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INTRODUCCION






1/ Obesidad y enfermedades asociadas

La OMS define la obesidad como la acumulacién anorral o excesiva de grasa que
puede comprometer la salud. Se considera obesa aquba persona con un BMI igual o
superior a los 30 kg/nf. A menudo se la asocia con una inflamacion crénicade bajo
grado y es causa de desérdenes metabdlicos como sonla resistencia a insulina, la
T2DM y enfermedades cardiovasculares [1].

Por otro lado, el llamado sindrome metabdlico (Mety sindrome X o de la resistencia a
insulina, se refiere a un conjunto de desdrdenes caelacionados que incluyen diversas
anormalidades metabdlicas. Para la OMS, este sindrme debe estar compuesto de
resistencia a insulina, definida como intoleranciaa la glucosa, un desajuste en los
niveles basales de glucosa o T2DM més, al menos, de de los siguientes estados:
elevados niveles plasméticos de TAGs, bajos nivelesplasméticos de colesterol HDL,
elevado BMI, hipertensién, o altos niveles de albudrina en la orina [2].

Sin embargo, se ha observado que la distribucion dela grasa corporal, los perfiles
metabdlicos y el grado de asociacién de estos pararetros con el riesgo cardiovascular
varian ampliamente entre individuos obesos e inclus no obesos. Actualmente los
datos sugieren que la distribucién de los depésitosgrasos puede ser un mejor
predictivo de enfermedad cardiovascular que la obeglad en si misma [1,3]. De esta
forma, la acumulacion grasa en la region visceral bdominal juega un papel importante
en el desarrollo de riesgo cardiometabdlico y se laconsidera un factor primordial en el
desarrollo de la resistencia a insulina, encontrandse que aproximadamente un 80%
de los individuos con T2DM tienen sobrepeso u obeglad [4]. Por otra parte, los
depositos dentro del higado y musculo se asocian co la resistencia a insulina y
fenotipos metabolicos adversos, de forma independiate a la adiposidad total [5]; y la
grasa pericardica se asocia con la aterosclerosis oronaria [6]. Por el contrario, los
depoésitos grasos en determinadas areas pueden tenerefectos protectores frente al
riesgo metabdlico, como la acumulacién en la regiéngluteofemoral, asociada a un

menor riesgo cardiometabolico [7].



En la tltima década, se ha pasado de considerar atejido adiposo blanco (WAT) como
un depésito pasivo de energia a valorarlo como un djido dindmico que secreta
factores y dirige sefiales a otros tejidos, implicadose a nivel sistémico en la
modulacién del metabolismo de lipidos, la accion dela insulina, la homeostasis
metabdlica, la inmunidad y hasta la reproduccién [# Estos factores son llamados
adipoquinas y derivan tanto de la fraccion adipocdria como de la fraccidén
estromovascular embebida en la matriz adiposa, que incluye preadipocitos,
fibroblastos y macrofagos [8]. La desregulacion de la inmunidad innata,
especificamente mediante la infiltracién y la actigcién de los macroéfagos tisulares, es
la responsable primaria del incremento en la inflamacion tisular observada en ratones
y humanos obesos [9]. Se produce entonces una sobrexpresion de una serie de
indicadores de inflamacién sistémica, como son el ecuento de leucocitos, las
concentraciones séricas y plasméticas de proteinasde fase aguda, citoquinas
proinflamatorias, quimiocinas, moléculas solubles d@ adhesion y mediadores
protromboticos, pero de forma modesta, no superandonormalmente el doble de sus
niveles normales [10]. Los criterios diagndsticos pra la inflamaciéon de bajo grado no
han sido definidos con precisién, pero su expresionfenotipica no se discute. De esta
forma, la inflamacién crénica de bajo grado propormna una ruta molecular que
relaciona la obesidad con la resistencia a insulinay la secuela de ésta, la arteriopatia

coronaria.

En dltima instancia, la incapacidad de los adipocits para mantener el balance de FAs
en plasma deriva en desequilibrios en el conteniddipidico de células no adiposas, que
en condiciones normales estaria altamente restringio. Esto puede resultar en una
disfuncién celular, apoptosis y otras secuelas patgénicas. Pese a que el tejido
adiposo cumple un papel esencial en la regulacion d los niveles de FAs, la capacidad
del adipocito para oxidarlos es apenas un 10% de ladel musculo esquelético, y dicho
porcentaje no varia significativamente en la obesidd o la resistencia a insulina [11].
De forma simplificada, cuando se desregula la captaién de FAs y la lipogénesis de
novo supera a su oxidacién, se produce un incremerd en su almacenamiento celular,
en primera instancia en el WAT vy, una vez superada su capacidad de

almacenamiento, como grasa ectopica.



2/ Tejido adiposo blanco: almacenamiento de reserva lipidicas

Los adipocitos sintetizan TAGs a partir de FAs prognientes de las lipoproteinas,
quilomicrones y VLDL circulantes y éstos constituye la reserva energética a partir de
la que se liberan los FAs. El paso de su liberaciérdesde las lipoproteinas esta limitado
por la velocidad de las lipasas para hidrolizarlos,lo que dependerd del nimero de
LPLs activas rodeando la particula —aunque en condiiones normales estan presentes
en exceso- y por la velocidad con la que los FAs reultantes pueden ser retirados del
microambiente capilar. De no ser eficientemente rdtados y acumularse en los
capilares, la actividad LPL serd inhibida y se reduoira la lipdlisis. Ademas los
quilomicrones y las LPL se liberaran de la superfiee endotelial prematuramente sin
que todos los TAGs sean hidrolizados, generandose o remanente de quilomicrones
ricos en TAGs [12]. Los FAs que no consiguen entraen el adipocito pasan al torrente
sanguineo hasta alcanzar el higado (Fig. 1), dondetambién seran retenidos los
remanentes de quilomicrones, cuyos FAs contribuiraral flujo hepatico de FAs. Existe
por tanto una relacién inversa entre los FAs captads por el adipocito y los que

alcanzan el higado y el musculo [13].

Obesidad con captacion eficiente de FAs

Durante ingesta grasa Después de ingesta grasa

Antes de ingesta grasa

Obesidad con captacidn ineficiente de FAs

Durante i

Antes de ingesta grasa

ngesta grasa Después de ingesta grasa

Figura 1. Consecuencias de la ingesta excesiva de Bs, tanto en obesidad con una captura eficaz de
FAs, como en obesidad con una captura ineficazEn ambos casos la ingesta de FAs en exceso conduce
a una expansion de la masa adiposa.Adaptado de [13].



En el tejido adiposo, la insulina aumenta la actidad de la PDH y la ACC al
defosforilarlas. La velocidad con la que se lleva aabo esta sintesis estd modulada,
ademaés de por la insulina, por la ASP, que facilitala incorporacién de los FAs al
adipocito [13]. Si su actividad decae en este tejid, una mayor cantidad de FAs son
derivados al higado, donde se estimulara la sintes de VLDL. Cuando los adipocitos
se diferencian, adquieren la capacidad de sintetiza los precursores de la ASP vy, a
medida que crecen en tamafo, también aumentan paralamente su capacidad de
sintesis de TAGs, su capacidad para sintetizar ASPy especialmente su capacidad de
respuesta a ésta [13]. Mientras que los adipocitosde gran tamafo se vuelven menos
sensibles a la insulina, permanecen sensibles a I2ASP.

3/ Tipos de depositos y fracciones adiposas. Enferradades asociadas

Desde el punto de vista funcional, se pueden considrar depdsitos grasos tanto
aquellos acumulos que actlan principalmente de forra sistémica —adiposo endocrino-,
como la grasa visceral abdominal o intrahepatica, caquellos que lo hacen de forma
local —adiposo paracrino-, como es la pericardicaDesde el punto de vista anatémico,
podemos diferenciar aquellos depdsitos grasos que ienen lugar en el propio tejido
adiposo, de aquellos que se producen en otros tejids no especializados —grasa
ectopica-. Asi, se pueden distinguir [14]:

3.1/ Depdsitos grasos en tejido adiposo
3.1.1/ Grasa abdominal visceral

Una de las teorias que se proponen para explicar larelacién entre el VAT vy el riesgo
vascular y cardiometabdlico es la “hipétesis portdl o de la vena porta. Esta propone
que un incremento de la actividad lipolitica en eldeposito de grasa visceral y en la
demanda al higado de FAs es la causante de la resitencia a insulina [15]. Varios
estudios han demostrado que los niveles defurnoverde FAs y de lipdlisis son mayores
en el depdsito visceral que en el subcutdneo, que EVAT es menos sensible al efecto
antilipolitico de la insulina [16], y que es necesaia la infusion local de concentraciones
mucho mayores de insulina para reprimir la lip6lig en el VAT abdominal [17]. Esta



acumulacion de grasa visceral junto a una elevada atio de lipdlisis en los adipocitos
del VAT podria llevar a un mayor flujo de FAs al Igado y la exposicion crénica de éste
a altos niveles de FAs podria promover indirectamete la gluconeogénesis en el
higado [18], frenar la oxidacion de FAs e incremerdr la lipogénesis hepatica [19];
incrementar el contenido hepatico de TAGs [20]; asicomo reducir la liberacion de
insulina en la célulap pancreatica [21].

La acumulacién grasa en el VAT suele ir acompafadade una inflamaciéon de bajo
grado observable tanto en el parénquima como en lasélulas inmunes infiltradas [22],
que liberan una bateria de factores con efectos tato sistematicos como locales, que
llevan a la insulinorresistencia y aterosclerosis $]. De forma independiente a la
composicién corporal, tanto la hiperplasia como lahipertrofia de los adipocitos
viscerales aumentan el riesgo de hipertrigliceridera. El tejido adiposo hipertrofiado se
caracteriza por una alta infiltracion de macréfagos convirtiéndose en un gran
reservorio de citoquinas inflamatorias como el TNFa y la IL-6, principales
estimuladores de la produccion de la CRP por partedel higado. La suma de estos
factores modularia la funcion de los macréfagos llgando al desarrollo de la placa
aterosclerética en la pared arterial [23].

3.1.2/ Grasa abdominal subcutanea

No existe el mismo consenso a la hora de asociar el SAT con el riesgo
cardiometabdlico. Los resultados, hasta la fecha, o han conseguido mostrar si
cumpliria un papel de riesgo o protector respecto da salud cardiometabdlica. ElI SAT,
respecto al VAT, es un depésito menos celular, mene vascularizado, contiene menos
células inflamatorias e inmunes, tiene una mayor cpacidad de diferenciacion
preadipocitaria y un menor niumero de adipocitos degran tamafo [5]. En este sentido,
una de las interpretaciones posibles podria ser quecumple un efecto protector, ya que
la expansion de SAT en detrimento de otros depdsite de grasa ectopica podria ser
metabdlicamente favorable [24].



3.1.3/ Grasa subcutanea gluteofemoral

Los depésitos grasos en la porcién inferior del cuepo difieren de los anteriores en
términos de lipdlisis y captacién de FAs, y se hanpropuesto como un factor de
proteccion respecto al desequilibrio en el metabofimo de la glucosa y los lipidos
aterogénicos, al incrementar el consumo energéticomediante el almacenamiento de
FAs a largo plazo [25]. Pese a encontrar una acti\dad lipoprotein-lipasa relativamente
alta en este tejido, sus adipocitos aislados presetan una baja sensibilidad a los

estimulos lipoliticos [25].

Ademas, se ha asociado a estos depdsitos con perfds mas favorables de secrecion
de adipoquinas [7], al encontrarse correlaciones peitivas con los niveles circulantes
de leptina [26] y adiponectina [27], asi como con renores niveles de expresién de
citoquinas inflamatorias [7]. Por ultimo, se ha obervado que células madre derivadas
de este depésito son altamente multipotentes, consevando la capacidad de
diferenciarse en distintos tipos de celulares, lo ge les permitiria reparar o sustituir

diversos tejidos [28].

En conclusidn, el SAT gluteofemoral ofrece protecdin frente la resistencia a insulina y
riesgo CVD al permitir la expasion de sus adipocits frente al exceso energético de la
dieta. Una vez la capacidad funcional normal del tgdo adiposo ha sido rebasada, el
exceso de lipidos pasaria a ser almacenado en otrosdepdsitos de grasa ectdpica,
incluyendo tejidos no adiposos, como son el higado,el musculo o las células beta,

acrecentando la insulinorresistencia y la disfunci@ de las células pancreaticas.

3.1.4/ Grasa submucosal cervical

Hasta la fecha, se habia asociado el depésito adipso en el cuello con el desarrollo del
sindrome de apnea [29]. Mas recientemente, se ha pspuesto como un factor de riesgo
vascular y cardiometabdlico, al revelarse que la ctunferencia cervical esta
directamente asociada con otros factores de riesgocardiovasculares, incluso tras
corregir por VAT y BMI [30], sin embargo, los mecaismos subyacentes a esta relacion

son, por el momento, desconocidos.



3.1.5/ Grasa rodeando al corazén

Se distinguen tres tipos de depdsitos rodeando al orazén y las arterias coronarias:
Grasa epicardica: Se encuentra en el saco pericar@o, principalmente en
el canal atrioventricular e interventricular y alrdedor del atrio y los
ventriculos.

Grasa pericardica: Localizada entre la superficieexterna del pericardio
parietal y la cara interna del mediastino.
Grasa pericoronaria: consistente en el tejido adipso que rodea las

arterias coronarias en el epicardio visceral.

Dado que el miocardio y el depésito graso epicardio comparten la misma irrigacion
sanguinea y la proximidad anatémica de ambos tejids, se ha prestado una especial
atencién a la grasa epicardica. Se ha demostrado qa es metabdlicamente activa y es
reservorio de varias adipoquinas, lo que indica ungotencial comunicacién paracrina o
vasocrina entre ambos [31]. Pese a existir todavia,en distintos estudios, ciertas
discrepancias a la hora de discernir los depositosepi y pericaricos, existen evidencias
clinicas que darian una mayor relevancia a la grasaepicardica frente a la pericardica
en relacion a la resistencia a insulina, sindrome mtabolico, funcion cardiaca y

aterosclerosis subclinica [32-34].

Las adipoquinas secretadas desde ambos tejidos actarian localmente, contribuyendo
al agravamiento de la inflamacién de los vasos coroarios y promoviendo la progresion
del ateroma mediante una sefializacién de fuera haa dentro de los vasos, reflejando
el ambiente de inflamacion local mas fidedignamenteque los niveles plasmaticos de
otros biomarcadores de inflamacién [35]. Se ha obervado que en el depésito graso
epicardico se liberan niveles mayores de citoquinagproinflamatorias como TNFa, IL-6,
y MCP-1 asi como una mayor infiltracién de célulasinflamatorias que el depoésito
graso subcutaneo de las extremidades inferiores [35 mientras que a mayor cantidad
de este deposito epicardico, disminuyen los nivelesde adiponectina, que tiene efectos
de sensibilizacion a insulina y antiinflamatorios através de la inhibicion de NF«B vy
TNF-a [36].



3.1.6/ Grasa perivascular

Se conoce como el tejido adiposo que rodea los vase, mas allad de las arterias
coronarias y el corazon. Se encuentra adyacente ad pared vascular, especialmente
en lugares vulnerables al desarrollo de aterosclersis. Estos depésitos contribuirian a
la resistencia a insulina a través de efectos vasclares directos, al reducir la seccién
transversal de los vasos a su paso por el musculojo que resulta en una disminucion
del flujo sanguineo en la zona y una menor captacia de glucosa. Este mecanismo de
vasorregulacién por parte de los depoésitos grasos ge rodean las arteriolas, ha sido
propuesto por Yudkin et al. en el modelo de “sefaliacion vasocrina de la grasa
perivascular” [37]. Dado que este depésito libera toquinas que agravan el proceso
inflamatorio e inhiben las rutas de sefalizacién densulina, estaria contribuyendo a un
desajuste en la vasodilatacién dependiente del endtelio e induciendo complicaciones
vasculares. Ademas, este acumulo adiposo, al libera quimiocinas, estimularia la
infiltracion de células inmunes al lumen vascularcontribuyendo a la progresion de la

aterosclerosis asociada a obesidad [38].

3.1.7/ Grasa rodeando al rifidn y en el seno renal

Entre la grasa que rodea al rindn se distingue el @pdsito pararrenal y el epirrenal,
quedando separados mediante la fascia renal. Ademasexiste la adiposidad del seno
renal, localizada en el interior de la cavidad ren§ conteniendo las arterias, venas,
vasos linfaticos y nervios. Dichos depésitos produen un efecto local téxico en la
funcion renal e hipertensién. Se ha descrito que eincremento graso en el seno renal
se asocia con una mayor presién sanguinea y presiénrenal intersticial, mediante la
compresién de los vasos linfaticos y las venas renkes [39]. Asi mismo, se ha
demostrado que estos lipidos se acumulan en el parédquima renal y tienen efectos
daninos al producir estrés oxidativo, inflamaciénfibrosis y lipotoxicidad [40].

3.2/ Depdsitos grasos ectopicos

Este tipo de depositos son normalmente de un tamanoreducido, pero pueden tener
efectos mucho mas amplios de lo que cabria esperar.Han sido relacionados con
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factores de riesgo de enfermedad cardiovascular y besidad, de forma directa
mediante lipotoxicidad o indirecta a través de la screcion de diversas proteinas o
citoquinas [39]. Asi mismo, los depésitos que revien el sistema vascular secretan
sefales vasoactivas [41].

3.2.1/ Grasa en el higado

La esteatosis hepatica no alcohdlica, higado grasco NAFLD es la acumulacién grasa
en el higado debida a la expresion en el higado dekitado sindrome metabdlico, que
tiene multiples implicaciones sobre factores de risgo cardiometabdlico. Abarca una
serie de histopatologias que van desde la simple eteatosis hasta la esteatohepatitis,
la fibrosis y la cirrosis. La prevalencia de la DMen la cirrosis hepética es de un 30%, la
T2DM puede producir cirrosis, al mismo tiempo qued DM puede ser una complicacion
de la cirrosis [42], conociéndose esta Ultima comaiabetes hepatégena.

Los efectos de este depésito graso cursan con un amento de la insulinorresistencia
hepatica, donde la insulina no logra detener la prduccion de glucosa en los
hepatocitos, llevando a una hiperglicemia. Otra cosecuencia temprana de ella es la
induccion de la produccién hepética de VLDL mediadgoor cambios en la ratio de la
sintesis y degradacion de apolipoproteina B y la pogénesis de novo, asi como un
mayor flujo de FAs desde el tejido adiposo hacia elhigado [43]. Asi mismo, dicha
insulinorresistencia hepatica induce la liberacionde CRP y del PAI-1, ambos
marcadores de un estado inflamatorio. Estas anormatlades metabdlicas, junto con la
insulinorresistencia hepatica, se ha descrito que @ecta o indirectamente promueven la
aterosclerosis [43]. La hiperglicemia induce una cacada de alteraciones que pasan
por la disfunciéon endotelial, proliferacién celulayr cambios en la conformacién de la
matriz extracelular y un desequilibrio en la capta®dn de LDL mediada por receptor.
Estas LDL de baja densidad, junto con altos nivelesirculantes de VLDL alcanzan una
mayor afinidad por los proteoglicanos de la intima,lo que conduce a una mayor
penetracion de LDL en la pared arterial [43]. Adem4§, la CRP acelera este proceso al
incrementar la expresién de PAI-1 y moléculas de abesion de células endoteliales,
inhibir la produccién de 6xido nitrico y aumentard captaciéon de LDL por parte de los
macréfagos.
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3.2.2/ Grasa intramuscular

Dado que este tejido es la principal diana de prowionamiento de glucosa estimulado
por insulina, es considerado un indicador esenciabe la insulinorresistencia sistémica.
Ademas, es el destino de la mayor parte de la glucea ingerida en la dieta, por lo que
el contenido lipidico intramuscular —sustrato altemativo y competitivo de la glucosa-
seria tedricamente mejor reflejo de la sensibilidada insulina del organismo en su
conjunto que el contenido lipidico intrahepatico, ge correlacionara en mayor medida
con la sensibilidad a insulina en el higado [44]. Br tanto, los desequilibrios en el
metabolismo de FAs y TAGs que tienen lugar durantela acumulacién grasa en el

musculo esquelético, pueden contribuir al riesgo cediovascular.

Cuando los FAs se acumulan en un tejido u 6rgano m4 alla de lo necesario, el exceso
de lipidos es esterificado y almacenado como TAGs & gotas lipidicas, que pueden ser
movilizadas por lipasas. Dado que las células no agbosas, y mas en concreto las
musculares, no tienen la misma capacidad que los agbocitos para almacenar este
exceso de FAs en el citosol, cuando esta capacidades excedida, se genera una
lipotoxicidad, que conlleva un desequilibrio metabico, disfuncion, o incluso muerte
celular [45]. Esta toxicidad estd asociada a moléclas que derivan del metabolismo de
los FAs, especificamente del acido graso saturado plmitato, como el DAG vy las
ceramidas. Asi, se ha observado que individuos sans con un mayor contenido lipidico
intramuscular, ven reducida la autofosforilacién dereceptor de insulina, asi como la
cascada de sefalizacién activada por IRS-1 y PI3K46], como ya se habia descrito

previamente en ratas con elevados niveles plasmatios de FAs [47].

Ademas, en la obesidad y en la T2DM, se producen déraciones en el metabolismo de
FAs en la mitocondria que podrian explicar la aso@cion entre la acumulacion lipidica
intramuscular y la insulinorresistencia. Dichos tratornos podrian ser explicados por al
menos dos mecanismos. Alteraciones en la via de oxlacion de FAs, especialmente en
condiciones postabsortivas, conducirian a un menoruso de los FAs y a una mayor
esterificacion y almacenamiento de los mismos en elmusculo esquelético. Por el
contrario, la pérdida de peso supone una disminucid@ del contenido lipidico
intramuscular y podria explicar el aumento de la sasibilidad a la insulina [48]. Esta
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situacién ocurre también durante el ejercicio, cuado tiene lugar la oxidaciéon de TAGs

por parte del masculo esquelético [49].

Sorprendentemente, se ha observado que la concentraién de TAGs intramusculares
es mayor en deportistas de élite, al mismo tiempo ge presentan una alta sensibilidad
a insulina [50]. Esta aparente contradiccidn, conoma como la “paradoja del atletd,

todavia carece de una explicacion clara, pero se ha propuesto algunos modelos para
justificarla. En este fendmeno, la sintesis de TAGsse ve incrementada y la saturacion
del DAG disminuida. Ademas, el mayor flujo sanguine y la mayor actividad de GLUT4
en el musculo de estos deportistas, factores deterrmantes de la sensibilidad a
insulina, podrian rebasar las implicaciones negatias de la acumulacién intramuscular
de lipidos sobre el metabolismo de la glucosa medido por insulina [51]. Por otro lado,
la relacion entre este acumulo lipidico y la sensibidad a insulina en estos atletas
podria estar determinada por la mayor capacidad oxativa de su musculo esquelético
[50].

3.2.3/ Grasa en los cardiomiocitos

Como ya se habia descrito anteriormente para otrodejidos, la sobreexposicion de los
cardiomiocitos a una alta carga lipidica induce estatosis miocardica, esto causa un
desequilibrio entre la captacién de FAs y su utiliacién, lo que lleva a una
cardiomiopatia diabética y lipotoxicidad [52,53].

Los cardiomiocitos emplean laB-oxidacion de FAs de cadena larga para generar ATP.
Durante las primeras fases de la CVD, el metabolismo miocardico puede pasar de la
oxidacién de FAs de cadena larga a la de la glucosay, aunque esto pueda ser
beneficioso en un principio, puede llevar a la liptoxicidad y contribuir a la disfuncién
celular [54]. El acimulo excesivo de FAs en un tefio no adiposo, implica el acamulo
excesivo de TAGs y dispara el reservorio intraceldr de acil-CoA, aumentando su
disponibilidad para rutas no oxidativas, entre ésta la sintesis de ceramida [55]. El
desajuste en la sefalizacién de la insulina debidoa las condiciones de obesidad y
diabetes, lleva a una merma de los efectos vasodiltadores y antinflamatorios de la

insulina. En consecuencia, la probabilidad de inflmacién vascular y disfuncion
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endotelial asociada a CVD, aumenta [54]. Asi, se ha encontrado niveles dos veces
mayores de TAGs en el miocardio de pacientes con TPM respecto a individuos
normales y asociaciones de estos niveles con la reistencia a insulina [56] vy
deficiencias en la funcién diastélica ventricular zquierda, de forma independiente de
los factores de riesgo convencionales [57].

4/ Sehalizacién de insulina y T2DM

4.1/ Regulacion metabdlica por insulina: mecanismos

La insulina regula la captaciéon de glucosa y las cacentraciones circulantes de FAs
(Fig. 2). Asi, la insulina:

- En el musculo esquelético,principalmente induce la captacién de glucosa al
promover la translocacion de GLUT4 a la membrana @smatica [58].

- En el tejido adiposo, la insulina cumple un efecto antilipolitico, infhiendo la
liberacién de FAs desde los adipocitos al disminuita actividad de la perilipina,
lipasas sensibles a hormonas (HSL) y de la adipo-iglicérido-lipasa (ATGL).
También inhibe el incremento de la expresion de PGEla inducido por f3-
agonistas, reduciendo el gasto energético [59].

- En el higado, reduce la liberacion de glucosa al inhibir la gleogenolisis

hepatica y la expresion de enzimas gluconeogénicaslave [60].

Aminodcidos
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Figura 2. Efectos anabolicos de la insulina.La insulina es la hormona anabdlica més potente ga se
conoce, promueve la sintesis y almacenamiento de cebohidratos, lipidos y proteinas, mientras que intbe
su degradacion y liberacion a la circulacién. Estirnla la captacién de glucosa, aminoacidos y FAs, e
incrementa la expresién o actividad de encimas clag que catalizan la sintesis del glucégeno, lipidosy
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proteinas, mientras que inhibe la actividad o expreién de aquellas que catalizan su degradacién.Adaptado
de [61].

La union de la insulina a su receptor desencadena omplejas cascadas de
sefalizacion [61] (Fig. 3), al activar la actividadintrinseca tirosin quinasa de éste, que
fosforila residuos Tyr de proteinas diana como I0dRS (del IRS-1 al -6), proteinas Sch,

Cdl, APS, p60dok y Gab-1, desembocando en tres ruta principales:

- La ruta del fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K)-Akt Esta via es en gran parte
responsable de la accion de la insulina sobre la cptacién de glucosa y la
supresion de la gluconeogénesis. La sefalizacion deesta ruta a través de
PKB/Akt y PKC\(C, finaliza con la translocacién de GLUT4 desde su
reservorio intracelular a la membrana plasmatica enel misculo esquelético y
el tejido adiposo blanco, donde se incrementard lacaptacion de glucosa [60].

- La ruta de las MAPKs. Esta via regula la expresién génica e interaccioa
adicionalmente con la ruta PI3K-Akt para el controbel crecimiento celular y la
diferenciacion.

- La ruta de Cbl/CAP. Esta via media en el transporte de glucosa a trags de la
activacion de la proteina TC10 que une GTP y el relutamiento a la membrana
del complejo CIP4/Gappex-5 [62].
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Figura 3. Mecanismo de sefializacion de la insulina.El receptor de insulina es una tirosina quinasa qe

se autofosforila y cataliza la fosforilacién de prteinas celulares, como son los miembros de la famia IRS,

Shc y Cbl. Tras la fosforilacion de la tirosina, efas proteinas interactian con moléculas de senalizaiéon a

través de sus dominios SH2, resultando en la activaiéon de diversas rutas, incluyendo la PI3K y las ginasas

downstreamdependientes de PIP3, Ras y la cascada de MAPKs, YCbl/CAP y la activaciéon de TC10. Estas
vias actuan de forma concertada para coordinar laggulacién de trafico de vesiculas, la sintesis pratica, la

activacién e inactivacion de enzimas, y la expresia@ génica, lo que resulta en la regulacion de los
metabolismos de la glucosa, los lipidos y las proténas. Adaptado de [61].

Los principales sustratos del receptor de insulinalas proteinas IRS fosforiladas en Tyr,
funcionan propagando la sefalizacién de la insulinaal unir proteinas que contienen el
dominio SH2, como la subunidad reguladora p85 de R3K, Nck, Fyn, Grb-2 y SHP2
(Fig. 3). El efector PI3K, uno de los mas conocidos cataliza la formacion de
fofatidilinositol-3,4,5-trifosfato, que induce la atividad de PDK-1 e inicia la activacién
downstream de PKB/Akt, la diana de rapamicina en células de ramifero mTOR, la
quinasa p70 S6 (S6K1) asi como las isoformas atipias de PKC (PKCZ/A) [63].

Se ha propuesto que IRS-1 e IRS-2, pese a ser amboaibicuos, no son funcionalmente
intercambiables en tejidos responsables de la prodacién de glucosa —higado-, su
captacion —musculo esquelético y tejido adiposo- da produccién de insulina -células
pancreaticas-. IRS-1 parece cumplir su funcion prinipal en masculo esquelético e IRS-
2 regular la accion hepatica de la insulina asi coro el desarrollo y la supervivencia de
las células B [64]. Por otro lado, los IRS-3 y -4 podrian jugamun papel redundante en la
sefnalizacion de IRSs, mediando en la actividad de BK en adipocitos participando en
la translocacién de GLUT4 [65], o bien actuar comoreguladores negativos de la
senalizacion de IGF-1 al inhibir la accién de otrodRS [66].

El IRS-1 es un elemento critico cuyas mutaciones ha mostrado guardar relacién con
la susceptibilidad a desarrollar T2DM. En células ormales, el IRS-1 es el principal
sustrato para la union y la activacion de la PIBK nentras que el IRS-2 es también
funcional pero requiere de una mayor concentracionde insulina para la misma
actividad. Se han observado niveles de expresion delRS-1 méas bajos en los
adipocitos de individuos obesos no diabéticos, astomo en el musculo esquelético de
los insulinorresistentes [67], donde IRS-2 se tornael principal sustrato del IR [68].
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4.2/ Resistencia a la insulina: mecanismos

La resistencia a insulina se define como la inadecada respuesta de sus tejidos diana,
como son el musculo, el higado y el adiposo, a losiveles fisiolégicos de la hormona
circulante. Este desajuste en la sensibilidad a inslina, cursa con la disminucion de la
captacion de glucosa por parte del mlsculo esqueléto, y con una menor capacidad
de inhibicion de la gluconeogénesis hepatica y laipdlisis en el tejido adiposo [60]. Asi
se induce un aumento en los niveles circulantes deFAs y la acumulacion ectépica de
grasa, que contribuye adicionalmente a impedir la aptacion de glucosa mediada por
insulina en el muasculo esquelético [58]. La resistacia a insulina es un predictivo
principal de varias secuelas metabdlicas incluyendda T2DM, y es una caracteristica
definitoria del llamado sindrome X o sindrome metablico. Asi mismo, el riesgo de
T2MD, asociado con los factores del sindrome metabtico —como son la obesidad
abdominal, trastorno de metabolismo de la glucosa,dislipidemia e hipertension-
aumenta con la edad [69], pudiendo atribuirse en pde este aumento a la prevalencia
del sobrepeso y la obesidad en las personas de edadavanzada.

Los estudios en humanos y ratones indican que la TPM es una enfermedad
poligénica que implica una resistencia periférica ala insulina y un desajuste en la
secrecion de insulina por parte de las célulasf pancreaticas [70]. Mediante estudios
génicos de knockout en ratones, se ha demostrado ga el IR, los IRS, el GLUT4, los
PPARs, la fosforilacién oxidativa y la proteina deunién al retinol, juegan papeles clave
en el desarrollo de la resistencia a insulina y puden modificar dramaticamente la
expresion fenotipica de la enfermedad [9]. Por supasto, factores ambientales como la
dieta y el gasto energético también tienen efectosimportantes, indicando que el
incremento en la adiposidad interacciona fisiologiamente de algin modo con los

parametros genéticos que controlan la sensibilidach insulina.

Uno de los principales mecanismos por los que la séalizacion de insulina es regulada
negativamente es mediante la fosforilacién de cieds residuos Ser del IRS-1, como
son la Ser312, la Ser636 o la Ser1101 [71], segun e observo al estudiar las
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alteraciones mediadas por TNFea en la accién de la insulina (Fig. 4). Se han desadito,
sin embargo, fosforilaciones en otros residuos Serde IRS-1 que estarian activando
positivamente la sefializacién de insulina. Las foddrilaciones inhibitorias impiden la
asociacién normal de IRS-1 con el IR, produciendo o desacoplamiento en la cascada
de senalizacién. Posteriormente se han descrito unaserie de factores, entre ellos,
nutrientes como FAs (Fig. 4) y aminoé&cidos, que tarbién inducen insulinorresistencia,
al menos en parte, mediante la fosforilacion inhibbria en Ser del IRS-1 [71]. Aunque
los mecanismos concretos de inhibicién todavia deba ser dilucidados, es aparente
que varias serinquinasas estan implicadas, como sonla quinasa kB (IKK), JNK,
mTOR y PKC-0 [71]. Dos de ellas, IKK y JNK son ademas componerds integrales de
dos rutas proinflamatorias principales, lo que indiaria un nexo entre inflamacién y
resistencia a insulina [72]. Esto queda patente alhaberse observado que numerosos
estados de resistencia a insulina estdn asociados auna mayor activacién de JNK y/o
IKK, junto a una fosforilacion inhibitoria de Ser @ IRS-1. Por el contrario, la inhibicién
o inactivacion de JNK o IKK mejora la sensibilidada insulina en distintos modelos de
insulinorresistencia en asociacion con una reducidafosforilacion inhibitoria de IRS-1
[73].

Transporte de glucosa Resistencia a insulina

Figura 4. NF-kB media la inflamacion asociada a obesidad y la restencia a insulina.Los FAs se unen
a los TLRs para activar las quinasas de #B (IKKs), que causan la degradacién de #Ba y estimulan la
translocacion nuclear y la expresion de los genes aociados a NF«B (IL-6 y TNF-a ). IKK, JNK y PKC
activadas promueven una fosforilacién en serina delos IRSs, lo que atenua la sefalizacién de insulina
dependiente de la fosforilacién en tirosina de losIRSs, de PI3K, PDK y Akt, resultando en un transpde
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reducido de glucosa a las células (resistencia a isulina). La activacion de NFkB promueve la produccién
local de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNFa) que reducen la sefalizaciéon de insulina mediantela
proteina supresora de la sefalizacion por citocinas3 (SOCS3) y JNK, causando resistencia a insulina.
Adaptado de [74].

Ademas de las citadas serin-quinasas de IRS, exista otros mediadores importantes
que enlazan la sefalizaciéon de citoquinas con la isulinorresistencia, como son los
supresores de sefalizacién de citoquinas SOCS1 y S@S3 —inducidas en inflamacién
por IL-6 (Fig. 4), entre otros factores, y que indaen la ubiquitinacién y degradacion de
IRSs-, asi como el éxido nitrico (NO) —molécula desefalizacion enddégena producida
por la 6xido nitrico sintasa (INOS)-. La actividadde iINOS es inducible por diversas
citoquinas inflamatorias y el NO promueve la ubiqdinacién y degradacion via
proteasoma del IRS1, reduciendo la actividad de AKT principal mediador en la
sefalizacion de IRS [58].

5/ Resistencia a insulina en la obesidad

5.1/ Resistencia a insulina inducida por lipidos. Bpel del musculo esquelético

La obesidad y el incremento asociado de masa grasan el cuerpo son el resultado de
un balance energético positivo crénico y de largo fazo (meses o0 anos), por lo que sus
mecanismos subyacentes de insulinorresistencia diiren del balance energético
positivo agudo (de corto plazo). Al ser resultado @ un exceso de nutrientes mantenido
en el tiempo, se manifiesta mediante mecanismos corplejos y heterogéneos que
pueden diferir entre pacientes, y en ultima instan@ distintas causas pueden propiciar
la insulinorresistencia. De hecho, cuando emulamoseste flujo incrementado de una
mayor ingesta y catabolismo de FAs en individuos diyados (mediante infusion de
heparina y lipidos) aumentamos su resistencia a inglina [75]. En el musculo
esquelético en obesidad se observa una oxidacion inompleta de grasas, pese a una
sobreexpresion de los genes implicados en su oxidai®n, acompafiada de una mayor
captacion de FAs, lo que resulta en una acumulacionincrementada de IMTG [76],
cuyos niveles, en sujetos sedentarios, correlaciona directamente con la resistencia a

insulina [77].

Se han propuesto dos mecanismos mediante los que ekxceso de adiposidad podria
antagonizar el efecto de la insulina en los tejidosperiféricos: cuando los adipocitos
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exceden su capacidad de almacenamiento, la grasa comienza a acumularse en tejidos
no especializados, llevando a la produccién de metholitos que inhiben la transduccién
de sefal de la insulina, como el DAG o la ceramidd78,79]. Otro mecanismo seria que
la obesidad activa un estado inflamatorio crénicodonde las citoquinas liberadas por
los adipocitos y macrofagos infiltrados serian lasque antagonizarian el efecto de la
insulina. De dicha resistencia derivan, ademés de ds defectos metabdlicos, un
elevado estrés oxidativo y del reticulo endoplasmadto, la inflamacion crénica de bajo

grado y una protedlisis incrementada [80].

Cuando los FAs son captados por el masculo o el higdo, pueden tomar dos rutas,
bien la B-oxidacion en la mitocondria o bien el almacenamieto como TGs. En el caso
del higado, estos TGs pueden pasar a formar parte dl depdésito intracelular del
hepatocito o de las VLDL, que posteriormente seranliberadas a la circulacién
sistémica [81]. El paso limitante en la entrada y3-oxidacion de FA de cadena larga es
su transporte a la mitocondria mediante las CPTs. h carnitina palmitoiltransferasa |
(CPT-1), cuya actividad depende en primera instan@ de los niveles de malonil-CoA,
actlia como un sensor energético, mas en musculo quesn higado. Dichos niveles son
controlados por la actividad relativa de la ACC2 ya malonil-CoA decarboxilasa, ambas
reguladas a su vez por AMPK. No obstante, otras prteinas podrian ser limitantes
como la carnitina-acilcarnitina translocasa (CACT)Ja &cido graso translocasa (FAT) o
la proteina transportadora de acidos grasos 1 (FATR) [82].

La sintesis de TAGs a partir de FA supone la adicid secuencial de FAs activados
como acil-CoAs a un esqueleto de glicerol. En esteproceso participa la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa que sintetiza el acido lisfosfatidico, que es luego convertido a
acido fosfatidico y éste a DAG. Finalmente, la DACaciltransferasa afiade los acil-CoA
al DAG.

En el masculo, los DAGs acumulados pueden causar rsistencia a insulina. En
condiciones normales, ésta se une a IR, dandose lafosforilacion de Tyr del IRS-1,
activando PI3K, regulador clave de la translocaciorde GLUT4. En presencia de altos
niveles de FAs, una alta concentracién de DAG actim la serin-quinasa PKC#,
produciéndose la fosforilacién de IRS-1, que no poda reclutar PI-3, inhibiéndose la
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translocacion. En el citosol, también se ha propueto que los FAs inhiben directamente
la actividad de la hexoquinasa, la glucégeno sintaa y la piruvato deshidrogenasa. Se
ha hipotetizado que cuando el musculo aumenta la ulizacion de FAs, especialmente
saturados de cadena larga, estos intermediarios coro el DAG se acumulan, si no
sintetiza adecuadamente TAGs o se oxidan los FAs, dsensibilizando a la accién de la
insulina [79]. Como se menciond anteriormente, la garadoja del atleta” podria ser
explicada por la mayor capacidad de sintesis de TGsen musculo, que conlleva una
menor acumulacion de los metabolitos intermediarios que  producen
insulinorresistencia. Esta hipétesis es apoyada porlos hallazgos de que una mayor
capacidad de incorporacién de FAs a TGs en el higad o el tejido adiposo no produce
resistencia a insulina, si no que ademas podria preenir la inducida por la dieta [83-
85].

Otro producto importante en el metabolismo de FAs e la ceramida, sintetizada cuando
existe una alta disponibilidad de FAs, especialmerd de 15-17 carbonos. El
esfingolipido ceramida es un intermediario putativoque conecta el exceso de
nutrientes y las citoquinas inflamatorias con la iduccion de la resistencia a insulina
[86]. No en vano, la ceramida resulta téxica para @versos tipos celulares y se la ha
asociado a dafos celulares que acomparian a la diabtes, hipertensién, fallo cardiaco,
aterosclerosis, etc. La ratio de sintesis de ceramda depende en gran parte de la
disponibilidad de grasas saturadas de cadena largaque participan en el paso inicial y
limitante de en la sintesis de novo de ceramida. Endicha reaccion la SPT/serin-
palmitoiltransferasa cataliza la condensacion de pémitoil-CoA y serina para producir
3-oxosfinganina [87]. A partir de ésta se sintetizea esfinganina, dihidroceramida y
finalmente ceramida, precursora de los esfingolipids complejos. Dada la dependencia
de grasas saturadas para la sintesis de ceramida, e la ha considerado una importante
candidata en la relacién de la sobreacarga lipidicay la insulinorresistencia. La
ceramida puede inhibir Akt/PKB. Ademas, se ha sugddo que ciertos estimulos
extracelulares -como FAs exdgenos, citoquinas comdL-1, estimulos de estrés como
la radiacion UV, etc- podrian también regular la réo de sintesis de novo de ceramida
sin afectar a los niveles de palmitoil-CoA, sobreepresando la serin

palmitoiltransferasa.
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En suma, las grasas saturadas son metabolizadas meos eficientemente que las
insaturadas, lo que las hace mas susceptibles de aomularse en tejidos resistentes a
insulina; son los lipidos més fuertemente correlacinados en sucesivos estudios
epidemioldgicos con la resistencia humana a la inslina; y en los que se ha encontrado
una mayor capacidad inhibitoria sobre la sensibilidd a insulina tanto in vivo como in

vitro.

Por otra parte, los FAs, en particular los saturads, activan células tipo macréfago
mediante el receptor tipo Toll (TLR) de lipopolisadridos (LPS) TLR4 (Fig. 4). Las
elevadas concentraciones de FAs en obesidad pueden inducir inflamacion
directamente en macréfagos y adipocitos al activarNF-kB y la produccién de
citoquinas. En modelos murinos que carecen de TLR4gsta ruta proinflamatoria se ve
truncada y estos individuos se ven protegidos a laesistencia a insulina inducida por la
dieta [88]. Pero ademas de esta activacion directade los FAs, la HFD hace aumentar
los niveles circulantes de LPS, potente activador & TLR4 junto con el CD14 soluble,
que también une LPS. CD14 puede encontrarse en la rembrana o bien en forma
soluble, uniendo LPS y presentandolo a otros tiposcelulares que no tienen TLR4.
Dicho LPS procede del instestino, donde es producid por bacterias Gram negativas y
entra en la circulacién a través de lo quilomicrone. Debido a ser transportado por
éstos, la dieta alta en grasas estimula su absorcid, aumentando la entotoxemia
[89,90]. Se ha observado que esta endotoxemia no st resulta en una inflamacion del
TA, mayor glicemia en ayunas e insulinemia debido da insulinorresistencia hepatica,
si no también induce la ganancia directa de peso [8]. Esto indica que la endotoxemia
inducida por la HFD puede disparar la resistencia ansulina, incluyendo la obesidad y
la inflamacién crénica, pudiendo ser especialmenterelevante en individuos de edad
avanzada, dado que en modelos murinos se ha observdo que con la edad aumenta la
respuesta inflamatoria a la endotoxemia [91].

Por otro lado, los lipidos intracelulares como losoxiesteroles o los FAs, pueden actuar
como mediadores antinflamatorios al ser ligandos deLXR y las familias PPAR de
receptores nucleares, respectivamente. La activacia de estos factores de
transcripcion inhibe la expresion de genes inflamairios en macréfagos y adipocitos,
en gran parte mediante la supresion de NF«B [92].
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Por dltimo, la acciéon de estos ligandos lipidicos eta influenciada por las FABPs
citosolicas, habiéndose observado que la ausencia @ las FABPs ap2 y mall ofrece
una fuerte proteccién frente a la T2DM vy la aterosterosis en ratones [93]. Por lo tanto,
la localizacién corporal, la composicién del ambiete celular y la unién a rutas de
sefalizacién diana parecen ser factores clave a lahora de determinar si los lipidos

promueven o suprimen la inflamacion y la resistend@ a insulina [92].

5.1.1/ Pasos limitantes en la captacion mitocondrihy la oxidacion de acidos
grasos. FATP1

La captacién celular de FAs de cadena larga se pued llevar a cabo mediante difusién
pasiva “flip-flop”, o bien a través de proteinas. $bien varios estudios experimentales
apoyan ambas posibilidades, actualmente se cree quelas evidencias indican un
sistema predominante de captacién de FAs mediado pp proteinas en los tejidos
metabdlicamente importantes [94]. Se ha identificad una serie de transportadores,
incluyendo CD36, FABR,, (FABP asociados a la membrana plasmética) y la fariia de
transportadores de FAs (FATP1-6). Ademas, la FABP (FABP citoplasmatica) se
encuentra presente en abundancia en el citoplasma sluble, donde también podria
encontrarse dirigiendo el metabolismo de FAs [94].

Una de las familias implicadas es la familia FATP,con 6 miembros identificados en
mamiferos [95]. Uno de sus miembros es FATP1, protia integral de membrana con
un dominio transmembrana en el extremo amino termial y con actividad acil-CoA
sintetasa intrinseca, si bien menor respecto a otra CoA ligasas. FATP1 se expresa
principalmente en musculo esquelético, corazén y tgdo adiposo [96]. Se le ha
localizado en la membrana plasmatica de adipocitos3T3-L1 diferenciados [96] o
estimulados por insulina [97], y células 293 [98]. Sin embargo, ha sido
consistentemente encontrado en compartimentos intraelulares en adipocitos y células
musculares en cultivo: en adipocitos 3T3-L1 no esthulados, en un compartimento
perinuclear solapando un marcador de Golgi [97], a6 como en mitocondria [99]; en
otro estudio en el reticulo endoplasmatic,o pero noen mitocondria [100]. Nuestro

grupo previamente ha encontrado que FATP1 no esta pesente en la membrana
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plasmatica de células musculares, si no perinucleamente siguiendo un patrén reticular
y parcialmente solapando un marcador de Golgi [101]Posteriormente lo localizamos
en las fracciones enriquecidas en mitocondrias de élulas musculares C2C12
cultivadas [102] y se colocaliz6 a la proteina de dsion FATP1-GFP con marcadores
mitocondriales tanto en células musculares tanto C212 [102] como L6E9 [82].
También se ha descrito su presencia intracelular enuna poblacién no definida de
vesiculas en musculo soleus aislado [103], asi comaen los tlbulos T y fracciones de
sarcolema en musculo de las extremidades inferioresen rata [104]. Sin embargo, no
se han obtenido evidencias de la localizacién del RTP1 transfectado en membranas

mitocondriales de musculo esquelético maduro de red [94].

A nivel funcional, FATP1 es capaz de incrementar lacaptacién de FAs en musculo
[101,105], aunque en funcién de su localizacion subelular se discute si es debido a su
movimiento transbicapa o a alguna fuerza conductoraasociada a su actividad acil-CoA
sintetasa, la cual podria atrapar los FAs entrantescomo acil-CoAs [100,106] y dirigir su
metabolismo. De hecho, nuestros estudios en musculaesquelético cultivado muestran
que FATP1 dirige los FA hacia la sintesis de TAG [8,101], mientras la oxidacion de
FAs es moderadamente estimulada [82], o débilmentereducida [101]. En cambio,
otros estudios [105] concluyeron que FATP1, electtransfectado en musculo, no
promueve la acumulacién intramuscular de TAGs en rtones ni la resistencia a insulina
sistémica si no que aumentaba la oxidacion de FAsPor otra parte, FATP1 es capaz
de incrementar fuertemente la oxidacién de glucosay activar el complejo PDH en
células musculares cultivadas [102]. Su ablacién gaeética en ratones no varia la
captacion basal de FAs pero reduce su estimulaciérpor insulina en tiras musculares
aisladas, y retrasa la retirada de FAs del suero eimulada por insulina [103]. Sin
embargo, su delecién en ratones protege de la acumlacion de acil-CoA y resistencia
a insulina inducida por lipidos en musculo esqueléto [107]; asi como de la reduccion
del turnover sistémico de la glucosa estimulado por insulina [07], del desajuste en la
tolerancia a insulina y de signos del sindrome methdlico [103]. Por todo ello, FATP1

es considerado una diana terapéutica a inhibir parda resistencia a insulina [108].
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5.2/ Inflamacién inducida por estrés del reticulo adoplasmatico

Un desencadenante potencial de la inflamacion induida por obesidad es el estrés del
reticulo endoplasmético (ER). La acumulacién excesia de lipidos, ocasiona estrés en
el ER del higado, tejido adiposo, musculo esquelétio y célulap pancreatica, activando
una respuesta en una ruta de sefializacion conocidacomo ‘respuesta a proteinas
desplegadas” (UPR), que conlleva reacciones proteairas, pero también inflamatorias
y apoptéticas [109]. En los mamiferos, hay tres claes de sensores de estrés ER: el
enzima IRE1 (@ y B); la proteina quinasa PERK; y el factor de transdpcion ATF6
[110].

La quinasa / endorribonucleasa IRE1desencadena el splicing no dependiente del
espliceosoma del ARNm para el factor de transcripéin XBP-1 que controla las
respuestas protectoras al estrés del ER. Asi mismoJRE1 también induce una cascada
de sefalizacion inflamatoria al activar IKK, las MRKs p38 y JNK, y finalmente NFkB.
Por altimo, este estrés del ER inducido por la obe&lad lleva a la fosforilacion en Ser
de IRS, inhibiendo la senalizacién de insulina. Eneste sentido, se ha observado que
en modelos murinos heterocigotos para XBP-1" dichas respuestas protectoras se ven
atenuadas [109] y resultan propensos a la resisten@m a insulina, mientras que la
administracién de chaperonas reduce el estrés del R, recuperédndose la sensibilidad a
insulina [111]. Por ultimo, dicho estrés reduce laexpresion de GLUT4 en los adipocitos
[112].

La activacion de PERK atenua la sintesis general deproteinas a través de la
fosforilacion del factor de iniciacion eucariota dda traduccion 2u, que pone en marcha
la expresion de genes implicados en respuestas antixidantes, el metabolismo de

aminoacidos, la autofagia y la apoptosis [110].

ATF6 es un factor de transcripcion tipo bZIP, que e localiza anclado a la membrana
del ER en condiciones normales. En condiciones de strés del RE, cuando se
acumulan proteinas mal plegadas en el lumen, se trasloca al aparato de Golgi donde
es procesado a su forma activa mediante protedlisis liberando su dominio citosélico,
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que controlara la sobreexpresién de genes concretosimplicados en la UPR [110],
destinada a aumentar la capacidad de plegamiento deER.

Sin embargo, la lipotoxicidad como factor inductode un estrés del ER crénico, podria
diferir del estrés del ER clésico no sélo en la foma de ser inducido (por acumulacion
de proteinas en el lumen, en vez de un mal plegamiato de las mismas [113]), si no
por la capacidad de los FAs de impactar en las dishtas vias. Asi, se ha visto que los
FAs saturados interrumpen el trafico de proteinas atre el ER y el aparato de Golgi
[114].

5.3/ Mediadores en inflamacion

5.3.1/ Citoquinas y quimiocinas

Las citoquinas son moléculas secretables de bajo peo molecular, generalmente de
menos de 30 KDa, cuya expresién se encuentra altamste regulada. Al ser
descubiertas en linfocitos, originariamente se lasdenoming linfocinas. Posteriormente,
al observarse que muchos otros tipos celulares las secretaban, pasaron a
denominarse en general citoquinas, y en particular interleuquinas, a aquellas
implicadas en la comunicaciéon entre leucocitos. Suexpresion constitutiva es en
general despreciable, siendo necesaria la activacié de la célula para producirlas a
niveles funcionales. Suelen actuar a muy bajas conentraciones. Normalmente son
glicosiladas para aumentar su estabilidad y solubilad, aunque algunas de ellas
permanecen ancladas a la membrana o a la matriz exacelular. Pueden cumplir
efectos auto-, para- y algunos casos endocrinos uréndose a receptores de alta
afinidad. Se caracterizan por un amplio pleiotropiso y redundancia, esto es, una
misma citoquina cumple distintos efectos a través @ distintos receptores, y varias
citoquinas pueden cumplir funciones solapadas sobre un mismo tipo celular.
Funcionalmente podemos dividirlas en: citoquinas irplicadas en el desarrollo
hematopoyético (IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-11, GM-GF, G-CSF y M-CSF), implicadas en
la inmunidad innata (IL-1, IL-6, TNF, IL-10, IL-12y IL-18) e implicadas en la inmunidad
adaptativa (IL-2, IL-15, IFN, IL-4, IL-13, IL-16 yTGF). Respecto a si promueven o

atentan el proceso inflamatorio, podemos distinguidas inmunosupresoras (inhiben el
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crecimiento celular y/o la secrecién de otras citoginas: IL-4, IL-13, IL-10, TGFB, INFa

y IFNB) y las proinflamatorias(IL-1, IL-6, TNFo y IFNy).

Las quimiocinas son un conjunto de citoquinas con dnciones quimioatrayentes que
promueven la migracion de leucocitos hacia 6ganos dejidos, que a diferencia de otras
citoquinas tienden a unirse a proteoglicanos y pratinas de la matriz para inmobilizarse
y no pasar a la circulacioén, actuando como un rastv que los leucocitos pueden seguir.
Estructuralmente, en funcion de la conservacién de4 residuos Cys implicados en 2
puentes disulfuro caracteristicos, se distinguen la quimiocinas CXC (Cys-S-Cys) y las
CC (Cys-Cys), segun si estan separadas las cisteinaspor otro residuo o no. En
general las primeras son potentes quimioatrayentesde neutréfilos (ej. IL-8 o CXCL8) y
las segundas preferentemente de monocitos (MCP-1) acélulas T (RANTES o CCL5).
En la actualidad también se estd tratando de clasi€arlas entre quimiocinas

inflamatorias (o clasicas, atrayentes de monocitos y neutrofiloy e inmunoguimiocinas

(atrayentes de linfocitos). Dado que la respuestariflamatoria se incia con la migracién
de estas células al foco inflamatorio, las quimioginas son inducidas por diversos
factores proinflamatorios (IL-1, TNF, IFNy, LPS).

5.3.2/ Resistencia a insulina inducida por inflamai®n

En la actualidad se sabe que el tejido adiposo prodce grandes cantidades de
adipoquinas como TNFwe, IL-1B, IL-6, y MCP-1 y es un responsable principal de le
elevados niveles sistémicos de TNFe en obesidad (Fig. 5). Modelos murinos muestran
que también la edad contribuye a un mayor estado iflamatorio en el tejido adiposo.
Sorprendentemente, la inflamacién crénica del VAT riducida por obesidad, cuando
éste es transplantado de un donante obeso a un recptor delgado, puede trasladar
este estado de inflamacion sistémica y enfermedad ascular [115].
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Figura 5. El tejido adiposo: componentes celulares y molécula producidas. El tejido adiposo se
compone de la fracciéon adipocitaria y la fraccion stromovascular, que incluye macréfagos. Izquierdajos
adipocitos producen leptina, adiponectina, visfatia, IL-6, MCP-1, y otros factores. Los macréfagos prducen
TNF-q, IL-5, MCP-1 y otras citoquinas y quimiocinas. Erhumanos, la fuente celular principal de adipsina y
resistina parece ser el macréfago. Derecha; en obeilad la leptina y posiblemente otros factores produidos
por los adipocitos, macréfagos, o ambos, inducen laexpresién de moléculas de adhesion en células
endoteliales, lo que lleva a la transmigracién de mnocitos derivados de la médula 6sea y asi a un aurento
en los macréfagos residentes en el WAT (ATMs), algnos de los cuales se fusionan para generar células
gigantes multinucleadas. Los ATMs de individuos obeos producen mayores niveles de TNFe, IL-6 y
quimiocinas en comparacion con los de delgados. Almismo tiempo, la produccion adipocitaria de
adiponectina se reduce, posiblemente por los nivele locales incrementados de TNFe. Adaptado de [116].

La inflamacién es un componente en la resistencia ansulina asociada a la obesidad.
Se ha demostrado, tanto en modelos animales como erhumanos, que la inhibicion
genética o farmacoldgica de las rutas de respuestainflamatoria protege frente a la
resistencia a insulina inducida por la dieta [92].

Existen muchas evidencias de que la activacién croica de rutas proinflamatorias
intracelulares en células diana para la insulina #8van a la resistencia a insulina
asociada a la obesidad, en la que tanto adipocitoscomo macréfagos pueden liberar
citoquinas y quimiocinas como son CCL2, IL-6, IL-@, factor inhibitorio de migracion de

macréfagos (MIF) o TNFea [117]. En este sentido, se han encontrado mayoresiveles
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circulantes de TNFa y IL-6 en individuos con resistencia a insulina ydiabetes [118],
una mayor produccion de TNFe en el misculo y adiposo de humanos obesos [119]
[120], asi como mayores niveles de TNFe en el tejido adiposo de ratones obesos
que, al ser neutralizados, revirtieron en una mejorsensibilidad a insulina [121]. De la
misma forma, en los Ultimos afios se han ido identitando muchos otros mediadores
de inflamacién que estarian interfiriendo en la ac®n de la insulina en la obesidad,

encontrandose entre los genes mas fuertemente reguldos en animales obesos.

El TNF-u, ademas de activar vias de resistencia a insulinacomo IKKf y SOCSS,
podria alterar la expresion de genes para el IR com IRS1, GLUT4, adiponectina y
PPARy [58]. Del mismo modo, otras citoquinas inflamatods interfieren en la via de
sefalizacion de la insulina: IL-PB provoca la fosforilaciéon de Ser en IRS1 al activar
ERK [122] e IL-6 bloquea la sefalizacion de IRS medda por insulina en musculo e
higado a través de las proteinas SOCS [123]. Sin erbargo, el papel de IL-6 en
obesidad resulta controvertido ya que, mientras alis niveles circulantes crénicos han
mostrado desajustes en la captacion de glucosa por parte del mdsculo, su
sobreexpresion promueve la pérdida de peso y en deirminadas condiciones, altos

niveles sistémicos de IL-6 han mostrado incluso megjrar la sensibilidad a insulina [58].

Por el contrario, mediadores antinflamatorios comda IL-10 o la adiponectina ejercen
un papel de sensibilizacioén a la insulina. Se ha denostrado que la inhibicién temporal
de la IL-10 end6gena, en modelos animales con unaransduccion deficiente de la
sefial de insulina y esteatosis, desajusta la sensibidad a insulina en el higado,
revelando un papel protector de la IL-10 en la inslinorresistencia hepatica asociada a
la esteatosis inducida por la dieta [124]. Al mismotiempo, ciertas quimiocinas como
MCP-1 e IL-8 afectarian indirectamente a la sensibidad a insulina atrayendo
macréfagos hacia el tejido adiposo que, una vez iriftrados en el tejido y activados por
los altos niveles de TNF, serian las principales fuentes de factores inflamtorios [58].
La leptina, aumentada en obesidad, también induced produccion de MCP-1. Este
reclutamiento y activacion de macréfagos, fuente ydiana de mediadores inflamatorios,
desencadenaria el circulo vicioso de inflamacién atomantenida y resistencia a

insulina [58]. Mientras que el bloqueo de la sefialiacion de NF-kB mediante la
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delecion especifica de IKK en el higado, s6lo mejora la sensibilidad en el lgado, su

delecién en el linaje mieloide reduce la insulinomsitencia sistémica [125].

En resumen, parece claro que la obesidad propicia n estado de inflamacién crénica
de bajo grado y resistencia a insulina, sin embargo la perfusion de citoquinas
inflamatorias o lipidos en animales no obesos prodae insulinorresistencia, y muchas
condiciones de inflamacién crénica en humanos no obsos suponen un alto riesgo de
diabetes y riesgo cardiovascular. Ademas, la elimiaciéon directa o farmacolégica de
los mediadores o sefales inflamatorios, mejora la ensibilidad a insulina. Por lo tanto,
las evidencias documentadas hasta la fecha, sugerian entonces que la T2DM es una
enfermedad relacionada con la inflamacién y es la ausa primaria de la resistencia a
insulina asociada a la obesidad, la hiperglicemia yla hiperlipidemia, mas que la mera
consecuencia de éstas [92].

La hipoxia del tejido adiposo en obesidad se considra un factor desencadenante de la
inflamacion. Parece razonable pues, que los encargdos de activar la respuesta
inflamatoria, al ser las primeras células afectadasen el transcurso de la obesidad,
sean los adipocitos o las células adyacentes afectdas por el crecimiento de éstos.
Dado que el depésito adiposo se expande, los adipoitos crecientes resultan
hipoperfundidos creandose ambientes de microhipoxieen determinadas areas, donde
aumenta la expresién de HIF-1 [126]. La hipoxia esibiliza la proteina HIF-1a, que en
condiciones de normoxia seria rapidamente ubiquitinda y degradada en el
proteasoma [127]. Esta estabilizacién y acumulaciérde HIF-1a induce la expresién de
una serie de adipoquinas relacionadas con la inflamacion, asi como de GLUT1 [128],
lo que podria reflejar una adaptacion del metabolimo de la glucosa a las condiciones
hipoxicas, estimulando la glucélisis de cara a unacaida en el metabolismo aerobio. El
tejido adiposo hipéxico comienza a activar entoncedas vias de JNK1 y IKK/NFkB, la
expresion de genes proinflamatorios y de estrés deteticulo endoplasmatico [126]. La
activacion de estas vias lleva a la liberacion de gimiocinas y el consiguiente
reclutamiento de macrofagos hacia el tejido adiposp donde forman estructuras
anilladas en torno a los adipocitos saturados moribndos, con el fin de eliminar restos
celulares y promover el remodelado tisular. Pero asu vez también liberan mas

citoquinas proinflamatorias que inducen insulinorrsistencia en los adipocitos
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adyacentes por via paracrina, siendo ademas posibleque los nuevos macréfagos
reclutados, mediados por el ambiente hipdéxico en eltejido adiposo, continden
exacerbando el estado inflamatorio [60]. Estos mecaismos parecen ser mas
acentuados en el VAT que en el SAT, dado que la expnsién de la grasa visceral
parece tener Unicamente un efecto negativo sobre lasensibilidad a insulina [129].

De esta forma, tanto en el SAT como el VAT de indilduos obesos, se observan
estructuras “tipo corona”, en las que los macréfage rodean a los adipocitos
hipertrofiados y necréticos, para reabsorber los retos celulares y las gotas lipidicas
liberadas [130]. Se cree que en este proceso quimdictico estarian implicadas las
quimiocinas liberadas por los adipocitos a causa deestrés del RE y la hipoxia. Asi, se
ha encontrado que en individuos obesos Mcp-1, Mcp-2 Mcp-3, RANTES, MIP-1u y
CCL11 se encuentran sobreexpresados en el tejido agboso, asi como los receptores
de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR3, y CCR5 [131]. Aderas, CCR2 y CCRS5, en
mayor medida en el VAT que en el SAT.

A pesar de que adipocitos, preadipocitos, células edoteliales vasculares, linfocitos T y
células mesoteliales contribuyen a la secrecién demediadores proinflamatorios, la
principal fuente de éstos en el tejido adiposo sorios macréfagos. Ademas, se ha visto
que el incremento de la produccién de adipoquinas riflamatorias en obesidad esta
asociado al nimero de macrofagos infiltrados en ést. Especialmente existe una
correlacion entre el BMI y el nimero de macréfagosen el VAT [132]. Los macréfagos
infiltrados en el tejido adiposo (ATMs), en funciérde los estimulos del entorno, pueden
cambiar la expresidbn de marcadores de superficie, omo son los receptores de
manosa, los receptores scavenger o distintas integrinas, asi como modular su
actividad endocitica, activandose y especializandoe en cumplir un papel
proinflamatorio (via clasica o polarizacion M1) o atinflamatorio (via alternativa o
polarizacion M2). Se cree que son reclutados por laabundancia de adipocitos
necréticos que necesitan ser reabsorbidos, debido asu capacidad para capturar
lipoproteinas, debris, hemoglobina y glicoproteinas Asi, los M1 secretarian citoquinas
proinflamatorias como TNFe , IL-6, y ILB; y los M2 antinflamatorias como IL-10 y el
antagonista del receptor de ILB. En modelos murinos se ha visto que la dietas alta en
grasas derivan en la diferenciacibn de macrofagos dsde M2 hacia tipo M1,
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disminuyendo la expresion de IL10, Ym1 y arginasa,y aumentando la de TNFe e
iNOS [133]. Por otro lado, la pérdida de peso promiia una concurrencia de macré6fagos
al tipo M2 en el TA de pacientes obesos [134].

5.3.3/ Propagacion de la inflamacién. Inflamacion stémica

Dado que el VAT es especialmente propenso a alteramnes inflamatorias y libera
adipoquinas a la vena porta, sus macrofagos infilmdos contribuyen a producir lesiones
fibroinflamatorias en el higado [58]. EI TNFe estimula la lipogénesis hepatica y la
hiperlipidemia. La esteatosis hepatica, a menudo aecidada a la obesidad, produce
una inflamacién de bajo grado en el higado a travésde la activaciéon de NF«B. De la
misma manera, la estatohepatitis puede darse en obeidad debido a respuestas de
estrés y proinflamatorias en el hepatocito, probal@mente mediante la activacién de
TLR4 por FAs [88]. La produccion de IL-6 trunca lasefializacién de la insulina en los
hepatocitos al aumentar la expresion de SOCS3 [135] En conjunto, se intuye un
circulo vicioso de agravamiento de la resistencia ainsulina debido a la esteatosis
hepatica y la inflamacién [58]. Recientes publicagnes apuntan a que los perfiles
M1/M2 de polarizacion de las células de Kupffer, le macrofagos residentes del
higado, controlan crucialmente la sensibilidad a isulina [136]. Asi mismo, el bloqueo
selectivo de NF«B en los hepatocitos mejora la sensibilidad a insuha incluso en

entornos que promueven la esteatosis [137].

Se cree que las citoquinas inflamatorias inducidaspor obesidad, como TNFea e IL-6,
que desajustan la sensibilidad a insulina del musclo, pero también los mediadores
antinflamatorios como IL-10 y adiponectina, derivarde la inflamacioén sistémica que se
origina en el tejido adiposo [138]. Se ha observadouna sobreexpresién de TNFe en
musculo correlacionada con fosforilaciones inhibitodas en Ser de IRS en mujeres
obesas insulinorresistentes con previa DM gestacioal, las cuales se encuentran entre
el mayor riesgo de T2DM [139], indicando que la iddmaciéon también ocurre en
musculo produciendo una resistencia a insulina tard local como sistémica. Ademas, el

endotelio vascular también expresa TLR4, por lo qudos altos niveles de FAs, a través
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de estos receptores, también contribuirian tanto al riesgo metabdlico como

cardiovascular en la obesidad.

Se cree que los macréfagos podrian estar cumplienddistintas funciones en respuesta
a factores del entorno, manteniendo o desajustandoel metabolismo energético,
mostrando un perfil méas inflamatorio en obesidad (ydesajustando la senalizacién de
insulina) y mas antinflamatorio en condiciones no besas (manteniendo las funciones
tisulares), ademas de controlar la infiltracion deneutréfilos, funciones intimamente
asociadas con la ingesta y la composicion corporal. Mantendrian asi, un papel

homeostatico en la integracién del metabolismo enggético y la inmunidad.

Modelos murinos deficientes para PPAR en macro6fagos, ven truncada la activacién
M2 en las células de Kupffer, lo que se ha relacioado con un incremento del depdsito
graso al ser alimentados con HFD [136]. Asi mismo,se ha observado que una
poblacion heterogénea de macréfagos también estariamodulando la homeostasis
energética en condiciones fisiolégicas: deplecionado los macréfagos tisulares se
reduce notablemente el peso, incluyendo la masa graa y no grasa, al inhibir la
ingesta. Se ha visto que esta deplecion aumenta laproduccién de citoquinas
proinflamatorias y sus niveles circulantes, sugiriado un desequilibrio del balance
inmune, por lo que se ha concluido que debe existiuna regulacién reciproca entre el
balance inmune y el metabolismo energético [140]. E interesante remarcar que la
pérdida de peso también induce la infiltracion deds ATMs, donde éstos regulan la

lipolisis sin inducir inflamacién[141].

Una importante funcion de los macréfagos es la limgza de neutréfilos apoptéticos de
los lugares de inflamacién. Se ha visto que la degcion de macréfagos, conduce a un
importante aumento en la infiltracién de neutréfile en estos tejidos, donde se dispara
la expresiébn de quimiocinas atrayentes como CXCL2 ycitoquinas como G-CSF,
sugiriendo que son factores reprimidos por los maasfagos en condiciones fisiologicas
[140]. La deplecién de macréfagos produce una bajad significativa en los niveles
plasmaticos de leptina, indicando que no es la respnsable de la bajada en la ingesta y
la masa grasa, si no que se debe al aumento en ladsforilacién de STATS3, un factor de
transcripcién hipotaldmico que media los efectos deleptina y otras citoquinas
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inflamatorias sobre la ingesta [140], a la vez quese activan vias de sefalizacion de

JNK y estrés del ER en el hipotalamo.

Actualmente, se acepta la idea de que la inflamacié crénica asociada a la obesidad
se caracteriza por la produccién anormal de metabdlos y citoquinas citados
previamente (TNFa, FA, IL-1, IL-6), y ciertas adipoquinas (leptina,adiponectina,
adipolina) que se describiran a continuacion.

6/ Las adipoquinas. Desregulacion en la resistencia insulina

Las adipoquinas o adipocitoquinas son un conjunto d citoquinas secretadas
principalmente por el tejido adiposo. Varias de ells han sido relacionadas con el
desarrollo de la resistencia a insulina, de ahi quehayan cobrado importancia en la
patofisiologia de la obesidad y su relacion con lal2DM.

6.1/ Adipsina

La adipsina ha sido la primera adipoquina en ser decrita [142]. Aparece disminuida,
tanto a nivel de mRNA como de proteina circulantegn muchos modelos animales de
obesidad y diabetes [143]. A diferencia de en roedees, en humanos también es
expresada por macréfagos [144]. Posteriormente ha esultado ser el factor D del
complemento [145], que cataliza el paso limitante pra la activacién de la via
alternativa del complemento. C3a, un péptido generdo a partir de la adipsina, se ha
revelado como un potente secretagogo de la insulina[146]. Recientemente se ha
encontrado que los pacientes con T2DM con fallo ersus células $ son deficientes en
adipsina [146], indicando que la via de la adipsin&3a conecta la funcién adipocitaria
con la fisiologia de la célulap, por lo que la manipulacién de esta via abre nueva vias
a las terapias en la T2DM.

6.2/ Resistina

La resisting, codificada en humanos por el gen RETN, es una hormoa producida por
el tejido adiposo en roedores y por células inmunesy epiteliales en humanos, que se
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ha asociado con niveles aumentados de glucosa en sagre y una mayor liberacion de
glucosa hepatica en ratones [147,148], y cuya admiistracién in vivo desajusta la
sensibilidad a insulina [149]. También se le han aibuido funciones proinflamatorias y
la induccién de la secrecién de otras citoquinas cao IL-6 [150]. Sin embargo, su
implicacién directa en la resistencia a insulina haguedado en entredicho en estudios
posteriores [151,152].

6.3/ Leptina

La leptina (LEP o proteina OB) es una hormona de saiedad, producida por los
adipocitos, que inhibe la ingesta a través de neuraas hipotalamicas [153]. Aunque
todavia existen dudas sobre su papel en los desérdaes metabdlicos, varios estudios
la han relacionado con la estimulacion de la oxida®n de FAs y con la contrarrestacion
de la resistencia a insulina [154]. Es una proteinade 16 KDa que regula la ingesta y el
gasto energético ademas de tener efectos en la repsduccién, regulacién inmune y
otros sistemas endocrinos. Los modelos murinos quecarecen de ella (ob/ob) triplican
su peso respecto a los controles, y la administradin de la misma reduce la ingesta, el
peso, incrementa la actividad fisica y la termogéneis [4]. Podria por tanto
considerarse un “adipostato” al reflejar el grado d@ adiposidad del organismo, y
comunicarle al cerebro que se frene la ingesta y sgpromueva el gasto energético. Sin
embargo, se ha encontrado que en muchos casos sus iveles plasmaticos estan
aumentados en sobrepeso y obesidad, no ejerciendo pr tanto un papel protector ante
la adiposidad, facilitando esta resistencia a leptia la ganancia de peso. La leptina
ejerce un efecto positivo sobre el metabolismo ded glucosa y, junto con la insulina,
conforman el eje adipo-insular en el control del b&ance energético, donde la leptina
ejerce un feedback negativo sobre la secrecién derisulina, y ésta estimula la de
leptina [155,156], quizd contribuyendo la desregulaién de este sistema a la
resistencia a insulina. Aunque su papel como molécla sensibilizadora a insulina
todavia debe ser investigado, se ha observado que d leptina activa AMPK
especialmente en el misculo y cerebro, activando laoxidacién de FAs y previniendo la

acumulacion ectopica de grasa, y por ende la resigncia a insulina.
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6.4/ Adiponectina

La adiponectina es la hormona producida por el teflo adiposo mas abundante en
plasma, y sus niveles circulantes aparecen signifiativamente disminuidos en
sobrepeso y obesidad, en contra de lo que cabria eperar al presentar mas adiposidad
total. Esta codificada por el gen ADIPOQ y actla dravés de dos receptores AdipoR1 y
AdipoR2 y sus cascadas de sefalizacién asociadas. E por tanto una adipoquina
desregulada en obesidad, y su forma molecular de mgor peso se considera que tiene
un importante efecto de sensibilizacién a la insutia [157,158]. Asi mismo, en modelos
murinos, se le han atribuido funciones antiaterogéitas, antinflamatorias e
insulinosensibilizadoras [159-161]. También proteg la supervivencia y funcion de las
células B. Niveles plasmaticos bajos de la misma —hipoadipoactinemia- se han
asociado con la resistencia a insulina, dislipidermd y T2DM [162,163].

Se cree que al presentar valores plasmaticos fisiaggicos tan altos, su funcién debe ser
regulada a nivel de la expresién de sus receptoresy funcion. Conforma un bucle de
regulacion reciproca junto a IL-6 y TNFe, donde cada uno regula la expresién de los
otros. Cuando los niveles de éstos aumentan, dismioyen abruptamente la expresion
de adiponectina en respuesta a estimulos de sobrentricion o hiperglicemia,
rompiendo el equilibrio entre moléculas pro y antilamatorias y aumentando la
susceptibilidad a la resistencia a insulina [164-16]. Por el contrario, su expresion y
secrecion es estimulada por agonistas de PPAR como los farmacos antidiabéticos,
como son las tiazolidinedionas [167,168]. Al iguabue la leptina, promueve la actividad
AMPK vy el transporte y la oxidacién de FAs, al aumatar la expresiéon de las proteinas
implicadas. La resistencia a adiponectina se tradue en una disminucion de la
oxidacién —incrementandose los niveles de DAG y ceamida en plasma- y un
desequilibrio en la fosforilacion de sefiales clavecomo Akt y AS160 en musculo,
desajustando la translocacion de GLUT4, como se dacaracteristicamente en la
resistencia a insulina [169].
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6.5/ Adipolina

La adipolina estd codificada por el gen FAM132A/CTR12 vy, al igual que la
adiponectina, es producida y secretada por el tejid adiposo, cumple un papel en el
control glicémico y la sensibilizacién a insulina,sus niveles plasmaticos aparecen
disminuidos en la obesidad, y al administrarla en mdelos de ratones obesos y
diabéticos, mejora la sensibilidad, la tolerancia aglucosa, reduce la inflamacion y la
adiposidad y disminuye la acumulacion de ATMs infitados [170,171]. De forma similar
a la adiponectina, la induccion de la inflamacion yel estrés del ER reduce la expresion
de la adipolina [171]. Ademas, se ha encontrado unacorrelacién negativa entre los
niveles circulantes de adipolina y resistina. Todoesto sugiere que contrarresta la

inflamacion crénica que suele acompanar a la obesidd y la insulinorresistencia.

Se ha visto que la adipolina actia incrementando lasefalizacion de la via de insulina
dependiente de PI3K, aumentando la fosforilacién desefiales como IRS, Akt o MAPK,
ademas de disminuir la expresion de enzimas gluconegénicas en el higado, como la

glucosa-6-fosfatasa [170].

Los ratones DIO muestran niveles aumentados de furia, una propotein convertasa
prototipica, asociados a un perfil inflamatorio querecuerda a la inflamacién de bajo
grado que cursa con la obesidad. La sobreexpresiénde furina en el tejido adiposo
resulta en una mayor proporcion de la forma procesda de la adipolina, mas
abundante en suero que su forma completa, pero presmiblemente menos funcional
estimulando la sefalizaciéon de insulina. En este satido, se ha visto que la forma
procesada de la adipolina activa preferentemente lavia de las MAPKs, mientras que la
completa activaria Akt, estimulando la captacién deglucosa mediada por insulina en
adipocitos 3T3-L1 [172].

De la misma forma, el TNFe es procesado por la enzima convertidora de TNFe
(TACE), la cual a su vez depende de la furina parasu maduracién [173]. Dicho
incremento en los niveles de furina podria facilita la produccion de TNFe cursando
con la inflamacién crénica y la inhibicion de las dipoquinas insulino-sensibilizadoras

como la adipolina y la adiponectina [174,175]. Askste mecanismo ayudaria a explicar
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la dramatica bajada en la expresién de estas adipoginas en obesidad, donde el
aumento de masa grasa llevaria a suponer una mayoproduccién desde los adipocitos
[4].

6.6/ Adipo-mioquinas

Se ha restringido el término mioquinas para aquella proteinas secretadas desde el
musculo esquelético, excluyendo aquellas que son tenbién secretadas por otros tipos
celulares y aquellas que han sido descritas s6lo anivel de mRNA. Sin embargo,
muchas de las mioquinas reguladas por la contraccia descritas en la literatura, se ha
encontrado que también son secretadas por los adipoitos. Este conjunto de proteinas
reciben el nombre de adipo-mioquinas, y participaren el dialogo endocrino con otros
tejidos. Dependiendo del alcance y de su cinética na vez liberadas en el suero, estas

moléculas pueden cumplir efectos beneficiosos o adersos en tejidos diana.

6.6.1/ Pentraxina 3

Las pentraxinas son una superfamilia de proteinas ifogenéticamente conservadas
desde los aracnidos a los mamiferos, aunque no en ddas las especies, y
caracterizadas por la presencia en su extremo carbgi-terminal de 200 aminodacidos
que conforman el dominio pentraxina. El término petraxina fue empleado por primera
vez para la CRP. En base a la estructura primaria d sus subunidades, las pentraxinas
se dividen en cortas y largas. Entre las funcionesque se le atribuyen estan la de
reconocer un amplio abanico de moléculas, patégenasexdgenas y propias alteradas,
ademas de funcionar, de forma especifica de especiecomo proteinas de fase aguda.

Las pentraxinas se componen de monomeros con una tpologia ‘B-jelly roll que se
ensamblan  preferentemente en estructuras pentamérigs asociadas no
covalentemente [176]. CRP y SAP son prototipos de pentraxinas cortas,
principalmente producidas en el higado en respuestaa sefales inflamatorias,
especialmente IL-6, y funcionan como proteinas de dse aguda en hombre y ratén
respectivamente [177]
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Del mismo modo, PTX3 también conocida como TSG-14 [TNF-Stimulated Gene 14 o
TNFAIP5 (Tumor Necrosis Factor-Alpha Protein 5, es el prototipo de la subfamilia de
las pentraxinas largas, identificadas en los afos pventa como moléculas inducibles
por citoquinas y expresadas en tejidos especificosEl gen PTX3 codifica una proteina
de 45kDa que se ensambla para formar polimeros de Ho peso molecular al unirse por
puentes S-S intercatenarios. El dominio C-terminal203 aa) comparte homologia con
el de las clasicas pentraxinas cortas, mientras queel N-terminal (178 aa) no presenta
homologia significativa con ninguna otra conocida {77]. Difiere ademéas de CRP y
SAP tanto por su organizacion génica, como fuente elular y propiedades de union a

ligando.

Otros ejemplos de pentraxinas largas son la pentraina neuronal 1 (NPTX10 NP1) y
pentraxina neuronal 2 (NPTX2o0 NP2). NPTX1 fue identificada en rata como una
proteina que podria mediar en la captacion de matdel sinaptico y la toxina
presinaptica taipoxina del veneno de serpiente. Otwrs ejemplos de PTXs largasson: la
apexina en espermatozoides de cerdo guineanopentraxina 1 de Xenopus laevis (XL-
PXN1), o el receptor neuronal de pentraxina (NPR), una mi&cula transmembrana del
sistema nervioso. Los estudios filogenéticos muestran la existencia @ dos familias de

pentraxinas (Fig. 6), expresadas separadamente en erebro humano y en otros tejidos

PTX3 es una proteina plasmatica de fase aguda cuyaconcentracién esta desregulada
en la obesidad y el sindrome metabdlico. Es produda en respuesta a sefales
proinflamatorias en fagocitos mononucleares [178], células dendriticas [179],
fibroblastos [178], células endoteliales [178], hegticas [180], mioblastos [178],
sinoviocitos, células epiteliales de pulmon, epiteéales renales, adipocitos [181] y
células de musculo liso [182]. Este origen celuladiverso contrasta con el de la CRP,
que es producida casi exclusivamente en el higado{83].
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Figura 6. Relacion filogenética entre los miembrosde la familia pentraxina. (A) Arbol de proximidad
evolutiva, mostrando la relacion entre PTX3 respeat a otras pentraxinas largas como NP1, NP2, XL-PXN1y
apexina. (B) El analisis multidimensional de distanias de secuencia, sin asumir relacién evolutiva auna,
muestra las diferencias entre secuencias pentraxina Las unidades de cada componente principal son
indicativas de la identidad de secuencia. El alinemiento multiple de secuencias y la matriz de distanias
geométricas fueron elaboradas empleando los algorinos de alineamiento del CLUSTAL W.Adaptado de

[184].
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Si bien las clasicas pentraxinas cortas CRP y SAP hn divergido en secuencia y
regulacion del raton al hombre, PTX3 se ha conservdo a lo largo del proceso
evolutivo, por lo que se estudio en modelos murinosmodificados genéticamente, han
aportado un nuevo nivel de entendimiento del rol delas pentraxinas en inmunidad y
homeostasis: PTX3 ejerce un papel in vivo complejo y no redundante en el
reconocimiento de patégenos, modulando el sistema dl complemento al unir C1q y
facilitando su identificacién por macréfagos y célias dendriticas [185] Ademas,
supone un punto medio entre las vias cruzadas de imunidad e inflamacion,
atribuyéndosele también un papel en la construcciérde la matriz extracelular y en la
fertilidad femenina.

Se ha observado que PTX3 presenta unaN-glicosidacion que suma unos 5 kDa a la
masa total del mondémero -pasando de 45 kDa a unos 6 kDa- [186] Todavia se
desconoce en gran parte la configuracion de estos bigosacaridos unidos a PTX3 y el
papel funcional que desempefan (Fig. 7). Estos pueden afectar a su actividad de
distintos modos: enmascarando gran parte de la moléula para el reconocimiento del
ligando, participando en su plegamiento, y constityendo sitios de unién su superficie
[186]. EI proceso inflamatorio puede inducir cambis significativos en los
oligosacaridos de proteinas de fase aguda, y variamnes en su glicosilacion pueden

valer de indicadores diagndésticos de diversas enfanedades.
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Figura 7. Caracteristicas moleculares de PTX3 (A) Comparacién de PTX3 con las pentraxinas corta
CRP y SAP. (B) El gen humano de PTX3 esta organizad en 3 exones y se localiza en el cromosoma 3qg24-
28. Se muestran los sitios de unién del factor de rfanscripciéon en la regién promotora del gen de PTX3
humano y de ratén. Adaptado de [187].(C) Conformaciones representativas de un oligosaérido biantenal
monofucosilado y desializado.Adaptado de [186].
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Las concentraciones plasmaticas de PTX3 se encuentin inversamente
correlacionadas con la masa grasa, los niveles dedptina, CRP e IL-6 en individuos
sanos, dependiendo de cambios en la actividad fisia y el balance energético [188].
Asi, se han descrito correlaciones negativas entresus niveles plasmaticos y los de
TAGs y BMI, y niveles menores de PTX3 en individuoscon sindrome metabdlico
[189,190]. Sin embargo, varios estudios recientesdiscrepan de estas asociaciones
[191,192], encontrando una asociacién positiva enie PTX3, la obesidad, y algunos
factores de riesgo cardiovascular que asocian la facién inflamatoria de esta
pentraxina con un peor perfil cardiovascular. Exisg poca informaciéon acerca de su
expresion en tejido adiposo, aunque se han encontrdo niveles de mRNA mayores en
el tejido adiposo blanco de modelos de ratonesob/ob, db/db que en ratones control
[181]. En humanos, s6lo existe un estudio previo erel que se evalud la expresion de
PTX3 en el tejido adiposo de sujetos delgados y obeos [193]. Su expresién tiende a
ser mayor en el tejido adiposo visceral de individos obesos que en delgados.

6.6.2/ CCDC80

La proteina CCDC80 (Coiled-Coil Domain Containing 8Q es una proteina secretada
por los adipocitos que regula la homeostasis energéica en ratones obesos inducidos
por la dieta. Su relacién con la obesidad y el sigificado de sus niveles plasmaticos en
humanos son desconocidos. En la obesidad, el perfilde expresién de adipoquinas
cambia en respuesta a la cantidad y la condicion dk 6rgano adiposo [194]. La
alteracion de la secrecion de adipoquinas se considra que contribuye al desarrollo de
los desordenes asociados a la obesidad, como son laresistencia a insulina [175], la

enfermedad cardiovascular [195] o la esteatosis hegtica [196].

CCDCB80 es un gen relacionado con la obesidad, que h sido identificado como
sobreexpresado en tejido adiposo marrén del ratdén dficiente en el receptor de
bombesina subtipo 3, un modelo murino de obesidad dve de inicio tardio [197].
Aunque existe controversia al respecto, se ha detetado una menor expresion de este
gen en el tejido adiposo blanco de modelos murinosobesos, como el ob/ob KKAy y
obesos inducidos por la dieta [198]. CCDC80 se expgsa a nivel de mRNA

predominantemente en el tejido adiposo blanco, tard en humanos como en ratones
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[198,199]. Es también expresado por los preadipocids de células primarias humanas
cultivadas [198] como en las las células 3T3-L1 deratén [199]. En éstas ultimas los
niveles de mRNA de CCCDC80 disminuyen transitoriamete durante el proceso de
diferenciacion [198,199]. En estos adipocitos, estegen se ve reprimido por insulina,
TNF-a, H2O, e hipoxia [198]; y por insulina, dexametasona y 3sobutil-metilxantina en
preadipocitos confluentes [199]. Se ha observado gqe Ccdc80 juega un papel dual en
la adipogénesis in vitro mediante mecanismos que irplican la sefalizacion Wntp-
catenina y los factores de transcripcion C/EBR y PPARy [199]. Sin embargo, su
delecién no afecta al desarrollo normal del tejidoadiposo blanco en ratones [200]. La
funcién fisioldégica de Cccdc80 se ha puesto en reéive en este modelo murino donde
el gen fue truncado [200]; estos ratones muestran na mayor sensibilidad a la
intolerancia a glucosa inducida por la HFD, asi coro un desajuste en la secrecion de
insulina estimulada por glucosa; ademads, ciertos gees implicados en los ciclos
circadianos son simultdneamente regulados en el tégo adiposo blanco, musculo y
pancreas. Esto indica que es un nuevo modulador dda homeostasis energética y de
la glucosa durante la obesidad inducida por la died. Por tanto, aunque se podria
considerar a Ccdc80 como una adipo-mioquina, cuya epresién esta alterada en
modelos murinos obesos y ejerce un control metabétio en ratones obesos inducidos
por la dieta, el papel de CCDC80 en la obesidad hurana todavia no ha sido
dilucidado.
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Plasma PTX3 Protein Levels Inversely Correlate with Insulin
Secretion and Obesity, whereas Visceral Adipose Tisue PTX3 Gene
Expression is Increased in Obesity

El objetivo de este trabajo es explorar la asociadn de los niveles plasmaticos de
PTX3 con diversos marcadores inflamatorios y con lasecrecion de insulina
estimulada por glucosa. Ademas, analizar la regula®n de la expresion del gen de
PTX3 y la secrecidon de esta proteina por adipocitosSGBS cultivados en respuesta
a factores relacionados con la obesidad como la inglina, citoquinas
proinflamatorias, promotores de especies reactivagle oxigeno e hipoxia.

Se mediran los niveles plasmaticos de PTX3 en una pmera cohorte (cohorte-1)
compuesta por 27 individuos delgados (BMk 25 kg/mz) y 48 con sobrepeso (BMI
25-30 kg/mz). En una segunda cohorte (cohorte-2), compuesta po 19 individuos
delgados, 28 con sobrepeso y 15 obesos (BMI > 30 kgnz) se analizaran los
niveles plasmaticos de PTX3 y sus niveles de expre®n génica en VAT y SAT en
el tejido adiposo total, y las fracciones estromovacular y subcutdnea. Se
empleard la linea de preadipocitos humanos SGBS pa el estudio de la
produccion de PTX3 en respuesta a IL-B, TNF-o, IL-6, antimicina A, insulina,

H.0; e hipoxia.

47



48



Adipose Tissue and Plasma CCDC80 Protein in Relatin to
Human Obesity

El objetivo de este trabajo es analizar la expresia de CCDC80 en tejido adiposo
visceral y subcutaneo. Ademas, cuantificar sus nivies plasmaticos en relacién con

la obesidad y complicaciones relacionadas con ell&en humanos.

Para ello usaremos muestras pareadas de depésito gaso visceral (VAT) y
subcutdneo (SAT) procedentes de individuos delgadosy obesos, y la linea de
preadipocitos SGBS humanos. Los niveles plasmaticodde CCDC80 se analizaran
en dos cohortes: una de sujetos con distinto gradade obesidad (cohorte-A: n= 48,
BMI 20 to 40 kg/nt) y otra de sujetos obesos moérbidos (cohorte-B: n=3, BMI 35
to 60 kg/mP).
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Fatty Acid Transport Protein 1 (FATP1) Localizes in
Mitochondria in Mouse Skeletal Muscle and Regulated.ipid and
Ketone Body Disposal

El objetivo de este trabajo es arrojar nueva luz sbre la localizaciéon subcelular de
FATP1 y su papel en el control del metabolismo de Rs en el musculo esquelético.
Examinamos la posible localizacion mitocondrial de FATP1 en fracciones
subcelulares, obtenidas por centrifugacién diferentl, en musculo esquelético de
roedores.Por otra parte, sobreexpresaremos FATP1 emmusculo gastrocnemius de
ratén con dieta normal, mediante electroporacién, pra examinar sus efectos en el
control de la disposicion de FAs y cuerpos ceténice respecto a la glucosa en tiras
de gastrocnemius aisladas de ratén.[Se describe soélo la parte experimental que
he desempenado]
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RESUMEN

Los niveles plasmaticos de PTX3 correlacionan invesamente con la
secrecion de insulina y la obesidad, mientras su epresion génica en el

tejido adiposo visceral se ve incrementada en obesiad

La proteina pentraxina 3 (PTX3) es una proteina de fase aguda cuya
concentracion plasmatica esta desregulada en la obsidad humana y el sindrome
metabdlico. En este trabajo exploramos su relaciéncon la secrecion de insulina y
la sensibilidad a ésta, marcadores de obesidad, yd expresion génica de PTX3 en
el tejido adiposo. Los niveles plasmaticos de PTX3fueron analizados en una
cohorte (cohorte 1) compuesta por 27 individuos dejados (BMI <25 kg/m?) y 48
con sobrepeso (BMI 25-30 kg/nf). En dicha cohorte, los valores plasmaticos de
PTX3 correlacionaron negativamente con los nivelesbasales de triglicéridos y la
secrecion de insulina tras la administracion oral € glucosa. En una segunda
cohorte se analizaron los niveles plasmaticos y laeexpresion génica de PTX3 en los
depositos de tejido adiposo visceral (VAT), subcutaeo (SAT), en el tejido adiposo
completo asi como en las fracciones adipocitaria yestromovascular. Dicha cohorte
2 se compuso de 19 individuos delgados, 28 con sobepeso y 15 obesos (BMI >30
kg/m?). En ella se observé una asociacidon inversa con elpeso corporal y la
relacion cintura/cadera. En los depdsitos VAT los iveles de mRNA de PTXS3
fueron mayores en individuos con BMI >25 kg/rﬁ que en delgados,
correlacionando positivamente con los niveles de mRIA de IL-1B, y mayores en
la fraccion adipocitaria que en la estromovascularSe usé la linea de preadipocitos
humanos SGBS para estudiar la produccién de PTX3 enrespuesta a factores
asociados a la obesidad. En los adipocitos SGBS, laexpresién génica de PTX3 se
incrementd en respuesta a IL-3 y TNFa pero no en respuesta a IL-6 o insulina. En
conclusién, la correlaciébn negativa entre PTX3 y lasecreciébn de insulina
estimulada por glucosa sugiere que PTX3 cumple un ppel en el control
metabdlico. La expresion génica de PTX3 se ve aumetada en el depdsito VAT en
la obesidad, pese a encontrarse unos menores nivels plasmaticos, y en

respuesta a citoquinas proinflamatorias en adipociis cultivados.
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Osorio-Conles O, Guitart M, Chacén MR, Maymo-Masip E,
Moreno-Navarrete JM, Montori-Grau M, Nif S, Fernandez-Real
JM, Vendrell J, Gomez-Foix AM. Plasma PTX3 protein levels
inversely correlate with insulin secretion and abesity, whereas visceral
adipose tissue PTX3 gene expression is increased in obesity. Am J
Physiol Endocrinol Meiab 301: E1254-E1261, 2011. First published
September 6, 2011; doi:10.1152/ajpendo.00163.2011.—Plasma acute-
phase protein pentraxin 3 (PTX3) concentration is dysregulated in
human obesity and metabolic syndrome. Here, we explore its rela-
tionship with insulin secretion and sensitivity, obesity markers, and
adipose tissue PTX3 gene expression. Plasma PTX3 protein levels
were analyzed in a cohort composed of 27 lean [body mass index
(BMI) =25 kg/m?] and 48 overweight (BMI 25-30 kg/m?) men
(cofrort I). In this cohort, plasma PTX3 was negatively correlated
with fasting triglyceride levels and insulin secretion after intravenous
and oral glucose administration. Plasma PTX3 protein and PTX3 gene
expression in visceral (VAT) and subcutaneous (SAT) whole adipose
tissue and adipocyte and stromovascular fractions were analyzed in
cohort 2, which was composed of 19 lean, 28 overweight, and 15
obese subjects (BMI =30 kg/m?). An inverse association with body
weight and waist/hip ratio was observed in cohiori 2. In VAT depots,
PTX3 mRNA levels were higher in subjects with BMI =25 kg/m*
than in lean subjects, positively correlated with IL-1p mRNA levels,
and higher in the adipocyte than stromovascular fraction. Human
preadipocyte SGBS cell line was used to study PTX3 production in
response to factors that obesity entails. In SGBS adipocytes, PTX3
gene expression was enhanced by IL-18 and TNFa but not IL-6 or
insulin. In conclusion, the negative correlation between PTX3 and
glucose-stimulated insulin secretion suggests a role for PTX3 in
metabolic control. PTX3 gene expression is upregulated in VAT
depots in obesity, despite lower plasma PTX3 protein, and by some
proinflammatory cytokines in cultured adipocytes.

protein pentraxin 3; pentraxins: insulin sensitivity; proinflammatory
cylokines

OBESITY RESULTS IN A CHRONIC low-grade systemic inflammatory
state, which is brought about by adipose tissue (AT), mainly
from visceral depots. In AT, macrophage infiltration and pro-
duction of proinflammatory cytokines (mostly IL-6 and TNFa)
are increased (3), particularly in the nonadipose cell fraction
(14). Obesity, and especially visceral adiposity, is linked to
increased levels of circulating inflammatory markers, such as
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Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat de Barcelona,
Diagonal, 645, E-08028-Barcelona, Spain {e-mail: oscarosorioconles@hotmail.
com).
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acute-phase pentraxin C-reactive protein (CRP), as a conse-
quence of the high levels of IL-6 released from AT depots (5).
Both the local (in AT) and systemic inflammation present in
obesily have been associated with an increased risk of devel-
oping type 2 diabetes and cardiovascular disease (5, 39).

Pentraxins are key components of the humoral innate im-
mune system (27) characterized by the presence of a structural
motif in their COOH-terminal region, the pentraxin domain
(16). The pentraxin family (27) is formed of short pentraxins,
such as CRP, and long pentraxins, such as protein pentraxin 3
(PTX3) (9), also called TNF-stimulated gene (TSG)-14 protein
(24). PTX3 is a secreted acute-phase protein that conserves the
COOH-terminal pentraxin domain but has no homology in its
NHs-terminal half with any other known protein (9). This has
led to the suggestion that it may have differential biological
functions from those of other pentraxin family members. In-
deed, PTX3 has different cell-specific gene expression and
ligand-binding properties from CRP (8). PTX3 is produced in
response to proinflammatory signals by mononuclear phago-
cytes (3, 20). myeloid dendritic cells (12). fibroblasts (9. 20,
23), endothelial cells (9, 20), hepatic cells (9), myoblasts (20),
synovioeytes (26), lung epithelial cells (17), renal epithelial
cells (32), adipocytes (1), AT-derived mesenchymal stem cells
(25), and smooth muscle cells (11). Expression of the PTX3
gene increases in human cultured myotubes compared with the
skeletal musele tissue (38). Finally, the in vivo expression of
the PTX3 gene in mouse tissues is high in heart and limb
muscle after intravenous injection with the immune stimulator
lipopolysaccharide, whereas a weaker signal is detected in
lung, ovary, and thymus (20). This diverse cellular origin is in
contrast to that of CRP, which is produced almost exclusively
in the lver (36).

Previous studies have reported that PTX3 production is
dysregulated in obesity. Plasma PTX3 protein concentrations
were inversely correlated with fat mass, leptin, CRP, and 1L-6
in healthy subjects undergoing changes in physical activity and
energy balance (7). Likewise, negative correlations between
concentrations of plasma PTX3 protein and triglycerides and
BMI and lower PTX3 values in individuals with metabolic
syndrome were deseribed in a large population of subjects (34,
44). However, some recent studies (30, 45) disagree with these
associations, reporting a positive link between PTX3, obesity,
and some cardiovascular risk factors that associates the inflam-
matory function of this pentraxin with a worse cardiovascular
profile. There is little information about PTX3 gene expression
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in AT, although PTX3 mRNA levels are higher in the white
AT of genetically obese (ob/ob) and obese diabetic (db/db)
mice than in controls (1). In humans, there is only one previous
study in which PTX3 gene expression was evaluated in AT
from lean and obese patients (2). PTX3 gene expression tended
to be higher in the VAT depot of obese subjects compared with
their nonobese counterparts. After controlling for multiple
variables, only HDL (inversely) and fibrinogen (directly)
plasma levels were found to be unique determinants of VAT-
PTX3 gene expression in the whole population.

Here, we explore the association of plasma PTX3 protein
with several metabolic markers and with glucose-stimulated
insulin secretion. We assess PTX3 gene expression in depth in
visceral (VAT) and subcutancous AT (SAT) in a cohort with a
wide body mass index (BMI) range in both the adipocyte and
stromovascular fractions. We also analyze the regulation of
PTX3 gene expression and protein secretion by cultured Simp-
son-Golabi-Behmel syndrome (SGBS) adipocytes in response
to factors that obesity entails, such as insulin, proinflammatory
cylokines, promoters of reactive oxygen species (ROS), and
hypoxia.

METHODS

Selection of study-participating subjects. Two cohorts were in-
cluded in the study. Cohort I, composed of 75 apparently healthy
men. was selected by the “Hospital de Girona Dr. Josep Trueta™
(Girona, Spain) for the study of insulin sensitivity and insulin secre-
tion using the minimal model approach. Insulin sensitivity (S;) was
measured using the frequently sampled intravenous glucose tolerance
test with minimal model analysis (31). Briefly, intravenous glucose
(0.3 g/kg) was administered at fime 0 and insulin (0.03 U/kg) at fime
+20 min. Insulin secretion was calculated from the frequently sam-
pled intravenous glucose tolerance test as the incremental insulin
response from O to 10 min after intravenous glucose [acute insulin
response o glucose (AIRg)]. The time courses of serum glucose and
insulin over 3 h were analyzed using the Minimal Model Program to
calculate the Sy index (6). On another day, an oral glucose tolerance
test (OGTT) was performed, following the American Diabetes Asso-
ciation recommendations. After a 12-h overnight fast, 75 g of glucose
was ingested, and blood samples were collected through a catheter
from an antecubital vein at 0, 30, 60, 90, and 120 min for serum
glucose and insulin measurement.

Coheort 2 was recruited by the Endocrinology and Surgery Depart-
ments at the University Hospital Joan XXIII (Tarragona, Spain), as
part of an AT biobank collection. Sixty-two subjects (24 females and
38 males; BMI range of 21.52 to 38.54 kg.’mz] were selected,
categorized by age, sex, and BMI, and classified as lean, overweight,
and obese according to the World Health Organization criteria (42a).
All of the subjects were Caucasian and reported steady body weight
for =3 mo prior to the study. All of the subjects were scheduled for
an elective surgical procedure (cholecystectomy or surgery for ab-
dominal hernia) and had no metabolic diseases other than obesity.
They had been free of any infections in the month preceding the study.
Exclusion criteria were the presence of liver or renal diseases, malig-
nancy, chronic inflammatory disease, and pharmacological treatments
that may alter the lipid profile. BMI was calculated as body weight
(kg) divided by height (m) squared and weight and height measured to
the nearest 0.1 kg and 0.5 cm, respectively. Waist circumference was
measured midway between the lowest rib margin and the iliac crest.
Blood pressure was measured in the supine position on the right arm
after a 10-min rest; a standard sphygmomanometer of appropriate cuff
size was used, and the first and fifth phases were recorded. All patients
had fasted overnight, for =12 h, before surgical procedure. Blood
samples were collected before surgery from the antecubital vein. VAT
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and SAT samples were obtained from all 62 subjects during the
surgical procedure, washed in PBS, immediately frozen in liquid N2,
and stored at —80°C. For AT fractionation, fresh AT was finely diced.
and small pieces were washed in PBS and incubated in medium 199
plus 4% BSA and 2 mg/ml collagenase type 1 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) for 1 h at 37°C and then filtered (200 wm) and centrifuged
for 5 min at 1,500 g. Mature adipocytes were removed from the top
layer, and the pellet contained the stromovascular cells. Cells washed
four times in PBS were stored at —80°C. The ethics committees of
both Hospital de Girona Dr. Josep Trueta and University Hospital
Joan XXIII approved the study, and informed consent was obtained
from all participants.

Analytical methods. Glucose, cholesterol, triglyceride, and glycerol
in plasma and nonesterified fatty acid in serum were determined in an
ADVIA 1200 (Siemens, Munich, Germany) autoanalyzer using stan-
dard enzyme methods. HDL cholesterol was quantified after precipi-
tation with polyethylene glycol 6000 at room temperature. Plasma
insulin was determined by radioimmunoassay (Diagnostic Products,
Los Angeles, CA); assay sensitivity was 2.6 mU/ml and coefficient of
variation of intra- (IACV) and interassay (IRCV) <\5%. Serum leptin
levels were determined by ELISA (Assaypro, St. Charles, MO); IACV
and IRCV were 4 and 7.7%, respectively, and assay sensitivity was
<150 pg/ml. The index of insulin resistance was determined by the
homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) (28).
Soluble tumour necrosis factor receptor 2 was determined by enzyme
IA (DiaSource, Nivelles, Belgium): the limit of detection was 0.1
ng/ml, and IACV and IRCV were <7 and <9%, respectively. IL-6
was determined by enzyme IA (DiaSource), with assay sensitivity of
0.039 pg/ml and TACV and IRCV <9.8 and <11.2%, respectively.
PTX3 protein was measured in 10 pl of plasma and SGBS-condi-
tioned medium samples by ELISA (Cosmo-Bio-Co, Tokyo, Japan),
with limit of detection 0.1 ng/ml and IACV and IRCV <4.1 and
<4.3%, respectively.

Cell culture. The SGBS human preadipocyte cell line is derived
from an infant with SGBS (42). Confluent SGBS preadipocytes were
induced to differentiate to mature adipocytes, as described (10). Six
hours before the addition of effectors, mature adipocyles were incu-
bated with serum-depleted DMEM, and then the medium was re-
placed by 3 ml of fresh medium, which was added with the effectors
studied, and incubation prolonged for 16 h at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO> and 95% air. We used TNFa (BioNova,
Madrid, Spain), IL-1B, IL-6, antimycin A, insulin, and H>0; (Sigma-
Aldrich). For hypoxia induction, after 6 h of preincubation with
serum-depleted DMEM, the medium was replaced by 3 ml of fresh
medium, and cells were incubated for 16 h at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO. and 1% oxygen balanced with nitrogen.
Serum-free conditioned media were collected at the end of the
experiments, filtered (0.22 pm) to remove cells and debris, and stored
at —20°C. Cell monolayers were rinsed in PBS, frozen in liquid Na,
and stored at —80°C.

Gene expression analysis. Total RNA was extracted from AT
samples using the RNeasy lipid tissue midi kit and treated with
55URNase-free deoxyribonuclease (Qiagen, Hilden, Germany). The
RNeasy Mini Kit (Qiagen) was used to extract total RNA from SGBS
cells and AT fractions. Extracts were homogenized using a Polytron
homogenizer.

RNA was retrotranscribed with TagMan reagents from Applied
Biosystems (Carlsbad, CA), using random hexamers and RNase
inhibitor. Real-time PCR was performed using either an ABI Prism
7700 sequence detection system or a 7900HT fast real-time PCR
system with the TagMan universal PCR master mix and Gene Ex-
pression Assays. Probes for 185 rRNA (Hs99999901_s1), PTX3
(Hs00173615_m1), and IL-1B (Hs00174097_ml) were used. SDS
software 2.3 and RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems) or the
relative expression software tool program (37) were used (o estimate
the gene expression fold change by the 2~22r method. For AT and
fractioned AT samples, data were expressed as an n-fold difference

AJP-Endocrinol Metab + VOL 301 - DECEMBER 2011 - www.ajpendo.org

60



El1256

Table 1. Anthropometric and analvtical characteristics
of the healthy lean and overweight men cohort

Anthropometric and Analytical Characteristics Healthy Men Cohort

Age, yr 507 £ 11.3
Weight, kg 75.8 = 8.7
BML, kg/m* 25825
Waist, cm 88.1 £ 6.9
Waist/hip ratio, cm 091 = 0.06
SBP, mmHg 123.7 + 13.1
DBP. mmHg 78876
Fasting glucose, mM 527+ 0.58
Insulin, pIU/ml 8.1+ 39
Log insulin sensitivity (10~* min~"), mU/l 058 +0.18
Log acute insulin response, min~' 248 £ 036
Fasting triglyceride. mM 1.18 = 0.84
Cholesterol, mM 538+ 1.04
HDL cholesterol. mM 1.38 = 0.36
PTX3, ng/ml 237+ 1.09

Data are expressed as means + SD: s = 75. BMI, body mass index: SBP.
systolic blood pressure: DSP, diastolic blood pressure; PTX3. protein pen-
traxin 3.

relative to a calibrator (a mix of different depot samples). For SGBS
cells, the 185 rRNA gene was used as the control to normalize the
crossing point (Cy) for each probe assay. Data were expressed as mean
values of 2744 for upregulated and ¥~ 24 for downregulated mRNA.

Immunoblotting analysis. Cell extracts were homogenized in buffer
composed of 50 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 150 mM NaCl, | mM EDTA,
I mM phenylmethylsulfonyl fluoride. 1 mM NaF. | mM Na:VOy. 2
mg/ml benzamidine, 2 mg/ml leupeptin, 1% (vol/vol) Nonidet P-40,
and 1 mM dithiothreitol. Lysates were then gently rocked for 60 min
at 4°C and stored at —80°C until analysis. Protein was resolved in
10% SDS-PAGE. Antibodies against PTX3 (WH0005806M2; Sigma-
Aldrich) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH.
2118: Cell Signaling Technology, Beverly, MA) were used. Horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibodies were used, and
membranes were developed with ECL Plus (GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK). Protein bands were revealed and quantified using
a LAS-3000 luminescent image analyzer (FujiFilm, Tokyo, Japan).

Statistical analysis. We used the SPSS/PC+ statistical package
(version 16; SPSS, Chicago, IL). For clinical and anthropometrical
variables, normally distributed data are expressed as means = SD or
SE. and for variables with a non-Gaussian distribution. values are
expressed as the median (75th percentile) to provide an easy mea-
surement of the dispersion of the variable. For statistical analysis of
expression variables, values that did not have a Gaussian distribution
were logarithmically transformed or analyzed by nonparametrical
tests. Comparisons between groups were performed by one-way
ANOVA with a post hoc Bonferroni correction or by a Kruskal-Wallis
nonparametric test when appropriate. Associations between quantita-
tive variables were evaluated by Pearson correlation analysis or
Spearman correlation for nonnormally distributed variables. The in-
dependence of the associations was evaluated by linear regression
analysis. Statistical significance occurred if a computed two-tailed
probability value was <<0.050. For cell culture experiments a general
linear model repeated-measures test was used for the statistical anal-
ysis, and a two-tailed probability value <<0.050 was considered as
statistically significant.

RESULTS

Circulating plasma PTX3 protein. Plasma PTX3 protein
concentration was assessed. Clinical and laboratory data for the
participants in cohort I are summarized in Table 1. This cohort
was composed of 27 lean (BMI =25 kg/m?) and 48 overweight
(BMI 25-30 kg/m®) subjects. No differences in the PTX3
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Fig. 1. Bivariate correlation analysis between plasma protein pentraxin 3
(PTX3) levels, plasma triglyceride levels, and parameters of insulin secretion
in the lean and overweight men cohort. Scatter plot between plasma PTX3
protein concentration and fasting plasma triglyceride levels (A). acute insulin
response to glucose (AIRg: B). and plasma insulin at 30 min in the oral glucose
tolerance test (OGTT: C). Triglyceride and AIRg values were logarithmically
transformed to normalize values. The statistical significance is PTX3 with total
fasting triglyceride levels r = —0.33 and P = 0.004, with insulin secretion
after intravenous glucose administration r = —0.34 and P = 0.006, and with
insulin secrefion after oral glucose administration r = —0.25 and P = 0.04.
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levels between lean and overweight subjects were observed. A
bivariate correlation analysis of the whole population (Fig. 1)
showed that plasma PTX3 was negatively correlated with total
fasting triglyceride levels and insulin secretion after both
intravenous (AIRg) and oral glucose administration (measured
as serum insulin at 30 min in the OGTT). S; was not associated
with plasma PTX3 concentration (r = —0.03, P = 0.7). On
univariate analysis, fasting triglyceride was associated with
insulin secretion (r = 0.30, P = 0.01). On multivariate anal-
ysis, fasting triglyceride was associated with plasma PTX3
concentration, and this association remained significant alter
adjustments were made for BMIL, age. and insulin secretion
(B = —1.625, P = 0.008). contributing to 11.4% of the
variance in plasma PTX3. The association with insulin secre-
tion remained significant after controlling for BMI, waist
diameter, and age (P = 0.03).

Anthropometric and analytical characteristics of the partic-
ipants in the cohert 2 are summarized in Table 2. This cohort
was composed of 19 lean (BMI =25 kg/m?), 28 overweight
(BMI 25-30 kg/m?). and 15 obese (BMI =30 kg/m?) subjects.
Systolic and diastolic blood pressure. fasting glucose. msulin
levels. HOMA-IR indexes, and leptin levels were increased in
the obese group compared with controls. Among the inflam-
matory markers, IL-6 concentration was higher in the obese
group than in the overweight group. Plasma PTX3 protein
showed a nonsignificant trend toward lower levels in the obese
subjects, which remained nonsignificant when we gathered
both overweight and obese subjects. Nevertheless, when we
considered the whole cohort for the bivariate analysis, negative
correlations of plasma PTX3 to both body weight (r = —0.32.
P = 0.016) and waist/hip ratio (r = —0.37, P = 0.006) were

observed. To strengthen the independence of these associations

Table 2. Anthropometric and analytical characteristics of the
classification
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as predictors of plasma PTX3 levels. a multiple regression
analysis model was constructed. including the above-men-
tioned bivariate correlations, adjusting for age. sex, and smok-
ing habits. The results presented a multiple correlation coeffi-
cient (r) of 0.475, and plasma PTX3 levels were predicted
mainly by age and waist circumference (B = 0.073, P =
0.0048: and B = —0.129, P < 0.001, respectively). When we
constructed a second regression model. including as indepen-
dent variables some parameters associated with this pentraxin
in previous studies, such as plasma triglyceride, insulin. and
HDL cholesterol levels, the results did not show the depen-
dence mentioned above.

PTX3 gene expression profile in SAT and VAT depots. Paired
SAT and VAT samples were analyzed for PTX3 mRNA gene
expression in the wide-ranging BMI cohort 2. No differences
were observed between the three groups studied (Table 2).
However, when we compared PTX3 mRNA levels in lean
subjects (with BMI =25 kg/m?) with those of the combined
obese and overweight subjects (with BMI =25 kg/m?), we
found significantly higher VAT PTX3 transcript levels in
subjects with BMI >25 kg/m? (127.42 + 86.26 vs. 226.01 =
27.16. respectively, P = 0.039). No association between cir-
culating plasma PTX3 levels and PTX3 gene expression in AT
was observed.

PTX3 mRNA levels in isolated mature adipocytes and the
stromovascular fraction of the VAT and SAT depots showed
no differences related to obesity. When we considered all of
the samples together, the PTX3 gene was expressed in the SAT
depot at a similar level in both the adipocyte and stromovas-
cular fractions (Fig. 2). In the VAT depot. PTX3 transcript
levels were higher in mature adipocyte than in the stromovas-
cular fraction. When we compared mature adipocytes from

lean, overweight, and obese cohort according to BMI

Anthropometric and Analytical Characteristics Lean (n = 19

Overweight (n = 28) Obese (n = 15)

Age, yr 51.68 + 1596
Females/males (1) 6/13
Weight, kg 64.09 + 7.26
BML, kg/m* 2311+ 1.59
Waist, cm 83.76 +=7.90
Waist/hip ratio, cm 0.90 = 0.06
SBP. mmHg 12147 £ 11.77
DBP, mmHg 6847 +9.90
Fasting glucose, mM 507 =057
Tnsulin, pIU/ml 451 =340
HOMA-IR LIl +0.84
Triglyceride, mM 0.95(1.57)
Cholesterol, mM 519+ 118
HDL cholesterol, mM 146 = 0.51
NEFA, mM 099 +0.71
Glycerol, uM 162.58 (299.45)
Leptin. ng/ml 2.16(2942)
IL-6, pg/ml 1.38(2.52)
STNFR2, ng/ml 3.54 (4.95)
PTX3, ng/ml 3.15(4.40)

Relative mRNA levels (arbitrary units)
PTX3 SAT
PTX3 VAT

15480 £71.82
12742 + 86.26

57.14 x 14.96 57.40 £ 12.75
12716 6/9
75.02 = 8.81§ 91.60 = 13.82§

27.29 + 1.24%
94.36 = 11.38§

32.55 = 2.38§
109.14 = 12.28%

0.94 £ 0.12 094 £0.11
128.68 £ 14.20 146.00 + 14.291%
72.00 £ 9.18 82.00 + 13.16%
556 = 0.83 575 +0.53%
515+ 3.40 9.08 £ 6.03* L
131+ 091 236 £ .63+
L11{(147) 1.00 (1.30)

491 = 0.99 520 =081
1.30 + 0.29 1.36 +0.26
074+ 025 0.79 £ 0.96
13536 (205.01) 158.24 (280.42)
9.90 (18.09) 27.59 (92.26)*%
1.04(2.23) 2.53(5.18)L
3.19(4.48) 3.73 (4.04)
2.84(343) 2.68 (3.38)

227.50 & 24.03
217.90 = 30.25

13490 £ 66.72
241.10 £ 21.10

Value data are presented as means + SD for normally distributed data or
variables. HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance;

subcuaneous adipose tissue; VAT, visceral adipose tissue. The significance of differences is as follows: *P << 0.05, §P < 0.001, P = 0.01. and +

median (75th percentile values are in parentheses) for nonnormally distributed
NEFA, nonesterified fatty acids: sTNFR2, soluble TNFa receptor 2; SAT,
= 0.05

compared with lean subjects: P = 0,006 and LP << 0.05 compared with overweight subjects. Gene expression data are means + SD of paired SAT and VAT

samples from the 19 lean, 28 overweight, and 15 obese subjects.
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Fig. 2. PTX3 gene expression in the isolated mature adipocyte (ADI) and
stromovascular fractions (SVF) of subcutaneous (SAT) and visceral adipose
tissue (VAT) depots from the lean, overweight, and cbese cohort. Value data
are presented as means * SD from a group of [5 samples (8 males and 7
females) with a mean age of 59.5 = 10 yr: 14 samples for SAT (ADI and SVF)
and 13 for VAT (ADI and SVF). The significance of differences is as follows:
“P = 0.028, between the same depot: #P = 0.034, between different depots.

both depots, PTX3 mRNA levels were higher in adipocytes
isolated from VAT than from SAT depot.

Regulation of PTX3 gene expression and protein content in
SGBS adipocytes. To explore PTX3 production in adipocytes,
under conditions that occur in obesity such as upregulated
proinflammatory cytokines, promoters of ROS (the oxidant
H20: or the mitochondrial complex Il inhibitor antimycin A),
hypoxia, and insulin, we used the human preadipocyte SGBS
cell line.

The mRNA levels of PTX3 were strongly upregulated by
both IL-1 (3.5-fold) and TNF« (2.8-fold) in SGBS adipocyles
(Fig. 3). Small changes (<<2-fold) in PTX3 transcript levels
were observed in response to hypoxia (+1.2-fold), antimycin
A (+1.7-fold), or HOz (—1.3-fold) treatment. Finally, I1L-6
and insulin had no effect under the conditions studied here.

Since insulin may inhibit protein breakdown in adipose
tissue (41). we examined whether insulin or the tested cyto-
kines could regulate adipocyte PTX3 protein content (Fig. 4).
We found that insulin did not modify PTX3 protein level
relative to GAPDH protein, although a reduction tendency was
observed. 1L-1R and TNFa increased PTX3 protein content
relative to GAPDH protein (53 and 35%. respectively). as they
did with PTX3 gene expression. IL-6 caused a smaller incre-
ment (27%) in the relative level of PTX3 protein, which does
not correspond to the lack of effect on gene expression.

Then we assessed whether the upregulating effect of cyto-
kines on PTX3 gene expression was coupled with altered
PTX3 protein secretion (Fig. 5). 1L-1 exerted a strong stim-
ulatory effect (14.6-fold) on the secretion of PTX3 protein by
SGBS adipocytes, whereas the increment for TNFa was
smaller (5.3-fold) in concordance with the less powerful effect
observed on gene expression. 1L-6 did not alter PTX3 protein
secretion, although a tendency to increase was observed, which
may be related to the increase in PTX3 protein content.

Correlation between PTX3 and IL-18 gene expression in
adipose tissue. Since IL-1f powerfully induced PTX3 gene
expression, protein content, and secretion m cultured adi-

ASSOCIATION OF INSULIN SECRETION AND OBESITY WITH PTX3

pocytes, we examined the possible association between IL-18
and PTX3 gene expression in SAT and VAT samples from
cohort 2. A positive correlation between 1L-13 and PTX3 gene
expression in VAT depot was observed (r = 0.287, P =
0.025), whereas no significant correlation was found in SAT
depot.

DISCUSSION

PTX3 is a secreted acute-phase protein. Its plasma levels
have been linked to obesity (7. 34. 44). the circulating lipid
profile (34, 44, 45), atherosclerosis (33), and inflammation
(27). Here, we show that in a cohort of healthy lean and
overweight men. plasma PTX3 protein levels display a nega-
tive correlation with lasting triglyceride levels, a result that has
been found consistently in previous studies (34, 44). Interest-
ingly, we found a negative correlation between plasma PTX3
and insulin secretion alter both intravenous and oral glucose
administration. To the best of our knowledge, this is the first
evidence of this association. In agreement with these results,
plasma PTX3 was shown to be lower in subjects with meta-
bolic syndrome (34, 44). a condition associated with insulin
resistance. To explain decreased levels of circulating PTX3 in
subjects with hypertriglyceridemia. increased compensatory
hyperinsulinemia, or metabolic syndrome. two different hy-
potheses arise: PTX3 might constitute a factor that provides
protection from developing metabolic disease, or PTX3 levels
may decrease as a consequence of metabolic derangement.

We show in a second cohort composed of subjects with
wide-ranging BMI that plasma PTX3 protein levels have a

6 -
ETNF-a
= BIL-1B
OiL-6
[ Hypoxia
e W Antimycin A
H202
M Insulin
3 -

Fold change
(5]

24 #

Fig. 3. Regulation of PTX3 gene expression in cultured human Simpson-
Golabi-Behmel syndrome (SGBS) adipocytes. Cells were incubated for 16 h in
serum-depleted DMEM without (controls) or with 20 ng/ml TNFe. 20 ng/ml
IL-11, 10 ng/m] IL-6, hypoxia (1% Oz), 100 uM antimycin A, 100 nM insulin,
or | mM Hx0: as indicated. The mRNA levels of PTX3 were quantified
relative to the reference 185 rRNA gene. Data are means *+ SD of 2744% for
upregulated genes and Y%~44% for downregulated genes; the former are + and
the latter — from 6 experiments performed in duplicate. The =ignificance of the
differences with respect to control cells is #P < 0.001.
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Fig. 4. Regulation of PTX3 protein content in cultured human SGBS adi-
pocyles, Cells were incubated for 16 h in serum-depleted DMEM without
(controls) or with 20 ng/ml TNFa, 20 ng/ml [L-18, 10 ng/ml IL-6, or 100 nM
insulin as indicated. Immunoblot analyses of PTX3 and GAPDH, as loading
control, were performed on cell extracts. Representative images of protein
bands (A} and ratios of intensity of PTX3 bands (B) compared with intensity
of GAPDH shown as means + SE from at least 4 samples. Bands were
quantified with a LAS-300 (FujiFilm), and the MultiGauge software (FujiFilm)
was used to et a background region and give a quantitative value from which
the background was subtracted. The significance of the difference vs. controls
is #P < 0.05.

significant negative correlation with obesity indexes, specifi-
cally body weight and waist circumference. These results agree
with the previous reports of inverse correlation between plasma
PTX3 and fat mass (7), BMI (34, 44), body weight. and waist
circumference (34). They are in contrast to other studies (30,
45) that report a positive link between PTX3, obesity. and
some cardiovascular risk factors: i.c.. higher circulating PTX3
was [ound in patients with metabolic syndrome in association
with subclinical atherosclerosis (43). in obese men coexisting
with decreased arterial distensibility (30). and in acute myo-
cardial infarction patients in correlation with abdominal vis-
ceral obesity (40). There is no clear explanation for these
discrepancies, and all of these results come [rom observational
studies. Unfortunately, there are no mechanistic studies to
better interpret this apparently anomalous behavior of plasma
PTX3 arising from different inflammatory pathologies. It is
tempting to hypothesize that the multiple sources of PTX3 may
serve different functions according the tissue or the cellular
component where it is produced.

Along these lines, an issue that we addressed here is the
relationship between PTX3 gene expression in AT and plasma
PTX3 protein in the cohort with wide-ranging BMI. We
evaluated PTX3 mRNA levels in paired samples of SAT and
VAT depots. We found higher PTX3 mRNA levels in the VAT
depot from subjects with a BMI of =25 kg/m? than in lean
subjects, with no differences in the SAT depot. A previous
work (2) showed a tendency toward higher PTX3 gene expres-
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sion in the VAT depot of obese subjects compared with
normal-weight subjects. These results are in agreement with
previous data from mice models, where genetically obese
(ob/ob) and obese diabetic (db/db) mice show higher levels of
PTX3 mRNA in white AT than their lean counterparts (1).
However, PTX3 AT gene expression data do not explain lower
plasma PTX3 protein levels in subjects whose BMI is =25
ke/m? in our cohort. This may indicate different PTX3 func-
tions at the paracrine/autocrine levels in AT and at the systemic
level in obesity. Such a finding would not be surprising.
because PTX3 is expressed in different tissues and cell types.
According to the BioGPS database (43). in humans PTX3
mRNA is more abundant in smooth muscle, adipocyte, cardiac
myocyles, and fetal lung. PTX3 mRNA is also present in all of
the different compartments of the adult human kidney (32).
Further work will be necessary to ascertain the contribution of
cach of the high-expression PTX3 tissues to the plasma PTX3
protein levels and possible differential regulation. In addition.
it should be considered that obesity is associated with increased
proteolysis (21), and this could affect PTX3 protein produc-
tion.

Our data highlight the importance of mature adipocytes in
PTX3 production by AT, at least at the local level. We show that
PTX3 mRNA is more abundant in the mature adipocyte than in
the stromovascular fraction of the VAT depot, whereas no differ-
ences between fractions are observed in the SAT depot. More-
over, PTX3 mRNA levels are higher in adipocytes isolated from
VAT than from SAT depots. A previous study (2) assessed PTX3
gene expression only in isolated adipocytes derived from VAT
and SAT from human subjects and reported no differences be-
tween depots. Our data differ from those reported in mice. in
which PTX3 mRNA levels are high and low in the stromovascular
and adipocyte fractions, respectively, in mouse white and brown
ATs (1),

Obesity in humans is associated with enhanced release of
cytokines (14) and oxidative stress (15) and hypoxia (18) in the
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Fig. 5. Regulation of secretion of PTX3 profein by cultured human SGBS adipocytes.
Cells were incubated for 16 h in serum-depleted DMEM without {controls) or with 20
ng/ml TNFex, 20 ng/ml IL-1j3. or 10 ng/ml IL-6. Conditioned media were collected at
the end of the treatments, and PTX3 protein content was quantified. Means % SE from
2 experiments performed in quadruplicate are shown. The significance of the differ-
ences with respect to control cells is #P < 0.005.
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AT, i parallel with hyperinsulinemia (13). Therefore, in cul-
tured SBGS human adipocytes, we studied whether these
different stimuli could regulate PTX3 production. We show
that ROS promoters, such as H.0); or the mitochondrial com-
plex 11 inhibitor antimycin, have small (<2-fold) downregula-
tory and upregulatory effects, respectively, on PTX3 gene
expression. Hypoxia is slightly stmulatory, whereas nsulin
has no effect. Regarding proinflammatory cytokines. both
IL-18 and TNFa strongly induce PTX3 gene expression, and
IL-6 has no effect. In Tact, a positive effect of both IL-1 and
TNFa has been observed previously in a wide range of cells:
endothelial (9, 20) and hepatic cells (9), fibroblasts (9. 20, 23),
myoblasts (20). mononuclear phagocytes (3. 20). and renal
epithelial cells (32). Furthermore. IL-1 was effective in den-
dritic (12) and smooth muscle cells (11) and TNFa in 3T3-
F442A adipoeytes (1), synoviocytes (26), and lung epithelial
cells (17). Similarly, 1L-6 did not regulate PTX3 mRNA in
endothelial, hepatic. or fibroblastic cells (9). mononuclear
phagocytes (3), renal epithelial cells (32), or synoviocytes (26).
Then, PTX3 gene expression is consistently responsive to
[L-18 and TNFa in diverse cultured human and rodent cell
types, whereas it is unresponsive to 1L-6. This may be ex-
plained by the presence in the human PTX3 proximal promoter
of an NF-kB site that mediates responsiveness to IL-1$ and
TNFe. whereas it does not respond to IL-6, in fibroblasts (4).
We also report that 1L-18 and TNFa clearly increase adipocyte
PTX3 protein content, as they do with PTX3 gene expression.
[L-6 has a smaller positive effect on adipocyte PTX3 protein,
not associated with enhancement of PTX3 gene expression.
that may be related to its reported capacity to stimulate protein
synthesis in cultured sensory neurons (29). Furthermore, we
corroborate that marked upregulation of PTX3 gene expression
and protein content by IL-1f and TNFa in cultured SGBS
adipocytes is parallel to increased protein secretion. Indeed.
secretion of PTX3 protein from different stimulated cell types
has been demonstrated, e.g.. in rodent 3T3-F442A adipocytes
(1), AT-derived mesenchymal stem cells (25), monocytes,
endothelial cells and fibroblasts (3, 20). myoblasts (20), FS4
fibroblasts, and Hep3B hepatocytes (23). In conclusion. our
data in cultured adipocytes suggest that some proinflammatory
factors elevated in AT in obesity such as [L-113 (22) and TNFa
(19) may contribute to the upregulation of PTX3 production in
the VAT depots of obese subjects, whereas other obesity-
related lactors such as AT oxidative stress and hypoxia or
hyperinsulinemia do not substantially regulate PTX3 gene
expression in adipocytes. In favor of this proposal, we report a
positive correlation between IL-1p and PTX3 gene expression
in the VAT depot of the wide-ranging BMI cohort that consti-
tutes evidence of the mechanism of obesity-regulated PTX3.

In summary, in this study we show a negative correlation
between plasma PTX3 protein, fasting triglyceride, and insulin
secretion in response to glucose in human subjects, which
suggests that PTX3 is at the crossroads of metabolic disease.
However, the negative association of plasma PTX3 protein
with obesity indexes is concurrent with higher PTX3 gene
expression in VAT depots. Some proinflammatory factors
upregulated in obesity, such as IL-1PB. constitute possible
stimulating factors ol adipocyte PTX3 production. Finally.
upregulation of VAT PTX3 in obesity may participate in the
local AT equilibrium between inflammatory and anti-inflam-
matory response.

ASSOCIATION OF INSULIN SECRETION AND OBESITY WITH PTX3
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RESUMEN

La proteina CCDC80 en el tejido adiposo y en plasmaen relaciéon con la
obesidad humana

La proteina CCDC80 (coiled-coil domain containing 80 es secretada por los
adipocitos y regula la homeostasis energética en rtones DIO. Su relacién con la
obesidad y el significado de los niveles plasmatice de CCDC80 en humanos
todavia se desconocen. En este trabajo hemos analiado el contenido proteico en
CCDC80 en VAT y SAT, asi como sus niveles plasmatios en relaciéon a la
obesidad y complicaciones asociadas en humanos. Seemplearon muestras
pareadas de VAT y SAT de individuos delgados y obess, y la linea de
preadipocitos humanos SGBS. Los niveles plasmaticosde CCDC80 fueron
analizados en dos cohortes: una de compuesta por idividuos con distinto grado
de obesidad (n= 48, BMI 20 to 40 kg/rﬁ) y una segunda compuesta por individuos
obesos morbidos (n=32, BMI 35 to 60 kg/m). El contenido proteico en CCDC80 en
el tejido adiposo y adipocitos SGBS cultivados se aaliz6 mediante immunoblot La
cuantificacion de los niveles plasmaticos de CCDC8Gse realiz6 mediante ELISA.

El contenido proteico en CCDC80 resultdé ser aproxirmdamente un 60% menor en
el depésito de VAT que en de SAT en individuos norrales. Se encontrd
marcadamente incrementado en el VAT, mientras que & el SAT no varié, en los
individuos obesos respecto a los delgados. Los nivies plasmaticos de CCDC80
variaron entre 0,24 y 9,1 ng/ml en ambas cohortes ombinadas. En la cohorte con
distintos grados de obesidad, los niveles plasmatios correlacionaron
negativamente con la secrecion de insulina y los nieles de glucosa tras el test de
tolerancia oral a la glucosa, y positivamente con & recuento de neutréfilos
sanguineos y los niveles de MCP-1 circulantes, mietras que no se encontraron
asociaciones con el BMI, la sensibilidad a insulinao la edad. En la cohorte de
obesos moérbidos se encontraron asociaciones con elgrado de esteatosis
hepatica, los niveles circulantes de CRP y el espesr intima-media carotideo, pero
no con el BMI o la edad. Asi, la proteina CCDC80 foma parte de los componentes

sobreexpresados en el tejido adiposo visceral en obsidad. Sus niveles circulantes
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estan asociados con una mejora en la tolerancia ad glucosa pero también con
marcadores inflamatorios, independientemente de laobesidad. En la obesidad
morbida, se asocian con un desajuste del perfil maibdlico, incluyendo también
inflamacién, higado graso y enfermedad vascular. Erconclusién, CCDC80 puede
ser uno de los factores del secretoma alterado en besidad en el tejido adiposo y
puede relacionarse con cambios metabdlicos en otrogrganos, podria contribuir a
mejorar la captacion de glucosa y su sobreexpresiérse debe al perfil inflamatorio
asociado a la obesidad mas que a la obesidad en simisma, pudiendo ser un

componente patogénico o de comorbilidad en estas efermedades.
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ABSTRACT

Background: Coiled-coil domain-containing 80 (CCDCB80) is an adipocyte-secreted
protein that regulates energy homeostasis in diet-induced obesity in mice. However, its
link to obesity and the significance of plasma CCDCR80 in humans remains unknown.
We analysed CCDC80 protein in visceral (VAT) and subcutaneous (SAT) adipose
tissue and plasma levels i relation to obesity and obesity-related complications in

humans.

Subjects and Methods: We used paired VAT and SAT human samples and the human
preadipocyte cell line SGBS. Plasma CCDCB80 protein levels were analysed in two
cohorts: cohort-1, consisting of lean and obese subjects (n = 48, BMI range 20 to 40
kg/mz), and cohort-2, composed of morbidly obese patients (n = 32, BMI range 35 to 60
kg/m”). We used immunoblotting to analyse adipose tissue and SGBS cell CCDC80

protein, and ELISA to quantify CCDCB80 protein in plasma samples.

Results: In lean subjects. total CCDCB80 protein content was lower in visceral fat
compared with SAT depots. In obese patients, CCDC80 was markedly increased in
VAT (p = 0.05), but equivalent in SAT. when compared with lean counterparts. Plasma
CCDCS8O0 protein levels ranged from 0.24 to 9.1 ng/ml in cohott-1 and -2 combined. In
cohort-1, CCDCB80 correlated negatively with insulin secretion during the oral glucose
tolerance test and positively with inflammatory parameters. such as blood neutrophil
count and circulating monocyte chemotactic protein-1 levels. In cohort-2, circulating
CCDC80 levels were positively linked to inflammatory biomarkers (C-reactive
protein). Interestingly, CCDC80 was also linked to chronic low-grade associated
complications, such as atherosclerosis (carotid intima-media thickness, 1 = 0.62, p <

0.001) and hepatic steatosis (ANOVA p = 0.025).
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Conclusions: CCDC80 protein is one of the components upregulated in visceral adipose
tissue in obesity. Circulating CCDCB80 protein levels were associated both with
impaired insulin secretion and inflammatory markers, independently of obesity; and in
morbid obesity, were linked to chronic inflammation-associated complications, such as

fatty liver and vascular disease.

Keywords: adipokine, Ccde80/URB/SSG1/DROI.
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INTRODUCTION

Adipokines are bioactive polypeptides secreted by white adipose tissue, either
adipocytes or adipose tissue immune cells (1). In obesity, the adipokine profile changes
in response to the amount or condition of the adipose organ (2). Altered adipokine
secretion 1s considered to contribute to the development of obesity-related disorders,

such as insulin resistance (3), cardiovascular disease (4) or hepatic steatosis (5).

The CCDC80/URB/SSG1/DROI gene has been identified in different scenarios and
several aliases have been used for its description. It is an obesity-related gene, as URB
was 1dentified as being upregulated m brown adipose tissue of bombesin receptor
subtype-3-deficient mice, a mouse model of mild late-onset obesity (6). Conversely,
however, a downregulation of this gene was detected in white adipose tissue of obese
mouse models, including ob/0b, KKAy and diet-induced obese mice (7). It has been
cloned as a 17p-estradiol regulated gene in rat uterus, and named steroid-sensitive
gene-1 (SSGI1) (8); and has been identified as a downregulated transcript in rat RK3E
epithelial cells transformed by several oncogenes and has thus been named DROI

(downregulated by oncogenes 1) (9).

The CCDCB80 gene is predominantly expressed at the mRNA level in white adipose
tissue in humans and mice (7, 10). It is also expressed in preadipocytes and adipocytes
of both primary cultured human cells (7) and mouse 3T3L1 cells (10). In 3T3L1 cells,
Ccde80 mRNA levels are transiently downregulated during the differentiation process
(7. 10). In these mature adipocytes, Cedc80 is repressed by insulin, TNF-a, H>O, and
hypoxia (7); and by dexamethasone and 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) in

confluent preadipocytes (10). The Cedc80 gene has been shown to play a dual role in
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adipogenesis in vitro through mechanisms that involve Wnt/Becatenin signalling,
C/EBPa and PPARy (10). However, Ccdc80 gene deletion does not affect normal

white adipose tissue development in mice (11).

The Ccde80 rodent protein (6) and the human protein (12) bear a signal peptide,
indicating that this is a secreted protein. In fact, secretion of the protein has been
demonstrated from differentiated 3T3L1 adipocytes (10) and primary cultured human
adipocytes (7). Furthermore, the protein has been localised in the extracellular matrix,
in cartilage of the developing skeleton in mouse embryos (12) and pericellularly in

cultured 293T cells engineered to express a GFP-tagged protein (13).

The physiological role of the Ccde80 gene has been highlighted in mice in which the
gene is disrupted (11). These mice exhibit increased sensitivity to high-fat diet-
induced glucose intolerance and reduced glucose-stimulated insulin secretion.
Furthermore, some circadian clock genes are simultaneously regulated in white adipose
tissue, skeletal muscle and pancreas. Thus, this gene is a novel modulator of glucose

and energy homeostasis during diet-induced obesity.

In summary, even though Ccdc80 has been considered an adipokine and is known to
have altered expression in obese mice models and a metabolic control role in diet-
induced obese mice, the role of CCDC80 in relation to human obesity has not been
investigated. Thus, we analysed CCDC80 protein content in VAT and SAT depots in
relation to obesity in humans. In addition, we tested whether circulating CCDC80

protein levels i humans are linked to obesity-related diseases.
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MATERIALS AND METHODS

Selection of study participants, blood parameters and other analytical methods

Adipose tissue samples were obtained from a biobank collection held at the University
Hospital Joan XXIII (Tarragona, Spain). Subjects were categorised by body mass index
(BMI) and classified as lean (BMI < 25 Kg/m?) or obese (BMI = 30 Kg/m?), according
to (14). We used paired VAT and SAT samples from 10 patients (4 males and 6 females
with ages ranging between 35 and 70 years old): 5 lean (BMI 22.4 to 24.9 Kg/m?) and 5
obese (BMI 30 to 38.8 Kg/m®) participants. All subjects were Caucasian, reported
steady body weight for at least 3 months prior to the study, were free of any infections
m the month preceding the study, were scheduled for an elective surgical procedure
(cholecystectomy or surgery for abdominal hernia); and had no metabolic diseases other
than obesity. Exclusion criteria were: presence of liver or renal diseases, malignancy,
chronic inflammatory disease and pharmacological treatments that could alter the lipid
profile. All patients had fasted overnight for at least 12 h prior to the surgical procedure.
VAT and SAT samples were obtained during the surgical procedure, washed in PBS,
immediately frozen in liquid N> and stored at -80°C. The Hospitals” ethics committee
approved the study and informed consent for biobanking was obtained from all

participants.

Two cohorts selected by the “Hospital de Girona Dr. Josep Trueta” (Girona, Spain)
were included in the study. Cohort-1 was composed of subjects with a different degree
of obesity (n= 48, BMI range: 20 - 40 kg.«"mz). Insulin sensitivity and insulin secretion
was studied using the minimal model approach. Insulin sensitivity (S1) was measured

using the frequently sampled intravenous (FSIV) glucose tolerance test with minimal

76



model analysis (13). Insulin secretion was calculated from the FSIV glucose tolerance
test as the mcremental insulin response from 0-10 min (acute sulin response to
glucose, ATRg). The time courses of serum glucose and insulin over 3 h were analysed
using the Minimal Model Program to calculate the Si index (16). On another day, an
oral glucose tolerance test (OGTT) was performed following the American Diabetes
Association recommendations. After a 12-h overnight fast, 75 g of glucose was ingested
and blood samples were collected through a catheter from an antecubital vein at 0, 30,
60, 90, and 120 mun for serum glucose and insulin measurement. Serum free insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) was measured by immunoradiometric assay (Diagnostic
Systems Laboratories, Webster, USA), (assay sensitivity 0.80 g/l and intra- and inter-
assay coefficient of variation (CV) 9 and 11%, respectively). Plasma soluble monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1) levels were measured by hMCP-1 Biotrak ELISA
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK), (assay sensitivity <10 pg/ml and CV
<10%). Leukocyte, monocyte and neutrophil counts (EDTA sample; Coulter

Electronics, Hialeah, USA) were determined by routine laboratory tests.

Cohort-2 was composed of morbidly obese subjects (n=32, BMI range: 35 - 60 kgf'mz).
Plasma samples were obtained from morbidly obese subjects recruited from the ongoing
multicentre FLORINASH Project. Inclusion criteria were: aged from 30 to 65 years old,
BMI > 35 kg/m* and ability to understand study procedures. Exclusion criteria were:
systemic diseases, infection in the previous month, serious chronic illness, > 20 g
ethanol intake/day or use of medications that might interfere with insulin action.
Furthermore, liver disease (specifically, tumoral disease and HCV infection) and
thyroid dysfunction were specifically excluded by biochemical work-up. The
institutional review board approved the study protocol and all subjects gave their

written informed consent after the nature and potential 1isks of the study had been
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explained to them. Si was measured using a hypermsulinemic-euglycemic clamp,
previously reported elsewhere (17). To measure carotid atherosclerosis, we used a
Siemens Acuson S2000 (Mochida Siemens Medical System, Tokyo, Japan) ultrasound
system with a 3.5 MHz convex transducer to scan the liver and a 7.5 mHz linear array
transducer to scan carotid arteries. Images were transferred to Starviewer software,
developed in our laboratory (http://gilab.udg.edu), and independently evaluated by two
radiologists blinded to clinical and laboratory data. Carotid arteries were evaluated
according to the Mannheim Consensus (18). To measure liver steatosis, liver biopsies
were analysed by a single pathologist expert in hepatic pathology. Hematoxylin and
eosin, Masson’s trichrome and reticulin stains were performed on each liver sample.
Histological features of steatosis, lobular inflammation, hepatocellular ballooning and
fibrosis were scored using the NAFLD scoring system (19). Steatosis was graded 0 - 3
(01s < 5%; 11s 5 - 33%, 2 1s 33 - 66%, 3 1s > 66%), lobular inflammation was graded 0
- 3 based on intflammatory foci per 20X with a 20X ocular lens (0 is none, 1 is < 2 foci,
21s 2 - 4 foct, 3 i1s > 4 foci) and hepatocellular ballooning was graded 0 - 2 (0 is none, 1
is few ballooning cells, 2 is prominent ballooning). The features were combined to
assess the NAFLD activity score (NAS), going from 0 to 8. NAS > 5 were diagnosed as
non-alcoholic steatohepatitis, NAS = 0 - 2 were considered non-diagnostic of
steatohepatitis and NAS = 3 - 4 were considered indeterminate. Fibrosis was graded 1 -

4 and was not included in the activity score.

SGBS cell culture

The human preadipocyte cell line SGBS of subcutaneous origin (20) was kindly

provided by Dr. Martin Wabitsch (University of Ulm, Germany). Confluent
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preadipocytes were grown in DMEM/F-12 media supplemented with 33 uM biotin and
17 uM pantothenate plus 10% FBS. Confluent SGBS preadipocytes (day 0) were
induced to differentiate to adipocytes using DMEM/F-12 media supplemented with 33
UM biotin, 17 uM pantothenate, 0.01 mg/ml transferrin, 20 nM insulin, 0.1 uM cortisol,
0.2 nM triiodothyronine, 0.5 mM IBMX, 2 uM rosiglitazone and 25 nM dexamethasone
for 4 days and then the same medium devoid of IBMX, rosiglitazone and
dexamethasone for a maximum of 10 more days (day 14). Cells were maintained at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO; To analyse secreted proteins, serun-free
media conditioned for 48 h were collected, filtered (0.22 pm) to remove cells and

debris, and stored at -20°C. Cell monolayers were rinsed in PBS, frozen in liquid N, and

stored at -80°C.

CCDC80 protein and mRNA

Secreted CCDC80 protein was measured in 100 ul of plasma or SGBS cell-conditioned
medium samples by ELISA for human CCDC80 (Cusabio, Wuhan, P.R. China), with a
0.078 ng/ml limit of detection, and an intra- and inter-assay CV of < 8% and < 10%,

respectively.

Tissue and cell CCDC80 protein was analysed by immunoblotting. Frozen tissue
samples were powdered on dry ice and homogenised in buffer composed of 25 mM
Tris-HC1 (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1lmM EGTA, 1% Triton X-100, 20
mM sodium pyrophosphate, 25 mM NaF, 1 mM beta-glycerophosphate, 1 mM Na3VOq4
and 2 mg/ml leupeptin. SGBS cells were homogenised as described in (21). Lysates

were gently shaken for 60 min at 4°C, centrifuged at 2500g for 10 min at 4°C and then
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supernatants were harvested and stored at -80°C until analysis. Protein was resolved in
8.5% SDS-PAGE. Antibodies against CCDC80 (R&D Systems Antibodies,
Minneapolis, USA), fumarylacetoacetase (Santa Cruz, Dallas, USA) and glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Cell Signaling, Beverly, USA) were used.
Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies were used and membranes
were developed with ECL-Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Protein bands
were detected and quantified using a LAS-3000 luminescent image analyser (FujiFilm,

Tokyo, Japan).

Total RNA was extracted from SGBS cells as described in (21). RNA was retro-
transcribed with TaqMan reagents from Applied Biosystems (Carlsbad, USA), using
random hexamers and RNase inhibitor. Real-time PCR was performed in a LightCycler
480 with LightCyecler 480 Probes Master (Roche Applied Science, Sant Cugat del
Valles, Spain). Probes for 185 tRNA and CCDC80 from Applied Biosystems were
used. The 18S rRNA gene was used as the control to normalise the crossing point (CP).

: : -ACP
Gene expression levels were estimated by 277,

Statistical analysis

We used the SPSS/PC+ statistical package (version 16; SPSS, Chicago, USA). For
clinical and anthropometrical variables, normally distributed data were expressed as
mean values = SD or £ SEM, and for variables with a non-Gaussian distribution, values
were expressed as the median (25" and 75 percentile). For statistical analysis of
expression variables, values that did not have a Gaussian distribution were
logarithmically transformed or analysed by non-parametric tests. Comparisons between

groups were performed by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni correction or



by a Kruskal-Wallis non-parametric test when appropriate. Associations between
quantitative variables were evaluated by Pearson correlation analysis or Spearman
correlation for non-normally distributed variables. The independence of the associations
was evaluated by linear regression analysis. Statistical significance occurred if a

computed two-tailed probability value was < 0.05.

For adipose tissue and cultured cell gene expression experiments, a general linear model
repeated-measures test was used for the statistical analysis and a two-tailed probability

value < 0.05 was considered as statistically significant.
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RESULTS

CCDCS80 protein levels in adipose tissue depots in relation to obesity

CCDCS80 protein was analysed by immunoblotting in paired samples of VAT and SAT
depots from a cohort of lean and obese subjects. relative to the levels of
fumarylacetoacetase (FAA) (Figure 1). FAA was used as a control gene since it displays
equivalent content between omental and subcutaneous human adipose tissue and is not
regulated by obesity in omental depots (22). In samples from lean subjects, CCDC80
protein appeared as a major band of about 108 kDa, which is concordant with the
molecular mass of the human CCDC80 encoded protein, predicted and confirmed by in
vitro transcription-translation (12). We observed a low proportion of bands
corresponding to lower molecular mass forms (within 95 and 50 kDa), which are
reported to form as CCDCB80 proteolytic fragments generated by a cell-surface
anchored or extracellular protease (10). Minority bands of higher molecular mass (150
kDa) were observed (data not shown), which according to previous data (9, 12) would
be due to N-linked glycosylation of the protein. In lean subjects, relative CCDCE80
protein content (including all bands within 50 and 108 kDa) was about 60% lower in

VAT than in SAT.

In adipose tissue samples from obese subjects, an increased proportion of low molecular
mass forms (within 50 and 75 kDa) was observed, suggesting enhanced proteolysis. No
change in higher molecular mass forms (150 kDa) content was detected (data not
shown). Total CCDC80 protein (108 to 50 kDa) content was not significantly altered in
SAT from the obese compared to lean subjects. However, in VAT depots from obese

subjects, CCDC80 protein levels were 3.9-fold higher than those in their lean
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counterparts. Therefore, obesity was associated with a marked increase in CCDCS80

protein content in VAT depots, but no change in SAT depots.

CCDCS80 intracellular protein and secretion in human SGBS adipocytes

We also analysed SGBS intracellular CCDC80 protein in confluent preadipocytes and
differentiating and mature adipocytes (Figure 2A). In SGBS cells at all stages of
differentiation, a major band of about 108 kDa corresponding to the full length protein
was observed, as well as bands of lower molecular weights up to about 75 kDa.
However, in these cells, abundant forms of higher molecular mass (150 kDa) were
detected, which suggests extensive glycosylation of the protein. Quantification of
CCDC80 protein levels (including all molecular mass forms) relative to the control
protein GAPDH revealed that differentiating adipocytes already displayed markedly
lower levels than confluent preadipocytes at just 1 day post-differentiation induction,
with a minimal content at 6 days post-differentiation (Figure 2A). Thereafter, the
CCDCB80 protein content increased and the highest values were observed in mature
adipocytes. A similar pattern has been observed for Cede80 mRNA in mouse 3T3L1
adipocytes, namely a reduction in expression in the early stages of cell differentiation,
which was attributed to the combination of adipogenic inducers dexamethasone and
IBMX (10). Differentiation of SGBS cells was induced initially by addition of the
adipogenic factors transferrin, insulin, cortisol, triiodothyromne, dexamethasone,
IBMX and rosiglitazone for 4 days. whereas for the following 10 additional days,
dexamethasone, IBMX and rosiglitazone were withdrawn. Thus, we then tested whether
the combination of these adipogenic factors could have a repressor effect. We found
that treatment of confluent SGBS preadipocytes for 16 h with dexamethasone plus

IBMX and rosiglitazone reduced CCDC80 protein content (Figure 2B), indicating that
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these factors may contribute to the reduction that follows induction of SGBS
preadipocyte differentiation. However, we cannot rule out the possibility that the

maturation process also participates in this effect.

We examined whether changes in SGBS cell CCDC80 protein content during the
differentiation process were due to alterations in mRNA levels. As shown in Figure
2C. the mRNA levels of CCDCR80 tended to be reduced after differentiation induction
and were notably higher in mature adipocytes, compared with confluent preadipocytes,

thus resembling protein level changes.

Secretion of the CCDC80 protein has previously been demonstrated mn differentiated
3T3L1 adipocytes (10) and primary cultured human adipocytes (7). We used ELISA to
quantify CCDCB80 protein in serum-free conditioned media from differentiating and
mature SGBS adipocytes (Figure 2D). We observed that there was a trend during the
initial stages of differentiation towards a decrease in the amount of CCDC80 protein
secreted to the media, consistent with the observed reduction in intracellular protein.
However, in conditioned media from mature adipocytes, CCDC80 protein levels were
further decreased in contrast to the higher intracellular levels, thus suggesting lessened
secretion with respect to differentiating adipocytes. The range of values of CCDC80

protein in conditioned media was 0.45 to 3.3 ng/ml.

Circulating CCDC80 protein levels in human subjects: relationship to obesity

CCDCB80 protein concentrations in plasma were measured by ELISA in a cohort of
subjects with different degrees of obesity (cohort-1) in relation to clinical data on

insulin secretion and sensitivity. The median of the values within this cohort was 0.90 =



0.47 ng/ml. Plasma CCDC8O0 levels correlated negatively with insulin secretion during
the glucose tolerance test (Figure 3A). CCDC80 was not significantly associated with
BMLI, insulin sensitivity or age (p > 0.2). Interestingly. a negative correlation was found
between CCDCB80 and circulating free IGF-1 levels (Figure 3B), known to be higher in
obese than control subjects (23, 24). We also examined the relationship of circulating
CCDCS80 to parameters of inflammation, and found a positive association with blood

neutrophil count (Figure 3C) and MCP-1 (Figure 3D).

Circulating CCDC80 protein levels were also assessed in a cohort of morbidly obese
patients (cohort-2) in relation to obesity-associated diseases and inflammation. There
was an association between CCDCS80 levels and the degree of hepatic steatosis
(ANOVA p = 0.025) (Figure 4A). A correlation was also found between CCDC80 and
the liver inflammatory marker C-reactive protein (r = 0.46 and p = 0.009, n = 31).
Moreover, a positive correlation was found between CCDC80 and carotid intima-media
thickness (Figure 4B, r = 0.62, p < 0.001). Again, CCDC80 was not significantly

associated with BMI or age (p > 0.2).
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DISCUSSION

The dynamics of extracellular matrix proteins has emerged as an important player in
proper adipocyte homeostasis and is regulated by several processes, including energy
metabolism and insulin. Here we describe for the first time a differential pattern of the
human secretable CCDC80 protein regarding the origin of adipose tissue and marked
changes in obese subjects, for instance in visceral fat. Moreover, we show that
circulating CCDC80 protein levels are associated with impaired insulin secretion,

inflammatory markers, fatty liver disease and atherosclerosis.

The human CCDC80 gene is predominantly expressed i white adipose tissue in
humans at the mRNA level (7, 10), but its protein pattern, potential divergence in VAT
and SAT content and regulation by obesity have not previously been determined. SAT
and VAT are known to vary in their structural, functional and molecular properties (25),
and obesity can also differentially regulate the abundance of particular proteins in either
depot (26). In this study, immunoblotting analysis of CCDC80 protein in adipose
depots from lean subjects demonstrated lower levels in VAT than SAT and the
predominance of a CCDC80 molecular form corresponding to the full length protein. In
adipose depots from obese subjects, we detected an increased proportion of small
molecular forms, which have been reported to originate as cleavage fragments
generated by extracellular proteolytic activity (10), but whose biological activity
remains to be defined. Our observation is in agreement with the notion of enhanced
extracellular matrix remodelling in obesity (27). In obese compared to lean subjects,
the total CCDCB80 protein content was greatly increased in VAT depots, but unaltered

in SAT depots. Therefore, the CCDC80 protein displays adipose tissue depot
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differences and obesity-related upregulation in humans. The latter differs from data on
rodent models of obesity at the mRNA level. Cede80 mRNA levels are downregulated
in white adipose tissue from ob/ob, KKAy and diet-induced obese mice (7), but
unregulated in white adipose tissue from the mild late-onset obesity model bombesin

receptor subtype-3-deficient mouse (6).

We also profiled intracellular CCDC80 protein in the human adipocyte SGBS cell line
during the differentiation process. Irrespective of the SGBS cell differentiation stage, a
wide range of CCDC80 molecular forms was observed (within 150 and 75 kDa),
particularly prominent being a molecular form of about 150 kDa. A similar CCDC80
protein pattern has previously been reported in primary cultured human adipocytes and
293 cells ectopically expressing human CCDCS80, i.e. a large number of molecular
forms within 150 and 50 kDa (7). The molecular form of 150 kDa is believed to be due
to N-linked glycosylation of the proten (9, 12), although the role that this
posttranslational modification has on the functionality of CCDC80 protein is unknown.
Therefore, consistent observations of abundant high molecular forms of the CCDCS80
protein attributable to glycosylated forms have been obtained in cultured adipocytes,
whereas we observed minor presence of these forms in adipose tissue depots. On the
other hand, we assessed the highest total CCDC80 protein content in mature adipocytes
compared to earlier differentiating stages, which was concordant with the highest levels
of mRNA. Expression of the CCDC80 gene during the adipogenic process has been
described at the mRNA level in the 3T3L1 adipocyte cell line, where levels i mature
adipocytes are higher than (7) or similar to (10) those in confluent preadipocytes.
During early stages of differentiation, a transient repression (7, 10) is shown in these

cells, associated with the inhibitory effect of the added adipogenic factors
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dexamethasone plus IBMX (10). Similarly, we observed a reduction in CCDCS80
protein content during early differentiation of confluent SGBS preadipocytes, which
could also be linked to the repressor action of the adipogenic factors dexamethasone,

IBMX plus rosiglitazone.

The presence of the CCDCS80 protein in the culture media of SGBS cells was detected
using ELISA at all the differentiation stages, namely postconfluent preadipocytes,
differentiating and mature adipocytes. A reduced accumulation was shown in the early
stages of cell differentiation, in parallel with decreased intracellular protein levels.
However, lower CCDCR80 protein levels were released by mature adipocytes despite
maximal intracellular accumulation. Previous studies have shown that CCDC80 is
secreted by cultured human adipoeytes (7), differentiated 3T3L1 adipocytes (10) and
COS7 cells expressing mouse Ccde80 (12). Moreover, transfected Cede80 is secreted

from COS7 cells in the glycosylated and nonglycosylated forms (12).

Then, we analysed plasma CCDCS80 protein levels in human subjects and its
association with obesity and obesity-related diseases. We reasoned that since the
expression of the CCDC80 gene is predominant in adipose tissue and CCDC80 protein
was upregulated in visceral fat in obesity, obesity-linked processes could be associated
with circulating CCDC80 protein. A previous study did not detect Ccde80 protein in
mouse serum, thereby suggesting that the technique used was not sensitive enough for
its detection or that this protein acts as a local factor in adipose tissue (11). Using
ELISA, we detected plasma CCDC80 protein levels in a range of values from 0.24 to

9.1 ng/ml in the two cohorts combined comprising a wide BMI range (20 to 60 Kg/m?).
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In the cohort with different degrees of obesity (lean to morbidly obese subjects), we
observed no association between CCDCB80 protein and BMI or age, but did find a
negative correlation with acute insulin response to glucose (AIRg). Interestingly, lack of
the Cede80 gene in mice (11) fed a high-fat diet exacerbates glucose intolerance and
impairs glucose-stimulated msulin secretion in vive, which suggested that Ccdc80
protein, either circulating or locally derived (Cede80 expression is relativelv low in the

whole pancreas but insignificant in isolated islets), modulates insulin secretion.

Another finding in this cohort was that CCDC80 was positively associated with
inflammatory markers, such as blood neutrophil count and circulating MCP-1 levels.
Obesity is a low-grade inflammatory condition linked to some inflammatory mediators,
such as neutrophil count (28) and the chemoattractive protein MCP-1 (29). In fact,
circulating MCP-1 levels 1s one of the factors that links obesity with obesity-related
metabolic complications such as atherosclerosis (30), insulin resistance (30-32) and
hepatic steatosis (32). The fact that circulating CCDC80 was not linked to BMI but to
inflammatory markers suggests that it reflects the inflammatory condition independently

of obesity.

Data on the cohort of morbidly obese subjects yielded some more evidence of the link
between circulating CCDCR80 and inflammatory markers, and revealed an association
with inflammatory and metabolic liver and vascular disease. We found that plasma
CCDC80 protein levels were associated not only with the inflammatory marker C-
reactive protein, but also with the degree of hepatic steatosis. Moreover, carotid intima-
media thickness, as a marker of atherosclerosis, was also linked to circulating CCDC80

concentration. Agam, there was a lack of association with BMI or age. In fact, fatty
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liver disease and the risk of cardiovascular disease are known to be closely associated
with circulating inflammatory markers. For instance, C-reactive protein has been
associated with liver steatosis independently of visceral adiposity in some studies (33,
34). and it is known to be closely linked to carotid intima-media thickness (35). In
addition, nonalcoholic steatohepatitis can predict a more atherogenic risk profile (34).
Gene expression of the CCDC80 gene in human liver has been found insignificant (7,
10) and there are no data on the expression in atherogenic lesions. Thus, we could
speculate that circulating CCDC80 protein may either have a role in these pathogenic
processes or is a comorbid parameter associated with severe obesity. There is no
evidence of the action of CCDCR80 protein in liver; abrogation of Ccde80 in mouse has
been shown to modulate some circadian clock genes in white adipose tissue, skeletal
muscle and pancreas at the transcriptomic level, but effects on liver have not been

examined (11).

In conclusion, we show upregulation of CCDC80 protein levels in visceral adipose
tissue of obese patients compared to lean, suggesting that CCDC80 may be one of the
components of the obesity altered secretome of this depot and may be linked to
metabolic changes in other organs. In this regard, we report an association between
plasma CCDCB80 protein levels and impaired insulin secretion, but also with circulating
mflammatory markers, in a cohort with a wide BMI range, independently of obesity.
These data indicate that upregulation of the CCDC80 protein is linked to the obesity-
associated mflammatory condition rather than to obesity itself and may modulate insulin
secretion /n vivo. In morbid obesity, plasma CCDC80 protein levels were associated

with inflammation-associated chronic complications, such as fatty liver disease and
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atherosclerosis, suggesting that CCDC80 may either be a pathogenic or comorbid

factor for these diseases.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Analysis of CCDCS80 protein content in SAT and VAT depots from
lean and obese subjects. Western blot analyses were performed on tissue extracts (20
lg protein). Membranes were hybridised with antibodies against CCDC80 and FAA. A
representative image is shown. Bands were quantified and the ratio of intensities
between CCDCB80 and control gene FAA was calculated. Data are expressed in arbitrary
units and are the means = SEM from 5 samples. The significance of differences is: #p <
0.05 between different depots in lean subjects; and *p < 0.05 between VAT depots in

lean versus obese subjects.
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FIGURE 2. CCDC80 gene expression and protein secretion in the human SGBS
adipocyte cell line during differentiation. CCDCS80 protein content was analysed by
immunoblotting using GAPDH as a control protein in cell extracts from: (A) confluent
preadipocytes (day 0). differentiating adipocytes (days 1 to 8) and mature adipocytes
(day 14) and (B) confluent preadipocytes incubated without or with 25 nM
dexamethasone (DXM) plus 0.5 mM IBMX and 2 uM rosiglitazone (RSG) for 16 L.
(A.B) A representative image is shown. Ratios of intensity of CCDC80 bands compared
to mtensity of GAPDH are expressed as a percentage of (untreated) confluent
preadipocyte values and are the means = SEM from 2 experiments performed in
triplicate. The significance of differences is versus (untreated) confluent preadipocytes
*p < 0.05 and *¥p < 0.01. (C) Relative CCDC80 mRNA levels to the reference 18S
rRNA gene were measured in confluent preadipocytes, differentiating adipocytes (4
days post-differentiation) and mature adipocytes (14 days post-differentiation). Data are
means + SEM of 2% x 10° from 2 experiments performed in triplicate. The
significance of the differences with respect to preadipocytes is *p < 0.05. (D) CCDC80
protein confent was analyzed by ELISA in 48 h-conditioned media from confluent
preadipocytes mduced to differentiate for 2, 6, 9 or 14 days. Data are expressed as a
percentage of the values m cells 2 days-postdifferentiation (1.42 = 0.07 ng/ml/ug
protein) and are means = SEM from at least 2 experiments performed in triplicate. The
significance of the difference with respect to cells 2 days-postdifferentiation 1s *p <

0.05.

FIGURE 3. Plasma CCDC80 protein levels in a cohort with different degrees of
obesity in association with insulin secretion and inflammation parameters.

Bivariate correlation analysis showing association of CCDC80 levels with: (A) acute
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insulin response to glucose (AIRg values, which were logarithmically transformed to
normalise values), r =-0.35 and p = 0.02; (B) circulating IGF-1 levels, r =-0.43 and p =
0.01; (C) blood neutrophil count, r = 0.26 and p = 0.07; and (D) circulating MCP-1

levels, r=0.27 and p = 0.09.

FIGURE 4. Plasma CCDCS80 protein levels in a cohort of morbidly obese patient
in association with liver steatosis and carotid atherosclerosis. (A) Boxplots showiny
CCDC80 levels (median value and 25™ and 75® percentiles) according to degree o
hepatic steatosis in consecutive morbidly obese patients without steatosis (n = 11
compared with slight (n = 10), moderate (n = 5) and severe steatosis (n = 2). (B
Bivariate correlation analysis between plasma CCDCS80 protein levels and interna

carotid intima-media thickness.
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RESUMEN

La proteina transportadora de acidos grasos FATP1 e localiza en la
mitocondria en células de musculo esquelético de rdn y regula la
disponibilidad de lipidos y cuerpos ceténicos

FATP1 es considerado un mediador en la captacion de-As por parte del musculo
esquelético, pese a que su localizacion subcelulary su papel en el control
metabdlico no han sido totalmente descritos. En est trabajo examinamos la
localizacion de FATP1 y los efectos metabdlicos desu sobreexpresién en musculo
esquelético de ratdon. La proteina FATP1 se detectéen las fracciones de
membrana mitocondrial y plasmatica, obtenidas mediate centrifugacién
diferencial, de musculo gastrocnemius de raton. FAP1 se encontr6 en alta
cantidad en mitocondrias purificadas, en la membraa externa y en la porcion
soluble intermembrana, pero no en las subfraccionesenriquecidas en membrana
interna y matriz mitocondrial. Mediante microscopiaelectrénica immunogold se
localiz6 FATP1-GFP en la mitocondria de miotubos C212 transfectados. FATP1
se sobreexpresé en el muasculo gastrocnemius de ratd mediante adenovirus
transducidos en las extremidades inferiores de ratoes recién nacidos,
alimentados tras el destete con una dieta normal oHFD. En comparacion con la
expresion de GFP, FATP1 no alter6 el peso corporal,los niveles séricos de
glucosa posprandial, de insulina o triglicéridos nila tolerancia sistémica a la
glucosa, en ninguna de las dietas. Sin embargo, losniveles de FAs fueron
menores y los de B-hidroxibutirato mayores en los ratones FATP1 que a los GFP,
independientemente de la dieta. Ademas, el contenid intramuscular en
triglicéridos fue menor en los ratones FATP1 respetw a los GFP sin tener en
cuenta la dieta, mientras que el contenido enp-hidroxibutirato no cambié en los
alimentados con dieta grasa. La sobreexpresion de RTP1 mediante
electroporacion aumentoé la oxidaciéon de palmitato aCO,, pero no de metabolitos
solubles en acido, mientras que la produccion de CQ a partir de B-hidroxibutirato
fue inhibida y la de glucosa no varié en las tirasde gastrocnemius aisladas. En
resumen, FATP1 se localizé en la mitocondria, en la fracciones de membrana

externa e intermembrana, de musculo esquelético deratén, lo que podria ser
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crucial para sus efectos metabdlicos. La sobreexprsion de FATP1 incrementé la
disponibilidad tanto de FAs sistémicos como trigliéridos intramusculares. De
forma consistente, no contribuy6é a la desregulacibnmetabdlica inducida por la
dieta grasa. Sin embargo, FATP1 produjo una hiperctonemia, probablemente
secundaria al ahorro en la oxidacién de cuerpos ceainicos resultante del
incremento de la oxidacion de los FAs.
Tipo de articulo: Research article
Factor de impacto (segun ResearchGate ®, 2014)3.53
Participacion del autor:
Extraccién de muestras de tejidos y centrifugaciérdiferencial subcelular.
Extraccién de RNA y determinacion de los niveles @ expresion génica
mediante RT-PCR.
Extraccién de proteina y cuantificacién medianteémmunoblotting.
Preparacion de tiras aisladas de gastrocnemius paa su incubacién con
palmitato, cuerpos cetdnicos y glucosa marcados raghctivamente.

Participacion en la redaccion de Resultados del aiculo.
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Abstract

FATP1 mediates skeletal muscle cell fatty acid import, yet its intracellular localization and metabolic control role are not
completely defined. Here, we examine FATP1 localization and metabolic effects of its overexpression in mouse skeletal
muscle. The FATP1 protein was detected in mitochondrial and plasma membrane fractions, obtained by differential
centrifugation, of mouse gastrocnemius muscle. FATP1 was most abundant in purified mitochondria, and in the outer
membrane and soluble intermembrane, but not in the inner membrane plus matrix, enriched subfractions of purified
mitochondria. Immunogold electron microscopy localized FATP1-GFP in mitochondria of transfected C2C12 myotubes.
FATP1 was overexpressed in gastrocnemius mouse muscle, by adenovirus-mediated delivery of the gene into hindlimb
muscles of newborn mice, fed after weaning a chow or high-fat diet. Compared to GFP delivery, FATP1 did not alter body
weight, serum fed glucose, insulin and triglyceride levels, and whole-body glucose tolerance, in either diet. However, fatty
acid levels were lower and B-hydroxybutyrate levels were higher in FATP1- than GFP-mice, irrespective of diet. Moreover,
intramuscular triglyceride content was lower in FATP1- versus GFP-mice regardless of diet, and f-hydroxybutyrate content
was unchanged in high-fat-fed mice. Electroporation-mediated FATP1 overexpression enhanced palmitate oxidation to
C0O2, but not to acid-soluble intermediate metabolites, while CO2 production from B-hydroxybutyrate was inhibited and
that from glucose unchanged, in isolated mouse gastrocnemius strips. In summary, FATP 1 was localized in mitochondria, in
the outer membrane and intermembrane parts, of mouse skeletal muscle, what may be crucial for its metabolic effects.
Overexpressed FATP1 enhanced disposal of both systemic fatty acids and intramuscular triglycerides. Consistently, it did not
contribute to the high-fat diet-induced metabolic dysregulation. However, FATP1 lead to hyperketonemia, likely secondary
to the sparing of ketone body oxidation by the enhanced oxidation of fatty acids.
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Introduction and acy A synthetase long-chain family member 1 (ACSLI)
[53]. FATPI has been localized in the plasma membrane of
The cellular uptake of long-chain fatty acids is known to be dilferentiated 3T3-L1 adipocytes [3,6,7], or insulin-stimulated
largely protein mediated and several protein families have been 3T3-L1 adipocytes [6,7], and 293 cells [8]; however, FATPI has
involved in this process. One of these families is the fauy acid .
"}, currently with six members identilied in
TPL-6) [1,2]. One of these family
members is the FATPI gene, which is expressed at high levels in
skeletal muscle (skm), heart and adipose tissue, and at low levels in
brain, kidney, lung and liver in mice [3].

consistently been found in intracellular compartments of adipo-

transport protein (FA' cytes and muscle cells in culture. In 3T3-L1 adipocytes, it was

MAmma

an e ag : g g K S
L. genomes found in a perinuclear compartment overlapping with a Golgi

marker in non-stimulated cells [7], and in mitochondria [9]: in
another study, FATPI was localized in the endoplasmic reticulum
but not in mitochondria [10]. In cultured human myotubes, we
showed that FATPI is not present in the plasma membrane, but
intracellularly, in a reticular and perinuclear pattern,

FATP! is an integral membrane protein with one transmem-
brane domain in the amino terminus region of the protein [4] and
displays intrinsic acyl-CooA synthetase activity, which is neverthe-
‘0A ligases, such as FATP4

overlapping with a Golgi marker [11]. Furthermore, we loc alized

less lower relative to other fatty acid
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FATPI in the mitochondria-enriched fractions of cultured human
and C2C12 musce cells [12]: and colocalized a tagged FATPL-
GFP fusion protein with mitochondrial markers in both C2C12
[12] and L6EY9 [13] muscle cells. Sarcolemmal staining and
pronounced intracellular FATPL locali
vesi
muscle [14], as well as the presence of FATPI in the t-tubule and
hindlimb rat muscles [15].
However, no evidence was obtained for the localization of

ation in an undefined

le: population has been observed in isolated mouse soleus

sarcolemma  fractions of lower
transfected FATP1 on mitochondrial membranes in mature rat
skim [16].

FATPI is able to enhance fatty acid uptake in cultured sk cells
[11] and in rodent muscle t [16]. However, on the basis ol its
subcellular localization, it is argued whether FATP1-mediated cell
[atty acid import is due to transhilayer movement ol fatty acids in
the plasma membrane or to a driving force associated with its
intrinsic acvl-CoA synthetase, which might trap the entering fatty
ids as acyl-CoAs [10.17] and direct its metabolism. In fact, our
studies in cultured skm cells showed that FATPI targets fatty acids
towards triacylglycerol synthesis [11,13], whereas latty  acid
oxidation is either moderately stimulated [13] or slightly reduced
[11]. In contrast, a previous study [16] addressing the role of
FATPI in rodent muscle metabolic control, by means of its

clectro-

overexpression, showed different fatty acid targeting, i.e.
transfection of FATPL into skm of ra
oxidation but not triacylglycerol synthesis
preparations; while muscle-specific overexpression of FATPL in
transgenic mice elevates the rate of i oo fatty acid uptake in skm
of mice on a chow diet, but not of high-fat dietinduced
intramuscular triglyceride accumulation, It was concluded that
cular triglyceride
accumulation and whole body nsulin resistance [16]. In addition
1o fatty acid metabolism. FATP] is also able 1o enhance glucose
metabolism in cultured skm cells, in which it exerts a powerful

mere:

fatty  acid

in isolated muscle

FATPl does not promote mouse intramu

stimulation ol glucose oxidation and activates  the  pyruvate
dehydrogenase (PDH) complex [12].

Genetic ablation of FATPL in mice does not change basal Tty
acid uptake, but reduces its stimulation by insulin, in isolated
muscle strips and delays the insulin-induced clearance ol serum
latty acids [14]. Moreo abrogation of FATPIL gene protects
mice from the fat-induced accumulation of fatty acyl-CoA and [at-
induced insulin resistance in skm [18]. In fact, FATPl gene
knockout in mice protects against high-fat diet-induced reduction
of insulin-stimulated whole-hody gl [18]: and
impairment of insulin tolerance and signs of metabolic syndrome
[14]. Inn this regard, FATPI inhibition is a therapeutic target for
ance [19].

The aim of this work was (o gain new insight into the subcellular
localization and role of TATPL in metabolic control in skm tissue.
Thus, we examined the possible mitochondrial localization of
FATPL in rodent sk and conducted new investigations on the
localization of FATPI in the mitochondria of C2C 12 muscle cells.
Moreover, we overexpressed FATPD in gastrocnemius mouse
. by means of adenovirus or electroporation, to test its
effects on skm lipid metabolism and the expression of key control
genes i ketone body metabolism and glucose versus [atty acid
disposal. on a normal chow diet and following fat-induced
metabolic dysregulation.

Lturnover

insulin resist

Materials and Methods

Ethics Statement
The animal protocols were approved by the Universitat de
Barcelona Animal Care and Use Committee (Permit number:
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DMAH-5444). Animal sacrifice was performed under CO»p

anesthesia.

Gene transfer methods, cell culture and animals

Plasmids pGFP (pEGFP-NI) and p-FATPI-GFP [11] were
used. The C2C12 cell line was grown in DMEM medium with
10% FBS and was induced to differentiate in DMEM with 10%
horse serum for 4 days. The C2C12 cell line [20] was transfected
with  plasmids. pGFP and/or p-FATPI-GFP by means of
GengJuice (Merck Millipore, Darmstadt, Germany).

Recombinant adenoviruses expressing the ¢DNA of mouse
FATP!l (Ad-FATPI} or GFP (Ad-GFP) have been described
previously [11]. For delivery to mice, adenoviruses produced in
293 cells were purified using the ViraBind purification kit (Cell
Biolahs, San Diego, USA) and purilied virus preparations were
dted using Microspin G-25 columns. Two separate batches of
littermates, 11 males and 30 females, were used. Newborn (5 days
old) C57BL6 male and female mice were injected in the
gastrocnemius muscle in both legs with approximately 2x 10
plaque forming units (pfu) (injected volume was less than 10 pl) of
Ad-GFP (5 males and 14 females) or Ad-FATPI (6 males and 16
females), as described in [21]. Mice were weaned at 21 days.
Thereafier,
treatments: a standard laboratory chow diet (2014 Tekland
Global, Harlan Iberica, Barcelona, Spain) (11 males and 10
females) or a high-fat diet (DIO rodent purified diet with 45%
energy from fat, TestDiet, Richmond, USA} (20 females):
water ad {ihitumn. When stated, animals were fasted by 15 h-
deprivation of food. Animals were sacrificed at 13- 1o 16-weeks of
age in the led state. Blood was collected and serum was stored at —

20°C. Tissues were excised and immediately frozen in liquid Ny

mice were randomly allocated w0 wo  dietary

and

and stored at —80°C, When stated tissue samples were powdered
in a mortar under liquid Ny and therealter homogenized.

Plasmids pGFP (pACCMV-GFP) or p-FATPL (pACCMV-
FATPL) [11] were used for electrotransfer studies. Plasmids were
purified and resuspended in Endofree water (Qiagen, Crawley,
UK} and dissolbved in 0.9% NaCl Three month-old mice
7BLE/]) were anesthetized with ketamine/ xylazine and | h
before electrotransfer muscles were pretreated with hyaluronidase
(10 Udmuscle), Afterwards, 60 pg of pGFP or pFATP1 were
mjected into the gastroenemius muscle of both hindlimbs of 3
mice. Ten pulses of 20 ms each were applied to each hindlimb at
175 V/em and 1 Hz using an electroporator (ECM 830; BTX,
Holliston, USA). Mice were provided with standard laboratory
chow diet. Animals were killed 10 days after the electrotransfer
and  gastrocnemius
submerged in DMEM without glucose plus 0.1 mM free [atty
acid BSA and 15 mM Hepes. Gastroenemius strips we
by dissection with the aid of scissors and forceps with a
modification of the protocol in [22]. Fat and connective tis
were removed under the scope. Strips of 20 1o 25 mg wet weight
were prepared (about 10 to 12 strips per muscle) and were then
randomly mixed to account for regional dilferences in fiber type
distribution [23]. Two strips were immediately frozen to determine
FATPI protein content and the rest ol the strips were incubated
for metabolic assays.

muscles were excised and immediately

e oblained

ue

RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR

Total RNA was extracted from tssue samples using the RNeasy
minikit {Qiagen, Valencia, CA, USA) and homogenized using a
Polytron (Kynematica Polytron, Westhury, USA}. Total RNA
(0.5 pg) was retro-transeribed  (RT) using TagMan  reverse
transcription reagents from Applied Bic (Branchburg,
USA) plus random hexamers. Real-time PCR was performed
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ing the ROCHE sequence detection system with the TagMan
sal PCR master mix and probes (Applied Biosystems) for the
27al /FATPL, Oxctl and Pdk4 genes, using Rnf 85 as
the endogenous control to normalize the crossing point (CP). For
the Hmges2 gene real-time PCR was performed using the ABI
PRISM 7500 sequence detection system (Applied Biosystemns) with
the GoTaq gPCR master mix (Promega) and SyberGreen
labelling and using the Acth gene as the endogenous control to
normalize the threshold cydle (CT).

Preparation of muscle extracts, isolation of pure
mitochondria by Percoll gradient and submitochondrial
fractionation

To prepare 25 mg ol [rozen
gastroenemius muscle was crushed into small pieces and homog-
enized in 0.5 ml of buffer (0.25 M sucrose, | mM EDTA, 10 mM
HEPES (pH 7.4}, 0.5 mM PMSF and 1 U/ml aprotinin) using a
glass homogenizer (20 10 25 stro Extracts were homogenized
with the aid of a 22 G syringe. An aliquot of extracts was
1 d at 500 g for 5 min at 4°C and supernatants kept for
ysis (total extracts). When stated, the homogenate was
centrifuged at 1500 g for 10 min at 4°C to obtain a pellet, highly
enriched in large mitochondria that also contained nuclei [24].
which was resuspended in 60 pl of homogenization buffer. The
supernatant was further centrifuged at 10000 g for 10 min at 4°C,
o obtain another pellet enriched in mitochondria and other
organelles; the supernatant was kept and the pellet was re-
suspended in 60 pl of homogenization buller,

extracts  from sk tissue,

Lsolation of pure mitochondria from four gastrocnemius from
kowski et al. [25]
with some modifications. Muscles were washed in ice-cold IB-1
buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucrose. 0.5% BSA, 0.5 mM
EGTA and 30 mM Tr
scissors and homogenized using first a polytron and then a glass
homogenizer in a ratio of 4 ml IB-1 buffer per gram of muscle.
The homogenate was centrifuged at 740 g for 5 min at 4°C and
the supernatant was centrifuged again in the same conditions. The
resulting supernatant was then centrifuged at 9000 g for 10 min at
4°C. The obtained mitochondria enriched pellet was resuspended
in 2 ml of ice-cold IB-2 buffer (225 mM mannitol, 75 mM
suerose, 0.5% BSA and 30 mM Tris-HCL (pH 7.4) and the
supernatant was kept. An aliquot of this supernatant was
ultracentrifuged at 100000 ¢ for 60 min at 4°C. The resulting
pellet designated “membrane fraction” (containing plasma mem-
brane, lysosomes, microsomal fraction and large polyribosomes)
was resuspended in 20wl of buller (0.25 M sucrose, | mM EDTA,
10 mM HEPES (pH 7.4}, 0.5 mM PMSF and | U/ml aprotinin).
The resuspended mitochondria enriched pellet was centrifuged at
10000 g for 10 min at the obtained pellet was resuspended in
2 ml of ice-cold IB-3 buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucrose
and 30 mM Tris-TCI (pH 7.4)) and cenuifuged at 10000 ¢ for
10min at 4°C. The final crude mitochondrial pellet was
resuspended in 2 ml of MRB buffer (250 mM mannitol, 5 mM
HEPES (pH 7.4) and 0.5 mM EGTA) and was then layered on
top of Percoll medium (8§ ml Percoll medium, 2 ml of crude
mitochondria and 3.5 ml of MRB buller) and centrifuged at
5000 ¢ for 30min at 4°C. After centrifugation, purified
mitochondria appeared as a hrownish band at the bottom of the
tube. Pure mitochondria was collected by using a Pasteur pipette,
diluted 10 times in MRB buffer and centrifuged at 6300 g for
10 min at 4°C. Mitochondrial pellet was resuspended in 2 ml of
MRB buffer and centifuged again at 6300 g for 10 min at 4
The pellet, containing purilied mitochondria. was resuspended in

200 pl of MRB buffer and stored at —20°C.

two mice was performed as described in Wi

-HCI (pH 7.4}, cut into small pieces using
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Part of the purificd mitochondria obtained as indicated above
were used 1o separate three [ractions: inner membrane plus
matrix, outer membrane and a soluble fraction (containing
proteins localized between the membranes plus some solubilized
outer membrane), as deseribed in [26.27] with some modifications.
One hundred pg of purified mitochondria were treated with
digitonin (2% solution in 250 mM sucrose) at a ratio of 1.2 mg of
digitonin per 10 mg of mitochondrial protein. The resulting
suspension was gently strred for 15 min and then diluted with 3
volumes of a mannitol solution (210 mM mannitol plus 70 mM
sucrose and 0.1 mM EDTA). The diluted suspension was
centrifuged at 12000 g for 12 min at 4°C. The supernatant was
carelully drawn oll, and the pellet was gently resuspended in the
same volume ol the mamnitol solution. This suspension was
centrifuged again at the same speed for 12 min, The pellet from
the second centrifugation was designated as the “inner membrane
plus matix fraction.” The supernatants from the first and second
centrifugation were pooled and further centrifiuged at 105000 g for
90 min at 4°C. The pellet from this centrifugatdon was desig

nated

as the “outer membrane fraction.” and the supernatant solution as
the “soluble fraction.”

Western blotting

Protein was resolved in 10% SDS-PAGE and immunoblotting
was performed with antibodies againgt FATPL, SCOT/OXCT1,
HMGCS2 and oxidoreductase-protein disullide isomerase (PDI)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA): porin/voltage
dependent anion channel (VDAC) and glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH) (Cell Signalling Technology.
Beverly, USA) a-actinin (Chemicon  International, Temecula,
USA), o-tubulin {Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), glucose trans-
porter GLUT | (Abcam, Cambridge. UK} and oxphos complex IV
subunit I (mitochondrially encoded cytochrome ¢ oxidase 1
(MTCOL)) (Life Technologies, Carlshad, USA) and phosphory-
lation sites 1 and 2 of pyruvate dehydrogenase-Ele (kindly
provided by Dr. H. Pilegaard [28]). Horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibodies were used and membranes were
developed with ECL-Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK). Protein bands were revealed and quantilied using a LAS-
(FujilFilm, Tokyo, Japan).

3000 luminescent image analyz

Transmission electron microscopy

Cultured cells were chemically fixed at 4°C with a mixture of
2% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in phosphate
bufler (PB) (pH 7.2). Alter washing with PB containing 50 mM
glveine, cells were embedded in 12% gelatin and infused in 2.5 M
sucrose. Mounted gelatine blocks were frozen in liquid nitrogen.
Sections were prepared using an ultracryomicrotome (Leica EM
Ultracut UC6/FCH, Vienna, Austria). Ultrathin cryosections were

collected with 2% methyleellulose in 2.3 M sucrose. Cryosections

were successively incubated at 37°C on drops of 2% gelatin in PBS
for 20 min, 50 mM glycine in PBS for 15 min, 10% FBS in PBS
for 10 min, and 5% FBS in PBS for 5 min. Then, they were
incubated with ant-GFP antbody (Lile Technologies) in 5% FBS
in PBS for 30 min. After three washes with drops of PBS for
10 min, sections were incubated for 20 min using protein A
coupled to 10 nm diameter colloidal gold particles (Cell Micros-
copy Center, Department of Cell Biology, University Medical
Center Utrecht, The Netherlands), using a 1:60 dilution in 5%
FBS/PBS. This was followed by three washes with drops of PBS
for 10 min, and two washes with distilled water, As a control for
non=specific binding of the colloidal gold-conjugated protein A,
the primary polyclonal antibody was omitted. Observations were
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made in a Jeol JIO10 Electron Microscope (Jeol, Tokyo, Japan)
with a SIS Megaview [IL CCD camera.

Metabolite and hormone assays

Insulin was measured in serum using mouse insulin ELISA
(Merck Millipore), Serum triglycerides were measured using a
colorimetric method (Biosystems, Barcelona, Spain). B-Hydroxy-
butyrate determination was performed in serum using the Cayman
B-Hydroxybutyrate Assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA). Serum [ree fatty acids were measured using a Quantifica-
tion Kit (BioVision, Mountain View, USA). Blood glucose was
determined using a Glucometer Elite  (Menarini, Barcelona,
Spain).

For triglyceride assays in tissue samples, 15 mg of frozen
powdered tissue were homogenized in a buffer containing 50 mM
Tris-HCI (pH 7.9), 100 mM KCI, 20 mM KF. 0.5 mM EDTA
and 0.05% lubrol. The resulting extracts were sonicated (three
times for 10 s at 15 s intervals), centrifuged at 11000 g for 15 min
at 4°C. and the supernatants were used for the determinations.
Triglyeerides  were using a colorimetric  method
{Biosystems). The protein content of individual samples was
determined using the Pierce BCA protein assay kit (Thermo
Scientific, Rockford, USA).

For B-hydroxybutyrate tissue determination, 30 mg of frozen
powdered tissue were homogenized in 600 pl of distilled water
using a Polytron, centrifuged at 800 ¢ for 10 min and the
supernatants collected. Organic acids from 500 pl of supernatants
were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry as
TMS-derivates, as previously described [29], but using 7 pl of
5 mM undecanodioic acid as the internal standard and SIM mode
monitoring ions 191 and 345 for the detection of f-hydroxybutyric
and undecanodioic acids respectively.

measured

Glucose and insulin tolerance test

The glucose tolerance test was performed on [-week-old
conscious mice alter an overnight last. On the [ollowing day the
mice were injected intraperitoneally with a glucose bolus of 2 g/kg
body weight in a volume of no more than 200 pl. Glucose was
monitored before and 15, 30, 60 and 120 min after glucose
administration. The area under the curve of glucose concentration
was calculated using the trapezoidal rule. Animals were fed after
the test. The mnsulin tolerance test was performed on 15-week-old
conscious mice after 4 h fasting. The animals were provided with
water ad libitwm. An insulin bolus (1 unit/Kg of body weight) was
administered by intraperitoneal injection. Glucose level was
monitored via the tail before and 15, 30 and 60 min alter insulin
administration. Animals were re-fed after the test

Pyruvate dehydrogenase assay

Active pyruvate dehydrogenase (PDH]) activity was determined
by measuring the "CO, production from [l—HCZ}-pyruvalP
according to the method described by Van Laack et al. [30]. with
modilicatons.  Tissue  extracts were prepared by manually
homogenizing 15 mg of fozen and powdered sk into 300 pl of
buller. composed of 250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 100 Ul/ml
heparin and 10 mM Tris (pH 7.4). using 20 to 25 strokes ol a glass
pestle, The homogenate was centrifuged Tor 10 min at 800 g and
the supernatant was collected. Twenty-live pl ol tissue extracts
were preincubated at 37 "Cowith 25 pl ol an assay mixture
containing 400 mM Tris-HCl (pH 7.8), 2 mM EDTA, 8 mM
MgCly, 3 mM TPP, 2 mM NAD. 8 mM CoA, 4 mM L-carnitine,
80 uM evtochrome ¢, 20 mM [Fmercaptoethanol, 4 mM NagS05
and 5 pl neonatal calf serum, After 10 min of preincubation, 25 pl
of 2 mM [I-MC]-[)}HWHI(‘ (0.7 pCi/umol) was added and the
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res

“don continued at 37°C for 15 min in tubes placed in closed
vials, The reaction was stopped by injecting 200 pl of 20%
trichloroacetic acid into the tubes. The ].'(:02 released was
rapped in 1 am® flter papers, soaked with 0.5 M NaOH and
stuck to the vial wall, for 30 min. The radioactivity in Glter papers
was counted, in a liguid scintillation counter, and values corrected
for protein concentration, as measured with a Pierce BCA protein
assay kit, to calenlate PDH activity, To examine the levels of
phosphorvlated PDH-Elat subunit at sites 1 and 2, aliquots of
tissue extracts (25 pg of protein) were analysed by western blotting,

Assay of substrate oxidation in isolated gastrocnemius
muscle strips

Two to 3 strips of mouse gastrocnemius musde (total of 50 to
60 mg) were dispensed into plastic vials and incubated during 4 h
(37°C, 3% COy) in 2.5 ml of glucose-depleted DMEM medium
containing either 10 mM glucose added with [U-"'C]glucose
(0.21 pCi/pumol)  (Amersham  Biosciences, Barcelona, Spain),
0.5 mM palmitate added with [1-"*C]palmitate (2.8 pCi/umol)
{Amersham Biosciences) or 2 mM B-hydroxybutyrate added with
]}-[3-]4C]hydrnx_\_-’l)uly‘r:ll:' (0.2 pCifpmol) (NEN Research Prod-
uets, DuPont, Boston, USA). An aliquot of 10 pl of the incubation
media was taken before and at the end of muscle sty

s incubation,

and was counted lor radioactivity in scintillation cocktail (Ecoscint
H. National Diagnostics, East Riding of Yorkshire, UK} to
estimate substrate utilization rate during the mcubation period,
The incubation was terminated by addition of 750 pl of 3 M
HCIO, per vial. Immediately, a Whatman #3 paper soaked with
125 pl B-phenylethylamine was placed hanging in a basket in each
vial tightly sealed with a silicone cap, After 1 h ol incubation the
filter paper was harvested and the trapped "C0, counted in
scintillation cocktail. In muscle strips incubated with [l-l'i(_?]l)al-
mitate, ["'Clacid-soluble intermediate metabolites were

mined by harvesting 200 pl of incubation media added with
HCIO,, centrifuging this at 13000 g for 5 min (to discard acid
insoluble long-chamn fatty acids), collecting 100 pl of the resulting
supernatants (containing oxidized latty acid intermediate metab-

olites) and measuring the radioactivity of these in scintillation
cocktail.

Statistical analysis

Data are presented as means = SEM or SD. The signilicance of
differences was analyzed by Student’s 1 test. Diflerences were
considered signilicant at p<0.05. Student’s t test was applied to
the subgroups defined by gene delivery, gender and diet; or was
applied to the groups defined by one condition, such as gene
delivery, when no signilicant differences were observed within the
other conditions. such as gender and/or diet.

Results

Mitochondrial localization of FATP1 protein in mouse
skm and cultured C2C12 muscle cells

We have previously reported that endogenously expressed
FATPI in cultured human and C2C12 muscle cells is present in
mitochondria-enriched lractions and not in the cytosolic fraction
[12]. Here, we examined by immunoblotting the distribution of
endogenous FATPL protein in subeellular ractions of skm from
adult mice led a normal diet obtained by sequential centrifugation
(Figure 1A}, VDAC and MTCO! were used as mitochondrial
marke

. GAPDH as a eytoplasmic predominant protein and
GLUT1 as a plasma membrane predominant protein. As shown in
Figure 1A, FATPL (about 71 kDa} was detected in the 1500 2
pellets, which are enriched in large mitochondria [24]. and not in
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the 10000 g pellets, which are enriched in mitochondria and other
organelles, or in the 10000 g supernantant fraction. The FATPI
distribution was equivalent to that of the mitochondrial marker
VDAC [51]. It was however dilTerent from that of MTCOI1, a

component ol the respiratory electron  transport

chain  of
mitochondria, which was present (ohserved size 37 kDa) in both
1500 g and 10000 g pellets, but predominant in the 10000 g pellet
FATPI diswibution differed from that of GAPDEH. which is known
to be localized mainly in cytoplasm, although it can also be found
in particulate fractions, such as the nucleus, the mitochondria, and
the small vesicular fractions [32]. FATPL distribution dilfered
from that of GLUTI, which was present in the 10000 2
supernatant fraction. Therefore, these data showed the preferen-
tal distribution in the mouse skm mitochondrial fractions of the
endogenous FATPL protein.

Then, we applied a density gradient centrifugation technique to
purify mitochondria from the mitochondrial pellet. The analysis of
FATP1 protein presence in purified mitochondria is shown in
Figure |B. FATPI was strongly dete
and hardly detected in the mitochondrial pellet supernatant. The
purity of mitochondria was highlighted by the lack of staining with
the endoplasmic reticulum resident oxidoreductase chaperone PDI
and plasma membrane marker GLUTL, in opposition to the
marked presence of mitochondrial proteins such as VDAC,
MTCO! and OXCTI1, PDI and GLUT were shown in the
supernatant of the mitochondrial pellet, even though mitochon-
drial proteing VDAC and MTCO1 were also detected in this
fraction.

Purified mitochondria were then treated with digitonin, to
remove outer membranes, [ollowed by differential centrifugation

ed in purified mitochondria

to separate three fractions enriched in: the outer membrane, the
soluble proteins (incduding proteins localized between the mem-
hranes plus some solubilized outer membrane] or the inner
membrane plus matix [26]. TATPI appeared in the outer
membrane and soluble fraction (despite the latter contained about

Muscle FATP1 Effects on Lipid Metabolite Disposal

3-fold less protein than the other two submitochondrial fractions),
but not in the inner membrane plus matrix fraction (Figure 1B).
The distribution pattern of VDAC, a protein known o be
localized on the outer mitochondrial membrane, was similar with

predominance in the outer membrane and soluble factions:
although a signal was present in the inner membrane plus matrix
fraction. In contrast, the mitochondrial matrix enzyme OXCT|
and the mitochondrial-encoded MTCOIL. which s localized
within the mitochondrial inner membrane, were most abundant
in the inner membrane plus matrix enriched fraction; although
they were also detected in the other two fractions, mainly the
soluble one.

We then examined FATPL presence in a membrane [raction
(plasma membrane and microsomes) obtained by ultracentrifuga-
don of the mitochondrial pellet supernatant. As shown in
Figure IB, FATPI was detected in this part. The endoplasmic
reticulum maker PDI and the plasma membrane protein GLUT'|

were most abundant in this fraction as expected. VDAC, which

has bheen demonstrated to have also a plasma membrane

localization [33]. was shown at a considerable level. A very low
proportion of MTCO1 and no signal for the mitochondrial matrix
protein OXCT' | was observed.

Previoudy, applying uorescence microscopy we showed that
transfected FATPL-GFP colocalized with mitochondrial markers
m C2C12 [12] and L6E9 [13] cells. Here, to achieve higher
resolution in the study of the subcellular localization of FATPL in
muscle cells, we performed an immunoeytochemical analysis of the
cted FATPI-GFP or GFP encoded proteins in C2012
muscle cells with an ant-GFP antibody by electron microscopy
(Figure 2). This showed that the FATPL-GFP protein was localized
in the mitochondria in C2C12 myotube sections (Figure 2a.b), in
the GFP

protein (Figure 2¢) was mainly localized in the Golgi complex and

trans

addition to other cytoplasmic locations. In contr

it was present inside the nuclei, but not found within mitochon-
dria.
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Figure 1. FATP1 protein is localized in mitochondria in gastrocnemius muscle. Gastrocnemius muscle samples of adult control mice were
used and western blot analyses were performed on tissue extracts. (A) Thirty g of protein of total extracts, pellets after centrifugation at 1500 g and
10000 g or the supernatant (sup) of the 10000 g pellet. (B) Extracts from purified mitochondria, namely whole mitochondria (WHOLE MIT) (20 pg of
protein), subfractions of outer membrane (OM) (10 ug of protein), inner membrane plus matrix (IM+M) (10 pg of protein) and soluble intermembrane
protein (SOL OM-M) (3 pg of protein); the 9000 g supernatant of pelleted mitochendria (20 pg of protein) and the 100000 g pellet membrane (MEM)
of the 9000 g supernatant (20 ug of protein). Membranes were hyhridizad with antibodies against FATP1, VDAC, MTCO1, GAPDH, OXCT1, GLUT1 or

PDI as indicated. Representative images are shown.
doi:10.1371/journal.pone.0098109.g001
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Figure 2. Electron microscopic localization of FATP1-GFP in C2C12 myotubes. C2C12 myoblasts were transfected with (a,b) pFATP1-GFP or
(c) pGFP (control), and induced to differentiate into myotubes. Four days post-transfection, myotubes were fixed, gelatin blocks mounted and
sections were prepared in an ultracryomicrotome, incubated with anti-GFP antibody and analyzed by electronic microscopy. (a,b) Image of FATP1-
GFP localized inside the mitochondria (see arrows); (c) image of GFP localized in the Golgi complex (see continuous arrows) and nuclei (dotted arrow).
The observations were made in an electren microscope with a CCD camera and an electron accelerating voltage of 80 Kv was employed for the

measurements. Bar represents 200 nm.
doii10.1371/journalpone.0098109.g002

Adenovirus-mediated FATP1 overexpression in mouse
gastrocnemius muscle

To bring new insight into the impact of skm FATPL on
metabolic control, the FATPL or the GIP coding sequences were
delivered into newborn mice by intramuscular injection of
adenovirus Ad-FATPL (FATPl-mice), or Ad-GIP (GFP-mice),
into both hind legs (to maximize the whale body metabolic
impact). Alter weaning, GFP- and FATPl-mice were fed a chow
or high-fat diet. Recombinant adenovirus is a widely used delivery
veetor for bhoth gene therapy and functional swdies [34].
Adenovirus gene delivery, by injection into hindlimbs of immu-
nologically naive newbom rodents, results in skeletal muscle-
specific expression ol the transgene [35], and persistent transgene
expression [36-38], up to & months after gene delivery [37]. Here,
upon completion of the study (13- to 16-week-old mice), FATP1
mRNA levels were determined in gastrocnerius muscles. No
gender dilferences were observed in the expression of the
endogenous FATPD gene in chow-fed GFP-mice (data not shown).
FATPI mRNA content in female GFP-mice was higher (2.1-fold)
in those maintained on a high-fat diet compared to those (male
and female) fed chow (Figure 3A). FATPI mRNA levels were
inereased in FATPI-mice compared to GFP-mice in hoth chow
(3.8-fold) and high-fat (6.9-Ibld) diet subgroups. FATP] protein
content was also increased in gastrocnemius of FATPl-mice
compared to GFP-mice (Figure 3B). No increased FATP1 mRNA
levels were observed in soleus and tbialis anterior muscles from
FATPI- compared 1o GIP-mice (data not shown).

It has already been shown that injection of adenovirus into
hindlimbs of newhorn rats results in restricted expression of the
transgene in the injected muscle [35]; however, since it is known
that adenoviruses have a liver tropism afller entering the
hloodstream [35.39], we measured hepatic FATPT mRNA levels
in FATPL- and GFP-mice. We found that FATPl mRNA levels
were undetectable in the liver of hoth FATP1- and GFP-mice
(females fed a chow diet), Therefore, we conclude that as expected
FATPI gene delivery was confined to hindlimb muscles and that
no systemic distribution had occurred, which would have resulted
in the hepatic expression of FATPL.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Effects of FATP1 delivery to skm on blood circulating
glucose and lipid metabolites and insulin in mice fed a
chow or high-fat diet. Whole-body glucose and insulin
tolerance

Upon completion of the study, body weight was similar in
FATPI- and GFP-mice, in any of the defined gender or diet
subgroups (Table 1), However, as expected, administration of the
high-Tat diet 1o females increased body weight in comparison with
the chow diet. and females had a lower body weight than males on
chow.

At this time, blood led glucose did not dilfer between FATP1-
and GFP-mice maintained on chow (Table 1), The high-fat diet
increased glucose levels in control female mice compared to those
fed chow and this eflect was not observed in FATPI-mice,
however no significant dilferences were chserved between high-fat
diet fed FATP1- and GFP-mice. Serum fed insulin and triglyceride
levels did not differ between FATP1- and GFP-mice maintained
on either chow or high-fat, there were no gender dilferences, nor
did FATPI exert any effect in mice grouped irrespective of diet
and gender (Table 1) Moreover, the high-fat diet had no
significant effect on either insulin or triglycerides, presumably
due to the fact that mice were led either diet just alter weaning Tor
a limited period of 12 10 13 weeks.

Remarkably, in the FATPl- compared to the GFP-mice
grouped irrespective of diet and gender, serum fed fay acid
levels were lower, and diet had no significant effect. Since fatty
acid cataholism is interrelated to ketone body metabolism, we thus
assessed ketonemia, which can be determined by measuring the
levels of f-hydroxybutyrate that accounts for approximately 75%
ol the ketone bodies in serum and during ketosis increases even
more than the other two ketoacids, acetoacetate and acetone [40],
We found that f-hydroxybutyrate levels were higher in FATPL-
versus GFP-mice, whereas diet and gender had no significant
effect (Table 1). Changing tendencies, i.e. about 1.9- to 3.6-fold
inerement for P-hydroxybutyrate, which did not reach statistical
significance, were observed for each of the FATP1-mice subgroups
defined by gender or diet relative to mated GFP-mice.

No differences were ohserved between FATPL- and GFP-mice
Tor fasted blood glucose levels in either diet conditions (Figure 4A).
Moreover, no differences in glucose tolerance were associated with
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Figure 3. Overexpression of the FATP1 gene in mouse gastrocnemius muscle. (A) The FATP1 mRNA levels relative to Rni8s, and (B) the
FATP1 protein levels relative to «-actinin, were analyzed in the gastrocnemius muscles (right and left) of GFP- and FATP1-mice fed a chow diet (males
and females) or a high-fat diet (HFD) (females). (A} Data are mean values of 274CP 4 10° + SEM from nine to sixteen samples performed in duplicate.
(B) A representative image is shown and bands were quantified. Data is the ratio of intensities of bands expressed as a percentage of control and is

the mean *+ SEM of five samples performed in duplicate. The significance of the Student’s t testis: "p

0.01 GFP-femmales fed a HFD versus GFP-mice

(male and female) fed a chow diet; and *p<0.05 FATP1- versus GFP-mice within the same diet condition.

doi:10.1371/journal.pone.0098109.g003

FATPI overexpression in animals fed chow or high-Tat (Figure 4A),
even though glucose tolerance was impaired by the high-fat diet,
as shown by the elevated area under the curve for glucose within
both FATPI- and GFP-mice (Figure 4B). Whole-body insulin
tolerance was also unaffected by FATPI gene delivery in either
chow- or high-fat-fed females {data not shown).

Triglyceride skm accumulation is reduced by delivery of
FATP1 in mice

To test the effects of FATP1 on trigly ceride tissu

cumulation,
triglyceride content was quantified in the gastroenemius muscle,
liver and white adipose tissue in mice fed a chow or high-fat diet
(Table 2).
unaflected by diet and gender, and it was lower in the FATPI-
mice group compared to GFP-mice group irrespective ol diet and
No changes due to FATPIT overexpression were observed

In gastwocnemius muscle. triglyceride content was

gender,

in the liver or white adipose tissue triglyceride content, in any of

the studied gender or diet subgroups or irrespective ol these
conditions. However, as anticipated, feeding females a high-fat
diet increased the triglveeride content in the liver and adipose

PLOS ONE | www.plosone.crg

tissue, In addition. gender differences were observed in chow-fed
mice.

Regulation of Hmges2 and Oxct1 expression in mouse
skm by FATP1 overexpression

An analysis was conducted to assess whether higher levels of
circulating ketone bodies in FATPl-mice were linked 1o the
regulation of key genes of ketone body metabolism, in skm, We
explored the mRNA levels of Hmges2 encoding the mitochondrial
protein vi-Coenzyme A synthase 2

(HMGCS

using as primary substrates acetoacetyl-CoA and acetyl-CoA;

3-hydroxy-3-methylglut:

]

which is the rate-limiting enzyme of ketogenesis

wd
3-
an enzvme that

those of Oxet! encoding the mitochondri
(SCOT/O2 )
catalyzes the conversion between acetoacetate and
acetoacetyl-CoA and can mediate ketone body oxidation and also
ketogenesis [41]. We found that Hmges? mRNA levels (Figure
were similar in the gastrocnemius muscle of chow-fed FATP1- and
GFP-mice. However, fmges? expression was enhanced by the
high-fat compared to chow diet in GFP-mice, and this rise was

| protein succinyl-Cio

oxoacid-CoA  transferase

reversibly
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abolished  following FATPL gene delivery. Nevertheless, no
differences in HMGCS2 protein content between high-fat diet
fed GFP- and FATPl-mice were observed (Figure 5B). Oxal
mRNA levels (Figure 5C) were slightly and significantly upregu-
lated by FATPI m the gastrocnemius muscle ol the chow-fed
female group, but not in the high fat-lfed group compared to mated
GIP-mice. The high-fat diet did not change Oxet/ expression in
skm. however, and as previously described [42], it reduced Oxet!
mRNA levels (3.5-fold. p=<<0.05
OXCTI protein levels were not changed by
sion in either diet condition (Figure 5D).

FATP1-mice
0.89+0.12
0.43+0.04
0.06+0.03"
0.62+0,18"

in the heart of control mice.
ATPI1 overexpres-

086+£0.17
0.48+0.09
025+0.07
021+0.04

GFP-mice

Overexpression of FATP1 does not change -
hydroxybutyrate levels in mouse skm and liver

ion of FATPI in skm
and the associated increase in circulating f-hydroxybutyrate was
accompanied by altered levels of B-hydroxybutyrate in either skm
or liver in mice led a high-lfat-diet. In the gastrocnemiug muscle,
and tibialis anterior (in which FATP1 was not overexpressed), 3
hydroxybutyrate levels were not changed m FATPL- versus GFP-
» (Table 3): nor did f-hydroxybutyrate levels in the liver differ
between these two mouse groups (Table 31 In addidon, no
differences in B-hydroxybutyrate content in the liver of chow-fed

We then determined whether overexpre

FATP1-females

2042177
127646

1072021
0.462007
0.07+006
0.48+024

mi

female mice were associated with FATP! gene delivery (GFP-mice
1.08+0.10 nmol/mg wel weight and FATPl-mice
1.10£0.09 nmol/mg  wet weight). Nevertheless, as expected

HIGH-FAT DIET
GFP- females
304:1.4'

14127

102034
061+0.22
032+0.12
019005

hepatic levels of B-hydroxybutyrate were lower (p<<0.01) in female
mice fed chow wersus high-fat irrespective of GFP or FATPI
condition, reflecting the ketogenic effect of the high-fat diet.

Regulation of active PDH levels and Pdk4 expression in
mouse skm by FATP1 overexpression

We have previously shown [12] that FATP1 overexpression, in
cultured muscle cells, activates PDH, which is a rate-limiting step
in glucose oxidation [43]. We therefore tested whether FATPI
regulated PDH activity in mouse skm (Figure 6A). We [ound that,
in chow-fed female mice, the levels of the active form of the PDH
complex were unchanged by FATP1 overexpression. Feeding with
a high-fat diet reduced by 9.8-Told the activity of the active form of
PDH in control mice, and FATPL overexpression lessened this
reduction although did not reach statistical significance. The PDH
complex is formed by three eatalytic components, namely
pyruvate decarboxylase (E1, a tetramer of 22 and 20 subunits),
1sfel

FATP1-females
24x1.0%

115+5
0.62+0.29
0.45+0.08

ND

1.16::0.49

GFP-females
24.421.5%
11146
0.66%0.27
0.45+0.09

ND
0.32:+0.10

0.36+0.04
0.04+0.03
0344023

FATP1-males
298+1.1
0802012

1338

dibydrolipoamide acetyl
dehydrogenase (E3), together with the E3-binding protein (ESBP).
PDH-LEL is the rate-limiting step in the PDH complex and its
activity is negatively regulated by phosphorylation of the Elw
subunit at three L)hmp]:(nyiu!irm sitess site 1(Ser®®), gite 2 I_Hvrgﬂl
and site 3 (Ser®™™) [43]. We analysed the levels of phosphorylated
PDH-Elx at sites | and 2 relative to a-actinin (Figure 6B). We
found that the content of phosphorylated PDH-E Lz subunit at site
2 was signilicantly increased by the high-fat diet in control mice,
whereas no significant change was ohserved at site . The diet-

e (E2) and dihydrolipoamide

0,18

0.30£0.05
0.20+0.09

CHOW DIET
GFP-males
299+1.0
120+5

0.79
0.18+0.13

induced increase in the level of phosphorylated PDH-E et at site 2,
toward which pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) 4 exhibits a
much higher activity compared to PDK1, PDK2 and PDK3 [43],

was correlated to the reduction in active PDH. However. to

confirm this regulation the ratio of phosphorylated versus total
PDH-Elx should be determined. On the other hand, changes in
the phosphorylation of PDH-E o sites | and 2 are not consistently
refle
participation of other covalent undefined modifications has been
suggested [28] No significant ellect of FATPL was observed in the

ed in active PDH activity changes in muscle and the

samples. The significance of the Student's ttest is; 'p<<0.05 females fed a high-fat versus chow diet with the same viral treatment; "p<0.01 GFP-females fed a high-fat versus chow diet; *p<0.05 GFP-females versus GFP-males fed a

chow diet; $p<0.005 FATP1females versus FATP1-males fed chow; and Yp=005 FATP1-mice versus GFP-mice irrespective of diet and gender. ND means not determined.

Body weight, blood glucose, serum insulin, triglyceride, fatty acid and f-hydroxybutyrate levels were measured in ad libitum fed either diet GFP- or FATP T-mice at 15- to 16-weeks of age. Data are means * SEM of at least five
doi10.1371/journal pone.0098109.1001

Table 1. Body weight, blood metabolites and insulin levels in GFP- and FATP1-mice.

Triglycerides (mmol/)
Fatty acids immol/l)
B-Hydroxybutyrate (mmol/l)

Body weight (g)
Glucose (mg/dl)

Insulin (ng/ml)
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Figure 4. Glucose tolerance tests in GFP- and FATP1-mice. Blood glucose levels were measured before (0 min) and after glucose injection,
several times up to 120 min, in GFP- or FATP1-mice fed as stated, chow or a high-fat diet (HFD). (A) Glucose data are shown and are means *SD of
five animals. (B) Glucose areas under the curve are shown and are means = SD of five animals. The significance of the Student's t test is: *p</0.05 and

#p<0.001 within FATP1- or GFP-mice fed a HFD versus chow.
doi:10.1371/journal pone.0098109.g004

phosphorylation of PDH-Ele at sites 1 and 2 in chow-fed mice,
though increase in site 2
phosphorylation tended to he FATPl-mice. in
association with a less pronounced fall in PDH activity.

even the high-fat  diet-induced

attenuated in

We also analvzed whether pyruvate dehvdrogenase kinase 4
(PDK4) mRNA levels in mouse skm were altered by FATPL.
There was no change in Pdk4 expression due to FATPL gene
delivery in mice fed a chow diet. both when separated by gender
(Figure 6C} or grouped together (data not shown). However. the
high-far  diet upregulated Pdid mRNA levels and FATPIL
overexpression partially counteracted this increase (Figure 6C).

Oxidative disposal of palmitate and p-hydroxybutyrate is
altered by FATP1 overexpression in mouse skm

Our data suggested that FATPL overexpression in gastrocne-
mius muscle could alter the oxidative disposal of latty acids and
ketone bodies. Ta test this, we electropored pFATPL or pGFP
plasmids into the gastrocnemius muscle of mice. Ten days after

ased
FATPI protein content was shown in muscle strips from mice

tansfection, gastrocnemius muscle strips were obtained. Incre

electropored with pFATPL in comparison to pGFP-electropored
mice. in both total extracts (2.6-fold) and the 1500 g pellet fraction
enriched in mitochondria (2.4-fold), suggesting that the transfected
protein mimics the endogenous protein localization (Figure 7A), In

isolated muscle strips, the rate of oxidation and utilization of

PLOS ONE | www plosone.org

radioactively labelled 0.5 mM palmitate, 2 mM B-hvdroxybuty-

FATP1
overexpression increased by 19% [1-"*Cpalmitate oxidation to
0O, (rate in controls 0.887+0.04 pmol/mg tissue x h). The
production of "COs from [3-"'CIf-hydroxybutyrate was, in
3x0.60 pmol/mg
Clglucose unchanged (rate in
x hj). The production of
[“(!]u('ici-s()lnl)i(' intermediate metabolites due to incomplete
[1-"* C]palmitate oxidation (including acetyl-CoA, acetyl
intermediates of Krebs eyele and ketone bodi

rate or 10 mM glucose was determined (Figure

contrast, reduced by 27% (rate in controls 5
tissue x h) and that from [U-
controls 9.64=1.55 pmol/mg t

carnitine,

as unchanged by
FATPI (rate in controls 89.2% | 4 pmol/mg tissue x hy. Finally, no
significant changes were observed in the consumption of either
substrate [1-"C]-palmitate (5.520.21 nmol/mg tissue x h in
controls), p-[3-"* Clhydroxybutyrate (10.9%0.7 nmol/mg tissue x h

in contrals) or [U-Hf:]giurm:'
controls), even though a reduction tendency was observed for the
ketone body and glucose. In control gastrocnemius (pGFP-
electropored), the ratio o H(:()g production to labelled substrate
consumption was about 3-fold greater for the ketone body than for
palmitate and glucose, in accordance to the more diversified

62.6+7.1 nmol/mg tissue x h in

metabolism of the latter two substrates.
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Discussion

FATPI is considered a mediator of fatty acid import in sk, but
its prevailing intracellular local
results strengthen the evidence for its mitochondrial localization,
in both skm tis
the endogenous FATPI protein was mostly present in mitochon-
drial tssue fractions and in puwified mitochondria: and that
transfected FATPI increased FATPL protein content in mito-

chondrial fractions. A previous study,

tion remains under debate. Our

sue and cultured cells. We show that, in mouse skm,

FATP1-mice
54.14+502%

in isolated mouse soleus
muscle, revealed a marked intracellular localization of the
endogenous FATPD protein in a vesicle population that was not
defined [14]. However, no support for the mitochondrial
localization was obtained in FATPl-transfected rat muscle, in
which there was no increase in FATPI protein on mitochondria

GFP-mice
74.88+6.44

[16]. Moreover, by applying digitonin followed by differential
centrifugation to purified mitochondria, we provide insight into
FATPI submitochondrial localization. FATPI was detected in the
outer membrane and intermembrane fractions rather than in the

FATP1-females
2.58+035%

56.5+72
391+ 365

inner membrane plus matrix fraction. Considering that FATPI is
an integral membrane protein with one transmembrane domain
[4]. we suggest that it may be an integral outer membrane protein.
nally, using immunocytochemical localization via immunogaold

electron  microscopy, we  provide herein evidence for  the
mitochondrial localization of the FATP1-GFP protein in C2C 12
. Cons the endogenous
FATP! protein in murine and human culty cells is present
in mitochondria-enriched lractions [12], and the fusion protein
FATPI-GFP colocalizes with mitochondrial markers in C2C12
[12] and L6EY [13] muscle cells. Indeed, a bioinformatic analy
predicts FATPL import into mitochondria, as well as that of two
other members of the FATP family, FATPZ and FATP4: and
using protein crosslinking, a number of mitochondrial and
mitochondrially associated proteins that bind FATPL in 3T3-L1
adipocytes have been identified [9]. It should be noted however,
that the mitochondrial localization of FATPI in adipocvies

HIGH-FAT DIET
GFP-females
741+12.]
385439
277+049"

L with our

s18

FATP1-females

153+ 2%
1.49+0.16%

62.8+15.2

remaing controversial, since no significant overlap of FATPL with
mitochondria was observed in another study [10]. On the other
hand, we show that FATP1 was also present in an enriched plasma
membrane fraction from mouse gastrocnemius musele, consistent
with the description of its localization in sarcolemma of lower
hindlimb rat muscles [14,15] and plasma membrane of 3T3-L1
adipocytes [3,6,7]. This type of dual distribution has been
observed for VDAC, which is an abundant protein in the outer

GFP-females

143+18
1.42+0.11

76.6+11.9
liver and white adipose tissue of ad libitum fed GFP- or FATPT-mice. Data are means = SEM of at least four samples, The significance of the Student's t

p<<0.001 female versus male GFP-mice fed chow; #p<0.01 female versus male FATP1-mice fed chow; 'p=<0.05 and Mp<<0.001 female GFP-mice fed high-fat versus chow; *p<<0.05 and Fp<0001 female

FATP1-mice fed high-fat versus chow; and *p<<0.05 FATP1- versus GFP-mice irrespective of diet and gender.

doi:10.1371/joumnal.pone.0098109.6002

FATP1-males
477451
833*114
3.26+047

mitochondrial membrane, but is also present in the plasma
membrane [33].

The differential effect of FATPD overexpre
metabolism has been reported in cultured skm cells, in which it

n on latty acid

consistently promotes faty acid diversion towards triglyceride
storage [11,153], and in mouse s nwhich FATPI targets
latty acids to oxidation but not triglyeeride accumulation [16]. To
gain further insight into skm FATPI biochemical role in wwo, we
used adenovirus to deliver the FATPT gene into hindlimb muscles

CHOW DIET
GFP-males
75,2+12.3
B3.8+209
4.18+0.54

ol mice that were then fed a chow or a high-fat diet after weaning.
Mouse body weight was not altered by FATPL overexpression in
cither feeding condition: consistently with the lack of eflect on
body weight that is observed in muscle-specilic FATPL-overex-
pressing transgenic mice compared to wild-type mice, fid either a
chow or a high-fat diet [16]. Serum fed wiglyeerides levels were
unchanged in FATP1- compared to GFP-mice regardless of diet;

however, fatty acid levels were reduced and f-hydroxybutyrate

: "p<0.05 and

levels were increased. The enhanced systemic fatty acid disposal in
FATPl-mice is concordant with the proven capacity of overex-
pressed FATPI to mediate faty acid uptake, as shown in cultured

Table 2. Triglyceride levels in skm, liver and adipose tissue of GFP- and FATP1-mice.
Triglyceride levels were measured in extracts from the gastrocnemius muscl

Gastrocnemiusinmol/mg prot)
White adipose tissue (umol/mg prot)

TRIGLY CERIDES
Liver(nmol/mg prot)
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doi:10.1371/journal.pone.0098109.g005

skm cells [11] and tissue [16]. Here, intramuscular triglyeeride ntramuscular triglyceride content on a high-fat diet. We suggest
levels were reduced by FATP1 overexpression irrespective of diet. that this differential lipid metabolic pattern may be due to distinet
and there were no diet-associated changes, as alre *d in metabolic adaptations to muscle-directed transgenic versus skm-
rat muscle [44]. Our data diverge from that in muscle-specific directed adenoviral postatal gene transler of FATPL. On the
FATPl-overexpressing transgenic mice [16], which show unal- other hand, in our FATPI-mice. triglyceride content in both the
tered non-fasting serum triglyceride and NETA levels compared o liver and white adipose tissue was unchanged compared to GFP.
wild-type mice, before or after a high-fat diet, and unaltered mice, ndicating no redistribution ol tssue triglyceride stores.

Table 3. B-hydroxybutyrate levels in skm and liver of high-fat diet fed GFP- and FATP1-mice.

f-HYDROXYBUTYRATE(nmol/mg wet weight] GFP FATP1

Gastrocnemius 0.80+0 1,10+0.22

Tibialis 1.3240.04 1374005
1312005 1.54+0.12

Liver

P-hydroxybutyrate levels were measured in extracts from the gastrocnemius and tibialis anterior muscle and the liver of GFP- and FATP 1-female mice fed high-fat. Data
are mean values = SEM from four to five samples.
doi:10.137 V/joumal. pone.0098 109,003
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Figure 6. PDH levels and Pdk4 expression in skm of GFP- and FATP1-mice. (A) Active PDH levels and (B) levels of phosphorylated PDH-ETx
at sites 1 (P1) and 2 (P2) relative to s-actinin levels, were measured in extracts from the gastrocnemius muscle of GFP- and FATP1- female mice fed a
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in GFP-mice fed a high-fat versus chow diet; and *p=10.05 FATP1-mice fed high-fat versus FATP1-mice fed chow (C) Pdk4 expression was analyzed in
the gastrocnemius muscle of female GFP- and FATP1-mice fed as indicated.Data are mean values of 2P 10° + SEM from four to eight samples
performed in duplicate. The significance of the Student’s t test is; *p<0.01 in mice fed high-fat versus chow within the same GFP- or FATP1-condition;

and ¥p<<0.05 FATP1-mice versus GFP-mice fed high-fat.
doi:10.1371/journalpene.0098109.9006

These data contrast with that reported for the abrogation of
FATPl in mice, which causes a redistribution of lipids from
adipose and muscle tissue to the liver, in both high- and low-fat-fed
animals [14]. a discrepancy that may be explained by the key role
of FATPL expressed in adipose tssue in whole hody lipid
metabolism. In show that m vze FATPI
reduced both serum fatty acids and intramuscular triglveeride

summary, here we

content, suggesting it enhanced fatty acid oxidative disposal, as
shown by others in skeletal [16] and cardiac [45] muscle. In
contrast, this effect is limited [13] or not observed [11] in cultured
myotubes, where FATPL directs imported fauy acids mainly
towards storage in triglycerides.

A suiking linding of this work is the increment in serum -
associated with muscle FATPL overexpres-

hydroxybutyrate levels

sion. The skm, as well as cardiac muscle, has a high capacity to
metabolize ketone bodies and 1t is widely accepted that the
majority of used ketone bodies originate from the liver and are
extracted from the circulation [41]. However, ketogenesis, which
occurs mostly from B-oxidation-derived acetyl-CoA [41], has been
demonstrated in isolated mouse skm mitochondria, Le. production

PLOS ONE | www.plosone.org
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of B-hydroxybutyrate from palmitate [46]. The key ketogenic gene
encoding mitochondrial HMGCS2 is expressed at low levels in
human skm at the transeript [47] and protein [48] level. However,
the enzymes involved in ketone body oxidaton, OXCT! and

mitochondrial thiolase, catalyze reversible reactions and, in
consequence, tissues that oxidize ketone bodies have the potential
to synthesize them [417]. In this rega
for the production of ketone bodies from palmitate in perfused rat
heart, in a process mediated by the reversal of OXCT] reaction
[49]. Here, we found upregulation of Hmges2 by the high-fat diet in
sk, in agreement with the observation that Hmges? is upregulated
by fatty acids in HeLa cells [50] and L6 myotubes [51]. FATP
overexpression did not alter Mages2 mRNA levels in muscle from
chow-fed mice, but prevented the rise caused by the high-fat diet,
although no changes were observed at the HMGCS?2 protein level.
This suggested that increased ketonemia in FATP1-mice is not due

rd, evidence has been obtained

to upregulation of the ketogenic gene Hmges? in sk, We thus
reasoned that it could be due to regulation of OXCTI, a required
enzyme [or ketone body oxidation [52], which can be invalved in
ketogenesis  [49]. We found that sk Owet/ expression was

May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | €98109
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Figure 7. Effects of FATP1 overexpression on gastrocnemius muscle palmitate, f-hydroxybutyrate and glucose oxidation.
Gastrocnemius muscle strips were prepared from pGFP- or pFATP1-electropored mice. (A) The FATP1 protein levels relative to a-tubulin levels were
determined in total extracts and the 1500 g pellet fraction (20 pg of protein) by immunoblotting. Bands were quantified with a LAS-3000 (FujiFilm).
Data is the ratio of intensities of bands in arbitrary units and is the mean *+ SEM of at least five samples. (B} Muscle strips were incubated for 4 h with
radioactively labelled palmitate (PA), f-hydroxybutyrate (BHB) or glucase (GLU). At the end of this period, substrate utilization rate, '*CO, production
rate (and ['“Clacid-soluble intermediate metabolites (ASI) production rate in palmitate-incubated strips) were determined. Data are expressed as a
percentage of control and are the means + SEM of seven muscle samples. (A,B) The significance of the Student’s t test versus controls is *p<:0.05.
doi:10.1371/journal pone.0098109.g007

enhanced by FATP1 in mice fed chow, but unchanged in those fed
a hgh-fat diet, while OXCT1 protein le
both diet conditions. Furthermore, we observed no repr

In addition, in isolated mitochondria from FATP1-overexpressing
L6E9 myotubes, palmitoyl-CoA oxidation to €Oy but not to acid-
soluble metabolites is enhanced [13]. Therefore, we conclude that

were unchanged in
on of

Oreet! by the high-fat diet in skm, in contrast to the repressing eflect
detected in mouse heart, as previously described [42]. We thus
conclude that the diet-independent effect of FATP1 on ketone
body disposal 1s not linked to Oxet! regulation in skm. Further-
more, we found no substantial intramuscular accumulation of -
hydroxybutyrate, associated to hyperketonemia, in high-fat-fed
FATPl-mice compared to controls. Consequently hvperketonemia
in FATPl-mice could the FATPIl-mediated
enhanced oxidation of fatty acids in skim. The latter could impair

he secondary to
the extraction and/or use of circulating ketone bodies, due to their
competition for oxidation, i.e. inhibition ol acetoacetate oxidation
by fatty acids as shown in rat kidney cortex [53]; or augment
ketogenesis, as a result of the high rate of fatty acid oxidation. We
that FATPL

oxidation to GOy, but not to
{which include ketone bodie:

show indeed overexpression enhanced palmitate
cid-soluble intermediate metabolites
while it inhibited CO; production

from P-hydroxybutyrate, in isolated mouse gastrocnemius strips.

PLOS ONE | www.plosone.org

the ketone body sparing effect of skm FATPI 1s due to inhibition
of ketone body oxidation rather than to ketogenesis.

Circulating fed glucose and insulin levels were unchanged in
FATPI1- compared to GIP-mice fed either diet: and the

occurred with whole body glucose and insulin tolerance. Likewise,

SaIme

muscle-specific FATP1-overexpressing transgenic mice [16] have
unaltered blood non-fasting glucose and insulin levels, before and
after a high-fat diet, and unchanged glucose and insulin tolerance
on a high-fat diet. All these data support that FATPL overexpres-
sion in muscle does not predispose to high-lat diet-induced insulin
resistance. In apparent contradiction, FATPL gene ablaton in

mice prevents impaired insulin sensing in high-fat-led animals
[14.18]. Presumably, this discrepancy between muscle-restricted
and genetic manipulation of endogenous FATP1 gene expression
s due to a different contribution of adipose tissue FATPI versus
muscle FATP] to whole body metabolism.

May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | e98109
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In cultured myotubes, FATP1 strongly stimulates glucose use
and complete oxidation ol glucose and lactate o €Oy, and
activates PDH [12]. In this study, FATP1 had no effeet on the
levels of the active [orm of the PDH complex in skm ol mice led
chow, nor did it enhanece C.Oy production from glucose in isolated
gastrocnemius strips. Thus, we conclude that FATPL in skm does
not exert an stimulatory eflect on glucose use or PDH activity, in
contrast to  eifo observations [12]. However, FATPI lessened the
strong reduction in PDH activation caused by the high-fat diet, a
diet effect previously shown in rvats [34]. Furthermore, FATPL
tended to attenuate the high-fat diet-induced increase in PDH-
Ela site 2 phosphorylation, which is known 1o negatively regulate
the rate-limiting PDH-E1 [43]. PDH is phosphorylated and
inactivated by PDKs. The PDK4 gene is highly expressed in skm
[55], is upregulated by high-fat diets [54.56.57] and has been
proposed to underlie PDH inactivation in response to high-fat
diets [54]. We found that FATPL had no ellect on sk FPidkd
mRNA levels, in mice fed chow, in keeping with the lack of effect
shown in eultured myotubes [12]; but it did  significanty
counteract to some degree Pdid upregulation by the high-fat diet.
Hence, FATPL curbs high-fat diet induction of two genes

regulated through a peroxisome proliferator activated receptor

(PPAR}-alpha mechanism. namely Hmges2 [50] and Pdk4 [55]:
whereas the mRNA level of Oxet], which is not clearly regulated
by PPAR-alpha [42], is differently affected by FATPL. Tt is
possible that by stimulating latty acid consumption FATPL alters
the. PPAR-alpha-mediated pathway. In connection with this, in
liver, l-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine (which is
generated by the novo lipid biosynthesis) has been identified as an
endogenous ligand of PPAR-alpha [58].

In summary, our data provide further evidence lor the
localization of FATPL in mitochondria in both skm tissue and
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Adipo-mioquinas: PTX3 y CCDC80

En este trabajo hemos analizado la expresion génicale las adipo-mioquinas PTX3
y CCDC80 en tejido adiposo en realacién con la obeilad y el tipo de deposito

graso visceral o subcutaneo.

Es conocido que existen amplias diferencias en el ptencial adipogénico de células
precursoras derivadas del SAT o el VAT, necesitandoambas, ademé@s, distintas
sefiales para la diferenciacién adipogénica [201]. Bs células precursoras
derivadas del VAT se diferencian eficientemente a dipocitos maduros tras su
induccion con BMP4 y BMP2, mientras que las derivads del SAT no dependen de
estas sefiales. Las derivadas del VAT mantienen maspropiedades afines a las
células madre mesenquimales, expandiéndose mediante hipertrofia vy
contribuyendo a la inflamacién en obesidad. En camiw, las derivadas del SAT se
expanden principalmente mediante hiperplasia y perranecen metabélicamente
intactas en obesidad. Finalmente, los adipocitos pscedentes del VAT parecen
tener una capacidad reducida de lipogénesis [202] yuna mayor capacidad de

lipdlisis [203] respecto a los que derivan del SAT.

Ambos tipos de depdsito graso tienen también distitos perfiles inflamatorios. En
individuos delgados, se observan niveles de mRNA delL-6 en el VAT 10 veces
mayores que en el SAT, y los de TNFea 1,6 veces mayores [204]. Ademas, los
niveles secretados de IL-6 por explantes de VAT sormarcadamente superiores a
los secretados por explantes de SAT en cultivo [20f como ya se habia
demostrado para TNFa [205]. Al analizar marcadores de macrofagos, se havisto
que en VAT los niveles del marcador de macrofagos M CD68 eran 3,7 veces
mayores en VAT respecto a SAT, lo que concuerda conel amplio nimero de
macrofagos en este tejido, incluso en individuos digados y nifios. Al analizar
marcadores de macréfagos M2, como son CD163 y la ¢doquina antiinflamatoria IL-
10, se han hallado niveles 1,4 veces superiores de&CD163 y secreciones 15 veces
mayores de IL-10 en VAT que en SAT [204]. Esto india que incluso en individuos
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delgados el VAT contiene mas macréfagos infiltradoscomo indican los mayores

niveles de marcadores M1 y M2, lo que refleja unariflamacion local de bajo grado.

Cuando se comparan ambos depésitos en individuos obsos, se encuentra en
VAT una mayor expresion de genes relacionados con Ipoxia, como son HIF-1a,
VEGFA, and GLUT1 [206]. Esta hipoxia no parece debese a un fenédmeno de
rarefaccion capilar, dado que la densidad vascularasi como el numero de EC
resulta mayor en VAT que en SAT. No obstante, el feotipo de las EC procedentes
del VAT de obesos es marcadamente proangiogénico einflamatorio, con una
expresion disminuida de genes metabdlicos, mientrasque en el SAT no existen
diferencias entre delgados y obesos, y podria estarasociado a una senescencia
prematura de las ECs, como sugiere la expresion deciertos marcadores [206].
Dicha senescencia podria estar inducida tanto pord extensiva replicacion celular
que lleva a una detencién prematra del crecimientacelular, o a diversos estimulos
de estrés, como el oxidativo [207]. Ademas, en indiiduos obesos se encuentra
una mayor hipertrofia en el SAT respecto al VAT [26], a diferencia de lo
observado en delgados, donde también se encuentra na mayor expresién de
leptina, cuyos niveles, independientemente del depéito, correlacionan con el

tamano del adipocito [208].

En estos trabajos demostramos que la expresion deds genes de PTX3 y CCDC80
esta especificamente incrementada en VAT con la obsidad y esta ligada a la
inflamacion. Se discute el posible papel de estos gnes en el mantenimiento del

equilibrio metabdlico global.

Publicacion 1/Los niveles plasmaticos de PTX3 correlacionan invesamente
con la secrecion de insulina y la obesidad, mientra su expresidon génica en
el tejido adiposo visceral se ve incrementada en obsidad

Resultados: En la cohorte-1 los niveles plasméticos de PTX3 resultaron
negativamente correlacionados con los niveles basas de triglicéridos y la
secrecion de insulina tras la administracién oral @ glucosa. En la cohorte-2 se

encontraron asociaciones inversas con el peso corpeal y la relacién cintura-
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cadera. La expresiébn del gen de PTX3 era similar en VAT y SAT
independientemente del grado de obesidad. En los dpédsitos de VAT, la expresién
del gen de PTX3 a nivel de mRNA fue mayor en indiduos con BMI > 25 kg/m2
respecto a los delgados, y se correlacioné positivenente con los niveles de mRNA
de IL-1B8. Cuando se separaron en ambos depdsitos grasos losadipocitos de la
fraccion estromovascular, se observé que los nivele de expresion resultaron
mayores en la fraccion adipocitaria que en la estromovascular en VAT, y mayores
en los adipocitos de VAT que de SAT. En los adipot¢os SGBS la expresion génica
de PTX3 se vio incrementada por IL-3 y TNF-a pero no por IL-6 o insulina. En
conclusién, la correlaciébn negativa entre PTX3 vy lasecreciébn de insulina
estimulada por glucosa sugiere un rol de PTX3 en etontrol metabdlico. PTX3 es
sobreexpresada en el VAT en obesidad, pese a obserarse unos valores
plasmaticos mas bajos, asi como por algunas citoquias proinflamatorias en

adipocitos cultivados.

Discusion: PTX3 es una proteina secretable de fase aguda, cugs niveles
plasmaticos se han asociado a la obesidad [188-19Q] el perfil de lipidos
circulantes [189,190,192], aterosclerosis [209] e rflamacién [210]. Aqui
mostramos como también guardan una correlacién negtva respecto a los niveles

basales de TAGs, como ya se habia encontrado en otrs estudios [189,209].

También hallamos una correlacion negativa con la sereciéon de insulina tras la
administracion oral e intravenosa de glucosa; lo ge, por lo que sabemos, es la
primera evidencia al respecto y concuerda con estugbs previos donde los niveles
plasmaticos de PTX3 resultaron ser menores en sujais con MetS [189,209], una

condicion asociada a la resistencia a insulina.

Para explicar los niveles circulantes disminuidos @ PTX3 en sujetos con
hiperglicemia, hiperinsulinemia compensatoria increnentada, o MetS, podriamos
sugerir dos hipétesis: PTX3 podria constituir un fator que proporciona proteccion
frente al desarrollo de la enfermedad metabdlica; dien, sus niveles podrian bajar

como consecuencia de dicho trastorno.
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En una segunda cohorte con distintos valores de BMImostramos que los niveles
plasmaticos de PTX3 guardan una correlacion negatia significativa con los
indices de obesidad, especificamente el peso y eldmaro de la circunferencia de
la cintura. Estos resultados concuerdan con estudis previos donde se asociaron
negativamente sus niveles plasmaticos con la masa tasa [188], el BMI [189,190],
el peso, y la circunferencia de la cintura [189]. 1 embargo, contrastan con otros
estudios [191,192] en que asocian PTX3 positivamerd con la obesidad y algunos
factores de riesgo cardiovascular, donde se han relcionado mayores niveles
circulantes de PTX3 en pacientes con MetS con la arosclerosis subclinica [192],
en obesos coexistiendo con una distensibilidad arteéal reducida [191], y en infarto
de miocardio agudo en correlacion con la obesidad bdominal visceral [211]. No
existe una explicacién clara al respecto, y todos etos estudios proceden de
estudios observacionales. Desafortunadamente no exten estudios mecanisticos
que permitan interpretar mejor esta aparente anomda en los niveles de PTX3
derivados de distintas patologias inflamatorias. Sepodria hipotetizar que las
diversas procedencias de PTX3 podrian cumplir distitas funciones en funcioén del

tejido o componente celular que la produzca.

Una de las aparentes incongruencias que encontramoses la relacion entre la
expresion génica de PTX3 en el WAT y los niveles @smaticos en la cohorte de
distintos BMlIs. En ella analizamos los niveles de iRNA en muestras pareadas de
los depdsitos VAT y SAT. Encontramos mayores nivele de mRNA en el VAT de
obesos que en el delgados, mientras que no habia derencias en el SAT. Un
trabajo previo [212] mostré una tendencia a encontirse mayores niveles de
expresion en el VAT de obesos respecto a individuoscon peso normal. Estos
resultados concuerdan con datos previos en modelosmurinos de obesidad
genética (ob/ob) y diabética (db/db), donde se habian observado mayores niveles
de mRNA de PTX3 en el WAT respecto a los ratones diggados [181]. Sin
embargo, la expresion génica de PTX3 en WAT no expta los menores niveles
plasmaticos encontrados en individuos con BMI >25k¢n?® en nuestra cohorte. Esto
podria indicar distintas funciones para PTX3 a nivk paracrino/autocrino y a nivel
sistémico en obesidad. Este hallazgo no deberia sersorprendente, pues PTX3 se
expresa en distintos tejidos y tipos celulares. Segn la base de datos BioGPS
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[192], en humanos el mRNA de PTX3 es mas abundanteen musculo liso,
adipocitos, miocitos cardiacos y pulmén fetal. Tami&n esta presente en los
distintos compartimentos del riién humano adulto [23]. Se necesita de
posteriores estudios para determinar la contribucid de cada uno de estos tejidos
al pool plasmatico de PTX3 y su posible regulacion diferenial. Ademas, deberia
tenerse en consideracién que la obesidad aparece aeciada a una mayor
protedlisis [214] y esto podria afectar a la producion de la proteina PTX3. Una de
las posibles explicaciones, es que el principal cotribuyente a los niveles
circulantes de PTX3 no sea el WAT si no otro tejidpcomo por ejemplo el endotelio
vascular, 6rgano que por tamano podria eclipsar loscambios en la secrecion de
PTX3 observados en el VAT durante la obesidad. Mietras que los niveles
plasmaticos de CRP son més altos en individuos obess o con MetS [218], las
HDL inducen la expresion y secrecién de PTX3 en céllas endoteliales a través de
la activacién de la via PI3K/Akt [219], lo cual poda contribuir a la bajada de los

niveles de PTX3 en individuos con MetS con menoresiiveles de HDL.

Nuestro estudio también muestra mayores niveles demRNA de PTX3 en la
fraccion adipocitaria respecto a la estromovascularen el depésito de VAT, lo cual
difiere de lo observado en ratones, donde se hallasn niveles mayores en la
fraccion estromovascular [181]. Esta diferencia poda explicarse por cumplir
distintas funciones en roedores y humanos, como dede hace tiempo se sabe
ocurre para otras pentraxinas como CRP y SAP [215] que comparten una
homologia en torno al 50% [184] y cumplen papeles quivalentes como proteinas

de fase aguda.

El hecho de que la expresion génica de PTX3 respond a IL-18 y TNFa pero no a
IL-6, podria explicarse por la presencia en su promtor proximal de la region
promotora NF«B que media en la respuesta a IL-B y TNFa, pero no a IL-6, en
fibroblastos [216]. También mostramos que IL-B y TNFa producen paralelamente
un aumento en el contenido proteico en PTX3 en el dipocito, donde incluso IL-6
produce un ligero aumento, no asociado con un aumeto en la expresion génica,

pero que podria estar relacionado con su demostradacapacidad para estimular la
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sintesis proteica en neuronas sensioriales en cultio [217]. También demostramos
que este aumento en el contenido celular de proteia PTX3 mediado por IL-B y
TNFa en adipocitos SGBS cultivados va acompafiado de unaumento en su
secrecion. Por tanto, concluimos que ciertos factogs proinflamatorios aumentados
en obesidad, como son IL-8 y TNFa podrian contribuir a la sobreexpresién de
PTX3 en los depdsitos de VAT en sujetos obesos, mietras que otros factores
relacionados con la obesidad como el estrés oxidatio, la hipoxia o la

hiperinsulinemia no regulan su expresioén en adipodos.

Por dltimo, la concurrencia de menores niveles plamaticos en obesidad, junto con
una expresion génica aumentada en el VAT de obesospresumiblemente mediada
por los mayores niveles de IL-3 y TNFa, podria enmarcarse dentro del delicado
equilibrio local en el WAT entre las respuestas inmatoria y antiinflamatoria. El
posible papel pro- o antiinflamatorio de PTX3 podd depender de la contribucion
relativa del tipo celular que la produce, del contgto y/o del estado de la
enfermedad asi como del propio contexto inflamatod sistémico, ya que, como se
ha observado en estudios in vitro, tanto estimulos proinflamatorios (LPS, TNFa,
IL-18, y LDL oxidadas) [220-223] como antiinflamatorios(IL-10 y HDL) [179,219]
pueden estimular la produccién de PTX3. En suma, elbistinto comportamiento de
PTX3 respecto a CRP demuestra que las pentraxinas ortas y largas mantienen
distintas relaciones con la patogénesis de la obeglad y el MetS, distintos roles
biolégicos y distintos origenes celulares. Podriansubyacer distintos mecanismos
complejos que regulan la produccion de PTX3 en losdistintos tipos celulares
activados en el microambiente inflamatorio de pacietes con sindrome

cardiometabdlico.

Publicacion 2/ La proteina CCDC80 en el tejido adiposo y en plasmaen
relacion con la obesidad humana

Resultados: El contenido proteico total de CCDC80 resultdé un 6% menor en el

deposito de VAT respecto al de SAT en individuos digados y marcadamente
mayor en VAT, mientras que en SAT no varié, en indiiduos obesos respecto a los
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delgados. Los niveles plasmaticos de CCDC80 se encnotraron entre los 0.24 y los
9.1 ng/ml en ambas cohortes combinadas. En la cohde con distintos grados de
obesidad, los niveles correlacionaron negativamentecon la secrecién de insulina
y los niveles de glucosa tras el test de toleranciaa la glucosa oral, y
positivamente con el recuento de neutréfilos y losniveles circulantes de la
proteina quimotactica de monocitos 1, pero no se hHaron asociaciones con el
BMI, sensibilidad a insulina o la edad. En la cohae de obesos mérbidos, se
asociaron con el grado de esteatosis hepatica, losniveles circulantes de proteina
C-reactiva y el espesor intima-media carotideo, pes no con el BMI o la edad. Asi,
la proteina CCDC80 forma parte de los componentes sbreexpresados en el tejido
adiposo visceral en obesidad. Sus niveles circulards estan asociados con una
mejora en la tolerancia a la glucosa pero también on marcadores inflamatorios,
independientemente de la obesidad. En la obesidad rarbida, se asocian con un
desajuste del perfil metabolico, incluyendo tambiéninflamacién, higado graso y
enfermedad vascular. En conclusién, CCDC80 puede seuno de los factores del
secretoma alterado en obesidad en el tejido adiposoy puede relacionarse con
cambios metabolicos en otros 6rganos, podria conthiuir a mejorar la captacién de
glucosa y su sobreexpresion se debe al perfil inflanatorio asociado a la obesidad
mas que a la obesidad en si misma, pudiendo ser urcomponente patogénico o de
comorbilidad en estas enfermedades.

Discusion: La dinamica de las proteinas de la matriz extracallar se ha convertido
en un factor a tener en cuenta en la correcta homestasis del adipocito y esta
regulado por varios procesos, incluyendo el metabasmo energético y la insulina.
En este trabajo describimos por primera vez un patbn diferencial de expresion de
la proteina secretable CCDC80 en funcién de su orign en WAT y su variacion en
obesidad en el VAT en humanos. Ademads, se muestra ge los niveles circulantes
de la proteina CCDC80 se asocian con un desajuste a la secrecién de insulina,
marcadores inflamatorios, la enfermedad de higado gaso y la aterosclerosis.

El gen humano de CCDC80 se expresa predominantemerg en el WAT a nivel de

mRNA [198,199], pero su patrén proteico y la positd divergencia en su contenido
y regulacién entre SAT y VAT en obesidad, eran desonocidos hasta la fecha. Es
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conocido que SAT y VAT difieren en sus propiedadesestructurales, funcionales y
moleculares [224], y que la obesidad también puederegular diferencialmente la
abundancia de determinadas proteinas en estos depésos [225]. En este estudio,
el analisis mediante immunoblot de la proteina CCDC80 en el WAT de individuos
delgados demostrd niveles més bajos en VAT que en 8T y un predominio de la
forma molecular de secuencia completa de CCDCB80. Enlos depésitos adiposos
de los individuos obesos, hemos detectado una mayorproporcién de formas
moleculares pequefias, que segun se ha descrito proeden de la escisién
mediante proteasas extracelulares [199], pero cuyaactividad biolégica todavia no
ha sido definida. Nuestras observaciones coincidencon la nociéon de que en la
obesidad existe una mayor remodelacion de la matrizextracelular [226]. En
individuos obesos, en comparacién con delgados, elcontenido total en CCDC80
aumenté considerablemente en los depésitos de VAT sin observarse cambios en
el SAT. Por lo tanto, la proteina CCDC80 presenta derencias entre los depésitos
de WAT y una sobreexpresion asociada a la obesidaden humanos. Esto ultimo
difiere con lo observado a nivel de mRNA en modelosnurinos de obesidad, donde
sus niveles son menores en el WAT de ratonesob/oby KKAy [198] y no varian en
el de ratén deficiente para el receptor de bombesia subtipo-3 [197].

También estudiamos el perfil intracelular de CCDC80en la linea de adipocitos
humanos SGBS a lo largo del proceso de diferenciadin. Independientemente de
estado de diferenciacion de las células SGBS, se obervé una amplia gama de
formas moleculares (entre los 150 y los 75 kDa), gndo especialmente prominente
la forma molecular de aproximadamente 150 kDa. Un ptron proteico similar habia
sido descrito previamente en cultivo primario de aghocitos humanos asi como en
células 293 expresando de forma ectdépica CCDC80 hurana, esto es, un gran
namero de formas moleculares entre los 150 y los 50kDa [198]. La forma
molecular de 150 kDa se cree que procede de la N-gtosilacién de la proteina
[227,228], aunque se desconoce el papel que esta mdificacién postraduccional.
Por lo tanto, existen observaciones consistentes deabundantes formas de alto
peso molecular de la proteina CCDC80 en adipocitoscultivados atribuibles a
formas glicosiladas de la proteina, mientras que seencontr6 una menor presencia

de estas formas en los depdsitos de WAT.
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Por otro lado, se encontré el mayor contenido intraelular de CCDC80 en los
adipocitos maduros, en comparacién con etapas antaores de diferenciacion, lo
que concord6 con los niveles de mMRNA mas altos. Laexpresién del gen CCDC80
durante el proceso adipogénico ha sido descrita a ivel de ARNm en la linea
celular de adipocitos 3T3L1, donde los niveles en ds adipocitos maduros
resultaron mas altos [198] o similares a [199] lospreadipocitos confluentes.
Durante las etapas tempranas de la diferenciacionse encontré en estas células
una represioén transitoria [198,199], asociada al edcto inhibidor de los factores
adipogénicos anadidos, IBMX y dexametasona [199]. forma similar,
encontramos una reduccién del contenido proteico drante las primeras etapas de
diferenciacion en preadipocitos confluentes SGBS, ge también podria ser
atribuible a la adicion de los factores adipogénice dexametasona, IBMX y

rosiglitazona.

Respecto a la secrecion, se ha detectado la presen@ de CCDC80 en los medios
de cultivo de la linea SGBS a todos los estados dediferenciacion como son
preadipocitos postconfluentes, en diferenciacion y adipocitos maduros. Se
encontré una reduccién de la acumulacion en los meibs en las primeras etapas
de diferenciacién, coincidiendo con una menor acumlacién intracelular. Sin
embargo, los niveles en el medio siguieron bajandoen los adipocitos maduros,
pese a una acumulacién intracelular maxima. Estudis previos habian mostrado
que CCDCB80 es secretada por adipocitos humanos en gltivo [198], adipocitos
3T3L1 diferenciados [199] y células COS7 expresandoCcdc80 de ratén [228].
Ademas, dichas células COS7 secretaron el Ccdc80 ansfectado en su forma

glicosilada y no glicosilada [228].

Posteriormente analizamos los niveles plasmaticos d CCDC80 en humanos y su
asociacién con la obesidad y las enfermedades aso@das a ésta. Trabajamos con
la premisa de que dado que la expresion de CCDC80 s predominante en el tejido
adiposo, y se encontraba sobreexpresada en VAT en besidad, los procesos
asociados a la obesidad podrian relacionarse con le niveles de CCDC80
circulantes. Un estudio no detecté Ccdc80 en suerode ratdn, mostrando que la
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técnica usada no fue suficientemente sensible parasu deteccion o bien que esta
proteina actia como un factor local en el WAT [20Q]En este estudio, empleando
ELISA, detectamos unos niveles plasméaticos de protena de CCDC80 en un rango
entre los 0,24 y los 9,1 ng/ml en las dos cohortescombinadas, cubriendo un
amplio intervalo de BMI (entre 20 y 60 Kg/rﬁ).

En la cohorte con distintos grados de obesidad (dedelgados a obesos mérbidos),
no observamos ninguna asociacién entre la proteinaCCDC80, el BMI y la edad,
pero si una correlaciéon negativa con la respuesta guda de insulina a glucosa
(AIRg). Resulta resefable el hecho de que el modelade ratén que carece del gen
de Ccdc80 [200], alimentado con una dieta HFD, in@menta su intolerancia a la
glucosa y desajusta su secrecién de insulina en repuesta a glucosa in vivo, lo
cual sugiere que CCDC80, bien en circulacién o dedrma local (la expresién de
Ccdc80 es relativamente baja en el pancreas pero isignificante en los islotes

pancreaticos) modula la secrecion de insulina.

Otro hallazgo en esta cohorte fue que los niveles tculantes de CCDC80
correlacionan positivamente con marcadores de inflanacién, como son el recuento
de neutrdéfilos en sangre y los niveles circulantesde MCP-1. La obesidad es una
condicién de inflamacién de bajo grado asociada a wrtos mediadores
inflamatorios como el recuento de neutréfilos [229)y la proteina quimioatrayente
MCP-1 [230]. De hecho, los niveles de MCP-1 ciculate es uno de los factores que
asocia la obesidad con las complicaciones metabdlias relacionadas con ella como
son la aterosclerosis [231], la resistencia a insuha [231-233] y la esteatosis
hepatica [233]. El hecho de que la CCDC80 circulard no se relacione con el BMI
pero si con marcadores inflamatorios sugiere que réleja la condicién inflamatoria

independientemente de la obesidad.

Los datos referentes a la cohorte de individuos obsos mérbidos arrojan alguna
evidencia mas acerca de su asociacion con marcadore de inflamacion, y revela
una relacién con la enfermedad inflamatoria y metablica vascular y hepatica.
Encontramos que los niveles plasmaticos se asocianno sé6lo con el marcador

inflamatorio CRP, si no también con el grado de estatosis hepatica. Ademas,
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también se asociaron con el grosor intima-media castideo, como marcador de
aterosclerosis. Una vez mas, no se hallaron asociamnes con el BMI o la edad. De
hecho, la enfermedad del higado graso y el riesgo d CVD se sabe que estan
estrechamente asociados con marcadores de inflamadin circulantes. Por ejemplo,
se ha asociado a CRP con la esteatosis hepética deforma independiente a la
adiposidad visceral en varios estudios [234,235], ai como al grosor intima-media
carotideo [236]. Ademads, la NAFLD puede predecir unperfil de mayor riesgo
aterogénico [235]. La expresion génica de CCDC80 erel higado humano se ha
encontrado insignificante [198,199] y no existen d&os de su expresion en lesiones
aterogénicas. Por tanto, podriamos especular con ga la CCDC80 circulante
puede cumplir un papel en estos procesos patogénice o ser un pardmetro de
comorbilidad asociado a la obesidad servera. No exten evidencias de la accion
de esta proteina en el higado, pero la delecién deCcdc80 en ratones ha mostrado
que modula genes de ciclo circadiano en el WAT, mlsulo esquelético y pancreas
a nivel transcripctémico, pero sus efectos en el hjado todavia deben ser
estudiados [200].

En conclusién, mostramos una sobreexpresion de losniveles proteicos de
CCDC80 en el VAT de pacientes obesos respecto a lodelgados, sugiriendo que
podria ser uno de los componentes del secretoma alirados en obesidad en este
depoésito y podria asociarse a cambios metabdlicos a otros 6rganos. En este
sentido, mostramos una asociacion entre los nivelescirculantes de CCDC80 vy el
desajuste de en la secrecion de insulina, ademas demarcadores de inflamacion
circulantes, en una cohorte con un amplio rango deBMI, de forma independiente a
la obesidad. Estos datos indican que que la sobreepgresion de la proteina
CCDC80 se relaciona con el estado inflamatorio asomdo a obesidad mas que a la
obesidad en si misma y podria modular la captaciérde glucosa y la secreciéon de
insulina in vivo. En la obesidad moérbida, los niveles plasmaticos ¢ CCDC80 se
asociaron con complicaciones crénicas asociadas ad inflamacion, como son la
enfermedad del higado graso y la aterosclerosis, sgiriendo que CCDC80 podria

ser un factor patogénico o de comorbilidad para esds enfermedades.
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Publicaciéon 3/ La proteina transportadora de acidos grasos FATP1se
localiza en la mitocondria en células de musculo equelético de ratéon y
regula la disponibilidad de lipidos y cuerpos cetéitos

Resultados: La proteina FATP1 enddégena se detecté en las fracnes de
membrana plasmatica y mitocondrial, obtenidas mediate centrifugacién
diferencial de musculo gastrocnemius, siendo predorimante en las mitocondrias
purificadas, en concreto en la membrana externa y d porcion soluble
intermembrana, no en la membrana mitocondrial intera y la matriz. Cuando
FATP1 se sobreexpres6 en el gastrocnemius de ratérmediante electroporacion,
se increment6 la oxidacion de palmitato a CQ, pero no a metabolitos
intermediarios solubles en acido, mientras que la poduccion de CO, a partir de B-
hidroxibutirato se vio inhibida y a partir de glucea no cambid, en tiras aisladas de
gastrocnemius de ratéon. En resumen, FATP1 se localié en la mitocondria,
membrana externa e intermembrana mitocondrial de mgculo esquelético de ratén,
lo que podria resultar crucial en sus efectos metablicos. La sobreexpresién de
FATP1 incrementd la disponibilidad de FAs sistémice y triglicéridos
intramusculares y no contribuy6 a la desregulaciérmetabdlica inducida por HFD.
Sin embargo, FATP1 propicié una hipercetonemia, poiblemente secundaria a la
reduccion de la oxidacion de cuerpos ceténicos en bneficio de la oxidacién de
FAs, debido a un desajuste en la extraccién y/o usode los cuerpos cetdnicos
circulantes usados en competencia con los FAs comosustrato oxidable. [Se
describe sdlo la parte experimental que he desempeado]

Discusion: Tradicionalmente se pensaba que el transporte de Rs de cadena
larga a través de la membrana plasmatica se llevabaa cabo mediante difusion
pasiva. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha asetado la idea de que ocurre
mediante mecanismos mediados por proteinas. Las prteinas asociadas a
membrana que unen FAs, los “transportadores de FAs” no sélo facilitan la
captacion celular si no también podrian regular eldestino metabdlico de los

mismos.
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FATP1 se considera un mediador en la captacién de Rs por parte del musculo
esquelético, pero su localizacién intracelular predminante todavia es sujeto de
debate. Nuestros resultados refuerzan la evidenciade su localizacion mitocondrial,
tanto en musculo esquelético como en células muscdres cultivadas. En este
trabajo mostramos que la proteina FATP1 enddgena, B mlsculo esquelético de
ratén, se encuentra principalmente en la fraccionisular mitocondrial asi como es
abundante en las mitocondrias purificadas, y que la FATP1 transfectada
incrementé el contenido proteico de FATP1 en la fracién mitocondrial. Un estudio
previo realizado en mdusculo soleus aislado de raton revel6 una marcada
localizacion intracelular de la FATP1 end6gena en na poblacion de vesiculas no
definida [103]. Sin embargo, esta hipotesis de suocalizacién mitocondrial no fue
apoyada al transfectar en musculo de rata FATP1, erel cual no se observd un
incremento de la proteina en la mitocondria [105]Ademas, tras aplicar digitonina
seguida de centrifugacién diferencial a las mitocodrias purificadas, aportamos
una idea de la localizacién submitocondrial de FATR. Esta se detectd en la
membrana mitocondrial externa y en la fraccion intemembrana, y no en la fraccion
de membrana mitocondrial interna y matriz mitocondal. Considerando que FATP1
es una proteina integral de membrana con un dominiotransmembrana [237],
sugerimos que podria ser una proteina integral de mmmbrana externa. Finalmente,
mediante localizacién inmunocitoquimica por microsopia electrénica immunogold
proporcionamos evidencias de la localizacion mitocodrial de la proteina FATP1-
GFP en células musculares C2C12. De acuerdo con resgltados de estudios
previos de nuestro grupo, la proteina FATP1 end6gea en células de musculo
esquelético humanas y murinas en cultivo se enconts presente en las fracciones
enriquecidas en mitocondria [102], y la proteina defusion FATP1-GFP se
colocaliz6 con marcadores mitocondriales en célulasmusculares C2C12 [102] y
LBE9 [82]. De hecho, el andlisis bioinformético deFATP1 predice su importacién a
la mitocondria, asi como de otros dos miembros ded familia FATP, FATP2 y
FATP4; y mediante ensayos de union cruzada proteicase han identificado una
serie de proteinas mitocondriales y asociadas a micondria que unen FATP1 en
adipocitos 3T3-L1 [99]. No obstante, cabe recalcamue, dado que en otro estudio
no se ha observado una coincidencia significativa ¢ FATP1 con la mitocondria
[100], la localizaciéon mitocondrial de FATP1 en agocitos sigue abierta a debate.
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Por otro lado, en este estudio mostramos que FATPtambién se halla presente en
la fraccién enriquecida en membrana plasmatica de misculo gastrocnemius de
raton, lo que concuerda con la descripcion de su loalizacién en el sarcolema de
los musculos de las extremidades inferiores de ratg103,104,107], y la membrana
plasmatica de adipocitos 3T3-L1 [96,97,238]. Este ipo de localizacién dual
también ha sido descrito para la proteina VDAC, abndante en la membrana
mitocondrial externa pero también presente en la menbrana plasmatica [239].

Se ha descrito un efecto diferencial de la sobreexpesién de FATP1 en el
metabolismo de los FAs, por el que, en células de misculo esquelético cultivadas,
de forma consistente, promueve la destinacion de le FAs hacia el
almacenamiento como TAGs [82,101], mientras que enmusculo esquelético
cultivado de ratén, los dirigid hacia su oxidaciéren vez de su acumulacién [105].
Para profundizar en el verdadero papel bioquimico ge estaria cumpliendo en
musculo esquelético FATP1 in vivo, empleamos un adenovirus para expresar el
gen de FATP1 en el musculo de la extremidades infdores de ratones que
después fueron alimentados con dieta normal o HFD rBs el destete. La
sobreexpresion de FATP1 no influyd en el peso corpoal de los ratones con
ninguna de las dietas, de la misma forma que tampoo se observaron efectos en el
peso corporal en modelos de ratones transgénicos qa sobreexpresaban FATP1
de forma especifica en musculo, respecto a los salgjes, indistintamente de ser
alimentados con dieta normal o HFD [105]. Los niveds postprandiales de TAGs en
suero no cambiaron en los ratones FATP1 respecto dos GFP indistintamente de
la dieta. Sin embargo, los niveles de FAs se redujeon y los de B-hidroxibutirato,
aumentaron. El incremento en la disponibilidad sisgmica de FAs en los ratones
FATP1 esta acorde con la demostrada capacidad de |I&FATP1 sobreexpresada de
participar en la captacién de FAs, como se ha mostdo en las células de musculo
esqulético cultivadas [101] y en tejido muscular [05]. Asi, encontramos una
reduccion en los niveles de IMTGs mediada por la sbreexpresion de FATP1 de
forma independiente a la dieta, y no encontramos canbios asociados a ésta, como
ya se habia observado en musculo de rata [240]. Nustros datos divergen de los
obtenidos en ratones transgénicos que sobreexpresarFATP1 de forma musculo-
especifica [105], donde no cambiaron los niveles deTAGs y NEFAs en suero sin
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ayuno respecto a los ratones salvajes, antes o despés de ser alimentados con
HFD, como tampoco varié el contenido en IMTGs tradHFD. Proponemos que este
distinto patrén en el metabolismo lipidico puede dberse a ditintas adaptaciones
metabdlicas en ambos modelos, el transgénico muscul-especifico (expresado en
corazon y musculo esquelético) y la transferencia pstnatal de FATP1 dirigida al
musculo esquelético mediante adenovirus. Por otro ddo, en nuestros ratones
FATP1, el contenido en TAGs tanto en higado como WA no cambié respecto a
los ratones GFP, indicando que no existe una redigibucion de las reservas
tisulares de TAGs. Estos datos contrastan con aquébs obtenidos de la supresion
de FATP1 en ratones, que si causa una redistribucia de los lipidos desde el WAT
y musculo hacia el higado, tanto alimentados con dita alta como baja en grasas
[103], una discrepancia que podria explicarse por o papel clave de la FATP1
expresada en el WAT sobre el metabolismo lipidico stémico. En resumen, en
este trabajo mostramos que FATP1in vivo reduce tanto los niveles séricos de
TAGs como el contenido en IMTGs, sugiriendo que auranta la disponibilidad de
los FAs para su oxidacién, como ha sido ya demostrdo en musculo esquelético
[105] y cardiaco [241]. Sin embargo, este efecto hasido limitado [82] o no se ha
observado [101] en miotubos cultivados, donde FATP1 dirigi6 los FAs
transportados principalmente hacia su almacenamierd en TAGs.

Un hallazgo novedoso en este trabajo ha sido el in,kemento de los niveles séricos
de B-hidroxibutirato asociado a la sobreexpresién musclar de FATP1. El mdsculo
esquelético, asi como el cardiaco, posee una elevad capacidad para metabolizar
cuerpos ceténicos, y esta ampliamente aceptado quea mayor parte de éstos se
proceden del higado y son extraidos de la circuladin [242]. Sin embargo, la
cetogénesis, que ocurre principalmente a partir deacetil-CoA derivados de la 8-
oxidacién [242], se ha demostrado en mitocondrias &ladas de musculo
esquelético de ratén, como es el caso de la produc®dn de B-hidroxibutirato a partir
de palmitato [243]. El gen clave cetogénico que codica la HMGCS2 mitocondrial,
se expresa en baja medida a nivel de transcrito [24] y proteina [245] en muUsculo
esquelético humano. Sin embargo, las enzimas involaradas en la oxidacién de
cuerpos ceténicos, como son OXCT1 y la tiolasa mitoondrial, catalizan reacciones
reversibles y, en consecuencia, los tejidos que oxdan cuerpos cetdnicos poseen el
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potencial de sintetizarlos [242]. En este sentidose han obtenido evidencias de la
produccidon de cuerpos cetonicos a partir de palmitto en corazon de rata
prefundido, en un proceso mediado por la reaccién eversa de OXCT1 [246]. En
este trabajo, encontramos una sobreexpresion del ga Hmgcs2 mediada por la

HFD en musculo esquelético, o que concuerda con laobservacién de que este
gen esta sobreexpresado por FAs en las células HeLgd247] y miotubos L6 [248].
La sobereexpresién de FATP1 no varié los niveles demRNA de Hmgcs2 en

musculo de ratones alimentados con la dieta normal,pero previno el aumento
causado por la HFD, a pesar de no observarse cambie a nivel proteico de
HMGCS2. Esto sugiere que la cetogenia incrementadaen los ratones FATP1 no
es debida a la sobreexpresién del gen cetogénicos Ilrhgcs2 en mausculo

esquelético. Inferimos, por tanto, que podria debese a la regulacién de OXCT1,
un enzima requerido para la oxidacion de cuerpos c#nicos [242], que podria
estar implicado en la cetogénesis [246]. Hemos encotrado que la expresion del
gen Oxct1 en musculo esquelético aumenté por FATP1 en ratons alimentados

con dieta normal, pero no vari6 en los alimentadoscon HFD, mientras que a nivel
proteico, los niveles de OXCT1 no cambiaron con niguna de las dos dietas.
Ademas, no observamos una represion deOxct? por parte de la HFD en musculo
esquelético, a diferencia de lo observado en coraza de ratdén [249], como se ha
descrito anteriormente. Concluimos por tanto que elefecto independiente de la
dieta de FATP1 sobre la disponibilidad de cuerpos eténicos no estd asociada a
una regulacion de Oxct? en masculo esquelético. Ademas no esncontramos una
acumulacion intramuscular sustancial de B-hidroxibutirato, asociada a la
hipercetonemia, en los ratones FATP1 alimentados co dieta HFD respecto a los
controles. Consecuentemente, la hipercetonemia ends ratones FATP1 podria ser
secundaria al incremento en la oxidacion de FAs meddo por FATP1 en musculo
esquelético. Esto ultimo podria desajustar la captaién y/o el uso de los cuerpos
cetonicos circulantes, debido a su competicion porla oxidacién, por ejemplo la
inhibiciéon de la oxidacién de acetoacetato mediadapor los FAs observada en la
corteza renal de rata [250]; o al aumento de la caigénesis como resultado de la
alta ratio de oxidacién de FAs. Aqui mostramos quede hecho la sobreexpresién
de FATP1 incrementd la oxidacion de palmitato a CQ@ pero no a metabolitos
intermedios solubles en acidos (lo que incluye cugpos cetbnicos), mientras que
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inhibié la produccion de CQ a partir de PB-hidroxibutirato, en tiras de
gastrocnemius aislado de raton. En esta misma lineanuestro grupo demostré en
mitocondrias aislada de miotubos L6 que sobreexpreaban FATP1, un incremento
en la oxidacion de palmitoil-CoA a CQ, pero no a metabolitos intermedios solubles
en acidos [82]. Por tanto, concluimos que el efectode FATP1 en musculo
esquelético sobre la preservacion de los cuerpos cEnicos es debido a la
inhibicién de su oxidacién, mas que a un proceso decetogénesis.

Los niveles postprandiales de glucosa e insulina novariaron entre ratones FATP1
y GFP indistintamente de la dieta, y lo mismo ocuiid con los niveles sistémicos de
glucosa y la tolerancia a insulina. De igual formalos ratones transgénicos que
sobreexpresaban FATP1 de forma especifica en muscd [105] no variaron sus
niveles de glucemia sin ayuno y de insulina, antesy después de la HFD. Todos
estos datos apoyan que la sobreexpresién de FATP1 B musculo no predispone a
una resistencia a insulina inducida por la HFD. Enuna aparente contradiccion, la
delecion génica de FATP1 en ratones previene el degjuste de la sensibilidad a
insulina en animales alimentados con HFD [103,107].Presumiblemente esta
discrepancia entre la manipulacién genética de la gpresién enddgena de FATP1 y
aquella restringida al musculo, se deba a una distita contribucion de la FATP1 del
tejido adiposo y la muscular al metabolismo sisténdo.

En miotubos cultivados, FATP1 estimul6 fuertementeel uso de glucosa y la
oxidacién completa de la glucosa y el lactato a CQ, a la vez que activé la PDH
[102]. En este estudio FATP1 no tuvo efecto sobreds niveles de la forma activa
del complejo PDH en musculo esquelético de ratonescon dieta normal, asi como
tampoco incrementd la produccién de CQ a partir de glucosa en tiras de
gastrocnemius aisladas, por lo que concluimos que ATP1 en musculo esquelético
no ejerce un efecto estimulante en el uso de la gloosa o la actividad PDH, en
contraste con las observaciones realizadasin vitro [102]. Sin embargo, FATP1
aligero la fuerte bajada en la activacion de PDH poducida por la HFD, un efecto
dependiente de la dieta observado anteriormente erratas [251]. Ademas, FATP1
mostré una tendencia a a atenuar el incremento indaido por la HFD sobre la

fosforilacion en el lugar 2 de la subunidad PDH-Ed#, conocido por regular
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negativamente la actividad de PDH-E1 [252]. PDH esfosforilada e inactivada
mediante PDKs. El gen PDK4 se encuentra altamente gpresado en musculo
esquelético [253], se sobreexpresa en respuesta a D [251,254,255] y se ha
propuesto que subyace a la inactivacion de PDH en espuesta a HFD [251].
Encontramos que FATP1 no tiene efecto sobre los nigles de mRNA de Pdk4 en
musculo esquelético en ratones con dieta normal, erconsonancia con la ausencia
de efectos observada en miotubos cultivados [102]mientras que redujo en cierto
grado a la sobreexpresiéon de Pdk4 mediada por la HFD. Por tanto, FATP1
reprimié la expresion inducida por la HFD de dos gaees regulados a través de un
mecanismo mediado por PPAR-alfa, como sonHmgcs2 [247] y Pdk4 [253];
mientras que los niveles de mRNA deOxct1, el cual no esta claramente regulado
por PPAR-alfa [249], esta regulado de distinta form por FATP1. Es posible que
FATP1 mediante la estimulacién del consumo de FAs hlere la via medidad por
PPAR-alfa. A este respecto, en higado se ha identi€ado como ligando endégeno
de PPAR-alfa a la 1-palmitoil-2-oleoil-sn-gliceroB-fosfocolina, generada mediante

la biosintesis de lipidos de novo [256].
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Figura 8. FATP1, un mediador indirecto de la captaidn y oxidacion de FAs en la célula
muscular. En la figura se muestra la localizacion predomintate de FATP1 en la membrana
mitocondrial respecto a la membrana plasmatica, suactividad acil-CoA sintetasa y su posible accién
coordinada con el sistema CPT para dirigir el flujade FAs a la mitocondria.
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En resumen, nuestros datos arrojan nuevas evidencia acerca de la localizacion
de FATP1 en mitocondria tanto en musculo esquelétio como en células
musculares cultivadas. Apoyan la idea de que FATP1ejerce un efecto indirecto
sobre el uso de los FAs, probablemente basado en suactividad metabélica acil-
CoA sintetasa en la membrana mitocondrial externajo cual aumentaria el flujo de
acil-CoAs transportados a la mitocondria mediante esistema CPT translocasa, y
de este modo, su oxidacién (Fig. 8). De hecho, nuesos hallazgos indican que en
musculo esquelético, FATP1 incrementa el uso de FAslos cuales pueden ser
captados de la circulacién o movilizados desde lasreservas de IMTGs. Estos
efectos se sabe con protectores de la sensibilidada insulina en musculo
esquelético [257], pero patogénicos en el cardiaco[241]. Consecuentemente,
FATP1 atenla los efectos de la HFD a nivel del mRNAde los genes diana de
PPAR-alfa Hmgcs2 y Pdk4, sugiriendo por tanto que la FATP1 de musculo
esquelético protege frente a la lipotoxicidad y portanto frente a la desregulacion
metabdlica inducida por la dieta. Sin embargo, FATR incrementa los cuerpos
ceténicos circulantes independientemente de la died, un efecto no relacionado
con la regulacion de la expresién de genes cruciale en el metabolismo de los
cuerpos ceténicos Hmgcs2 y Oxct! en musculo esquelético, probablemente
debido a un ahorro en la oxidacion de cuerpos cetditos, secundario al aumento
de la oxidacion de FAs.
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La expresion génica de PTX3 se ve aumentada en edepésito VAT en
obesidad, pese a encontrarse unos menores niveles [asmaticos, y en
respuesta a citoquinas proinflamatorias en adipocds cultivados. La
correlacién negativa entre PTX3 y la secrecién derisulina estimulada por

glucosa sugiere que PTX3 cumple un papel en el conbl metabdlico.

CCDCB80 estd incrementada en el depésito VAT en besidad. En una
poblacién con distintos grados de obesidad, sus nigles circulantes estan
asociados con una mejora en la tolerancia a la gluosa y una menor
secrecion de insulina, pero también con marcadores inflamatorios,
independientemente de la obesidad. En la obesidad rirbida, se asocian
con inflamacién, higado graso y enfermedad vascularPor tanto, CCDC80
puede ser un regulador metabdlico y un componente ptogénico, o de
comorbilidad de enfermedades asociadas, en la obeslad.

FATP1 se localiza en la mitocondria, en las fraciones de membrana
externa e intermembrana en musculo esquelético de atén. Su
sobreexpresion incrementa la disponibilidad tanto @ FAs sistémicos como
triglicéridos intramusculares, pero no contribuye ala desregulacion
metabdlica inducida por la dieta grasa. Sin embargp produce
hipercetonemia, probablemente secundaria al ahorroen la oxidaciéon de
cuerpos cetdnicos, resultante del incremento de laoxidacién de los FAs.
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ABREVIATURAS
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ACC — Acetil-CoA carboxilasa

ACC2 - Acetil-CoA carboxilasa 2

Akt - Protein quinasa B

AMPK - Protein quinasa activada por
AMP

APS - Proteina adaptadora con 2
dominios homélogos a Pleckstrina y
Src

AS160 - Sustrato de Akt de 160 kDa

ASC1 — Acil-CoA sintasa 1

ASP — Proteina estimulante de la
acilacion

ATF6 - Factor de transcripcion activador
6

ATGL - Adipo-triglicérido-lipasa

ATMs - Macréfagos de tejido adiposo

ATP - Adenosin trifosfato

BMI — Indice de masa corporal

bZIP — Cremallera basica de leucina

CACT - Carnitina-acilcarnitina
translocasa

CD14 - Grupo de diferenciacion 14

CoA - Coaenzima A

CPT-1 - Carnitina palmitoiltransferasa 1

CRP — Proteina C-reactiva

CTPs - Carnitina palmitoiltransferasas

CVD - Enfermedad cardiovascular

DAG - Diacilglicerol

DIO - Obesidad inducida por la dieta

DM — Diabetes mellitus

EC — Células endoteliales

ER - Reticulo endoplasmatico

ERK - Quinasa regulada por sefal
extracelular

FABP - Proteina de unién a acidos
grasos

FAs — Acidos grasos

FATP1 - Transportador de acidos
grasos tipo 1

Gab-1 - Proteina 1 de unién a GRB2
asociado

G-CSF - Factor estimulante de colonias
de granulocitos

GFP - Proteina verde fluorescente

GLUT4 — Receptor de la glucosa tipo 4

GM-CSF - Factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos

HDL - Lipoproteina de alta densidad

HFD - Dieta alta en grasas

HIF1A - Subunidad alfa del factor 1
inducible por hipoxia

HSL - Lipasa sensible a hormonas

IBMX - 3-isobutil-1-metilxantina

IFN - Interferén

IkB - Inhibidor de NF«B

IL-6 — Interleuquina 6

IMTG — Triglicéridos intramiocelulares

iINOS - Oxido nitrico sintasa inducible

IR — Receptor de la insulina

IRS — Sustrato del receptor de la
insulina

IRS-1 — Sustrato 1 del receptor de
insulina

JNK - Quinasa c-Jun N-terminal

LDL - Lipoproteina de baja densidad

LPL - Lipoproteinlipasa

LPS — Lipopolisacarido

LXR — Receptor X hepatico

MAPKSs - Protein quinasas activadas por
mitégenos

MCP-1 - Proteina quimioatrayente de
monocitos tipo 1

M-CSF - Factor estimulante de colonias
de macroéfagos

MIF - Factor inhibidor de la migracién de
macréfagos

MIP-1a - Proteina inflamatoria de
macréfagos 1 alfa

mTOR - diana de rapamicina en
mamiferos

NAFLD — Enfermedad hepatica grasa
no alcoholica

NEFAs - Acidos grasos no esterificados

NF-kB - Factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

NO - Oxido nitrico

OMS - Organizacion mundial de la
salud

PAI-1 — Inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1

PDH — Piruvato deshidrogenasa

PDK - Piruvato deshidrogenasa quinasa

PERK - Proline-rich extensin-like
receptor protein kinase

PGC-1a - Co-activador 1 alfa de
receptores gamma activados por
proliferador de peroxisomas
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PI3 - Fosfoinositol 3

PI3K — Fosfoinositol 3-quinasa

PKB - Protein quinasa B o Akt

PKC - Protein quinasa C

PPARs - Receptores activadores del
proliferador de peroxisomas

PTEN - Proteina homéloga de la
fosfatasa y tensina

PTP1B - Proteina tirosina fosfatasa 1b

PTX3 — Pentraxina 3

RANTES - Quimiocina regulada a la
activacién, expresasda y secretada en
células T normales

SAT - Tejido adiposo subcutaneo

Ser - Serina

SOCS - Supresores de sefalizacion de
citoquinas

STATS3 - Transductor de senal y
activador de transcripcién 3

T2DM — Diabetes Mellitus tipo Il

TACE - Enzima convertidora de TNFe

TAGs - Triglicéridos

TGF - Factor de crecimiento
transformante

TLR - Receptor tipo Toll

TNF-o — Factor de necrosis tumoral alfa

Tyr - Tirosina

UPR - Respuesta a proteinas
desplegadas

UV - Radiacién ultravioleta

VAT — Tejido adiposo visceral

VEGFA - Factor de crecimiento
endotelial vascular A

VLDL - Lipoproteinas de muy baja
densidad

WAT - Tejido adiposo blanco

XBP-1 - Proteina de unién a X-box 1

Ym1 - Factor quimiotactico de
eosindfilos derivado de linfocitos T
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