que reconeixen
especificament estructures bacterianes molt conservades com ara lipopolisacarids,
peptidoglicans i lipopeptids (Akira i Takeda, 2004). EI component clau dels
lipopolisacarids involucrat en I"activacié dels TLRs és la subunitat anomenada lipid A,
la qual esta composada per AG. S’ha determinat que I'activacié de TLR-2 o TLR-4 es
fa en funcié de la composicié dels AG (Muller i col., 2004). Estudis realitzats per
Weatherill i col. (2005) en cél-lules dendritiques mostren que els AG saturats activen el
TLR-4 i els dimers de TLR-2, mentre que els AG insaturats inhibeixen |'activacié dels
TLRs (Lee i col., 2001; Lee i col., 2004). En macroéfags, adipocits i cél-lules musculars
esquelétiques s’ha descrit que els AG saturats son potents activadors de TLR-2 i

TLR-4 (Shi i col., 2008).

L unié del lligand provoca una dimeritzacié d’aquests receptors i un posterior
canvi conformacional que és necessari per al reclutament de molécules implicades en
la via de senyalitzacid, com és el cas de MyD88 (Myeloid Differentiation primary-
response protein 88). Aquesta molécula adaptadora s’uneix al domini citoplasmatic
TIR i facilita I'associacié de la cinasa IRAK1 (IL-1R-associated kinase), que al seu torn
s autofosforila i li permet unir-se a TRAF6 (tumor necrosis factor(TNF)-associated
factor 6). En ultima instancia, el complex IRAK1-TRAF6 acaba activant la cinasa TAK1

(transforming-growth-factor-b-activated kinase), la qual provoca |'activacié de les
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cinases IKKs, la fosforilacid de les IkBs i finalment I'activacio de NF-xB (Akira i
Takeda, 2004). Paral-lelament, també s’ha descrit que TAK1 pot activar NF-xB a
través de la induccié de la via de les MAPK en cél-lules musculars llises (Son i col.,
2008) (Figura 15). El fet que els AGL siguin capagos d’utilitzar el receptors TLRs per
induir I'expressié de citocines proinflamatories en macrofags, adipocits i fetge mostra
la relacié entre els lipids i la inflamacié i consequientment, |"aparicié de Rl (Shi i col.,

2006).

Acids
grassos

TLR

/N

KK «e——F  maAP
‘L cinases
Activacio
NF-xB

Figura 15. Senyalitzacio a través dels receptors Toll-like (TLRs). L activacié dels TLRs

pels AG és responsable d’induir I"activitat de NF-«xB.

Estudis realitzats en muscul esquelétic de rata i ratoli mostren que els
lipopolisacarids augmenten I'expressid de multiples citocines i molécules de

senyalitzacio, com IkBa, a través de TLR-4 (Frost i col., 2004) i TLR-2 (Lang i col.,
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2003). Al seu torn, diverses citocines poden regular I'expressio génica dels TLRs. En
macrofags, per exemple, I'expressié del gen TLR-2 és induida per les citocines IL-2,

IL-15, IL-1B, Interfero-y (INF-y) i TNF-a (Matsuguchi i col., 2000).

Altres estudis realitzats en miotubs C2C12 tractats amb I'’AG saturat palmitat
mostren una activacié de TLR-2 i la produccid de citocines inflamatories com la IL-6
(Fan i Cook, 2004b), alhora que també s’ha observat un augment de |'expressié de
TLR-4 i TLR-2 en muscul esquelétic d’individus amb DM2 (Reyna i col., 2008). En el
mateix sentit, estudis en rosegadors indiquen que I'activacié de TLR-4 en resposta als
lipopolisacarids és suficient per induir I"activacié de NF-xB i |'expressio dels seus gens
diana, com la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Tanabe i Tohnai, 2002), en macrofags (Rhee
i Hwang, 2000) i en d"altres tipus cel-lulars (Schwenger i col., 1998), que s’ explica pel
fet que en la regié 5" del gen de la COX-2 hi ha elements reguladors de la transcripcio

que inclou dos llocs d'unié a NF-kB, entre daltres (Tanabe i Tohnai, 2002).

5.3. NF«B

Tant la via dependent (a través de TLR) com la via independent de receptor
(DAG-PKC-6), una vegada activades pels AGL poden promoure |"activitat del factor de
transcripcié proinflamatori NF-xB i aquest, al seu torn, incrementar I'expressié dels

seus gens diana com la IL-6 i la COX-2.

NF-xB és una familia de factors de transcripcié involucrats en la proliferacio,
apoptosi i inflamacié cel-lular que s’expressen de manera ubiqua (Perkins, 2007). La
familia NF-xB de mamifers consta de cinc subunitats, RelA (p65), c-Rel, RelB,
p50/p105 i p52/p100, els quals formen complexos com a homodimers o heterodimers.

El domini Rel conté seqliéncies que permeten la dimeritzacido amb altres subunitats, la
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interaccido amb l'inhibidor de la proteina NF-xB (IxBs) i la uni6 amb I’ADN (Baldwin,
1996). A més, contenen un domini de transactivacié a I'extrem carboxi-terminal
necessari per a |'activacié de la transcripcio, i tant p50 com p52 han d’heterodimeritzar
amb alguna de les subunitats que contenen aquest domini per també ser capaces

d’activar la transcripcio (Hayden i Ghosh, 2004).

En la seva forma inactiva NF-xB, el qual esta format majoritariament per p50 i
p65, es troba al citoplasma unit a la proteina IxB. Existeixen set membres de la familia
IxB: les IkB tipiques (IxBa, IkBp i 1xBg), les IkB atipiques (Bcl-3 i IkB({) i els precursors
de les proteines p100 i p105. La degradaci6 de les proteines IkBs és regulada per la
cinasa de IkB (IKK). La proteina IKK consta de dues subunitats catalitiques (IKKa i
IKKB) i una subunitat reguladora (IKKy o NF-kB essential modifier (NEMO)). La IKKf
pot afectar la via de senyalitzacio de la insulina mitjangant dues vies, una és fosforilant
directament la proteina IRS-1 en Ser 307 (Gao i col., 2002), i |'altra és fosforilant
I'inhibidor de NF-xB. En aquest ultim cas, les subunitats IKKB i NEMO soén
responsables de fosforilar la proteina IkBa (DiDonato i col., 1997; Barnes i Karin,
1997) per tal que s alliberi de NF-kB i sigui ubiquitinitzada i posteriorment degradada al
proteosoma. D aquesta manera NF-kB pot migrar des del citosol fins al nucli per unir-
se a les regions promotores de gens inflamatoris com IL-13, TNF-a i IL-6 i activar-ne la

transcripcié (Shoelson i col., 2003) (Figura 16).

El propi NF-xB indueix la sintesi de la proteina IkBa, de manera que les IkBa
sintetitzades de nou s’uneixen a NF-xB fent que retorni al citoplasma i finalitzi la
transcripcié génica (Arenzana-Seisdedos i col., 1995). De fet, ratolins knockout IKKp

que han rebut una infusio lipidica no desenvolupen RI (Yuan i col., 2001).
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Figura 16. Esquema de |'activaciéo de NF-xB. Estimuls com els AGL poden provocar la
ubiquitinitzacié i degradacié de la proteina IkBa al proteosoma, fent que NF-kB entri al

proteosoma i augmenti I’'expressié de gens proinflamatoris.

Estudis realitzats al nostre laboratori (Jové i col., 2005a) i en d altres (Weigert i
col., 2004) mostren que els AGL poden activar la produccié de la citocina IL-6 a través
de NF-xB. A més dels AGL, estimuls inflamatoris com la mateixa citocina TNF-a i IL-1
o p38 MAPK, entre d’altres, poden activar la via IKKB-IkBa-NF-kB mitjangant

I"activacio d’IKK (Zandi i col., 1997).

D altra banda, s’ha demostrat que la inhibicié de IKKB mitjangant tractaments
amb dosis elevades de salicilats milloren la senyalitzacié de la insulina en pacients
diabétics (Hundal i col., 2002). En la mateixa linia, altres estudis observen una millora
de la Rl induida per AGL en ratolins IKKB*" o bé ratolins tractats amb aspirina (Kim i
col., 2001). Compostos com el partenolide, el qual impedeix la degradacié de les kB a
concentracions micromolars, o la pirrolidina ditiocarbamat (PDTC) també poden inhibir

I"activacio de NF-kxB (Patel i col., 2000).
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5.3.1. IL-6

La IL-6 és una citocina proinflamatoria daproximadament 25 KDa. Les
citocines s’han definit com a proteines de baix pes molecular i farmacologicament
actives que poden tenir multiples activitats bioldgiques i actuar de manera autocrina o
paracina (McDermott, 2001). La produccié de IL-6 té lloc als adipdcits, mondcits i
macrofags, fibroblasts, cél-lules endotelials i cél-lules musculars esquelétiques, essent
els adipocits el tipus cel-lular més important en I"alliberament d’aquesta citocina amb
un 35% del total present a la circulacié (Kern i col., 2001), fet que la situa com un

possible mediador metabdlic.

En condicions normals, els nivells plasmatics de IL-6 son baixos, pero diferents
condicions d’estrés, infeccié o exercici poden elevar-ne la produccio (Plomgaard i col.,
2005). S’ha observat que la IL-6 pot tenir efectes positius i negatius en les respostes
metaboliques al fetge, teixit adipds i muscul esquelétic. En cultius d’hepatocits s’ha
descrit que la IL-6 altera I'acci6 de la insulina (Senn i col., 2002), en el teixit adipds
impedeix la diferenciacido dels preadipocits i redueix l'accié de la insulina en els
adipocits madurs (Lagathu i col., 2003), perd en cél-lules musculars esquelétiques
existeix controversia respecte |'efecte d’aquesta citocina. D'una banda, el muscul
produeix i allibera IL-6 després de la realitzacid6 d’exercici i millora |'accié de la

insulina, pero d’altra banda, la IL-6 s"associa a estats d obesitat i RI.

Se sap que diferents estimuls fisiologics o patologics com ara |'exercici, la
sepsis o el dany muscular poden induir la produccié de IL-6 en el muscul esquelétic
(Schmidt i Duncan, 2003). S ha descrit que un increment agut dels nivells circulants de
IL-6 poden millorar I'oxidacié de lipids i la captacié de glucosa en resposta a la
insulina, a més de produir efectes antiinflamatoris (Weigert i col., 2005a). Aquests

efectes semblen ser mediats per I'activacié de I'AMPK perqué desapareixen quan
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s’infecten les cél-lules amb un adenovirus dominant negatiu per I’AMPK (Carey i col.,
2006; Kahn i col., 2005). No obstant, nivells elevats de manera cronica d'aquesta
citocina s’han associat a |’'obesitat i a estats de Rl (Lazar, 2005). De fet, els nivells de
IL-6 en plasma d’individus obesos i diabétics tipus 2 sén de dues a tres vegades
superiors que en individus control i aquest fet s’ha relacionat amb una reduccié de
I"accié de la insulina (Kern i col., 2001; Kopp i col., 2003; Fernandez-Real i col., 2001).
Estudis in vitro realitzats en miotubs de ratoli mostren un augment de | alliberament de
IL-6 a través de la via NF-kB quan s’exposen a estrés oxidatiu durant 24 hores
(Kosmidou i col., 2002). Altres estudis han mostrat un augment dels nivells de
produccio de citocines proinfamatories com la IL-6 a consequéncia de |'activacié de la
via MAPK-ERK-STAT3 provocada per la leptina (Tilg i Moschen, 2006) i en el mateix
sentit, Chung i col. (2006) van observar un augment de I'expressio de citocines com a
resultat de la induccié de NFx-B i MAPK provocada per LPS en preadipocits, i com a

consequeéncia, el desenvolupament de RI.

5.3.2. MAPK

Les proteines cinases activades per mitdogens (MAPK) juguen un paper molt
important en la transmissid de senyals captats pels receptors situats a la superficie
cel-lular cap a la maquinaria transcripcional del nucli. Les funcions bioldgiques que
realitzen depenen del tipus cel-lular, perd estan relacionades amb el control de la
proliferacio, la diferenciacio i I'apoptosi de la cél-lula (Chang i Karin i col., 2001).

La cascada de les MAPK esta composada per tres proteines cinases
citoplasmatiques: la MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK) encarregada d’activar una
MAP cinasa cinasa (MAPKK) que, finalment, activa la MAPK. Les MAPKKKSs son les

proteines que reben informacid des de la superficie celllular o altres estimuls

73



INTRODUCCIO

mitjangant la interaccié amb una proteina d'unié a GTP i poden fosforilar residus critics
de treonina i tirosina de les MAPKSs. Finalment, aquestes MAPKs s6n una familia de
serina-treonina cinases que poden translocar al nucli i fosforilar factors de transcripcio,
com ara NF-kB (Palona i col., 2006) en residus especifics per tal de regular-ne
I"activacio. La primera cascada MAPK que es va identificar, i la més coneguda en
mamifers, fou la composada per les MAPK anomenades ERK-1 i ERK-2 (també
conegudes com a p42 i p44 MAPK), les quals activen MEK-1 i MEK-2 que, al seu torn,
son activades per una MAPKKK que pertany al grup de les Raf (Cobb i Goldsmith,

1995) (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de la via de les MAPK composada per les proteines Raf, MEK1/2
i ERK1/2.

Posteriorment es van identificar tres subfamilies més, la de les JNKs, p38
MAPKSs i ERK-5 (Chang i Karin, 2001). La cascada de les JNKs esta formada per JNK-

1, JNK-2 i JNK-3, les quals son activades per JNKK-1 i JNKK-2 (també conegudes
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com a MKK4 i MKKY7). Aquestes, al seu torn, poden ser activades per diverses
MAPKKKs com, MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3, MEKK-4, ASK i MLK-3 entre d altres. Pel
que fa a les p38 (p38a i p38B) sbén activades per la MKK-4, MKK-3 i MKK-6 i les
responsables de I'activaciéo d'aquestes sén MEKK-1, MEKK-3, TAK-1, MLK-3 i ASK
entre d altres (Chang i Karin i col., 2001). Tant JNK com p38 sén conegudes com a
proteines cinases activades per estrés (stress-activated protein kinases; SAPKs), ja
que les citocines proinflamatories i |'estrés ambiental com les radiacions ultraviolades
o0 el xoc osmotic en produeixen | activacié. D’altra banda, les ERKs s activen
majoritariament en resposta a senyals originats per receptors o per proteines tirosina
cinases. Per exemple, la insulina a més d’activar la via de la PI3-K per tal de realitzar
accions metabodliques, també pot activar la via MEK-ERK en miotubs de rata L6 i
realitzar efectes mitogénics (Gao i col., 2008). D’altra banda, en la mateixa via MEK-
ERK s’ha observat que tractaments amb TNF-a. poden bloquejar I"activacié produida
per la insulina (Begum i col., 1996).

S’ha descrit que les MAPKs poden activar-se per estrés metabodlic com ara
dietes riques en greixos i models genétics d'obesitat. L 'activitat de la JNK, per
exemple, esta elevada en fetge, teixit adipds i muscul esquelétic d’animals alimentats
amb una dieta grassa o en models genétics d obesitat, fet que s’ha relacionat amb
I"aparicié de RI (Hirosumi i col., 2002). La p38 MAPK també esta hiperactivada en
muscul esquelétic, fetge i cor d’animals que se’ls ha induit obesitat a través de la dieta
(Leng i col., 2004; Li i col., 2005), i el mateix s’observa amb |"activitat ERK en fetge i
teixit adipds de models genétics d obesitat (Gum i col., 2003; Bost i col., 2005). De fet,
el tractament d adipocits 3T3-L1 amb palmitat causa un increment de la IL-6 que es
reverteix quan s’inhibeix |'activacié de les proteines MEK i PKC amb els inhibidors
U0126 i bisindoliimaleimida (Bis), respectivament (Ajuwon i Spurlock, 2005). En el

mateix sentit, estudis previs realitzats pel nostre grup mostren que els inhibidors de la
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via ERK-MAPK, PD98059 i U0126, prevenen |'augment de I'expressié de la citocina
TNF-a induida pel palmitat en cél-lules musculars esquelétiques C2C12 (Jové i col.,

2006).

5.3.3. CICLOOXIGENASA-2

Un dels gens diana de NF-kB que juga un paper important en la inflamacié és
la COX-2 (Tanabe i Tohnai, 2002). La COX-2 forma part de les tres isoformes que
existeixen de la COX, les quals sén: COX-1, COX-2 i COX-3. La COX-1 s’expressa de
manera constitutiva i esta involucrada en I'homeodstasi cel-lular de molts teixits, en
concret de la mucosa gastrica i les plaquetes. La COX-2 és la isoforma induible i
s’expressa en situacions de dany o inflamacié (McCormack, 1998), tot i que s’han
detectat concentracions basals de I'enzim al cervell i al ronyd. Pel que fa a la COX-3,
sembla estar involucrada en el control de la febre per part del sistema nervidés central
(Warner i Mitchell, 2002). Tots els farmacs antiinflamatoris no esteroideus sén capacos
d’inhibir la COX i suprimir la inflamacid, la febre i el dolor, tot i que dins d"aquest grup
existeixen els inhibidors selectius de la COX-2, com ara l'inhibidor NS-398, per tal
d’evitar els efectes negatius de la inhibicié de la COX-1 sobre el tracte gastrointestinal

(Lanas i col., 2003).

La COX és I'enzim clau per a la sintesi de prostaglandines (PGs) a partir de
I"acid araquidonic. L acid araquidonic és un fosfolipid de membrana que, per accié de
la fosfolipasa citoplasmatica A, (cPLA;), és alliberat al citosol on sera utilitzat per a
generar PGs. De manera seqlencial, la COX transforma l|'acid araquidonic a
prostaglandina (PG) G, (PGG) i posteriorment aquesta és reduida per formar PGH..
Finalment, sintases especifiques converteixen la PGH, a PGE,, D, i F,, prostaciclina

(PGIy) i tromboxans (TX). L'acid araquidonic també pot ser transformat a altres

76



INTRODUCCIO

productes, a més de les PGs, mitjancant els enzims lipooxigenasa i citocrom P450
(Figura 18). Els productes formats a partir de I'acid araquidonic sén coneguts com a
eicosanoids i s’ha descrit que poden afectar moltes vies de senyalitzacié que modulen
processos fisioldgics com la inflamacié, |'ovulacid, la mitogénesi i respostes immunes
(Kam i See, 2000). La formacié de PGs s’ha detectat a gairebé tots els teixits i fluids
corporals i un cop sintetitzades sén alliberades a I'espai extracel-lular on produeixen

efectes autocrins o paracrins.

r Fosfolipids 1

i

1|7 Acid Araquidonic 1

| ! |

VIA CITOCROM P450 VIA CICLOOXIGENASA VIA LIPOOXIGENASA
(CYP-450) (COX-2) (5-LO, 12-L.0, 15-LO)
epoxigenases  @-hidroxilases l / i
5-HETE
12-HETE HPETE
5,6-EET 19,20-HETE PGH; it s
8,9-EET 5
11,12-EET
14,15-EET
v v ¥ v v
PGl PGE: TXA, LXs LTs
PGFay
PGD:

Figura 18. Esquema de les vies a través de les quals |'acid araquidonic és transformat
en diferents productes. (Adaptat de: Kompanowska-Jezierska i col., J Physiol Pharmacol. 59: 137-49,
2008)

La PGE, sembla ser un important mediador de la inflamacié en el muscul
esquelétic que promou la sintesi de citocines proinflamatories, la vasodilatacié amb un

augment de la permeabilitat vascular i la quimiotaxi de les ceél-lules inflamatories
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(Sakamoto i col., 2004; Shen i col., 2005), mentre que la 15d-PGJ, desenvoluparia
efectes immunomoduladors i antiinflamatoris (Lawrence i col., 2002; Gilroy i col.,
2003). De fet, estudis realitzats en ratolins COX2" mostren una disminucio de la
sintesi de PGE; i una resposta inflamatoria més moderada (Shen i col., 2006). D altra

banda, TXA; és un agent vasoconstrictor i proagregatori.

De tota manera, el rol de les PGs no esta ben establert. Les activitats de les
PGs son mediades per receptors de membrana, tot i que alguns efectes els porten a
terme mitjancant la unié a proteines intracel-lulars. Es tracta de receptors acoblats a
proteines G especifics per a cadascun dels tipus de PGs, tot i que hi ha certa
reactivitat creuada entre els diversos tipus de PGs i els diferents receptors. Els que
corresponen a la PGE, s"anomenen receptors EP, i per a la PGF,,, PGD,, PGl i TXA,
s’anomenen FP, DP, IP i RP, respectivament (Narumiya i col., 1999). En el cas de la
PGE,, existeixen quatre subtipus de receptos EP: EP,, EP,, EP3; i EP4 que poden
exercir accions diferents. S’ha descrit, per exemple, que EP; i EP3; provoquen un
efecte constrictor en muscul llis, mentre que EP, i EP4 exerceixen efectes dilatadors en
els bronquiols i en venes i arteries, respectivament (Coleman i col., 1994a i 1994b). A
més, estudis recents mostren que la PGE, pot induir I'expressié de la citocina

inflamatoria IL-8 a través del receptor EP, (Dey i col., 2009).

Els nivells de I'enzim COX-2 es troben incrementats en adipocits d’humans
obesos, fet que suggereix que I'activacié de la COX-2 en la inflamacié produida per
I’obesitat visceral és important en el desenvolupament de la RI (Fain i col., 2002; Hsieh
i col.,, 2009). En el mateix sentit, s ha observat una associacié entre la inflamacio
mediada per la COX-2 i |'estrés oxidatiu amb |"aparici6 de DM2 en homes ancians
(Helmersson i col., 2004) i en indis Pima s’ha relacionat la DM2 amb una variant del
promotor del gen induible de la COX-2 (Konheim i Wolford, 2003). L’increment de la

COX-2 en estats d'hiperglucémia sembla ser mediada per les espécies reactives de
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I'oxigen i I'activacié de la PKC en mondcits i endoteli (Cosentino i col., 2003,

Shanmugam i col., 2003).

Malgrat que totes aquestes dades fan pensar que la COX-2 esta relacionada
amb I'extensié de la inflamacid, hi ha altres dades que semblen indicar el contrari, ja
que les PGs generades per la COX-2 poden exercir efectes antiinflamatoris (Peebles i
col., 2002). Aixi, estudis recents mostren que la 15-deoxi PGJ, (15-dPGJ,), formada a
partir de la deshidrataci6 de la PGJ,, pot desenvolupar funcions antiinflamatories
perqué és capac d’inhibir la IKK (Scher i Pillinger, 2005), impedir la interaccié de NF-
kB als seus llocs d’unié a I’ADN (Straus i col., 2000; Rossi i col., 2000) i inhibir la
formacio de IL-6 i TNF-a (Azuma i col., 2001). A més, pot activar les vies Ras/Erk i
P13-K. Tanmateix, també pot unir-se i activar PPARy (Su i Lewis, 2001; Ide i col., 2003)
i realitzar efectes antiinflamatoris, ja que augmenta |'expressid de la proteina
inhibidora de NF-kB, IxBa (Scher i Pillinger, 2005). El paper que juguen altres PGs
com la PGF,, i la PGE; en la inflamacid, en canvi, genera més controvérsia. Mentre
que alguns estudis mostren els efectes proinflamatoris d’aquestes dues PGs (Chung i
col., 2009; Chen i col., 2009; Dey i col., 2009), d altres suggereixen que en determinats
contextos poden realitzar accions antiinflamatories. En aquest sentit, treballs de
Pillinger i col. (2004, 2005) mostren que la PGE; és capag d’inhibir I’activitat de NF-xB
(Gomez i col., 2005; Pillinger i col., 2004), i que la PGF,, pot contribuir en la resolucio
de la inflamacié (Colville-Nash i col., 2005). Per tant, hi ha resultats contradictoris
sobre el paper de la COX-2 en la inflamaci6 i es desconeix quin paper juga en la

inflamacié induida per AG en ceél-lules musculars esquelétiques.
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El fet que més del 80% de pacients diabetics tipus 2 pateixin obesitat (Boden i
col., 1995) mostra una estreta relacié entre aquestes dues patologies. La preséncia de
nivells elevats d"AG circulants, alliberats pel teixit adipds, en pacients amb obesitat
s’ha relacionat amb el desenvolupament de RI en el muscul esquelétic. De fet, s’ha
suggerit que els nivells elevats d’AGL sbn els responsables d’iniciar un procés
inflamatori que desencadena un empitjorament de la sensibilitat a la insulina (Kim i
col., 2001) a través, entre d altres factors, d’un increment en la secrecié de citocines
com la IL-6. Tot i que el vincle entre I'increment d’AGL en plasma i la diabetis esta
ampliament acceptat, els mecanismes implicats en I"aparicié de Rl i DM2 induida per
aquests AGL no sbén ben coneguts. En conseqiiéncia, aprofundir en aquests
mecanismes i en la seva modulacié podria afavorir el desenvolupament de noves
estrategies terapéutiques per atenuar i millorar la RI. En concret, els objectius

plantejats en aquesta Tesi Doctoral han estat els segients:

1. Determinar els efectes de I'AG saturat palmitat i el monoinsaturat oleat sobre
I"expressio del coactivador PGC-1a en cél-lules musculars esqueléetiques i

investigar els mecanismes implicats.

2. Avaluar I'efecte de I'’AG monoinsaturat oleat per a prevenir la inflamacié i la Rl

induides per I’AG saturat palmitat en ceél-lules musculars esquelétiques.

3. Estudiar I'efecte dels AG palmitat i oleat sobre la regulacié de |"expressio dels
gens COX-2 i TLR-2 i determinar la funcié de la COX-2 en el procés inflamatori

induit per palmitat en cél-lules musculars esquelétiques.

4. Determinar la capacitat de I"agonista PPARS GW501516 per a reduir el procés

inflamatori i la RI induits per palmitat en cél-lules musculars esqueléetiques.
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Diversos estudis determinen que nivells elevats d"AGL en circulacié, en part a
consequéncia d"una lipolisi excessiva del teixit adipos, son els responsables de la RI
en pacients diabétics tipus 2. En presencia d"aquests nivells elevats d"AGL, el muscul
esqueletic veu reduida la taxa d'oxidacid d aquests, provocant una acumulacié de
metabolits lipidics en forma de TG, DAG i ceramides a l'interior cel-lular. De fet, s"ha
relacionat I"acumulacio intracel-lular de DAG amb [|"aparicié de RI. A més, |'exposicié
de cel-lules musculars esqueletiques a nivells elevats d"AGL pot afectar |'expressio de
diferents gens, entre ells PGC-1 (PPARy coactivator-1), que poden contribuir al
desenvolupament de la RI. PGC-1 regula I'expressié de molts gens que codifiquen per
proteines mitocondrials, promovent aixi la capacitat oxidativa de les cél-lules
musculars esquelétiques. S’ha descrit que la seva expressio esta reduida en estats
d’insulino-resisténcia. No obstant, no es coneixen els tipus d"AG que poden provocar

la disminucio de |"expressié de PGC-1 ni tampoc els mecanismes implicats.

En el present estudi s’utilitzaren cél-lules musculars esquelétiques C2C12 i
s’exposaren a I’AG saturat palmitat i a ’AG monoinsaturat oleat durant 16 hores amb
I"objectiu de determinar els efectes de cadascun d aquests AG en |'expressié del gen
PGC-1 i els mecanismes responsables de causar la disminucié de I"expressié de PGC-

lo.

Els resultats obtinguts mostren que el palmitat redueix en un 66% | expressio
de PGC-1a, pero no afecta I'expressié de PGC-18, i en canvi I’AG monoinsaturat oleat
no altera I'expressio de cap d’aquests gens. El mecanisme mitjancant el qual el
palmitat realitza aquests efectes sembla involucrar la via ERK-MAPK i NF-kB, ja que
I"exposicié de les cél-lules als inhibidors tant de la via ERK-MAPK (PD98059 i U0126)
com de NF-xB (partenolide) prevenen la reduccié de I'expressié de PGC-1a.
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Aquestes dades estableixen els mecanismes implicats en la reduccié de
I"expressio de PGC-la per part del palmitat i aporten noves connexions entre

I"activacio del procés inflamatori i les alteracions metabdliques.
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Original Article

Palmitate-Mediated Downregulation of Peroxisome

Proliferator-Activated Receptor-y Coactivator 1« in
Skeletal Muscle Cells Involves MEK1/2 and Nuclear

Factor-kB Activation

Teresa Coll, Mirela Jové, Ricardo Rodriguez-Calvo,

Elena Eyre, Xavier Palomer, Bosa M. Sdnchez,

Manuel Merlos, Juan Carlos Laguna, and Manuel Vazquez-Carrera

The mechanisms by which elevated levels of free fatty acids
cause insnlin resistance are not well understood. Previous
studies have reported that imsulin-resistant states are
characterized by a reduction in the expression of peroxi-
some proliferator-activated receptor-y coactivator (PGC)-1,
a transcriptional activator that promotes oxidative capac-
ity in skeletal muscle cells. However, little is known about
the factors responsible for reduced PGC-1 expression. The
expression of PGC-1 mENA levels was assessed in C2C12
skeletal muscle cells exposed to palmitate either in the
presence or in the absence of several inhibitors to study
the biochemical pathways involved. We report that expo-
sure of 2012 skeletal muscle cells to 0.75 mmolfl palmi-
tate, but not oleate, reduced PGC-la mBNA levels (66%;
P < 0.0601), whereas PGC-18 expression was not affected.
Palmitate led to mitogen-activated protein kinase { MAPK}-
extracellular signal-related kinase (ERK) 1/2 (MEK1/2)
activation. In addition, pharmacological inhibition of this
pathway by coincnbation of the palmitate-exposed cells
with the MEK1/2 inhibitors PD98059 and U126 prevented
the downregulation of PGC-1a. Furthermore, nuclear fac-
tor-kB (NF-xB} activation was also involved in palmitate-
mediated PGC-le downregulation, since the NF-«B
inhibitor parthenolide prevented a decrease in PGC-la
expression. These findings indicate that palmitate reduces
PGC-1a expression in skeletal muscle cells through a mech-
anism  involving MAPK-ERK and NF-«B activation.
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b ifferent lines of evidence support the contention
g that elevated plasma free fatty acids (FIFAs) ave
: responsible for much of the insulin resistance
B present in type 2 diabetic patients. In fact,
chml studies (1-3) have consistently demonstrated that
elevated plasma FFA levels generate insulin resistance in
healthy subjects. Although insulin-resistant subjects ex-
hibit chronic increases in plasma FFAs, due in part to
excess Hpolysis {4), their rates of Tatty acid oxidation in
skeletal muscle are reduced (5). As a result of these
changes, fatty acids accumulate in skeletal muscle of
insulin-resistant subjects and lead o enhanced levels of
triglycerides (8), fatty acyl CoA (7), diacylglycerol {7), and
ceramides (8). It is worth noting that a positive correlation
has been reported between increased intramyocellular
triglycende content and insulin resistance (9), suggesting
that prevention of lipid accumulation in skeletal muscle
may improve insulin resistance. Despite such data, itis not
kmovmn how elevated levels of FFAs result in lipid accu-
mulation in skeletal muscle cells.

Axposure of skeletal muscle cells to elevated FFAs may
affect the expression of several genes, contributing to the
develepment of insulin resistance. We (10} and other
researchers (11-13) have reported that insulin-resistant
states are characterized by a reduction in skeletal muscle
of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)y
coactivator-1 (PGC-1), the transcriptional coactivator driv-
g the expression of many genes coding for proteins in
mitochondria. PGC-1 was initially identified as a protein
that interacted with PPAR~y (14). Several isoforms of
PGC-1 have been cloned, including PGC-1a, PGC-18, and
the PGCrelated coactivator (15} PGC-la is highly ex-
pressed in tissues with high metabolic rates, such as the
heart, muscle, and brown adipose tissue {15). PGC-1a acts
as a transcriptional coactivator for PPARs and activates
the expression of genes involved in {atty acid metabolism.
It has recently been reported that lipid infusion decreases
the expression of nuclear encoded mitochondrial genes
and PGC-1 in human skeletal muscle (16). This discovery
suggests that erthanced lipid levels in plasma may be
responsible for the downregulation of PGC-1 in nsulin-
resistant states. Consistent with this finding, it has been
reported that PGC-1 expression has been shown to be
mversely correlated with plasma FFA concentration (13).
However, nothing is yet known either about the kind of
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fatty acid that may reduce PGC-1 expression or the
mechanisins involved. To gain a betler understanding of
the mechanism by which skeletal muscle cell exposure to
fatty acids may result in PGC-1 downregulation, we used
the myoblast C2C12 cell line, which develops biochemical
and morphological properties characteristic of skeletal
muscle and which has been proven useful in studies of
skeletal muscle metabolism (17), Exposure of skeletal
muscle C2C12 cells to the saturated fatty acid palmitate,
but not to the monounsaturated fatty acid oleate, reduced
PGC-loe mBNA expression, whereas PGC-15 was not sig-
nificantly affected. The mechanism by which palmitate
reduced the expression of PGC-1a seems to involve mito-
gen-activated protein kinase (MAPK)--extracellular signal-
related kinase (ERK) 1/2 (MEK1/2), since inhibition of this
pathway prevented PGC-1a downregulation. These results
identify high plasma levels of the saturated fatty acid
palmitate as one of the factors potentially contributing to
the downregulation of PGC-1a in skeletal muscle.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Anti-interlenldn (JL)-6 antibody, C.-ceramide, ISP1, and pyrrolidine dithioear-
barate were obtained from Sigma (5t Louis, MO) and PDO8050 and calphos-
tin C from Biomol Research Labs (Plymouth Meeting, PA). Other chemicals
were purchased fromi Sigma.

Cell culture. Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were maintained in Dulbec-
co’s modified Fagle’s medinm (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serun, 50 units/ml penicilling and b0 ng/md streptomycin. When cells reached
confluence, the medium was swiiched to the differentiation mediun contain-
ing DMEM and 2% horse serum, which was changed every other day. After 4
additional days, the differentiated C2C12 cells had fused into myotubes.
Lipid-containing media were prepared by conjugation of FFAs with FFA free
BSA, using a method modified front that described by Chavez et al. (18).
Priefly, FFAs were dissolved in ethanol and diluted 1100 in DMEM containing
2% (wt/vol) fatty acid-free BSA. Myotubes were incubated for 16 h in
serum-free DMEM containing 2% BSA in either the presence (FFA-treated
cells) or absence {control cells) of FFAs. Cells were then incubated with 100
nmel] insulin for 10 min. Following incubation, RNA was extracted from
myotubes as deseribed below.

Measurements of mENA. Levels of PGC-1a and -p mRNA were assessed by
RT-PCR, as previously described (19). Total RNA was isolated by using the
Ultraspee reagent (Biotecx, Houston). The total RNA isolated by this method
was undegraded and free of protein and DNA contantination. The sequences
of the sense and antisense primers osed for amplification were PGC [,
b-CCCGTGGATGAAGACGGATTG-3' and B'-GTAGETGTGGTTTGCTGCATG
3"y PGC-1B, B'-CCTTTATCTGTGCCCCCCAGC' and 5-CAAGGCCGCT
GACTTCTGGAAS", and Aprt (adenosyl phosphoribosyl transferase), 5
GOCTCTTGGCCAGTCACCTGAY and B'-CCAGGCTCACACACTCCACCA-Y.
Aroplification of each gene yielded a single band of the expected size (PGC-1a:
228 bp, PGC-Lfx 185 bp, and Aprt: 329 bp). Preliminary experiments were
carried out with varicus amounts of cDNA to determine nopsaturating
conditions of PCR amplification for all the geres studied. Therefore, under
these conditions, relative quantification of mRNA was assessed by the RT-PCR
method described in this study (20). Radicactive bands were quantified by
video-densitometric scanning (Vilbert Lourmat Imaging). The resulis for the
expression of specific mRNAs are always presented refative to the expression
of the control gene (Aprt).

Determination of ceramide levels, The content of cersmides in sheletal
nwscle and C2C12 myotubes was determined by the diacylglycerol kinase
method. Briefly, lipids were extracted from ~50 wg skeletal ruscle with 600
ul chloroformy, methanol, and 1 N HOL (100:10¢:1). After agitation and
centrifugation, the lower phase contairing the chloroformeextracted lipids
was transferred to a new microfuge tube, Chloroform was evaporated under
an N, stream. Dried lipids were resuspended in 300 pl of 0.1 N KOH in
methanol and incubated for 1 b at 37°C to eliminate diacylglycerol Then, 300
ul PBS were added and lipid extraction was repeated as indicated above.
Lipids were resuspended in 100 pl of reaction buffer (150 pg/100 pl cardio-
lipin, 280 pmol] diethylenetriaminepentascetic acid, 51 mmoll octyl p1-
glusopyrancside, 50 mmoll NaCl, 51 minal] imidazol, I omold EDTA, 12.5
mmold MgCl, 2 mmol/l dithicthreitol, 0.7% glycercl, 70 pmoll p-mercapto-
ethancl, 500 pmoll ATP, and b wCH100 pl [+*PJATP), and 35 ng of
diacylglyeerol kinase was added to each sample. Reactions were incubated at
30°C for 30 min and stopped by the addition of 170 pl of stop buffer (335
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rarol] NaCl, L5 mnold CaCl2, 0.5 rmol] glucose, and 10 mmol/l HEPES, pH
7.2) and 30 pl of 100 miaol] EDTA. Lipids were extracted again with 1 ml
chloroform, methanol, and 1 N HCL (10G:100:1), resuspended in 40 pl
ehdoroform, spotted onto sillica gel TLC plates (Whatman), and resolved using
chinroformumethanolacetic acid (85:155) as a solvent. Plates were measured
in a Phospholmager (BioRad). Quantification of ceramide mass was obtained
by comparison with a standard curve ranging from 0 to 1,000 pmol ceramide-
1-phosphate {Sigma), which was processed in parallel to the samples.
Isolation of nuclear extracts and electrophoretic mobility shift
assay. Nuclear extracts were isolated according to Andrews et al (21}
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was performed using double
stranded oligonucleotides (Promega, Madison, WT) for the consensus binding
site of the nuclear factor- kB (NF-xB)} nucleotide (5'AGTTGAGGGGACTTTC
CCAGGCE). Oligonueleotides were 1abeled in the following reaction: 2 plof
oligonuelectide (1.76 pmolpl), 2 pl of 5X ldnase buffer, 1 il of T4 polynu-
cleotide kinase {10 units/pd), and 2.5 pl f4*P] ATP {3,000 Cimmol at 10
mCim]) incubated at 37°C for 1 b The reaction was stopped by adding 96 pl
of TE butfer (10 mmoll Tris HCL pH 7.4, and 1 mmold EDTA). To separate the
labeled probe from the anbound ATP, the reaction mixture was eluted in
Nick eclumn (Pharmacia, Sant Cugat, Spainy according to the manufacturer's
instructions. Five micrograms of erude noclear protein were incubated for 10
min on ice in binding buffer {10 mmall Tris-HCL, pH 8.0, 25 mmoll KCL 0.5
rmmold dithiothreitol, 0.1 mmoll EDTA, pH 8.0, 5% glycerol, b mg/ml BSA, 100
ug/ol tRNA, and 50 pgm] poly(dl-dC)] in a final volume of 15 pl. The labeled
probe (60,000 cpm) was added and the reaction incobated for 156 min at
room terperatiure, Where indicated, specific competitor oligonuclectide was
added before the labeled probe and ineubated for 10 min on ice. p6b antibody
was added 15 min before incubation with the labeled probe at 4°C. Protein-
DNA complexes were resolved by electrophoresis at 4°C on 2 5% acrylamide
gel and subjected to autoradiography.
Immuneblotting, To obtain total proteins, C2C12 myotubes were homoge
rized in cold lysis buffer (5 ramoll Tris HCL, pH 7.4, 1 nuol1 EDTA, 01
ol phenylmethivlsulfony] fivoride, 1 mmol] sodivm orthovanadate, and
54 pg/ml aprotinin). The homogenaie was centrifuged at 10,0004 for 30 min at
4°C. Protein concenteatiom was messured by the Bradford method. Total and
nuclear proteins (30 ug) were separated by SDS-PAGE on 10% separation gels
and transferred to Immeohilon polyvinglidene difionride membranes (Mili-
pore, Bedford, MA). Western blot analysis was performed using antibodies
against total MEK1/2, phospho-MEKL/2 (Ser® ™21 total ERKY/2, and phos-
pho-ERKV/2 (Thr®*Tyr™™), pan-pratein kinase C (PEC) (Cell Signaling
Technology, Beverdy, MA), PGC-1 {Chemicon, Temenuls, CA), a-actin, and
friubilin (Sigma). DNetection was achieved using the EZ-ECL chemilumines
cence detection kit (Biological Industres, Beit Haemelk, Israel). The equal
loading of proteins was assessed by red phenol staining, The size of detected
proteing was estimated using protein molecnlar mass standards (Tnvitrogen,
Bareelona, Spain).
Statistical analyses. Results are expressed as the mean * 5D of five
separate experiments. Significant differences were established by either the
Student’s ¢ test or oneway ANOVA, according to the number of groups
compared, using the coraputer program GraphPad Instat (GraphPad Software
2.03; GraphPad Software, San Diego, CA). In the latter case, when significant
variations were found, the Tukey Kramer multiple comparisons test was
performed. Differences were considered sigrificant at P < 0.05.

RESULTS

Palmitate, but not oleate, reduces PGC-la mRNA
levels in skeletal muscle cells. To study the effects of
FFA on PGC-1 expression in C2C12 skeletal muscle cells,
we chose the saturated FFFA palmitate (16:0) and the
monounsaturated FFA oleate (18:1 n-9), which are among
the most common fatty acids (22). Because we recently
ohserved that exposure of C2C12 skeletal muscle cells to
palmitate for 16 h leads to reduced insulin-stimulated
glucose uptake (19}, we used this experimental condition
to evaluate the effects of palmitate and oleate on PGC-1a
expression. Skeletal muscle cells exposed to 0.75 mmold
palmitate showed a 66% (P < 0.001) reduction in PGC-1a
expression compared with control cells, whereas the
reduction attained by the same concentration of oleate did
not reach significance (Ifig. 14). The effects of palmitate on
PGC-1a expression in skeletal muscle cells were specific,
since neither palmitate nor oleate affected the expression
of PGC-13 (Fig. 15). Further, we studied the time response
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F1G. 1. Palmitate, but not oleate, downregulates PGC-1¢ mRNA levels in skeletal muscle cells. Analysis of the mRNA levels of PGC-1a (4) and
PGC-1f (B) in C2C12 myotubes incubated in the presence or in the absence of the indicated FFAs {16 h, 0.75 mmol/1). A total of 0.5 png of total
RNA was analyzed by RT-PCR. A representative autoradiogram and quantification, normalized to the APRT mRNA levels, are shown, Data are
expressed as the mean + 8D of five different experiments. ##%P <« 0,001 vs, control cells. Time course of palmitate effects on PGC-1a (€) and
PGC-1p (D) mRNA levels in C2C12 myotubes incubated with 0.75 mmol/l palmitate for the indicated time points, A representative autoradiogram
and quantification, normalized to the APRT mRNA levels, are shown, Data (mean = 8D of five different experiments) are expressed as the relative
increase to control cells at the same time point. ##¢P < 0,001 vs. control cells. E: Nuclear extracts from C2C12 myotubes incubated in the
presence or in the absence of 0.75 mmok] palmitate for 16 h were assayed for Western blot analysis with PGC-1 and p-tubulin antibodies, Data
are expressed as means = 8D of three different experiments normalized to B-tubulin levels, ¥*P < 0,01 vs, control cells.

effects of palmitate on PGC-1 mBNA levels. Whereas
palmitate treatment for 1 h did not significanty affect
PGC-la mRNA expression, a slight increase was observed
after four (twofold, P << 0.001) and 8 h (1.5fcld, P <
0.001), reaching a deep reduction after 16 h of treatment
(Fig. 1C). In contrast to PGC-1a, a time course study with
palmitate did not show changes in PGC-1p expression
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(Fig. 11)). The reduction in mRNA expression was corre-
lated with protein levels, since Western immunoblot anal-
ysis revealed that skeletal muscle cells exposed to
palmitate for 16 h showed a significant reduction (55%, P <
0.01) in PGC-1 protein expression (Fig. 1£).

Ceramides and PKC activation are not involved in
palmitate-mediated PGC-1e downregulation in skel-
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etal muscle cells, Since pahnitoy}-CoA is a precursor of
sphingolipid synthesis, palmitate treatment may result in
enhanced ceramide synthesis and apoptosis (23). Thus, to
gain further insight into the mechanism by which palmi-
tate downregulates PGC-lo mRNA levels, we tested the
effects of one inhibitor of de novo ceramide synthesis.
The initial step in ceramide synthesis is the formation
of 3-ketodihydrosphingosine from palmitoyl-CoA and 1-
serine. This step is inhibited by the sphingosine analog
ISP1 at picomole concentrations (24). To further clarify
the potential involverment of ceramides, we treated C2C12
skeletal muscle cells with Cy-ceramide, a cell-permeable
ceramide analog. First, we evaluated the effects of palmi-
tate, ISPL, and C,-ceramide on the intracellular concentra-
tions of ceramides. Incubation of C2C12 myotubes with
palmiitate and the Co-ceramide analog enhanced ceramide
levels (4.5- and 2.7-fold induction, respectively), whereas
coincubation of the cells with palmitate and ISP1 pre-
vented the increase in the levels of these lipid mediators
(Fig. 24). Begarding the expression of PGC-1a, coincuba-
tion of the cells with palmitate in the presence of ISP1 did
not affect the fall (69%, P < 0.001) in the mRNA levels of
this coactivator attained by palmitate (Fig. 25). Similarly,
the addition of 50 pmoll Ci-ceramide did not modify
PGO-TamRNA fevels (Fig. 28). Overall, these data suggest
that de nove ceramide synthesis is not involved in the
effects of palmitate on PGC-la expression.

As elevations in plasma FIFAs may lead to diacylglycer-
ol-mediated activation of PKC ({25}, we subsequently
investigated whether palmitate-mediated PGC-1a down-
regulation involved PKC activation. To test this hypothe-
sis, we used two approaches. We first verified the effects of
calphostin C, a strong and specific inhibitor of PKC (26), on
PGC-1a downregulation caused by pabmitate in C2C12 myo-
tubes. Cells were preincubated with calphostin C {100
umol/) for 30 min and subsequently stimulated with 0.75
mamol/l palmitate for 16 h. We then pretreated cells with 0.5
pol/l phorbol myristic acid {PMA)} for 24 h before stimula-
tion with palitate. This long-term pretreatment with PMA
causes PKC downregulation (27,28) (Fig. 2C). As shown in
Fig. 2D, no changes were observed in PGC-1a mENA levels
in those cells exposed to palmitate coincubated with either
calphostin C or PMA. These data seem to rule out the
mvolvement of PKC activation in palmitate-mediated PGC-1a
downregulation in skeletal muscle cells. Finally, since we
have recently reported that skeletal muscle cells exposed to
palmitate secrete -6 into culture media (19), and that this IL
may affect cell metabolism, we determined whether IL-6 was
involved in palmitate-mediated PGC-la downregulation us-
ing an anti-1L-6 antibody. While treatment with palmitate led
to a reduction in PGC-1oo mRNA levels, coincubation with
anti-1L-6 antibody did not prevent this change (Fig. 2K,
Activation of the ERK-MAPK pathway and NF-«B are
involved in palmitate-mediated PGC-1a downregula-
tion, Since activation of the ERK-MAPXK cascade is report-
edly activated by palmitate (29}, we next evaluated its
involvemnent in the downregulation of PGC-1a following
palmitate exposure. We first confirmed that under our
conditions, exposure of the cells to palmitate led to
MEK1/2 activation. Subsequent immunoblotting detection
of total and phosphorylated MEK1/2 (Fig, 34) revealed
that palmitate treatment activated this pathway (1.75-fold
induction, P << 0.05), whereas no significant changes were
observed in cells exposed to oleate. To clearly demon-
strate the mvolvement of the EREK-MAPK cascade in
PGC-1a downregdlation in those cells incubated with
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palmitate, we utilized pharmacological inhibitors to block
the upstream regulators of EREK1/2. We assayed the effects
of two MEK1/Z inhibitors: PD9805D, a more general inhib-
itor of this pathway, and 170126, 2 more potent and specific
ERK1V/2 inhibitor that binds to MEK, thereby inhibiting its
catalytic activity as well as phosphorylation of ERK1/2.
The reduction in PGC-1a mRNA levels achieved by palmi-
tate (58%, P <0 0.001 vs. control cells) was abrogated when
the cells were coincubated with either PD98059 (19%, P <
0.01 vs. palmitate-treated cells) or U0126 (9%, P < 0.001 vs.
palmitate-treated cells) (Fig. 38), indieating that activation
of the MAPK-ERK cascade was involved in the decrease of
this coactivator following palmitate treatment. As control,
we verified that UGL26 treatment condition inhibited
ERKI/Z activation (Fig. 3C).

Since we have previously reported that C2C12 exposure
to palmitate activates NF-xB (19}, and activation of the
ERE-MAPK cascade may influence NI-«B activation in
skeletal musdle (30), we next determined whether activa-
tion of this transcription factor was involved in palmitate-
mediated PGC-la downregulation. We first confirmed
whether palmitate-mediated NF-xB activation involved
activation of the ERK-MAPK cascade by performing EMSA
studies using nuclear extracts from palmitate-treated cells
incubated either in the presence or in the absence of
U0126. The NF-kB probe formed two complexes with
muclear proteins (complexes [ and I} (Fig. 44). Specificity
of the two DNA-binding complexes was assessed in com-
petition experiments by adding an excess of unlabeled
NF-«B oligonuclecotide. NF-xB binding activity, primarily
involving specific complex I, increased in nuclear extracts
from palmitate-treated cells, However, U0126 prevented
this inerease in NI«B binding activity, indicating that in
the presence of this MEKV2 inhibitor, palmitate failed to
induce this transcription factor. The addition of antibody
against the p65 subunit of NF-«B supershifted comaplex I,
indicating that this band was mainly comprised of this
subunit. No changes were observed in the DNA binding of
nuclear proteins to an Oct-1 probe, indicating that the
increase observed for the NFwB probe was specific {data
not shown). As control, we verified that the NF-«B inhib-
itor parthenolide prevented palmitate-induced NF-« 8 acti-
vation (Fig. 44). Since palmitate-induced NF-«B activation
is mediated by degradation of inhibitor of kB (IxB) o
(19,31}, we examined the effects of palmitate and U0126 on
IkBa protein levels, Whereas cells exposed to palmitate
showed reduced IxBo protein levels, this reduction was
prevented in cells coincubated with palmitate and U0126
(Fig. 4B). The effect of palmitate on IxBa protein levels
was specific for this saturated fatty acid, given that oleate
did not significantly affect the levels of this protein (Fig.
4. To clearly demonstrate whether NF-kB activation was
mvolved in palmitate-mediated PGC-1a downregulation,
we used the NF«B inhibitor parthenolide, which specifi-
cally inhibits NF-«B activation by preventing IkB degrada-
tion {32). The reduction in PGC-la mRNA expression
levels attained by palmitate (51%, P < 0.001 vs. control
cells) was prevented when C2C12 cells were coincubated
with parthenolide (27%, F < 0.05 vs. palmitate-exposed
cells) (Fig. 4D). In agreement with the results obtained for
mRNA expression, coincubation of the cells with pahmi-
tate, in either the presence of U0I26 or parthenolide,
prevented the reduction in PGC-1 protein levels {Fig. 45).
Oyerall, these results suggest that PGC-1a downregulation
in skeletal muscle cells following palmitate exposure is
regulated by the ERK-MAPK-NF-«B pathway.
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FIG. 2. Ceramides and PKC activation are not involved
in palmitate-mediated downregulation of PGC-le in
skeletal muscle cells, Measurement of ceramide (A) and
PGC-1e mRNA (B) levels in C2C12 myotubes incubated
(16 h) with 0.75 mmol/1 palmitate in the presence or in
the absence of 100 nmoll ISP1, an inhibitor of de novo
ceramide synthesis, Cells were also treated with 50
nmol/l Cs-ceramide, a cell-permeable ceramide analog,
Lipid extracts were prepared and assayed for ceramides
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E Pal + g3 151 incubated with 0.75 mmol/l palmitate for 16 h in the
CT Pal AbIL6 rs presence or in the absence of 500 nmoll PMA were

— —_— E > 1.0 — assayed for Western blot analysis with pan-PKC and

APIL - - ———— 1B 8 ** w-actin antibodies, Data are expressed as the mean =

8 B 05 i SD of three different experiments. C2C12 myotubes

ZCT0L - ———— ok - i] were incubated (16 h) with 0.75 mmol/l palmitate in the

= | presence or in the absence of either 100 pmol/1 calphos-
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< control cells; ###F < 0.001 vs. palmitate-treated cells.

DISCUSSION (7,24,35). Despite these data, the mechanisms by which

Skeletal muscle insulin resistance is the major character-  elevated FFA levels cause intramyoccellular lipid accumu-
istic of type 2 diabetes (33). Insulin resistance correlates lation and insulin resistance are not well understood
more strongly with intramyocellular lipid levels than with  Elevated FFAs may affect the expression of several genes,
any other factor, including BMI or percent body fat contributing to intramyocellular lipid aceumulation and,
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FI1G. 8. The ERK-MAPK pathway is involved in palmitate-mediated PGC-1a downregulation in skeletal muscle cells, C2C12 myotubes were
incubated (16 h) with 0.75 mmol/l fatty acids in the presence or in the absence of 100 pmol/l PDIS05I or 10 pmol] VG126, inhibitors of the
ERK-MAPK pathway. A: Analysis of MEK 1/2 activity determined by immunoblo tting, The level of phosphorylated MEK 1/2 was normalized against
total MEK1/2 in each sample. B: Analysis of the mRNA levels of PGC-1a. A total of 0.5 pg total RNA was analyzed by RT-PCR. A representative
antoradiogram and quantification, normalized to the APRT mRNA levels, are shown. Data are expressed as the mean = SD of five different
experiments, #P « 0.05 and #**#F < 0.001 vs. control cells; #4#P < 0.01 vs. palmitate-treated cells. C: Analysis of ERK and phospho-ERK by
immunoblotting of total protein extracts from C2C12 myotubes incubated with 0.75 mmol/l palmitate for 16 h in the presence or in the absence
0f 10 pmol] U0126, The level of phosphorylated ERK1/2 was normalized against total ERK1/2 in each sample, Data are expressed as the mean =
SD of three different experiments, ###P < 0.001 vs, palmitate-treated cells

as a result, to the development of insulin resistance.

and oxidative respiration (36). Mareover, muscle-specific
Interestingly, insulin-resistant states have been associated

overexpression of PGC-la in transgenic mice results in

in skeletal muscle with decreased expression of PGC-1a, 2
transcriptional coactivator promoting oxidative capacity
in this tissue (10,13,16). Thus, overexpression of PGC-1a
in cultured myoblasts increases mitochondrial biogenesis
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enhanced mitochondrial biogenesis and more slow-twitch
{type I} fiber formation (37). Although PGC-1 expression
has been inversely correlated with plasma FFA levels (13)
and lipid infusion decreased PGC-1 in skeletal muscle (16),
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FIG. 4. NF-kB activation is involved in palmitate-mediated PGC-1e downregulation in skeletal muscle cells. A: The MEK1/2 inhibitor U0126 blocks
the action of NF-kB by palmitate, C2C12 myotubes were incubated for 16 h with 0.75 mmol/l palmitate in the presence or in the absence of either
10 pmok1 U0126 or 10 pmol/1 parthenolide. An autoradiograph of EMSA performed with a *2P-labeled NF-«B nucleotide and crude nuclear protein
extract (NE) is shown, Specific complexes, based on competition with a molar excess of unlabeled probe, are shown. A supershift analysis
performed by incubating NE with an antibody directed against the p65 subunit of NF-«B is also shown, B and C: total protein extracts from C2C12
myotubes incubated for 16 h with either 0.75 mmol/l palmitate or oleate in the presence or in the absence of 10 pmol/l U0126 were assayed for
Western blot analysis with IkBa antibody, It C2C12 myotubes were incubated (16 h) with 0.75 mmol/]l palmitate in the presence or in the absence
of the NF-«B inhibitor (10 pmol/1) parthenolide. Analysis of PGC-1a mRNA levels. & total of 0.5 pg of total RNA was analyzed by RT-PCR. A
representative antoradiogram and quantification, normalized to the APRT mRNA levels, are shown, Data are expressed as the mean = SD of five
different experiments. ##¥#P <« 0.001 vs. control cells; #P < 0.05 vs. palmitate-treated cells, E: ERK-MAPK and NF-«B inhibitors prevent the
decrease in PGC-1 protein levels in skeletal muscle cells exposed to palmitate, Nuclear extracts from C2C12 myotubes incubated with 0.75 mmoll
palmitate for 16 h in the presence or in the absence of 00126 (10 pmol/1) or parthenolide (10 pmol/1) were assayed for Western blot analysis with
PGOC-1 and a-actin antibodies.

little was known about the type of FFAs that may reduce
PGC-1a or the biochemical pathways involved. Here, we
report that the FFA palmitate reduces PGCl-o expression
in skeletal muscle cells through a mechanism involving
activation of the ERE-MAPK-NF-«B pathwray.

The results presented here confirm the role that ele-
vated FFA plays in the downregulation of PGC-la in
skeletal muscle cells. It is worth noting that the type of
fatty acid may be central to the development of insulin
resistance. In this study, we used the saturated fatty acid
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palmitate. Intramuscular triglycerides and their palmitate
fraction of these triglycerides, though not the oleate
fraction, negatively correlated with insulin-stimulated glu-
cose uptake (38). Interestingly, simultanecus to the effects
of PGC-la on mitochondrial respiration in skeletal muscle
cells, this coactivator also induces gene expression for the
insulin-sensitive glucose transporter (GLUT4) and in-
creases glucose uptake (39). These data suggest that the
palmitate fraction of fatty acids present in intramuscular
triglycerides, which is elevated in the muscle of obese
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patients compared with lean subjects (38), may also have
deleterious effects on muscle glucose and fatty acid me-
tabolism through the decrease in the expression of PGC-
o

The mechanism by which palmitate reduces PGC-la
mRNA levels in skeletal muscle cells seems to involve
activation of the ERK-MAPK cascade, which in turn acti-
vates NF« B, whereas enhanced ceramide levels and PKC
activation seem not to be implicated. Our results demon-
strate for the first time that exposure of skeletal muscle
cells to palmitate leads to PGC-1a downregulation though
a mechanism involving MEK1/2 activation, whereas inhi-
bition of this cascade prevents the fall in PGC-1o expres-
sion canged by palmitate. The results rveported here
suggest that MEK activation depends on the type of fatty
acids, since oleate treatment did not result in MEK activa-
tion. However, the mechanisins through which palmitate
treatment results in MEK activation remain to be estab-
lished, Interestingly, it has been reported that the conju-
gated linoleic acid activates MEK in human adipocytes
through unidentified upstream signal that may involve
activation of membrane proteins or generation of metab-
olites, which, in turn, triggers a signal that activates this
pathway (40}. To our knowledde, there are no reports in
the literature addressing the direct effect of either MEK
activation or inhibition on PGC-la mRNA levels. However,
Watt et al. (41) reported that enhanced PGC-1a mENA
levels in human skeletal mmscle {ollowing exercise was
accompanied by a reduction in phospho-ERK levels, sup-
porting the contention that these kinases play a role in
controliing PGC-1n aRNA levels.

Fuarthermore, our results suggest that NF-kB activation
by pahinitate is also invalved in the regulation of PGC-1a
expression in skeletal muscle cells, thereby bolstering the
considerable evidence supporting a Hink between inflam-
mation and type 2 diabetes. This relationship between
palmitate-activated NI« B and PGC-la downregulation in
skeletal muscle cells is interesting since NF-xB has been
linked to the fatty acid-induced impairment of insulin
action in rodent skeletal muscle (42,43), while palmitate-
induced insulin resistance is reportediy prevented by
inhibition of this transcription factor (44). Palmitate may
activate NF-xB through several mechanisms. First, it has
been suggested that palmitate activates NF-xB by protea-
some-mediated degradation of IeBa (31} This is consis-
tent with the reported reduction in IkBoa mass alter
palmitate treatment shown in this study (Fig. 45). Second,
MEKI/Z is important for NF-kB activation (45), and in this
study we report that palmitate-mediated activation of
MEK1/2 contributes to NF-kB activation, a process that is
prevented when MEKI/Z2 is inhibited. Here, we do not
provide an explanation about how palmitate-mediated
NF-kB activation results in PGC-1oe downregulation, but
several mechanistas could be involved. Interestingly, while
this study was under evaluation, Hondares et al. (46)
reported the presence of a PPARy response element in the
promoter of the PGC-la gene. Since MEK activation
decreases PPARy activity by phosphorylating this nuclear
receptor and/or by interfering its transactivation activity
{47}, this provides a potential mechanism for the MEK-
mediated downregulation of PGC-La after palmitate expo-
sure, Similarly, NF-«B activation results in reduced PPAR~y
activity {48), suggesting that this mechanism may also
contribute to the reduction in PGC-la expression after
palmitate treatment. In agreement with this possibility, we
have reported that skeletal muscle cells exposed to palmi-
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tate show reduced PPAR binding activity (49). Further,
since the NI-kB inhibitor parthenolide, compared with
MEK inhibitors, only partially reversed the effect of palmi-
tate on PGC-la expression, this may indicate that a
blockade of upstream targets, le., MEK, is required to
completely reverse the effects attained by palmitate or that
additional proteins, such as Akt (50, are involved in the
changes observed.

In sumraary, we report here that exposure of skeletal
muscle cells to palmitate results in a reduction in PGC-1n
expression via a echanism involving the activation of the
ERK-MAPK--NF-«B axis. These results not only confirm
the hypothesis that enhanced plasma FFAs reduce PGC-1o
expression but also identify the biochemical pathway
involved, providing an atiractive target for therapeutics in
diabetes and related diseases.
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La RI esta estretament relacionada amb |'obesitat i la DM2. El principal teixit
que capta glucosa en resposta a la insulina és el mascul esquelétic, fet que explica
gue sigui el més afectat per la RI. Aquesta alteracié s’ha relacionat amb la preséncia
de nivells elevats d’AGL al plasma, que poden superar la capacitat oxidativa del
muscul, tot provocant la seva acumulacio en forma de TG i DAG. Estudis previs
assenyalen que [|'AG saturat palmitat, pot activar la via PKC-0-NF-xB i,
consequentment, augmentar I'expressio de la citocina inflamatoria IL-6. De fet, s"ha
descrit que els nivells plasmatics de la IL-6 estan incrementats de 2 a 3 vegades en
pacients amb obesitat i DM2 respecte als individus sans, relacionant d aquesta
manera la inflamacioé i la RI/DM2. No obstant, els AG saturats contribueixen de manera
diferent que els AG monoinsaturats al desenvolupament de la Rl i actualment no es

coneixen amb exactitud els mecanismes responsables d"aquest fet.

L"objectiu del nostre treball ha estat caracteritzar els mecanismes cel-lulars
responsables del diferent comportament de l‘oleat i el palmitat sobre la via de
senyalitzacio de la insulina i investigar si |'oleat pot prevenir els efectes negatius que
provoca el palmitat sobre aquesta via. L'estudi s’ha realitzat en cél-lules musculars

esqueletiques C2C12 tractades durant 16 hores amb aquests AG.

Els resultats obtinguts mostren que el palmitat, a diferéncia de |"oleat, promou
I"acumulacié de DAG, |"aparicio de Rl i I"activacié de la via PKC-6-NF-kB provocant
finalment un augment de la secreci6 de la IL-6. Tanmateix, aquest AG saturat redueix
I"expressio del coactivador PGC-1a i de I'enzim DGAT2, el qual controla la sintesi de
TG a partir de DAG. En canvi, la coincubacié de les cél-lules amb palmitat i oleat
impedeix aquests efectes gracies a que |'oleat promou un increment en |'expressio

dels gens implicats en la B-oxidacié mitocondrial i I"acumulacié de TG. Com a
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consequiencia d’aquests canvis, l'oleat evita I"'acumulaci6 de DAG i la posterior

activacio de la via infamatoria PKC-06-NF-«B, fet que millora la sensibilitat a la insulina.

En resum, les dades d’aquest estudi semblen indicar que I'oleat evita la
inflamacié i la Rl causats pel palmitat en cél-lules musculars esquelétiques gracies a la

seva capacitat per evitar I'acumulacié de DAG.
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Here we report that in skeletal muscle cells the contribution
to insulin resistance and inflammation of two common dietary
long-chain fatty acids depends on the channeling of these lipids
to distinct cellular metabolic fates, Exposure of cells to the sat-
urated fatty acid palmitate led to enhanced diacylglycerol levels
and the consequent activation of the protein kinase C/nuclear
factor kB pathway, finally resulting in enhanced interleukin 6
secretion and down-regulation of the expression of genes
involved in the control of the oxidative capacity of skeletal mus-
cle (peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)y-coac-
tivator 1a) and triglyceride synthesis (acyl-coenzyme A: diacyl-
glycerol acyltransferase 2). In contrast, exposure to the
monounsaturated fatty acid oleate did not lead to these changes.
Interestingly, co-incubation of cells with palmitate and oleate
reversed both infla
ing by channeling palmitate into triglycerides and by up-regu-
lating the expression of genes involved in mitochondrial 3-oxi-
dation, thus reducing its incorporation into diacylglycerol. Our
findings support a model of cellular lipid metabolism in which
oleate protects against palmitate-induced inflammation and
insulin resistance in skeletal muscle cells by promoting triglyc-
eride accumulation and mitochondrial f-oxidation through
PPARa- and protein kinase A-dependent mechanisms.
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Insulin resistance is a major characteristic of type 2 diabetes
mellitus and is also associated with obesity, hypertension, and
cardiovascular disease (1). Skeletal muscle accounts for most
insulin-stimulated glucose utilization and is, therefore, the
main site of insulin resistance. Impairment of glucose utiliza-
tion and insulin sensitivity during this process has been related
to the presence of high free fatty acids (FFA)* in plasma. Along

*This work was supported in part by funds from the Fundacién Ramén
Areces, Spain’s Ministerio de Educacion y Ciencia (SAF2006-01475), ISClII-
RETIC RD06/0015/FEDER, European Union FEDER funds, and Fundacid Pri-
vada Catalana de Nutricié i Lipids. The costs of publication of this article
were defrayed in part by the payment of page charges. This article must
therefore be hereby marked “advertisement” in accordance with 18 US.C.
Section 1734 solely to indicate this fact.
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*The abbreviations used are: FFA, free fatty acids; PGC-1, peroxisome prolif-
erator-activated receptor y coactivator 1; NFxB, nuclear factor «B; PKA,
cAMP-dependent protein kinase; PKC#, protein kinase C 6; PPAR, peroxi-
some proliferator-activated receptor; DAG, diacylglycerol; TG, triglyceride;
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these lines, several studies have consistently demonstrated that
a rise in plasma FFA produces insulin resistance in both dia-
betic patients and non-diabetic subjects (2-5). High FFA levels
presumably increase FFA uptake, exceeding its oxidation,
whichin turn leads to increased intramuscular triglycerides and
diacylglycerol (DAG), the latter being a potent allosteric activa-
tor of both conventional and novel PKC isoforms. Interestingly,
it has been reported that the incubation of skeletal muscle cells
with the saturated fatty acid palmitate results in the activation
of PKC#, which is the most abundant PKC isoform in skeletal
muscle (6-8). This PKC isoform phosphorylates insulin recep-
tor substrate 1 (IRS-1) (9), the main mediator of insulin
response in muscle (10), leading to impaired insulin signaling.
In addition, PKC# has the unique ability among the PKC iso-
forms to activate pro-inflammatory NF«B (6), which has been
linked to fatty acid-induced impairment of insulin action in
skeletal muscle in rodents (12, 13). The activation of this path-
way during insulin resistance supports a link between inflam-
mation and type 2 diabetes (for review, see Ref. 14). In fact,
markers of inflammation, including pro-inflammatory cyto-
kines (such as tumor necrosis factor a, interleukin (IL) 1, inter-
feron-v, and I1.-6) have been reported to be high in type 2 dia-
betes (15, 16). Of these cytokines, IL-6 correlates most strongly
with insulin resistance and type 2 diabetes (15-17), and its
plasma levels are increased 2-3-fold in patients with obesity
and type 2 diabetes compared with lean control subjects (16).
Further, recent evidence suggests that skeletal muscle cells
generate IL-6 production when exposed to the saturated
fatty acid palmitate (18, 19) through activation of the PKC6-
NF«&B pathway.

Interestingly, saturated and monounsaturated fatty acids dif-
fer significantly in their contribution to insulin resistance (20,
21). Thus, it is generally accepted that saturated fatty acids
induce insulin resistance (21-23), whereas monounsaturated
falty acids increase insulin sensitivity in diabetic patients (24,
25) and healthy subjects (21). However, the mechanisms by
which enrichment with oleate favors insulin sensitivity are still
unknown. The present study was designed to characterize the
cellular mechanisms by which the two most common fatty
acids, palmitate and oleate (26), exert their differential effects
on fatty acid-induced impairment of insulin signaling and

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle's medium; EMSA, electrophoretic
mobility shift assay; TNF, tumor necrosis factor; IL, interleukin; RT-PCR,
reverse transcription-polymerase chain reaction; DGAT, acyl-coenzyme
A:diacylglycerol acyltransferase.
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inflammation in skeletal muscle cells and to find whether oleate
prevents the deleterious effects of palmitate. We report that the
different effects of these fatty acids are related to their ability to
promote DAG accumulation. Thus, exposure to palmitate
increased DAG levels and activated the PKCO-NF«B pathway,
resulting in enhanced secretion of I1.-6 and down-regulation of
PPARy coactivator 1a (PGC-1a) and acyl-coenzyme A:diacyl-
glycerol acyltransferase 2 (DGAT2), enzyme that controls the
rate of triglyceride (TG) synthesis from DAG. In contrast, co-
incubation of palmitate-exposed cells with oleate reversed
these changes by promoting TG accumulation and mitochon-
drial .f-i oxidation, thug nrn\rrmhno DAG urnlh_rms and activa-

tion of the PKCO-NF«B pathway I he dlfferent effects of these
two fatty acids seem to be related to the ability of oleate to

activate PPAR« and protein kinase A (PKA).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—Wy-14,643, H89, and MK886 were obtained from
Sigma and GW501516 from Biomol Research Labs Inc. (Plym-
outh Meeting, PA). Other chemicals were purchased from
Sigma.

Cell Culture—Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were main-
tained in Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum, 50 units/ml penicillin,
and 50 pg/ml streptomycin. When cells reached confluence,
the medium was switched to the differentiation medium con-
taining DMEM and 2% horse serum, which was changed every
other day. After 4 additional days, the differentiated C2C12
cells had fused into myotubes. Lipid-containing media were
prepared by conjugation of FFA with FFA-free bovine serum
albumin, using a method modified from that described by
Chavez and Summers (27). Briefly, FFAs were dissolved in e c,th-
anol and diluted 1:100 in DMEM containing 2% (w/v) fatty
acid-free bovine serum albumin. Myotubes were incubated for
16 h in serum-free DMEM containing 2% bovine serum albu-
min in either the presence (FFA-treated cells) or absence (con-
trol cells) of FFAs. Cells were then incubated with 100 n™ insu-
lin for 10 min. Following incubation, RNA was extracted from
myotubes as described below. Culture supernatants were col-
lected, and the secretion of 11.-6 was assessed by ELISA (Amer-
sham Biosciences).

Measurements of mRNA—Levels of mRNA were assessed by
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), as
previously described (28). Total RNA was isolated by using the
Ultraspec reagent (Biotecx, Houston). The total RNA isolated
by this method was undegraded and free of protein and DNA
contamination. The sequences of the sense and antisense prim-
ers used for amplification were: 11-6, 5'-TCCAGCCAGTTGC-
CTTCTTGG-3" and 5'-TCTGACAGTGCATCATCGCTG-
3'; Pge-la, 5'-CCCGTGGATGAAGACGGATTG-3' and
5 -GTGGGTGTGGTTTGCTGCATG-3'; Cpt-1, 5'-TATGT-
GAGGATGCTGCTTCC-3" and 5'-CTCGGAGAGCTAAGC-
TTGTC-3"; Dgatl, 5'-GCGACGGCTACTGGGATCTGA-3'
and 5'-CAGGCCAGCTGTAGGGGTCCT-3" and 5'-GAGG-
CCAGCTGTAGGGGTCCT-3'; Dgat2, 5'-ATGCCTGGCA-
AGAACGCAGTC-3" and 5'-CAGAGGAGAAGAGGCCT-
CGGC-3" and Aprt (adenosyl phosphoribosyl transferase), 5'-
GCCTCTTGGCCAGTCACCTGA-3" and 5'-CCAGGCTCA-
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FIGURE 1. Oleate prevents palmitate-induced impairment of insulin sig-
naling pathway and DAG accumulation in skeletal muscle cells. C2C12
myotubes were incubated for 16 h in the presence or absence of different
fatty acids (0.5 mm palmitate, 0.5 mm oleate, or 0.5 mm palmitate supple-
mented with either 0.1 or 0.3 mm oleate). Cell lysates were assayed for West-
ern blot analysis with antibodies against (A) total and phospho-Akt (Ser'?)
and (B) total and phospho-IRS1 (Ser’®). The blot data are the result of three
separate experiments. C, measurement of DAG levels. Lipid extracts were
prepared and assayed for DAG as detailed under “Experimental Procedures.”
D, analysis of PKC i levels. Total membrane protein extracts from C2C12 myo-
tubes incubated in the presence or absence of fatty acids for 16 h were
assayed for Western blot analysis with specific antibodies against total and
phospho-PKC6 (Thr**®) and phospho-PKC-a/ 11 (Thr**#""), The blot data are
the result of three separate experiments. CT, control; PAL, palmitate; OLE,
oleate; St, standard.

CACACTCCACCA-3'. Amplification of each gene yielded a
single band of the expected size (11-6; 229 bp; Pgc-1a: 228 bp,
Cpt-1: 629 bp; Dgat1: 219 bp; Dgat2: 226 bp and Aprt: 329 bp).
Preliminary experiments were carried out with various
amounts of cDNA to determine non-saturating conditions of
PCR amplification for all the genes studied. Therefore, under
these conditions, relative quantification of mRNA was assessed
by the RT-PCR method described in this study (29). Radioactive
bands were quantified by video-densitometric scanning (Vil-
bert Lourmat Imaging). The results for the expression of spe-
cific mRNAs are always given in relation to the expression of
the control gene (Aprt).
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FIGURE 2. Oleate prevents palmitate-induced NF«B activation and IL-6 expression and secretion in skeletal
muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for 16 h in the presence or absence of different fatty acids (0.5 mm
palmitate, 0.5 mmoleate, or 0.5 mm palmitate supplemented with either 0.1 or 0.3 mm oleate). A, autoradiograph of
EMSA performed with a *?P-labeled NF«B nucleotide and crude nuclear protein extract (NE) is shown. Specific
complexes, based on competition with a molar excess of unlabeled probe, are shown. A supershift analysis per-
formed by incubating NE with an antibody directed against the p65 subunit of NF«B is also shown. B, protein levels
of 1Ba. Protein extracts from C2C12 myotubes were assayed for Western blot analysis with l«Ba and a-actin anti-
bodies. The blot data are the result of three separate experiments. Analysis of the mRNA levels of II-6 (C) and Tnf-a
(D). 0.5 pg of total RNA was analyzed by RT-PCR. A representative autoradiogram normalized to the APRT mRNA
levelsis shown. E, determination by ELISA of IL-6 secretion to the culture medium. Data are expressed as mean = 5.D.
of six experiments. ***, p < 0.001 versus control; #%, p < 0.01; ###, p < 0,001 versus palmitate-treated cells.

Determination of Diacylglycerol
Levels—Diacylglycerol and ceram-
ide levels were determined by the
diacylglycerol kinase method, as
described elsewhere (28).

Incorporation of [""CJFA into
Lipid Fractions—Cells were incu-
bated with [1-"*C]palmitic acid
and/or [1-*Cloleic acid for 16 h,
The cell monolayers were then
washed three times with phosphate-
buffered saline, and the lipids were
extracted twice with CHCl;/MeOH
(2:1) and 0.1 M KOH. After drying
under nitrogen stream, the lipid
extract was re-dissolved in chloro-
form-methanol (2:1) and separated
on thin-layer chromatography
(TLC), using hexane-diethyl ether-
acetic acid (70:30:1). Plates were
measured in a Phosphorlmager
(Bio-Rad). DAG and TG were iden-
tified by comparison with standards
(Sigma) processed in parallel to the
samples.

Isolation of Nuclear Extracts and
Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)—Nuclear extract isolation
and EMSA were performed as
described elsewhere (28).

Immunoblotting—To obtain total
proteins, C2C12 myotubes were
homogenized in cold lysis buffer (5
mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mm EDTA,
0.1 mm phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, 1 mm sodium orthovanadate,
5.4 pg/ml aprotinin). The homoge-
nate was centrifuged at 10,000 X g
for 30 min at 4 °C. Protein concen-
tration was measured by the Brad-
ford method. Total and nuclear pro-
teins (30 pg) were separated by
SDS-PAGE on 10% separation gels
and transferred to Immobilon poly-
vinylidene difluoride membranes
(Millipore, Bedford, MA). Western
blot analysis was performed using
antibodies against total and phos-
pho-PKCO  (Thr**®), PKC-a/BIl
(Thr®*86*) (Cell Signaling Tech-
nology Inc.), total (Santa Cruz
Biotechnology) and phospho-Akt
(Ser*™), total and phospho-IRS1
(Ser’™) (Cell Signaling), IkBe (Santa
Cruz Biotechnology), PPAR«,
PPARB/& (provided by W. Wahli),
and a-actin (Sigma). Detection was
achieved using the EZ-ECL chemi-
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luminescence detection kit (Biological Industries, Beit Haemek
Ltd.). The equal loading of proteins was assessed by red phenol
staining, The size of detected proteins was estimated using pro-
tein molecular mass standards (Invitrogen).

Statistical Analyses—Results are expressed as the mean *
S.D. of six separate experiments. Significant differences were
established by one-way analysis of variance using the computer
program GraphPad Instat (GraphPad Software V2.03) (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, CA). When significant variations
were found, the Tukey-Kramer mulhpls\ comparisons test was

1ound, 1 1parisons 1es
-
1

ificant at p < 0.05,

verformed, Differences were con

RESULTS

Monto Dunsinsato Daluaitnbo_dsadesrod Taorelive Docictasana awud IT_£
UICHLU LTEVEHS 1 mnumu:'.mum,cu AFISHLEF NESISLARCE AnG 1L-0

Secretion by Inhibiting the DAG-PKC0-NF«B Pathway—As expo-
sure of skeletal muscle cells to the saturated fatty acid palmitate
feads to both phosphorylation of IRS-1 on serine residues and
inhibition of insuiin-stimuiated Akt phosphoryiation, thereby
altenuating insulin signaling (14), we first evaluated whether
oleate prevented these effects. As expected, insulin stimulated
Akt phosphorylation, whereas this process was inhibited by 0.5
mum palmitate (Fig. 14). However, no changes were observed
when cells were exposed to the same concentration of oleate.
Interestingly, co-incubation of palmitate-exposed cells with
increasing concentrations of oleate (0.1 and 0.3 mu) prevented
this effect in a concentration-dependent manner. Likewise,
palmitate exposure enhanced Ser*®” phosphorylation of IRS-1
(Fig. 1B), whereas exposure to oleate did not, and co-incubation
with oleate reversed the effect of the salurated fatty acid.
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led to enhanced DAG levels (Fig. 1C) whereas cells exposed to
oleate showed DAG amounts similar to those observed in con-
trol cells. When palmitate-exposed cells were co-incubated
with oleate, a concentration-dependent reduction was ob-
served in the content of this complex lipid. Consistent with the
changes in the levels of DAG, palmitate induced phosphoryla-
tion of PKC@, unlike cells exposed to bovine serum albumin
(Fig. 1D). However, oleate did not affect phospho-PKC@ levels,
and co-supplementation of palmitate-treated cells with oleate
prevented the phosphorylation of this PKC isoform.
Palmitate-induced inflammation in skeletal muscle cells
occurs through a mechanism involving NFkB activation by
PKC (30). To determine whether oleate prevented palmitate-
induced inflammation, we measured NF«B binding activity by
EMSA. NFkB formed one complex with nuclear proteins (Fig.
2A). Specificity of the DNA binding complexes was assessed in
competition experiments by adding an excess of unlabeled
NFkB oiigonucleotide NFkB binding activity increased in
nuclear extracts from panmxmwtrcatm cells, whereas in those
lFl)l'[] Uledle E:\])Ubﬁ(l Lellb; Ulﬁ l)lIlUll’lg d(.,ll\‘lly was hll'[llldl~ to
that observed in control celis. Notably, co-incubation of paimi-
tate-treated cells with oleate reduced NFxB binding activity,
especially at 0.3 mum. Addition of antibody against the p65 sub-
unit of NFkB supershifted the complex, indicating that this
band mainly consisted of this subunit. Further, the p50 subunit
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FIGURE 3. Palmitate and oleate differ in their incorporation into complex
lipids and in their effects on the expression of genes involved in fatty acid
metabolism in skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for 16 h
in the presence or absence of different fatty acids. 4, incorporation of [“C]palmi-
tate, ["Cloleate, and a mixture of both fatty acidsinto DAG and TG. Lipid extracts
were prepared and assayed as detailed under “Experimental Procedures.” Anal-
ysis of the mRNA levels of Dgat1 (B), Dgat2 (C), Pge-1a (D), and Cpt-f (£). 0.5 jag of

total DAA e vrad by BT.DECDR A ranracantativa autaradinaram and aoanti
tota nivA Was anaiyzed oy ni-r L. A Fepreseniative aulcraGiogram anda Guanti-

fication normalized to the APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as
mean * S.D. of six experiments. **, p < 0.01;***,p < 0.001 versus control; #, p<
0.05; ##, p < 0.01; ##4, p < 0.001 versus palmitate-treated cells.

of NF«kB was also present in this complex, although in minor
quantities. No changes were observed in the DNA binding of
nuclear proteins from control and palmitate-treated cells to an

w
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FIGURE 4.0leate, but not palmitate, increases PPAR DNA binding activity
in skeletal muscle cells. 4, autoradiograph of EMSA performed with a *2P-
labeled PPRE nucleotide and nuclear extracts (NE) from C2C12 myotubes
incubated for 16 h with different fatty acids. Two specific complexes (1 to Il),
based on competition with a molar excess of unlabeled probe, are shown. The
supershift immune complex (/C) obtained by incubating NE with an antibody
directed against PPARa and f3/4 is also shown. The autoradiograph data are
the result of three separate experiments. mRNA levels of Dgat2 (B), Pgc-1a (C,

s
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Oct-1 probe, indicating that the changes observed for the NFxB
probe were specific (data not shown). NF«B is located in the
cytosol bound to inhibitor «B (I«B), and palmitate supplemen-
tation causes phosphorylation and degradation of IkBa, thus
liberating and activating NF«B (18, 19). When we examined the
effects of the fatty acids on the protein levels of IkBe (Fig. 2B),
we observed that palmitate caused a fall in its levels, whereas
supplementation with oleate did not. Finally, in cells co-incu-
bated with palmitate and oleate, a recovery was observed in the
levels of this NFkB inhibitor, which is consistent with the
reduction in NF&B binding activity.

Palmitate-induced activation of NF&R in skeletal muscle cells

results in enhanced expression and secretion of pro-inflamma-
tory cytokines, such I1.-6, that contribute to the development of
insulin rasistance(lS 19). Because co-incubation of palmitate-

treated cells with oleate i)i"c"\F'c‘I‘ltcu activation of the DAG-
PKCO-NFkB pathway, we next explored whether oleate pre-
vented palmitate-induced I1-6 expression and secretion. As Fig.
2C shows, palmitate strongly induced II-6 mRNA levels,
whereas supplementation with oleate showed expression levels
similar to those observed in control cells. In addition, oleate
supplementation prevented the increase in Il-6 expression
caused by palmitate. The same pattern of expression was
observed for TNF-« (Fig. 2D). Consistent with the changes in
mRNA levels of II-6, incubation with palmitate led to a 31-fold
induction in the levels of IL.-6 protein secreted into the culture
media (control 7.7 = 1.0 versus palmitate 241 * 68 pg/ml, p <
0.001, Fig. 2E). Oleate did not significantly modify secretion of
this interleukin (control 7.7 = 1.0 versus oleate 10.9 = 3.3

pg/ml), whereas oleate co-supplementation prevented the
increase inI1-6 secretion caused by palmitate (74% reduction at
0.1 mum and 85% at 0.3 mm, p < 0.01 and p < 0.001 versus
palmitate-treated cells, respectively). Overall, these findings
indicate that oleate reverses palmitate-induced inflammation
in skeletal muscle cells by preventing activation of the DAG-
PKCO-NFkB pathway.

Oleate Reduces Palmitate-mediated DAG Accumulation by
Promoting Triglyceride Synthesis and Fatty Acid Oxidation—
Because DAG accumulation in skeletal muscle cells exposed to
palmitate is the first step leading to palmitate-induced insulin
resistance and inflammation, we explored the potential mech-
anisms by which oleate prevents the accumulation of this com-
plex lipid. Incubation of cells exposed to palmitate and oleate
with a diacylglycerol kinase inhibitor did not result in changes
in Il-6 mRNA levels, suggesting that oleate did not affect DAG
degradation (data not shown). On the other hand, it has been
reported that palmitate and oleate are differentially utilized by
myotubes (18). Thus, whereas saturated fatty acid seems to be
incorporated into TG and DAG, monounsaturated fatty acid is

D, E), and II-6 (F) were analyzed in skeletal muscle cells incubated for 16 h with
different fatty acids in the presence or absence of the PPARa antagonist
MK886 (10 um), the PPARa agonist Wy-14,643 (10 um), the PPARB/ 8 agonist (1
M), or the PKA inhibitor H89 (10 um). 0.5 pg of total RNA was analyzed by
RT-PCR. A representative autoradiogram and quantification normalized to
the APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as mean *+ S.D. of six
experiments. **, p < 0.01; ***, p < 0.001 versus control; #, p < 0.05; #4,p <
0.01; ##4, p < 0.001 versus palmitate-treated cells; @@, p < 0.01 versus palmi-
tate plus oleate exposed cells.
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almitate-induced In
channeled toward TG (31). When
we analyzed the incorporation of
palmitate, oleate, and the mixture of
these two fatty acids into DAG and
TG (Fig. 34), we found that the sat-
urated fatty acid was mainly incor-
porated into DAG and TG (the
TG:DAG ratio expressed as per-
centage of total radioactivity was
16:1), the monounsaturated fatty

acid was incorporated mainly into
TG (TG/DAG ratio was 273:1, 17
times greater induction than palmi-

tate), whereas cells exposed to both
palmilate and oleate were incorpo-

rated more into TG (TG/DAG ratio
was 88:1, 5.5 times greater than cells
exposed only to palmitate). These
differences in the channeling of
fatty acids into TG and DAG may be
caused by changes either in the
expression of genes involved in TG
synthesis or in fatty acid oxidation.
Given that DGAT is the enzyme
that catalyzes the final reaction in
the synthesis of TG from DAG, we
assessed the effects of palmitate and
oleate on the expression of this
gene. Fatty acids did not affect the
expression of Dgat! (Fig. 3B). How-

nﬂa!2 mRNA levels were
lower in cells exposed to palmitate
(36% reduction, p < 0.01) (Fig. 3C),
whereas oleate did not affect the
expression of this gene and supple-
mentation of palmitate-exposed
cells with oleate prevented the effect
of the saturated fatty acid. This find-
ing suggests that the channeling of
palmitate into DAG may be the
result of a reduction in the expres-
sion of Dgat2, whereas supplemen-
tation with oleate restores both the
expression of this gene and TG syn-
thesis. We also evaluated whether
additional mechanisms may ac-
count for the effects of oleate on
DAG levels. Because up-regulation
in the expression of genes involved
in the oxidation of fatty acids may
reduce their availability for DAG
synthesis (32), we focused on the
expression of genes, such as Pge-la
and Cpt-1. The former is a co-activa-
tor of peroxisome proliferator-acti-
vated receptors (PPARs) involved in
the control of fatty acid oxidation
(33), whereas the second allows the

cver,
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transport of fatty acids into mitochondria for -oxidation (34).
Consistent with previous studies (28), we observed a reduction
in the mRNA levels of Pgc-Ia in cells exposed to palmitate,
whereas oleate did not affect the expression of this gene (Fig.
3D). When cells exposed to palmitate were co-supplemented
with oleate, no changes were observed in the levels of Pge-1a.
Nor did palmitate treatment significantly affect Cpt-I mRNA
levels. However, cells exposed to oleate and those treated with
palmitate co-supplemented with oleate showed a 7-times
greater induction (» < 0.001) in the transcript levels of Cpt-I
(Fig. 3E).

Oleate Increases the DNA Binding Activity of PPAR—The
expression of both Pge-1a (35, 36) and Cpi-1(34) is regulated by
PPARs, suggesting that oleate may affect the activity of these
transcription factors, EMSA were performed to examine the
interaction of PPARs with its cis-regulatory element using a
¥2P-labeled PPRE (peroxisome proliferator response element

nrnl\n and n
Pruue anl nuciea
It r oo

lifferent fathy

complex with nuclear |)r0tem ( . 44). C ompetmon studle:a
[Jerormed witha molar excess of u 1 abeled probe revealed that
this \.umpn:.x fC])i't‘:Sémt:u a SlJeClﬁL PPRE- pi‘ﬁtuu interactioi.

Nuclear extracts from skeletal muscle cells incubated with 20
M Wy-14,643, a selective PPAR« activator at this concenira-
tion (37), were used as a positive control to demonstrate that
enhanced binding activity was due to increased PPAR« activity.
Incubation of nuclear extracts with an antibody against PPAR«
supershifted the complex, indicaling that this band contained
this nuclear receptor. In contrast, an unrelated antibody,
directed to Oct-1 protein, did not supershift the complex. In
nuclear extracts from cells exposed to oleate and palmitate plus
0.3 mum oleate, a significant increase was observed in the binding
activity of complex I than in nuclear extracts from cells exposed
to palmitate.

Oleate Affects the Expression of Genes Involved in TG Synthe-
sis and Fatty Acid Oxidation through Mechanisms Involving
PPAR« and PKA—We next explored whether enhanced PPAR
activation by oleate was responsible for the effects of this fatty
acid on DAG amounts using PPAR activators and antagonists,
When skeletal muscle CL“S were co-incubated with palmzldle
and the PPAR« activator Wy-14,643, reduction in the mRNA
levels of Dgat2 was prevented (Fig. 4B), which is in agreement
with the reported regulation of Dgat2 by PPAR« (38, 39). This
finding suggests that the increase in PPARw activation caused
by oleate may prevent the fall in the expression of Dgat2 and, as
a result, in the synthesis of TG. Like Dgat2, in the presence of
the PPAR« activator Wy-14,643, the reduction in the expres-
sion of Pgc-1a caused by palmitate was prevented, whereas in
the presence of the PPARpB/S activator there was a slight
increase that did not reach statistical significance (Fig. 4C).
Interestingly, in the presence of the PPARe antagonist MK886,

the effect of oieate on Pgc-ia miKNA levels in ceiis exposed to
paimitate was abolished, clearly demonstrating that Pgc-la
expression was up-regulated by oleate through a PPARa-de-
pendent mechanism (Fig. 4D). Because it is has been reported
that PKA activation increases PPAR« and PPAR 8/8 DNA bind-
ing activity (40-42) and that oleate may activate this kinase
(43), we explored whether this mechanism was involved in the
effects of oleate. In the presence of the PKA inhibitor H89, the
effect of oleate on Pge-Ia in palmitate-exposed cells was also
abolished (Fig. 4E), suggesting that PKA activation was
involved in the effects of the monounsaturated fatty acid.
Finally, the involvement of PPARa activation in the effects of
oleate was demonstrated in those cells co-incubated with
palmitate, oleate, and MK886 (Fig. 4F). In the presence of this
PPARw antagonist, the expression of Il-6 was partially recov-
ered mdlcatmg that PPAR« activation by oleate Contnbutes to
prevent palmitate-induced expression of this cytokine. Unlike

oc-1g, its effects on Cnt-1 mRNA levels
10 1S ClIeCLs ON Lpt-1 MRINA Ievas

Cpt
antagonist MK886 (Fig. 54),
whereas co-incubation of cells with the mixture of palmitate,
oleate and H89 reversed the effect of the monounsaturated fatly
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Cpt-1by PKA (44). Similar to H89, the PKA inhibitor KT5720(1
M) significantly abolished the effect of paimitate pius oleate on
Cpt-1 up-regulation (data not shown), and the PKA activator
8-Br-AMPc significantly enhanced Cpt-I mRNA levels (Fig.
5C). Finally, to demonstrate the contribution of the increase in
fatty acid oxidation with the effects of oleate, palmitate-ex-
posed cells co-supplemented with oleate were treated with the
CPT-1 inhibitor etomoxir. In the presence of this inhibitor of
fatty acid oxidation, the effects of oleate on DAG amounts and
on Il-6 expression were partially abolished (Fig. 5, C and D),
indicating that the increase in fatty acid oxidation caused by
oleate contributes, at least in part, to prevent the activation of
the DAG-PKCO-NF«B pathway.
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DISCUSSION

Skeletal muscle insulin resistance correlates more strongly
with intramuscular lipid levels than with any other factor,
including BMI or percentage body fat (45, 46). Furthermore,
intramuscular lipid accumulation may lead to inflammation in
skeletal muscle, a process that has been linked to the develop-
ment of type 2 diabetes (14). Despite these data, the mecha-
nisms by which intramuscular lipid accumulation results in
inflammation and insulin resistance in skeletal muscle are not
well understood. Interestingly, although high fat diets are
known to affect glucose metabolism, their contribution to insu-
lin resistance depends on dietary fatty acids. Thus, whereas sal-
urated fatty acids promote insuiin resistance (21-23), the
monounsaturated oleic acid improves insulin sensitivity (24,
25, 47). These data have led to suggestions that the dietary

FIGURE 5. Up-regulation of Cpt-I expression by oleate is mediated by PKA and is necessary to prevent palmitate-mediated induction of II-6. mRNA
levels of Cpt-l (A and B) were analyzed in skeletal muscle cells incubated for 16 h with different fatty acids in the presence or absence of the PPARa antagonist
MK886 (10 ) and the PKA inhibitor H89 (10 um). Cpt-l mRNA levels were analyzed in skeletal muscle cellsincubated for 16 hin the presence or absence of 1
mm 8-Br-AMPc (C). DAG levels (D) and 11-6 mRNA levels (E) were analyzed in skeletal muscle cells incubated for 16 h with different fatty acids in the presence or
absence of the CPT-linhibitor etomoxir (40 pum). 0.5 g of total RNA was analyzed by RT-PCR. A representative autoradiegram and the quantification nermalized
to the APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as mean = 5.D. of six experiments. ***, p < 0.001 versus control; #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ##4, p < 0.001
versus palmitate-treated cells; @, p < 0.05 versus palmitate plus oleate exposed cells.

APRIL 25, 2008+VOLUME 283 +NUMBER 17

s

111

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 11113



RESULTATS

of skeletal muscle cells to palmitate
increased DAG levels, which in turn
activates the PKCO-NF«xB pathway,

\ Ceramides, ROS

I
T Palmitoyl-CoA

~
‘/ t DAG

CPT-D~

Mitochondria
P-oxidation

B aT2/

v
IG

r//

l/ IxkBa-NF-xB

IKK-p =——p

B 1

o o
,._\l‘\..lu

I

PPARx
PPARP/S

"‘--., NF-xB activation

|
Tus
|

IkBa degradation

leading to both phosphorylation of
IRS-1 in serine residues and inhibi-
tion of insulin-stimulated Akt phos-
phorylation, thereby attenuating
insulin signaling (Fig. 6). Further, as
a result of NFkB activation, a large
increase was observed in Il-6
expression and secretion. In con-
trast, oleate did not activate this
pathway, and when cells exposed to
palmitate were supplemented with
oleate, a concentration-dependent

reduction wag obgerved in the acti-
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reported that PKCO mice are pro-
tected from fat-induced insulin
resistance (49). Thus, DAG is accu-
mulated in skeletal cells when
exposed to palmitate, but not when
exposed to oleic acid, which corrob-
orates with previous studies (27, 31,
50). The reasons for the different
channeling toward DAG of palmi-
tate and oleate were unknown. In
this study we provide a potential
explanation for the different behav-
ior of these fatty acids. Thus, palmi-
tate exposure led to a fall in the
expression of Dgat2, whereas oleate
did not. Dgal2 is essential for TG
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FIGURE 6. Potential mechanisms by which oleate prevents palmitate-induced

inflammation in skeletal muscle cells by promoting DAG accumulation, which in

These effects of oleate are the result of enhanced PPARa and PKA activation.

intake of oleic acid should be increased in the management of
type 2 diabetes mellitus (48). However, the mechanisms by
which oleate may improve insulin resistance are unknown.
Here we report that oleate prevents palmitate-induced insulin
resistance and inflammation in skeletal muscle cells. Exposure
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ing and inflammation in skeletal muscle cells. A, saturated fatty acid palmitate induces insulin resistance and

leading to phosphorylation of IRS-1 on Ser*®” and inhibition of insulin-stimulated Akt phosphorylation and IL-6
secretion. Under these conditions, palmitate is poorly incorporated into the cellular triglyceride pool by a mecha-
nism that may involve areduction in the expression of Dgat2, the enzyme that controls the rate of TG synthesis from
DAG. The monounsaturated fatty acid oleate does not affect the expression of Dgat2 and is mainly incorporatedinto
TG. As a result, this fatty acid does not activate the DAG-PKC6-NF kB pathway. B, presence of oleate prevents palmi-
tate-induced insulin resistance and inflammation by restoring Dgat2 expression and TG synthesis and by up-regu-
lating Cpt-land Pgc-1a expression. Both mechanisms reduce the availability of fatty acids for incorporationinto DAG.

synthesis, because mice with a dis-
ruption of this gene have severely
reduced TG content in their tissues
(51). Further, it has been reported
that the close association of stearo-
yl-CoA desaturase 1 and Dgat2
increases the efficiency of palmitate
conversion to oleate, which is then
preferentially used for TG synthesis
(52). Notably, when palmitate-ex-
posed cells were incubated with
oleate, Dgat2 expression was not
affected, which is consistent with the shift in the incorporation
of palmitate from DAG to TG. In line with previous studies
showing that PPAR« up-regulates Dgal2 expression in skeletal
muscle and heart (38, 39), the decrease in the expression levels
of Dgat2 caused by palmitate exposure was prevented in the

T

impairment of insulin signal-

turn activates PKCO and NF«B,
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presence of PPAR« activators, suggesting that oleate may act
through a similar mechanism. The findings of our study sup-
port this possibility, because oleate exposure led to enhanced
PPAR DNA-binding activity. Overall, the results of this study
indicate that palmitate is mainly incorporated into DAG
because its incorporation into TG is reduced by the fall in the
expression of Dgat2. However, oleate is mainly incorporated
into TG and when palmitate-exposed cells are co-supple-
mented with oleate the expression of Dgat2 is not reduced and
palmitate is then diverted toward TG instead of DAG. It is
worth saying that increased TG accumulation in obese and type
2 diabetic muscle fibers in vivo has been considered an adaptive
event (50), which initially is not itself toxic. Rather, TG accu-
mulation reduces the formation of additional lipid species with
more deleterious effects and thus may serve to prevent lipotox-

icitv In line with thic hvnathecic it hac heen renarted that TG
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accumulation protects against fatty acid-induced lipotoxicity
(53). However, when lipid availability is prolonged, lipotoxicity
may occur when cellular capacity for TG accumulation is
exceeded or when TG is hydrolyzed. In addition, two recent
studies have elegantly demonstrated that either acute exercise
or overexpression of Dgatl leads to increased triglyceride syn-
thesis in skeletal muscle, preventing fatty acid-induced insulin
resistance and inflammation (54, 55). In concordance with the
results of our study, the protection against insulin resistance
and inflammation reported in these studies was associated with
attenuated activation of DAG-responsive PKCs and enhanced
IkBa abundance. Therefore, oleate supplementation and phys-
ical activity prevent fatty acid-induced inflammation and insu-
lin resistance through similar mechanisms.

Additional mechanisms may also contribute to the effects of
oleate on DAG levels. Our data demonstrate that the effect of
oleate on the DAG-PKCO-NFkB pathway depends on
enhanced fatty acid oxidation, because in the presence of eto-
moxir, an inhibitor of CPT-I, DAG and II-6 levels were
enhanced. Oleate, unlike palmitate, led to enhanced expression
of Cpt-1, which catalyzes the entry of long-chain fatty acids into
the mitochondrial matrix, through a mechanism that was not
dependent on PPARe, because in the presence of the antagonist
MK886 it was not reversed. However, the up-regulation of
Cpt-I caused by oleate was prevented in the presence of the
PKA inhibitor H89. As previously reported (44, 56), PKA acti-
vation may lead directly to enhanced Cpt-I expression and
activity. Further, because PKA activators increase ligand-acti-
vated and basal activity of PPAR« and PPARB/& (40, 41, 57)
through a mechanism that seems to stabilize binding of the
liganded PPAR to DNA, the oleate-mediated activation of Cpi-I
may be secondary to the increase in the PPAR DNA binding
activity caused by this monounsaturated fatty acid. Pge-1a, a
transcriptional co-activator promoting oxidative capacity in
skeletal muscle (33), is also under the control of PPARs and
PKA (35, 36). This is consistent with the abolition of the effects
of oleate on Pgc-1a expression in palmitate-exposed cells in the
presence of MK886 and H89. Further, we have previously
reported that palmitate down-regulates Pgc-1« in skeletal mus-
cle cells through a NF«B-dependent mechanism (28). Given
that PPARe activators prevent NFkB activation (58, 59), it is
likely that the reduction in NFkB activity caused by oleate could

o
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also be involved in the effects of this fatty acid on Pgc-la
expression.

Overall, these findings indicate that oleate may prevent the
deleterious effects of palmitate on skeletal muscle cells by
increasing Cpt-I expression through a PKA-dependent mecha-
nism. The involvement of CPT-I in the changes caused by
oleate were confirmed by the use of the CPT-I inhibitor, eto-
moxir. It should be noted that these findings are consistent with
previous studies reporting that overexpression of Cpt-I con-
tributes to protecting skeletal muscle cells from fatty acid-in-
duced insulin resistance (32, 60).

In addition to the reduction of DAG accumulation, addi-
tional mechanisms may also contribute to the prevention of
palmitate-induced inflammation and insulin resistance by
oleate. For instance, exposure of skeletal muscle cells to palmi-

tate leade to the acenmulation of coramidec. which are kov nlav-
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ers in the development of insulin resistance. In fact, a recent
study clearly demonstrated the involvement of increased cera-
mide synthesis in response to excessive saturated fatty acids in
the development of insulin resistance by inhibiting Akt phos-
phorylation and activation (61). Interestingly, Pickersgill ef al.
(11) recently suggested that oleate may also prevent palmitate-
induced ceramide synthesis. However, increased ceramide syn-
thesis seems not Lo be involved in palmitate-induced inflamma-
tion because inhibition of ceramide synthesis fails to prevent
lipid induction of the inflammatory cytokine II-6, suggesting
that ceramides do not affect the PKCO-NF«B pathway. This is
in agreement with a previous study of our group showing that
inhibition of palmitate-induced ceramide synthesis did not pre-
vent the increase in /-6 expression (19). Therefore, although
the involvement of increased ceramide levels in the develop-
ment of insulin resistance has been clearly demonstrated, the
contribution of this lipid mediator to fatty acid-induced inflam-
mation in skeletal muscle cells is less clear. Moreover, it
remains to be studied whether oleate affects the activity of JNK,
which is involved in fatty acid-induced insulin resistance and
inflammation (55).

In summary, the results reported here demonstrate that
oleate protects against palmitate-induced inflammation and
insulin resistance in skeletal muscle cells by promoting TG
accumulation and mitochondrial B-oxidation, thus preventing
DAG synthesis and activation of the PKCO-NF«B.
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L aparici6 de Rl en models animals i en humans s’ha relacionat amb la
capacitat dels AGL per activar vies de senyalitzacié proinflamatories. Cada vegada hi
ha proves més evidents que estableixen un vincle entre la RI i un estat d’inflamacié
cronic de baixa intensitat. La Rl causada per I'increment dels nivells d’AGL també
sembla implicar I"activacié d’un procés inflamatori. Aixi, estudis recents maostren que
els AGL poden activar vies inflamatories a través de |"activacid de la familia dels
receptors Toll-like, en concret TLR-2 i TLR-4. En aquest sentit, estudis realitzats en
muscul esquelétic mostren que només els AG saturats sén potents activadors de TLR-
2 i TLR-4, i a resultes d'aquest fet son capacos d estimular la transcripcié de gens
inflamatoris a través del factor de transcripcio6 NF-xB. Tanmateix, ha estat descrit
recentment que |"activacié de NF-kB per palmitat és capac¢ d'incrementar |"expressié
de TLR-4 en el mascul esquelétic de pacients amb DM2, fet que podria facilitar
I"amplificaci6 del procés inflamatori. Es desconeix pero, si I'oleat és capac¢ de prevenir
aquest increment causat per I’AG saturat. D altra banda, un altre gen regulat per NF-
kB, la COX-2, té un interés especial en el procés inflamatori, ja que codifica per un
enzim que pot sintetitzar PGs proinflamatories, raé per la qual s"ha relacionat amb
I"aparicid de RI. De fet, estudis recents suggereixen que la inflamacié mediada per la
COX-2 en el teixit adipGs és clau en el desenvolupament de la RI lligada a |"obesitat
(Hsieh 2009). Malgrat aix0, altres estudis suggereixen que en determinades etapes la

inhibicié de la sintesi de PGs podria afavorir el procés inflamatori.

L'objectiu d"aquest treball ha estat investigar els efectes de I'AG saturat
palmitat i del monoinsaturat oleat sobre I'expressié dels gens COX-2 i TLR-2 i 4 en
cél-lules musculars esquelétiques C2C12, aixi com també determinar la funcié de la

COX-2 en el procés inflamatori i en la Rl induides pel palmitat.
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Els resultats obtinguts mostren un increment de I'expressio dels gens TLR-2,
perd no TLR-4, i COX-2 mediats per NF-kB quan s’exposen les cellules a I'AG
palmitat, que no s’observa quan s’exposen a I’AG monoinsaturat oleat. La incubaci6
conjunta dels dos AG evita I'increment de |I'expressio de TLR-2 i de COX-2. A més, els
efectes de I'’AG monoinsaturat oleat semblen ser mediats parcialment per I"activacio
de PPARq, ja que tractaments amb l'agonista PPARa, Wy-14643, redueixen
I"expressio d"aquests dos gens, revertint els efectes causats pel palmitat. Finalment, la
inhibicié de la COX-2 amb ['inhibidor selectiu per a aquest enzim, NS-398, augmenta
la inducci6 de I'expressio de IL-6 i TNF-a i la secreci6 de IL-6 induides pel palmitat en
les cel-lules musculars esquelétiques, aixi com també atenua la fosforilacié d”Akt
mediada per la insulina. D"acord amb aquests resultats, sembla que els AG palmitat i
oleat actuen de manera diferent en la regulacio de |"expressio dels gens COX-2 i TLR-
2 en cél-lules C2C12, i que la inhibicié de la COX-2 pot afavorir el procés inflamatori i

la Rl en el nostre model.
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Abstract

Palmitate-induced inflammation is involved in the development of insulin resistance in
skeletal muscle cells. Here, we evaluated the effect of the saturated fatty acid palmitate
and the monounsaturated fatty acid oleate on Toll-like receptors (TLR) 2 and 4 and
cyclooxygenase 2 (COX-2) expression and examined whether the inhibition of this
enzyme modulates fatty acid-induced inflammation. Skeletal muscle cells exposed to
palmitate showed enhanced TLR-2 and COX-2 mRNA levels, whereas oleate did not
modify their expression. Palmitate-induced expression of these genes was dependent
on NF-xB activation, since expression was reduced in the presence of the NF-xB
inhibitor parthenolide. Co-incubation of palmitate-exposed cells with oleate also
prevented the increase in the expression of TLR-2 and COX-2, through a mechanism
that may involve activation of PPARa by this monounsaturated fatty acid. COX-2
inhibition by NS-398 enhanced IL-6 and TNF-a expression and IL-6 protein secretion
induced by palmitate. NF-xB binding activity and TNF-oo mRNA levels were enhanced
in palmitate-exposed cells in the absence or in the presence of NS-398, whereas co-
incubation of palmitate-exposed cells with NS-398 and prostaglandin E, (PGE,)
prevented these changes. In contrast, 12- lypoxygenase and cytochrome P450
hydroxylase pathways were not involved in these changes. Similarly, COX-2 inhibition
impaired insulin-stimulated Akt phosphorylation in palmitate-exposed skeletal muscle
cells and this effect was abolished in the presence of PGE,. These findings indicate
that COX-2 activity, through the production of PGE,, attenuates the fatty acid-induced

inflammatory process.
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Introduction

Plasma free fatty acids (FFAs) are elevated in obese individuals and animals and play
a critical role in the development of insulin resistance. Experimental evidence indicates
that FFAs are a primary trigger for insulin resistance in both animal models and
humans (1). FFAs may cause insulin resistance in skeletal muscle through several
mechanisms, including activation of pro-inflammatory pathways, linking the
development of this pathology with a low-grade chronic systemic inflammatory
response (2). Thus, evidence suggests that high FFAs levels increase their uptake,
exceeding its oxidation. This in turn leads to increased intramuscular FFA metabolites
which stimulate inflammatory pathways, including the pro-inflammatory transcription
factor NF-xB, leading to impaired insulin signaling (3). In addition, recent reports
indicate that FFAs also stimulate inflammatory pathways in skeletal muscle cells
through direct activation of plasma membrane receptors (4). Consistent with this, it has
been reported that FFAs may serve as ligands for several members of the Toll-like
receptor (TLR) family (5;6). TLRs 2 and 4 play an important role in the innate immune
system by activating inflammatory pathways in response to a wide spectrum of
exogenous and endogenous ligands, including the lipopolysaccharide (LPS) from
Gram-negative bacterial cell walls (7). The critical component of LPS involved in the
activation of TLRs is the lipid A moiety, which consists almost entirely of fatty acids (8).
In macrophages, adipocytes and skeletal muscle cells saturated fatty acids are potent
activators of TLR-2 and TLR-4 (9;10). In the presence of ligands, the TLR4 complex
(including its co-receptors CD14 and MD-2) recruits the adaptor protein myeloid
differentiation factor-88 (MyD88), which in turn leads to the auto-phosphorylation of
interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK). Finally, when IRAK is activated, it
interacts with tumor necrosis factor (TNF)-associated factor 6 (TRAF6), which leads to

NF-xB activation.
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Thus, whatever the mechanism involved, whether intracellular FFA metabolite
accumulation or TLR activation, elevated FFAs finally result in NF-kB activation. Once
activated, NF-xB stimulates the transcription of several inflammatory genes including
IL-6, cyclooxygenase 2 (COX-2) and TNF-a (11), which may modulate insulin
signaling. NF-kB activation by the saturated fatty acid palmitate has also been
implicated in the increase in TLR-4 and TLR-2 expression observed in skeletal muscle
of type 2 diabetic subjects (12). In these patients the increased availability of these
receptors may potentiate the effect of fatty acids on inflammation and insulin
resistance. Thus, those strategies aimed at preventing NF-xB activation may reduce
inflammation in skeletal muscle cells. Of these strategies, we recently reported that the
monounsaturated fatty acid oleate prevents inflammation caused by palmitate in
skeletal muscle cells (13). However, further research is necessary in order to ascertain
whether oleate prevents the increase in TLR and COX-2 expression caused by

saturated fatty acids.

COX-2, also known as prostaglandin-endoperoxide synthase-2, synthesizes pro- and
anti-inflammatory prostaglandins that may affect the development of inflammation and,
therefore, insulin resistance. Chronic COX-2-mediated inflammation seems to be
involved in the development of insulin resistance since type 2 diabetes mellitus in Pima
Indians has been associated with a promoter variant in the inducible COX-2 gene (14)
and COX-mediated inflammation and oxidative stress has been related to type 2
diabetes mellitus in elderly men (15). Moreover, a recent report suggests that chronic
COX-2-mediated inflammation in fat is crucial for obesity-linked insulin resistance (16).
However, an increasing number of recent reports have revealed that prostaglandins
can exert a protective role during inflammation (17). In particular, some prostaglandins

increase during the resolution phase of inflammation and alleviate this process in
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animal models (18-20). Moreover, reduced production of prostaglandins due to genetic
deficiency or through administration of COX-2 inhibitors may even worsen inflammation
(21-23). Furthermore, inhibition of COX-2 may increase the availability of arachidonic
acid to be transformed by lipooxygenase and cytochrome P450 and by no enzymatic
oxidative modification (24), leading to enhanced synthesis of active compounds that
may modulate the inflammatory process. Therefore, COX-2 may differently modulate

inflammation.

The purpose of this research was to study the effects of saturated and
monounsaturated fatty acids on COX-2 and TLR expression in skeletal muscle cells
and to investigate whether COX-2 inhibition modulates fatty acid-induced inflammation.
Our results indicate that whereas palmitate increases the expression of COX-2 and
TLR-2 through a NF-kB-dependent mechanism, oleate does not. Oleate prevented
palmitate-induced up-regulation of COX-2 and TLR-2 through a mechanism that
involves Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a (PPARa) activation. Finally,
COX-2 inhibition enhanced palmitate-induced IL-6 and TNF-a expression and IL-6
secretion in skeletal muscle cells, indicating that COX-2 activity attenuates fatty acid-

induced inflammation.
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Materials and methods

Materials

Fatty acids, Wy-14,643, MK886, PGE,, baicalein and 17-Octadecynoic acid (17-ODYA)

were obtained from Sigma (St. Louis, MO).

Cell culture
Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 units/ml
penicillin and 50 ug/ml streptomycin. When cells reached confluence, the medium was
switched to the differentiation medium containing DMEM and 2% horse serum, which
was changed every other day. After 4 additional days, the differentiated C2C12 cells
had fused into myotubes. Lipid-containing media were prepared by conjugation of FFA
with FFA-free bovine serum albumin, using a modified version of the method described
by Chavez et al. (25). Briefly, FFAs were dissolved in ethanol and diluted 1:100 in DMEM
containing 2% (w/v) fatty-acid-free bovine serum albumin. Myotubes were incubated for
16 hours in serum-free DMEM containing 2% bovine serum albumin in either the
presence (FFA-treated cells) or absence (control cells) of FFAs. Following incubation,
RNA was extracted from myotubes as described below. Culture supernatants were
collected and the secretion of IL-6 was assessed by ELISA (Invitrogen) and the levels of

PGE; by EIA (Cayman Chemical).

Measurements of mMRNA

Levels of mMRNA were assessed by reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR), as described elsewhere (13;13). Total RNA was isolated by using the
Ultraspec reagent (Biotecx, Houston). The total RNA isolated by this method was

undegraded and free of protein and DNA contamination. The sequences of the sense
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and antisense primers used for amplification were: IL-6, 5-
TCCAGCCAGTTGCCTTCTTGG-3' and 5-TCTGACAGTGCATCATCGCTG-3’; TLR-2,
5-AAGAAGCTGGCATTCCGAGGC-3' and 5-CGTCTGACTCCGAGGGGTTGA-3;
COX-2, 5-TCCCGTAGATGACTGCCC-3' and 5-ATGGGTGAAGTGCTGGGCAAA-3’;
TNF-¢, 5-GTGCCAGCCGATGGGTTGTAC-3’ and 5'-
CGCTGAGTTGTTCCCCCTTCT-3’, and Aprt (adenosyl phosphoribosyl transferase),
5-GCCTCTTGGCCAGTCACCTGA-3' and 5-CCAGGCTCACACACTCCACCA-3'.
Amplification of each gene yielded a single band of the expected size (TLR-2: 151 bp;
COX-2: 163 bp: TNF-a: 284 bp; IL-6; 229 bp and Aprt: 329 bp). Preliminary
experiments were carried out with varying amounts of cDNA to determine non-
saturating conditions of PCR amplification (TLR-2: 22 cycles; COX-2: 21 cycles; TNF-
a. 25 cycles; IL-6: 32 cycles) for all the genes studied. Thus, under these conditions,
relative quantification of mMRNA was assessed using the RT-PCR method described in
this study (26). Radioactive bands were quantified by video-densitometric scanning
(Vilbert Lourmat Imaging). The results for the expression of specific mMRNAs are always

given in relation to the expression of the control gene (Aprt).

Isolation of nuclear extracts and electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
Nuclear extracts isolation and EMSA were performed as described elsewhere (13).

Immunoblotting

To obtain total proteins, C2C12 myotubes were homogenized in cold lysis buffer (5 mM
Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl! fluoride, 1 mM sodium
orthovanadate, 5.4 ug/ml aprotinin). The homogenate was centrifuged at 10,000 x g for
30 min at 4°C. Protein concentration was measured by the Bradford method. Total and
nuclear proteins (30 ug) were separated by SDS-PAGE on 10% separation gels and
transferred to Immobilon polyvinylidene difluoride membranes (Millipore, Bedford, MA).

Western blot analysis was performed using antibodies against total and (Santa Cruz
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Biotechnology, CA) and phospho-Akt (Ser*’®), total and phospho-IRS1 (Ser®™).
Detection was achieved using the EZ-ECL chemiluminescence detection kit (Biological
Industries, Beit Haemek Ltd., Israel). The equal loading of proteins was assessed by
red phenol staining. The size of detected proteins was estimated using protein

molecular-mass standards (Invitrogen, Barcelona, Spain).
Statistical Analyses

Results are expressed as the mean + S.D. of 6 separate experiments. Significant
differences were established by one-way ANOVA using the computer program
GraphPad Instat (GraphPad Software V2.03) (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
When significant variations were found, the Tukey-Kramer multiple comparisons test was

performed. Differences were considered significant at p<0.05.
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Results

Palmitate increases TLR-2 mRNA levels through a mechanism which does not require

COX-2 activity

First we studied the time response effects of 0.5 mM palmitate on the mRNA levels of
several inflammatory markers in skeletal muscle cells (Fig. 1A). Whereas palmitate
treatment for 1 h caused a non-significant reduction in COX-2 mRNA levels, a
significant increase was observed after 8 (3.3-fold, p<0.01) and 16 h (22-fold, p<0.001)
in palmitate exposed cells compared to control cells. In contrast, the mRNA levels of
TNF-a were barely detectable until cells were exposed to palmitate for 16 h, when a
strong induction was observed. IL-6 mMRNA levels followed a similar profile to that

reported for COX-2, with huge inductions in cells exposed to palmitate for 8h and 16h.

When we analyzed TLR-4 and TLR-2 mRNA levels, no changes were observed in the
former whereas TLR-2 mRNA levels showed a transient increase (2-fold induction,
p<0.001) after 8 h and then returned to basal levels in cells exposed to palmitate for 16

h (Fig. 1B).

Since it has been reported that several prostaglandins may modulate TLR-2 expression
(27), we then evaluated whether the effect of palmitate on TLR-2 expression was
dependent on COX-2 activity. To this end, cells were incubated with palmitate for 8 h
either in the presence or in the absence of the COX-2 specific inhibitor NS-398.
Inhibition of COX-2 activity by NS-398 did not affect either TLR-2 or COX-2 mRNA
levels (Figure 2), indicating that in this cellular model the increase in the expression of
these genes was independent of prostaglandin synthesis. As a control, we measured
PGE, secretion to the culture media as a surrogate marker of COX-2 activity. In
agreement with the increase in COX-2 mRNA levels, palmitate exposure caused a 2.3-
fold increase (P<0.001 vs control cells) in PGE; levels, whereas in cells exposed to

palmitate plus NS-398 this increase was abolished.
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Induction of COX-2 and TLR-2 mRNA levels by palmitate are mediated through NF-xB

activation

It has been reported that activation of NF-kB is both sufficient and necessary to induce
maximal expression of COX-2 (28). Therefore, we investigated whether palmitate-
induced COX-2 expression was mediated through the activation of NF-xB in skeletal
muscle cells by using the NF-«kB inhibitor parthenolide, which specifically inhibits the
activity of this pro-inflammatory transcription factor by preventing the degradation of
IkBa (29). In the presence of parthenolide, the palmitate-mediated induction of COX-2
was almost completely abolished (Fig. 3A). Likewise, the NF-«B inhibitor prevented the
increase in TLR-2 mRNA caused by palmitate (Fig. 3B). These findings are consistent
with those of previous studies (12;28), and demonstrate that the saturated fatty acid
palmitate increases COX-2 and TLR-2 mRNA levels through a mechanism involving

NF-xB activation.

Oleate prevents palmitate-mediated increases in COX-2 and TLR-2 mRNA levels

In contrast to the effects of the saturated fatty acid palmitate, we previously reported
elsewhere that the monounsaturated fatty acid oleate does not stimulate NF-xB (13) in
skeletal muscle cells. In addition, co-incubation of palmitate-exposed cells with oleate
prevented NF-kB activation (13). Therefore, in this research we investigated whether
oleate affected COX-2 and TLR-2 mRNA levels and whether this fatty acid prevented
palmitate-induced expression of these genes. Skeletal muscle cells exposed to 0.5 mM
oleate did affect neither COX-2 nor TLR-2 mRNA levels compared to control cells
(Figure 4). Moreover, when cells were co-incubated with 0.5 mM palmitate and 0.3 mM

oleate the increase in COX-2 and TLR-2 mRNA levels caused by palmitate was
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completely abolished. These data indicate that low concentrations of oleate prevent

palmitate-mediated inflammation in skeletal muscle cells.

PPAR« activation inhibits the palmitate-mediated increase in COX-2 mRNA

As we have previously reported elsewhere that oleate activates PPARa in skeletal
muscle cells (13) and PPARa agonists prevent PMA-induced expression of COX-2 in
human colorectal carcinoma cells (30), in this study we evaluated whether the PPARa
agonist Wy-14,643 prevented the induction in COX-2 and TLR-2 mRNA levels caused
by palmitate. When palmitate-exposed cells were co-incubated with Wy-14,643 a
significant reduction was observed in COX-2 mRNA expression (9.8-fold induction
compared to 18-fold induction in cells exposed to palmitate only, p<0.05) (Fig. 5A).
Similarly, co-incubation with Wy-14,643 significantly reduced the induction in TLR-2
mRNA levels caused by palmitate (2-fold vs 2.6-fold induction, p<0.05) (Fig. 5B). To
demonstrate that oleate reduces palmitate-mediated induction of COX-2 mRNA levels
by activating PPARa we used MK886, an antagonist of this receptor. In the presence of
MK886, the effect of oleate on COX-2 mRNA levels in cells exposed to palmitate was
partially reversed, suggesting that COX-2 expression was down-regulated by oleate, at

least in part, through a PPARa-dependent mechanism (Fig. 5C).

COX-2 inhibition enhances palmitate-induced IL-6 and TNF-« expression

Since it has been reported that prostaglandins may limit stimulus-induced cytokine
secretion in macrophages (31) we evaluated the contribution of COX-2 to palmitate-
induced inflammation in skeletal muscle cells. Skeletal muscle cells co-incubated with
palmitate and the COX-2 inhibitor NS-398 showed higher IL-6 and TNF-o. mRNA levels

than those exposed to palmitate alone (Fig. 6A and B). In addition, when we evaluated
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the secretion of IL-6 protein levels we observed that palmitate exposure caused a 7-
fold increase in the secretion of this cytokine compared to control cells (259+18 vs.
3712 pg/ml, p<0.001), whereas co-incubation with palmitate and NS-398 caused a 3-
fold increase compared to cells exposed to palmitate alone (813149 vs. 259+18 pg/ml,

p<0.001) (Fig. 6C).

PGE; prevents the pro-inflammatory effect and ameliorates insulin resistance caused

by COX-2 inhibition in palmitate-exposed skeletal muscle cells

The pro-inflammatory effect caused by COX-2 inhibition in palmitate-exposed cells can
be related to the reduction in PGE, synthesis or to the increased availability of
arachidonic acid to be transformed by 12-lipooxygenase and cytochrome P450
hydroxylase, leading to increased levels of 12-hydroxyeicosatetraenic acid (12-HETE)
and 20-hydroxyeicosatetraenic acid (20-HETE), respectively, which can elicit pro-
inflammatory actions (32;33). We examined the contribution of these mediators to
palmitate-mediated inflammation by measuring NF-kB binding activity by EMSA. NF-kB
formed three complexes with nuclear proteins (Figure 7A) and specificity of the DNA-
binding complexes was assessed in competition experiments by adding an excess of
unlabeled NF-kB oligonucleotide. Palmitate-exposed cells in the presence or in the
absence of NS-398 showed an increase in NF-xB DNA-binding activity, mainly of
complex Ill, compared with control cells, whereas in cells co-incubated with pamitate
plus NS-398 and PGE; the increase in NF-kB DNA-binding activity was abolished. No
changes were observed in the NF-kB DNA-binding activity when cells were incubated
with palmitate and NS-398 and baicalein and 17-ODYA, inhibitors of the 12-
lipooxygenase and cytochrome P450 hydroxylase, respectively. Similarly, cells
incubated with 12-HETE and 20-HETE did not show increased NF-xB DNA-binding

activity. Addition of antibody against the p65 subunit of NF-xB supershifted the
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complexes, indicating that these bands mainly consisted of this subunit. In agreement
with these changes, PGE, addition to skeletal muscle cells incubated with palmitate
plus NS-398 prevented the increase in TNF-ao mRNA levels (Figure 7B). Finally, we
assessed whether COX-2 inhibition impaired insulin sensitivity in palmitate-exposed
skeletal muscle cells by measuring insulin-stimulated Akt phosphorylation. Palmitate
exposure reduced insulin-stimulated Akt phosphorylation and this reduction was more
intense in palmitate-exposed cells co-incubated with the COX-2 inhibitor NS-398
(Figure 7C). Interestingly, insulin sensitivity was restored in cells co-incubated with
palmitate plus NS-398 and PGE,, whereas inhibitors of 12-lipooxygenase and

cytochrome P450 hydroxylase had no effect.
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Discussion

In this research we evaluated the effect of the most abundant saturated and
monounsaturated fatty acids in plasma (34), palmitate and oleate, respectively, on the
mMRNA levels of TLR-2 and COX-2 in skeletal muscle cells. TLR-2 and TLR-4 are
considered the receptors that mediate FFA-induced activation of inflammatory
pathways, especially NF-kB, and metabolic signaling in insulin resistance (9;10). Once
activated, either by TLR receptors or intracellular accumulation of FFA metabolites, NF-
kB increases the transcription of pro-inflammatory genes which modulate insulin
signaling, such as IL-6 and TNF-a. COX-2 gene expression is also under the control of
NF-xB and it may modulate the inflammatory process in skeletal muscle cells through
the synthesis of prostaglandins. Long regarded as pro-inflammatory molecules, some
prostaglandins also have anti-inflammatory effects (35). However, the contribution of

COX-2 to fatty acid-induced inflammation in skeletal muscle cells remains understood.

Exposure of skeletal muscle cells to palmitate increased TLR-2 and COX-2 mRNA
levels. However, whereas a transient increase in TLR-2 expression was observed
following 8 h of palmitate exposure, the increase in COX-2 mRNA levels began at 8 h
and peaked at 16 h. The induction of other inflammatory genes, such as IL-6, also
began at 8 h, indicating that the increase in the transcription of NF-kB-target genes
mediated by palmitate requires this time period. However, 16h of palmitate treatment
were necessary for the induction of TNF-a. We have demonstrated that the increase in
TLR-2 mRNA levels by palmitate is dependent on NF-xB activation, whereas
prostaglandins are unlikely to be involved. In contrast to TLR-2, TLR-4 mRNA levels
were not affected by palmitate treatment. In fact, it has been reported that TLR-2 is
essential for the development of palmitate-induced inflammation and insulin resistance

in C2C12 skeletal muscle cells (10). Similarly, it has been reported that in 3T3-L1
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adipocytes palmitate also increased TLR-2 mRNA levels, whereas TLR-4 expression
was not altered (36) and knockdown of TLR-2 prevented the increase in TNF-o by
FFAs (37). All these data suggest that TLR-2 contributes to fatty acid-induced
inflammation and insulin resistance in several tissues, which is consistent with the
significantly higher frequency of polymorphisms in the TLR-2 gene that seems to
correlate to populations at higher risk of insulin resistance (38). Furthermore, the
mRNA levels of both TLR-2 and TLR-4 in human myotubes were significantly higher in
obese and type 2 diabetic patients than in lean patients and the increase in TLR-4

expression following palmitate treatment was dependent on NF-xB activation (12).

In this study we also observed that the palmitate-mediated increase in COX-2 mRNA
levels was dependent on NF-kB activation, which is consistent with the fact that human
and murine COX-2 genes contain two putative NF-kB binding sites in their 5’-flanking

regions (39).

Fatty acids differ in their contribution to inflammation and insulin resistance. In fact,
whereas saturated fatty acids promote insulin resistance (40;41), oleic acid improves
insulin sensitivity (34;42;43). However, the mechanisms by which oleate may
ameliorate insulin sensitivity are not well understood. Here we report that oleate, in
contrast to palmitate, does not induce either TLR-2 or COX-2 mRNA levels. We have
previously reported elsewhere that oleate does not activate the diacylglycerol (DAG)-
Protein kinase C (PKC)6-NF-xB pathway and, as a result, the expression of
inflammatory markers (IL-6, TNF-a) was not induced (13). In addition, the lack of effect
of oleate on inflammation could be also attributed to its effects on TLR-2 signaling,
since it has been reported that unsaturated FFAs do not activate this pathway (6).
Therefore, oleate, in contrast to palmitate, is not pro-inflammatory. Interestingly, oleate,

even at a lower concentration (0.3 mM), abolished the induction in COX-2 and TLR-2
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mRNA levels caused by 0.5 mM palmitate. Although several mechanisms may be
involved, here we show that PPARa activation by Wy14,643 reduces palmitate-
mediated expression of COX-2 and TLR-2. In fact, in the presence of the PPARa
antagonist MK886 the effect of oleate on COX-2 mRNA levels was patrtially reversed.
These findings indicate that oleate may prevent palmitate-mediated NF-kB activation
and COX-2 mRNA up-regulation by activating PPARa, as we reported previously (13).
In fact, it is well-known that PPARa inhibits NF-xB activation through several

mechanisms (44).

Additional mechanisms not explored in this work may also contribute to prevent
palmitate-induced inflammation by oleate. In macrophages, it has been reported that
unsaturated fatty acids, including oleic acid, inhibit lauric acid-induced activation of NF-
kB and COX-2 expression (5;39;45). In the case of unsaturated fatty acids, such as
docosahexaenoic acid, the target of this inhibition was TLR-2 itself or its associated
molecules, but not downstream signaling components (5). Further research is needed
in order to determine whether oleate acts in a similar way in skeletal muscle cells to

prevent palmitate-induced inflammation.

Finally, we explored the contribution of COX-2 to the development of palmitate-induced
inflammation in skeletal muscle cells by using a selective inhibitor of this enzyme. Our
findings demonstrate that COX-2 inhibition amplifies the inflammatory process caused
by palmitate. This is consistent with previous studies showing that prostaglandin E, and

15-Deoxy-A"?"

-prostaglandin J2 inhibit TNF-o. expression in macrophages (31;46).
Therefore, these data suggest that prostaglandins can limit the acute inflammatory
process and that COX-2 inhibition may amplify it. Furthermore, inhibition of COX-2 may

increase the availability of arachidonic acid to be transformed by lipooxygenase and

cytochrome P450 and by no enzymatic oxidative modification (24). The increase in
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these transformations may lead to enhanced synthesis of active compounds that may
modulate the inflammatory process. Thus, 12-lypoxygenase and its major product 12-
HETE have been reported to increase the expression of IL-6 and TNF-ain
macrophages (32). Likewise, the product of the cytochrome P450 hydroxylase, 20-
HETE, stimulates NF-xB and the production of inflammatory cytokines in human
endothelial cells (33). Our findings suggest that the increase in inflammation and insulin
resistance attained by COX-2 inhibition in palmitate-exposed cells is caused by the
reduction in PGE,, since co-incubation with this prostaglandin prevent these changes.
PGEZ2, the best known and most well-studied PG, plays a critical role in inflammation.
However, its role is complex, and both pro- and anti-inflammatory properties have been
reported for this prostaglandin. For instance, most of the effects of PGE2 in
macrophages are anti-inflammatory (47). Interestingly, peritoneal macrophages from
diabetes-prone Bio-Breeding (BB) rats secret more TNF-a than macrophages from
diabetes-resistant BB or normal Wistar rats (48) and this increase secretion has been
related to a defect in PGE; production, making feedback inhibition by this prostaglandin
insufficient and leading to prolonged secretion of TNF-a. In addition, in dendritic cells it
has been reported that COX-2-generated PGE; also inhibits IL-6 and TNF-a, production

(49).

In contrast to the effects of PGE,, our findings make unlikely the involvement of 12-
HETE and 20-HETE in the increase in inflammation and insulin resistance after COX-2

inhibition in palmitate-exposed skeletal muscle cells.

Based on the data shown here, we hypothesize that during acute inflammation COX-2
up-regulation leads to increased synthesis of prostaglandin E, which limit the
extension of inflammation by reducing the expression of IL-6 and TNF-a. Since COX-2
expression is under the control of NF-xB, the more potent the inflammatory process the

higher the synthesis of these prostaglandins. Likewise, those strategies which reduce
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inflammation (oleate and PPAR activators) also down-regulate the expression of COX-
2 and the synthesis of these prostaglandins. Whilst the action of these prostaglandins
may limit the extension of acute inflammation, it is probable that when inflammation

becomes chronic, COX-2 up-regulation contributes to an increase in inflammation.

To summarize, the findings of this study imply the possibility that cellular expression of
COX-2 and TLR-2 in skeletal muscle cells can be differentially regulated by palmitate
and oleate which, in turn, can be altered by the kinds of dietary fats consumed. Further,
COX-2 inhibition enhances palmitate-induced inflammation in skeletal muscle cells,
suggesting that prostaglandin synthesis may attenuate this process, at least during the

acute phase of the inflammatory process.
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FIG. 1. Palmitate increases the expression of inflammatory genes and TLR-2 in
skeletal muscle cells. Time course of palmitate effects on COX-2, TNF-a, IL-6 (A) and
TLR-2 and TLR-4 (B) in C2C12 myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for the
indicated time points. Total RNA was isolated and analyzed by RT-PCR. A
representative autoradiogram and the quantification normalized to the APRT mRNA
levels are shown. Data (means + S.D. of five independent experiments) are expressed
as the relative increase to control (Ct) cells at the same time point. **p<0.01 and

***p<0.001 vs control cells.
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FIG. 2. The palmitate-mediated induction of TLR-2 mRNA levels does not require COX-
2 activity. Analysis of the mRNA levels of TLR-2 (A) and COX-2 (B) in C2C12
myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for 8 h in the absence or in the presence of
the specific COX-2 inhibitor NS-398 (10 uM). Total RNA was isolated and analyzed by
RT-PCR. A representative autoradiogram and the quantification normalized to the
APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as means + S.D. of six
independent experiments. C, Determination by EIA of PGE, secretion to the culture
media in C2C12 myotubes. **p<0.01 and ***p<0.001 vs. control cells. #p<0.01 vs

palmitate-treated cells.
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FIG. 3. NF-«B inhibition prevents palmitate-mediated induction of COX-2 (A) and TLR-
2 (B) mRNA levels in skeletal muscle cells. Analysis of the mRNA levels in C2C12
myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for 8 h in the absence or in the presence of
the specific NF-xB inhibitor parthenolide (10 uM). Total RNA was isolated and analyzed
by RT-PCR. A representative autoradiogram and the quantification normalized to the
APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as means = S.D. of six

independent experiments. ***p<0.001 vs control cells. #p<0.01 and *p<0.001 vs.

palmitate-treated cells.
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FIG. 4. Oleate prevents palmitate-mediated induction of COX-2 (A) and TLR-2 (B)
mMRNA levels in skeletal muscle cells. Analysis of the mRNA levels in C2C12 myotubes
incubated for 8 h in the presence or absence of different fatty acids (0.5 mM palmitate,
0.5 mM oleate or 0.5 mM palmitate supplemented with 0.3 mM oleate). Total RNA was
isolated and analyzed by RT-PCR. A representative autoradiogram and the
quantification normalized to the APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as
means + S.D. of six independent experiments. **p<0.01 and ***p<0.001 vs control

cells. #p<0.05, #p<0.01 and *#p<0.001 vs. palmitate-treated cells.
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FIG. 5. Oleate prevents the palmitate-mediated increase in COX-2 mRNA levels by

activating PPARa. Analysis of the mRNA levels of COX-2 (A) and TLR-2 (B) in C2C12

myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for 8 h in the absence or in the presence of

the PPARa activator Wy14,643 (10 uM). C, Analysis of the mRNA levels of COX-2 in

C2C12 myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for 8 h in the absence or in the

presence of different fatty acids (0.5 mM palmitate, 0.5 mM oleate or 0.5 mM palmitate

supplemented with 0.3 mM oleate) and the PPARa antagonist MK886 (10 uM). Total

RNA was isolated and analyzed by RT-PCR. A representative autoradiogram and the

quantification normalized to the APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as

means + S.D. of six independent experiments. **p<0.01 and ***p<0.001 vs. control

cells. #p<0.05, #p<0.01 and *#p<0.001 vs. palmitate-treated cells.
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FIG. 6. COX-2 inhibition increases IL-6 and TNF-a mRNA levels in palmitate-exposed
skeletal muscle cells. Analysis of the mRNA levels of IL-6 (A) and TNF-a (B) in C2C12
myotubes incubated with 0.5 mM palmitate for 16 h in the absence or in the presence
of the specific COX-2 inhibitor NS-398 (10 uM). Total RNA was isolated and analyzed
by RT-PCR. A representative autoradiogram and the quantification normalized to the
APRT mRNA levels are shown. Data are expressed as means = S.D. of six
independent experiments. C, Determination by ELISA of IL-6 secretion to the culture
media in C2C12 myotubes. **p<0.01 and ***p<0.001 vs. control cells. *#p<0.001 vs.

palmitate-treated cells.
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FIG. 7. PGE; prevents inflammation and insulin resistance caused by COX-2 inhibition

in palmitate-exposed skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for 16
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hours in the presence or absence of 0.5 mM palmitate, NS-398 (10 uM), PGE, (1 uM ),
17-ODYA (20 pM), baicalein (20 uM), 12-HETE (1 pM) or 20-HETE (1 pM). A, An
autoradiograph of EMSA performed with a *?P-labeled NF-xB nucleotide and crude
nuclear protein extract (NE) is shown. Specific complexes, based on competition with a
molar excess of unlabeled probe, are shown. A supershift analysis performed by
incubating NE with an antibody directed against the p65 subunit of NF-xB is also
shown. B, TNF-a mRNA levels. Total RNA was isolated and analyzed by RT-PCR. A
representative autoradiogram and the quantification normalized to the APRT mRNA
levels are shown. Data are expressed as means + S.D. of six independent
experiments. *p<0.05 vs. control cells. *p<0.05 vs. palmitate-treated cells. C, PGE,
restores insulin-stimulated Akt phosphorylation caused by COX-2 inhibition. Cell
lysates were assayed for Western-blot analysis with antibodies against total and

phospho-Akt (Ser473). The blot data are the result of three separate experiments.
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Els nivells elevats d’AGL s’han relacionat amb un estat de baixa inflamacié
cronica i amb I"aparicié de RI al muscul esquelétic. En aquestes condicions, |"entrada
excessiva d’AGL al muscul excedeix la capacitat oxidativa d"aquest, tot provocant una
acumulacié de lipids en forma de DAG que és capac¢ d activar la PKC-0. Aquesta, al
seu torn pot fosforilar cinases que regulen de manera negativa |I"accié de la insulina.
Per tal devitar I"'acumulacié de DAG intramiocel-lular i millorar la Rl induida per lipids
s’ha proposat com a possible estratégia la induccié de la B-oxidacié mitocondrial. En
aquest sentit, ha estat descrit que un increment dels nivells de CPT-1, el qual regula
I"entrada dels AGcL a l'interior del mitocondri per ser oxidats, seria util per a prevenir
I"aparicio de RI i inflamacié. Actualment PPARa i PPARy son dianes de farmacs
hipolipemiants i antidiabétics respectivament, pero de PPARS només es coneix que
millora el catabolisme lipidic i evita |I"aparici6 d obesitat. ElI paper que juga aquest
subtipus de PPAR en la inflamacié i la RI induides per lipids en mascul esquelétic no

esta ben establert.

Per aquest motiu, I"'objectiu d"aquest treball ha estat determinar els efectes del
GW501516, un agonista PPARS, sobre la inflamacié i la Rl induides per I'AG saturat

palmitat en cél-lules musculars esquelétiques.

Els resultats obtinguts evidencien que el palmitat incrementa I"acumulacié de
DAG intramiocel-lular i I'activacié de la PKC-6, la qual promou la fosforilacio de la IRS-
1 en posicié serina 307 i augmenta |'expessié de la citocina inflamatoria IL-6. El
tractament de les cel-lules amb |I"agonista GW501516 aconsegueix evitar la inflamacio
i la Rl induides pel palmitat. Aquests efectes semblen ser consequiéncia d'una
reduccié en I"'acumulacié de DAG en les cél-lules exposades a palmitat. L activacié de

PPARS evitaria aquesta acumulacié incrementant |I'expressié de gens implicats en el
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metabolisme dels AG, com la CPT-1 i la PDK-4, i afavorint |"activacié/fosforilacié de
I"”AMPK. Com a resultat d"aquests canvis, el GW501516 reduiria la disponibilitat d"AG
per formar DAG. A la vegada, la reduccié de DAG evitaria |"activacié de la via DAG-

PKC-0-NF-kB i I'increment dels nivells de IL-6.

En resum, podem concloure que l|‘agonista PPARS, GW501516, evita la
inflamacié i la RI provocades pel palmitat en célllules musculars esquelétiques

mitjangant ["'augment de la B-oxidacié mitocondrial.
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Objective- Elevated plasma free fatty acids cause insulin resistance in skeletal muscle
through the activation of a chronic inflammatory process. This process involves nuclear
factor (NF)-xB activation as a result of diacylglycerol (DAG) accumulation and
subsequent Protein Kinase C8 (PKCB8) phosphorylation. At present it is unknown
whether Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR)S activation prevents fatty

acid-induced inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells.

Research Design and Methods and Results- In C2C12 skeletal muscle cells, the
PPARS agonist GW501516 prevented phosphorylation of IRS-1 at Ser’*® and the
inhibition of insulin-stimulated Akt phosphorylation caused by exposure to the saturated
fatty acid palmitate. Treatment with the PPARS agonist enhanced the expression of
two-well known PPAR®&-target genes involved in fatty acid oxidation, carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT-1) and pyruvate dehydrogenase kinase 4, and also the
phosphorylation of AMPK. In agreement with these changes, GW501516 treatment
reversed the increase in DAG and PKCBO activation caused by exposure to palmitate.
These effects were abolished in the presence of the CPT-1 inhibitor etomoxir, thereby
indicating that increased fatty acid oxidation was involved in the changes observed.
Consistent with these findings, PPARS activation by GW501516 blocked palmitate-
induced NF-«xB DNA-binding activity. Likewise, drug treatment inhibited the increase in
interleukin 6 expression caused by palmitate in C2C12 and human skeletal muscle

cells as well as the protein secretion of this cytokine.

Conclusions- These findings indicate that PPARS attenuates fatty acid-induced NF-kB
activation and the subsequent development of insulin resistance in skeletal muscle
cells by reducing DAG accumulation. Our results point to PPARS activation as a

pharmacological target to prevent insulin resistance.
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Numerous studies have consistently demonstrated that elevated plasma free fatty
acids (FFA) cause insulin resistance in diabetic patients and in nondiabetic subjects (1-
4). The mechanisms underlying this association are currently unclear, but accumulating
evidence points to a link between enhanced FFA levels and activation of a chronic
inflammatory process (5). FFA-induced insulin resistance affects mainly skeletal
muscle since this tissue accounts for most insulin-stimulated glucose utilization. Once
fatty acids are taken up by skeletal muscle cells they are either stored as fatty acid
derivatives or undergo B-oxidation in the mitochondria. In the presence of high plasma
FFA, fatty acid flux in skeletal muscle cells exceeds its oxidation, thereby leading to the
accumulation of fatty acid derivatives, such as diacylglycerol (DAG), which can then
activate a number of different serine kinases that negatively regulate insulin action.
Thus, DAG is a potent allosteric activator of protein kinase C8 (PKCB), which is the
most abundant PKC isoform in skeletal muscle (6-8). This PKC isoform inhibits the
action of insulin by phosphorylating certain serine residues on insulin receptor
substrate 1 (IRS1), including Ser®® in the rodent IRS-1 protein (reviewed in ref. (9)).
This phosphorylation impairs insulin-receptor signaling through several distinct
mechanisms (10). PKC6 also impairs insulin sensitivity by activating another serine
kinase, IkB kinase B (IKKB) (11). In addition to phosphorylating IRS-1 in Ser®”, IKKp
phosphorylates kB, thus activating the pro-inflammatory transcription factor nuclear
factor (NF)-kB, which has been linked to fatty acid-induced impairment of insulin action
in skeletal muscle in rodents (12,13). Once activated, NF-xB regulates the expression
of multiple inflammatory mediators, including interleukin 6 (IL-6). This cytokine
correlates strongly with insulin resistance and type 2 diabetes (14-16) and its plasma
levels are increased 2-3 fold in patients with obesity and type 2 diabetes compared with

lean control subjects (15).
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Accumulation of fatty acid derivatives can be attenuated by the mitochondrial B-
oxidation process. The rate-limiting step for B-oxidation of long-chain fatty acids is their
transport into mitochondria via carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1). The activity of
this enzyme is inhibited by malonyl-CoA, the product of acetyl-CoA carboxylase, which,
in turn, is inhibited by the AMP-activated protein kinase (AMPK). Interestingly,
activation of fatty acid oxidation by over-expressing CPT-1 in cultured skeletal muscle
cells (17) and in mouse skeletal muscle (18) improves lipid-induced insulin resistance.
These observations indicate that this approach may provide a valid therapeutic strategy

to prevent this pathology.

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 6 (PPARS) activation has recently been
proposed as a potential treatment for insulin resistance and the metabolic syndrome
(19). PPARs are members of the nuclear receptor superfamily of ligand-inducible
transcription factors that control systemic fatty acid metabolism by transcriptional
activation of target genes. In addition, PPARs suppress inflammation through diverse
mechanisms, such as the reduced release of the inflammatory factors or the
stabilization of repressive complexes at inflammatory gene promoters (20). Of the three
PPAR isotypes in mammals, PPARa (NR1C1) (21) and PPARy (NR1C3) are the
targets for hypolipidemic (fibrates) and anti-diabetic (thiazolidinediones) drugs,
respectively. Finally, activation of the third isotype, PPARS (NR1C2), by high-affinity
ligands (including GW501516) enhances fatty acid catabolism in adipose tissue and
skeletal muscle, thereby delaying weight gain (for review see 19). Moreover, transgenic
mice that selectively express a constitutive active form of PPARS in adipose tissue
display a lean phenotype and are protected from high-fat diet-induced and genetically
predisposed obesity. In contrast, PPAR&S-deficient mice challenged with a high-fat diet
show reduced energy uncoupling and are prone to dramatic weight gain (22). However,

no information is available on whether PPARS ligands prevent fatty acid-induced
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inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells. Here we examined the
effect of PPARS activation by GW501516 on these fatty acid-induced metabolic
disorders in skeletal muscle cells. Our results demonstrate that the improvement in
insulin sensitivity attained after PPARGS activation in fatty acid-exposed skeletal muscle
cells was associated with the capacity of this ligand to prevent DAG accumulation and
the subsequent activation of the pro-inflammatory pathway PKCB-NF-«B. In support of
this, PPARS activation by GW501516 blocked the increase in IL-6 expression and
secretion induced by fatty acid exposure. Overall, our findings indicate that PPARGS is a
molecular target to impede lipid induced-inflammation in skeletal muscle cells and the

metabolic alterations associated with this process, such as insulin resistance.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Materials. The PPARp/5 ligand GW501516 was from Biomol Research Labs Inc.

(Plymouth Meeting, PA). Other chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO).

Cell culture.
Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 units/ml
penicillin and 50 ug/ml streptomycin. When cells reached confluence, the medium was
switched to the differentiation medium containing DMEM and 2% horse serum, which
was changed every other day. After 4 additional days, the differentiated C2C12 cells
had fused into myotubes. Lipid-containing media were prepared by conjugation of
palmitic acid with fatty acid-free bovine serum albumin, using a method modified from
that described by Chavez et al. (23). Briefly, palmitic acid was dissolved in ethanol and
diluted 1:100 in DMEM containing 2% (w/v) fatty-acid-free bovine serum albumin.
Myotubes were incubated for 16 h in serum-free DMEM containing 2% fatty acid-free
bovine serum albumin (control cells) or palmitate-conjugated bovine serum albumin in
either the presence or absence of GW5015161 (with an additional pre-incubation
period of 8 h with the drug). Following incubation, RNA or protein were extracted from
myotubes as described below. Culture supernatants were collected and the secretion

of IL-6 was assessed by ELISA (Invitrogen).

Biopsies, from gastrocnemius and peronseus muscles, were obtained during surgery
from four donors with no muscle disease. The biopsies were obtained with the approval
of the Ethics Committee of the Hospital Vall d’Hebrén, Barcelona, Spain, and with the
informed consent of the subjects concerned. Myoblast cell populations were isolated
from the muscle biopsies by the explant culture technique (24) as described in Garcia-

Martinez et al. (25). Myoblasts were grown in DMEM/M-199 medium (3:1, v/v), with
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10% (v/v) FBS (fetal bovine serum), 10 pg/ml insulin, 4 mM glutamine, 25 ng/ml
fibroblast growth factor and 10 ng/ml epidermal growth factor. Immediately after
myoblast fusion, the medium was replaced by DMEM/M-199 devoid of growth factors
and glutamine and with 10% FBS. Twenty-four hours before experiments, cells were

depleted of insulin and FBS.

Measurements of MmRNA. Levels of mRNA were assessed by the reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) as previously described (26). Total
RNA was isolated using the Ultraspec reagent (Biotecx, Houston). The total RNA
isolated by this method is non-degraded and free of protein and DNA contamination.
The sequences of the sense and antisense primers used for amplification were: mouse
IL-6, 5-TCCAGCCAGTTGCCTTCTTGG-3 and 5-TCTGACAGTGCATCATCGCTG-3;
human IL-6, 5-AAGATGTAGCCGCCCCACACA-3 and 5-
TCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG-3; Pdk-4, 5-~AGGTCGAGCTGTTCTCCCGCT-3 and
5-GCGGTCAGGCAGGATGTCAAT-3; Cpt-1, 5-TTCACTGTGACCCCAGACGGG-3’
and 5-AATGGACCAGCCCCATGGAGA-3’; and adenosyl phosphoribosyl! transferase
(Aprt), 5-GCCTCTTGGCCAGTCACCTGA-3’ and 5-CCAGGCTCACACACTCCACCA-
3’. Amplification of each gene yielded a single band of the expected size (mouse IL-6:
229 bp, human IL-6: 151 bp, Pdk-4: 167 bp, Cpt-1: 222 bp and Aprt: 329 bp).
Preliminary experiments were performed with various amounts of cDNA to determine
non-saturating conditions of PCR amplification for all the genes studied. Therefore,
under these conditions, relative quantification of mRNA was assessed by the RT-PCR
method used in this study (27). Radioactive bands were quantified by video-
densitometric scanning (Vilbert Lourmat Imaging). The results for the expression of

specific mMRNAs are presented relative to the expression of the control gene (Aprt).
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Isolation of nuclear extracts. Nuclear extracts were isolated as previously described
(28). Cells were scraped into 1.5 ml of cold phosphate-buffered saline, pelleted for 10
sec and resuspended in 4004l of cold Buffer A (10mM HEPES pH 7.9 at 4°C, 1.6mM
MgCl,, 10mM KCI, 0.5mM DTT, 0.2mM PMSF, and 5ug/ml aprotinin) by flicking the
tube. Cells were allowed to swell on ice for 10 min, and then vortexed for 10 sec.
Samples were then centrifuged for 10 sec and the supernatant fraction was discarded.
Pellets were resuspended in 50ul of cold Buffer C (20mM HEPES-KOH pH 7.9 at 4°C,
25% glycerol, 420mM NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT, 0.2mM PMSF,
5ug/ml aprotinin and 2ug/ml leupeptin) and incubated on ice for 20 min for high-salt
extraction. Cellular debris was removed by centrifugation for 2 min at 4°C and the
supernatant fraction (containing DNA-binding proteins) was stored at — 80°C. Nuclear

extract concentration was determined by the Bradford method.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). EMSA was performed using double-
stranded oligonucleotides (Promega, Madison, WI) for the consensus binding site of
the NF-kB nucleotide (5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3') and PPAR (5-
CAAAACTAGGTCAAAGGTCA-3’). Oligonucleotides were labeled in the following
reaction: 2 ul of oligonucleotide (1.75 pmol/ul), 2 ul of 5x kinase buffer, 1 ul of T4
polynucleotide kinase (10 U./ul), and 2.5 pl of [y->*P] ATP (3000 Ci/mmol at 10 mCi/ml)
incubated at 37°C for 1 h. The reaction was stopped by adding 90 ul of TE buffer (10
mM Tris-HCI pH 7.4 and 1 mM EDTA). To separate the labeled probe from the
unbound ATP, the reaction mixture was eluted in a Nick column (Amersham) following
the manufacturer’s instructions. Eight micrograms of crude nuclear protein was
incubated for 10 min on ice in binding buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM KCI, 0.5
mM DTT, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 5% glycerol, 5 mg/ml BSA and 50 pg/ml poly(dI-dC)),

in a final volume of 15 ul. Labeled probe (approximately 60,000 cpm) was added and
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the reaction was incubated for 15 min at 4°C (NF-xB) or at room temperature (PPRE).
Where indicated, specific competitor oligonucleotide was added before the labeled
probe and incubated for 10 min on ice. p65 antibody was added 15 min before
incubation with the labeled probe at 4°C. Protein-DNA complexes were resolved by

electrophoresis at 4°C on a 5% acrylamide gel and subjected to autoradiography.

Measurement of DAG. DAG levels were measured by the DAG kinase method, as

described elsewhere (29).

Immunoblotting. To obtain total proteins, C2C12 myotubes were homogenized in cold
lysis buffer (5 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 5.4 ug/ml aprotinin). The homogenate was
centrifuged at 10,000 g for 30 min at 4°C. Protein concentration was measured by the
Bradford method. Total and nuclear proteins (30 ug) were separated by SDS-PAGE on
10% separation gels and transferred to Immobilon polyvinylidene difluoride membranes
(Millipore, Bedford, MA). Western blot analysis was performed using antibodies against
total and phospho-PKC6 (Thr®) (Cell Signaling Technology Inc., MA), total (Santa
Cruz Biotechnology, CA) and phospho-Akt (Ser*’), total and phosphor-AMPK (Thr'"?),
total and phospho-IRS1 (Ser’®) (Cell Signaling), IkBa (Santa Cruz) and B-actin
(Sigma). Detection was achieved using the EZ-ECL chemiluminescence detection kit
(Biological Industries, Beit Haemek Ltd., Israel). The equal loading of proteins was
assessed by red phenol staining. The size of proteins detected was estimated using

protein molecular-mass standards (Invitrogen, Barcelona, Spain).
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Statistical Analyses. Results are expressed as means + S.D. of 6 separate
experiments. Significant differences were established by one-way ANOVA using the
GraphPad Instat programme (GraphPad Software V2.03) (GraphPad Softwware Inc.,
San Diego, CA). When significant variations were found, the Tukey-Kramer multiple

comparisons test was applied. Differences were considered significant at P<0.05.
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RESULTS

PPARG activation prevents palmitate-induced insulin resistance in C2C12 skeletal

muscle cells

We first examined the effects of the PPARS agonist GW501516 on palmitate-induced
insulin resistance, which was assessed as the increase in the phosphorylation status of
IRS-1 on Ser®” and the inhibition of insulin-stimulated Akt phosphorylation. As

expected, insulin increased the phosphorylation of Akt at Ser*’

, an effect that was
inhibited when cells were exposed to 0.5 mM palmitate for 16 h (Figure 1A). In
contrast, in the presence of GW501516 the effect of the saturated fatty acid was
attenuated. Skeletal muscle cells exposed to palmitate also showed enhanced

phosphorylation of IRS-1 at Ser®”, whereas in the presence of GW501516 this effect

was blocked (Figure 1B).

PPARG activation increases the expression of genes involved in fatty acid oxidation

and AMPK phosphorylation

Increased fatty acid oxidation may prevent DAG accumulation and attenuate the
consequent fatty acid-induced inflammation and insulin resistance in skeletal muscle
cells (17,18). Under our experimental conditions, we first performed EMSA to examine
whether GW501516 increased PPARS activity. Incubation of a **P-labeled PPRE
(Peroxisome Proliferator Response Element) probe and nuclear extracts from C2C12
myotubes rendered two main complexes (I and IlI) (Figure 2A). Competition studies
performed with a molar excess of unlabeled probe revealed that both complexes
represented specific PPRE-protein interactions. Cells exposed to palmitate showed a
similar pattern of DNA-protein complexes to that observed in control cells, whereas in

the presence of palmitate plus GW501516 the PPAR DNA-binding activity of complex |
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was increased. Next, we evaluated the expression of two well-known PPARG&-target
genes (30) involved in fatty acid oxidation, Cpt-1, which catalyzes the rate-limiting step
in mitochondrial fatty acid oxidation, and pyruvate dehydrogenase kinase 4 (Pdk-4), a
key enzyme that mediates the shift from glycolytic to fatty acid oxidative metabolism.
Exposure to palmitate caused a slight increase in Cpt-1 mRNA levels compared to
control cells, although it did not reach statistical significance (Figure 2B). In contrast,
GW501516 increased Cpt-1 (2.4-fold increase, p<0.05 vs control cells) and Pdk-4 (3.3-
fold increase vs control and palmitate-exposed cells) mRNA levels (Figures 2B and C).
These findings are consistent with previous studies reporting that PPARS activation by
GW501516 increases fatty acid oxidation in skeletal muscle cells (30-33) through a
transcriptional mechanism. In addition, AMPK phosphorylation was increased by

GW501516 (Figure 2D), as reported in previous studies (33,34).

PPARG activation prevents DAG accumulation and PKCO phosphorylation in palmitate-

exposed skeletal muscle cells

Since DAG accumulation in skeletal muscle cells exposed to palmitate is the first step
leading to palmitate-induced insulin resistance and inflammation, we next assessed the
capacity of GW501516 to prevent DAG accumulation. In agreement with previous
studies (23,35), skeletal muscle cells exposed to palmitate showed enhanced DAG
levels compared to control cells (Figure 3A). When palmitate-exposed cells were
treated with the PPARGS specific agonist DAG levels decreased. The mechanism by
which GW501516 prevented DAG accumulation appears to involve increased fatty acid
oxidation since in the presence of etomoxir, an irreversible inhibitor of Cpt-1, the effect
of this PPARS agonist was blunted. Consistent with the changes in the levels of DAG,
exposure to palmitate increased the phosphorylated levels of PKCB, in contrast to cells

exposed to BSA (Figure 3B), and GW501516 treatment prevented the increase in
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PKC6 phosphorylation. Co-incubation of palmitate-exposed cells with GW501516 and

etomoxir reversed the effect of the former on the phosphorylation levels of PKCO.

PPAR¢ activation prevents NF-xB activation and IL-6 expression and secretion in

palmitate-exposed skeletal muscle cells

PKC6 has the unique ability among PKC isoforms to activate the pro-inflammatory
nuclear factor NF-xB (6). PKC6O phosphorylation leads to the activation of IKKB, which
in turn phosphorylates and degradates IxBa, thus releasing and activating NF-«B.
Exposure to palmitate caused a decrease in IkBa protein levels, an effect that was
blocked by GW501516 treatment (Figure 4A). To demonstrate that GW501516
prevented palmitate-induced NF-kB activation, we carried out EMSA. The NF-xB probe
formed two main complexes when incubated with nuclear extracts (Figure 4B). The
specificity of the DNA-binding complexes was assessed in competition experiments by
adding an excess of unlabeled NF-kB oligonucleotide. Cells exposed to palmitate
showed enhanced NF-kB DNA-binding activity, whereas cells exposed to palmitate and
treated with GW501516 showed a remarkable reduction in the binding. Addition of
antibody against the p65 subunit of NF-«xB caused a supershift in the complex, thereby

indicating that this band consisted mainly of this subunit.

NF-xB activation in skeletal muscle cells in response to palmitate leads to enhanced
expression and secretion of several of pro-inflammatory cytokines, including IL-6, that
contribute to the development of insulin resistance (36,37). We then assessed whether
GW501516 prevented palmitate-induced IL-6 expression and secretion. Palmitate
strongly induced IL-6 mRNA levels, whereas in the presence of GW5015161 a
significant reduction in the transcript levels of this cytokine was observed (Figure 5A).

Again, in the presence of etomoxir the effect of GW501516 was abolished, thereby
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indicating that the PPARGS agonist acts through an increase in fatty acid oxidation. In
support of the changes observed in IL-6 expression, the secretion of this cytokine to
the culture media was strongly increased by palmitate treatment and this effect was
abolished by GW501516 treatment. Finally, we explored whether GW501516
prevented palmitate-mediated NF-xB activation in human myotubes by measuring IL-6
mRNA levels. Palmitate significantly increased IL-6 mRNA levels, whereas GW501516

blocked the up-regulation of the expression of this cytokine (Figure 5C).

168



RESULTATS

DISCUSSION

Insulin resistance in skeletal muscle correlates more strongly with intramuscular lipid
levels than with any other factor, including BMI or percentage body fat (38,39). Several
lines of evidence indicate that activation of PPARS enhances insulin sensitivity
(22,30,34,40-42). However, the mechanisms behind these effects remain to be
elucidated. Here, we examined the effects of the specific PPARS agonist GW501516, a
selective ligand for PPARGS with a 1000-fold higher affinity toward PPARS than the other
PPAR isotypes (41), on fatty acid-induced inflammation and insulin resistance in
skeletal muscle cells. Our findings demonstrate that PPARS activation by GW501516
prevents palmitate-induced DAG accumulation in these cells. Our data implicate
increased CPT-1 activity in this effect, since DAG levels were restored in the presence
of the CPT-1 inhibitor etomoxir. As a result of the increased mitochondrial oxidation of
fatty acids induced by GW501516 treatment, their availability to be accumulated in the
form of DAG would be reduced. In fact, over-expression of CPT-1 in cultured skeletal
muscle cells (17) and in mouse skeletal muscle (18) affords protection against lipid-
induced DAG accumulation, PKCO activation, IRS-1 phosphorylation (Ser*®”) and the
inhibition of insulin-stimulated Akt phosphorylation. Therefore, our findings confirm the
key role of CPT-1 in the prevention of fatty acid-induced insulin resistance and support
the use of GW501516 as a pharmacological tool to prevent DAG accumulation and

reduce the metabolic alterations derived from this process.

The reduction in intracellular DAG accumulation after GW501516 treatment involves
two mechanisms that lead to increased fatty acid oxidation. First, PPARS activation
following GW501516 treatment results in a transcriptional-mediated increase in the
expression of several genes involved in fatty acid oxidation, such as CPT-1 and PDK-4.

This observation is consistent with several studies that reported that GW501516
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treatment increases the expression of the PPARGS-target gene Cpt-1 in skeletal muscle
cells, which then leads to increased palmitate oxidation (30-33,43). Similarly,
expression of an activated form of PPARS in C2C12 skeletal muscle cells enhances
fatty acid B-oxidation (22). Interestingly, two studies have demonstrated that the
increase in CPT-1 expression and the concomitant increase in fatty acid oxidation are
also observed in human skeletal muscle (44,45). Second, GW501516 also increased
AMPK phosphorylation/activation, a mechanism that might also favor palmitate
oxidation. This kinase is a metabolic sensor that detects low ATP levels and in turn
increases oxidative metabolism (46), by reducing the levels of malonyl-CoA, which
inhibits CPT-1 activity. AMPK activation after GW501516 treatment in skeletal muscle
cells has been reported to be associated with the increase in the AMP:ATP ratio
following drug treatment and is independent of PPARS activation (33). Kramer et al.
(33) demonstrated that the increase in fatty acid oxidation in human skeletal muscle
cells following GW501516 treatment relies on both mechanisms, although some

authors did not report AMPK activation after treatment with this drug (32).

Intramuscular lipid accumulation may lead to inflammation, which is linked to the
development of type 2 diabetes (5). The key point in the activation of the pro-
inflammatory pathway appears to be the accumulation of DAG. Accumulation of this
lipid mediator allows the activation of PKCO, which could lead to insulin resistance by
phosphorylating IRS-1 (Ser*®’) or by activating the pro-inflammatory transcription factor
NF-kB. Consistent with the reduction in DAG, GW501516 prevented the increase in
PKCB8 activation in palmitate-exposed cells. The observation that PKC6 knockout mice
are protected from fat-induced insulin resistance (47) demonstrates the participation of
this kinase in the development of this pathology. GW501516 also blocked the

palmitate-induced reduction in IkBa protein levels caused by palmitate and the
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consequent increase in NF-kB DNA-binding activity and IL-6 expression and secretion.
This effect may be related to the decrease in DAG accumulation and the subsequent
inhibition of PKCB. However, we cannot rule out additional mechanisms. Thus, we (48)
and others (49) have previously proposed that PPARGS activation inhibits NF-kB
activation in cardiac cells by either promoting a protein-protein interaction between
PPARS and the p65 subunit of NF-kB or by increasing the expression of the NF-xB

inhibitor lxBa..

On the basis of the finding that GW501516 treatment prevented palmitate-induced IL-6
expression in human skeletal muscle cells, we propose that this drug may also prevent
fatty acid-induced NF-xB activation in humans. Since it has been reported that
GW501516 increases CPT-1 expression and palmitate oxidation in human skeletal
muscle (44,45), this is consistent with the role of increased CPT-1 expression in the

prevention of DAG accumulation and NF-kB activation.

In summary, on the basis of our findings we propose that the PPARGS activator
GW501516 prevents fatty acid-induced insulin resistance and inflammation in skeletal
muscle cells by preventing DAG accumulation, thereby impeding PKC6 activation and
the subsequent activation of NF-xB and the production of pro-inflammatory cytokines
involved in the development of insulin resistance. These effects of GW501516 may

provide a potential therapeutic strategy to prevent lipid-induced insulin resistance.
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FIG. 1. The PPARGS agonist GW501516 prevents palmitate-induced impairment of the
insulin-signaling pathway in skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for
16 h in the presence or absence of 0.5 mM palmitate and 5 yM GW501516. When
indicated cells were treated with 100 nM insulin for 10 min. Cell lysates were assayed
for Western-blot analysis with antibodies against (A) total and phospho-Akt (Ser*’®) and
(B) total and phospho-IRS1 (Ser®”). The blot data are representative of three separate
experiments. CT: control cells. PAL: Palmitate-exposed cells. &&&p<0.001, &&p<0.01
vs control cells notexposed to insulin; ***p<0.001 vs. control cells exposed to insulin;

#p<0.05 vs palmitate-exposed cells.
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FIG. 2. The PPARS agonist GW501516 increases the expression of genes involved in
fatty acid metabolism and AMPK phosphorylation. C2C12 myotubes were incubated for
16 h in the presence or absence of 0.5 mM palmitate and 5 yM GW501516. A,
Autoradiograph of EMSA performed with a *P-labeled PPRE nucleotide and nuclear
extracts (NE) from C2C12 myotubes incubated for 16 h in the presence or in the
absence of 0.5 mM palmitate and 5 yM GW501516. Two specific complexes (I to Il),
based on competition with a molar excess of unlabeled probe, are shown. The
autoradiograph data are the result of three separate experiments. Analysis of the
mRNA levels of Cpt-1 (B) and Pdk-4 (C). Total RNA was isolated and analyzed by RT-
PCR. A representative autoradiogram and the quantification normalized to the Aprt
mRNA levels are shown. Data are expressed as mean + S.D. of 6 experiments. *
P<0.05 vs. control cells, ***P<0.001 vs. control cells and ** P<0.001 vs. palmitate-
exposed cells. D, Protein levels of AMPK. Protein extracts from C2C12 myotubes were
assayed for Western-blot analysis with total and phospho-AMPK (Thr'’?) antibodies.
The blot data are representative of three separate experiments. E, Effect of palmitate
and GW501516 on fatty acid oxidation, measured as the production of 14CO2 in the
incubation medium. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 vs. control cells, and #p<0.05,

##p<0.01 vs. Palmitate exposed cells.CT: control cells. PAL: Palmitate-exposed cells.
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FIG. 3. The PPARGS agonist GW501516 prevents palmitate-induced DAG accumulation

and PKCB phosphorylation in skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were incubated

for 16 h in the presence or absence of 0.5 mM palmitate and 5 yM GW501516. When

indicated, cells were treated with 40 uM etomoxir. A, Measurement of DAG levels. Lipid

extracts were prepared and assayed for DAG as detailed under "Materials and

Methods". B, Analysis of PKCO levels. Total membrane protein extracts from C2C12

myotubes incubated in the presence or absence of fatty acids for 16 h were assayed

for Western-blot analysis with specific antibodies against total and phospho-PKC6

(Thr**®). The blot data are representative of three separate experiments. CT: Control,

PAL: Palmitate, DAG: Diacylglycerol.
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FIG. 4. The PPARS agonist GW501516 prevents palmitate-induced NF-kB activity in
skeletal muscle cells. A, Protein levels of IkBa. Protein extracts from C2C12 myotubes
IkBa. and p-actin antibodies. B,
Autoradiograph of EMSA performed with a *P-labeled NF-kB nucleotide and nuclear
protein extracts (NE). Two specific complexes, based on competition with a molar

excess of unlabeled probe, are shown. A supershift analysis performed by incubating
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FIG. 5. The PPARGS agonist GW501516 prevents palmitate-induced IL-6 expression
and secretion in skeletal muscle cells. C2C12 myotubes and human myotubes were
incubated for 16 h in the presence or absence of 0.5 mM palmitate and 5 uM
GW501516. When indicated, cells were treated with 40 uM etomoxir. Analysis of the
mRNA levels of IL-6 in C2C12 (A) and human (C) myotubes. 0.5ug of total RNA was

analyzed by RT-PCR. A representative autoradiogram normalized to the APRT mRNA

187



RESULTATS

levels is shown. B, Determination by ELISA of IL-6 secretion to the culture media in
C2C12 myotubes. Data are expressed as mean + S.D. of 6 experiments.

* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs control cells; *p<0.05 and *p<0.01 vs. palmitate-
exposed cells; ©@p<0.01, ©@@p<0.001 vs palmitate-exposed cells incubated with

GW501516.
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Nombrosos estudis corroboren I'existéncia d'una relacié entre ['excés
d’acumulacié lipidica en el mascul esqueletic i I"aparicid de Rl (Goodpaster i Kelley,
1998; Hulver i col., 2003). L aparici6 de RI s’atribueix a una elevada disponibilitat
d’AGL per part del mascul, probablement associat a una reduccié de la capacitat
oxidativa d’aquest i per tant la progressiva acumulacié de lipids intramiocel-lulars,
entre ells els TG i altres metabolits dels AG com les ceramides i el DAG (Adams i col.,
2004; Itani i col.,, 2002). A més dels efectes que produeixen sobre la via de
senyalitzaci6é de la insulina, I'increment dels AG també s ha relacionat amb un estat
d’inflamacié cronica de baixa intensitat que contribueix a |'aparicié6 de Rl i DM2
(Franckhauser i col., 2008; Wellen i col., 2005). De fet, la inhibicié de la producci6 de
mediadors inflamatoris com el TNF-o en models murins dobesitat milloren la
sensibilitat a la insulina (Uysal i col., 1997), fet que evidencia la relaci6 entre la DM2 i

la inflamacio.

Model in vitro de Rl i inflamacié: cél-lules musculars esquelétiques exposades a
I”’AG saturat palmitat

D’entre tots els AGL, un dels que s’ha relacionat més estretament amb |"aparicié
d’inflamacié i Rl és I’AG saturat palmitat (Weigert i col., 2004; Riccardi i col., 2004).
L exposici6 de les cél-lules musculars C2C12 a I'AG palmitat va provocar un augment
de I'expressio i la secrecié de la citocina inflamatoria IL-6 a partir de les 8 hores de
tractament, i de I'expressi6é de TNF-o, a partir de les 16 hores. Aquest procés
inflamatori s”inicia amb I"acumulacié del mediador lipidic DAG, el qual activa la PKC-0 i
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aquesta, al seu torn, incrementa I"activitat del factor proinflamatori NF-xB i la
consequent expressio de IL-6. Aixi mateix, I"acumulacio de DAG i la posterior activacio
de PKC-0 i IKK-B també provoca la fosforilacié de la IRS-1 en posicio Ser 307, la qual

contribueix al desenvolupament de la RI (Figura 19).
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Figura 19. Activaci6 de la via DAG-PKC-0-NF-xkB per palmitat en cél-lules
musculars esquelétiques. El palmitat, un cop a l'interior de la cél-lula, pot provocar
I"'acumulacié de DAG i I'activacié de la PKC-0. Aquesta Ultima és responsable de
I"augment de I'expressié de gens relacionats amb el procés inflamatori i I"atenuacié de

la via de senyalitzacié de la insulina.

La implicacié d"aquesta via en el desenvolupament de RI induida per lipids en el
muscul esquelétic ha estat confirmada per estudis que han demostrat que ratolins
PKC-6"" estan protegits de la Rl induida per lipids (Kim i col., 2004a). Tanmateix, Itani

i col. (2002) han demostrat la implicaci6 de la via DAG-PKC-0-NF-xB en el
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desenvolupament de RI induida per lipids en humans. Tot i que el palmitat també
promou |"acumulacié de ceramides en les cel-lules musculars, el paper que juga
aquest metabolit en el desenvolupament de la Rl i la inflamacié és, encara avui, motiu
de controversia. D'una banda, hi ha autors que afirmen que I|"acumulaci6 de
ceramides, tant intracel-lularment (Summers, 2006; Holland i Summers, 2008;
Straczkowski i col., 2007) com en plasma (Haus i col., 2009) provoca |"aparicié de R,
ja que aquestes tenen la capacitat d’inhibir la fosforilaci6 de I'’Akt. D altra banda,
estudis realitzats en humans descriuen que aquests metabolits lipidics no sén un factor
clau en el desenvolupament d"aquesta patologia (Skovbro i col., 2008), i treballs previs
realitzats pel nostre grup tampoc havien trobat cap relacié entre |'acumulacié de
ceramides i la inflamacié mediada pel palmitat en el nostre model (Jové i col., 2005a).
En resum, la inflamacié i les alteracions en la via de senyalitzacioé de la insulina que
observavem en els nostres experiments semblaven ser conseqiiéncia de I"acumulacio

de DAG i no pas de les ceramides.

No obstant, el palmitat no només és capag d activar el factor proinflamatori NF-xB
a través de I'acumulacié de DAG intracel-lular, sin6 que també ho pot fer mitjancant la
seva unio al receptor TLR-2/4 (Shi i col., 2006), receptors que Ultimament també s han

relacionat amb la Rl i la inflamacio induides per AG en muscul esquelétic.

Aquest model in vitro de RI I'hem utilitzat en aquesta Tesi Doctoral per a
desenvolupar quatre estudis que ens permetessin aprofundir en el coneixement de la
via inflamatoria i la Rl induides per I'AG saturat palmitat, aixi com també en les

possibilitats d”inhibir agquests processos.
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I. L'AG saturat palmitat disminueix els nivells d’expressi6é de PGC-la

mitjancant I"activacio de la via ERK-MAPK-NF-xB

Un dels factors que podria estar relacionat amb |"aparicié de la inflamacio i la RI
com a consequéncia de I"acumulacio de lipids intracel-lulars és el coactivador PGC-1a,
ja que esta implicat en la biogénesi mitocondrial i és capa¢ de regular gens relacionats
amb el metabolisme lipidic (Wu i col., 1999). Estudis previs havien descrit una
disminucio de I'expressié de PGC-1a en el muscul esquelétic de pacients diabétics de
tipus 2 (Patti i col., 2003), aixi com també en muscul de ratolins alimentats amb una
dieta grassa (Sparks i col., 2005). D'acord amb aquestes observacions, treballs
realitzats pel nostre grup en cél-lules musculars C2C12 tractades amb palmitat també
mostraven una disminucié de I'expressié del gen PGC-1 (Jové i col., 2004). A més,
s’havia descrit que I"'acumulacié de lipids intracel-lulars en rates Zucker obeses es
correlacionava negativament amb PGC-1la, suggerint que els lipids podien regular
I"expressio d"aquest gen (Benton i col., 2006b). Malgrat tots aquests estudis, es
desconeixia quins mecanismes estaven implicats en aquesta reducci6 de PGC-
la causada per lipids. Al seu torn, la disminucié de |'expressiéo de PGC-1la també
s’havia descrit que podia reduir I'expressié de gens mitocondrials i el consum d oxigen
en miotubs C2C12 (Crunkhorn i col.,, 2007), de manera que l'acumulacié lipidica
afectaria PGC-1la i aix0 podria afavorir de manera indirecta |"aparicié d alteracions
com la Rl o la inflamacié. En concordancia amb aquests estudis, els resultats que vam
obtenir després de tractar els miotubs amb palmitat van mostrar una disminucio tant de
I"expressio génica com de la proteina PGC-1a, perd no de PGC-1p, fet que indicava
que els efectes del palmitat sobre PGC-1a eren especifics. A diferéncia dels estudis
comentats fins el moment, altres autors no observaven canvis en |'expressiéo de PGC-

la en muscul de rates alimentades amb una dieta rica en greixos (Hancock i col.,
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2008; Garcia-Roves i col., 2007). Aquesta variabiliat dels resultats podria ser deguda a
la composicié dels AG i de la dieta o bé a la durada dels tractaments. De fet,
I"exposicié de les cél-lules C2C12 al palmitat que vam realitzar a diferents temps
mostrava que |'expressio de PGC-1a és fluctuant, ja que a les 4 hores s’observava un
augment i a les 16 hores una disminucio de I'expressié d"aguest gen, mentre que a les
8 hores no s’observaven diferéncies en |'expressié respecte les cél-lules del grup
control. Aquestes fluctuacions podrien ser atribuides a un intent de la cel-lula per
augmentar el metabolisme lipidic i compensar aixi I'excés d"AG del seu interior. De
tota manera, els resultats discordants entre els diferents estudis suggereixen que la
utilitzacié de diferents models pot ser responsable de la variabilitat observada en

I"expressio de PGC-1a.

Els treballs realitzats per tal d’indentificar el mecanisme modulador de
I"expressio de PGC-lo. semblaven indicar que I'AG palmitat redueix |"expressié
d’aquest gen mitjancant |"activacié de la via ERK-MAPK-NF-kB. De fet, s"ha descrit
gue |"exercici en humans disminueix la fosforilacié de la proteina ERK1/2 i augmenta
els nivells de PGC-1a (Watt i col., 2004), indicant que la via MEK1/2-ERK1/2 pot estar
implicada en el control de I'expressié d aquest gen. D’acord amb aquesta hipotesi,
vam observar un augment dels nivells de fosforilaci6 de les proteines MEK1/2 i
ERK1/2 després de tractar els miotubs amb palmitat. Per tal de provar la relacié entre
I'expressio de PGC-la i la via MEK1/2-ERK1/2 vam incubar les cél-lules amb
I"inhibidor de la proteina MEK1/2, U0126, juntament amb el palmitat. Tal i com
esperavem, 1"'U0126 va mantenir els nivells d"expressié de PGC-1a com a les cél-lules
control. Atesa la importancia de la inflamacié en I'aparicié de la Rl i la DM2, vam
estudiar si el factor proinflamatori NF-xB estava implicat en la regulacié de PGC-1a, ja

que estudis previs del nostre grup havien descrit que el palmitat podia induir I"activacio
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de NF-xB (Jové i col.,, 2005a). Els resultats obtinguts confirmaven que el palmitat
incrementava la unié de NF-kB a I'’ADN i que aquesta unié no s observava quan
s’inhibia la MEK1/2. Altres autors han proposat la proteina p38 MAPK, la qual també
forma part de la familia MAPK, com a possible reguladora de I'expressié de PGC-1a
(Crunkhorn i col., 2007; Akimoto i col., 2005; Palomer i col., 2009). El fet que p38
MAPK i ERK1/2 comparteixin substrats podria explicar que ambdues vies estiguessin
implicades en la regulaci6 de PGC-1la. De fet, s’ha descrit que tant ERK com p38
MAPK poden activar NF-«xB en mioblasts (Kefaloyianni i col., 2006). Des de fa anys es
coneix la relacié entre les MAPK i els PPARs, ja que s’ha descrit que |"activacié de
MEK pot fosforilar PPARy i provocar la perdua d activitat d"aquest receptor nuclear
(Camp i Tafuri, 1997). A més, diferents treballs suggereixen que ERK també pot
realitzar un efecte inhibitori sobre |"activitat de PPARa i PPARy (Pauley i col., 2002).
Se sap que els AG son lligands dels PPARs i que PPARa i PPARS, els quals sbn els
principals reguladors de I'oxidacié lipidica, també poden regular I"expressié de PGC-
la. De fet, la sobreexpressio o I'activacid6 de PPARS pot incrementar I'expressio de
PGC-1a en miotubs en cultiu (Dimopoulos i col., 2007) i en muscul esqueletic de ratoli
(Tanaka i col., 2003), i al seu torn, PGC-1a pot incrementar |'expressié de PPARS
(Hondares i col.,, 2007). A més, NF-xB també és capa¢ de reduir |"activitat de
PPAR (Ruan i col., 2003) fet que podria explicar la disminucié de |'expressié de PGC-
la després del tractament amb palmitat. D"acord amb aquest fet, vam observar que el
tractament dels miotubs amb |"agonista PPARa Wy-14643 revertia el descens de
I'expressi6 de PGC-la provocat pel palmitat, confirmant aixi que els PPARs
modulaven I'expressié d aquest gen. Contrariament, PPARS i PPARy no semblaven
estar implicats en la regulaci6 de PGC-1la. De tota manera, els nivells d expressio

d’aquest gen augmentaven lleugerament, perd no de manera significativa, quan es
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tractava amb el GW501516, fet que indicaria que potser seria necessaria una major
concentracié de farmac o un tractament més llarg per descartar o confirmar la
implicacié de PPARS en la regulacio génica de PGC-1a. Atés que s havia suggerit que
la proteina cinasa A (PKA) podia unir-se a PPARa. i PPARGS i induir-ne I"activitat basal
(Lazennec i col., 2000; Hansen i col., 20001), era logic pensar que també podria estar
implicada en la regulacié de PGC-1a. El tractament de les cel-lules amb I'inhibidor de
la PKA, H89, va confirmar aquesta hipotesi. Contrariament al que esperavem, ni les
ceramides ni la PKC semblaven estar implicades en la regulacié de PGC-1a. Estudis
posteriors han corroborat que les ceramides no regulen |'expressié d aquest gen

(Crunkhorn i col., 2007).
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Figura 2. Possibles mecanismes implicats en la regulacié de I'expressié de PGC-1a
per palmitat en cel-lules musculars esqueletiqgues. Els nivells elevats de Pal-CoA
provoquen |"activacio de la via ERK-MAPK i I"'acumulaci6é de DAG, el qual activa la via
PKC-0-NF-kB. L’induccié d’ambdues vies provoca una reduccié de I'expressié de

PGC-1la.
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II. La inhibicié de la COX-2 augmenta la resposta inflamatoria produida per

I”’AG saturat palmitat

Un altre dels factors que podria estar relacionat amb la inflamacio i,
possiblement, la Rl mediada per AG en el mascul esquelétic és I'enzim COX-2. De fet,
un estudi recent realitzat en teixit adipés de rates alimentades amb dieta grassa
mostra |"aparici6 de Rl a consequéncia de la inflamacié provocada per la COX-2
(Hsieh i col., 2009). No obstant, el paper que juga aquest enzim en la inflamacio i la RI
en muscul esquelétic no esta ben establert. Es coneix que I'expressié de la COX-2 és
regulada per NF-xB, entre altres factors de transcripcid, i que I"activitat d"aquest enzim
modula el procés inflamatori a través de la sintesi de PGs. En aquest sentit, el
tractament que vam realitzar a les cél-lules musculars amb palmitat i partenolide, el
qual és un potent inhibidor de NF-kB, disminuia |'expressié de la COX-2. Com s’ha
comentat anteriorment, I"acumulacié intracel-lular de DAG és un dels factors que
provoca |"activacié de NF-kB, perd es coneix un altre factor que pot activar aquesta via
inflamatoria: la unié dels AGL als receptors TLR-2 i TLR-4. Tant TLR-2 com TLR-4 es
consideren mediadors de la inflamacié i la Rl induida per AG (Shi i col., 2006; Senn i
col., 2006). Els nostres estudis demostraven que els TLRs, a més d’induir I"activitat
NF-xB, també podien ser regulats per aquest mateix factor de transcripcié, ja que en
preséncia de partenolide s’ evitava la induccié en |'expressié de TLR-2 causada pel
palmitat. A partir d"aquests estudis previs, voliem comprovar si els AG podien regular
I"expressio de TLR-2, TLR-4 i COX-2 i, com a consequéncia, modular el procés
inflamatori. Els resultats obtinguts després d’incubar les ceél-lules C2C12 amb I'AG
saturat palmitat durant 1, 4, 8 i 16 hores confirmaven aquesta hipotesi, ja que van
mostrar que |"expressié de TLR-2, perd no TLR-4, estava incrementada a les 8 hores.

De fet, com ja havien descrit altres autors, en aquesta linia cel-lular el TLR-2 sembla
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jugar un paper més important en el desenvolupament de la Rl induida pel palmitat que
no pas el TLR-4 (Senn i col., 2006). Pel que fa a I'expressié de la COX-2, de la
mateixa manera que |"expressié de IL-6, augmentava de forma evident a partir de les 8
hores amb un maxim d"expressio a les 16 hores. A diferéncia dels gens TLR-2, COX-2
i IL-6, els nivells d'expressi6 de TNF-o no van augmentar fins a les 16 hores
d’incubacié6 amb I'’AG. Alguns autors suggereixen que, tot i que ambdos poden
considerar-se marcadors inflamatoris, el TNF-a i la IL-6 tenen perfils biologics
diferents. Aixi, hi ha estudis que demostren que un augment puntual de la IL-6 durant
la realitzacié d exercici fisic que provoca un increment de |"oxidacié d"AG, la captacié
de glucosa mediada per la insulina, aixi com també que s’exerceixin efectes
antiinflamatoris (Carey i col., 2006; Petersen i Pedersen, 2005). Ara bé, nivells elevats i
cronics de la IL-6 han relacionat aquesta citocina amb efectes proinflamatoris i amb
I"aparicié de RI (Bastard i col., 2002). Les accions del TNF-a, en canvi, sén sempre
proinflamatories (Bruce i Dick, 2004). D"acord amb aquesta teoria, els nostres resultats
podrien indicar que la COX-2 actua de manera similar a com ho fa la IL-6 quan
exerceix els seus efectes de manera aguda, ja que el tractament de les cél-lules
musculars amb ['inhibidor selectiu de la COX-2, NS-398, juntament amb palmitat
durant un periode de temps curt, provocava un major increment de |'expressio i
secrecié de la IL-6 i de I'expressido de TNF-a. que no pas quan s’incubava amb el
palmitat sol. Fins no fa gaire es pensava que els productes sintetitzats per la COX-2,
com son les PGs, només tenien efectes proinflamatoris, perd actualment es coneix que
juguen un paper important tant a Iinici de la resposta inflamatoria com en la resolucio
de la mateixa, de manera que |'efecte antiinflamatori de la COX-2 que observavem
podia ser degut a aquest fet. En aquest sentit, algunes de les PGs produides per la
COX-2, com la 15-dPGJ, i la PGE,, s"ha descrit que poden inhibir NF-xB (Straus i col.,

2000; Gomez i col., 2005), tal i com observavem en els nostres treballs quan es
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tractaven els miotubs amb la PGE,. Pel que fa a la 15-dPGJ,, la qual és un lligand molt
potent de PPARy, pot mediar efectes antiinflamatoris com ara regular la proteina
inhibidora de NF-«xB, IxkBa (Castrillo i col., 2000). Aixi mateix, estudis realitzats per
Harizi i Norbert (2004) mostren que la PGE, té la capacitat de suprimir |"alliberament
de IL-6 i TNF-a induides per LPS en céllules dendritiques. D acord amb aquests
treballs, una reduccié de la secrecié de PGE, en preséncia de I'inhibidor de la COX-2
podria explicar per qué el tractament amb NS-398 accentuava l'increment de
I"expressio de la IL-6. A més, la PGE, podria prevenir I"aparicié de RI, ja que el
tractament amb aquesta PG revertia els efectes causats pel palmitat i I'inhibidor de la
COX-2 sobre la fosforilacio de I"Akt induida per insulina en les cél-lules C2C12. No
obstant, i tenint en compte que existeixen pocs estudis sobre el paper de les PGs en
I"aparici6 de RI, caldrien més experiments per confirmar el paper de la PGE2 en

I"aparicié de RI.

Per la seva banda, els productes generats pels enzims 12-LO i citocrom P450
hidroxilasa (12-HETE i 20-HETE), els quals s ha descrit que augmenten |"expressié de
citocines proinflamatories (Wen i col., 2007; Ishizuka i col., 2008), no semblaven estar

implicats ni en la inflamacié ni la Rl induides pel palmitat en les cél-lules C2C12.

Contrariament als efectes que produeix la COX-2 de manera aguda, la
presencia d’un increment cronic d’aquest enzim s associa a un procés inflamatori que

pot contribuir al desenvolupament de la RI (Hsieh i col., 2009).
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Figura 3. Hipotesi sobre el paper desenvolupat per I'increment agut de la COX-2 en la

inflamacié mediada pel palmitat en cél-lules musculars esquelétiques. La inhibici6 de la

COX-2 augmenta el procés inflamatori per la disminucio de la sintesi de PGE,, la qual

té efectes antiinflamatoris.

Estudi de nous mecanismes implicats en la prevencié de la inflamacié i la RI

induida per palmitat

Nombrosos treballs han associat els estats d’inflamacié cronics amb |"aparicio

de RI mediada per I'obesitat (Kohn i col., 2005; Shoelson i col., 2006; Stump i col.,

2006; Wellen i Hotamisligil, 2005). Aquesta relacié entre inflamacié i metabolisme pot

promoure el desenvolupament de malalties com la DM2 i és per aquesta rad que la

investigacié de noves estratégies terapeutiques per tractar aquestes patologies ha

prés rellevancia.
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lll. L"”AG monoinsaturat oleat prevé la inflamacié i la Rl induida per I'AG

saturat palmitat

Es coneix que els AG saturats son responsables de I'aparici6 d’estats
d’inflamacio i Rl. No obstant, no tots els AGL contribueixen de la mateixa manera a
I"aparici6 d’'aquests estats patologics, ja que diferents estudis indiquen que a
diferéncia de I'AG saturat palmitat (16:0), I'’AG monoinsaturat oleat (18:1) millora la
sensibilitat a la insulina (Ryan i col., 2000; Vessby i col., 2001). De fet, 'anomenada
“dieta Mediterrania”, la qual es caracteritza per contenir un percentatge baix d"AG
saturats (7-8%) i un percentatge alt d"’AG monoinsaturats (20%), afavoreix |"oxidacio
lipidica i redueix el risc de desenvolupar obesitat (Mendez i col., 2006). D"acord amb
aquests treballs previs, els resultats que vam obtenir després d’incubar els miotubs
amb |'oleat mostraven que aquest AG monoinsaturat no provocava |"acumulacio de
DAG i per tant no es van observar alteracions ni en la fosforilacié de la proteina IRS-1
ni d"Akt. La coincubacié de les cél-lules musculars amb els dos AG tampoc alterava la
via de senyalitzacié de la insulina, corroborant I'efecte protector de l'oleat que ja
havien observat altres grups d’investigacié (Gaster i col., 2005; Montell i col., 2001).
L"’AG monoinsaturat oleat semblaria doncs, una bona estrateégia per combatre la
inflamacié i la RI, tot i que els mecanismes responsables eren desconeguts fins ara.
Per tal d"identificar-los vam realitzar un estudi de la incorporacié dels AG a TG i DAG,
el qual va mostrar que |‘oleat promovia la incorporacid del palmitat a TG.
L acumulaci6 de TG evitava la formacié de DAG, fet que s"ha relacionat amb un efecte
protector que mantindria la sensibilitat a la insulina (Yu i col., 2002; Listenberger i col.,
2003). El motiu de I'acumulacié de DAG, i no de TG quan s exposaven les cél-lules a
un AG saturat com és el palmitat no es coneix amb exactitud, tot i que sembla que

podria deure’s a:
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1) alteracions de I'enzim DGAT, el qual és responsable de la sintesi de TG a partir de

DAG (Stone i col., 2004).

2) disminucié de I"oxidacio dels AG (Dobbins i col., 2001).

D acord amb la primera hipotesi, la incubacio de les cel-lules musculars amb
palmitat va provocar una disminucié de I'expressié del gen DGAT-2, perd no de
DGAT-1, que podia ser responsable de l"acumulaci6 de DAG. D’altra banda,
I"expressio d"aquest gen no es veia afectada en les cel-lules incubades amb oleat o
amb els dos AG, on els lipids s"acumulaven més en forma de TG que no pas de DAG.
De fet, ja s"havia observat que la sobreexpressio de DGAT-1 augmentava la sintesi de

TG i prevenia la Rl induida per AG en muscul esquelétic de ratolins (Liu i col., 2007).

Pel que fa a la segona hipotesi, relacionada amb [|'oxidacié dels AG, era
probable que I"acumulacié de DAG fos consequiéncia d alteracions de I'enzim CPT-1,
el qual permet I'entrada dels AGcL al mitocondri per ser oxidats. D"acord amb aquesta
hipotesi, s’havia descrit que |"activitat de la CPT-1 estava reduida en el muscul
d’individus obesos (Kim i col., 2000) i que la inhibicié6 d"aquest enzim amb |"etomoxir
produia una acumulacié de lipids intramiocel-lulars responsable de I|'aparicié de RI
(Dobbins i col., 2001). A diferéncia del palmitat, |'oleat provocava un increment de
I"expressio de la CPT-1. D"acord amb aquestes observacions previes, els experiments
gue vam realitzar amb etomoxir van demostrar que la inhibicié de la CPT-1 produia un
augment de I"'acumulacié de DAG, aixi com també un augment parcial de I"expressio
de la citocina IL-6. El fet que I'etomoxir no revertis completament |"efecte de I'oleat
indicava que existien altres mecanismes, a més de |"activitat de la CPT-1, implicats en
la regulacié de I'expressio de la IL-6. Possiblement les espécies reactives de |"oxigen
(ROS) alliberades pel mitocondri hi estiguessin implicades, atés que alguns autors

havien suggerit que la preséncia elevada d’AG al mascul, i per tant ["'acumulacié
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intramiocel-lular de lipids, era capag¢ de provocar un increment de la produccié de ROS
(Borradaile i col., 2006; Krebs i Roden, 2004) i la consequlient activacidé, de manera
indirecta, del factor de transcripcio inflamatori NF-xB (van Loon i Goodpaster, 2006;
Russell, 2004; Rachek i col., 2007). A diferéncia del que s havia descrit en individus
obesos, el tractament dels miotubs C2C12 amb I"AG palmitat elevava lleugerament, tot
i que no de manera significativa, els nivells d’expressio de la CPT-1. Aquest fet podia
ser consequencia d’un intent inicial de la cél-lula per metabolitzar I'excés d'AG, i
possiblement amb un major temps d exposicié al palmitat s"hauria observat |"efecte

contrari, és a dir, una disminuci6 de I'expressio d"aquest gen.

Com és conegut, els AG son lligands naturals dels PPARs, fet que podria
indicar que el mecanisme mitjancant el qual I'oleat exercia els seus efectes protectors
estigués relacionat amb [|"activaci6 d’aquests receptors nuclears. En aquest sentit,
I"estudi de |"activitat d"unié d"aquests factors de transcripcioé al seu PPRE va mostrar
gue estava augmentat en els extractes nuclears corresponents a les cél-lules tractades
amb oleat i amb la combinaci6 de palmitat i oleat. D’acord amb aquest resultat,
I"exposicié dels miotubs a I'agonista de PPARa, Wy-14643, incrementa |"expressio del
gen DGAT-2, perd no de CPT-1, i el tractament amb |"antagonista de PPARa (MK886)
semblava revertir parcialment, perdo no de manera significativa, els efectes de I'oleat
tot augmentant I'expressio de la IL-6. Amb aquests experiments es confirmava la
implicacio de I'oleat i PPARa en la regulacié de I'enzim DGAT-2, pero no s’aclaria el

mecanisme mitjancant el qual es regulava la CPT-1.

Estudis previs relacionats amb la CPT-1 havien suggerit que tant la PKA (Brady
i col., 1992; Yamagishi i col., 2001), com PPARS (Tanaka i col., 2003; Dimopoulos i
col., 2007; Kramer i col., 2007), podien activar la transcripci6 d aquest enzim, de

manera que s’ obrien noves vies per identificar el mecanisme d accié de I'oleat sobre
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la regulacio d"aquest gen. Els tractaments que vam dur a terme amb els inhibidors H89
i KT5720, els quals inhibeixen la PKA, juntament amb la combinaci6 de palmitat i oleat
van disminuir parcialment |I'expressié de CPT-1 respecte el grup tractat només amb
palmitat i oleat. D altra banda, els tractaments amb |"agonista PPARS, GW501516,
incrementaven de manera significativa I'expressié de la CPT-1, com ja havien descrit
diversos autors, tant en cultius de cél-lules musculars esquelétiques humanes com en
miotubs C2C12. En aquest sentit, també s havia descrit que la sobreexpressié de la
CPT-1 protegia els miotubs L6 contra la Rl induida per lipids (Sebastian i col., 2007;
Perdomo i col., 2004), fet que indicava que un increment de la CPT-1 podia

proporcionar una nova possibilitat per a prevenir |"aparicié destats d'inflamacio i RI.

IV. L’agonista PPARS, GW501516, atenua la inflamacié i la Rl induida pel

palmitat

El fet que un agonista sintétic d"alta afinitat per PPARS com és el GW501516
fos capac d’induir I'expressié de la CPT-1 presentava una nova estratégia terapéutica
per a prevenir "aparicié d’inflamacio i Rl induida per AG, ja que dels tres subtipus de
PPARs, unicament el PPARS no és diana de cap farmac comercialitzat actualment. A
meés de la CPT-1, un altre gen diana de PPARS és la PDK-4, un enzim relacionat amb
I"oxidacié dels AG. El fet que el GW501516 incrementés els nivells d’expressio de
PDK-4 suggeria que hi havia un augment de |'oxidacié d"AG, ja que aquest enzim
regula el pas del metabolisme glucidic al metabolisme lipidic segons les necessitats de
la ceél-lula. Aquests resultats coincidien amb altres treballs que afirmaven que la
induccié6 de PPARS mitjangant GW501516 promovia la p-oxidacié dels AG tant en

models in vitro com in vivo i també en humans (Dimopoulos i col., 2007; Wang i col.,
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2003; Dressel i col., 2003; Kleiner i col., 2009; Risérus i col., 2008). De fet, un estudi
recent realitzat en humans amb obesitat moderada relaciona el GW501516 amb la
millora de mdltiples alteracions metaboliques mitjancant "'augment de |"oxidaci6é dels
AG (Risérus i col., 2008). No obstant, no tots els estudis que s"han dut a terme fins el
moment coincideixen en relacid al paper que juga aquest agonista PPARS en la
prevencio de la Rl i la sensibilitat a la insulina. Malgrat tots els estudis existents, no es
coneix si I"activacié de PPARS atenua la inflamacid i la Rl induida per palmitat. De tota
manera, s ha descrit que els ratolins PPARS” presenten RI (Lee i col., 2006) i que el
tractament amb l"agonista PPARS incrementa la B-oxidacié dels AG en el muscul
esqueletic i millora la tolerancia a la glucosa i la sensibilitat a la insulina en ratolins
(Tanaka i col., 2003). De fet, treballs de Kramer i col. (2005) mostren que |"activacié de
PPARS estimula la captacié de glucosa en ceél-lules musculars esquelétiques. D acord
amb aquestes observacions, els nostres resultats mostraven una recuperacio de la
fosforilacio de I"Akt després de tractar els miotubs amb palmitat i GW501516 durant 16
hores respecte a les cél-lules tractades només amb palmitat. A més, també
observavem una disminucié dels nivells de fosforilacié de la proteina IRS-1 en serina
307 després del tractament amb el farmac. Aquests resultats es podrien explicar pel fet
que el GW501516 afavoriria |"oxidacié del palmitat i evitaria I'acumulacié de DAG,
impedint aixi |"activacié de la PKC-6 i la fosforilaci6 de la IRS-1 en serina 307.
Contrariament, estudis realitzats per altres autors (Dimopoulos i col., 2007; Terada i
col., 2006; Brunmair i col., 2006) no observen modificacions en la captacio de glucosa
en el mascul esquelétic en resposta al GW501516. Aquest fet pot deure’s a diferencies
en els temps de pretractament o la concentraci6 de farmac utilitzat en cada
experiment, de manera que caldrien més estudis per determinar els efectes del

GW501516 sobre la via de senyalitzacid de la insulina i la Rl induida per lipids in vivo.
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Per la seva banda, els efectes dels agonistes PPARGS sobre el procés
inflamatori han estat poc estudiats en mascul esquelétic. Treballs previs realitzats pel
nostre grup havien determinat que el farmac L-165041, el qual és un agonista
PPARS menys potent que el GW501516, era capac de reduir I"activitat NF-xB en
cél-lules C2C12 i en cél-lules cardiaques (Jové i col., 2005b; Planavila i col., 2005). A
més, estudis realitzats en macrofags han descrit que els lligands de PPARS inhibeixen
I"expressié de gens inflamatoris (Lee i col., 2003b). En el mateix sentit, els nostres
resultats determinaren que els nivells d"expressié i secrecié de la citocina inflamatoria
IL-6 disminuien en preséncia de GW501516. Ates que les alteracions metaboliques es
caracteritzen per provocar un estat d’inflamacié cronica (Hotamisligil, 2006), aquest
farmac podria ser util per evitar I"activacié de NF-kB gracies a la seva capacitat per
afavorir I'increment de I'oxidacio dels AG. Els mecanismes a través dels quals realitza
aquestes accions no estan ben establerts i actualment s6n motiu de controvérsia.
Malgrat que no tots els estudis realitzats fins el moment estan d’acord amb aquesta
teoria, s"ha suggerit que la proteina AMPK pot ser mediadora dels efectes del
GW501516. L"AMPK actua com un sensor metabolic que detecta nivells d"ATP baixos
i respon incrementant el metabolisme oxidatiu, ja que la seva activacié provoca un
descens de la formacié de malonil-CoA i conseqiientment augmenta |"activitat de la
CPT-1 (Mu i col., 2001; Reznick i Shulman, 2006). De fet, s"ha descrit que |"activacio
de 'AMPK en muascul modula la sensibilitat a la insulina i I"homeodstasi energética
(Zhang i col., 2009). D'acord amb aquestes observacions, els nostres resultats
mostraven un increment de la fosforilaci6 de I'AMPK en els tractaments amb
GW501516. El mecanisme mitjancant el qual I"agonista PPARS pot activar aquesta
cinasa no esta ben establert, tot i que Kramer i col. (2006) suggereixen que ho pot fer
de manera indirecta, a través d'un augment de la ratio AMP:ATP que provocaria
I"increment de |"activitat de I"’AMPK. Altres autors proposen la citocina IL-6 com la
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reguladora de l"activitat d"aquesta proteina cinasa (Carey i col., 2006). No obstant,

també

s"ha descrit que 'AMPK és qui regula I"alliberament de la IL-6, de manera que

quan s’activa la cinasa es redueix |"alliberament de la citocina (Glund i col., 2009), fet

que semblaria concordar amb els nostres resultats.
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Figura 4. Potencials mecanismes a través dels quals |'oleat i I"agonista PPARS,
GW501516, atenuen la inflamaci6 i la RI. L'oleat incrementa |"expressié de CPT-1 i
DGAT2, mentre que el GW501516 augmenta |I'expressié de PDK-4 i CPT-1 al mateix
temps que incrementa |"activacié de la proteina AMPK. En ambdds casos hi ha una
reducciod dels nivells de DAG i I'activacio de la via PKC-6-NF-xB. Aquestes accions

milloren tant la sensibilitat a la insulina com la inflamacio.
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En resum, els estudis realitzats durant aquesta Tesi Doctoral indiquen que la
preséncia elevada d”AG saturats com el palmitat provoca una disminucié de PGC-1a a
través de I"activacio de la via ERK-MAPK-NF-«B, aixi com també I"acumulacio de DAG
intramiocel-lular, fent que apareguin estats d’inflamacié i Rl. Un augment agut de
determinats marcadors inflamatoris, com la COX-2, contribueixen a resoldre aquest
procés inflamatori generat per I"acumulacioé de lipids, tot i que la seva presencia de
manera cronica accentua |'estat inflamatori al mateix temps que es desenvolupen
estats de RI que poden derivar a patologies com la DM2. Segons hem pogut constatar
amb el nostre model de RI in vitro, ’AG monoinsaturat oleat i I"agonista PPARS,
GW501516, podrien ser dues noves possibilitats terapéutiques per evitar la inflamacio
induida pels AG i millorar la sensibilitat a la insulina, ja que tenen la capacitat

d’incrementar la B-oxidacioé impedint aixi que s"acumulin metabolits lipotoxics.
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CONCLUSIONS

I. L’exposicié de les ceél-lules musculars esquelétiques a I'’AG saturat palmitat
redueix els nivells de PGC-1a mitjangant |"activacio de la via ERK-MAPK i

NF-kB.

II. L"”AG monoinsaturat oleat evita I"aparicié de RI i la inflamacié provocada pel
palmitat en cél-lules musculars a través de la induccié de gens implicats en

el procés de la B-oxidacié mitocondrial i 'acumulacié de TG.

[ll. L"AG saturat palmitat i ’'AG monoinsaturat oleat modulen de manera diferent
I"expressio dels gens COX-2 i TLR-2 en ceél-lules musculars esquelétiques.
La inhibici6 de la COX-2 augmenta el procés inflamatori en cél-lules

musculars exposades a palmitat.

IV. L"agonista PPARS, GW501516, redueix la inflamacié i la RI en cellules
musculars esquelétiques exposades a palmitat gracies a la seva capacitat
per reduir I"'acumulacié de DAG i la posterior activacié de la via PKC-6-NF-

kB.
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