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 La diabetis és un conjunt de malalties metabòliques caracteritzades per una 

hiperglucèmia resultant d’un defecte en la secreció d’insulina, en l’acció de la mateixa 

o ambdues. La prevalença d’aquesta patologia s’ha incrementat notablement en els 

darrers anys, fins al punt que es preveu que l’any 2035 el nombre de persones amb 

diabetis podria ser de 592 milions, motiu pel qual alguns autors la consideren una 

malaltia epidèmica (International Diabetes Federation, 2013). En termes generals la 

diabetis es classifica en diabetis mellitus tipus 1 (DM1) i diabetis mellitus tipus 2 (DM2), 

les quals ocupen un 5-10% i un 90-95%, respectivament, del total de persones que 

sofreixen diabetis. La causa de la DM1 és una deficiència en la secreció d’insulina atès 

que aquesta patologia cursa amb una destrucció autoimmune de les cèl·lules β 

pancreàtiques, mentre que la DM2 és el resultat  de la resistència a la insulina (RI) i 

d’una inadequada resposta compensatòria en la secreció d’insulina (American 

Diabetes Association, 2014). Així doncs, la RI precedeix i prediu la DM2 (Grundy, 

2008) i es defineix com un defecte en la capacitat de la insulina a l’hora d’inhibir la 

producció de glucosa per part del fetge, així com per promoure la captació de glucosa 

en múscul i teixit adipós (Qatanani i Lazar, 2007).  

 Des de fa dècades es coneix que existeix una estreta relació entre estats 

d’obesitat i la RI, de manera que Freidenberg i col. (1988) van demostrar que la pèrdua 

de pes en pacients obesos millorava la RI. Ara bé, estudis recents assenyalen que no 

tots els tipus d’obesitat contribueixen de la mateixa manera al desenvolupament 

d’aquesta patologia (Ahima i Lazar, 2013). En aquests estudis es demostra que l’excés 

de greix visceral o intraabdominal, a diferència del subcutani, predisposa a l’aparició 

de RI i DM2. D’aquesta manera, aquests autors assenyalen més a la localització del 

greix en l’organisme, i no tant a la seva quantitat, com a factor etiològic de la DM2. 

D’altra banda, Unger i Scherer (2010) van suggerir que pacients no considerats 

obesos també podien presentar alteracions metabòliques atès la seva incapacitat 

d’emmagatzemar el greix en el teixit adipós i, per tant, l’acumulació ectòpica de greix 

seria la responsable de l’aparició de RI. Així doncs, els mecanismes moleculars que 

expliquen l’estreta relació que existeix entre l’obesitat visceral, l’acumulació ectòpica 

de greix i el desenvolupament de RI han estat objecte d’estudi de molts investigadors 

(Barbarroja i col., 2010; Tchernof i Després, 2013).    

 Des de fa anys s’ha proposat que la inflamació podria precedir la RI 

(Hotamisligil i col., 1993), fins al punt que recentment Gregor i Hotamisligil (2011) 

assenyalen als processos inflamatoris crònics de baixa intensitat com a responsables 
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de l’aparició d’aquesta patologia. A més, estudis realitzats per Barbarroja i col. (2010) 

van demostrar que pacients obesos no resistents a l’acció de la insulina no 

presentaven la resposta inflamatòria que caracteritzava els pacients obesos amb RI, 

fet que assenyalava als processos inflamatoris presents en determinats casos 

d’obesitat com a responsables del desenvolupament de DM2.  

 Un dels processos que pot donar lloc a l’aparició d’inflamació i RI en estats 

d’obesitat és l’activació del que es coneix amb el nom d’estrès del RE, que s’activa 

quan s’altera l’homeòstasi d’aquest orgànul (Wellen i Hotamisligil, 2005; Lee i Ozcan, 

2014). Per tal de restablir l’homeòstasi del RE s’activen unes vies moleculars 

conegudes com UPR (Unfolded protein response), en les quals juguen un paper clau 

la proteïna cinasa del RE (PERK, PKR-like ER kinase), la proteïna depenent d’inositol 

1 (IRE1α, Inositol-requiring 1α) i el factor activador de la transcripció 6 (ATF6, 

Activating transcription factor 6). Cal destacar que aquestes tres branques de la UPR 

activen el procés inflamatori i promouen l’aparició de RI (Hotamisligil, 2010). Per tant, 

la inhibició de l’estrès del RE podria ser una bona estratègia per inhibir els processos 

inflamatoris que precedeixen la RI. Encara que s’ha aprofundit en l’estudi de l’estrès 

del RE com a responsable de l’activació de vies inflamatòries en cèl·lules β 

pancreàtiques, adipòcits i hepatòcits (Garg i col., 2012), aquesta relació ha estat poc 

estudiada en múscul esquelètic. Atès que el múscul esquelètic és el principal teixit 

responsable de la captació de glucosa depenent d’insulina in vivo (Klip i Pâquet, 1990), 

és important conèixer com prevenir l’activació d’aquest procés en cèl·lules musculars 

esquelètiques. 

 Un dels principals estímuls responsables de l’activació de l’estrès del RE, del 

procés inflamatori i de la conseqüent RI és l’increment dels nivells d’àcids grassos 

lliures (AGL). Ara bé, no tots els àcids grassos (AG) contribueixen de la mateixa 

manera activant els processos inflamatoris i, per tant, promovent l’aparició de RI i 

DM2. De fet, estudis recents proposen que el seguiment d’una dieta mediterrània, en 

la qual l’oli d’oliva és la principal font de greixos, és una bona estratègia terapèutica 

per a la prevenció de la DM2 (Doménech i col., 2014; Salas-Salvadó i col., 2014). El 

principal AG present en l’oli d’oliva és l‘AG monoinsaturat oleat, el qual, tot i presentar 

un ampli ventall d’efectes beneficiosos, no es coneixen amb exactitud els mecanismes 

moleculars responsables (Bergouignan i col., 2009). En estudis previs realitzats al 

nostre laboratori Coll i col. (2008) van demostrar que l’oleat , a diferència del palmitat, 

no produïa ni inflamació ni resistència a la insulina en cèl·lules musculars 
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esquelètiques. Més important encara, si s’incubaven les cèl·lules amb palmitat i una 

concentració més petita d’oleat, l’àcid gras monoinsaturat era capaç de prevenir els 

efectes negatius del saturat sobre la inflamació i la RI. En aquest estudi els efectes de 

l’oleat es van atribuir a la capacitat d’aquest AG per incrementar l’oxidació dels AG i 

per reduir l’acumulació de diacilglicerol (DAG). Ara bé, quan es van utilitzar inhibidors 

dels processos activats per l’oleat, l’efecte d’aquest AG no es va revertir totalment, fet 

que suggeria que hi participaven altres mecanismes que llavors eren desconeguts. Per 

aquesta raó, en aquesta tesi doctoral ens vam plantejar estudiar els diferents efectes 

dels principals AG circulants en l’organisme humà, el palmitat i l’oleat, sobre l’estrès 

del RE i la seva incidència sobre el procés inflamatori i la RI en cèl·lules musculars 

esquelètiques.   

 Encara que existeixen una gran varietat de tractaments farmacològics 

disponibles pel tractament de la DM2, molts d’ells presenten problemes (eficàcia 

limitada, guany de pes, ajustaments de dosi segons funcionalitat renal, etc) que limiten 

la seva utilització. Aquest fet fa necessari disposar de nous fàrmacs per tractar la DM2 

per a assolir els objectius del tractament farmacològic (hemoglobina glicosilada per 

sota del 7%). Entre els fàrmacs en estudi pel tractament de la RI i la DM2 un dels més 

prometedors són els agonistes de PPARβ/δ. Estudis previs realitzats al nostre 

laboratori van demostrar que l’activació de PPARβ/δ mitjançant GW501516 evitava la 

inflamació i la RI induïda pel palmitat (Coll i col., 2010). Tanmateix, ha estat descrit que 

l’activació de PPARβ/δ evita l’estrès del RE induït pel palmitat en cèl·lules β 

pancreàtiques (Cao i col., 2012). Ara bé, tot i que la capacitat de PPARβ/δ per inhibir 

l’estrès del RE ha estat demostrada també en fetge (Ramirez i col., 2013) i aorta (Bojic 

i col., 2014), no es coneixen els mecanismes moleculars responsables d’aquest 

procés. Per aquesta raó, també hem avaluat en aquesta tesi doctoral la capacitat dels 

activadors de PPARβ/δ per a evitar l’estrès del RE i la conseqüent activació de la 

inflamació i la RI en cèl·lules musculars esquelètiques. 

 En definitiva, en aquesta tesi doctoral s’ha estudiat si l’oleat i els activadors de 

PPARβ/δ inhibeixen l’estrès del RE i, si aquest fet podria explicar els seus efectes 

antiinflamatoris i antidiabètics. Els resultats obtinguts poden aportar, per una banda, 

una base científica per a explicar, al menys en part, perquè el consum moderat d’oli 

d’oliva pot ajudar a prevenir la DM2 i, per altra, pot aportar un nou mecanisme pel qual 

els activadors de PPARβ/δ poden contribuir a reduir la RI. 
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 1. Via de senyalització de la insulina 

 La insulina és una hormona sintetitzada per les cèl·lules β pancreàtiques 

formada per dues cadenes polipeptídiques unides per ponts disulfur (Melloul i col., 

2002). Aquesta hormona juga un paper molt important a nivell metabòlic en 

l’organisme, tenint com a funció principal el manteniment de la glucèmia dins uns límits 

molt estrets (90-110 mg/dl) (Herman i col., 2000; Mata i col., 2013). Els efectes de la 

insulina a nivell metabòlic per tal de mantenir l’homeòstasi glucídica en els seus 

principals teixits diana es detallen a continuació en la Figura 1.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Resum dels principals efectes metabòlics de la insulina en l’organisme 
(Dimitriadis i col., 2011). 

 

 El transport de la glucosa a l’interior de la cèl·lula és un pas limitant en el 

metabolisme cel·lular, ja que és aquest el que permetrà que la glucosa sigui utilitzada 

pel teixit diana més important de la insulina, el múscul esquelètic (DeFronzo, 2004). 

Aquest transport es mediat pel transportador de glucosa 4 (GLUT4, Glucose 

transporter 4), localitzat principalment en vesícules en el citoplasma de cèl·lules del 

teixit muscular i adipós (Shepherd i  Kahn, 1999). D’aquesta manera, quan s’activa la 

via de senyalització de la insulina la glucosa pot entrar a l’interior de la cèl·lula on serà 

fosforilada per l’enzim hexoquinasa i posteriorment oxidada per tal d’obtenir energia o 

bé emmagatzemada en forma de glucogen (Dimitriadis i col., 2011).  

 A continuació es descriuran les principals proteïnes implicades en la via de 

senyalització de la insulina (Figura 2). 
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 1.1. Receptor de la insulina 
 El receptor de la insulina pertany a la família de receptors amb activitat tirosina 

cinasa (RTK, Receptor tyrosine kinase). Es tracta d’una glicoproteïna transmembrana 

amb estructura tetramèrica, que consisteix en dues subunitats α situades a nivell 

extracel·lular i dues subunitats β citoplasmàtiques que actuen com enzims al·lostèrics. 

Quan la insulina s’uneix a la subunitat α d’aquest receptor, la subunitat β s’autofosforila 

en residus de tirosina en posició 1146, 1150 o 1151, essent necessària la triple 

fosforilació per la completa activació d’aquest receptor (White i col., 1988). Quan la 

subunitat β és fosforilada, es produeix un canvi conformacional en el receptor que li 

permet fosforilar altres proteïnes en residus de tirosina, com el substrat del receptor de 

la insulina (IRS, Insulin-receptor substrate) que es detallarà a continuació (Saltiel i 

Kahn, 2001; Hubbard i Till, 2000).  

 

 1.2. IRS  
 La família de proteïnes IRS està formada per sis proteïnes (IRS1-6). Mentre 

que IRS4 només està present en el timus i l’hipotàlem (Dearth i col., 2007), IRS1 i 

IRS2 s’expressen àmpliament en l’organisme (Sun i col., 1995). A diferència dels 

humans, els rosegadors també expressen IRS3 en teixit adipós (M.Björnholm i col., 

2002). Les diferents proteïnes IRS presenten una elevada homologia entre elles, però 

estudis en ratolins suggereixen efectes complementaris i no redundants d’aquestes 

proteïnes en la via de senyalització de la insulina. Estudis previs han demostrat que 

ratolins knockout (KO) per IRS1 (Araki i col., 1994) presenten intolerància a la glucosa 

que es veu alleujada per una hiperinsulinèmia, en canvi, ratolins KO per IRS2 

presenten RI i diabetis (Withers i col., 1998). D’altra banda, ratolins KO per IRS3 i IRS4 

no mostren alteracions a nivell metabòlic (Fantin i col., 2000).   

 A nivell estructural, aquestes proteïnes presenten un domini d’unió PH 

(Pleckstrin homology) i un domini PTB (Phosphotyrosine-binding) a l’extrem amino 

terminal (NH2), a través del qual s’unirà al receptor de la insulina (White, 2002). 

L’extrem carboxil terminal (COOH) conté múltiples residus de tirosina i serina, de 

manera que quan el receptor de la insulina fosforila aquests residus de tirosina, 

proteïnes que contenen dominis SH2 (Src-homology 2), com la subunitat reguladora 

de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K, PhosphatidyiInositol3’-kinase) (p85) o la proteïna 

Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), s’hi uniran (Taniguchi i col., 2006), 

activant la via de senyalització PI3K i la via ERK (Extracellular signal-regulated kinase), 

respectivament, de la qual es parlarà en més detall més endavant (Dearth i col., 2007).  

  

12- Introducció

http://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_tyrosine_kinase�


 1.3. PI3K 
 L’enzim PI3K està format per una subunitat catalítica (p110) i una reguladora 

(p85). L’activació de la subunitat catalítica depèn de la interacció dels dos dominis SH2 

de la subunitat reguladora amb residus de tirosina fosforilats de la proteïna IRS (Myers 

i col., 1992). Aquest enzim catalitza la formació de segons missatgers lipídics com el 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3, Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate), que es 

poden unir a proteïnes amb dominis PH, com per exemple la família de proteïnes 

serina/treonina cinases AGC (PKA, cAMP (cyclic Adenosine monophosphate)-

dependent protein kinase; PKG, cGMP(cyclic Guanosine monophosphate)-dependent 

protein kinase; PKC, Protein kinase C). La principal proteïna d’aquesta família és la 

proteïna cinasa depenent de fosfatidilinositol 1 (PDK1, 3-Phosphoinositide-dependent 

protein kinase 1), responsable de l’activació d’altres cinases importants en la regulació 

de la via de senyalització de la insulina com són la proteïna cinasa B (PKB, Protein 

kinase B) o AKT i les PKCs (Taniguchi i col., 2006). Els efectes de l’activació de PI3K 

poden ser regulats mitjançant fosfatases, com per exemple la proteïna PTEN 

(Phosphatase and tensin homologue) o la proteïna SHIP2 (Src homology 2-containing 

inositol 5’-phosphatase), les quals desfosforilen i inactiven el PIP3. Així, estudis in vivo 

demostren que ratolins KO per Pten presenten una millora en la sensibilitat a la 

insulina (Wijesekara i col., 2005).  

 

 1.4. AKT/PKB  
 Existeixen tres isoformes de la proteïna AKT/PKB en mamífers (AKT1-3, també 

conegudes com PKBα, β i γ). Aquestes isoformes presenten una elevada homologia a 

nivell estructural, un domini PH d’unió a fosfolípids de la membrana plasmàtica i un 

domini catalític que s’activa per fosforilacions en residus de treonina i serina (Thr308 i 

Ser473 per AKT1, Thr309 i Ser474 per AKT2 i només Thr305 o Thr305 i Ser472 per AKT3) 

(Taniguchi i col., 2006). La regulació de la fosforilació d’AKT/PKB la duen a terme les 

proteïnes PDK1 i PDK2, essent ambdues necessàries per la seva completa activació, 

ja que sembla ser que la proteïna PDK1 no es capaç de dur a terme la fosforilació en 

residus de serina i seria la proteïna PDK2 la que tindria aquest paper (Sarbassov i col., 

2005). També s’ha descrit una regulació negativa d’aquesta proteïna mitjançant la 

fosfatasa PP2A (Protein phosphatase-2A) (Brazil, 2004) que desfosforila i inactiva 

l’AKT/PKB i la proteïna TRB3 (Tribbles-3) que s’hi uneix i evita la seva fosforilació i 

posterior activació (Du i col., 2003).   

 Les diferents isoformes de la proteïna AKT/PKB estan involucrades en la 

regulació de varis processos biològics. Així doncs, estudis previs demostren que 

l’absència de la proteïna AKT1 condueix a un retràs en el creixement i una reducció en 

13- Introducció



l’esperança de vida, sense produir alteracions a nivell metabòlic (Chen i col., 2001). 

Contràriament a la implicació fisiològica d’AKT1 en l’organisme, la deficiència en la 

proteïna AKT2 s’ha relacionat amb l’aparició de RI i el desenvolupament de diabetis en 

ratolins (Cho i col., 2001). AKT3 tampoc ha demostrat tenir un paper important en la 

homeòstasi de la glucosa, tot i ser una proteïna clau en el desenvolupament neural 

(Tschopp i col., 2005). El fet de que aquestes isoformes presentin funcions diferents es 

podria explicar per la diferent distribució tissular en l’organisme. Així, AKT3 s’expressa 

principalment en sistema nerviós i testicles, mentre que AKT1 i AKT2 estan 

àmpliament distribuïdes en l’organisme, tot i que cal destacar que AKT2 juga un paper 

molt important en múscul esquelètic (Chan i col., 1999). A més, s’ha vist que AKT2 

presenta una localització cel·lular pròxima a vesícules que contenen el transportador 

de la glucosa GLUT4, fet que no passa amb AKT1 i AKT3 i, per tant, suggereix que 

aquesta isoforma juga un paper important en la regulació del metabolisme de la 

glucosa (Calera i col., 1998).  

 L’AKT/PKB s’encarrega de dur a terme les accions metabòliques de la insulina 

mitjançant la fosforilació de diferents substrats com la proteïna GSK3 (Glycogen 

synthase kinase-3), AS160 (AKT substrate of 160 kDa), tuberin o TSC2 (Tuberous 

sclerosis complex-2) i el factor de transcripció (FT) FOXO1 (Forkhead box protein O1) 

(Taniguchi i col., 2006). D’aquesta manera, la fosforilació de GSK3 en residus de 

serina (Ser9 en GSK3β i Ser21 en GSK3α) inactiva aquesta proteïna fent que no pugui 

fosforilar i, per tant, inhibir l’enzim GS (Glycogen synthase), permetent que tingui lloc la 

síntesi de glucogen (Frame i Cohen., 2001). D’altra banda, quan AKT/PKB fosforila 

AS160 en residus de serina i treonina (Ser318, Ser570, Ser588, Thr642 i Thr751) vesícules 

que contenen el transportador de la glucosa GLUT4 migren des del citoplasma a la 

membrana plasmàtica permetent que la glucosa pugui entrar a la cèl·lula (Sano i col., 

2003). Aquesta cinasa també és capaç de fosforilar i, com a conseqüència, inhibir 

TSC2 permetent que s’activi la via de senyalització regulada per mTOR donant lloc a 

un increment en la síntesi proteica (Harris i Lawrence, 2003). L’AKT/PKB també pot 

fosforilar FOXO1 en residus de Ser256, mantenint-lo inactiu com a FT i disminuint, per 

tant, la taxa de gluconeogènesi (Tran i col., 2003) i incrementant la lipogènesi (Nakae i 

col., 2003).  
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 1.5. PKC  
 Existeixen diferents isoformes de la proteïna PKC que a nivell estructural 

comparteixen un domini amb activitat cinasa en l’extrem carboxil terminal unit a un 

domini regulador a l’extrem amino terminal on s’uneixen segons missatgers i/o efectors 

al·lostèrics que permeten la seva activació (Rosse i col., 2010).  

 La família de PKC es divideix en quatre subgrups, les PKCs convencionals 

(PKCα, β i γ), les PKCs noves (PKCδ, ε, θ i η), les PKCs atípiques (PKCι/λ i ζ) i els 

membres de la subfamília PKN (PKN1, PKN2 i PKN3). Les PKCs convencionals 

s’activen mitjançant DAG, fosfolípids o calci, mentre que les PKCs noves només són 

activades per DAG i fosfolípids (Rosse i col., 2010). Les PKCs atípiques, en ser 

activades mitjançant PIP3 i PDK1, juguen un paper important en la translocació de 

vesícules que contenen el transportador de la glucosa GLUT4 a la membrana en 

adipòcits i cèl.lules musculars, i són de gran rellevància en la captació de glucosa en 

resposta a insulina (Taniguchi, 2006). Altres estudis demostren que la PKCθ és la 

principal isoforma en cèl·lules de múscul esquelètic i, per tant, s’ha relacionat 

estretament amb la regulació de la via de senyalització de la insulina (Michalczyk i col., 

2013).  

 

 1.6. Transportadors de la glucosa 
 En mamífers, el transport de glucosa a través de la membrana cel·lular pot tenir 

lloc mitjançant transport actiu a través de les proteïnes de transport sodi-glucosa 

(SGLT, Sodium-dependent glucose transporter) o bé transport passiu per difusió 

facilitada mitjançant els transportadors GLUT, els quals tenen un paper important en la 

regulació de l’homeòstasi glucídica en l’organisme. Aquestes proteïnes es divideixen 

en tres classes en funció de les similituds a nivell estructural: Classe 1 (GLUT1-4, 14), 

Classe 2 (GLUT5, 7, 9 i 11) i Classe 3 (GLUT6, 8, 10, 12 i HMIT (H+/myo-inositol 

symporter)). GLUT1 té un paper clau en el transport de la glucosa a través de la 

barrera hematoencefàlica, en canvi, la translocació de les vesícules que contenen el 

transportador de la glucosa GLUT4 a la membrana en resposta a la insulina, és un 

factor limitant en la regulació de l’homeòstasi glucídica en múscul esquelètic i cardíac, 

així com en teixit adipós. GLUT2, en canvi, juga un paper en l’organisme com a sensor 

dels nivells de glucosa en les cèl·lules β dels illots de Langerhans del pàncrees, 

regulant així l’alliberament d’insulina (Augustin, 2010).  
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Figura 2. Via de senyalització de la insulina. Quan la insulina s’uneix al seu 
receptor s’activa la via de senyalització de la insulina en la que juga un paper 
fonamental la proteïna AKT. D’aquesta manera, la insulina pot dur a terme les 
seves principals funcions en l’organisme activant la glucòlisi, incrementant la 
síntesi de glucogen, proteïnes i lípids, així com reduint la gluconeogènesi.   

 
 2. Resistència a la insulina 
 Tal com s’ha vist prèviament, la insulina incrementa la captació de glucosa 

mitjançant la translocació dels seus transportadors des del citoplasma a la membrana 

plasmàtica de la cèl·lula. El múscul esquelètic és el principal teixit responsable de la 

captació de glucosa depenent d’insulina in vivo, per tant, la captació de glucosa en 

aquest teixit té un paper clau en el manteniment de la glucèmia (Klip i Pâquet, 1990). 

Així, tenint en compte la importància d’aquesta hormona en aquest teixit, la RI es 

podria definir com un defecte en la capacitat de la insulina per fer que la glucosa sigui 

utilitzada pel seu teixit diana més important, el múscul esquelètic (Saltiel i Kahn, 2001). 

Prèviament s’ha destacat la importància de la insulina en el metabolisme lipídic, 

incrementant la síntesis de lípids en fetge i teixit adipós, i atenuant l’alliberament d’AG 

a partir dels triglicèrids (TG). Per tant, la RI cursaria amb un defecte en la transducció 

de senyals que pot tenir lloc a diferents nivells (Pessin i Saltiel, 2000). 
En capítols posteriors es detallarà la importància del teixit adipós visceral, la 

inflamació i l’estrès del reticle endoplasmàtic (RE) en la patogènesi de la RI. 
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2.1. Obesitat i RI 
L’obesitat es defineix com un excés de grassa corporal, i en la pràctica clínica 

s’utilitza l’índex de massa corporal (BMI, Body mass index) per tal de diagnosticar 

aquesta patologia (Keys i col., 1972). No obstant, aquest índex no considera la 

presència de teixit adipós visceral o intraabdominal, entre altres limitacions, raó per la 

qual en estudis recents es proposa utilitzar l’índex ABSI (Body shape index), el qual té 

en compte el diàmetre de la cintura a més de l’alçada i el pes de l’individu (Krakauer, 

2012). Cal destacar que l’excés de teixit adipós visceral, a diferència del subcutani, 

predisposa a l’aparició de la síndrome metabòlica, la qual s’associa a la presència de 

RI, diabetis, hiperlipèmia i malalties cardiovasculars (Unger i Scherer, 2010). De fet, 

estudis realitzats per Wildman i col. (2008) indiquen que existeixen individus obesos 

que, tot i presentar un excés de greix subcutani, són sensibles a la insulina i tenen un 

baix risc de sofrir malalties cardiovasculars. Així doncs, el risc de sofrir alteracions 

metabòliques no dependrà tant de la quantitat de greix present en l’organisme, sinó de 

la seva localització. Barbarroja i col. (2010) han proposat les bases moleculars per les 

quals l’acumulació d’aquest teixit adipós visceral induiria la presència d’un procés 

inflamatori que seria el responsable de la RI. 

Cal destacar també que, persones que no presenten obesitat, poden sofrir 

alteracions metabòliques degut a que no són capaces d’emmagatzemar el greix en el 

teixit adipós, desenvolupant així patologies secundàries a l’acumulació ectòpica de 

greixos, tals com el fetge gras, RI i diabetis (Unger i Scherer, 2010). Per tant, atès que 

els adipòcits són les úniques cèl·lules de l’organisme amb la possibilitat 

d’emmagatzemar elevades quantitats d’AG en forma de TG, l’acumulació ectòpica de 

lípids en estats d’hiperlipèmia, pot produir lipotoxicitat i inclús la mort cel·lular 

(Listenberger i col., 2003). De fet, l’acumulació de lípids en múscul esquelètic s’associa 

estretament amb l’aparició de RI (Shulman, 2000). Aquests estudis també apunten als 

processos inflamatoris crònics de baixa intensitat, resultants de l’acumulació ectòpica 

de greix, com a responsables de l’aparició d’alteracions metabòliques (Wellen i 

Hotamisligil, 2005). 

 Així doncs, la incapacitat d’emmagatzemar de manera correcta els lípids 

procedents de la dieta o bé la hipertròfia i elevada taxa lipolítica del teixit adipós 

visceral, poden ser els responsables de l’augment dels AGL en l’organisme, que al seu 

torn poden conduir a l’aparició de RI (Boden i col., 1991; Boden i Chen, 1995; Roden i 

col., 1996; Boden, 1997).  

 S’han proposat diferents possibilitats per tal d’explicar com l’excés de teixit 

adipós visceral es relaciona tan estretament amb complicacions metabòliques. El teixit 

adipós, especialment el teixit adipós intraabdominal, es caracteritza per ser 
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hiperlipolític i resistent a l’efecte antilipolític de la insulina. A més, és capaç de secretar 

citocines, les quals, tal com es detallarà més endavant, poden donar lloc a processos 

inflamatoris crònics de baixa intensitat i alterar el metabolisme glucídic i lipídic 

(Tchernof i Després, 2013). Tanmateix, l’alliberació d’AGL procedents del teixit adipós 

de persones obeses, pot donar lloc a estrès del RE. El RE es un orgànul present en 

totes les cèl·lules eucariòtiques i que té un important paper en la síntesi i plegament de 

proteïnes. Alteracions en l’homeòstasi d’aquest orgànul condueix al que es coneix com 

estrès del RE, el qual ha estat objecte de molts estudis, atès que s’ha relacionat 

estretament amb l’aparició d’alteracions metabòliques, tals com la RI i, en última 

instància, la DM2 (Lee i Ozcan, 2014).  

 
3. Àcids grassos 
Els AG de la dieta es classifiquen d’acord a uns paràmetres que tenen 

importància biològica, com la longitud de la cadena de carboni i el nombre de dobles 

enllaços. Els AG saturats representen un 30-40% del total d’AG presents en 

l’organisme, destacant l’àcid palmític (16:0) i l’àcid esteàric (18:0) com els més 

abundants (Rioux i Legrand, 2007). Els AG saturats s’han relacionat amb l’aparició 

d’alteracions metabòliques, essent l’àcid palmític el més abundant en la dieta i, per 

tant, el  principal causant d’aquestes alteracions. Encara que la majoria d’AG saturats 

s’han relacionat amb un increment dels nivells de colesterolèmia, aquests efectes no 

s’han observat en el cas de l’àcid esteàric, degut a que aquest és altament afí per 

l’enzim SCD1 (Stearoyl-CoA-desaturase1) que introdueix insaturacions als AG 

saturats. Els AG insaturats es classifiquen en funció del número de dobles enllaços 

com a mono i poliinsaturats i es troben principalment en la configuració cis. Tenint en 

compte la posició del primer doble enllaç en la cadena de carbonis des de l’extrem 

metil terminal, es classifiquen en AG de la sèrie omega-3 (ω-3), omega-6 (ω-6) i 

omega-9 (ω-9). L’àcid oleic (C18:1), membre de la sèrie ω-9, és un dels AG més 

abundants en la natura, essent l’oli d’oliva una de les principals fonts en la dieta 

(Lottenberg i col., 2012). Així doncs, cal destacar que l’AG saturat palmitat i l’insaturat 

oleat són els més abundants en la dieta els quals representen un 27 i un 31%, 

respectivament, del total d’AGL que es troben al plasma (Staiger i col., 2004) (Figura 
3).  

S’ha observat que poblacions de l’àrea mediterrània amb un elevat consum 

d’àcid oleic, tenen una baixa prevalença d’obesitat, DM2, malalties cardiovasculars i 

síndrome metabòlica (Pérez-Martínez i col., 2011; Gillingham i col., 2011; Kastorini i 

col., 2011). De fet, Salas-Salvadó i col. (2014) han destacat recentment la importància 

de l’oli d’oliva en la prevenció de la DM2 a l’hora de reduir el risc de desenvolupar 

18- Introducció



aquesta patologia en un grup de persones alimentades amb dieta mediterrània 

enriquida amb oli d’oliva, respecte altres persones alimentades amb una dieta control 

amb baix contingut de greixos.   

                                                       

                         
 
 
 
      
 
    
   Palmitat (16:0)                                 Oleat (18:1) 

 
Figura 3: Estructura de l’AG saturat palmitat i el monoinsaturat oleat. 

 
3.1. Obtenció d’AG en l’organisme 
La ingesta lipídica, generalment en forma de TG, representa d’un 30 a un 40% 

del total energètic de la dieta. Els TG ingerits amb els àpats poden ser hidrolitzats 

mitjançant lipases linguals i pancreàtiques, de manera que els monoglicèrids i AG 

resultants d’aquesta hidròlisi són captats pels enteròcits i reconvertits a TG que 

s’incorporaran als quilomicrons per ser secretats a circulació sanguínia. D’altra banda, 

el fetge secreta VLDL (Very-low-density lipoproteins) formades a partir d’AG 

sintetitzats de novo o procedents del plasma, esterificats formant TG. Així, els 

quilomicrons que transporten TG exògens i les VLDL que transporten TG endògens, 

són hidrolitzats per les LPL (Lipoprotein lipases) situades a la superfície dels capil·lars 

sanguinis, les quals faciliten l’alliberació d’AG a teixits perifèrics. Cal destacar també 

que els TG emmagatzemats en els adipòcits, són hidrolitzats per les lipases HSL 

(Hormone-sensitive lipase) i ATGL (Adipose tissue triacylglycerol lipase), de manera 

que els AG resultants de la hidròlisi poden ser distribuïts a la resta de teixits 

transportats per l’albúmina a través de la circulació sanguínia (Glatz i col., 2010). 

Estudis previs demostren que l’acumulació de productes resultants de la hidròlisi dels 

TG com el DAG, són capaços d’inhibir la via de senyalització de la insulina en múscul 

esquelètic (Timmers i col., 2008; Coll i col., 2008). 
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3.1.1. Transport d’AG a l’interior de la cèl·lula  
La captació d’AG a través de la membrana plasmàtica té lloc mitjançant 

mecanismes de difusió o flip-flop, regulats pels nivells d’AG extracel·lulars així com pel 

grau de metabolisme lipídic en la cèl·lula. El mecanisme de flip-flop és un procés 

limitant en el transport d’AG a través de la bicapa lipídica ja que pot no ser 

suficientment ràpid com per cobrir la demanda metabòlica en teixits com el múscul 

esquelètic, i caldrà que proteïnes de membrana realitzin aquest paper (Kampf i col., 

2006). Una vegada en el citoplasma, els AG són transportats mitjançant la proteïna 

d’unió d’AG (FABPc, Fatty acid-binding protein cytoplasmic) (Glatz i col., 2001). D’altra 

banda, també s’ha observat que els AG poden actuar mitjançant l’activació dels TLR 

(Toll-like receptor). Shi i col. (2006) van demostrar la importància de l’activació 

d’aquests receptors per part dels AG de la dieta pel que fa a processos inflamatoris i 

alteracions de la via de senyalització de la insulina. Estudis recents demostren que els 

AG no s’uneixen directament als TLR-4, sinó que la fetuina A actua com a lligand 

endogen d’aquests (Pal i col., 2012).  

 Seguidament es descriuran les principals proteïnes de membrana 

encarregades de transportar els AG a l’interior cel·lular. 

  

 FABPpm (Fatty acid binding protein plasma membrane)    

La FABPpm, també coneguda com mAspAT (Aspartate aminotransferase 

mitochondrial) actua com a proteïna transportadora d’AG a través de la membrana 

plasmàtica (Isola i col., 1995) i mitocondrial (Teller i col., 1990), respectivament.  

Diferents estudis evidencien que aquesta proteïna s’expressa més en cor que en 

múscul esquelètic, fet que s’associa amb la diferent taxa de metabolisme lipídic 

d’aquests teixits (cor>múscul) (Luiken i col., 1999). Clarke i col. (2004) van demostrar 

que en sobreexpressar FABPpm en múscul esquelètic de rata, es veia incrementat el 

transport d’AG a través del sarcolema, així com el metabolisme dels mateixos, fet que 

destacava la importància d’aquesta proteïna en mamífers.  

 

CD36 (Cluster of differentiation 36) 

La proteïna CD36, també coneguda com translocasa d’AG (FAT, Fatty acid 

translocase), pertany a la família de receptors scavenger de classe B, i en presentar 

múltiples llocs de glucosilació en la seva estructura, s’inclou dins la família de 

glicoproteïnes de classe IV. El fet de pertànyer a la família de receptors scavenger, 

vincula la proteïna CD36 amb funcions sobre la immunitat innata, tot i que 

posteriorment es va veure que presentava funcions importants sobre el transport d’AG 

i l’angiogènesi. Aquesta proteïna s’expressa en l’endoteli microvascular, en cèl·lules 
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musculars llises, adipòcits, múscul esquelètic, cèl·lules dendrítiques, epitelis de la 

retina, mama i intestí, així com en cèl·lules hematopoètiques (Febbraio i col., 2001). 

Estudis realitzats per Nickerson i col. (2009) van confirmar el paper de CD36, tant en el 

transport d’AG com en l’oxidació dels mateixos. Cal destacar que aquesta proteïna pot 

jugar un paper indirecte en la captació i utilització de la glucosa degut a que és un 

potent mediador del metabolisme energètic, així doncs, Aitman i col. (1999) van 

demostrar que models de rata SHR (Spontaneously hypertensive rat) deficients en 

CD36 presentaven RI. Per tant, de la mateixa manera que la insulina en unir-se al seu 

receptor és capaç d’activar una cascada de senyalització que involucra la proteïna 

PI3K, que al seu torn permetrà que GLUT4 transloqui a la membrana per tal de que la 

glucosa pugui entrar a la cèl·lula per ser metabolitzada, la insulina també és capaç 

d’induir la translocació d’alguns transportadors d’AG. En aquest sentit, Luiken i col. 

(2002) van observar que la inhibició farmacològica de la proteïna PI3K inhibia la 

captació d’AG per part de la cèl·lula, així com la translocació de CD36 en múscul 

esquelètic.  

 
FATP (Fatty acid transport proteins) 

S’han descrit fins a sis isoformes de la proteïna transportadora d’AG FATP 

(FATP1-6), que s’expressen de manera específica en els diferents teixits de 

l’organisme (Doege i Stahl, 2006). FATP1 és la principal isoforma en teixit adipós, 

malgrat que també s’expressa en múscul esquelètic i en menor grau en cor. Ha estat 

descrit que la manca d’aquesta proteïna en adipòcits i múscul esquelètic impedeix la 

captació d’AG per part de la cèl·lula en resposta a insulina, mentre que la captació 

d’AG basal no es veu afectada, fet que destaca l’important paper d’aquesta proteïna 

en resposta a insulina (Wu i col., 2006). La isoforma FATP2 s’expressa principalment 

en fetge i en ronyó, i la FATP3 en fetge, testicles, pulmó i pell (Glatz i col., 2010). La 

FATP4 és l’única proteïna de la família FATP que s’expressa en la part apical dels 

enteròcits madurs de l’intestí prim i està implicada en l’absorció dels greixos de la dieta 

(Stahl i col., 1999). FATP5 s’expressa només en fetge (Hirsch i col., 1998) i FATP6 

principalment en cor (Gimeno i col., 2003). Experiments realitzats per Gimeno i col. 

(2003) van demostrar que el transport d’AG mitjançant les FATPs depèn del tipus d’AG 

transportat i, de fet, el palmitat va mostrar més afinitat per la isoforma FATP6, mentre 

que l’oleat era més afí per la FATP4.  

 

 

 

 

21- Introducció



3.1.2. Síntesi de novo d’AG                             
La lipogènesi està regulada tant a nivell nutricional com hormonal, així doncs, 

dietes riques en carbohidrats l’incrementen, mentre que el dejuni o dietes riques en 

greixos l’inhibeixen. Els dos principals teixits encarregats de la síntesi d’AG en 

l’organisme són el fetge i el teixit adipós. Els AG sintetitzats al fetge són exportats 

mitjançant lipoproteïnes i tenen finalitat, tant energètica, com estructural formant part 

de les membranes de la cèl·lula, mentre que al teixit adipós la síntesi d’AG té com a 

finalitat l’emmagatzematge d’energia a llarg termini (Nguyen i col., 2008). La lipogènesi 

té lloc en el citoplasma cel·lular a partir d’una molècula d’acetil-CoA, i l’etapa limitant 

d’aquest procés està regulada per l’acetil-CoA carboxilasa (ACC, Acetyl-CoA 

carboxilase) (Figura 4), enzim “donador” de grups acetil que converteix l’acetil-CoA en 

malonil-CoA (Kim, 1997). L’enzim que catalitza la reacció inversa a l’ACC és el 

malonil-CoA decarboxilasa (MCD, Malonyl-CoA decarboxylase), que catalitza la 

degradació del malonil-CoA. S’ha associat una disminució en la taxa d’oxidació dels 

AG amb un augment de la concentració de malonil-CoA i, per tant, una disminució de 

l’activitat MCD (Nakamura i col., 2014). Una vegada format el malonil-CoA, l’AG 

sintasa (FAS, Fatty acid synthase) s’encarrega de la síntesi d’AG en l’organisme, fet 

que el situa principalment en els dos principals teixits de síntesi d’AG en l’organisme, 

el fetge i el teixit adipós. Aquest enzim es troba regulat tant a nivell hormonal pels 

nivells d’insulina, com per l’estat nutricional de l’individu (Sul i col., 2000), així doncs, 

mentre que la insulina l’activa, s’ha vist que nivells elevats d’AG en l’organisme 

l’inhibeixen (Nguyen i col., 2008).    

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Esquema de la síntesi de novo d’AG. Regulació positiva (insulina) i 
negativa (nivells elevats d’AG) de la via. 

 
3.2. Utilització dels AG per part de la cèl·lula 
Els AG procedents de la dieta o bé sintetitzats de novo, són substrat de l’acil-

CoA sintetasa (ACS, Acyl-CoA synthetase) (Figura 5) que catalitza la síntesi d’acil-

CoA a partir dels AG. Els AG activats en forma d’acil-CoA poden ser oxidats per 
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obtenir energia, poden ser utilitzats per la cèl·lula per la síntesi de TG i fosfolípids, 

actuar com a intermediaris en vies de senyalització cel·lulars o bé actuar com a 

lligands de FT (Coleman i col., 2002). Faergeman i Knudsen (1997) van destacar la 

importància dels acil-CoA com a molècules de senyalització cel·lular, ja que són 

capaços d’alterar la secreció d’insulina, així com el transport i metabolisme de la 

glucosa.  

 
3.2.1. Síntesi de lípids         
Una vegada activats els AG en forma d’ acil-CoA, aquests són transferits 

mitjançant l’enzim glicerofosfat aciltransferasa (GPAT, Glycerophosphate 

acyltransferase) a una molècula de glicerol-3-fosfat provinent de la glicòlisi, de la 

fosforilació del glicerol durant la lipòlisi o bé a partir del piruvat mitjançant la 

gliceroneogènesi, donant lloc a l’àcid lisofosfatídic (LPA, Lysophosphatidate) o 1-acil-

glicerol-3-fosfat (Reshef i col., 2003). El LPA és transportat al RE on es troben la 

majoria d’enzims necessaris per dur a terme la síntesi de TG (Coleman i Lee, 2004). A 

continuació, l’àcid fosfatídic aciltransferasa (LPAAT, Lysophosphatidate 

acyltransferase) és capaç de convertir el LPA en àcid fosfatídic (PA, Phosphatidate) 

(Bursten i col., 1991), el qual serà convertit a DAG mitjançant la fosfatasa de l’àcid 

fosfatídic (PAP, Phosphatidic acid phosphatase) (Jamal i col., 1991) o bé a 

glicerofosfolípids formant part de les membranes cel·lulars (Gimeno i Cao, 2008) 

(Figura 5).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Esquema de la formació de DAG a partir dels AG sintetitzats de novo o 
procedents de la dieta.  
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 Diacilglicerol i triglicèrids 
 Per tant, tal com s’ha vist prèviament el DAG pot sintetitzar-se a partir d’AGL o 

bé formar-se mitjançant la hidròlisi dels TG que dóna lloc a monoglicèrids i AGL, que 

seran convertits a DAG mitjançant l’enzim monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT, 

Monoacylglycerol acyltransferase) als enteròcits (Lee i col., 2001). Una altra font de 

formació de DAG requereix la hidròlisi del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PI(4,5)P2, 

Phosphatidylinositol-4,5-phosphate) mitjançant la fosfolipasa C (PLC, Phospholipase 

C) present en la membrana plasmàtica. El DAG pot actuar com a segon missatger a 

nivell intracel·lular, així com a intermediari en la síntesi de TG (Coen i Goodpaster, 

2012) mitjançant l’enzim diacilglicerol aciltransferasa (DGAT, Diacylglycerol 

acyltransferase) (Coleman i Lee, 2004). Estudis previs destaquen la importància 

d’aquest enzim en la síntesi de TG en veure que ratolins amb alteracions en el gen 

Dgat2 presentaven una severa reducció en el contingut de TG (Stone i col, 2004). 

Listenberger i col. (2003) van demostrar que fibroblasts embrionaris murins deficients 

en el gen Dgat1 no podien acumular TG en resposta a palmitat i oleat, fet que els 

conduïa a la mort cel·lular. Aquest fet semblava indicar que la síntesi de TG té un 

paper protector front la lipotoxicitat cel·lular, i que tant els AG saturats com els AG 

monoinsaturats són tòxics quan s’impedeix la síntesi de TG. Ara bé, aquests autors 

van observar que no tots els AG són capaços d’acumular-se en forma de TG de la 

mateixa manera; mentre que en cèl·lules CHO (Chinese hamster ovary) l’oleat 

s’acumulava en forma de TG i era ben tolerat per la cèl·lula, el palmitat no tan sols no 

formava TG sinó que induïa apoptosi. Estudis posteriors amb cèl·lules de múscul 

esquelètic murines van confirmar que el palmitat, atès que reduïa els nivells 

d’expressió gènica de Dgat2, s’acumulava principalment en forma de DAG. En canvi 

l’oleat, en no modificar-ne l’expressió, era capaç d’acumular-se en forma de TG i inclús 

evitava la reducció dels nivells d’expressió gènica de Dgat2 i de formació de TG 

ocasionada pel palmitat (Coll i col., 2008). Aquests i altres estudis (Montell i col., 2001; 

Yu i col., 2002) demostren que l’acumulació dels AG en forma de DAG condueix a 

l’aparició de RI, fet que destaca el paper d’aquest intermediari lipídic en la lipotoxicitat 

cel·lular. Tal com s’ha comentat prèviament, el DAG és capaç d’actuar com a segon 

missatger, de manera que pot regular negativament la via de senyalització de la 

insulina mitjançant l’activació de la PKC, essent les isoformes noves les principals 

implicades en la RI induïda per lípids. Aquestes cinases, mitjançant la fosforilació de la 

proteïna IRS en residus de serina, eviten l’activació del complex PI3K i la conseqüent 

translocació de les vesícules que contenen GLUT4 a la membrana cel·lular de manera 

que la glucosa no pot entrar a la cèl·lula per ser metabolitzada (Timmers i col., 2008). 

De fet, s’han identificat fins a tres estereoisòmers de la molècula de DAG (1,3-DAG, 
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2,3-DAG i 1,2-DAG) que poden induir RI en múscul, essent la isoforma 1,2-DAG la 

única capaç d’interferir en la via de senyalització de la insulina activant la PKC 

(Turinsky i col., 1990; Boni i Rando., 1985).  
  
 Ceramides 
 Les ceramides s’inclouen dins la família dels esfingolípids, i malgrat que se’ls 

han atribuït importants funcions com a components estructurals de les membranes 

cel·lulars, alguns autors descriuen la importància d’aquests lípids a l’hora d’actuar com 

a segons missatgers a nivell intracel·lular. Schmitz-Peiffer i col. (1999), van demostrar 

que l’addició de palmitat a cultius cel·lulars de miotubs contribuia a l’acumulació de 

ceramides, confirmant la importància del palmitat com a precursor en la seva síntesi. 

Pickersgill i col. (2007) van observar que en múscul esquelètic, encara que el palmitat 

s’acumulava en forma de DAG i ceramides, aquestes darreres eren les responsables 

de la RI induïda per l’AG saturat, i que l’oleat tenia un paper protector facilitant 

l’acumulació del palmitat en forma de TG. Estudis realitzats per Chavez i col. (2003) 

confirmen els resultats anteriors demostrant que, malgrat que el palmitat en múscul 

esquelètic s’acumula en forma de DAG i ceramides, aquestes darreres serien les 

responsables de la inhibició de la via de senyalització de la insulina. Aquests autors 

destaquen el paper de la fosfatasa PP2A a l’hora  d’inhibir la via de senyalització de la 

insulina per part de les ceramides en miotubs C2C12. Malgrat la implicació d’aquests 

lípids en la RI induïda pel palmitat, tal com s’ha comentat anteriorment en estudis en 

humans el DAG ha demostrat tenir un paper clau en la RI induïda per AG saturats en 

múscul esquelètic (Montell i col., 2001).  
  

 3.2.2. β-Oxidació dels AG  
 Atès que la membrana mitocondrial interna no és permeable als acil-CoAs, 

l’entrada d’AG de cadena llarga a la mitocòndria està regulada per l’activitat de l’enzim 

carnitina palmitoiltransferasa (CPT-1, Carnitine palmitoyltransferase I) (Figura 6). 

Aquest enzim es localitza a la membrana mitocondrial externa i és capaç de convertir 

els acil-CoAs en acilcarnitina, la qual travessarà la membrana mitocondrial interna 

mitjançant la carnitina-acilcarnitina translocasa (CACT, Carnitine acylcarnitine 

traslocase), i finalment l’enzim CPT-2, ja a la matriu mitocondrial, convertirà 

l’acilcarnitina en el respectiu acil-CoA (Kerner i Hoppel, 2000). L’oxidació mitocondrial 

dels acil-CoA per tal d’obtenir energia té lloc mitjançant la β-oxidació que resulta en la 

formació d’acetil-CoA que pot ser oxidat completament a CO2 al cicle dels àcids 

tricarboxílics (CAT) (Nguyen i col., 2008). En cas que la mitocòndria no pugui oxidar de 

manera adequada els AG, es poden acumular intermediaris com els acil-CoA, que s’ha 
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demostrat que poden alterar la via de senyalització de la insulina (Shulman, 2000). 

Malgrat que no es coneixen els mecanismes mitjançant els quals els acil-CoA poden 

donar lloc a aquesta RI, s’ha proposat l’acumulació en forma de DAG o bé ceramides 

com a possibles causants d’aquesta patologia (Coen  i Goodpaster, 2012). 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de l’entrada dels acil-CoAs a la mitocòndria. Quan els acil-
CoAs travessen la membrana mitocondrial externa, aquests són convertits a acil-
carnitina mitjançant l’enzim CPT-1, el qual permet la seva entrada a la 
mitocòndria. Una vegada dins la matriu mitocondrial, l’acil-carnitina dóna lloc al 
l’acil-CoA per acció de l’enzim CPT2. Aquest acil-CoA una vegada dins a la 
mitocòndria podrà ser oxidat per obtenir energia.  

 

 AMPK (AMP-activated protein kinase)     
 L’AMPK és una serina/treonina cinasa activada per AMP (Adenosine 

monophosphate), implicada en la regulació de l’homeòstasi energètica, i formada per 

una subunitat α catalítica i dues subunitats reguladores β i γ. S’han descrit varies 

isoformes de cadascuna de les subunitats que conformen aquesta proteïna que 

presenten diferent distribució tissular; així doncs, s’han descobert dues isoformes de 

les subunitats α (α1 i α2) i β (β1 i β2) i fins a tres isoformes de la subunitat γ (γ1-3) 

(Salminen i col., 2011). Mentre que la isoforma α2 s’expressa principalment en múscul 

esquelètic, cardíac i en fetge, la isoforma α1 presenta una expressió ubiqua (Mu i col., 

2001). La subunitat α catalítica conté dominis Ser/Thr cinasa altament conservats prop 

de la regió N-terminal dins el bucle d’activació. La fosforilació de residus de Thr172 dins 

d’aquest bucle és crítica per la seva activitat enzimàtica (Hawley i col., 1996). La 
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subunitat β conté un domini d’unió a glicogen (GBD, Glycogen-binding domain), el qual 

facilita la col·locació de l’AMPK amb l’enzim GS, permetent el control de la síntesi de 

glucogen per part d’aquesta proteïna (Bendayan i col., 2009; Polekhina i col., 2003). 

Finalment, la subunitat γ té com a principal funció la de regular la subunitat catalítica 
actuant com a sensor dels nivells intracel·lulars d’ATP (Adenosine triphosphate), ADP 

(Adenosine diphosphate) i AMP. Inicialment es pensava que l’activació de l’AMPK 

tenia lloc només per unió d’aquesta cinasa a l’AMP; no obstant, estudis recents 

suggereixen que tant la unió de l’AMP com de l’ADP podrien donar lloc a canvis 

conformacionals els qual activarien l’AMPK mitjançant dos mecanismes: a) promovent 

la fosforilació en residus de Thr172 per part de cinases o b) antagonitzant la seva 

desfosforilació per part de fosfatases (Davies i col., 1995; Sanders i col., 2007). Les 

cinases responsables de la fosforilació i conseqüent activació de l’AMPK són la 

proteïna cinasa supressora de tumors (LKB1, Liver kinase B1) i la proteïna cinasa 

depenent de calci i calmodulina (CaMKKβ, Ca2+/Calmodulin-dependent kinase β). Així 

com la CaMKKβ s’activa en resposta a un augment en la concentració de Ca2+ 

citosòlic, LKB requereix la unió a les proteïnes MO25 (Mouse protein 25) i STRAD 

(Ste20-related adaptor), formant així un complex proteic que li confereix activitat cinasa 

(Srivastava i col., 2012). Cal destacar que la sirtuïna 1 (SIRT1) juga una paper 

important a l’hora d’activar l’AMPK. Així doncs, Hou i col. (2008) van demostrar que la 

sobreexpressió de SIRT1 en hepatòcits incrementava la fosforilació d’LKB1, AMPK i 

ACC, suggerint un important paper de SIRT1 en la regulació de l’AMPK, inhibint 

processos de lipogènesi i gluconeogènesi en l’organisme. En general, l’AMPK té un 

paper inhibitori sobre processos que consumeixen ATP, mentre que és capaç d’activar 

vies catabòliques en l’organisme per tal d’obtenir energia (Hardie i Pan, 2002). Així 

mateix, aquesta cinasa regula un ampli ventall d’enzims encarregats de mantenir 

l’homeòstasi energètica de l’organisme (Taula 1/Figura 7).  
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Proteïna regulada per l’AMPK Efecte sobre el metabolisme glucídic 
AS160    Entrada de glucosa a la cèl·lula               

PFK2 (Phosphofructokinase)    Glucòlisi 

GS    Síntesi de glucogen 

FOXO (G6P (Glucose-6-phosphatase), 

PEPCK (Phosphoenolpyruvate 

carboxykinase)) 

   Gluconeogènesi 

PGC-1α (PPAR-γ coactivator-1α)    Biogènesi mitocondrial 

Proteïna regulada per l’AMPK Efecte sobre el metabolisme lipídic 
FAT/CD36    Entrada d’AG a la cèl·lula 

HSL i ATGL    Lipòlisi 

ACC-1, SREBP-1 (Sterol regulatory 

element binding protein 1) i HNF-4α 

(Hepatic nuclear factor-4α) (PK (Pyruvate 

kinase), ACC-1 i FAS)  

   Síntesi d’AG 

HMGR (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA 

reductase) 

   Síntesi d’esterols 

GPAT    Síntesi de TG i PL 

ACC-2    Oxidació d’AG 

PGC-1α    Biogènesi mitocondrial 

Proteïna regulada per l’AMPK Efecte sobre el metabolisme proteic 
mTOR    Síntesi de proteïnes 

Taula 1. Resum dels principals efectes de l’AMPK per tal de mantenir l’homeòstasi 
energètica en l’organisme (Srivastava i col., 2012). El color vermell i el color blau 
indiquen una regulació negativa i positiva d’aquestes proteïnes per part de l’AMPK, 
respectivament.  
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Figura 7. Estructura, regulació i paper de l’AMPK en l’organisme. El dèficit 
energètic en l’organisme es tradueix en un increment en la relació ADP:ATP i 
AMP:ATP,  que en última instància afavoreix la fosforilació de l’AMPK depenent 
d’LKB1, alhora que es veu reduïda la seva desfosforilació. Una vegada activada, 
l’AMPK és capaç de fosforilar i regular un ampli ventall de proteïnes per tal de 
mantenir l’homeòstasi energètica en l’organisme (Srivastava i col., 2012).   

 

 Estudis realitzats per Gauthier i col. (2011) i Martínez Agustin i col. (2010) van 

demostrar que l’AMPK s’expressa menys i és menys activa en el teixit adipós visceral 

que en el subcutani, fet que podria explicar en gran part les alteracions metabòliques  

presents en els pacients amb obesitat visceral. No obstant, el teixit adipós visceral 

presenta una elevada taxa lipolítica, que podria ser deguda a la baixa sensibilitat 

d’aquest teixit a l’acció de la insulina (Tchernof i Després, 2013). Així doncs, en casos 

d’obesitat visceral, l’elevada taxa lipolítica pot superar la capacitat oxidativa de 

l’organisme, donant lloc a un augment d’AGL en plasma, els quals competeixen amb la 

glucosa per tal de ser metabolitzats. D’aquesta manera, l’entrada d’AG a la cèl·lula i 

posterior oxidació, condueix a l’acumulació d’acetil-CoA i citrat, els quals en última 

instància inhibeixen l’entrada de glucosa a la cèl·lula generant RI (Randle i col., 1963; 

Kelley i col., 1993). Estudis més recents defensen el “model lipotòxic” de la RI en 

múscul esquelètic, el qual recolza la idea de que l’excés de lipòlisi afavoreix 

l’acumulació d’AG en forma de DAG i ceramides, responsables juntament amb l’acil-

CoA de l’aparició de RI (Shulman, 2000; Itani i col., 2002). Aquests autors destaquen 

el paper de la PKCθ i posterior fosforilació de la proteïna IRS-1 en residus de 

serina/treonina a l’hora d’inhibir la via de senyalització de la insulina. Així com els AG 
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una vegada dins la cèl·lula poden inhibir la captació de glucosa pels mecanismes 

esmentats prèviament, aquests també són capaços d’incrementar la seva pròpia 

oxidació activant la cinasa AMPK i conduint a una inactivació de l’enzim ACC, el qual 

ja s’ha vist prèviament que és el responsable de la formació de malonil-CoA (Clark i 

col., 2004). Tenint en compte que l’enzim CPT-1, que permet l’entrada dels acil-CoAs 

a la mitocòndria, es troba inhibit pel malonil-CoA, la inactivació de l’enzim ACC per part 

dels AG, conduirà a un increment de l’activitat CPT-1, permetent així l’entrada d’AG a 

la mitocòndria a fi de ser metabolitzats (Watt i col., 2006). S’han descrit dues isoformes 

de l’enzim ACC. L’ACC-1 s’expressa en teixit adipós blanc i marró, fetge i glàndula 

mamària, mentre que l’ACC-2 s’expressa en fetge i, en menor proporció, en cor, 

múscul esquelètic i teixit adipós blanc. Cal destacar que els nivells d’ACC-2 

augmenten durant la diferenciació en cor i múscul esquelètic, alhora que es redueix 

l’expressió d’ACC-1. Donada l’elevada taxa de lipogènesi que té lloc en el fetge, els 

nivells intracel·lulars d’ACC-1/2 es veuen reduïts durant el dejuni, mentre que es 

recuperen rere la ingesta (Brownsey i col., 2006). Tanmateix, tant el múscul esquelètic 

com el cardíac no expressen l’enzim lipogènic FAS, ja que en aquests teixits no té lloc 

la síntesi d’AG de novo, suggerint que el malonil-CoA produït per l’ACC-2 pot tenir un 

important paper regulador de l’oxidació dels AG. El fet que l’ACC-2 estigui implicada 

en la regulació de l’oxidació dels AG en múscul esquelètic i no en la síntesi dels 

mateixos podria explicar la seva localització intracel·lular. Així, mentre que l’ACC-1 se 

situa en el citoplasma, l’ACC-2 es troba associada a la mitocòndria prop de CPT-1 

(Abu-Elheiga i col., 2000). L’ACC-1 pot ser fosforilada per l’AMPK en 3 posicions 

(Ser79, Ser1200 i Ser1215), essent la fosforilació en Ser79 present també en la isoforma 

ACC-2, responsable de la inhibició d’aquesta proteïna per part de l’AMPK (Davies i 

col., 1990; Abu-Elheiga i col., 1997; Ha i col., 1994).  A més, s’ha vist que la insulina és 

capaç d’activar l’ACC-1 mitjançant cinases dependents d’insulina, així mateix, 

l’activació de l’ACC per part d’aquesta hormona no té lloc si s’inhibeix la via de 

senyalització que involucra PI3K (Brownsey i col., 2006). 
 Estudis realitzats per Chen i col. (2000) van demostrar que humans que havien 

practicat exercici presentaven un augment en la fosforilació de l’ACC-2 per part de 

l’AMPK en múscul esquelètic. Per tant, aquests estudis confirmen el paper clau 

d’aquesta proteïna a l’hora d’estimular l’oxidació dels AG mitjançant la fosforilació de 

l’ACC-2 en condicions en què la cèl·lula requereix energia. S’ha observat que l’ACC-1 

pot ser fosforilada per altres cinases diferents de l’AMPK com la PKA (cAMP-

dependent protein kinase), tot i ser la primera la més rellevant a nivell fisiològic. La 

PKA fosforila ACC-1 en residus de Ser77 i Ser1200, causant la inactivació d’aquest 

enzim (Hardie i Pan., 2002). A més, Coll i col. (2008) van destacar el paper d’aquesta 

30- Introducció



cinasa en el metabolisme oxidatiu en demostrar que l’oleat incrementava els nivells 

d’expressió gènica de Cpt-1 mitjançant un mecanisme que involucrava la PKA.  
 Finalment, cal destacar que Watt i col. (2006) van confirmar el paper clau de 

l’AMPK a l’hora d’induir l’oxidació dels AG i reduir l’esterificació i emmagatzematge 

intramiocel·lular dels mateixos. Tal com s’ha comentat prèviament, alguns autors 

demostren que el dèficit energètic cel·lular pot ser el responsable de l’activació 

al·lostèrica d’aquesta cinasa mitjançant la unió de l’AMP a l’AMPK, evitant la 

desfosforilació dels residus de Thr172 per part de la proteïna fosfatasa 2C (PP2C, 

Protein phosphatase 2C) (Kemp i col., 2003). Malgrat la importància de l’AMP a l’hora 

d’activar la cinasa AMPK, altres estudis indiquen que els AG poden activar aquesta 

proteïna facilitant-ne la fosforilació per part d’LKB1, independentment de la carga 

energètica de l’organisme. Així, Watt i col. (2006) van demostrar que els AG poden 

modular al·lostèricament l’AMPK, convertint-la en un substrat millor per la cinasa 

LKB1. No obstant, aquests efectes són de curta durada per tal de que tingui lloc la β-

oxidació i aquests es puguin metabolitzar per tal d’obtenir energia.  

 Per tant, atès que l’AMPK està implicada en un ampli rang d’activitats 

biològiques en l’organisme, aquesta proteïna s’ha proposat com una atractiva diana 

terapèutica per al tractament de la síndrome metabòlica, regulant així alteracions a 

nivell del metabolisme lipídic i glucídic. De fet, fàrmacs utilitzats en la pràctica clínica 

exerceixen els seus efectes antidiabètics mitjançant l’activació d’aquesta cinasa. És el 

cas de la metformina, que activa l’AMPK ja que és capaç de reduir la càrrega 

energètica en l’organisme (Brunmair i col., 2004), alhora que s’ha vist que aquest 

fàrmac requereix de la presència d’LKB1 en fetge per tal de poder reduir la glucèmia 

(Shaw i col., 2005). Altres fàrmacs utilitzats en la pràctica clínica són les glitazones, 

com la pioglitazona, que a banda d’afavorir la fosforilació i posterior activació de 

l’AMPK degut a l’increment del ràtio AMP:ATP (LeBrasseur i col., 2006), poden actuar 

com a lligands dels receptors activats per proliferadors peroxisòmics γ (PPARγ, 

Peroxisome proliferator-activated receptor γ), dels quals es parlarà més endavant 

(Spiegelman, 1998). A més, existeixen activadors directes de l’AMPK (AICAR, A-

769662), així com inhibidors de la mateixa (Compost C) no utilitzats en la pràctica 

clínica, però que són eines claus per a la investigació de les vies que involucren 

l’AMPK. Així com l’AICAR i l’A-769662 són capaços d’activar al·lostèricament l’AMPK 

(Corton i col., 1995; Sanders i col., 2007), el Compost C la inhibeix actuant com a 

competidor reversible de l’ATP (Zhou i col., 2001). 
 Finalment, cal destacar que, malgrat que l’AMPK juga un paper clau sobre el 

metabolisme oxidatiu en l’organisme, també se li han atribuït importants funcions sobre 

31- Introducció



l’estrès del RE, processos inflamatoris i, en última instància sobre la RI, dels quals es 

parlarà en més detall en capítols posteriors. 

   
 3.3. Regulació transcripcional del metabolisme dels AG 
 Els AGL poden regular el metabolisme energètic actuant com a lligands dels 

PPAR, receptors nuclears que actuen com a FT (Nakamura i col., 2014). Són tres les 

isoformes que formen la família dels PPAR, PPARα (NR1C1, Nuclear Receptor 1C), 

PPARβ/δ (NR1C2; NUC1 (Nuclear hormone receptor 1); FAAR, Fatty acid-activated 

receptor) i PPARγ (NR1C3). Tant PPARα com PPARγ estan presents en un gran 

nombre d’espècies, no obstant, PPARβ/δ va ser identificat inicialment com PPARβ en 

Xenopus leavis i NUC1 en humans. Posteriorment aquest receptor va ser identificat en 

ratolí amb el nom de PPARδ atès que no era totalment homòleg al PPARβ aïllat 

inicialment en Xenopus, no obstant, actualment se’ls coneix amb el nom de PPARβ/δ. 

Les funcions fisiològiques dels PPAR resulten de la seva activitat com a FT, modulant 

l’expressió de gens específics relacionats amb el metabolisme lipídic, l’homeòstasi 

glucídica, la diferenciació cel·lular, així com la regulació de processos inflamatoris i la 

resposta immune. La implicació dels PPAR en aquestes funcions depèn de la seva 

distribució tissular i unió a lligands (Taula 2), així com del reclutament de coactivadors 

o corepressors (Desvergne i Wahli, 1999; Moraes i col., 2006). Cal destacar la 

importància del coactivador PGC-1 en la regulació de l’homeòstasi lipídica a llarg 

termini. Tant la isoforma PGC-1α com PGC-1β s’expressen en múscul esquelètic, atès 

que ambdues isoformes estan presents en teixits amb una elevada capacitat oxidativa. 

Així, els principals efectes biològics d’aquests coactivadors consisteixen en regular els 

mecanismes cel·lulars per tal d’incrementar la seva capacitat de produir energia (St-

Pierre i col., 2003). Estudis realitzats pel nostre grup van demostrar que models 

animals de DM2 com la rata ZDF (Zucker diabetic fatty), presentaven nivells reduïts 

d’mRNA (Ribonucleic acid) de Pgc-1α i Pgc-1β (Jové i col., 2004). A més, en estudis 

posteriors van observar que el palmitat, a diferència de l’oleat, reduïa l’expressió de 

Pgc-1α en cèl·lules C2C12 (Coll i col., 2006), fet que es podria relacionar amb les 

alteracions metabòliques produïdes per aquest AG.   
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 Distribució 

tissular 

Funció Lligands 

PPARα Fetge 

 

Múscul esquelètic 

 

Teixit adipós  

 

Cor  

 

- Metabolisme 

lipídic, 

principalment 

regulant 

processos de β-

oxidació 

 

- Inflamació 

- Sintètics  

Agonistes: Fibrats, WY14643, 

GW7647 

Antagonistes: MK886, GW6471 

- Naturals:  

Activadors: Àcid 

docosahexaenoic, àcid 

araquidònic, àcid linoleic, 

eicosanoids 

Inhibidors: 2Br-C16 (2-

bromopalmitat)  

  

 

PPARβ/δ Expressió ubiqua - Metabolisme 

lipídic 

 

- Inflamació 

 

- Proliferació 

cel·lular 

- Sintètics 

Agonistes: GW501516, GW0742, 

L165041 

Antagonistes: GSK0660, 

GSK3787 

- Naturals:  

Acivadors: Àcid docosahexaenoic, 

àcid araquidònic, àcid linoleic,  

eicosanoids 

Inhibidors: 2Br-C16 

PPARγ Teixit adipós 

 

Cèl·lules del 

sistema  

immunitari  

 

Intestí 

- Diferenciació 

adipocitària 

 

- Homeòstasi 

glucídica i lipídica 

 

- Inflamació 

- Sintètics 

Agonistes: Tiazolidindiones, 

GW1929 

Antagonistes: GW9662 

- Naturals:  

Activadors: Àcid 

docosahexaenoic, àcid 

araquidònic, eicosanoids 

 
Taula 2. Distribució tissular, funció i lligands dels PPAR. 

 

  

33- Introducció



 A nivell estructural aquests FT presenten quatre dominis: AF1 (Activation 

function 1) o domini A/B de local·lització N-terminal, DBD (DNA (Deoxyribonucleic 

acid) binding domain), la regió frontissa (Hinge region) i el LBD (Ligand binding 

domain) o AF2 el qual se situa a la regió C-terminal dels PPAR (Moraes i col., 2006) 

(Figura 8A). Els PPAR heterodimeritzen amb el receptor RXR (9-cis Retinoic acid 

receptor) que al seu torn està unit a l’àcid 9-cis retinoic, de manera que aquest 

complex proteic pot reconèixer els elements de resposta a PPAR (PPRE, PPAR 

response element), situats a la regió promotora dels seus gens diana (Isseman i col., 

1993). Els PPRE consisteixen en una seqüència repetitiva “AGGTCA” separada per un 

nucleòtid, de manera que també es coneixen amb el nom de DR-1 (Direct repeated 

sequence) separada per un sol nucleòtid (IJpenberg i col., 1997). Aquests FT es 

troben inactius units a proteïnes corepressores, i serà la unió a lligands la que 

promourà la dissociació d’aquests repressors i la posterior unió de proteïnes 

coactivadores que incrementarà la transcripció dels seus gens diana, mecanisme 

conegut com transactivació (Zhu i col., 1997) (Figura 8B). A més, s’ha observat que 

els PPAR poden regular l’expressió de gens de manera independent a la unió dels 

PPRE mitjançant mecanismes de transrepressió en els quals els complexes PPAR-

RXR regulen negativament l’activitat d’altres FT com per exemple AP-1 (Activator 

protein 1), NF-κΒ (Nuclear factor-κΒ), NFAT (Nuclear factor of activated T cells) i STAT 

(Signal transducers and activators of transcription) fet que explica en gran part els 

efectes antiinflamatoris dels PPAR (Daynes y Jones., 2002) (Figura 8C).    

A 

 
 
B                                                                C 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Estructura i activació transcripcional dels PPAR. (A) Esquema de 
l’estructura de la família de receptors nuclears PPAR. (B) Mecanisme molecular 
de transactivació dels PPAR. (C) Mecanisme molecular de transrepressió dels 
PPAR.  

34- Introducció



  4. Inflamació i resistència a la insulina  
 Tal com s’ha vist en capítols anteriors, la insulina juga un paper important a 

l’hora d’assegurar el correcte emmagatzematge energètic en l’organisme (Figura 2). A 

més, s’ha parlat de l’obesitat i la sobrenutrició com agents etiològics en l’aparició de la 

RI (Unger i Scherer, 2010; Saltiel, 2012). Així, Saltiel (2012) en un dels seus estudis es 

va qüestionar quins podien ser els mecanismes moleculars responsables d’aquest 

procés. Aquest autor va proposar que quan les reserves energètiques del fetge, teixit 

adipós i múscul són elevades, com passa en estats d’obesitat i sobrenutrició, la 

insulina exerceix un mecanisme de feedback negatiu sobre la seva pròpia via de 

senyalització. D’aquesta manera, activa les proteïnes ERK, mTORC1 (Mammalian 

target of rapamycin complex 1) i la cinasa S6, que al seu torn fosforilaran IRS en 

residus de serina conduint en última instància a RI i, per tant, a una reducció de la 

lipogènesi i glucogènesi. Així doncs, Saltiel (2012) defineix la RI com una resposta 

homeostàtica de l’organisme front a situacions d’estrès en les quals es requereix 

mobilitzar energia enlloc d’emmagatzemar-la, la qual es considerarà un estat patològic 

quan aquesta sigui sostinguda i sistèmica.  

 Estudis recents demostren que estats d’obesitat i sobrenutrició s’acompanyen 

d’un procés inflamatori de baixa intensitat (Gregor i Hotamisligil, 2011). Aleshores, 

Saltiel (2012)  va proposar que els processos inflamatoris podrien ser un vincle d’unió 

entre l’obesitat i la RI, els quals podrien activar vies catabòliques a través de 

l’alliberament de citocines, i actuar com a defensa front l’excés d’emmagatzematge de 

nutrients present en estats d’obesitat i sobrenutrició. Per exemple, el factor de necrosi 

tumoral α (TNFα, Tumor necrosis factor α), citocina amb important activitat 

proinflamatòria, és capaç d’activar vies catabòliques (Torti i col., 1985) i incrementar la 

lipòlisi en adipòcits a través de la via de les cinases activades per mitogens (MAPK, 

Mitogen-activated protein kinases) (Souza i col., 2003). Cal destacar el paper de la 

proteïna c-Jun NH2-terminal (JNK, c-Jun N-terminal kinase), membre de la família de 

les MAPK, a l’hora d’induir RI. S’han descrit fins a tres isoformes de la proteïna JNK  

(JNK1-3), essent la isoforma JNK1 la que es relaciona més estretament amb l’aparició 

de RI (Jaeschke i col., 2004). Wellen i Hotamisligil (2005) proposen que en resposta a 

estímuls com l’estrès del RE, citocines i AG, la cinasa JNK és capaç de fosforilar IRS1 

en residus de serina conduint a l’aparició de RI. Hirosumi i col. (2002) van destacar el 

paper d’aquesta proteïna en la via de senyalització de la insulina, ja que la seva 

activitat estava incrementada en fetge, múscul i teixit adipós de ratolins que 

presentaven obesitat i, a més, la falta de JNK1 en aquests ratolins evitava l’aparició de 

RI. Així doncs, posteriors estudis van suggerir que la inhibició de la cinasa JNK podria 

ser una bona estratègia terapèutica pel tractament de la diabetis (Kaneto i col., 2004). 
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Cal destacar també que aquesta cinasa està implicada en processos inflamatoris, 

donada la seva habilitat per regular l’activitat del FT AP-1 (Davis, 2000) i, per tant, està 

involucrada en l’activació de vies inflamatòries que conduiran a l’aparició de RI 

(Solinas i Karin, 2010). En capítols posteriors es parlarà amb més profunditat de la via 

de les MAPK, així com de l’estrès del RE, les quals han estat objecte d’estudi en 

aquesta tesi doctoral. A més, es detallarà el paper dels AG en les vies inflamatòries 

implicades en la RI.   

 Així doncs, diferents mecanismes poden ser els responsables de l’activació del 

procés inflamatori que precedeix la RI en estats d’obesitat. Nombrosos investigadors 

s’han centrat en l’estudi d’aquest procés a fi d’esbrinar perquè aquesta resposta 

inflamatòria no és capaç de resoldre’s, alhora que la RI resultant no pot frenar el 

continu emmagatzematge energètic. D’entrada, estudis realitzats per Gregor i 

Hotamisligil (2011) van referir-se a la inflamació present en estats d’obesitat com a 

meta-inflamació, atès que aquesta no presentava els signes d’un procés inflamatori 

clàssic. Així doncs, van definir la meta-inflamació com una inflamació crònica de baixa 

intensitat present en estats d’obesitat. A més, aquests autors es van adonar que 

existien mecanismes de feedback negatiu que frenaven aquesta resposta inflamatòria, 

responsables de mantenir aquest baix grau d’inflamació present en estats d’obesitat. 

Cal destacar que citocines proinflamatòries com la interleucina 6 (IL-6, Interleukin 6) 

poden participar en aquest procés de regulació negativa, induint l’expressió de 

citocines antiinflamatòries com la IL-10 (Allen i Febbraio, 2010).    

 D’aquesta manera, considerant l’important paper de la inflamació a l’hora 

d’induir RI, Knobler i col. (2003) es van qüestionar si processos inflamatoris crònics no 

induïts per estats d’obesitat, també podrien donar lloc a RI. Aquests investigadors van 

demostrar que pacients amb altres patologies inflamatòries com la infecció crònica pel 

virus de l’hepatitis C, desenvolupaven DM2 per un mecanisme que involucrava TNFα. 

A més, aquest vincle entre la inflamació i la RI es va recolzar per un estudi en el qual 

elevades dosis de salicilats van millorar la RI en pacients que presentaven DM2, 

mitjançant la inhibició de la proteïna inhibidora κΒ-β (IKKβ, Inhibitor of nuclear factor 

kappa-B kinase β) (Hundal i col., 2002) de la qual es parlarà en més detall en capítols 

posteriors. 

 Cal destacar que el primer indicador de la presència d’inflamació en el teixit 

adipós de ratolins obesos va ser la presència de nivells elevats de la citocina 

proinflamatòria TNFα (Hotamisligil i col., 1993), la qual també va aparèixer elevada en 

el teixit adipós de pacients obesos (Hotamisligil i col., 1995). Estudis posteriors van 

demostrar que un ampli ventall de citocines participaven en el procés inflamatori 
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present en estats d’obesitat, tals com la IL-6, la IL-1β i la proteïna quimioatraient de 

monòcits (MCP1, Monocyte chemoattractant protein 1) (Shoelson i col., 2006; Berg i 

col., 2005). Malgrat que l’alliberació d’aquestes citocines té lloc principalment en el 

teixit adipós degut a l’elevat nombre de macròfags proinflamatoris o M1 infiltrats 

(Olefsky i Glass, 2010), és ben conegut que aquest procés també pot tenir lloc en el 

fetge (Cai i col., 2005), pàncrees (Ehses i col., 2007), cervell (De Souza i col., 2005) i 

múscul (Saghizadeh i col., 1996).  

 Encara que l’alliberació de citocines proinflamatòries tals com la IL-6 s’ha 

relacionat estretament amb el procés inflamatori desencadenant de la RI en fetge i 

múscul (Franckhauser i col., 2008; Klover i col., 2003; Kim i col., 2004), estudis 

posteriors van demostrar que durant la pràctica d’exercici físic el múscul esquelètic 

augmentava l’alliberament d’IL-6, alhora que la insulina presentava major activitat 

després de la realització d’aquest exercici (Wojtaszewski i Richter, 2006). A més, 

estudis realitzats per Carey i col. (2006) van demostrar que la IL-6 era capaç 

d’incrementar la translocació de GLUT4 a la membrana i la conseqüent captació de 

glucosa per part de la cèl·lula, alhora que aquesta citocina activava l’AMPK i, com a 

conseqüència, incrementava l’oxidació de greixos en múscul i teixit adipós (Allen i 

Febbraio., 2010). Aquest fet s’ha relacionat amb la capacitat de la IL-6 per activar la 

leptina, hormona amb activitat catabòlica a la qual se li han atribuït efectes 

antidiabètics (Saltiel, 2012). Per tant, aquests estudis apunten que els increments 

aguts d‘IL-6, tals com els observats per la realització d’exercici (Steensberg i col., 

2001) afavoririen la sensibilitat a la insulina (Carey i Febbraio., 2004), mentre que 

l’elevació crònica dels nivells d’aquesta citocina seria la responsable dels efectes 

negatius en l’organisme.  

 Així doncs, tenint en compte la importància de les citocines proinflamatòries en 

estats d’obesitat, nombrosos investigadors s’han dedicat a l’estudi dels mecanismes 

que conduïen a l’alliberament d’aquestes citocines, demostrant que, a més de la 

cinasa JNK, les proteïnes IKK i PKR (Double-stranded RNA (dsRNA)-dependent 

protein kinase) podrien jugar un paper clau en aquest procés (Solinas i Karin, 2010; 

Nakamura i col., 2010). La PKR és una proteïna d’expressió ubiqua en l’organisme i 

amb activitat serina i treonina cinasa, responsable de l’activació de l’inflamasoma (Lu i 

col., 2012a). Hotamisligil (2010) defineix l’inflamasoma com un complex proteic que 

regula l’activació de vies involucrades en l’estrès del RE, la inflamació i la sensibilitat a 

la insulina en resposta a nutrients i patògens. Així doncs, l’activació de la proteïna clau 

de l’inflamasoma, la PKR, té lloc per autofosforilació a partir d’estímuls com les 

citocines proinflamatòries, infeccions virals o bacterianes o per dany en el DNA. Una 

vegada activada pot interaccionar amb les proteïnes que conformen l’inflamasoma, tals 
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com l’NLRP1 (NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain)-like receptor family 

pyrin domain–containing 1), NLRP3, NLRC4 (NOD-like receptor family CARD 

(Caspase activation and recruitment domain)–containing protein 4) i AIM2 (Absent in 

melanoma 2). Així doncs, la proteïna PKR pot conduir a l’activació de les cinases 

MAPK i IKK i, en última instància, a activar FT proinflamatoris tals com AP-1 i NF-κΒ, 

respectivament (Kang i Tang, 2012). Per tant, cal destacar que alguns autors proposen 

les proteïnes encarregades de regular l’inflamasoma com a possible diana terapèutica 

per al tractament de patologies com l’obesitat i la diabetis (Strowig i col., 2012),   

 Tal com s’ha comentat prèviament, en resposta a estímuls inflamatoris 

s’activen vies moleculars que condueixen a la fosforilació de la proteïna IRS1 en 

residus de serina, conduint en última instància a RI (Gregor i Hotamisligil, 2011). 

Aquests autors proposen que l’activació de vies inflamatòries juga un paper clau a 

l’hora de reduir la sensibilitat a la insulina tant en teixit adipós com en fetge, i 

suggereixen que els mediadors inflamatoris generats en aquests teixits seran els 

responsables de la inflamació que precedeix la RI en múscul en casos d’obesitat (Cai i 

col., 2005; Yang i col., 2005). Ara bé, Itani i col. (2002) van destacar també la 

importància del  múscul esquelètic a l’hora de donar lloc a processos inflamatoris 

relacionats amb l’aparició de RI. Així, aquests autors van demostrar que la infusió de 

lípids en pacients sans conduia a un increment en els nivells de DAG i de l’activitat de 

la PKC, donant lloc finalment a l’activació de vies inflamatòries. A més, estudis previs 

havien demostrat que el teixit muscular de pacients obesos era capaç d’alliberar 

citocines proinflamatòries tals com el TNFα, fet que es relacionava estretament amb la 

reducció de la sensibilitat a la insulina en aquests pacients (Saghizadeh i col., 1996). 

Recentment, altres estudis  recolzen aquesta idea en demostrar que el palmitat 

activava vies inflamatòries en miotubs C2C12, incrementant així els nivells d’expressió 

gènica de les citocines proinflamatòries Tnfα i Il-6 (Jové i col., 2006; Coll i col., 2008).   

 

 4.1. NF-κΒ 
 Tal com s’ha detallat en capítols anteriors, diverses situacions d’estrès en 

l’organisme poden donar lloc a processos inflamatoris en els quals hi juga un paper 

molt important la cinasa IKK, així com la conseqüent activació del FT NF-κΒ. 

 La família del FT NF-κΒ presenta importants funcions a l’hora de regular la 

resposta inflamatòria en l’organisme, però cal destacar que aquest també està implicat 

en processos de proliferació i apoptosi cel·lular. En mamífers, aquesta família està 

formada per cinc membres: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-κΒ1) i p52/p100 

(NF-κΒ2), els quals es combinen entre ells formant homodímers o heterodímers. Cal 
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destacar que RelA (p65), RelB i c-Rel contenen un domini de transactivació local·litzat 

a l’extrem C-teminal. A més, aquestes proteïnes es caracteritzen per presentar un 

domini altament conservat conegut com RHD (Rel-homology domain) localitzat a 

l’extrem N-terminal, responsable de la dimerització, interacció amb la proteïna 

inhibidora κB (ΙκΒ, NF-kappa-B inhibitor), i unió al DNA. La família ΙκΒ està formada 

principalment per tres proteïnes, ΙκΒα, ΙκΒβ i ΙκΒε, responsables de mantenir el 

complex NF-κΒ:ΙκΒ inactiu, evitant la translocació d’NF-κΒ al nucli. Quan NF-κΒ està 

inactiu, es troba majoritàriament en forma d’heterodímer format per les subunitats 

p50/p65 i unit principalment a la proteïna ΙκΒα (Hayden i Ghosh, 2004). En resposta a 

estímuls proinflamatoris, les proteïnes del complex IKK fosforilen ΙκΒα en residus de 

Ser32 i Ser36, els quals permeten que aquesta proteïna sigui ubiquitinitzada i degradada 

al proteosoma (Figura 9).  

 
Figura 9. Activació del FT NF-κB en resposta a estímuls proinflamatoris. La 
cinasa IKK en ser activada en resposta a senyals proinflamatòries, fosforila la 
proteïna inhibidora d’NF-κB (ΙκΒα), permetent que les subunitats p50 i p65 
d’aquest FT puguin translocar al nucli i incrementar la transcripció dels seus gens 
diana. 

 

 Cal destacar que en molts models cel·lulars, les proteïnes ΙκΒβ i ΙκΒε també 

poden ser fosforilades i degradades, però amb una cinètica més lenta (Perkins, 2007). 

Atès que ΙκΒα és ràpidament degradada després de la seva fosforilació, NF-κΒ 

s’encarrega de regular la seva transcripció permetent restablir els nivells d’aquesta 

proteïna (Arenzana-Seisdedoss i col., 1995). Estudis amb ratolins deficients en ΙκΒα 

van demostrar que existeixen altres mecanismes que participen en la regulació de la 
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unió de p50/p65 al DNA (Beg i col., 1995; Klement i col., 1996). Així, Chen i col. (2002) 

van observar que tant l’acetilació en residus de Lys221 com en Lys310 incrementava 

l’activitat transcripcional d’NF-κΒ (Chen i col., 2002).  

 El complex proteic IKK, que juga un paper clau en la regulació de la proteïna 

inhibidora d’NF-κB ΙκΒα, està format per dues subunitats catalítiques (IKKα i β) així 

com una subunitat reguladora (IKKγ) (Häcker i Karin, 2006). Cal destacar que la 

proteïna IKKβ pot regular negativament la via de senyalització de la insulina a través 

de dos mecanismes, mitjançant la fosforilació de la proteïna IRS1 en residu de Ser307, 

així com també pot fosforilar la proteïna inhibidora d’NF-κΒ, permetent l’activació 

d’aquest FT i, en última instància, incrementar la transcripció de citocines 

proinflamatòries tals com la IL-6 i TNFα (Shoelson i col., 2003). 

 

 4.2. AMPK, inflamació i RI  
 Estudis recents destaquen el paper de l’AMPK a l’hora d’inhibir l’activitat del FT 

NF-κΒ, reduint així estats d’inflamació crònica de baixa intensitat (Yang i col., 2010b; 

Gauthier i col., 2011) els quals, tal com s’ha comentat prèviament, presenten un paper 

molt important a l’hora d’afavorir el desenvolupament de RI. Així doncs, estudis 

realitzats per Cacicedo i col. (2004) van confirmar el paper antiinflamatori de l’AMPK 

en demostrar que aquesta cinasa va ser capaç d’inhibir la transactivació del FT NF-κB 

causada per TNF-α i l’AG saturat palmitat en cèl·lules endotelials. Salminen i col. 

(2011) van proposar que l’AMPK inhibeix l’activitat del FT NF-κB indirectament, a 

través de mediadors com SIRT1, FOXO i PGC-1α, dels qual es parlarà a continuació.  

 

 SIRT1 
 SIRT1, és una proteïna involucrada en processos de longevitat induïda per 

restricció calòrica (Sinclair i Guarente, 2006). Així doncs, el dèficit energètic en 

l’organisme es tradueix en un increment del quocient AMP/ATP que activa processos 

de β-oxidació a través de l’AMPK, els quals donen lloc a un increment del ràtio 

NAD+/NADH que condueix en última instància a una activació de SIRT1. Aquesta 

proteïna desacetila LKB1 permetent que formi un complex citoplasmàtic juntament 

amb les proteïnes STRAD i MO25, conduint a la fosforilació i conseqüent activació de 

l’AMPK (Lan i col., 2008; Cantó i col., 2009) (Figura 10).    

 Estudis realitzats per Yeung i col. (2004) van demostrar que SIRT1, una 

vegada activada podia desacetilar la subunitat p65 del FT NF-κΒ en residus de Lys310, 

inhibint la seva activitat transcripcional. Altres investigadors van observar que aquest 

fet afavoria la metilació de p65 en residus de Lys314 i Lys315, conduint a la seva 

40- Introducció



ubiquitinització i conseqüent degradació (Yang i col., 2010a). Així doncs, s’ha 

demostrat que molts polifenols que ingerim en la dieta, tals com el resveratrol present 

en la pell del raïm negre, poden exercir efectes antiinflamatoris en l’organisme 

mitjançant l’activació de l’AMPK i conseqüent desacetilació de p65 a través de SIRT1 

(Chung i col., 2010). Estudis realitzats per Lim i col. (2013) van destacar que l’oleat 

també era capaç d’incrementar l’oxidació dels AG en múscul esquelètic mitjançant un 

mecanisme que involucrava SIRT1 i la PKA. Així, en els seus experiments van incubar 

miotubs C2C12 amb oleat i l’EX-527 (inhibidor de SIRT1), així com amb l’H-89 

(inhibidor de la PKA), i van observar una marcada reducció en l’oxidació dels AG, 

suggerint que l’oleat incrementava l’oxidació dels AG per un mecanisme que 

involucrava aquestes proteïnes.  

 
 

Figura 10. Estats de dèficit energètic en la cèl·lula condueixen a l’activació de 
SIRT1 per un mecanisme que involucra la cinasa AMPK. SIRT1, al seu torn, és 
capaç de desacetilar i com a conseqüència activar LKB1, proteïna encarregada 
de fosforilar i activar l’AMPK.  

 

 FOXO 
 Un altre possible mecanisme mitjançant el qual l’AMPK és capaç d’inhibir 

processos inflamatoris és a través del FT FOXO. La família FOXO està formada per 

quatre membres (FOXO1, FOXO3a, FOXO4 i FOXO6), els quals s’encarreguen de 

regular diferents processos en l’organisme, tals com el metabolisme de la glucosa i 

processos antiinflamatoris (Salminen i col., 2011). Cal destacar el paper antiinflamatori 

de l’AMPK mitjançant la fosforilació directa de FOXO3a (Lin i col., 2004; Greer i col., 

2007) o bé de manera indirecta a través de l’activació de SIRT1, que al seu torn es pot 

unir a FOXO4 i activar-lo (Kobayashi i col., 2005; Zhou i col., 2009).  
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 PGC-1α 

 Tenint en compte que, tal com s’ha detallat en capítols anteriors, el coactivador 

PGC-1α té un important paper en la regulació de l’expressió de gens involucrats en 

l’oxidació d’AG, estudis realitzats per Gerhart-Hines i col. (2007) van demostrar que 

aquest podria ser el mecanisme responsable de què cèl·lules de múscul esquelètic 

poguessin sobreviure sota condicions de restricció calòrica. Aquests autors van 

observar que SIRT1 jugava un paper important en la regulació posttranscripcional de 

PGC-1α, activant-lo per desacetilació. Cal destacar també el paper de l’AMPK a l’hora 

de fosforilar PGC-1α, permetent que pugui ser desacetilat i conseqüentment activat 

per part de SIRT1 (Salminen i col., 2011). Per tal de conèixer el paper de PGC-1α en 

el procés inflamatori, Kim i col. (2007) van demostrar que l’increment en l’expressió de 

PGC-1α en cèl·lules de múscul llis i cèl·lules endotelials, inhibia l’activitat del FT NF-

κB. En línea amb aquests resultats, Palomer i col. (2009) van observar que la 

sobreexpressió de Tnf-α en el cor de ratolins transgènics reduïa els nivells d’expressió 

gènica de Pgc-1α, així com també van demostrar que vies moleculars que 

involucraven el FT NF-κΒ i les MAPK eren les responsables de la reducció de 

l’expressió de PGC-1α en cèl·lules AC16 incubades amb TNFα. En línea amb aquests 

resultas, Coll i col. (2006) van destacar que el palmitat reduïa l’expressió de Pgc-1α 

mitjançant un mecanisme que involucrava NF-κB, així com la via de les MAPK en 

cèl·lules de múscul esquelètic. Aquests autors van observar que en coincubar miotubs 

C2C12 amb palmitat i l’inhibidor de la proteïna ERK1/2 U0126, s’evitava la reducció en 

els nivells d’expressió gènica de Pgc-1α així com en els nivells proteics d’IκBα.  

 

 4.3. MAPK, inflamació i RI 
 La família de les MAPKs està formada per proteïnes amb activitat 

serina/treonina cinasa, essent les més estudiades l’ERK1/2, la p38 (p38α/β/γ/δ) i la 

JNK (JNK1/2/3), les quals juguen un paper clau en la transmissió de senyals captats 

pels receptors de la superfície cel·lular. Aquestes proteïnes presenten funcions 

fisiològiques participant principalment en el control de l’expressió gènica, proliferació 

cel·lular i mort cel·lular programada (Chang i Karin, 2001). Les diferents proteïnes de 

la família de les MAPKs presenten un motiu format per residus de treonina i tirosina en 

el seu bucle d’activació, els quals han de ser fosforilats per la seva posterior activació. 

Així doncs, la cascada de les MAPK està formada per tres proteïnes cinases 

citoplasmàtiques: la MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK, Mitogen-activated protein 

kinase kinase kinase), que s’encarrega d’activar la MAP cinasa cinasa (MAPKK, 

Mitogen-activated protein kinase kinase) que finalment activa la MAPK. Les MAPKKK 
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més estudiades han estat les proteïnes Raf, encarregades de regular la via que 

involucra la cinasa ERK1/2 (Raman i col., 2007).  

 Tal com s’ha comentat prèviament, les MAPK juguen un paper clau en la 

regulació de la via de senyalització de la insulina, ja sigui mitjançant la fosforilació de la 

proteïna IRS en residus de Ser307 (Wellen i Hotamisligil, 2005; Saltiel, 2012), o bé a 

través de processos inflamatoris activant el FT AP-1 (Davis, 2000; Solinas i Karin, 

2010) i NF-κΒ (Green i col., 2011a). Així, la insulina pot exercir un mecanisme de 

feedback negatiu sobre la seva via de senyalització, de manera que quan s’uneix al 

seu receptor, aquest fosforila la proteïna IRS la qual s’uneix a Grb2 i aquesta al seu 

torn, a través de la proteïna SOS (Son of sevenless) permet l’activació de Ras. 

Finalment, la proteïna Ras activa una cascada de cinases que condueix en última 

instància a activar ERK1/2, capaç d’inhibir la via de senyalització de la insulina 

(Taniguchi i col., 2006).   

 Pel que fa a l’activació del procés inflamatori per part de les MAPK, el qual 

també es pot relacionar estretament amb l’aparició de RI, és ben conegut que 

aquestes proteïnes condueixen a l’activació de FT que incrementaran l’expressió de c-

FOS i c-JUN, gens que codifiquen per les proteïnes que formen el complex AP-1 

encarregat de transcriure gens proinflamatoris (Eferl i Wagner, 2003). Cal destacar que 

la durada en l’activació de la via de la ERK1/2 determina el paper d’aquesta cinasa pel 

que fa a la regulació de la composició del FT AP-1. Així doncs, una activació transitòria 

d’ERK1/2 promou l’expressió de cFOS, mentre que l’activació sostinguda d’aquesta via 

és necessària per l’expressió de la resta de components d’AP-1, tals com FRA-1, FRA-

2, c-JUN i JUNB (Chalmers i col., 2007) (Figura 11).     

 Una vegada al nucli, el complex AP-1 incrementa la transcripció de gens que 

codifiquen per citocines tals com la IL-6 i TNFα, les quals poden actuar com estímuls, 

juntament amb els AG i l’estrès del RE, a l’hora d’activar la via de les MAPK i conduir 

en última instància a processos inflamatoris i de RI (Hirosumi i col., 2002; Fujishiro i 

col., 2003; Barbarroja i col., 2010; Solinas i Karin, 2010; Darling i Cook, 2014). Alguns 

estudis apunten que la cinasa ERK1/2 és capaç d’activar també el FT proinflamatori 

NF-κΒ. Així doncs, Green i col. (2011a) van demostrar que l’addició de palmitat a 

miotubs L6 conduïa a la fosforilació de la proteïna IKK mitjançant un mecanisme que 

involucrava la MAPK ERK1/2, de manera que la cinasa IKK era capaç de fosforilar la 

proteïna inhibidora d’NF-κΒ ΙκΒα, permetent la translocació d’aquest FT al nucli. Per 

tant, cal destacar l’important paper de la proteïna ERK1/2 a l’hora de donar lloc a 

estats de RI ja que, a més d’activar la proteïna IKK relacionada estretament amb la 

fosforilació d’IRS en Ser307 (Perkins i col., 2007), és capaç d’incrementar la transcripció 
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de citocines proinflamatòries a través dels FTs NF-κB i AP-1 (Eferl i Wagner, 2003; 

Green i col., 2011a) (Figura 11).    

 

Figura 11. Esquema de la cascada de les MAPK la qual pot ser activada per 
estímuls tals com els AG, les citocines proinflamatòries, l’estrès del RE, així com 
la pròpia insulina regulant negativament la via de senyalització que involucra 
l’activació d’AKT i posterior entrada de glucosa a la cèl·lula.  

  
 Regulació negativa de les proteïnes AMPK i ERK1/2  
 Alguns autors han descrit la presència d’una regulació negativa entre les 

proteïnes AMPK i ERK1/2. Així, Du i col. (2008) van demostrar en fibroblasts cardíacs 

que l’activació de l’AMPK mitjançant l’AICAR era capaç d’inhibir la fosforilació induïda 

per sèrum de la proteïna ERK1/2 i de la seva diana p70S6K. Estudis posteriors van 

confirmar l’existència d’aquesta regulació negativa en observar que la reducció de la 

fosforilació de l’AMPK en fetge de ratolins alimentats amb un dieta rica en greixos 

s’acompanyava d’un increment en els nivells de fosforilació de la proteïna ERK1/2 

(Barroso i col., 2011). Recentment, Hwang i col. (2013) han demostrat que la inhibició 

de la proteïna ERK1/2 podria activar vies de senyalització que involucraven l’AMPK i 

l’AKT, evitant així la RI induïda per l’estrès del RE en miotubs L6. 
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 4.4. Efecte dels AG en les vies inflamatòries implicades en la RI 
 És àmpliament conegut que en estats de RI s’observa un increment en els 

nivells d’AG lliures en l’organisme, la composició dels quals ve definida en gran part 

pels greixos presents en la dieta (Fielding i col., 1996). Cal destacar que no tots els AG 

juguen el mateix paper a l’hora d’activar les vies inflamatòries implicades en la RI. Així, 

mentre que els AG saturats activen processos inflamatoris, els AG insaturats poden 

activar-los o inhibir-los. En termes generals es considera que els AG poliinsaturats de 

la sèrie ω-6 activen vies inflamatòries, mentre que els de la sèrie ω-3 juntament amb 

els monoinsaturats, es consideren antiinflamatoris (Calder i col., 2011; Yang i col., 

2011; Wendell i col., 2014). No obstant, cal destacar que alguns AG poden jugar un 

paper antiinflamatori en uns teixits, i proinflamatori en altres, tal com s’ha demostrat en 

el cas d’un dels metabòlits de l’àcid linoleic, la prostaglandina E2 (PGE2, Prostaglandin 

E2). Així, Wendell i col. (2014) afirmen que la PGE2 es considera proinflamatòria donat 

el seu paper sobre el sistema immune, tot i que a nivell respiratori ha demostrat tenir 

efectes antiinflamatoris. A més, estudis realitzats per Coll i col. (2010b) van confirmar 

els efectes antiinflamatoris de la PGE2 en miotubs C2C12 en observar que aquesta 

era capaç d’atenuar la inflamació induïda per l’AG saturat palmitat (Figura 12).    

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Esquema simplificat de les rutes biosintètiques dels principals AG 
implicats en processos inflamatoris. En color groc s’indiquen els AG essencials, 
és a dir, els AG que l’organisme no pot sintetitzar per sí mateix i que cal ingerir-
los amb la dieta. En vermell s’indiquen els AG o metabòlits d’AG amb efectes 
proinflamatoris, i en blau s’indiquen els antiinflamatoris. Cal destacar el paper de 
l’enzim SCD1 a l’hora d’introduir insaturacions en els AG saturats esteàric i 
palmític, convertint-los en els AG monoinsaturats oleic i palmitoleic, 
respectivament (Lottenberg i col., 2012; Wang i col., 2014; Wendell i col., 2014).   
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 Considerant les propietats proinflamatòries asociades als AG saturats, Jové i 

col. (2006) van demostrar que el palmitat activava vies inflamatòries que conduïen a 

estats de RI en cèl·lules de múscul esquelètic. En posteriors estudis es va observar 

que l’oleat, no només no activava vies inflamatòries, sinó que era capaç de revertir els 

efectes proinflamatoris del palmitat evitant així la RI en múscul esquelètic (Coll i col., 

2008).  

 Per tant, considerant l’important paper dels AG sobre el procés inflamatori, 

diferents investigadors s’han centrat en estudiar com s’inicia aquesta resposta 

inflamatòria a nivell molecular (Glass i Olefky, 2012). En termes generals es poden 

definir dues vies mitjançant les quals els AG poden activar processos inflamatoris: via 

depenent de receptor i via independent de receptor. 

 

 Via depenent de receptor   
 Diferents estudis apunten què els efectes proinflamatoris dels AG saturats 

tenen lloc, almenys en part, mitjançant l’activació dels TLR (Shi i col., 2006; Schaeffler 

i col., 2009; Jialal i col., 2014). En mamífers s’han identificat fins a dotze membres de 

la família dels TLR, els quals són glicoproteïnes de membrana que presenten un 

domini N-terminal extracel·lular altament conservat, i un domini C-terminal intracel·lular 

conegut com TIR (Toll/IL-1 receptor), donat la seva homologia amb el receptor d’IL-1 

(Janeway i Medzhitov, 2002). Cal destacar que els TLR s’expressen en diferents 

compartiments cel·lulars, mentre que TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR11 

s’expressen en la superfície de la cèl·lula, TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 es local·litzen en 

vesícules a nivell intracel·lular. A més, s’ha observat que quan aquests receptors 

s’associen a lligands formen heterodímers o homodímers, essencials per què s’iniciï la 

via de senyalització que involucra aquests TLR. Així doncs, la unió dels TLR a lligands 

permet la seva activació i conseqüent unió dels dominis TIR intracel·lulars d’aquests 

receptors a proteïnes adaptadores com TIRAP (TIR domain containing adaptor 

protein), que farà d’enllaç entre els TLR i la proteïna MyD88 (Myeloid differentiation 

primary response  88). Cal destacar que la via de senyalització que involucra la 

proteïna adaptadora MyD88, és utilitzada per tots els TLR excepte el TLR3. La unió de 

MyD88 mitjançant TIRAP als dominis intracel·lulars dels TLR, permet reclutar les 

cinases IRAK (IL-1 receptor-associated kinase), les quals mitjançant TRAF6 (TNF 

receptor associated factor 6) activaran TAK1 (Transforming growth factor β (TFG-β)-

activating kinase 1), conduint en última instància a l’activació dels FTs proinflamatoris 

NF-κB i AP-1 per un mecanisme que involucra el complex IKK i la via de les MAPK 

(Kumar i col., 2009) (Figura 13).   
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Figura 13. Implicació dels TLR en les vies inflamatòries. Quan els TLR s’uneixen 
als seus lligands, s’activa la via de senyalització que involucra les proteïnes 
adaptadores TIRAP, MyD88, IRAK, TRAF6 i TAK1, les qual condueixen en 
última instància a l’activació dels FT proinflamatoris AP-1 i NF-κB.    

   

 Nombrosos estudis demostren que els receptors TLR2 i TLR4 no només estan 

implicats en la regulació de la resposta immunitària innata (Huang i col., 2012), sinó 

que els AG saturats, a través de la fetuina A (Pal i col., 2012), poden actuar com a 

lligands dels mateixos activant vies inflamatòries i, com a conseqüència, incrementant 

el risc de RI (Shi i col., 2006; Nguyen i col., 2007). Així doncs, ha estat demostrat que 

l’activació del FT NF-κB per part del palmitat està implicat en l’increment de l’expressió 

gènica del TLR4 i TLR2 en el múscul esquelètic de pacients que presenten DM2 

(Reyna i col., 2008), fins al punt que la major disponibilitat d’aquests receptors podria 

potenciar l’efecte dels AG sobre el procés inflamatori i la RI (Coll i col., 2010b). 

Tanmateix, resultats obtinguts per Huang i col. (2012) van demostrar que els AG 

saturats sense conjugar-se amb BSA, eren capaços d’activar processos inflamatoris 

mitjançant l’activació dels TLR en macròfags i, a més, van destacar el paper dels AG 

ω-3 a l’hora d’evitar aquests processos. Holland i col. (2011) en els seus estudis 

assenyalen a les ceramides com a responsables de la RI causada per l’activació del 

TLR4. Així, aquests autors proposen que l’activació del TLR4 per part dels AG saturats 

dóna lloc a una resposta inflamatòria capaç d’activar la síntesi de ceramides, 

responsables de la inhibició de la via de senyalització de la insulina. Malgrat els 

nombrosos estudis que correlacionen els nivells de ceramides en plasma amb les 

citocines circulants i la RI en humans (De Mello i col., 2009; Gill i Sattar, 2009), altres 
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investigadors no han observat cap relació entre els nivells de ceramides en múscul i 

l’aparició de RI en els seus experiments (Helge i col., 2011; Helge i col., 2012). A més, 

estudis realitzats per Jové i col. (2006) van descartar el paper de les ceramides en el 

procés inflamatori induït per palmitat en miotubs C2C12. 

 Tenint en compte que els TLR2/4 són capaços d’activar l’enzim NADPH 

(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidasa i conseqüentment, incrementar 

els nivells de ROS (Reactive oxygen species) (Dasu i Jialal, 2011), cal destacar que 

Wen i col. (2011) en un dels seus estudis van observar que els AG saturats, a través 

de la producció de ROS i posterior activació de l’inflamasoma, incrementaven 

l’alliberació d’IL-1β, responsable de l’aparició de RI. A més, atès que l’AMPK és capaç 

d’inhibir l’enzim NADPH oxidasa (Wang i col., 2010), aquests autors van destacar 

l’important paper d’aquesta cinasa a l’hora d’inhibir l’inflamasoma i, en última instància, 

d’evitar la RI induïda per l’increment en els nivells de ROS produït pel palmitat en 

macròfags (Figura 14).  

 

 Via independent de receptor 
 Estudis recents qüestionen la importància dels TLR en la resposta inflamatòria 

induïda pels AG en múscul esquelètic, atès que en la majoria de teixits la via de les 

MAPK s’inicia pocs minuts després de l’activació dels TLR (Hoareau i col., 2010) i, en 

canvi, en múscul esquelètic aquesta resposta no es manifesta fins passades 6-8 hores 

de l’addició de palmitat (Green i col., 2011a). Aquest retard en l’activació de la via 

MEK-ERK-NF-κΒ en múscul esquelètic podria reflectir el temps que es requereix per 

acumular intermediaris lipídics derivats del palmitat fins arribar a un llindar capaç de 

promoure l’activació de molècules que conseqüentment estimularan la via de les 

MAPK (Macrae i col. 2013). Així doncs, Watson i col. (2009) van demostrar que les 

PKC noves i convencionals poden ser activades pel DAG en resposta a palmitat. A 

més, aquestes proteïnes han estat estretament relacionades amb l’activació de la via 

de senyalització que involucra la proteïna ERK en miotubs L6, a través de la 

fosforilació de la proteïna inhibidora de Raf RKIP (Raf-kinase inhibitor protein) 

permetent així l’activació de la via proinflamatòria que involucra la proteïna ERK1/2 

(Macrae i col. 2013). Així doncs, aquests autors van demostrar que la fosforilació de la 

proteïna RKIP per part de la PKC, jugava un paper clau en l’activació de les proteïnes 

ERK i IKK per part del palmitat. A més, estudis realitzats per Coudronniere i col. (2000) 

van observar que la PKCθ també era capaç d’activar de manera directa la proteïna 

IKKβ. En línia amb aquests resultats, estudis realitzats per Jové i col. (2006) van 

suggerir que l’activació de la cascada MAPK-ERK per part del palmitat en miotubs 
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murins estava involucrada en l’increment de l’expressió de Tnfα, fet que es relacionava 

estretament amb l’activació de la PKCθ per part de l’AG saturat en aquest model 

cel·lular. Estudis posteriors van demostrar que el palmitat s’acumulava principalment 

en forma de DAG en miotubs C2C12, fet que el relacionava estretament amb 

l’activació de la PKCθ i en última instància en l’activació de processos inflamatoris (Coll 

i col., 2008).  

 Ara bé, Coll i col. (2008) afirmen que no tots els AG es comporten de la mateixa 

manera a l’hora d’activar vies inflamatòries. En els seus experiments van demostrar 

que mentre que el palmitat s’acumulava en forma de DAG conduint a estats 

inflamatoris i de RI, l’oleat no tan sols no activava aquests processos inflamatoris sinó 

que era capaç d’evitar la inflamació i la RI ocasionades pel palmitat en miotubs C2C12. 

En conseqüència, aquests autors van incubar els miotubs murins amb palmitat, oleat i 

etomoxir (compost inhibidor de la Cpt-1 i, per tant, de la β-oxidació dels AG), 

demostrant així que l’oleat evitava processos inflamatoris, així com l’acumulació de 

DAG i posterior activació de la via PKCθ-NF-κB mitjançant mecanismes que 

involucraven un increment en l’oxidació dels AG. En conseqüència, l’oleat exercia un 

paper protector front la inflamació i la RI induïda pel palmitat promovent l’acumulació 

dels AG en forma de TG. Aquests autors van destacar que l’activació dels receptors 

nuclears PPARα per part de l’oleat en miotubs C2C12, podria jugar un paper important 

a l’hora d’incrementar la transcripció de gens involucrats en la síntesi de TG, 

l’acumulació dels quals no conduïa a estats d’inflamació i RI en múscul esquelètic 

(Finck i col., 2005; Listenberger i col., 2003). Posteriors estudis van confirmar que 

l’oleat exercia els seus efectes antidiabètics afavorint l’acumulació dels AG en forma 

de TG, evitant així l’estrès del RE responsable de la RI induïda pel palmitat en múscul 

esquelètic (Peng i col., 2011). Experiments realitzats per Sparks i col. (2014) van 

recolzar la importància d’incorporar els AG en forma de TG en la prevenció de la 

diabetis, ja que van demostrar que pacients amb DM2 presentaven una reducció en la 

incorporació dels AG en forma de TG en múscul esquelètic respecte individus sans.  

 De la mateixa manera que l’oleat és capaç d’evitar processos inflamatoris i de 

RI incrementant processos de β-oxidació (Coll i col., 2008), estudis realitzats per 

Steinberg i col. (2006) van proposar que la cinasa AMPK, en ser capaç d’incrementar 

la β-oxidació dels AG, podria jugar un paper clau a l’hora d’evitar l’activació de vies 

inflamatòries que condueixen a RI. Així, la disminució de l’activitat d’aquesta cinasa en 

l’organisme conduïa a una reducció de l’oxidació d’AG (Steinberg i col., 2006), fet que 

afavoria l’acumulació de DAG i conduïa en última instancia a RI. En diferents estudis 

es proposa que, tant les citocines proinflamatòries (TNFα i IL-6) com les dietes riques 
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en AG, podrien estar implicades en la reducció de l’activitat de l’AMPK (Yang i col., 

2010b; Steinberg i col., 2006; Ko i col., 2009).  

 A continuació es detalla el paper dels AG palmitat i oleat sobre les vies 

inflamatòries que condueixen a RI en múscul esquelètic (Figura 14).     

 

Figura 14. Efecte dels palmitat i l’oleat sobre les vies inflamatòries que 
condueixen a RI. El palmitat, ja sigui mitjançant la unió als TLR 2/4 o bé per 
acumulació en forma de DAG és capaç d’activar les vies inflamatòries que 
involucren les cinases MAPK i IKK. En canvi, l’oleat exerceix efectes 
antiinflamatoris afavorint l’acumulació dels AG en forma de TG, així com 
incrementant la β-oxidació del mateixos. L’activació d’aquestes vies inflamatòries 
es relaciona estretament amb la inhibició de la via de senyalització de la insulina.  
   

 4.5. PPAR, inflamació i RI 
 Atès que hi ha una estreta relació entre la inflamació crònica de baixa intensitat 

i la RI i, tenint en compte que els PPAR han demostrat tenir un important paper 

antiinflamatori en l’organisme, aquests s’han proposat com a possibles dianes 

terapèutiques per al tractament de la DM2 (Wahli i Michalik, 2012). 

 Cal destacar que PPARα incrementa l’expressió d’IκBα, la qual juga un paper 

antiinflamatori en l’organisme (Delerive i col., 2002). Ja que l’oleat activa aquest 

receptor nuclear en miotubs C2C12, Coll i col. (2008) van proposar que aquest fet es 

podria relacionar estretament amb la capacitat antiinflamatòria de l’oleat, de manera 

que mitjançant l’increment en els nivells d’expressió gènica de Dgat2 (enzim 

responsable de la síntesi de TG a partir de DAG) evitaria els efectes proinflamatòris 

del DAG.     
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 En el cas de PPARβ/δ ha estat descrit que l’activació d’aquest receptor 

mitjançant GW501516 és capaç d’incrementar l’oxidació d’AG en cèl·lules de múscul 

esquelètic humà mitjançant un mecanisme que involucra la proteïna AMPK (Krämer i 

col., 2007). De fet, Coll i col. (2010a) van demostrar la importància del GW501516 per 

a evitar la RI induïda per palmitat en miotubs C2C12 mitjançant l’increment en 

l’expressió gènica de Cpt-1 i Pdk4 (Pyruvate dehydrogenase kinase 4) (gens diana de 

PPARβ/δ), així com facilitant la fosforilació de la proteïna AMPK. A més, donada 

l’estreta relació entre processos inflamatoris crònics de baixa intensitat i l’aparició de 

RI, aquests autors indiquen que el GW501516 redueix l’activitat del FT proinflamatori 

NF-κB incrementada pel palmitat, evitant l’acumulació dels AG en forma de DAG. 

Altres estudis proposen que PPARβ/δ pot afectar a la composició de les fibres 

musculars, fet que s’ha relacionat amb l’aparició de RI i DM2. Així, l’increment de 

PPARβ/δ en múscul, ja sigui mitjançant tècniques de sobreexpressió o a través de la 

realització d’exercici físic, indueix un canvi en la composició de les fibres musculars 

cap a fibres amb major capacitat oxidativa, fet que resulta interessant per la prevenció 

de l’obesitat i la RI (Luquet i col., 2003). A més, Lendoye i col. (2011) van demostrar 

que l’activació de PPARβ/δ conduia a un canvi estructural de la proteïna AMPK reduint 

l’expressió de la subunitat γ3 en múscul esquelètic, fet que s’observava també en el 

múscul esquelètic desprès de la realització d’exercici. Aquest fet és interessant atès 

que l’augment en l’expressió d’aquesta subunitat γ3 es correlaciona negativament amb 

la captació de glucosa (Mortensen i col., 2009).  

 D’altra banda, cal destacar que PPARβ/δ també juga un paper important a 

l’hora d’evitar l’aparició de processos inflamatoris que precedeixen la RI en adipòcits i 

hepatòcits. Així, Rodríguez-Calvo i col. (2008) van observar que ratolins deficients en 

PPARβ/δ presentaven major activitat del FT NF-κB en adipòcits, així com nivells 

d’expressió gènica d’Il-6 superiors respecte ratolins que no presentàven aquesta 

deficiència. Aquests investigadors també van correlacionar la baixa expresió de 

PPARβ/δ en el teixit adipós en rates diabètiques ZDF amb l’activació del procés 

infamatori. Estudis posteriors van demostrar el paper protector de PPARβ/δ front la RI 

induïda per processos inflamatoris. Així, l’activació farmacològica d’aquest FT 

mitjançant GW501516 en adipòcits i en hepatòcits evitava la reducció en els nivells de 

fosforilació de la proteína AKT induida per la citocina proinflamatòria Il-6 (Serrano-

Marco i col., 2011; Serrano-Marco i col., 2012).  

 Tanmateix, estudis realitzats per Odegaard i col. (2008) van demostrar que 

PPARβ/δ, en resposta a IL-4 afavoria un fenotip alternatiu en macròfags hepàtics. 

Aquests autors proposen que mentre que la resposta inflamatòria produïda pels 
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macròfags potencia la RI en casos d’obesitat, els macròfags amb el fenotip alternatiu 

induït per PPARβ/δ participaven en la millora de la DM2. Els estudis realitzats per 

Kang i col. (2008) van confirmar la importància de PPARβ/δ en la regulació de la 

resposta inflamatòria en macròfags del teixit adipós. Aquests autors van demostrar que 

adipòcits incubats juntament amb macròfags deficients en PPARβ/δ presentaven 

nivells elevats de citocines proinflamatòries així com alteracions en el metabolisme, 

respecte adipòcits que s’havien incubat amb macròfags que no presentaven aquesta 

deficiència genètica.  

 En definitiva, tots aquests resultats apunten a PPARβ/δ com a possible diana 

terapèutica pel tractament de la DM2. De fet, cal destacar que l’administració d’un 

agonista de PPARβ/δ a ratolins que presentaven diabetis va reduir els nivells de 

glucèmia, alhora que va incrementar la sensibilitat a la insulina i la funcionalitat dels 

illots pancreàtics (Winzell i col., 2010). A més, cal destacar que el GW501516  també 

ha demostrat la seva eficàcia en assajos clínics pel tractament de dislipèmies (Risérus 

i col., 2008). Malgrat tots aquests resultats positius en estudis preclínics que 

suggereixen que els lligands de PPARβ/δ podrien presentar eficàcia per al tractament 

de la RI i la DM2 (Coll i col., 2010a), l’ús d’aquests possibles fàrmacs per al tractament 

d’aquestes patologies queda limitat atès que són patologies que requereixen 

tractaments de llarga durada, i els efectes d’aquests fàrmacs a llarg termini (>6 mesos) 

actualment són desconeguts en humans i s’han relacionat amb processos de 

carcinogènesi en models animals (Reed i col., 2004; Peters i col., 2011). Ara bé, cal 

tenir en compte que aquest fet també ha estat descrit amb els activadors de PPARα. 

De fet, aquests activadors poden provocar tumors hepàtics en tractaments crònics en 

rosegadors, però aquests tumors no s’han detectat mai després d’haver utilitzat uns 

activadors de PPARα com els fibrats durant dècades en el tractament de les 

dislipidèmies (Roglans i col., 2002; Kawai col., 2008). 

 

 5. Estrès del RE 
 El RE és un orgànul cel·lular present en cèl·lules eucariòtiques, el qual intervé 

en funcions relacionades amb la síntesi, plegament i transport intracel·lular de 

proteïnes. A més, cal destacar que aquest orgànul també juga un paper important en 

la síntesi de lípids i en l’emmagatzematge intracel·lular de calci (Park i col., 2010a). 

Atès que una de les principals funcions del RE és facilitar que les proteïnes assoleixin 

l’estructura que els confereix activitat i empaquetar-les de manera que aquestes 

puguin ser desplaçades a la superfície cel·lular, Walter i Ron (2011) proposen que 

aquest orgànul exerceix un control de qualitat sobre les proteïnes que fabrica. 

52- Introducció



D’aquesta manera, en cas de detectar una acumulació de proteïnes malplegades en el 

lumen, aquestes seran transportades al citosol i degradades al proteosoma per mitjà 

d’un mecanisme conegut com ERAD (Endoplasmic reticulum-associated degradation). 

Així, l’acumulació de proteïnes malplegades o desplegades en el lumen del RE degut a 

una reducció en la funcionalitat del mateix, condueix a una situació coneguda com a 

estrès del RE. Per tal de restablir l’homeòstasi cel·lular, aquest orgànul activa unes 

vies de senyalització en resposta a proteïnes desplegades que es coneixen amb el 

nom d’UPR (Lee i Ozcan, 2014), les quals alteren els mecanismes transcripcionals i 

traduccionals de la cèl·lula (Zhang i Kaufman, 2008) per tal de reduir la carga proteica 

que entra al RE i, d’altra banda, incrementar la transcripció dels seus gens diana. 

Entre aquests gens diana destaquen els que codifiquen per xaperones que tenen com 

a funció el correcte plegament proteic en el propi orgànul, així com les proteïnes 

responsables de l’activació de processos d’ERAD (Ron i Walter, 2007) i,  en última 

instància, en cas de que no es pugui restablir l’homeòstasi en la cèl·lula, proteïnes 

encarregades d’induir la mort cel·lular. Cal destacar que aquesta resposta pot 

manifestar-se de forma aguda en l’organisme per tal de restablir l’homeòstasi en el RE, 

o bé es pot manifestar de forma crònica conduint a l’aparició de determinades 

patologies (Marciniak i Ron, 2006). Tot i que resten molts estudis per tal d’entendre 

quina és la funció de la UPR, Ozcan i col. (2004) van proposar que aquesta resposta 

jugava un paper important en la patogènesi de la DM2.   

 Cal destacar la regulació negativa d’aquesta UPR per part de la proteïna d’unió 

a immunoglobulines (BIP, Immunoglobulin-heavy-chain-binding protein), coneguda 

també com a proteïna de 78 KDa regulada per glucosa (GRP78, 78 kDa Glucose-

regulated protein), la qual inactiva les proteïnes transmembrana transductores 

d’aquesta resposta mitjançant la seva unió als dominis intraluminals: PERK, IRE1α i 

ATF6. En situacions d’estrès del RE, la xaperona BIP se separa de les proteïnes 

transmembrana i s’uneix a proteïnes desplegades o malplegades presents en el lumen 

del RE facilitant-ne el seu plegament (Harding i col., 1999; Bertolotti i col., 2000). Cal 

destacar també el paper d’altres xaperones, tals com la proteïna de 150 KDa regulada 

per oxigen (ORP150, Oxygen-regulated protein 150) que s’activa durant la UPR per tal 

de restablir l’homeòstasi del RE (Nakatani i col., 2005; Ozawa i col., 2005). Així doncs, 

Kammoun i col. (2009) van demostrar que la sobreexpressió de la xaperona BIP en el 

fetge de ratolins obesos tenia efectes metabòlics beneficiosos. Recentment, importants 

estudis han centrat les seves investigacions en entendre com s’activa aquesta UPR, i 

varis autors apunten que cadascuna de les branques de la UPR està regulada 

independentment (Ron i Walter, 2007; Walter i Ron, 2011).  
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 PERK és una proteïna transmembrana amb un domini luminal que actua com a 

sensor de proteïnes malplegades o desplegades i un domini citoplasmàtic amb activitat 

cinasa. Així, quan augmenten els nivells d’aquestes proteïnes en el lumen del RE, la 

xaperona BIP se separa de PERK (Ron i Walter, 2007) i, conseqüentment, té lloc 

l’homodimerització i posterior transautofosforilació d’aquesta proteïna transmembrana. 

Aquesta, al seu torn fosforila en Ser51 el factor d’iniciació eucariòtica 2α (eIF2α, 

Eukaryotic initiation factor 2α), conduint finalment a la inhibició de la síntesi de 

proteïnes (Ma i col., 2002). Així doncs, l’activació de la via que involucra PERK evita 

l’entrada de nous polipèptids dins al lumen del RE, reduint així la carga proteica en 

aquest orgànul i promovent la supervivència cel·lular (Harding i col., 2000). Cal 

destacar que la fosforilació d’eIF2α juga un paper clau en la transcripció d’ATF4 

(Activating transcription factor 4), el qual pot actuar com a FT de gens que codifiquen 

per les proteïnes que participen en la UPR, involucrades en processos de síntesi i 

transport d’aminoàcids, resistència a l’estrès oxidatiu, així com en processos 

d’apoptosi induïda per l’estrès del RE (Harding i col., 2003; Lu i col., 2004). ATF4 

també incrementa la transcripció de gens proapoptòtics tals com la proteïna homòloga 

al FT C/EBP (CHOP, C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) homologous protein) 

(Zinszner i col., 1998), que al seu torn pot incrementar la transcripció d’altres gens 

involucrats en processos d’apoptosi com el GADD34 (Growth arrest and DNA-damage-

inducible protein-34), el qual exerceix un mecanisme de feedback negatiu en la via que 

involucra la proteïna eIF2α (Ron i Walter, 2007).   

 

 IRE1 es pot trobar en dues isoformes en mamífers, IRE1α i IRE1β. Mentre que 

la isoforma α s’expressa de manera ubiqua en l’organisme, la β es troba principalment 

a nivell intestinal (Martino i col., 2013). Cal destacar que, així com IRE1α ha demostrat 

tenir un paper important en la UPR, IRE1β no sembla participar en aquest procés. A 

nivell estructural IRE1 és una proteïna transmembrana formada per un domini luminal 

(sensor de l’estat de plegament de les proteïnes) i un domini citoplasmàtic que al seu 

torn conté un domini amb activitat serina/treonina cinasa i un altre amb activitat RNasa 

(Cox i col., 1993). En condicions d’homeòstasi cel·lular, IRE1α es troba en forma de 

monòmer associada a la xaperona BIP. Ara bé, en condicions d’estrès al RE aquesta 

proteïna forma homodímers i oligòmers i com a conseqüència se separa de BIP 

(Bertolotti i col., 2000). Per tant, la dimerització o oligomerització d’aquesta proteïna 

condueix a transautofosforilar-se en residus de Ser724 en mamífers (Lee i Ozcan, 

2014). Aquesta fosforilació permet l’activació del seu domini RNasa, que al seu torn 

produeix l’splicing del gen que codifica per la proteïna d’unió a la caixa X1 (uXBP1, 
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unspliced X-box binding protein 1) convertint-lo en un gen amb 26 nucleòtids menys 

conegut com a sXBP1 (spliced XBP1) el qual codifica per un FT actiu. En 

determinades situacions, sXBP1 pot translocar al nucli i incrementar la transcripció de 

gens involucrats en la UPR, els quals codifiquen per les xaperones responsables del 

plegament de proteïnes, biogènesi del RE, així com processos d’ERAD (Yoshida i col., 

2001). A més, és de gran rellevància destacar la participació d’sXBP1 en processos 

independents de la UPR, tals com l’adipogènesi, el metabolisme lipídic, així com els 

processos inflamatoris (Sha i col., 2011). Diferents estudis han proposat que l’activitat 

endoribonucleasa d’IRE1α pot promoure la degradació d’mRNAs que codifiquen per 

proteïnes estructurals del RE o proteïnes que s’hagin de secretar, les quals presenten 

alteracions estructurals (Hollien i Weissman, 2006; Han i col., 2009; Hollien i col., 

2009).  

 Cal destacar que IRE1α pot interaccionar amb multitud de proteïnes i formar el 

que es coneix com “interactoma IRE1α”, responsable de modular en gran part les 

funcions d’aquesta proteïna (Hetz i Glimcher, 2009). Aquest interactoma està format 

per les proteïnes BCL2 (B cell lymphoma 2), BAX (BCL2-associated X protein), BAK 

(BCL2-antagonist/killer), AIP1 (ASK (Apoptosis signal-regulating kinase 1)-interacting 

protein 1), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), BI-1 (BAX inhibitor-1) i RACK1 

(Receptor for activated C-kinase 1) (Sha i col., 2011). Així, el complex BAX/BAK, de la 

mateixa manera que la proteïna AIP1 són claus per l’òptima activació d’IRE1α (Hetz i 

col., 2006). En canvi, BI-1 interacciona amb IRE1α de manera que aquest complex 

regula negativament aquesta proteïna (Lisbona i col., 2009; Bailly-Maitre i col., 2010). 

A més, RACK1 ha demostrat regular negativament la proteïna en qüestió reclutant la 

fosfatasa PP2A que s’encarrega de desfosforilar i, per tant, inhibir IRE1α (Qiu i col., 

2010). A més, Zhang i col. (2001) van demostrar que IRE1α en associar-se a TRAF2 

era capaç d’activar ATF3 donant lloc a apoptosis en cèl·lules endotelials.       

 Estudis recents han demostrat que la MAPK p38 pot regular l’activitat d’sXBP1 

fosforilant aquest FT en residus de Thr48 i Ser61, facilitant així la seva translocació al 

nucli (Lee i col., 2011b). A més, diferents estudis proposen que l’activitat del FT sXBP1 

pot estar regulada a nivell posttranscripcional mitjançant processos de sumolització 

(SUMO, Small ubiquitin-like modifier) i acetilació, els quals poden reduir o activar, 

respectivament, aquest FT (Chen i Qi, 2010; Wang i col., 2011a). D’altra banda, la via 

de senyalització de la insulina va demostrar regular positivament l’activitat d’sXBP1 

mitjançant la interacció física amb la subunitat reguladora de PI3K. Així, la interacció 

de p85 amb l’sXBP1 facilita la translocació d’aquest FT al nucli (Park i col., 2010b; 

Winnay i col., 2010). Zhou i col. (2011) van observar que XBP1 també era capaç 
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d’unir-se a FOXO1 i degradar-lo, suggerint que aquest podria ser un dels mecanismes 

mitjançant el qual l’XBP1 regularia l’homeòstasi de la glucosa. A més, Hotamisligil 

(2010) va destacar la importància d’sXBP1 a l’hora de regular la transcripció de gens 

involucrats en la síntesi d’AG, tals com l’Scd-1 i el Dgat2. D’aquesta manera, 

experiments realitzats per Lee i col. (2008) van demostrar que ratolins que 

presentaven una deficiència en sXbp1 específica de fetge, mostraven una reducció en 

els nivells de TG i colesterol plasmàtics.   

 

 ATF6 és una proteïna transmembrana del RE amb un domini citoplasmàtic 

actiu com a FT, i un domini luminal que actua com a sensor d’alteracions del RE (Haze 

i col., 1999). De la mateixa manera que en el cas de PERK i IRE1α, alteracions del RE 

condueixen a la separació de BIP i ATF6, permetent que aquest darrer transloqui a 

l'aparell de Golgi (Shen i col., 2002) on és substrat de les proteases S1P (Site-1 

protease) i S2P. Com a conseqüència, el domini N-terminal (citoplasmàtic) d’ATF6 és 

alliberat, activant-se com a FT, el qual en translocar al nucli incrementa la transcripció 

dels seus gens diana, tals com l’XBP1 (Haze i col., 1999; Ye i col., 2000), i gens que 

codifiquen per enzims encarregats de promoure el plegament, maduració, secreció i 

processos d’ERAD (Wu i col., 2007a; Yamamoto i col., 2007). Tal com s’ha comentat 

prèviament, en cas que les vies activades en resposta a l’estrès del RE no puguin 

restablir l’homeòstasi cel.lular, aquestes condueixen a apoptosi. Així, a més de la via 

PERK-eIF2α-ATF4, la via d’ATF6 també juga un paper important en l’activació de 

processos d’apoptosi incrementant la transcripció de CHOP. Malgrat que el 

mecanisme mitjançant el qual CHOP indueix apoptosi en la cèl·lula no es coneix amb 

exactitud, alguns autors han descrit que aquest és capaç d’incrementar la transcripció 

de gens proapoptòtics, tals com el BIM (BH3-only protein), el TRB3 i el DR5 (Death 

receptor), responsables de promoure l’estrès oxidatiu en la cèl·lula (Yamaguchi i 

Wang, 2004; Ohoka i col., 2005; Puthalakath i col., 2007; Song i col., 2008).  

 Cal destacar que nombroses vies metabòliques poden regular ATF6. Així, 

estudis realitzats per Thuerauf i col. (1998), van demostrar que la MAPK p38 era capaç 

de fosforilar i, com a conseqüència, activar ATF6. Estudis posteriors realitzats per 

Yamamoto i col. (2007) també van observar que l’heterodimerització entre ATF6 i 

XBP1 conduïa a l’activació de processos d’ERAD. 

 

 5.1. Estrès del RE i inflamació 
 Molts investigadors han centrat els seus experiments en l’estudi dels 

mecanismes moleculars que condueixen a l’aparició de RI en individus que presenten 

obesitat. Així, tal com s’ha detallat en capítols anteriors, Saltiel (2012) va proposar que 
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els processos inflamatoris podrien ser un vincle d’unió entre l’obesitat i la RI. Cal 

destacar que estudis recents apunten a l’estrès del RE com a responsable de l’aparició 

dels processos inflamatoris que precedeixen a la RI en casos d’obesitat (Hotamisligil, 

2010; Garg i col., 2012).  

 Tal com ja s’ha mencionat, en estats d’obesitat i sobrenutrició es produeix una 

estimulació tant de la síntesi com de l’emmagatzematge de TG en el teixit adipós. 

Aquest fet condueix a una hipertròfia i hiperplàsia dels adipòcits degut a la creixent 

acumulació de lípids en el seu interior (Hausman i col., 2001). Fruit dels canvis 

estructurals que sofreixen aquestes cèl·lules per tal d’emmagatzemar de manera 

correcta els lípids en l’organisme, augmenta la carga proteica en el RE dels adipòcits, 

fet que pot conduir a alteracions en l’homeòstasi d’aquest orgànul (Hotamisligil, 2010). 

A més, en casos d’elevada ingesta calòrica els adipòcits alliberen mediadors de la 

diferenciació adipocitària tals com el TNFα (Hausman i col., 2001), citocina 

proinflamatòria estretament relacionada amb l’activació de la UPR durant l’estrès del 

RE (Mandl i col., 2009). Així, experiments realitzats per Hosogai i col. (2007) van 

demostrar que els nivells d’expressió gènica de Chop estaven incrementats en models 

murins d’obesitat, fet que suggeria que l’elevada síntesi de TG podria desencadenar 

estrès del RE.        

 A més, tal com s’ha comentat en capítols anteriors, el teixit adipós 

intraabdominal es caracteritza per presentar una elevada taxa lipolítica (Tchernof i 

Després, 2013) i, per tant, és el responsable de l’alliberació d’AGL en casos d’obesitat 

(Lee i Ozcan, 2014). Aleshores, l’increment en els nivells d’AG saturats com el palmitat 

podrien explicar l’estrès del RE present en casos d’obesitat (Ozcan i Tabas, 2012). 

 Estudis recents proposen que l’estrès del RE precedeix processos inflamatoris, 

que al seu torn seran responsables d’un ampli ventall de patologies en funció del 

model cel·lular afectat. Així doncs, la inflamació induïda per l’estrès del RE en cèl·lules 

β pancreàtiques pot conduir a l’aparició de DM2 (Lee i Ozcan, 2014). Atès que el 

múscul esquelètic es el principal teixit responsable de la captació de glucosa depenent 

d’insulina (Klip i Pâquet, 1990), estudis recents s’han qüestionat si l’estrès del RE en 

aquest teixit també podria conduir a estats de RI. D’aquesta manera, Peng i col. (2011) 

van demostrar que en els seus experiments, l’addició de palmitat a cèl·lules de múscul 

esquelètic induïa estrès del RE el qual precedia la RI en aquest model cel·lular. 

 Cal destacar l’existència d’un cercle viciós entre les vies que integren l’estrès 

del RE amb les vies inflamatòries que precedeixen la RI (Figura 15). Així, Xue i col. 

(2005) van demostrar que l’adició de TNFα a cèl·lules murines de fibrosarcoma 

conduïa a la formació de ROS, responsable de l’aparició d’estrès del RE en aquest 

model cel·lular. Per tant, mentre que aquests autors proposen que els processos 
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inflamatoris condueixen a l’aparició d’estrès del RE, altres investigadors apunten a 

l’estrès del RE com a responsable de l’aparició de processos inflamatoris (Garg i col., 

2012), fet que confirma l’existència d’un cercle viciós entre aquests dos processos 

(Hotamisligil, 2010). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. L’obesitat condueix a l’activació de l’estrès del RE així com l’activació 
d’altres vies metabòliques tals com la via de les MAPK i les vies que involucren 
les proteïnes IKK i la PKCθ, que al seu torn condueixen a estats inflamatoris. 
Existeix doncs un cercle viciós entre l’estrès del RE i els processos inflamatoris.     

 

  5.1.1 UPR i inflamació 

 Cal destacar que les tres principals branques de la UPR (PERK, IRE1α i ATF6) 

juguen un paper important a l’hora d’activar processos inflamatoris (Verfaillie i col., 

2013; Hotamisligil i Erbay, 2008; Zhang i Kaufman, 2008), no obstant, aquestes 

proteïnes difereixen en els mecanismes moleculars que condueixen a aquesta 

activació (Garg i col., 2012).  

 Així, IRE1α activa NF-κB mitjançant un mecanisme que involucra la fosforilació 

de la cinasa IKK, que al seu torn fosforila la proteïna inhibidora d’NF-κB conduint en 

última instància a la seva degradació i conseqüent translocació de p50 i p65 al nucli 

(Hu i col., 2006). Cal destacar que l’sXBP1 activat a partir d’IRE1α, també actua com a 

FT incrementant la transcripció de gens proinflamatoris (Flamment i col., 2012). D’altra 

banda, atès que PERK juga un paper molt important a l’hora d’inhibir la síntesi de 

proteïnes durant l’activació de la UPR, aquesta proteïna activa NF-κB a través de la 

reducció en la síntesi d’IκBα. Així, Deng i col. (2004) van proposar que, atès que la 

vida mitja d’IκBα és més curta que la d’NF-κΒ, la inhibició de la síntesi proteica a 

través de la via que involucra PERK incrementa el ràtio NF-κB/ΙκΒα, permetent la 

translocació d’NF-κB al nucli en resposta a l’estrès del RE. Oslowski i col. (2012) van 

demostrar que PERK també podia activar vies inflamatòries a través del FT ATF5 en 

cèl·lules β, el qual incrementava la transcripció de TXNIP (Thioredoxin-interacting 

protein), i conduïa així a l’activació de la proteïna NLRP3 de l’inflamasoma. De la 

mateixa manera que PERK, IRE1α és capaç d’activar la proteïna NLRP3 del 
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inflamasoma incrementant l’expressió de TXNIP (Lerner i col., 2012). Sembla ser que 

ATF6 també està involucrat en l’activació d’NF-κB, no obstant, no se’n coneixen els 

mecanismes moleculars responsables (Hotamisligil, 2010). D’altra banda, així com 

diferents autors van demostrar que NF-κB podia activar-se per les tres principals 

proteïnes de la UPR, Garg i col. (2012) van proposar que només la proteïna IRE1α 

participava en l’activació del FT AP-1. Així, IRE1α mitjançant la fosforilació de JNK pot 

conduir a la fosforilació i conseqüent activació d’AP-1 (Davis, 2000) (Figura 16).  

 
Figura 16. Esquema de les proteïnes involucrades en els processos inflamatoris 
activats per l’estrès del RE. Les tres proteïnes transmembrana activades per la 
UPR en resposta a l’estrès del RE (IRE1α, PERK, ATF6) condueixen a 
l’activació d’NF-κΒ. En canvi, només IRE1α és la responsable de l’activació 
d’AP-1. sXBP1, activat per la proteïna IRE1α, també actua com a FT de gens 
proinflamatoris.     
 

Alguns autors apunten a l’acumulació intracel·lular de ROS secundària a 

l’activació de l’estrès del RE com a responsable de l’aparició de processos inflamatoris 

(Zhang i Kaufman, 2008). En aquestes condicions, la UPR pot activar mecanismes 

antioxidants a través de PERK, responsable d’incrementar la síntesi dels FT ATF4 i 

NRF2 (Nuclear factor-erythroid-derived 2 (NF-E2)-related factor 2) (Cullinan i col., 

2003; Harding i col., 2003). Per tant, NRF2 transloca al nucli en resposta a l’activació 
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de PERK actuant com a FT de gens que codifiquen per enzims antioxidants (Mathers i 

col., 2004; Zhang, 2006), i juntament amb l’ATF4 són responsables d’incrementar els 

nivells intracel·lulars de glutatió, principal agent antioxidant en l’organisme (Cullinan i 

col., 2003). Harding i col. (2003) i Cullinan i Diehl (2004) van demostrar el potencial 

antioxidant de la via que involucra PERK, atès que l’estrès del RE secundari a l’addició 

de tunicamicina (inductor d’estrès del RE que inhibeix processos de glicosilació) va 

induïr més toxicitat per acumulació de ROS en cèl·lules deficients en PERK que no 

pas en cèl·lules que no presentaven aquesta deficiència (Figura 16). 

Zhang i Kaufman (2008) van suggerir que, a més de l’estat oxidatiu de la 

cèl·lula, la concentració de calci en el lumen del RE podia afectar de manera important 

al plegament de les proteïnes i a la funcionalitat de les xaperones presents en aquest 

orgànul. Així doncs, Park i col. (2010a) van proposar que ionòfors com la calcimicina,  

que alteren l’homeòstasi del calci en la cèl·lula, condueixen a estrès del RE. Cal 

destacar que la concentració de calci en el RE és molt superior que en el citosol 

cel·lular (Berridge i col., 2003) i, a més, aquesta entrada de calci al RE té lloc per un 

mecanisme depenent d’ATP. De fet, la tapsigargina, potent inductor d’estrès del RE 

utilitzat en recerca, actua inhibint l’ATPasa SERCA (Sarco(endo)plasmic reticulum 

Ca2+-ATPase) de manera que queda bloquejada l’entrada de calci al lumen del RE 

conduint a alteracions en la funcionalitat d’aquest orgànul (Lytton i col., 1991). Park i 

col. (2010a) van demostrar que els nivells proteics i d’mRNA de SERCA en ratolins 

obesos es trobaven reduïts i, a més, van observar que en restaurar els nivells 

d’aquesta ATPasa en el fetge de ratolins obesos i diabètics es reduïa l’estrès del RE 

alhora que s’incrementava la tolerància a la glucosa i disminuïa la glucèmia. 

Tanmateix, Deniaud i col. (2008) van observar que l’acumulació de proteïnes 

malplegades al lumen del RE podia afavorir la sortida de calci d’aquest orgànul, 

alterant l’homeòstasi del mateix. Sembla ser que el calci alliberat del RE es concentra 

a la matriu mitocondrial causant la despolarització de la membrana mitocondrial interna 

i la conseqüent alteració del transport d’electrons en aquest orgànul, conduint així a la 

formació de ROS (Görlach i col., 2006). La generació de ROS per part de la 

mitocòndria pot incrementar l’alliberament de calci del RE alterant així l’homeòstasi 

d’aquest orgànul i afavorint l’acumulació de proteïnes malplegades en el lumen. 

Considerant tot això, Zhang i Kaufman (2008) van proposar que la reducció en el 

nivells de calci del RE, l’acumulació de proteïnes malplegades en el lumen d’aquest 

orgànul i la producció de ROS, actuen conjuntament per a activar proteïnes 

involucrades en processos inflamatoris, tals com la JNK i NF-κB (Malhotra i Kaufman, 

2007).   
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Tal com s’ha comentat prèviament, hi ha estudis que assenyalen què els 

processos inflamatoris poden conduir a l’activació d’estrès del RE (Xue i col., 2005). 

Ara bé, tot i que no se’n coneixen els mecanismes moleculars, varis autors proposen 

que les citocines proinflamatòries poden afectar al correcte plegament de les proteïnes 

del RE conduint a l’alliberació de calci d’aquest orgànul i a l’acumulació de ROS (Lin i 

col., 2005; Xue i col., 2005). En canvi, altres autors proposen que tant les citocines, 

com les alteracions metabòliques que cursen amb elevats nivells de colesterol, AGL i 

glucosa en l’organisme, podrien ser possibles inductors de l’estrès del RE així com de 

processos inflamatoris (Maedler i col., 2002; Feng i col., 2003; Kharroubi i col., 2004), 

no obstant, fins aleshores no se’n coneixen amb exactitud els mecanismes moleculars 

responsables (Zhang i Kaufman, 2008) (Figura 17).     

 
Figura 17. Alteracions en l’homeòstasi del calci del RE condueixen a l’activació 
d’estrès del RE així com a processos inflamatoris, mitjançant mecanismes que 
involucren la producció de ROS i la conseqüent acumulació de proteïnes 
malplegades en el lumen del RE.  

 

 5.1.2 TLR i inflamació 
 Alguns investigadors proposen que l’estrès del RE pot donar lloc a processos 

inflamatoris i alteracions metabòliques a través de l’activació dels TLR en casos 

d’obesitat, possiblement degut a l’excés d’AGL (Shi i col., 2006; Könner i Brüning, 

2011). En aquest sentit, ha estat descrit que els TLR2 i TLR4 activen la via IRE1α-

XBP1 en macròfags, la qual condueix a un increment en l’expressió de citocines 

proinflamatòries per part d’sXBP1, tals com la IL-6 i el TNFα (Martinon i col., 2010), les 

quals tal com s’ha comentat en capítols anteriors, s’han relacionat estretament amb 
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l’aparició de RI (Wellen i Hotamisligil, 2005). Martinon i col. (2010) van adonar-se que 

en estimular macròfags murins amb un lipopèptid lligand del TLR2, o bé amb  

lipopolisacàrids (LPS, Lipopolysaccharide) lligands dels TLR4, s’activava la via que 

involucrava la proteïna IRE1α-XBP1 i, sorprenentment, aquests autors no van 

observar activació de les proteïnes PERK i ATF6. De fet, quan aquests macròfags es 

van preincubar amb LPS prèviament a l’addició de tunicamicina, s’observava una 

reducció en l’activació de les proteïnes PERK i ATF6 respecte els macròfags incubats 

només amb tunicamicina. Aquests resultats suggerien que IRE1α es podia activar de 

manera selectiva per part dels TLR2 i TLR4 alhora que aquesta via semblava ser la 

responsable d’inhibir les proteïnes PERK i ATF6. 

 Per tal d’activar-se correctament, la via TLR-IRE1α requereix de les proteïnes 

adaptadores TRAF6 i MyD88, així com de l’activitat de la NADPH oxidasa NOX2. No 

obstant, cal destacar que aquesta via no requereix de la proteïna JNK ni del FT NF-κB 

per tal de conduir a processos inflamatoris (Grandvaux i col., 2007; Engel i Barton, 

2010). Curiosament, Martinon i col. (2010)  van observar en els seus experiments que 

l’activació d’sXBP1 no era suficient per donar lloc a la formació de citocines 

proinflamatòries, per tant, van suggerir que sXBP1 actuava en sinèrgia amb la via dels 

TLR per tal d’incrementar l’expressió d’Il-6 i Tnfα. Així, aquests autors proposen que la 

via IRE1α-XBP1 activada pels TLR no té com objectiu incrementar la transcripció dels 

gens diana de la UPR encarregats de restablir l’homeòstasi al RE, sinó que té com 

objectiu l’activació de vies inflamatòries. A més, sembla ser que la UPR juntament amb 

la via TLR-IRE1α actuen sinèrgicament a l’hora d’activar la resposta inflamatòria 

(Engel i Barton, 2010) (Figura 18).     
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Figura 18. Modulació selectiva dels sensors de la UPR a través dels TLR. 
L’estimulació del TLR4 en macròfags condueix a l’activació d’IRE1α, així com a 
la inhibició de PERK i ATF6. L’activació d’NF-κB per part del TLR4, així com 
l’sXBP1 format a partir de l’IRE1α, poden translocar al nucli i incrementar la 
transcripció de gens proinflamatoris tals com la IL-6 i el TNFα (Engel i Barton, 
2010).   

 

 5.2. Estrès del RE i RI 
 Tal com s’ha comentat en capítols anteriors, l’estrès del RE està involucrat en 

l’activació de processos inflamatoris crònics de baixa intensitat, els quals juguen un 

paper molt important a l’hora d’inhibir la via de senyalització de la insulina (Hotamisligil, 

2010). De fet, Flamment i col. (2012) van proposar que l’estrès del RE pot actuar 

directament inhibint la via de senyalització de la insulina a través de la UPR, activant 

processos inflamatoris, així com promovent l’acumulació lipídica a través de l’activació 

de FT lipogènics, tals com l’SREBP-1c i l’sXBP1.  

 Atès que les vies moleculars activades durant l’estrès del RE poden donar lloc 

a RI (Aguirre i col., 2000; Hirosumi i col., 2002; Ozcan i col., 2004), Gregor i 

Hotamisligil (2007) van proposar també l’existència d’un cercle viciós atès que hi ha 

estudis que recolzen que l’estrès del RE és capaç de donar lloc a RI, així com altres 

investigadors apunten que estats d’hiperglucèmia i hiperlipidèmia poden conduir a 

estrès del RE. Així, mentre que Aguirre i col. (2000) van observar que l’activació de la 
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via IRE1α-JNK inhibia la via de senyalització de la insulina mitjançant la fosforilació 

d’IRS1Ser307, Robertson i col. (2004) van demostrar que la hiperglicèmia en cèl·lules β 

conduïa a un increment en els nivells de ROS, els quals s’han relacionat estretament 

amb l’aparició d’estrès del RE (Xue i col., 2005). Ozcan i col. (2006) van confirmar la 

importància de l’estrès del RE a l’hora de donar lloc a RI ja que van demostrar que la 

reducció d’aquest mitjançant xaperones químiques tals com l’àcid 4-fenilbutíric (PBA, 

4-Phenyl butyric acid) i l’àcid tauroursodesoxicòlic (TUDCA, Taurine-ursodeoxycholic 

acid) millorava la RI en ratolins que presentaven obesitat. Aquests resultats van ser 

recolzats per Nakatani i col. (2005), els quals van demostrar que la deficiència 

d’ORP150 reduïa la sensibilitat a la insulina mitjançant una disminució en la fosforilació 

d’IRS1 en residus de tirosina. A més, varis autors van observar que el palmitat conduïa 

a estrès del RE i RI, i que l’addició de xaperones evitava aquests efectes (Wang i col., 

2006; Gu i col., 2010; Pfaffenbach i col., 2010).  

 

 IRE1α-XBP1 

 Estudis recents han demostrat que ratolins deficients en XBP1 presentaven 

intolerància a la glucosa secundària a una reducció en la secreció d’insulina (Lee i col., 

2011a). En línia amb aquests resultats, la manca d’XBP1 en ratolins alimentats amb 

una dieta rica en greixos conduïa també a RI (Zhou i col., 2011). De la mateixa 

manera, Ozcan i col. (2004) assenyalen que la deficiència d’sXBP1 afavoria el 

desenvolupament d’estrès del RE, hiperactivació de la proteïna JNK i també RI en 

ratolins. Per tant, alteracions en la via de senyalització de la insulina es poden 

relacionar directament amb l’estrès del RE. Cal destacar també que Park i col. (2010b) 

van observar que en ratolins que presentaven obesitat, l’sXBP1 no es podia unir a la 

subunitat reguladora p85 del complex PI3K en fetge, de manera que no era capaç de 

translocar al nucli cel·lular i restablir l’homeòstasi del RE. Estudis posteriors apunten 

que l’sXBP1 podria regular l’homeòstasi de la glucosa mitjançant la interacció amb 

FOXO1 (Zhou i col., 2011). En aquests experiments, Zhou i col. (2011) van suggerir 

que l’sXBP1 podia interaccionar amb FOXO1 en cèl·lules MEF (Mouse embryonic 

fibroblasts) afavorint la seva degradació al proteosoma, fet que confirmava els efectes 

antigluconeogènics de l’sXBP1.  

 A partir d’aquestes dades, Bailly-Maitre i col. (2010) van proposar que la via 

IRE1α-XBP1 tenia un paper clau en la regulació del metabolisme glucídic ja que, en 

suprimir l’activitat hepàtica d’IRE1α mitjançant la sobreexpressió de BI-1 tant en 

ratolins obesos com en ratolins diabètics, es va observar una reducció de la taxa de 

gluconeogènesi i una millora de la tolerància a la glucosa. Cal destacar que estudis 
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recents suggereixen que les proteïnes IRE1α i sXBP1 poden modular vies 

metabòliques directament regulant l’expressió de gens involucrats en el metabolisme o 

bé indirectament mitjançant l’activació de vies inflamatòries (Hotamisligil, 2010). Tal 

com s’ha comentat en el capítol anterior, IRE1α pot activar les cinases JNK i IKK que 

al seu torn poden fosforilar IRS1 en Ser307 inhibint així la via de senyalització de la 

insulina (Flamment i col., 2012). A més, IRE1α pot activar els FTs AP-1, NF-κB i 

sXBP1, responsables també de la transcripció de citocines proinflamatòries 

estretament relacionades amb l’aparició de RI (Hotamisligil, 2010).       
 

 PERK-eIF2α 

 De la mateixa manera que la via IRE1α-XBP1, PERK-eIF2α també participa en 

l’activació de processos inflamatoris responsables de l’aparició de RI, principalment 

mitjançant l’activació del FT NF-κB (Hotamisligil, 2010). A més, alguns autors 

destaquen la importància de la via que involucra PERK a l’hora de regular la 

funcionalitat de les cèl·lules β pancreàtiques. Així, estudis realitzats per Harding i col. 

(2001) van demostrar que ratolins deficients en Perk presentaven hiperglucèmia 

secundària a la pèrdua dels illots pancreàtics. La importància de PERK en cèl·lules 

pancreàtiques també ha estat demostrada en humans, fins el punt que mutacions en el 

gen que codifica per aquesta proteïna es tradueixen en l’aparició del síndrome 

Wolcott-Rallison, sent la diabetis un dels símptomes presents en aquesta patologia 

(Delépine i col., 2000).  

  

 ATF6 
 Tal com s’ha comentat prèviament, ATF6 també és capaç d’activar el FT NF-

κB, conduint a processos inflamatoris i de RI. Així doncs, estudis recents s’han centrat 

en estudiar la relació entre el FT ATF6 i l’homeòstasi glucídica en l’organisme, de 

manera que Wang i col. (2009) van demostrar que aquest era capaç de reduir la 

gluconeogènesi, així com la glucèmia en ratolins. Estudis posteriors també van 

destacar la importància d’ATF6 en el procés de lipogènesi i gluconeogènesi en 

observar que ratolins deficients en Atf6 presentaven un increment en els nivells 

d’mRNA d’importants FT implicats en la transcripció d’enzims lipogènics (Pparγ i 

Srebp-1c), així com de gens gluconeogènics (G6P) (Usui i col., 2012). Per tant, la falta 

d’ATF6 en aquests ratolins conduïa a l’acumulació lipídica en fetge malgrat que 

sorprenentment els nivells de TG circulants estaven reduïts, fet que aquests autors van 

relacionar amb la major sensibilitat a la insulina en aquests ratolins deficients en ATF6.   
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 Tal com s’ha comentat prèviament, en cas de no poder restablir l’homeòstasi 

en el RE les vies que involucren PERK i ATF6 són responsables d’induir processos 

d’apoptosi, incrementant la transcripció de CHOP (Zhang i Kaufman,2008). Oyadomari 

i col. (2002) van demostrar que ratolins deficients en Chop eren capaços de mantenir 

millor l’homeòstasi de la glucosa respecte ratolins no deficients en aquest gen, fet que 

es podria atribuir a la menor pèrdua de cèl·lules β pancreàtiques en els ratolins que 

presentaven la deficiència genètica. Cal destacar que, Flamment i col. (2012) van 

proposar que TRB3, responsable d’inhibir la via de senyalització de la insulina, 

s’activava per la via PERK-ATF4-CHOP (Ohoka i col., 2005). A més, Oberkofler i col. 

(2010) apuntaven que en pacients obesos els nivells d’expressió de TRB3 es 

relacionaven estretament amb els nivells d’expressió de gens involucrats en la 

gluconeogènesi.   
 
 5.3 Estrès del RE i AG  
 Alguns autors assenyalen a l’estrès del RE com a mediador de la RI induïda 

per palmitat en múscul esquelètic (Peng i col., 2011). De fet, diferents estudis han 

demostrat que l’addició de palmitat a miotubs humans (Hage Hassan i col., 2012; Peter 

i col., 2009), C2C12 (Hage Hassan i col., 2012; Rieusset i col., 2012) i L6 (Peng i col., 

2011), conduïa a l’aparició d’estrès del RE. En línia amb aquests resultats, ratolins 

alimentats amb una dieta rica en greixos també van desenvolupar estrès del RE en 

múscul esquelètic (Deldicque i col., 2010). Atès que l’acumulació ectòpica d’AG és la 

principal causa de RI en múscul esquelètic, alguns investigadors han centrat els seus 

experiments en esbrinar si l’estrès del RE induït pel palmitat juga un paper important 

en l’aparició de RI en múscul esquelètic (Flamment i col., 2012). Per exemple, Peng i 

col. (2011) van observar que el palmitat, s’acumulava en forma de DAG i fosfolípids en 

múscul esquelètic produint alteracions morfològiques del RE, responsables de 

l’aparició d’estrès del RE.  Aquests autors van demostrar que l’addició de PBA a 

cèl·lules C2C12 incubades amb palmitat restablia els nivells de fosforilació d’AKT, 

demostrant que l’estrès del RE era el responsable de la RI produïda pel palmitat en 

aquest model cel·lular. Ara bé, aquests autors van demostrar que l’oleat no només no 

va donar lloc a estrès del RE en cèl·lules de múscul esquelètic, sinó que va ser capaç 

d’evitar els efectes produïts pel palmitat afavorint l’acumulació dels AG en forma de 

TG, els quals ja s’ha comentat prèviament que no condueixen a l’aparició de RI en 

múscul esquelètic (Coll i col., 2008). En capítols anteriors s’ha parlat de què 

l’acumulació de palmitat en forma de ceramides podria ser responsable de l’aparició de 

RI en múscul esquelètic (Schmitz-Peiffer i col., 1999; Pickersgill i col., 2007), però 
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estudis realitzats per Wei i col. (2006) van descartar les ceramides com a 

responsables de l’estrès del RE produït pel palmitat en cèl·lules hepàtiques. 

 Tenint en compte el diferent paper dels AG saturats i insaturats sobre l’estrès 

del RE, Ariyama i col. (2010) van proposar que en cèl·lules HeLa la reducció en 

l’enzim SCD1 empitjorava l’estrès del RE produït pel palmitat, mentre que l’oleat 

evitava l’activació de la UPR secundària a la manca d’SCD1 en aquest model cel·lular. 

En línia amb aquests resultats, la sobreexpressió d’SCD1 en miotubs humans va evitar 

l’increment en els nivells d’mRNA de citocines proinflamatòries com la IL8 així com els 

nivells d’expressió gènica de marcadors d’estrès del RE com l’ATF3, el CHOP i 

l’sXBP1 induïts pel palmitat (Peter i col., 2009).    

 Recentment estudis realitzats per Liu i Ntambi (2009) han proposat que la 

proteïna transportadora d’AG en adipòcits (aP2, Adipocyte fatty acid-binding protein) 

podria estar relacionada amb alteracions metabòliques tals com la DM2. Aquesta 

proteïna s’expressa principalment en macròfags i adipòcits i s’encarrega del transport 

citosòlic de lípids. Erbay i col. (2009) van demostrar que la proteïna aP2 era 

responsable de l’estrès del RE produït pel palmitat en macròfags, ja que aquest AG no 

va poder induir estrès del RE en macròfags deficients en aquesta proteïna. Aquests 

autors van destacar novament el paper de l’enzim SCD1 a l’hora d’evitar l’estrès del 

RE ja que la manca d’aP2 en macròfags va conduir a un increment de l’expressió 

gènica d’SCD1 i a una reducció de l’estrès del RE produït pel palmitat, destacant 

l’important paper de la proteïna aP2 en l’estrès del RE induït pels AG en macròfags.     

 Considerant que alteracions de l’homeòstasi del calci poden conduir a l’aparició 

d’estrès del RE, alguns autors s’han centrat en investigar si els AG saturats afectaven 

aquests processos. Gwiazda i col. (2009) van demostrar que una reducció en els 

dipòsits de calci del RE causada pel palmitat en cèl·lules β pancreàtiques, donava lloc 

a estrès del RE i en última instància a la mort cel·lular, suggerint que els AG saturats 

poden produir alteracions en l’homeòstasi del calci responsables de la patogènesi de 

la DM2. Tanmateix, Wei i col. (2009) van observar que l’oleat evitava la reducció en els 

dipòsits de calci cel·lulars, així com la inducció de marcadors d’estrès del RE produïda 

pel palmitat en cèl·lules hepàtiques. Ara bé, en aquests estudis la reducció del calci 

citosòlic mitjançant el BAPTA-AM, agent quelant del calci, no va reduir els nivells 

d’expressió gènica de marcadors d’estrès del RE incrementats pel palmitat en aquest 

model cel·lular.  
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 5.4 Estrès del RE, AMPK i ERK  
 Estudis realitzats per Dong i col. (2010a) van demostrar que la cinasa AMPK 

reduia l’estrès del RE en cèl·lules endotelials mantenint l’homeòstasi intracel·lular de 

calci. Altres estudis també assenyalen que l’AMPK juga un paper important inhibint 

l’estrès del RE (Terai i col., 2005; Lee i col., 2012; Lu i col., 2012b), i inclús alguns 

autors proposen que la inhibició de l’estrès del RE per part d’aquesta cinasa podria ser 

responsable d’evitar la RI en miotubs L6 (Jeong i col., 2013). Wang i col. (2011b) van 

confirmar els efectes beneficiosos de l’AMPK evitant l’estrès del RE en ratolins 

alimentats amb una dieta rica en greixos. Aquests autors assenyalen a l’AMPK com a 

regulador positiu de l’expressió de la xaperona ORP150 mitjançant l’activació de 

SIRT1 i la conseqüent desacetilació de FOXO1 a nivell hepàtic, ja que aquest FT quan 

es troba desacetilat incrementa la transcripció dels seus gens diana tals com 

l’ORP150.  

 Darling i Cook (2014) van suggerir que la UPR activada per l’estrès del RE es 

relacionava estretament amb l’activació de les MAPK. Tanmateix, estudis realitzats per 

Hwang i col. (2013) van proposar que la inhibició de la cinasa ERK activava les vies de 

senyalització que involucraven les proteïnes AMPK i AKT i, a més, evitava la RI 

induïda per l’estrès del RE en miotubs L6. Aquests estudis van suggerir que la proteïna 

ERK jugava un paper important en la regulació de la via de senyalització de la insulina 

en cèl·lules musculars en condicions d’estrès del RE.  

 A més, cal destacar que la cinasa JNK es pot activar mitjançant la via IRE1-

TRAF2-ASK1 (Kim i col., 2001; Nishitoh i col., 2002) i donar lloc a processos 

inflamatoris tal com s’ha comentat prèviament (Hotamisligil, 2010), o bé induïr 

apoptosi. Igualment, Timmins i col. (2009) van demostrar que l’estrès del RE en 

macròfags induïa l’alliberació de calci del lumen d’aquest orgànul conduint a l’activació 

de la CaMKII (Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase II), cinasa depenent de calci 

responsable de l’activació de la proteïna JNK. D’altra banda, cal destacar que IRE1α 

en resposta a l’estrès del RE pot activar ERK1/2, responsable de promoure la 

supervivència cel·lular en situacions d’estrès del RE (Darling i Cook, 2014) (Figura 
19).  
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Figura 19. Activació de les cinases JNK i ERK1/2 en resposta a l’estrès del RE. 
Mentre que JNK s’ha relacionat amb l’activació de vies apoptòtiques, ERK1/2 
sembla ser que promou la supervivència cel·lular.   

 

 5.5 Estrès del RE i PPARβ/δ 
 Tal com s’ha comentat prèviament, la metformina és un fàrmac àmpliament 

utilitzat en la pràctica clínica per al tractament de la DM2. Tot i que Brunmair i col. 

(2004) proposen que aquest fàrmac exerceix els seus efectes antidiabètics mitjançant 

l’activació de l’AMPK, estudis posteriors van proposar que el FT PPARβ/δ també 

podria participar en aquest procés (Cheang i col., 2014). Tenint en compte que Narkar 

i col. (2008) van demostrar que l’AMPK formava un complex transcripcional amb 

PPARβ/δ potenciant l’activació d’aquest FT, Cheang i col. (2014) van proposar que la 

metformina activava el complex AMPK/PPARβ/δ, evitant així l’estrès del RE i l’estrès 

oxidatiu en cèl·lules endotelials.     

 Així doncs, estudis recents suggereixen que l’activació de PPARβ/δ podria 

inhibir l’estrès del RE en diferents models cel·lulars. De fet, Cao i col. (2012) van ser 

els primers investigadors en demostrar que l’activació de PPARβ/δ inhibia l’estrès del 

RE induït per palmitat en cèl·lula β, fet que recolzava estudis previs que proposaven 

que aquest FT podria ser una diana terapèutica per al tractament de la DM2 (Coll i col., 

2010a). A més, estudis posteriors van confirmar el paper d’aquest FT sobre l’estrès del 

RE en demostrar que l’activació de PPARβ/δ mitjançant el GW501516 va inhibir les 

vies moleculars que involucraven l’ERK1/2, així com el FT NF-κB en l’aorta de ratolins 

alimentats amb una dieta rica en greixos. D’aquesta manera, l’administració de 

GW501516 va ser capaç de reduir processos inflamatoris, millorar la RI així com evitar 
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l’estrès del RE en aquests ratolins (Bojic i col., 2014). Malgrat aquests estudis, es 

desconeix quin és el mecanisme pel qual els activadors de PPARβ/δ poden prevenir 

l’estrès del RE. 

 

 5.6 Estrès del RE com a diana terapèutica per al tractament de la DM2 
 En capítols anteriors s’han esmentat nombrosos estudis que apunten a l’estrès 

del RE com a diana terapèutica per al tractament de la DM2. Estudis realitzats per 

Kars i col. (2010) van observar que l’administració de TUDCA a pacients que 

presentaven obesitat i RI millorava la sensibilitat a la insulina en múscul i fetge, 

suggerint que la inhibició de l’estrès del RE mitjançant l’administració de TUDCA 

podria ser una estratègia terapèutica per al tractament de la RI en pacients diabètics. 

En línia amb aquests resultats, estudis posteriors van demostrar que la inhibició de 

l’estrès del RE mitjançant l’administració de PBA evitava la RI i restablia la funcionalitat 

de la cèl·lula β en pacients als que se’ls havia administrat lípids per via intravenosa 

(Xiao i col., 2011).  

 Cal destacar que actualment s’està avaluant l’eficàcia clínica dels inhibidors de 

l’estrès del RE TUDCA i PBA per al tractament de la diabetis i la RI. En aquests 

estudis es vol confirmar si la inhibició de l’estrès del RE és capaç de restablir la 

sensibilitat a la insulina, així com millorar el metabolisme lipídic a nivell hepàtic en 

pacients que presenten obesitat. A més, tal com s’ha comentat prèviament, la 

metformina, fàrmac de gran rellevància per al tractament de la DM2, és capaç d’inhibir 

l’estrès del RE en cèl·lules endotelials (Cheang i col., 2014), destacant novament el 

potencial de l’estrès del RE com a diana terapèutica per al tractament de la DM2.  

 Cal destacar que Hotamisligil (2010) proposa que la RI, atès que la insulina és 

una hormona anabòlica, podria alleujar l’estrès del RE inhibint la síntesi de proteïnes. 

Per tant, podria considerar-se que la RI apareix degut a l’activació de les vies de la 

UPR secundàries a l’estrès del RE per tal de reduir la carga proteica en aquest orgànul 

i restablir-ne l’homeòstasi. Aquest autor proposa que si la seva hipòtesi és correcta, 

s’hauria d’anar en compte a l’hora de dissenyar estratègies terapèutiques que millorin 

la RI sense restablir l’homeòstasi del RE, ja que aquest fet incrementaria la carga 

proteica en el lumen d’aquest orgànul agreujant aquesta situació d’estrès que al seu 

torn conduiria novament a l’aparició de RI.  
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 Des de fa dècades es coneix que existeix una estreta relació entre estats 

d’obesitat i la RI, fins al punt que més del 80% de les persones que pateixen DM2 

presenten obesitat (Boden i Chen, 1995). Estudis recents assenyalen a l’elevada taxa 

lipolítica del teixit adipós visceral i a l’acumulació ectòpica de lípids provocada per la 

ingesta excessiva de nutrients, com a responsables de la RI en casos d’obesitat 

(Tchernof i Després, 2013). A nivell cel·lular, ha estat descrit, que la RI induïda per 

lípids en múscul esquelètic humà és secundària a l’acumulació dels AG en forma de 

DAG i conseqüent activació de vies inflamatòries (Itani i col., 2002). Ara bé, no tots els 

AG contribueixen de la mateixa manera a l’activació de les vies inflamatòries que 

condueixen a RI. Així, mentre que els AG saturats com el palmitat les activen, els 

monoinsaturats com l’oleat no només no les activen, sinó que exerceixen efectes 

antiinflamatoris i antidiabètics.  

 Recentment, l’estrès del RE s’ha proposat com a responsable de l’activació de 

les vies inflamatòries que precedeixen la RI (Garg i col., 2012). Així doncs, considerant 

la diferent contribució dels AG saturats i monoinsaturats sobre l’estrès del RE en 

múscul esquelètic (Peng i col., 2011), el primer objectiu d’aquesta tesi doctoral ha 

estat: 

1. Aprofundir en l’estudi de l’estrès del RE induït per un àcid gras saturat com el 

palmitat per tal d’elucidar nous mecanismes moleculars que expliquin els efectes 

antiinflamatoris i antidiabètics de l’oleat en cèl·lules musculars esquelètiques.     

 D’altra banda, estudis previs realitzats en el nostre laboratori han demostrat 

que l’activació de PPARβ/δ mitjançant el GW501516, evita la inflamació i la RI en 

múscul esquelètic (Coll i col., 2010a). A més, alguns autors apunten que l’activació 

d’aquest FT redueix l’estrès del RE en cèl·lules β pancreàtiques (Cao i col., 2012) i en 

fetge (Ramirez i col., 2013), encara que es desconeixen els mecanismes responsables 

pels quals l’activació de PPARβ/δ redueix l’estrès del RE. Considerant aquests fets i, a 

més, tenint en compte que l’estrès del RE precedeix processos inflamatoris i de RI 

(Garg i col., 2012), els segon objectiu d’aquesta tesi doctoral ha estat: 

2. Avaluar si l’activació de PPARβ/δ pot evitar la inflamació i la RI induïda per l’estrès 

del RE en cèl·lules musculars esquelètiques i, aprofundir en els mecanismes 

moleculars responsables d’aquest procés.    
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 L’elevada taxa lipolítica del teixit adipós visceral en estats d’obesitat pot superar 

la capacitat oxidativa de l’organisme donant lloc a un augment d’AGL en plasma que al 

seu torn es poden acumular en el múscul esquelètic en forma de DAG, responsable de 

l’activació de les vies inflamatòries que precedeixen la RI. Ara bé, no tots els AG 

contribueixen de la mateixa manera a l’aparició d’aquests estats patològics: mentre 

que els AG saturats com el palmitat activen les vies inflamatòries que condueixen a RI, 

els AG monoinsaturats com l’oleat no donen lloc a aquests processos. Ha estat descrit 

que el palmitat s’acumula en el múscul esquelètic en forma de DAG conduint així a 

l’activació de la PKCθ i del FT NF-κB responsable de regular l’expressió de la IL-6, 

citocina estretament relacionada amb la RI. Ara bé, l’oleat no només no produeix 

aquests efectes, sinó que es capaç d’evitar la inflamació i RI produïda per l’AG saturat 

promovent la β-oxidació mitocondrial i l’acumulació dels AG en forma de TG.  

 Recentment, diferents autors apunten a l’estrès del RE com a mecanisme  

responsable de l’aparició de processos inflamatoris i de RI induïts pels AG saturats. 

Així doncs, l’acumulació de proteïnes malplegades en el lumen del RE activa unes vies 

moleculars conegudes com UPR a fi de restablir l’homeòstasi en aquest orgànul i, en 

última instància, en cas de no poder-la restablir induir la mort cel·lular per apoptosi. 

Aquesta UPR s’ha relacionat estretament amb l’activació de vies inflamatòries i amb 

alteracions en la via de senyalització de la insulina, fins al punt que estudis recents 

assenyalen que l’acumulació del palmitat en forma de DAG en miotubs C2C12 

condueix a l’aparició d’estrès del RE responsable de la RI induïda per l’AG saturat en 

aquest model cel·lular.  

 L’objectiu d’aquest treball ha estat estudiar si l’oleat es capaç d’exercir els 

seus efectes antiinflamatoris i antidiabètics mitjançant mecanismes que modulin 

l’estrès del RE en cèl·lules musculars esquelètiques. A més, tenint en compte que 

l’AMPK inhibeix l’estrès del RE, en aquest estudi es va voler elucidar si l’oleat, 

mitjançant l’activació de l’AMPK, evitava l’estrès del RE responsable de l’aparició de la 

inflamació i RI induïda pel palmitat.   

 Els resultats obtinguts mostren que l’oleat evita l’estrès del RE induït pel 

palmitat en miotubs murins C2C12 i humans LHCN-M2, tal com ho demostra el fet de 

que va ser capaç de reduir els nivells d’expressió gènica d’sXbp1, Atf3, Chop, Hsp70 i 

Bip incrementats pel palmitat, així com els nivells proteics de BIP i de fosforilació 

d’IRE1α. Els efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE, així com els seus efectes 

antiinflamatoris i antidiabètics semblen involucrar la cinasa AMPK, donat que la 
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inhibició farmacològica i molecular d’aquesta proteïna, va revertir els efectes de l’oleat 

sobre els nivells d’expressió gènica dels marcadors d’estrès del RE, d’inflamació i de 

RI. Així, el compost C va evitar la reducció produïda per l’oleat en els nivells 

d’expressió gènica d’sXbp1, Atf3, i Chop, així com els nivells d’expressió i secreció 

d’IL-6 i l’activació del FT NF-κB. El compost C també va revertir els efectes 

antidiabètics de l’oleat fins el punt que va evitar l’increment en els nivells de fosforilació 

de la proteïna AKT, així com l’augment en la captació de glucosa produït per l’oleat en 

miotubs C2C12. Tanmateix, la incubació de l’AG saturat i el monoinsaturat amb un 

plasmidi mutant de la proteïna AMPK, que desplaça l’AMPK endògena, va evitar la 

reducció en els nivells de fosforilació d’IRE1α produïda per l’oleat, així com l’increment 

en els nivells de la proteïna inhibidora d’NF-κB i en la fosforilació d’AKT. L’augment en 

la concentració d’AMP i l’increment en la fosforilació de l’AMPK causada per l’oleat, 

confirma la capacitat d’aquest AG per a activar al·lostèricament l’AMPK. 

 En resum, les dades d’aquest estudi indiquen que l’oleat evita l’estrès del RE, 

la inflamació i la RI produïda pel palmitat en cèl·lules musculars esquelètiques, 

mitjançant mecanismes que involucren l’activació de l’AMPK.  
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Abstract
Aims/hypothesis Although the substitution of saturated fatty
acids with oleate has been recommended in the management of
type 2 diabetes mellitus, the mechanisms by which oleate
improves insulin resistance in skeletal muscle cells are not
completely known. Here, we examined whether oleate,
through activation of AMP-activated protein kinase (AMPK),
prevented palmitate-induced endoplasmic reticulum (ER)
stress, which is involved in the link between lipid-induced
inflammation and insulin resistance.
Methods Studies were conducted in mouse C2C12 myotubes
and in the human myogenic cell line LHCN-M2. To analyse
the involvement of AMPK, activators and inhibitors of this

kinase and overexpression of a dominant negative AMPK
construct (K45R) were used.
Results Palmitate increased the levels of ER stress markers,
whereas oleate did not. In palmitate-exposed cells incubated
with a lower concentration of oleate, the effects of palmitate
were prevented. The induction of ER stress markers by
palmitate was prevented by the presence of the AMPK
activators AICAR and A-769662. Moreover, the ability of
oleate to prevent palmitate-induced ER stress and inflam-
mation (nuclear factor-kappa B [NF-κB] DNA-binding ac-
tivity and expression and secretion of IL6) as well as insulin-
stimulated Akt phosphorylation and 2-deoxyglucose uptake
was reversed in the presence of the AMPK inhibitor com-
pound C or by overexpression of a dominant negative
AMPK construct. Finally, palmitate reduced phospho-
AMPK levels, whereas this was not observed in oleate-
exposed cells or in palmitate-exposed cells supplemented
with oleate.
Conclusions/interpretation Overall, these findings indicate
that oleate prevents ER stress, inflammation and insulin
resistance in palmitate-exposed skeletal muscle cells by
activating AMPK.

Keywords AMPK . ATF3 . CHOP . ER stress . IL-6 .

NF-κB . Oleate . Palmitate . PPAR . XBP1
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eIF2 Eukaryotic initiation factor 2
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EMSA Electrophoretic mobility shift assay
ER Endoplasmic reticulum
ERK Extracellular-signal-regulated kinase
GRP78 Glucose-regulated protein 78 (BIP)
HSP70 Heat shock protein 70
IκB Inhibitor of κB
IRE-1α Inositol-requiring 1 transmembrane

kinase/endonuclease-1
LKB1 Liver kinase B1
NF-κB Nuclear factor-κB
PBA Phenylbutyric acid
PERK Eukaryotic translation initiation factor-2α

kinase 3
PKA Protein kinase A
PKCθ Protein kinase Cθ
PP2A Ceramide-dependent phosphatase 2A
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor
SIRT1 Silent information regulator T1
TRAF2 TNF-α-receptor-associated factor 2
UPR Unfolded protein response

Introduction

It has long been recognised that elevated plasma NEFA
cause insulin resistance in humans [1]. However, saturated
and monounsaturated NEFA differ significantly in their
contribution to insulin resistance [2]. It is generally accepted
that saturated NEFA induce insulin resistance [2, 3], where-
as monounsaturated NEFA increase insulin sensitivity in
diabetic patients [4, 5] and healthy individuals [2]. The
mechanisms underlying the association between elevated
NEFA and insulin resistance are currently unclear but accu-
mulating evidence points to a link between enhanced NEFA
levels and activation of a chronic low-level inflammatory
process [6]. Elevated saturated NEFA can induce inflamma-
tion and, thus, insulin resistance, through several mecha-
nisms including diacylglycerol (DAG)-mediated activation
of protein kinase Cθ (PKCθ) [7] and activation of Toll-like
receptors [8]. Both mechanisms lead to activation of the pro-
inflammatory transcription factor nuclear factor-kappaB
(NF-κB), which has been linked to fatty acid-induced im-
pairment of insulin action in skeletal muscle [9]. Once
activated, NF-κB regulates the expression of multiple in-
flammatory mediators, including IL-6. This cytokine corre-
lates strongly with insulin resistance and type 2 diabetes
[10] and its plasma levels are increased two- to threefold in
patients with obesity and type 2 diabetes compared with
lean control individuals [10].

Recently, endoplasmic reticulum (ER) stress has become
a new potential mechanism involved in the association
between saturated NEFA-induced inflammation and insulin

resistance [11, 12], and it is now well accepted that limita-
tion of the former will affect the latter [12]. In fact, patients
with type 2 diabetes [13] and diet-induced and genetic ob/ob
obese mice [14] have elevated levels of key ER stress
markers, and elevated levels of NEFA have been proposed
to induce insulin resistance by causing ER stress [15].

In conjunction with its central role in lipid synthesis,
protein folding and transportation, the ER serves as a major
signal transduction organelle that integrates cellular re-
sponses to stress. The accumulation of misfolded proteins
and other stresses lead to the activation of an adaptive
programme by the ER, known as the unfolded protein
response (UPR), to re-establish equilibrium [11]. Initiation
of the canonical UPR involves activation of three key sig-
nalling proteins: inositol-requiring 1 transmembrane
kinase/endonuclease-1 (IRE-1α), activating transcription
factor 6 (ATF6), and eukaryotic translation initiation
factor-2α kinase 3 (PERK). The endoribonuclease activity
of IRE-1α cleaves a 26-base-pair segment from XBP1
mRNA, creating an alternative message that is translated
into the active (or spliced) form of the transcription factor X-
box binding protein 1 (XBP1) (sXBP1). ATF6 translocates
to the nucleus in which it acts as a transcription factor and
PERK phosphorylates and inhibits an essential initiator of
translation, eukaryotic initiation factor 2 (eIF2). Together
these pathways work to decrease translation and increase
protein folding [16]. The three branches of the canonical
UPR intersect with a variety of inflammatory and stress
signalling systems, including the NF-κB pathway [11].
Thus, phosphorylation of eIF2α by PERK results in a gen-
eral repression of mRNA translation. Since inhibitor of κB
(IκB), which inhibits NF-κB, has a shorter half-life than
NF-κB, UPR activation shifts the ratio of IκB to NF-κB,
thereby releasing NF-κB, which translocates to the nucleus
and increases the expression of its target genes, such as IL6
[12]. In addition, in response to ER stress, the cytoplasmatic
domain of phosphorylated IRE1α can recruit TNF-α-
receptor-associated factor 2 (TRAF2), forming a complex
that interacts and activates IκB kinase (IKK), leading to
NF-κB activation [12]. Of note, activation of AMP-
activated protein kinase (AMPK) exhibits multiple protec-
tive effects, including inhibition of inflammation, oxidative
stress and insulin resistance and reduces the risk for devel-
oping obesity and type 2 diabetes [17]. Recently it has been
reported that AMPK activation protects against hypoxic
injury [18], atherosclerosis [19, 20] and lipid-induced he-
patic disorders [21] by reducing ER stress.

Saturated NEFA-induced insulin resistance affects main-
ly skeletal muscle since this tissue accounts for most insulin-
stimulated glucose use [22]. The present study was designed
to investigate, in skeletal muscle cells, the cellular mecha-
nisms by which the two most common fatty acids, the
saturated fatty acid palmitate and the monounsaturated
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oleate [23], exert their differential effects on ER stress and
whether AMPK activation contributes to their differences in
fatty acid-induced inflammation and impairment of insulin
signalling. In addition, we aimed to discover whether oleate
prevents the deleterious effects of palmitate. Our findings
demonstrate that oleate prevents palmitate-induced ER
stress in mouse and in human skeletal muscle cells through
an AMPK-dependent mechanism, and contributes to the
explanation of how the monounsaturated fatty acid prevents
palmitate-induced inflammation and insulin resistance.

Methods

Cell culture and transfection studies Mouse C2C12 myo-
blasts (ATCC) were maintained and cultured as previously
described [7].

For in vitro overexpression studies, cells were transfected
with Lipofectamine 2000 in OPTI-MEM reduced-serum
medium, following the manufacturer’s recommendations
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The constructs used were
pcDNA3/pAMPKα2 K45R (Addgene plasmid 15992,
Cambridge, MA, USA) and the corresponding LacZ-
carrying plasmid as a control [24]. Transfection time and
the DNA-to-Lipofectamine ratio for overexpression studies
were set after optimisation with the corresponding LacZ-
carrying plasmid and using a β-galactosidase reporter gene
staining kit (Sigma-Aldrich Química, Madrid, Spain).

The human myogenic cell line LHCN-M2 [25] was
grown as previously reported [26].

RNA preparation and quantitative RT-PCR The relative
levels of specific mRNAs were assessed by real-time RT-
PCR, as previously described [27] (see electronic supple-
mentary material [ESM] Table 1 for primers used). XBP1
splicing (sXBP1) was examined by gel electrophoresis as
previously reported [28].

2-Deoxy-D-[14C]glucose uptake experiments Determination
of 2-deoxy-D-[14C]glucose (2-DG) uptake was performed as
reported elsewhere [7].

Immunoblotting Total proteins (30 μg) were separated by
SDS-PAGE on 10% separation gels and transferred to
Immobilon polyvinylidene difluoride membranes (Millipore,
Bedford, MA, USA). For IRE-1α a phos-tag gel was used as
previously described [29]. Western blot analysis was
performed using antibodies against total (catalogue number
9272) and phospho-Akt (Ser473) (9271), total (2532) and
phospho-AMPK (Thr172) (2531), total (3662) and phospho-
ACC (Ser79) (3661), BiP/GRP78 (3183), IRE-1α (3294)
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), PP2A cat-
alytic subunit (52F8) (sc-6110), IκBα (sc-371), liver kinase

B1 (LKB1) (sc-5638) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) and actin (A5441) (Sigma-Aldrich Química). De-
tection was achieved using the EZ-ECL chemiluminescence
detection kit (Biological Industries, Beit Haemek, Israel). The
equal loading of proteins was assessed by Ponceau S staining.
The size of the proteins detected was estimated using protein
molecular-mass standards (Invitrogen).

Isolation of nuclear extracts and electrophoretic mobility
shift assay The isolation of nuclear extracts and electropho-
retic mobility shift assay (EMSA) were performed as de-
scribed elsewhere [27].

High performance liquid chromatography measurement of
AMP Adenine nucleotides were separated by high perfor-
mance liquid chromatography using an X-Bridge column
with a 3.5 μm outer diameter (100×4.6 cm). Elution was
done with 0.1 mmol/l potassium dihydrogen phosphate, pH
6, containing 4 mmmol/l tetrabutylammonium hydrogen
sulfate and 15% (vol./vol.) methanol. The conditions were
as follows: 20 μl sample injection, column at room temper-
ature, flow rate of 0.6 ml/min and UV monitoring at 260 nm.

Statistical analyses Results are expressed as means ± SD of
six separate experiments. Significant differences were
established by one-way ANOVA using the GraphPad Prism
4.03 program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Differences were considered significant at p<0.05.

Results

Oleate prevents palmitate-induced ER stress in mouse and
human skeletal muscle cells To evaluate the differential
effects of palmitate and oleate on ER stress in skeletal
muscle cells we examined their effects on the expression
of the ER stress markers sXbp1, Atf3, Chop (also known as
Ddit3), Hsp70 (also known as Hspa4) and Grp78/Bip (also
known as Hspa5). Mouse C2C12 myotubes exposed to
0.5 mmol/l palmitate showed an increase in sXbp1 mRNA
levels compared with cells exposed only to BSA (Fig. 1a).
The increase in the sXbp1 mRNA levels caused by palmitate
was of lower intensity than that induced by thapsigargin, a
potent inducer of ER stress [30]. In contrast to palmitate,
0.5 mmol/l oleate did not increase sXbp1 mRNA levels
(Fig. 1b). Interestingly, co-incubation of cells with palmitate
(0.5 mmol/l) and oleate (0.3 mmol/l) completely abolished
the increase in sXbp1 expression caused by the saturated
fatty acid. Consistent with the changes in sXbp1, cells
exposed to palmitate showed a marked increase in the ex-
pression of Atf3, Chop, Hsp70 and Bip (Fig. 1c–f). These
changes were not observed in cells incubated with oleate
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and co-incubation of palmitate-exposed cells with oleate
completely blocked the effects of the saturated fatty acid.
In agreement with the changes in Bip mRNA levels,
glucose-regulated protein 78 (GRP78/BIP) protein levels
were only increased in cells exposed to palmitate (Fig. 1g).
Activation of IRE1α promotes the splicing of Xbp1. Thus,
we then evaluated whether fatty acids activated IRE1α, by
using phos-tag reagent, which selectively binds to phos-
phorylated amino acid residues [29]. Palmitate induced an

increase in the phosphorylated forms of IRE1α, detected by
slower migration (Fig. 1h). In contrast, this increase was
observed neither in cells exposed to oleate nor in those co-
incubated with palmitate and oleate. The potent pharmaco-
logical ER-stress inducer tunicamycin elicited a large in-
crease in IRE1α phosphorylation, which was reduced by co-
incubation with oleate (Fig. 1i).

In the human myogenic cell line LHCN-M2 exposure to
palmitate caused a marked increase in the expression levels
of sXBP1, ATF3 and CHOP (Fig. 2). In contrast, oleate did
not and supplementation of palmitate-exposed cells with
oleate completely abolished the effect of the saturated fatty
acid. Overall, these findings indicate that oleate also pre-
vents palmitate-induced ER stress in human skeletal muscle
cells.

The preventive effect of oleate on palmitate-induced ER
stress is peroxisome proliferator-activated receptor-α -β/δ
independent Since we have previously reported that oleate
prevents palmitate-mediated activation of the DAG-PKCθ–
NF-κB pathway by activating peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR)-α [7], we then assessed the po-
tential involvement of PPARs in the effects of oleate on ER
stress. Co-incubation of cells with palmitate and oleate and
the PPAR antagonists did not reverse the effects of the
monounsaturated fatty acid on the expression of the ER
stress markers in C2C12 myotubes (ESM Fig. 1 a–f). In
addition, since oleate activates protein kinase A (PKA) [31]
and activation of this kinase can inhibit ER stress [32], we
evaluated whether this mechanism was involved in the
effects of oleate. In the presence of the PKA inhibitor
H89, the effect of oleate on sXbp1 in palmitate-exposed
cells was not modified (ESM Fig. 2a). Further, we have
previously reported that inhibition of fatty-acid oxidation
by etomoxir reversed the effects of oleate on palmitate-

Fig. 1 Oleate prevents palmitate-induced ER stress in mouse skeletal
muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for 16 h in the presence
or absence (Ct, control) of different fatty acids: 0.5 mmol/l palmitate
(Pal), 0.5 mmol/l oleate (Ole) or 0.5 mmol/l palmitate supplemented
with 0.3 mmol/l oleate (Pal + Ole). Indicated cells were incubated with
1 μmol/l thapsigargin or 5 μg/ml tunicamycin (Tuni) for 16 h. sXbp1
(a, b), Atf3 (c), Chop (d), Hsp70 (e) and Bip (f) mRNA levels. The
graphs represent the quantification of the Aprt-normalised mRNA
levels, expressed as a percentage of control samples ± SD of six
independent experiments. Cell lysates were analysed by western blot
using antibodies against BIP (g) and IRE1α (h, i). Immunoblots from
three separate experiments were quantified and presented in the corre-
sponding bar graphs. ***p<0.001 and **p<0.01 vs Ct; †††p<0.001
and ††p<0.01 vs Pal; ‡‡p<0.01 vs Ole

Fig. 2 Oleate prevents palmitate-induced ER stress in human skeletal
muscle cells. LHCN-M2 myotubes were incubated for 16 h in the
presence or absence (Ct, Control) of different fatty acids: 0.5 mmol/l
palmitate (Pal), 0.5 mmol/l oleate (Ole) or 0.5 mmol/l palmitate
supplemented with 0.3 mmol/l oleate (Pal + Ole). sXBP1 (a), ATF3
(b) and CHOP (c) mRNA levels. The graphs represent the quantifica-
tion of the 18S-normalised mRNA levels, expressed as a percentage of
control samples ± SD of six independent experiments. ***p<0.001 vs
Ct; †††p<0.001 vs Pal
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mediated activation of the DAG-PKCθ–NF-κB pathway
[7]. However, etomoxir failed to reverse the effects of oleate
on palmitate-induced ER stress (ESM Fig. 2b). Since deple-
tion of ER Ca2+ may contribute to palmitate-induced ER
stress [33], we next assessed the effects of calcimycin, a
Ca2+ mobiliser, and BAPTA-AM, a [Ca2+]i chelator.
Calcimycin increased sXbp1 and Chop mRNA levels
(ESM Fig. 2c, d), confirming that Ca2+ mobilisation is
involved in ER stress in mouse skeletal muscle cells, as
previously described [19]. However, co-incubation of cells
with palmitate plus BAPTA-AM reduced neither sXbp1 nor
Chop expression, indicating that under our conditions Ca2+

mobilisation does not contribute to palmitate-induced ER
stress. Finally, a recent study demonstrated that silent infor-
mation regulator T1 (SIRT1) serves as a negative regulator
of UPR in type 2 diabetes mellitus [34]. However, the
SIRT1 inhibitor EX527 did not reverse the effect of oleate
on palmitate-induced ER stress (ESM Fig. 2e, f), indicating
that the effects of the monounsaturated fatty acid on
palmitate-induced ER stress did not involve SIRT1.

Oleate prevents palmitate-induced ER stress through an
AMPK-dependent mechanism It is worth noting that activa-
tion of AMPK, which is considered a pharmacological
target for insulin resistance and type 2 diabetes mellitus
[35], inhibits ER stress [18, 19, 21] whereas reduction of
this kinase promotes ER stress [20]. To confirm a role for
AMPK in the preventive effects of oleate on palmitate-
induced ER stress in C2C12 myotubes, we used the AMPK
activators AICAR and A-769662 and the AMPK inhibitor
compound C. The increase in the expression of sXbp1, Atf3,
Chop and Bip caused by palmitate was reduced in cells co-
incubated with palmitate plus either AICAR or A-769662
(Fig. 3), suggesting that AMPK activation prevents
palmitate-induced ER stress. In addition, when we co-
incubated C2C12 and LHCN-M2 cells exposed to palmitate
plus oleate with the AMPK inhibitor compound C we ob-
served that the effect of oleate on the expression of
sXbp1/sXBP1, Atf3/AFT3 and Chop was abolished (Fig. 4).
Given the association of ER stress with the activation of the
inflammatory process and insulin resistance [14], next we
tried to link the inhibitory effects of oleate on palmitate-
induced ER stress with oleate’s reported ability to prevent
palmitate-induced inflammation and insulin resistance [7].
We evaluated the effect of fatty acids on the expression of Il6
and its secretion, a cytokine under the transcriptional control
of NF-κB, which is involved in insulin resistance [10, 36].
Palmitate caused a 5.5-fold induction (p<0.01) in Il6mRNA
levels, which was of lower intensity to the induction ob-
served with potent ER-stress inducer tunicamycin (Fig. 5a).
In contrast to palmitate, oleate exposure did not affect Il6
expression (Fig. 5b), whereas co-incubation of palmitate-
exposed cells with oleate prevented the increase in Il6

mRNA levels. Interestingly, in the presence of compound
C, the effect of oleate in preventing the increase in Il6mRNA
in palmitate-exposed cells was partially reversed. A similar
pattern was observed when we determined the secretion of
IL-6 into the culture medium (Fig. 5c). Of note, human
skeletal muscle cells showed a similar behaviour to that
reported for C2C12 myotubes (Fig. 5d). Since palmitate
induces IL6 mRNA expression and IL-6 secretion through
NF-κB activation driven by the reduction in IκBα levels [7,
8], we next evaluated the effects of fatty acids on the
protein levels of this NF-κB inhibitor. Consistent with
the changes in Il6, palmitate exposure reduced IκBα
protein levels in C2C12 myotubes (Fig. 5e). In contrast,
oleate did not and co-incubation of palmitate-exposed

Fig. 3 AMPK activators prevent palmitate-induced ER stress in
mouse skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were incubated for
16 h in the presence or absence (Ct, Control) of 0.5 mmol/l palmitate
(Pal) and the AMPK activators AICAR (2 mmol/l) or A-769662
(60 μmol/l). sXbp1 (a, b), Atf3 (c, d), Chop (e, f) and Bip (g) mRNA
levels. The graphs represent the quantification of the aprt-normalised
mRNA levels, expressed as a percentage of control samples ± SD
of six independent experiments. ***p<0.001 and **p<0.01 vs Ct;
†††p<0.001 and ††p<0.01 vs Pal
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cells with the monounsaturated fatty acid prevented this re-
duction. Moreover, co-incubation of palmitate-exposed cells
with oleate plus compound C reversed the effect of oleate.
Measurement of NF-κB DNA-binding activity by EMSA
confirmed these results. NF-κB formed one main complex
with nuclear proteins (Fig. 5f) and specificity of this DNA-
binding complex was assessed in competition experiments by
adding an excess of unlabelled NF-κB oligonucleotide.
Palmitate-exposed cells showed increased NF-κB DNA-
binding activity compared with control cells, whereas cells
exposed to oleate did not; co-incubation of palmitate-exposed
cells with oleate prevented this increase. Interestingly, in the
presence of compound C the effect of oleate on palmitate-
exposed cells was blunted (Fig. 5f).

Then we evaluated whether AMPK activation by oleate
contributed to the prevention of the reduction in insulin-
stimulated Akt phosphorylation caused by palmitate expo-
sure in C2C12 myotubes. Palmitate reduced insulin-
stimulated Akt phosphorylation and this effect was not
observed in cells exposed to oleate or in palmitate-exposed
cells supplemented with oleate (Fig. 6a). In addition, the
AMPK activators AICAR and A-769662 prevented this
effect of palmitate (Fig. 6a). Likewise, the ER stress inducer
thapsigargin reduced insulin-stimulated Akt phosphoryla-
tion. Of note, the effect of oleate on palmitate-exposed cells
was reversed in the presence of compound C, indicating that
the ability of oleate to prevent palmitate-induced insulin
resistance requires AMPK activation. To further underpin
the importance of ER stress in palmitate-induced insulin
resistance in our conditions we incubated cells with

palmitate in the presence of phenylbutyric acid (PBA), a
pharmacological chaperone that reduces cellular ER stress
and improves insulin sensitivity [37]. PBA prevented the
reduction in insulin-stimulated Akt phosphorylation caused
by palmitate (Fig. 6b). A similar trend to that reported for
Akt was observed when we assessed 2-DG uptake (Fig. 6c).
Interestingly, the ER stress inducer tunicamycin caused a
similar reduction in insulin-stimulated 2-DG to that attained
by palmitate.

To clearly confirm the involvement of AMPK in the effects
of oleate, we manipulated AMPK activity in C2C12 cells by a
molecular approach, involving overproduction of an AMPKα
subunit with a point mutation that causes the enzyme to
function as a dominant negative suppressor of endogenous
AMPK activity (K45R). Overproduction of this construct in
C2C12 cells leads to the displacement of endogenous sub-
units, followed by degradation of free alpha subunit [24]. This
resulted in a reduction in total protein AMPK levels (Fig. 7a)
and in its activity, determined by the decrease in acetyl-CoA
carboxylase (ACC) phosphorylation (Fig. 7b). ACC is a sub-
strate for AMPK [38] and serves as an indicator of AMPK
activity. Inhibition of AMPK activity attenuated the effect of
oleate in palmitate-exposed cells on IRE1α activation
(Fig. 7c), IκBα protein levels (Fig. 7d) and insulin-
stimulated Akt phosphorylation (Fig. 7e), suggesting that
oleate prevents palmitate-induced inflammation and insulin
resistance through an AMPK-dependent mechanism.

Oleate prevents the reduction in phospho-AMPK induced by
palmitate Finally, we evaluated the potential mechanism

Fig. 4 Oleate prevents palmitate-induced ER stress in skeletal muscle
cells through an AMPK-dependent mechanism. C2C12 or LHCN-M2
myotubes were incubated for 16 h in the presence or absence (Ct,
Control) of different fatty acids: 0.5 mmol/l palmitate (Pal), 0.5 mmol/l
oleate (Ole) or 0.5 mmol/l palmitate supplemented with 0.3 mmol/l
oleate (Pal + Ole). Indicated cells were pre-incubated with 30 μmol/l of
the AMPK inhibitor compound C (Cc) 8 h before the exposure to fatty

acids. sXbp1 (a), Atf3 (b), Chop (c), human sXBP1 (d) and human
ATF3 (e) mRNA levels. The graphs represent the quantification of the
18S- (LHCN-M2 human cells) or aprt-normalised mRNA levels,
expressed as a percentage of control samples ± SD of six independent
experiments. ***p<0.001 and **p<0.01 vs Ct; †††p<0.001 and
†p<0.05 vs Pal; ‡‡‡p<0.001, ‡‡p<0.01 and ‡p<0.05 vs Ole; §§§p<0.001
and §§p<0.01 vs Pal + Ole
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responsible for the effect of fatty acids on AMPK activity.
AMPK activation was monitored by western blot by incu-
bating with a specific antibody against phosphorylated
Thr172 of AMPK, which is essential for its activity [39].
When we examined the total and phospho-AMPK protein
levels in C2C12 skeletal muscle cells exposed to fatty acids

we observed that palmitate caused a reduction in phospho-
AMPK levels compared with control cells (Fig. 8a). Unlike
palmitate, oleate did not affect phospho-AMPK levels. Fur-
ther, oleate supplementation prevented the reduction in
phospho-AMPK levels caused by palmitate. Consistent with
the phospho-AMPK levels, ACC-Ser79 was reduced in
palmitate-exposed cells, whereas this reduction was not
observed in cells exposed to oleate or in palmitate-exposed
cells supplemented with oleate (Fig. 8b). The control of
AMPK is complex and its phosphorylation status is regulat-
ed by both phosphatases and kinases [35]. Since a previous
study reported that palmitate inhibited AMPK phosphoryla-
tion via ceramide-dependent phosphatase 2A (PP2A) acti-
vation in endothelial cells [40], we first examined the
abundance of the PP2A/AC catalytic subunit. Fatty acids
did not affect the protein levels of this phosphatase (Fig. 8c),

Fig. 5 Oleate prevents palmitate-induced inflammation in skeletal
muscle cells through an AMPK-dependent mechanism. C2C12 or
LHCN-M2 myotubes were incubated for 16 h in the presence or
absence (Ct, Control) of different fatty acids: 0.5 mmol/l palmitate
(Pal), 0.5 mmol/l oleate (Ole) or 0.5 mmol/l palmitate supplemented
with 0.3 mmol/l oleate (Pal + Ole). Indicated cells were pre-incubated
with 30 μmol/l of the AMPK inhibitor compound C (Cc) before the
exposure to fatty acids. Relative quantification of mouse Il6 (a, b) and
human IL6 (d) mRNA levels assessed by real-time RT-PCR. The
graphs represent the quantification of the housekeeping-gene-
normalised mRNA levels, expressed as a percentage of control samples
± SD of six independent experiments. Mouse IL-6 secretion levels (c)
were analysed by ELISA. C2C12 cell lysates were analysed by western
blot using antibodies against IκBα (e). Immunoblots from three sepa-
rate experiments were quantified and presented in the corresponding
bar graphs. (f) Autoradiograph of EMSA performed with 32P-labelled
NF-κB nucleotide and nuclear protein extracts (NE). One main specific
complex (I), based on competition with a molar excess of unlabelled
probe, was formed. The autoradiograph is representative of three
separate experiments. ***p<0.001 and **p<0.01 vs Ct; †††p<0.001,
††p<0.01 and †p<0.05 vs Pal; ‡‡‡p<0.001 and ‡‡p<0.01 vs Ole; §§§p<0.001
and §§p<0.01 vs Pal + Ole

Fig. 6 Oleate prevents palmitate-induced insulin resistance in mouse
skeletal muscle cells through an AMPK-dependent mechanism. C2C12
myotubes were incubated for 16 h in the presence or absence (Ct, Control)
of different fatty acids: 0.5 mmol/l palmitate (Pal), 0.5 mmol/l oleate (Ole)
or 0.5 mmol/l palmitate supplemented with 0.3 mmol/l oleate (Pal + Ole).
Indicated cells were pre-incubated with 30 μmol/l of the AMPK inhibitor
compound C, 2 mmol/l of AICAR, 60 μmol/l of A-769662, 2 mmol/l of
the ER stress inhibitor PBA, 1 μmol/l of thapsigargin (Tapsi) or 5 μg/ml
tunicamycin (Tuni). (a, b) C2C12 cell lysates were analysed by western
blot using antibodies against total and phospho-Akt (Ser473). Indicated
cells were incubated with 100 nmol/l insulin (Ins) for the last 10 min.
Immunoblots from three separate experiments were quantified and
presented in the corresponding bar graphs. (c) 2-DG uptake was assessed
without or with insulin. Values are means ± SD of six independent
experiments. §§§p<0.001 and §p<0.05 vs Ct cells not exposed to insulin
(Ct-Ins); ***p<0.001 and *p<0.05 vs Ct cells exposed to insulin (Ct +
Ins); †††p<0.001 and †p<0.05 vs Pal; ‡‡p<0.01 and ‡p<0.05 vs Pal + Ole
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making its contribution to the changes observed unlikely.
Although in skeletal muscle cells LKB1 is the main up-
stream kinase regulating AMPK activity [41], we did not
observe changes in the protein levels of LKB1 (Fig. 8d).
Moreover, AMPK is activated allosterically by an increase
in the intracellular AMP levels [35]. Even with minimal
reduction in cellular ATP, changes in the concentration of
AMP can activate AMPK [42]. Thus, we measured the
AMP levels by HPLC to determine whether fatty acids
affected its concentrations. Interestingly, palmitate reduced
AMP levels compared with control cells or cells exposed to
oleate, whereas in palmitate-exposed cells supplemented
with oleate a significant increase was observed (Fig. 8e).

Discussion

High-fat diets are known to cause insulin resistance and type
2 diabetes mellitus, mainly due to their fatty-acid content.
However, whereas saturated fatty acids promote insulin

resistance [2, 3], the monounsaturated oleic acid improves
insulin sensitivity [4, 5]. This has led to the suggestion that
dietary intake of oleic acid should be used as a substitute for
saturated fatty acids in the management of type 2 diabetes
mellitus [43]. There is increasing evidence that the Mediter-
ranean diet has a protective effect on both obesity and
diabetes. This diet is characterised by a specific fatty acid
pattern; it is low in saturated fatty acids (7–8% of energy)
and high in monounsaturated fatty acids (over 20% of total
energy), because the fat source consists primarily of olive oil
[44]. However, the mechanisms by which oleate may im-
prove insulin resistance are not completely known.

This study provides the first evidence that the monoun-
saturated fatty acid oleate prevents saturated-fatty-acid-in-
duced ER stress, inflammation and insulin resistance
through AMPK activation. First, we show that oleate, in
contrast to palmitate, does not increase the levels of ER
stress markers. In addition, oleate supplementation at a
low concentration provides a marked protection against
ER stress and reduces the levels of these markers to those
present in control cells. It is worth noting that the changes

Fig. 7 The effects of oleate on
ER stress, inflammation and
insulin sensitivity in palmitate-
exposed mouse skeletal muscle
cells are AMPK dependent.
C2C12 myotubes transfected
with LacZ- or pAMPKα2
K45R-carrying plasmids were
incubated for 16 h in the
presence or absence of different
fatty acids: 0.5 mmol/l
palmitate (Pal), 0.5 mmol/l
oleate (Ole) or 0.5 mmol/l
palmitate supplemented with
0.3 mmol/l oleate (Pal + Ole).
Cell lysates were analysed by
western blot using antibodies
against total AMPK and actin
(a), total and phospho-ACC
(Ser79) (b), IRE-1α (c) IκBα
(d) and total and phospho-Akt
(Ser473) (e). Indicated cells were
incubated with 100 nmol/l
insulin (Ins) for the last 10 min.
Data are expressed as mean ±
SD of four experiments.
¶¶p<0.01 and ¶p<0.05 vs LacZ
−Ins; ***p<0.001, **p<0.01
and *p<0.05 vs LacZ + Ins;
†††p<0.001 and ††p<0.01 vs
Pal; ‡‡‡p<0.001 and ‡‡p<0.01
vs Ole; §§§p<0.001 and
§p<0.05 vs Pal + Ole; DN,
dominant negative
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observed in the mouse cell line C2C12 were confirmed in
human skeletal muscle cells, indicating that the effects of
oleate are not species specific. Our findings discard the
involvement of PPARs, Ca2+, SIRT1, PKA or increased
fatty acid oxidation in the effects attained by oleate. Like-
wise, even though extracellular-signal-regulated kinase
(ERK)1/2 has been involved in palmitate-induced NF-κB
activation [45], no changes were observed in ER stress
markers in cells co-incubated with palmitate plus
U0126 (a MEK1/2 [mitogen-activated protein kinase]–
ERK1/2 inhibitor) compared with cells incubated with only
the saturated fatty acid, whereas IL6 mRNA levels were
reduced (data not shown). Furthermore, oleate exposure did
not affect palmitate uptake since we have previously reported
that the total content of intracellular lipids is similar in
palmitate- and palmitate-plus-oleate-exposed cells [7]. How-
ever, AMPK activation prevented the increase in ER stress
markers in palmitate-exposed skeletal muscle cells. This is
consistent with previous studies reporting that AMPK

activation protects against hypoxic injury [18], atherosclerosis
[19] and liver damage [21] by reducing ER stress. By using
the AMPK inhibitor compound C and overproduction of a
dominant negative AMPK construct we demonstrated that
activation of this kinase was responsible for the reduction in
ER stress attained by oleate in palmitate-exposed cells. Since
ER stress is emerging as a potential site for the intersection of
inflammation and insulin resistance [11], we assessed in our
conditions the contribution of ER stress and AMPK activation
to these processes. Interestingly, ER stress can activate NF-κB
via translational suppression of IκΒα, resulting in the
upregulation of mediators of inflammation and insulin resis-
tance, such as IL-6 [46]. Consistent with this, the ER stress
inducers tunicamycin and thapsigargin increased the expres-
sion of IL6 and reduced insulin-stimulated Akt phosphoryla-
tion, respectively. Likewise, PBA, which reduces cellular ER
stress, prevented the reduction in insulin-stimulated Akt phos-
phorylation caused by palmitate. These findings are in agree-
ment with those of a previous study [15] but contrast with
those reported in a recent study indicating that ER stress does
not mediate palmitate-induced insulin resistance [47]. We do
not know the reasons for this discrepancy, but differences in
the fatty acid–BSA conjugation could be involved.

Overall, these findings confirm the role of ER stress in
inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells.
Moreover, the ability of oleate to prevent the reduction in
IκBα protein levels in palmitate-exposed cells was blocked
by the AMPK inhibitor compound C and by overproduction
of the dominant negative AMPK construct, suggesting that
AMPK activation by oleate contributes to the prevention of
palmitate-induced inflammation. In agreement with the
changes in markers of inflammation, AICAR, A-769662
and oleate improved the reduction in insulin-stimulated
Akt phosphorylation that had been caused by palmitate.
The improvement achieved by oleate was prevented in cells
supplemented with oleate plus compound C or cells in
which the dominant negative AMPK was overproduced.
These data confirm that oleate improves palmitate-induced
insulin resistance through AMPK activation.

As a whole, the findings of this study show that AMPK
activation by oleate contributes to the prevention of palmitate-
induced inflammation and insulin resistance. In addition, our
data also show that AMPK activation by oleate also prevents
palmitate-induced NF-κB activation in human skeletal muscle
cells. This is an interesting point, since NF-κB is activated in
myocytes from obese individuals with type 2 diabetes com-
pared with non-obese control individuals, whereas AMPK
activation attenuates NF-κB activation [48].

Interestingly, it has been reported that reduction in AMPK
levels promotes ER stress, suggesting that AMPK functions as
a physiological suppressor of ER stress [20]. When we exam-
ined the potential mechanisms responsible for the increase in
ER stress following palmitate exposure and the protective

Fig. 8 Oleate prevents the palmitate-mediated reduction in phospho-
AMPK levels in mouse skeletal muscle cells. C2C12 myotubes were
incubated for 16 h in the presence or absence (Ct, Control) of different
fatty acids: 0.5 mmol/l palmitate (Pal), 0.5 mmol/l oleate (Ole) or
0.5 mmol/l palmitate supplemented with 0.3 mmol/l oleate (Pal +
Ole). Cell lysates were analysed by western blot using antibodies
against total and phospho-AMPK (Thr172) (a), total and phospho-
ACC (Ser79) (b), PP2A (c) and LKB1 (d). (e) AMP levels in C2C12
myotubes exposed to fatty acids. Data are expressed as mean ± SD of
four experiments. ***p<0.001 and **p<0.01 vs Ct; †††p<0.001 vs
Pal; ‡‡‡p<0.001 vs Ole
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effects of oleate, we observed that the saturated fatty acid
reduced phospho-AMPK levels. In contrast, neither oleate-
nor palmitate-exposed cells supplemented with oleate showed
changes in the levels of this kinase. Since it has been reported
that high-fat-diet feeding significantly decreases phospho-
AMPK in the liver and muscles of rodents [49], these findings
suggest that the saturated fatty acids in these diets contribute to
this reduction.

The regulation of AMPK is complex, involving allosteric
control by an increase in the cellular content of AMP and
covalent regulation through phosphorylation of Thr172 with-
in the catalytic subunit by upstream kinase LKB1 and de-
phosphorylation by PP2A. Our data show that palmitate
reduces AMP levels, whereas no changes were observed in
cells exposed to oleate; in those exposed to palmitate and
supplemented with oleate, AMP levels were higher than in
control cells. These findings indicate that palmitate reduces
AMPK activity through a reduction in AMP levels, whereas
oleate supplementation can prevent the reduction caused by
palmitate in the concentration of this nucleotide.

In summary, on the basis of our findings we propose
that oleate prevents palmitate-induced ER stress, inflam-
mation and insulin resistance in skeletal muscle cells
through AMPK activation. These findings offer a new
mechanistic approach to the beneficial effects of oleate
vs the saturated fatty acid palmitate in skeletal muscle
insulin resistance.
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 Cada vegada hi ha proves més evidents que estableixen un vincle entre l’estrès 

del RE i l’activació dels processos inflamatoris que precedeixen la RI. Així, alteracions 

en l’homeòstasi del RE resulten en l’activació d’una resposta adaptativa coneguda com 

UPR, la qual condueix a un estat patològic en activar-se de forma crònica. Atès que el 

múscul esquelètic es el principal teixit responsable de la captació de glucosa depenent 

d’insulina, l’activació crònica de l’estrès del RE en aquest teixit condueix a l’activació 

de vies inflamatòries que precedeixen la RI. 

 És àmpliament conegut que l’AMPK exerceix múltiples efectes beneficiosos en 

l’organisme inhibint processos inflamatoris, l’estrès oxidatiu i la RI. Recentment ha 

estat descrit que aquesta cinasa redueix l’estrès del RE i, a més, diferents autors 

proposen la presència d’una regulació negativa entre les proteïnes AMPK i ERK1/2. 

Tanmateix, diferents estudis demostren que la inhibició de la cinasa ERK1/2 pot activar 

vies de senyalització que involucren l’AMPK i l’AKT, evitant així la RI induïda per 

l’estrès del RE en múscul esquelètic.   

 Actualment es coneix que PPARα i PPARγ són dianes de fàrmacs 

hipolipemiants i antidiabètics, respectivament. El tercer membre d’aquesta família de 

receptors nuclears, PPARβ/δ, ha estat assenyalat com a una potencial diana 

terapèutica per al tractament de la RI, ja que es capaç d’incrementar la β-oxidació 

mitocondrial i, com a conseqüència, evitar processos inflamatoris i de RI en múscul 

esquelètic. Més recentment ha estat descrit que l’activació de PPARβ/δ podria inhibir 

l’estrès del RE en aorta i fetge, encara que els mecanismes responsables d’aquests 

efectes no han estat identificats. 

 Per aquest motiu, l’objectiu d’aquest treball ha estat determinar si l’activació de 

PPARβ/δ es capaç d’evitar la inflamació i la RI en múscul esquelètic mitjançant 

mecanismes que involucren l’estrès del RE, així com elucidar si la cinasa AMPK està 

involucrada en aquest procés.  

 Els resultats obtinguts evidencien que l’activació farmacològica de PPARβ/δ 

redueix l’estrès del RE induït per lípids en cèl·lules musculars esquelètiques. En 

concret, l’activació de PPARβ/δ mitjançant GW501516 va evitar l’increment en els 

nivells d’expressió gènica d’sXbp1, Bip, Grp94, Orp150, així com els nivells de 

fosforilació d’IRE1α en cèl·lules de múscul esquelètic incubades amb palmitat. A més, 

el lligand de PPARβ/δ va reduir els nivells de fosforilació d’IRE1α, així com els nivells 

de BIP incrementats en múscul esquelètic de ratolins alimentats amb una dieta rica en 

greixos. Tanmateix, l’activació farmacològica de PPARβ/δ també va evitar l’estrès del 

RE, la inflamació i la RI induïda per coneguts activadors d’estrès del RE en cèl·lules 
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musculars esquelètiques mitjançant mecanismes que involucraven l’AMPK. Així doncs, 

el GW501516 va reduir els nivells d’expressió gènica d’sXBP1, CHOP i ATF3, així com 

els nivells de fosforilació d’IRE1α incrementats per la tapsigargina. En línia amb 

aquests resultats, l’activador de PPARβ/δ va evitar l’increment en els nivells 

d’expressió gènica de CHOP, ATF3, Grp94 i Orp150 induïts per la tunicamicina en 

cèl·lules de múscul esquelètic.   

 El paper antiinflamatori del GW501516 es va confirmar en evitar l’activació del 

FT NF-κB, així com els nivells d’expressió d’IL-6 i Tnfα incrementats en resposta a  

l’activació de l’estrès del RE. Igualment, el GW501516 evità la reducció en els nivells 

de fosforilació de la proteïna AKT i en la captació de glucosa secundària a 

l’administració de tunicamicina. A més, la intolerància a la glucosa observada en 

ratolins deficients en PPARβ/δ s’acompanyava d’un increment en la fosforilació 

d’IRE1α. Els efectes del GW501516 sobre la inflamació i la RI induïda per l’estrès del 

RE es van revertir sobreexpressant un plasmidi que contenia un gen que codifica per 

un mutant de la proteïna AMPK el qual desplaça l’AMPK endògena, fet que suggeria 

que els efectes del GW501516 sobre l’estrès del RE, la inflamació i la RI implicaven 

aquesta cinasa. A més, es va confirmar la regulació negativa entre les proteïnes AMPK 

i ERK1/2 en aquest model cel·lular atès que la reducció en els nivells de fosforilació de 

l’AMPK en cèl·lules incubades amb tunicamicina s’acompanyà d’un increment en la 

fosforilació d’ERK1/2. Tanmateix, tant l’activació de PPARβ/δ mitjançant GW501516 

com la inhibició de l’ERK1/2 mitjançant U0126 van incrementar els nivells de 

fosforilació d’AMPK.  

 En resum, podem concloure que l’activació de PPARβ/δ evita  la inflamació i la 

RI induïdes per l’estrès del RE en cèl·lules musculars esquelètiques mitjançant 

mecanismes que involucren l’activació de l’AMPK.  
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Abstract 

Aim/hypothesis Endoplasmic reticulum (ER) stress, which is involved in the link between 

inflammation and insulin resistance, contributes to the development of type 2 diabetes mellitus. In 

this study, we assessed whether peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)β/δ prevented 

ER stress-associated inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells. 

Methods Studies were conducted in mouse C2C12 myotubes, in the human myogenic cell line 

LHCN-M2 and in skeletal muscle from wild-type and PPARβ/δ-deficient mice and mice exposed 

to a high-fat diet. 

ResultsThe PPARβ/δagonist GW501516 prevented lipid-induced ER stress in mouse and human 

myotubes and in skeletal muscle of mice fed a high-fat diet. PPARβ/δ activation also prevented 

thapsigargin- and tunicamycin-induced ER stress in human and murine skeletal muscle cells. In 

agreement with this, PPARβ/δ activation prevented ER stress-associated inflammation and insulin 

resistance, and glucose-intolerant PPARβ/δ-deficient mice showed increased phosphorylated 

levels of inositol-requiring 1 transmembrane kinase/endonuclease-1α in skeletal muscle. Our 

findings demonstrate that PPARβ/δ activation prevents ER stress through the activation of AMP-

activated protein kinase (AMPK), and the subsequent inhibition of extracellular-signal-regulated 

kinase (ERK)1/2 due to the inhibitory crosstalk between AMPK and ERK1/2, since 

overexpression of a dominant negative AMPK construct (K45R) reversed the effects attained by 

PPARβ/δ activation. 

Conclusions/interpretationOverall, these findings indicate that PPARβ/δ prevents ER stress, 

inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells by activating AMPK. 

 

Keywords 

AMPK, ER stress, ERK1/2, NF-κB, PPARβ/δ 

 

Abbreviations 

2-DG  2-Deoxy-glucose 

ACC2  Acetyl-CoA carboxylase 2 

AMPK  AMP-activated protein kinase 

ATF6  Activating transcription factor-6 

eIF2α  Εukaryotic initiation factor 2α 

EMSA  Electrophoretic mobility shift assay 
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ER  Endoplasmic reticulum 

ERK  Extracellularsignal-regulated kinase 

IκB  Inhibitor of κB 

IRE-1α Inositol-requiring 1 transmembrane kinase/endonuclease-1α 

NF-κB  Nuclear factor-κB 

PERK  Eukaryotic translation initiation factor-2α kinase 3 

PPAR  Peroxisome proliferator-activated receptor 

UPR  Unfolded protein response 

XBP1  X-box binding protein-1 

 

Introduction 

Insulin resistance, defined as a decrease in the action of insulin on target tissues [1], precedes and 

predicts the development of type 2 diabetes mellitus [2]. The primary site of insulin resistance in 

obesity and type 2 diabetes mellitus is skeletal muscle, since it accounts for the majority of insulin-

stimulated glucose utilisation [3]. 

Recently, endoplasmic reticulum (ER) stress has emerged as a key player in the progression of 

insulin resistance and intersects with many different inflammatory and stress signalling pathways 

that disrupt insulin signalling [4]. The ER is responsible for the synthesis, folding and trafficking 

of secretory and membrane proteins. Disruption of ER homeostasis results in an adaptive unfolded 

protein response (UPR), intended to restore the ER’s folding capacity and mitigate stress [5]. 

However, if ER stress is activated chronically, a decline in the action of insulin occurs, thus 

contributing to the development of type 2 diabetes mellitus [6]. Initiation of the canonical UPR 

involves activation of three key signalling proteins—inositol-requiring 1 transmembrane 

kinase/endonuclease-1α (IRE-1α), activating transcription factor-6 (ATF6) and eukaryotic 

translation initiation factor-2α kinase 3 (PERK). The endoribonuclease activity of IRE-1α cleaves 

a 26-base-pair segment from the mRNA of XBP1, creating the active (or spliced) form of the 

transcription factor XBP1 (sXBP1). ATF6 translocates to the nucleus, in which it acts as a 

transcription factor and PERK phosphorylates and inhibits an essential initiator of translation, 

eukaryotic initiation factor 2α (eIF2α). Together, these pathways work to decrease translation and 

increase protein folding [7]. The three branches of the canonical UPR intersect with a variety of 

inflammatory and stress signalling systems, including the nuclear factor-κB (NF-κB) pathway [4], 

the activation of which has been linked with the impairment of insulin action in skeletal muscle 

[8]. Thus, phosphorylation of eIF2α by PERK results in a general repression of mRNA translation. 
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Since inhibitor of κB (IκB), which inhibits NF-κB, has a shorter half-life than NF-κB, UPR 

activation shifts the IκB/NF-κB ratio, thereby releasing NF-κB, which translocates to the nucleus 

and increases the expression of its target genes, such as IL6 and TNF[9]. In addition, in response to 

ER stress, the cytoplasmatic domain of phosphorylated IRE1α can recruit TNF-α receptor-

associated factor 2, forming a complex that interacts and activates IκB kinase, leading to NF-κB 

activation [9]. 

Activation of adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) exhibits multiple 

protective effects, including inhibition of inflammation and insulin resistance, and reduces the risk 

of developing type 2 diabetes mellitus [10]. Recently, it has been reported that AMPK activation 

protects against hypoxic injury [11], atherosclerosis [12,13] and lipid-induced hepatic disorders 

[14] by reducing ER stress. Interestingly, an inhibitory crosstalk between AMPK and extracellular-

signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) has been reported [15] and inhibition of ERK1/2 was found 

to improve AMPK and Akt pathways and to reverse ER stress-induced insulin resistance in 

skeletal muscle cells [16]. 

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are members of the nuclear receptor 

superfamily of ligand-inducible transcription factors [17] that may also suppress inflammation 

through diverse mechanisms [18–21]. Of the three PPAR isotypes found in mammals, 

PPARα [22] and PPARγ are the targets for fibrates and thiazolidinediones, respectively. 

Activation of the third isotype, PPARβ/δ, has been proposed as a potential treatment for insulin 

resistance [23] since it enhances fatty acid catabolism in adipose tissue and skeletal muscle 

[24,25]. In fact, it has been reported that the increase in fatty acid oxidation in human skeletal 

muscle cells following treatment with the PPARβ/δ activator GW501516 is dependent on both 

PPARβ/δ and AMPK [26]. The present study was undertaken to determine whether PPARβ/δ 

prevents inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells by reducing ER stress. 

 

Methods 

Cell cultureand mice Mouse C2C12 (ATCC, Manassas, VA) and human LHCN-M2 myoblasts 

were maintained, grown and differentiated to myotubes as previously described [27]. Lipid-

containing media were prepared by conjugation of palmitic acid with fatty-acid-free BSA, as 

previously described [27]. For further details, please refer to the electronic supplementary material 

(ESM) Methods. 

Five-week-old CD-1 male mice (Harlan Ibérica, Barcelona, Spain) were randomly distributed into 

three experimental groups (n=8 each). One group was fed the standard diet, another was fed a 
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western-type high-fat diet (HFD; 35% fat by weight, 58% energy from fat; Harlan Ibérica) plus 

one daily oral gavage of vehicle (0.5% wt/vol.carboxymethylcellulose) and the other was fed the 

HFD plus one daily oral dose of 3 mg kg−1 day−1 of the PPARβ/δ agonist GW501516 dissolved in 

the vehicle. After 3 weeks of treatment, mice were killed under isoflurane anaesthesia. Skeletal 

muscle (gastrocnemius) samples were frozen in liquid nitrogen and then stored at −80°C. 

Male Pparβ/δ (also known as Ppard)-knockout mice and control mice (Pparβ/δ+/+, wild-type) 

with the same genetic background (C57BL/6X129/SV), each having an initial weight of 20–25 g, 

were fed a standard diet. The generation of Pparβ/δ-null mice has been described previously [28]. 

All procedures were approved by the University of Barcelona Bioethics Committee, as stated in 

Law 5/21 July 1995 passed by the Generalitat de Catalunya. 

 

RNA preparation and quantitative RT-PCRThe relative levels of specific mRNAs were assessed 

by RT-PCR, as previously described [27]. Primer sequences used for RT-PCR are displayed in 

ESM Table 1. 

 

Immunoblotting Isolation of total and nuclear extracts was performed as described elsewhere [27]. 

For further details, please refer to the ESM Methods. 

 

Deoxy-D-glucose,2-[1,2-3H(N)] uptake experiments 2-Deoxy-glucose (2-DG) uptake was 

performed as previously reported [27]. For further details, please refer to the ESM Methods. 

 

Electrophoretic mobility shift assayAn electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was 

performed as previously described [27]. 

 

HPLC measurement of AMP The measurement of AMP using HPLC was performed as previously 

described [27]. For further details, please refer to the ESM Methods. 

 

Statistical analyses Results are expressed as means ± SD. Significant differences were established 

by one-way ANOVA using the GraphPadInstat programme (GraphPad Software V5.01;GraphPad 

Software, San Diego, CA). When significant variations were found by one-way ANOVA, the 

Tukey–Kramer multiple comparison post-hoctest was performed. Differences were considered 

significant at p<0.05. 
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Results 

PPARβ/δ activation prevents lipid-induced ER stress in mouse and human skeletal muscle cellsTo 

evaluate the effects of PPARβ/δ activation on palmitate-induced ER stress in skeletal muscle cells 

we first examined the effects of GW501516, a selective ligand for PPARβ/δ [29,30], on activated 

IRE1α. Palmitate exposure at 0.5 mmol/l induced an increase in the phosphorylated forms of 

IRE1α detected by slower migration, and this increase was almost completely prevented by 

treatment with GW501516 (Fig. 1a). Consistent with the increase in the phosphorylation status of 

IRE1α, which promotes the splicing of Xbp1, C2C12 myotubes exposed to 0.5 mmol/l palmitate 

showed increased splicedXbp1(sXbp1) mRNA levels compared with cells exposed only to BSA 

(Fig. 1b), whereas in the presence of palmitate plus GW501516 the sXbp1 mRNA levels were 

reduced. This effect of GW501516 was specific and PPARβ/δdependent, since it was reversed by 

the PPARβ/δ antagonist GSK0660. In human LHCN-M2 myotubes (Fig. 1c) a similar trend was 

observed in sXBP1 mRNA levels, indicating that the effect of GW501516 was not speciesspecific. 

A similar profile of changes was observed when we examined the mRNA levels of several ER 

stress markers such as Grp78/Bip(also known as Hspa5), Grp94 (also known as Hsp90b1)and 

Orp150(also known as Hyou1). Exposure to palmitate increased the expression of all these ER 

stress markers, whereas co-incubation with palmitate plus GW501516 led to a significant 

reduction (Fig. 1d–f). Next, we evaluated whether PPARβ/δ activation protected against lipid-

induced ER stress in vivo in skeletal muscle. We have previously reported that mice fed with an 

HFD were glucose-intolerant, whereas mice fed with the HFD and treated with GW501516 

showed an improved response to glucose challenge [31]. In the skeletal muscle of these mice we 

observed that exposure to the HFD increased the phosphorylated forms of IRE1α and the protein 

levels of BIP compared with those in mice fed a standard diet, while these changes were prevented 

in HFD-fed mice treated with GW501516 (Fig. 1g,h). Therefore, the improvement in glucose 

tolerance achieved by GW501516 in mice fed an HFD was accompanied by a reduction in the 

levels of ER stress markers in skeletal muscle. 

 

PPARβ/δ activation prevents thapsigargin- and tunicamycin-induced ER stress in skeletal muscle 

cellsTo clearly demonstrate that PPARβ/δ activation prevents ER stress in skeletal muscle cells, 

we then examined the effects of GW501516 on ER stress induced by thapsigargin, a potent ER 

stress inducer [32]. Thapsigargin elicited a huge increase in IRE1α protein levels, and GW501516 

reduced the increase in the phosphorylated forms of this protein (Fig. 2a). Consistent with the 

effects of GW501516 on IRE1α, drug treatment downregulated the increase caused by 
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thapsigargin in sXbp1 transcript levels in murine (Fig. 2b) and human myotubes (Fig. 2c). 

GW501516 also significantly reduced the increase in the expression of other ER stress markers 

such as CHOP and ATF3 in human myotubes (Fig. 2d,e). Similarly, GW501516 significantly 

reduced the increase in mRNA levels in human (CHOP and ATF3) (Fig. 2f,g) and murine (Chop, 

Grp94 and Orp150) (Fig. 2 h–j) myotubes caused by another potent ER stress inducer, 

tunicamycin [31]. Overall, these findings demonstrate that PPARβ/δ activation prevents ER stress 

regardless of the inducer used. 

 

PPARβ/δ activation prevents ER stress-induced inflammation and insulin resistance in skeletal 

muscle cellsGiven the association of ER stress with activation of the inflammatory process and 

insulin resistance [4,6], we next assessed whether PPARβ/δ activation reduced ER stress-

associated inflammation and insulin resistance. First, we examined the NF-κB pathway. 

Thapsigargin reduced the protein levels of the NF-κB inhibitor IκBα [33] (Fig. 3a), whereas co-

incubation of the cells with thapsigargin plus GW501516 led to an increase in the levels of this 

NF-κB inhibitor. Also, thapsigargin increased nuclear p65 subunit of NF-κB and co-incubation of 

the cells with thapsigargin plus the GW501516 prevented this increase (Fig. 3b). To clearly 

determine whether GW501516 prevented ER stress-induced inflammation, we measured NF-κB 

binding activity by EMSA. NF-κB formed one main complex with nuclear proteins (Fig. 3c). 

Specificity of the DNA-binding complex was assessed in competition experiments by adding an 

excess of unlabelled NF-κB oligonucleotide. NF-κB binding activity increased in nuclear extracts 

from thapsigargin- and tunicamycin-treated human cells, whereas in those cells co-incubated with 

these ER stressors and GW501516 the binding activity was similar to that in control cells. 

Addition of an antibody against the p65 and p50 subunits of NF-κB in thapsigargin-stimulated 

cells supershifted the complex, indicating that this band mainly consisted of these subunits. No 

supershift was observed after addition of an Oct-1 antibody, indicating that the NF-κB changes 

were specific. We then evaluated the effect of GW50156 on the expression of Tnf-α and IL-6, 

cytokines under the transcriptional control of NF-κBand which are also involved in insulin 

resistance [34,35]. Consistent with the NF-κB findings, Tnf mRNA levels were increased in 

C2C12 cells exposed to thapsigargin and Il6/IL6mRNA levels were increased in murine and 

human myotubes exposed to tunicamycin; co-incubation with GW501516 significantly reduced 

the expression of these cytokines (Fig. 3 d–f). 

In an attempt to establish a relationship between PPARβ/δ and ER stress-induced insulin 

resistance we used Pparβ/δ-knockout mice. Interestingly, the PPARβ/δ-deficient mice showed 
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glucose intolerance compared with wild-type mice (Fig. 4a) accompanied by an increase in the 

phosphorylated levels of IRE1α in skeletal muscle (Figure 4b). Moreover, in myotubes exposed to 

tunicamycin, we observed a reduction in insulin-stimulated Akt phosphorylation, which is 

consistent with the findings of previous studies (16,27,36).In cells co-incubated with tunicamycin 

plus GW501516 this effect was significantly reversed (Fig. 4c). Similarly, when we evaluated the 

protein levels of the insulin receptor β-subunit, which are reduced by defective insulin signalling 

[37], we observed a strong decrease following tunicamycin exposure;this response was attenuated 

by GW501516 (Fig. 4d). In concordance with these changes, tunicamycin reduced insulin-

stimulated 2-DG uptake, whereas co-incubation with tunicamycin plus GW501516 restored a 

significant part of this reduction (Fig. 4e). Overall, these findings demonstrate that PPARβ/δ 

activation prevents ER stress-induced inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells. 

 

PPARβ/δ modulates the crosstalk between AMPK and ERK pathways in skeletal muscle cellsTo 

assess the mechanism by which PPARβ/δ inhibits ER stress, we focused on the potential activation 

of AMPK by this nuclear receptor. AMPK,a pharmacological target for insulin resistance and type 

2 diabetes mellitus [10], inhibits ER stress [11,12,14,16] and its reduction promotes ER stress [13]. 

Interestingly, an inhibitory crosstalk between AMPK and ERK1/2 has been reported [15,16] and 

inhibition of ERK1/2 improves AMPK and Akt signalling and reverses ER stress-induced insulin 

resistance in skeletal muscle cells [16]. To ascertain whether the effect of PPARβ/δ on ER stress 

involves this inhibitory crosstalk between AMPK and ERK1/2, we first examined the effects of the 

ER stressor tunicamycin on their phosphorylated protein levels. As shown in Fig. 5a,b, 

tunicamycin reduced phospho-AMPK and increased phospho-ERK1/2 levels, which is in 

agreement with findings of previous studies [16] and suggests the presence of the inhibitory 

crosstalk between these kinases under our conditions. In addition, when cells were exposed to 

tunicamycin plus GW501516 or the MEK inhibitor U0126, the phosphorylation status of AMPK 

was increased compared with that in cells only exposed to tunicamycin (Fig. 5c). These findings 

suggest that GW501516 might inhibit ERK1/2 through AMPK activation. Confirmation of the 

involvement of PPARβ/δ in ERK1/2 inhibition was supported by in vivo findings: skeletal muscle 

from PPARβ/δ-deficient mice showed increased phospho-ERK1/2 levels compared with wild-type 

mice (Fig. 5d). Moreover, exposure to an HFD increased phospho-ERK1/2 levels in skeletal 

muscle, whereas treatment of the HFD-fed mice with GW501516 reversed this increase (Fig. 5e). 

Likewise, when we analysed phospho-AMPK levels in the skeletal muscle of these mice we 

observed a trend in changes opposite to those observed for ERK1/2 (Fig. 5f). 
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PPARβ/δ prevents ER stress-induced inflammation and insulin resistance through an AMPK-

dependent mechanismBecause AMPK is activated allosterically by an increase in the intracellular 

AMP/ATP ratio [10], we measured adenine nucleotide concentrations in C2C12 cells to further 

investigate the underlying mechanism of GW501516 in AMPK activation. GW501516 

significantly increased the AMP/ATP ratio (Fig. 6a), suggesting that this mechanism was 

responsible for the increase in AMPK activity following drug treatment. As a control for AMPK 

activity we measured phosphorylation of acetyl-CoA carboxylase 2 (ACC2), a substrate for 

AMPK [10]. In accordance with an increase in AMPK activity, ACC2 phosphorylation was 

increased following GW501516 treatment (Fig. 6b). In addition, our findings showed that the 

preventive effects of GW501516 on palmitate-induced ER stress in C2C12 myotubes were 

AMPK-dependent, since the reduction in sXBP1 mRNA levels induced by GW501516 was 

reversed by the AMPK inhibitor compound C (Fig. 6c). Next, to confirm the involvement of 

AMPK in the effects of PPARβ/δ, we overexpressed an AMPKα subunit with a point mutation 

that causes the enzyme to function as a dominant negative suppressor of endogenous AMPK 

activity (K45R). Overexpression of this construct in C2C12 cells leads to the displacement of 

endogenous subunits, followed by degradation of the free α subunit [38]. Inhibition of AMPK 

activity attenuated the effect of GW501516 in tunicamycin-exposed cells on IκBα protein levels 

(Fig. 6d), insulin-stimulated Akt phosphorylation (Fig. 6e) and IRβ protein levels (Fig. 6f), 

suggesting that PPARβ/δ activation prevents ERstress-associated inflammation and insulin 

resistance through AMPK. 

 

Discussion 

Excessive ER stress contributes to the development of insulin resistance and type 2 diabetes 

mellitus [4,6]. Therefore, reduction of ER stress may be critical in preventing these chronic 

metabolic diseases. Findings from our study suggest that PPARβ/δ activation prevents ERstress-

induced inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells andthat some of the diabetes-

protective and anti-inflammatory effects of the PPARβ/δ ligands might be due to their ability to 

reduce ER stress. Interestingly, the increase in ER stress markers in the skeletal muscle of 

Pparβ/δ-null mice indicates that this nuclear receptor offers protection against ER stress in this 

tissue, suggesting that a reduction in the activity of this nuclear receptor can exacerbate ER stress 

and its associated metabolic complications. Indeed, genetic variation in the PPARβ/δ gene predicts 

the conversion from impaired glucose tolerance to type 2 diabetes mellitus [39]. 
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We have previously reported that PPARβ/δ activation prevented palmitate-induced inflammation 

and insulin resistance in skeletal muscle cells by increasing fatty acid oxidation in skeletal muscle 

cells [40]. Increased fatty acid oxidation following PPARβ/δactivation has also been reported to 

contribute to the reduction in palmitate-induced ER stress in pancreaticbeta cells [41]. It has also 

been reported that PPARβ/δ activation prevents ethanol-induced ER stress in the liver [42] and in 

the aorta of high-fat, high-cholesterol-fed mice [43], although the mechanisms responsible for 

these effects have not been identified. In the present study we showed that PPARβ/δ activation 

prevents lipid-induced ER stress in vitro and in vivoin skeletal muscle cells, where the reported 

increase in fatty acid oxidation after PPARβ/δ activation may contribute to these effects. However, 

our data also demonstrate that PPARβ/δ activation prevents ER stress induced by potent ER 

stressors (either tunicamycin or thapsigargin), suggesting that the protective effect of PPARβ/δ on 

ER stress extends beyond increased fatty acid oxidation. In fact, our data show that PPARβ/δ 

activation inhibits ER stress through a mechanism involving AMPK activation. Targeting AMPK 

to prevent ER stress is consistent with previous studies reporting that AMPK activation reduces 

ER stress [11–14, 27]. Our findings also indicate that AMPK activation attained by PPARβ/δ 

activators is the result of an increase in the AMP/ATP ratio, which is in agreement with findings of 

previous studies [26,31]. 

The findings of this study point to an additional mechanism by which PPARβ/δ activation may 

contribute to the increase in AMPK activity and the reduction in ER stress. This mechanism 

involves the inhibition of the ERK1/2 signalling pathway by PPARβ/δ. An inhibitory crosstalk 

exists between the AMPK and ERK1/2 pathways [15,16] and recently it has been shown that 

ERK1/2 inhibition results in enhanced AMPK activity and prevention of ER stress-induced insulin 

resistance in myotubes [16]. In fact, ER stress significantly increases ERK1/2 phosphorylation in 

myotubes([16] and this study), whereas ERK1/2 inhibition restores AMPK and insulin-stimulated 

Akt phosphorylation caused by ER stress [16]. Our data demonstrate that PPARβ/δ activation 

prevents HFD-induced ERK1/2 phosphorylation and exhibits a trend to restore phospho-AMPK 

levels in skeletal muscle. These data suggest that PPARβ/δ regulates the inhibitory crosstalk 

between AMPK and ERK1/2 elicited by an HFD, causing an imbalance of this crosstalk in favour 

of AMPK, which prevents ER stress. The finding that Pparβ/δ-null mice show increased phospho-

ERK1/2 levels in skeletal muscle clearly demonstrates that PPARβ/δ inhibits this pathway. This 

result is interesting since ERK1/2 is a potential drug target for preventing metabolic derangements. 

Thus, targeting ERK1/2 could protect obese mice against insulin resistance and liver steatosis by 

decreasing adipose tissue inflammation and increasing muscle glucose uptake [44]. 
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In summary, on the basis of our findings we propose that PPARβ/δ prevents ER stress-associated 

inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells through AMPK activation. 
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Figure legends 

 
Fig. 1 PPARβ/δ activation prevents lipid-induced ER stress in skeletal muscle cells. C2C12 or 

LHCN-M2 myotubes were incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or presence of palmitate 

(Pal) (0.3 or 0.5 mmol/l for C2C12 and 0.25 mmol/l for LHCN-M2) with or without 

pretreatment(before palmitate exposure) with 10 µmol/l GW501516 (GW) for 24 h or with 10 

µmol/l GSK0660 (GSK) for 30 min. (a) Cell lysates from C2C12 cells exposed to BSA (Ct) or to 

0.3 mmol/l or 0.5 mmol/l Pal were subjected to westernblot analysis with antibody against IRE-

1α. (b, c)sXbp1 mRNA levels in C2C12 (b) and LHCN-M2 (c) myotubes. (d–f)mRNA levels 

ofBip (d), Grp94(e) and Orp150(f) in C2C12 myotubes.(g, h) Skeletal muscle lysates from mice 

fed a standard chow diet (Ct) or an HFD with or without GW (3 mg kg−1 day−1) were subjected to 

westernblot analysis with antibodies against IRE1α (g) and BIP (h). ***p<0.001 and *p<0.05 vs 

control;†††p<0.001 and ††p<0.01 vspalmitate-exposed cells or HFD-exposed mice. sXBP1: spliced 

XBP1. uXBP1: unspliced XBP1. 
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Fig. 2 PPARβ/δ activation prevents thapsigargin- and tunicamycin-induced ER stress in 

myotubes. C2C12 or LHCN-M2 myotubes were incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or 

presence of thapsigargin (Thapsi) (1 µmol/l for C2C12 and 100 nmol/l for LHCN-M2) or 2 or 5 

µg/ml tunicamycin (Tuni) with or without pretreatment with 10 µmol/l GW501516 (GW) for 24 h. 

(a) Cell lysates were subjected to westernblot analysis with antibody against IRE-1α. (b, c) mRNA 

levels ofsXbp1in C2C12 (b) and LHCN-M2 (c) myotubes. (d–g) mRNA levels ofCHOP(d, f) and 

ATF3(e, g) in LHCN-M2 myotubes exposed to 100 nmol/l Thapsi(d, e) or 2 µg/ml Tuni(f, g) with 

or without pretreatment with 10 µmol/l GW for 24 h. (h–j) mRNA levels ofChop(h),Grp94(i) and 

Orp150 (j) in C2C12 myotubes exposed to 2 or 5 µg/ml Tuni with or without pretreatment with 10 

µmol/l GW for 24 h. ***p<0.001 vs control;††<0.01 and †††p<0.001vsThapsi- or Tuni-treated cells. 

sXBP1: spliced XBP1. uXBP1: unspliced XBP1. 
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Fig. 3 PPARβ/δ activation prevents ER stress-induced inflammation in skeletal muscle cells. 

C2C12 or LHCN-M2 myotubes were incubated for 16 h or 2 h (EMSA) in the absence (Ct, 

Control) or presence of 1 µmol/l thapsigargin (Thapsi) or 2 µg/ml tunicamycin (Tuni) with or 

without pretreatment with 10 µmol/l GW501516 (GW) for 24 h. (a, b) Cell lysates were subjected 

to westernblot analysis with antibody against IκBα (a) or the p65 subunit of NF-κB (b). The 

graphs represent the quantification of the normalised protein levels expressed as a percentage of 

control samples ± SD. (c) Autoradiograph of EMSA performed with a 32P-labelled NF-κB 

nucleotide and crude nuclear protein extract (NE) from LHCN-M2 myotubes. One main specific 

complex (I) based on competition with a molar excess of unlabelled probe is shown. The 

supershift immune complex (IC) obtained by incubating NE with an antibody (Ab) directed 

against the p65 and p50 subunits of NF-κB is also shown. (d–f) mRNA levels ofTnf (d) and 

murine Il6(e) and human IL6(f).*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001vscontrol;†p<0.05, ††p<0.01 

and †††p<0.001vsThapsi- or Tuni-treated cells 
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Fig. 4 PPARβ/δ activation prevents ER stress-induced insulin resistance in skeletal muscle cells. 

(a) Glucose tolerance test (and AUC)in wild-type (WT) and Pparβ/δ-null (KO) mice. Data are 

expressed as means ± SD (n=9 mice per group). (b) Skeletal muscle cell lysates from WT and KO 

mice were subjected to westernblot analysis with antibodies against total and phospho-IRE-1α. (c–

e) C2C12 myotubes were incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or the presence of 0.5 

µg/ml tunicamycin (Tuni) with or without pretreatmentwith 10 µmol/l GW501516 (GW) for 24 h. 

When indicated, cells were incubated with 100 nmol/l insulin (Ins) for the last 10 min. C2C12 cell 

lysates were subjected towesternblot analysis with antibodies against total and phospho-Akt 

(Ser473) (c) and insulin receptor β-subunit (IRβ) (d). 2-DG uptake was assessed without or with 

insulin (e). *p<0.05 and **p<0.01 vsWT mice, control cells or control cells not exposed to 

insulin;†p<0.05 and †††p<0.001 vs insulin-stimulated control cells or cells incubated with 

tunicamycin;‡p<0.05 and ‡‡p<0.01 vs insulin-stimulated cells incubated with tunicamycin 
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Fig. 5 PPARβ/δ modulates the crosstalk between AMPK and ERK pathways in skeletal muscle 

cells. C2C12 myotubes were incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or presence of 5 

µg/ml tunicamycin (Tuni) with or without pretreatment with 10 µmol/l GW501516 (GW) or 10 

µmol/l U0126 for 24 h. (a–c) C2C12 cell lysates subjected to westernblot analysis with antibodies 

against total and phospho-AMPK (Thr172) (a,c) and total and phospho-ERK1/2 (b). (d) Skeletal 

muscle cell lysates from wild-type (WT) and Pparβ/δ-null (KO) micewere subjected towesternblot 

analysis with antibodies against total and phospho-ERK1/2. (e, f) Skeletal muscle lysates from 

mice fed a standard chow diet (Ct) or an HFD with or without GW501516 (3 mg kg−1 day−1) were 

subjected to westernblot analysis with antibodies against total and phospho-ERK1/2 (e) and total 

and phospho-AMPK (f). *p<0.05 vs control cells,WT mice or mice fed with chow diet;†p<0.05 

and ††p<0.01vsTuni-exposed cells or mice fed an HFD 
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Fig. 6 PPARβ/δ prevents ER stress through an AMPK-dependent mechanism. (a) AMP/ATP 

ratio in C2C12 myotubes incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or presence of 0.5 mmol/l 

palmitate (Pal) with or without pretreatment with 10 µmol/l GW501516 (GW) for 24 h. (b) Cell 

lysates were subjected to westernblot analysis with antibodies against total and phospho-ACC2. 

*p<0.05 and **p<0.001 vs cellsexposed topalmitate alone. (c)sXBP1 mRNA levels in LHCN-M2 

myotubes incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or presence of 0.25 mmol/l Pal with or 

without pretreatment with 10 µmol/l GW or 10 µmol/l compound C (Cc) for 24 h. (d–f) C2C12 

myotubes transfected with LacZ- or pAMPKα2 K45R-carrying plasmids (AMPK-DN) were 

incubated for 16 h in the absence (Ct, Control) or presence of 0.5 µg/ml tunicamycin (Tuni) with 

or without pretreatment with 10 µmol/l GW. Cell lysates were subjected to westernblot analysis 

with antibodies against IκBα (d) total and phospho-Akt (Ser473) (e) and IRβ (f). When indicated, 

cells were incubated with 100 nmol/l insulin (Ins) for the last 10 min. Data are expressed as mean 

± SD.*p<0.05 and ***p<0.001 vsLacZ cells, LacZ+Ins-treated cells;†p<0.05 vsTuni-exposed 

cells;‡p<0.05 and ‡‡‡p<0.001 vs cells co-incubated with Tuniplus GW;§§§p<0.001 vs LacZ cells not 

exposed to Ins 
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Electronic supplementary material (ESM)-Methods 
 

Cell culture and mice Mouse C2C12 myoblasts (ATCC) were maintained in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% 

penicillin/streptomycin (10.000 units/ml of penicillin and 10.000 µg/ml of streptomycin). When 

cells reached confluence, the medium was switched to the differentiation medium containing 

DMEM and 2% horse serum, which was changed every other day. After four additional days, 

the differentiated C2C12 cells had fused into myotubes. Lipid-containing media were prepared 

by conjugation of palmitic acid with fatty acid-free bovine serum albumin, as previously 

described [1]. Following incubation, RNA or protein were extracted from myotubes as 

described below.  

The human myogenic cell line LHCN-M2 was grown in DMEM:Medium 199 (4:1) 

supplemented with 15% FBS, 16 mM HEPES, 30 ng/ml zinc sulphate, 1.4 µg/ml vitamin B12, 

55 ng/ml dexamethasone, 5 ng/ml hepatocyte growth factor and 2.5 ng/ml fibroblast growth 

factor. To induce differentiation to myotubes, when cells reached 80-90% confluence the 

medium was changed to DMEM: Medium 199 (4:1) supplemented with 0.5% FBS, 20 mmol/l 

HEPES, 10 µg/ml insulin, 100 µg/ml apo-transferrin and 55 ng/ml dexamethasone for two days, 

and then to DMEM:Medium 199 (4:1) supplemented with 0.5% FBS, 20 mmol/l HEPES and 55 

ng/ml dexamethasone for three additional days [1]. 

Mice were maintained under standard conditions of illumination (12-h light/dark cycle) and 

temperature (21±1ºC), and were fed a standard diet before the studies began. Food and water 

were provided ad libitum. The research complied with the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-

23, revised 1996). All procedures were approved by the University of Barcelona Bioethics 

Committee, as stated in Law 5/21 July 1995 passed by the Generalitat de Catalunya. 

124- Resultats



Before the end of the treatments, a glucose tolerance test was performed on mice fasted for 4h. 

Animals received 2 g/Kg body weight of glucose by intraperitoneal injection and blood was 

collected from the tail vein after 0, 15, 30, 60 and 120 minutes.  

The research complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by 

the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). All procedures 

were approved by the University of Barcelona Bioethics Committee, as stated in Law 5/21 July 

1995 passed by the Generalitat de Catalunya. 

 
Immunoblotting To obtain total proteins, myotubes were homogenized in RIPA lysis buffer 

(Sigma) with 5 mmol/l NaF, 1 mmol/l phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mmol/l sodium 

orthovanadate and 5.4 g/mL aprotinin at 4ºC for 30 min. The homogenate was centrifuged at 

17,000 g for 30 min at 4ºC. Protein concentration was measured by the Bradford method. Total 

proteins (30 g) were separated by SDS-PAGE on 10% separation gels and transferred to 

Immobilon polyvinylidene difluoride membranes (Millipore, Bedford, MA). In the case of IRE-

1 a phos-tag gel was used as previously described [1]. Western blot analysis was performed 

using antibodies against total and phospho-Akt (Ser473), total and phospho-AMPK (Thr172), total 

and phospho-ACC2, total and phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), GRP78/BiP, IRE-1 H2B, 

insulin receptor -subunit (IR(Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA), IBp65 

(Santa Cruz) and actin (Sigma). Detection was achieved using the Western Lightning® Plus-

ECL chemiluminescence kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The equal loading of proteins 

was assessed by Ponceau S staining. The size of proteins detected was estimated using protein 

molecular-mass standards (Bio-Rad).   

 

Deoxy-D-glucose,2-[1,2-3H(N)] uptake experiments Cells were starved for 24 h and washed twice 

with HEPES buffer (20 mmol/l HEPES [pH 7.4], 140 mmol/l NaCl, 2.5 mmol/l MgSO4, 5 

mmol/l KCl, 1 mM CaCl2). Cells were preincubated with HEPES buffer for 1 h and incubated 

for 30 min in the presence or absence of 100 nmol/l insulin, followed by treatment with deoxy-

D-glucose,2-[1,2-3H(N)]  (37,000 Bq/ml; Amersham Biosciences) for 20 min. The uptake was 
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stopped by adding 10 μmol/l cytochalasin B. After washing with ice-cold 0.9% NaCl three 

times, cells were lysed with 0.1 mol/l NaOH. Non-specific uptake was measured in the presence 

of 10μmol/l cytochalasin B and was subtracted from all the values. 

 

High Performance Liquid Chromatography Measurement of AMP Adenine nucleotides were 

separated by high performance liquid chromatography using an X-Bridge column with a 3.5 m 

outer diameter (100 x 4.6 cm). Elution was done with 0.1 mmol/l potassium dihydrogen 

phosphate, pH 6, containing 4 mmol/l tetrabutylammonium hydrogen sulphate and 15% (v/v) 

methanol. The conditions were as follows: 20 l sample injection, column at room temperature, 

flow rate of 0.6 ml min-1 and UV monitoring at 260 nm. 

 

1. Salvadó L, Coll T, Gómez-Foix AM, Salmerón E, Barroso E, Palomer X, Vázquez-

Carrera M (2013) Oleate prevents saturated-fatty-acid-induced ER stress, inflammation 

and insulin resistance in skeletal muscle cells through an AMPK-dependent mechanism. 

Diabetologia 56: 1372-1382 
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     DISCUSSIÓ 



 



 Nombrosos estudis corroboren l’existència d’una relació entre, per una banda, 

l’obesitat i els estats inflamatoris crònics de baixa intensitat i, per altra, l’aparició de RI 

(Wellen i Hotamisligil, 2005; Qatanani i Lazar, 2007; Glass i Olefky, 2012). En aquest 

sentit, cal destacar que tant la ingesta de dietes riques en àcids grassos com l’elevada 

taxa lipolítica del teixit adipós visceral (Tchernof i Després, 2013), contribueixen a 

incrementar els AGL circulants que juguen un paper clau en la patogènia dels 

processos inflamatoris que precedeixen la RI (Barbarroja i col., 2010). Un dels 

processos pel qual l’increment dels AGL circulants pot produir inflamació i RI en 

persones obeses és l’estrès del RE (Lee i Ozcan, 2014, Hotamisligil, 2010; Garg i col., 

2012). Atès que el múscul esquelètic és el principal teixit responsable de la captació de 

glucosa depenent d’insulina  (Klip i Pâquet, 1990), s’ha proposat que l’acumulació de 

lípids en aquest teixit, s’associa estretament amb l’aparició d’estrès del RE (Peng i col., 

2011), així com amb l’activació de vies inflamatòries que precedeixen la RI (Shulman, 

2000; Wellen i Hotamisligil, 2005). 

Model in vitro d’estrès del RE, inflamació i RI: cèl·lules de múscul esquelètic 
murines (C2C12) i humanes (LHCN-M2) exposades a tapsigargina, tunicamicina i 
palmitat.   
 Estudis previs havien demostrat que dietes riques en greixos saturats 

condueixen a estats de RI (Hu i col., 2001), fins al punt que l’AG saturat palmitat s’ha 

relacionat estretament amb l’activació de les vies inflamatòries que precedeixen la RI 

(Jové i col., 2006; Coll i col., 2008). Recentment, diferents autors han proposat que el 

palmitat també és capaç d’induir estrès del RE en múscul esquelètic (Peng i col., 2011; 

Hage Hassan i col., 2012; Rieusset i col., 2012) (Figura 1). En línia amb aquests 

estudis, en els nostres experiments l’addició de palmitat a miotubs murins i humans 

durant 16 hores, va incrementar els nivells d’expressió gènica de diversos marcadors 

d’estrès del RE, tals com sXBP1, ATF3, CHOP, així com els nivells de fosforilació 

d’IRE1α. Aquests resultats ens van confirmar que en les nostres condicions 

experimentals, miotubs C2C12 i LHCN-M2 incubats amb palmitat són un bon model in 

vitro per tal d’aprofundir en el coneixement de l’estrès del RE. Cal destacar que en els 

treballs presentats en aquesta tesi doctoral també s’ha utilitzat el model de cèl·lules 

C2C12 i LHCN-M2 incubades amb coneguts i potents inductors d’estrès del RE tals 

com la tunicamicina i la tapsigargina, els quals van incrementar notablement els nivells 

d’expressió gènica d’ATF3 i CHOP, així com els nivells de fosforilació d’IRE1α en ser 

incubats durant 16h en miotubs humans i murins. Aquests compostos han demostrat 

ser potents inductors d’estrès del RE, fins el punt que Hwang i col. (2013) van 

demostrar que en els seus experiments la tapsigargina i la tunicamicina van induir 
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estrès del RE a partir de les 2 i 3 hores d’incubació en miotubs L6, respectivament 

(Figura 2).   

 Estudis realitzats per Coll i col. (2010b) van demostrar que el palmitat 

incrementava els nivells d’expressió gènica d’Il-6 i Tnfα passades 8 hores i 16 hores 

d’incubació en cèl·lules C2C12, respectivament. Macrae i col. (2013) van voler 

aprofundir en l’estudi dels mecanismes responsables de l’activació de les vies 

inflamatòries induïdes pel palmitat en cèl·lules musculars esquelètiques i van 

concloure que aquest retard era degut al temps que es requeria per acumular els 

intermediaris lipídics derivats del palmitat responsables del procés inflamatori. En 

aquest sentit, estudis previs realitzats pel nostre grup de recerca van demostrar que 

l’addició de palmitat a cèl·lules C2C12 durant 16 hores afavoria l’acumulació del 

mateix en forma de DAG, responsable de l’activació de la PKCθ i, conseqüentment de 

les vies inflamatòries que precedeixen la RI (Coll i col., 2008). En línia amb aquests 

estudis, en incubar els miotubs murins amb palmitat durant 16 hores, aquest va reduir 

els nivells de fosforilació d’AKT en residus de Ser473, inhibint així la via de senyalització 

de la insulina. D’aquesta manera podem afirmar que miotubs C2C12 incubats amb 

palmitat són un bon model per tal d’induir RI. 
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Figura 1. El palmitat dóna lloc a l’activació de vies inflamatòries, estrès del RE i 
RI en múscul esquelètic. Ara bé, l’oleat no només no dóna lloc a aquests 
processos sinó que és capaç d’evitar els efectes produïts pel palmitat (Jové i col., 
2006; Coll i col., 2008; Peng i col., 2011).   

 

Figura 2. La tapsigargina i la tunicamicina inhibeixen l’entrada de calci al lumen 
del RE i la glucosilació de proteïnes, respectivament. Així, aquests compostos 
activen la UPR responsable de l’aparició de RI en múscul esquelètic (Hage 
Hassan i col., 2012), així com de l’activació de vies inflamatòries en pàncrees, 
fetge, teixit adipós i macròfags (Garg i col., 2012).    

 

131- Discussió



I. L’oleat evita l’estrès del RE, la inflamació i la RI induïda per l’AG saturat 
palmitat en cèl·lules de múscul esquelètic mitjançant un mecanisme que 
involucra l’AMPK.      
 Actualment molts estudis fomenten la dieta mediterrània caracteritzada per ser 

l’oli d’oliva la principal font de lípids (Bergouignan i col., 2009; Doménech i col., 2014; 

Mayneris-Perxachs i col., 2014), fins al punt que un estudi recent realitzat per Salas-

Salvadó i col. (2014) ha destacat la importància d’aquest oli en la prevenció de la DM2. 

El principal component de l’oli d’oliva és l’AG monoinsaturat oleat el qual, tot i 

presentar un ampli ventall d’efectes beneficiosos, no se’n coneixen amb exactitud els 

mecanismes moleculars responsables (Bergouignan i col., 2009).  

 L’acumulació dels AG saturats en forma de lípids complexos, com el DAG (Itani 

i col., 2002) i les ceramides (Summers i col., 2006), en múscul esquelètic condueix a 

l’activació de les vies inflamatòries. Hu i col. (2011) van demostrar que l’oleat evitava 

l’acumulació de ceramides induïda pel palmitat en múscul esquelètic, mentre que 

estudis previs realitzats en el nostre laboratori assenyalaven que l’oleat, a diferència 

del palmitat, s’acumulava en forma de TG i inclús evitava l’acumulació del palmitat en 

forma de DAG en miotubs murins gràcies a la seva capacitat per a incrementar 

l’oxidació del palmitat. Per tant, un dels mecanismes responsables dels efectes 

antiinflamatoris i antidiabètics de l’oleat (Coll i col., 2008), semblaven implicar la 

reducció de l’acumulació de lípids complexos. Malgrat aquests resultats, quan vam 

inhibir l’oxidació dels àcids grassos, els efectes de l’oleat no van desaparèixer 

totalment, fet que suggeria que altres mecanismes estaven implicats.    

 En els últims anys, nombrosos investigadors s’han centrat en l’estudi de l’estrès 

del RE per tal d’aprofundir en el coneixement dels mecanismes moleculars 

responsables de l’aparició de processos inflamatoris i de RI (Hotamisligil, 2010). Així 

doncs, en aquest estudi vam voler esbrinar si els efectes antiinflamatoris i antidiabètics 

de l’oleat es podien explicar en part per la capacitat d’aquest AG de regular les vies 

moleculars activades en resposta a l’estrès del RE. 

 En primer lloc, per tal de demostrar que l’estrès del RE donava lloc a inflamació 

i RI en el nostre model, vam incubar els miotubs amb tunicamicina i tapsigargina i vam 

observar un marcat increment dels nivells d’expressió gènica d’Il6, així com una 

reducció dels nivells de fosforilació d’AKT induïda per insulina, respectivament. A més, 

en els nostres experiments també vam demostrar que l’estrès del RE causat pel 

palmitat era responsable de la inhibició de la via de senyalització de la insulina, ja que 

l’inhibidor d’estrès del RE PBA va recuperar els nivells de fosforilació d’AKT reduïts pel 
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palmitat. Contràriament als nostres resultats, estudis previs havien descartat la 

possibilitat de què l’estrès del RE causat pel palmitat fos el responsable de la RI 

produïda per aquest AG (Hage Hassan i col., 2012; Rieusset i col., 2012). En aquests 

estudis Hage Hassan i col. (2011) van incubar els miotubs amb una concentració de 

palmitat un 50% superior a la utilitzada en els nostres estudis, fet que podria explicar 

que en els seus experiments el PBA no fos capaç de reduir la RI induïda pel palmitat. 

En canvi, Peng i col. (2011) van confirmar la nostra hipòtesi en demostrar que l’estrès 

del RE induït per una concentració de 0,5 mM de palmitat era el responsable de la RI 

en miotubs C2C12. D’aquesta manera, atès que l’estrès del RE induït pel palmitat 

precedia la RI en el nostre model cel·lular, el principal objectiu del nostre estudi va ser 

elucidar si l’oleat exercia els seus efectes antiinflamatoris i antidiabètics mitjançant 

mecanismes que involucraven les vies moleculars activades en resposta a l’estrès del 

RE.   

 Primerament, cal destacar que l’oleat, a diferència del palmitat, no només no va 

induir estrès del RE en miotubs murins i humans, sinó que va evitar els efectes 

produïts pel palmitat fins al punt que va revertir completament l’increment en els nivells 

d’expressió gènica d’Xbp1, Atf3, Chop, Hsp70 i Bip induïts per l’AG saturat, així com 

els nivells proteics de BIP. A més, cal destacar l’important paper de l’oleat a l’hora 

d’evitar l’estrès del RE ja que va ser capaç de reduir els nivells de fosforilació de la 

proteïna IRE1α incrementats pel palmitat i fins i tot per la tunicamicina. Malgrat que 

Peng i col. (2011) ja havien demostrat prèviament la capacitat de l’oleat per revertir 

l’estrès del RE induït pel palmitat, el nostre estudi va confirmar aquest fet i va 

demostrar que aquests efectes no eren específics d’espècie, sinó que també 

s’observaven en cèl·lules humanes.   

A continuació, vam voler elucidar quin era el mecanisme responsable dels  

efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE. En primer lloc, cal destacar que aquests 

efectes no eren secundaris a l’ impediment en l’entrada de palmitat a la cèl·lula, ja que 

Peng i col. (2011) havien demostrat que l’oleat no inhibia la captació de palmitat en 

cèl·lules C2C12. Així doncs, per intentar esbrinar com l’oleat evitava l’estrès del RE 

induït pel palmitat en múscul esquelètic, ens vam centrar en els efectes d’aquest AG 

descrits prèviament pel nostre grup de recerca. Tenint en compte que estudis realitzats 

per Coll i col. (2008) van demostrar que l’oleat evitava l’activació de la via DAG-PKCθ-

NF-κB mitjançant l’activació del receptor nuclear PPARα, vam voler avaluar si aquest 

FT estava implicat en els efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE. Encara que ha estat 

descrit que l’activació de PPARα atenua l’estrès del RE induït per palmitat en cèl·lules 
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cardíaques humanes (Palomer i col., 2014), l’oleat no va revertir l’estrès del RE 

mitjançant l’activació d’aquest receptor. En efecte, la reducció en els nivells 

d’expressió gènica d’sXbp1, Atf3 i Chop induïda per l’oleat a miotubs incubats amb 

palmitat, no va ser revertida per l’addició de l’antagonista de PPARα GW6471.   

Atès que l’oleat incrementa la transcripció de gens involucrats en el 

metabolisme oxidatiu en miotubs murins mitjançant un mecanisme que involucra la 

PKA (Coll i col., 2008), i que estudis previs ja havien demostrat la capacitat d’aquest 

AG per activar aquesta cinasa (Chang i col., 2000), vam voler estudiar si l’activació de 

la  PKA podia explicar els efectes inhibitoris de l’oleat sobre l’estrès del RE. Els nostres 

resultats van demostrar que la inhibició farmacològica d’aquesta proteïna mitjançant 

l’H89 no incrementava els nivells d’sXbp1 reduïts per l’oleat confirmant que, tot i que 

alguns autors apunten a la PKA com a inhibidor de l’estrès del RE en cèl·lules 

β pancreàtiques (Yusta i col., 2006), aquest no era el mecanisme responsable dels 

efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE induït pel palmitat en el nostre model cel·lular. 

Considerant que estudis recents demostren que la PKA pot activar SIRT1 (Gerhart-

Hines i col., 2011), i que aquesta sirtuïna regula negativament la UPR en casos de 

DM2 (Li i col., 2011), vam voler estudiar si SIRT1 estava involucrada en els efectes de 

l’oleat sobre l’estrès del RE. En els nostres experiments l’inhibidor de SIRT1 EX527 no 

va ser capaç d’evitar l’efecte de l’oleat sobre els nivells d’expressió gènica d’Atf3 i 

Chop, confirmant que l’oleat no inhibia l’estrès del RE induït pel palmitat mitjançant 

mecanismes que involucraven SIRT1.  

 Estudis previs realitzats pel nostre grup de recerca van demostrar que la 

inhibició de l’oxidació d’AG mitjançant etomoxir revertia els efectes antiinflamatoris de 

l’oleat en miotubs murins incubats amb palmitat (Coll i col., 2008). Ara bé, en els 

nostres experiments, l’addició d’etomoxir tampoc va ser capaç d’evitar els efectes de 

l’oleat sobre els nivells d’expressió gènica d’sXbp1, suggerint que l’oleat no revertia 

l’estrès del RE induït pel palmitat mitjançant l’activació de processos oxidatius en 

múscul esquelètic.    

 Ha estat descrit que l’oleat és capaç d’activar PPARβ/δ en cèl·lules hepàtiques, 

millorant així la sensibilitat a la insulina (Wu i col., 2012). Tenint en compte aquests 

resultats i, a més, considerant que l’activació d’aquest FT evitava l’estrès del RE a 

nivell hepàtic (Ramirez i col., 2013) i en cèl·lules β pancreàtiques (Cao i col., 2012), 

vam voler avaluar si PPARβ/δ estava implicat en els efectes inhibidors de l’oleat sobre 

l’estrès del RE. Malgrat que en el segon estudi presentat en aquesta tesi doctoral hem 
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demostrat que l’activació de PPARβ/δ és capaç d’evitar l’estrès del RE induït per 

palmitat, l’addició de l’antagonista de PPARβ/δ GSK0660 no va revertir els nivells 

d’expressió gènica d’Atf3 i sXbp1 reduïts per l’oleat, fet que descartava la implicació 

d’aquest FT en els efectes inhibitoris de l’oleat sobre l’estrès del RE. Per tal de 

descartar el paper dels PPAR en els efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE en el 

nostre model cel·lular, vam addicionar l’antagonista de PPARγ GW9662 a cèl·lules 

coincubades amb palmitat i oleat, i no vam observar canvis en els nivells d’expressió 

gènica d’Atf3, confirmant així que l’oleat revertia l’estrès del RE mitjançant 

mecanismes que no involucraven els PPAR.  

 D’altra banda, Gwiazda i col. (2009) han descrit que el palmitat dóna lloc a 

estrès del RE en cèl·lules β pancreàtiques reduint els nivells de calci del lumen 

d’aquest orgànul. Tenint en compte aquests resultats, vam voler estudiar si alteracions 

en l’homeòstasi del calci conduïen a estrès del RE en el nostre model cel·lular. Així 

doncs, en incubar miotubs murins amb l’ionòfor calcimicina, vam confirmar que la 

mobilització del calci està implicada en l’estrès del RE en múscul esquelètic, tal com ja 

s’havia descrit prèviament en cèl·lules endotelials (Dong i col., 2010a). Considerant 

aquests resultats i altres que indicaven que l’oleat evitava la reducció dels dipòsits de 

calci intraluminals responsables de l’estrès del RE induït pel palmitat en cèl·lules 

hepàtiques (Wei i col., 2009), vam incubar els miotubs C2C12 amb palmitat i BAPTA-

AM, un quelant del calci. Atès que no vam observar canvis en els nivells d’sXbp1 i 

Chop en addicionar BAPTA-AM a cèl·lules incubades amb palmitat, vam descartar la 

possibilitat de que alteracions en l’homeòstasi del calci fossin les responsables de 

l’estrès del RE causat pel palmitat en miotubs murins.    

 Altres estudis han associat la cinasa ERK1/2 amb l’activació de vies 

inflamatòries per part del palmitat en múscul esquelètic (Green i col., 2011a), raó per la 

qual vam voler esbrinar la seva possible implicació en l’increment de l’estrès del RE 

induït per palmitat. Els resultats obtinguts en coincubar els miotubs amb palmitat i 

l’inhibidor d’ERK1/2 U0126 confirmaven que, tot i que els nivells d’expressió gènica 

d’Il-6 es veien reduïts, no es van modificar els nivells d’expressió gènica de marcadors 

d’estrès del RE. D’acord amb aquest fet, vam poder confirmar que ERK1/2 no 

participava en l’activació de l’estrès del RE per part del palmitat en cèl·lules musculars 

esquelètiques.  

 Nombrosos treballs han destacat el paper de l’AMPK a l’hora d’inhibir l’estrès 

del RE fins al punt que l’AMPK va protegir front la lesió per hipòxia en cor (Terai i col., 

2005), l’aterosclerosi (Dong i col., 2010a) i el dany hepàtic (Wang i col., 2011b) 
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mitjançant la reducció de l’estrès del RE. Així doncs, tenint en compte que ha estat 

descrit que el palmitat redueix els nivells de fosforilació de l’AMPK (Wu i col., 2007b; 

Sun i col., 2008; Hickson-Bick i col., 2000) vam voler investigar si aquest era el 

mecanisme responsable de l’estrès del RE causat pel palmitat en el nostre model 

cel·lular. La reducció en els nivells d’expressió gènica de diferents marcadors d’estrès 

del RE induïda per activadors de l’AMPK (AICAR i A769662) en cèl·lules incubades 

amb palmitat ens va confirmar que aquesta cinasa jugava un paper clau a l’hora 

d’inhibir l’estrès del RE induït pel palmitat en miotubs murins. D’acord amb aquest fet, 

l’A769662 també va recuperar els nivells de fosforilació d’AKT induïts per la insulina i 

que eren reduïts pel palmitat, demostrant que l’activació de l’AMPK evitava tant l’estrès 

del RE com la RI en cèl·lules musculars esquelètiques exposades a palmitat. En línia 

amb els nostres resultats, estudis posteriors han confirmat el paper clau de la cinasa 

AMPK a l’hora d’evitar la RI induïda per l’estrès del RE en miotubs L6 (Jeong i col., 

2013). 

 Seguidament vam voler comprovar si l’oleat prevenia l’estrès del RE ocasionat 

pel palmitat mitjançant mecanismes que involucraven la proteïna AMPK, de la mateixa 

manera que ho havien fet en els nostres experiments els activadors farmacològics 

d’aquesta cinasa. L’addició de l’inhibidor de l’AMPK compost C a miotubs murins va 

evitar els efectes de l’oleat sobre els nivells d’expressió gènica de diferents marcadors 

d’estrès del RE, fet que suggeria que l’efecte de l’oleat era dependent de l’activació de 

l’AMPK. A més, els nostres resultats van demostrar que aquests efectes no eren 

específics d’una espècie en concret, sinó que també tenien lloc en cèl·lules humanes.  

 Malgrat que Peng i col. (2011) van proposar que la capacitat de l’oleat per 

evitar l’acumulació dels AG en forma de DAG, prèviament descrita per Coll i col. 

(2008), era la responsable d’inhibir l’estrès del RE induït pel palmitat en múscul 

esquelètic, els nostres resultats assenyalaven a l’AMPK com a proteïna responsable 

d’aquest procés. Per tal d’estar segurs que aquesta cinasa era la responsable dels 

efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE induït pel palmitat en cèl·lules musculars 

esquelètiques, vam dur a terme una estratègia genètica d’inhibició molecular d’aquesta 

proteïna. Així doncs, l’addició d’un plasmidi que contenia un mutant de l’AMPKα capaç 

de desplaçar l’AMPK endògena va incrementar els nivells de fosforilació d’IRE1α, 

proteïna clau de la UPR activada en resposta a l’estrès del RE. D’aquesta manera, 

vam poder confirmar que l’oleat evitava l’estrès del RE induït pel palmitat mitjançant un 

mecanisme que involucrava l’AMPK en cèl·lules musculars esquelètiques.  

136- Discussió



 Atès que estudis previs destaquen l’important paper de l’estrès del RE a l’hora 
d’activar processos inflamatoris (Hotamisligil, 2010) i, que en les nostres condicions 

experimentals la tunicamicina va donar lloc a una resposta inflamatòria inclús superior 

a la del palmitat, podríem suggerir que el grau d’activació de l’estrès del RE en el 

nostre model cel·lular defineix en gran part la resposta inflamatòria. Així doncs, per tal 

de comprovar la contribució de l’AMPK en els efectes de l’oleat sobre el procés 

inflamatori vam inhibir aquesta proteïna mitjançant el compost C en cèl·lules 

coincubades amb palmitat i oleat. Els resultats obtinguts confirmaven l’important paper 

de l’AMPK en els efectes antiinflamatoris de l’oleat, ja que el compost C va 

incrementar l’activitat del FT NF-κB i, com a conseqüència, l’expressió i secreció d’IL-

6. En línia amb aquests resultats, la inhibició molecular de l’AMPK també va evitar els 

efectes antiinflamatoris de l’oleat, fet que recolzava estudis previs que apuntaven a 

l’AMPK com a cinasa clau en la inhibició dels processos inflamatoris que involucraven 

el FT NF-κB (Salminen i col., 2011).    

 Tenint en compte els resultats obtinguts en el nostre estudi, cal destacar que 

Green i col. (2011b) van demostrar que l’activitat d’NF-κB era superior en el múscul de 

pacients obesos amb DM2 que no pas amb individus que no presentaven obesitat. A 

més, l’activació de l’AMPK en el múscul d’aquests pacients va inhibir l’activitat del FT 

NF-κB, destacant el paper antiinflamatori d’aquesta cinasa en l’organisme. Tal com 

s’ha comentat prèviament, els nostres resultats coincideixen amb el proposat en 

aquests estudis, ja que confirmen que l’activació de l’AMPK per part de l’oleat evitava 

la inflamació induïda pel palmitat en cèl·lules de múscul esquelètic.  

 Recentment diferents investigadors s’han centrat en l’estudi de l’estrès del RE 

com a desencadenant de la RI (Gregor i Hotamisligil, 2011). Els nostres estudis també 

van incidir en aquesta relació i, de fet, els experiments amb l’addició de tunicamicina a 

miotubs murins demostren que l’estrès del RE evita la captació de glucosa en resposta 

a insulina, fet que ens indicava que les vies moleculars activades en resposta a l’estrès 

del RE conduïen a RI. Així doncs, el darrer objectiu d’aquest estudi va ser determinar 

si l’oleat revertia la RI induïda pel palmitat mitjançant mecanismes que involucraven la 

cinasa AMPK.   

 En línea amb els resultats obtinguts en els marcadors d’estrès del RE i la 

inflamació, l’oleat va evitar la reducció causada pel palmitat en els nivells de 

fosforilació d’AKT induïda per insulina, de la mateixa manera que ho havien fet els 

activadors farmacològics de l’AMPK. A més, els efectes antidiabètics de l’oleat 

involucraven la cinasa AMPK, fins al punt que l’addició del compost C va evitar la 
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recuperació en els nivells de fosforilació d’AKT i l’increment en la captació de glucosa 

produïda per l’oleat en cèl·lules incubades amb palmitat. De la mateixa manera que en 

el cas dels efectes de l’oleat sobre l’estrès del RE i el procés inflamatori, la inhibició 

molecular de l’AMPK va revertir els nivells de fosforilació d’AKT augmentats per l’oleat.    

 Per tal de confirmar el paper del palmitat i l’oleat sobre l’AMPK en les nostres 

condicions experimentals, vam determinar els nivells de fosforilació en Thr172 d’aquesta 

cinasa, indicatius de la seva activació. De la mateixa manera que van observar Muse i 

col. (2004) en ratolins alimentats amb una dieta rica en greixos, en incubar els miotubs 

murins amb palmitat vam observar una reducció en els nivell de fosforilació de l’AMPK. 

Ara bé, l’oleat no només no va reduir la fosforilació d’aquesta cinasa, sinó que va ser 

capaç d’evitar la reducció produïda pel palmitat. Malgrat que la regulació de l’AMPK és 

molt complexa, en aquest estudi vam voler esbrinar quins eren els mecanismes 

responsables de la diferent regulació de l’AMPK per part del palmitat i l’oleat. Ha estat 

descrit que tant la unió de l’AMP com de l’ADP a la subunitat reguladora de l’AMPK 

poden donar lloc a canvis conformacionals, els quals poden activar l’AMPK facilitant la 

fosforilació en residus de Thr172 per part de cinases o evitant la seva desfosforilació per 

part de fosfatases (Sanders i col., 2007). Així doncs, considerant aquests estudis i 

altres que confirmen que els AG poden modular al·lostèricament l’AMPK convertint-la 

en un substrat millor per la cinasa LKB1 (Watt i col., 2006) vam determinar els nivells 

proteics de la fosfatasa PP2A i de la cinasa LKB1. Encara que els AG estudiats no van 

afectar als nivells d’aquestes proteïnes, cal destacar el marcat increment en els nivells 

d’AMP observat en coincubar cèl·lules amb palmitat i oleat respecte altres incubades 

només amb BSA, suggerint que la modulació al·lostèrica de l’AMPK per part de l’AMP 

la convertia en un substrat millor per les cinases responsables de la seva fosforilació. 

Aquest fet justifica el mecanisme mitjançant el qual l’oleat activa l’AMPK, explicant part 

dels efectes beneficiosos d’aquest AG front l’estrès del RE, la inflamació i la RI induïda 
pel palmitat en múscul esquelètic (Figura 3). 
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Figura 3. L’activació de l’estrès del RE per part del palmitat podria explicar els 
efectes d’aquest AG sobre les vies inflamatòries i la RI en múscul esquelètic. Ara 
bé, l’oleat incrementa els nivells d’AMP intracel·lulars, fet que podria ser 
responsable de l’activació al·lostèrica de l’AMPK. Aquesta cinasa juga un paper 
clau a l’hora d’inhibir l’estrès del RE produït pel palmitat, així com la inflamació i 
la RI.  
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II. PPARβ/δ inhibeix la inflamació i la RI en múscul esquelètic reduint l’estrès del 
RE mitjançant l’activació de l’AMPK.       
 Atès que en el primer treball presentat en aquesta tesi doctoral vam poder 

demostrar la importància de l’oleat, i per tant de l’oli d’oliva, per tal de prevenir la 

inflamació i la RI, a continuació vam voler aprofundir en l’estudi de noves dianes 

farmacològiques per al tractament d’aquesta patologia. Tenint en compte que els 

efectes antiinflamatoris i antidiabètics de l’oleat involucren l’estrès del RE, ens vam 

plantejar que la inhibició farmacològica d’aquesta via podria ser una bona estratègia 

terapèutica per al tractament de la inflamació i la RI.  

 D’entrada cal destacar la importància de PPARβ/δ com a diana terapèutica per 

al tractament de la DM2 (Salvadó i col., 2012), fins al punt que Andrulionyte i col. 

(2006) van demostrar que alteracions genètiques de PPARβ/δ predeien el 

desenvolupament de DM2 en pacients que presentaven intolerància a la glucosa. A 

més, estudis previs realitzats en el nostre laboratori van demostrar que l’activació de 

PPARβ/δ mitjançant GW501516 evitava la inflamació i la RI induïda per palmitat 

mitjançant un mecanisme que involucrava l’increment en l’oxidació dels AG en 

cèl·lules de múscul esquelètic (Coll i col., 2010a). Estudis posteriors van recolzar 

aquests resultats en confirmar que PPARβ/δ augmentava l’oxidació dels AG i, a més, 

aquest era responsable d’inhibir l’estrès del RE induït pel palmitat en cèl·lules 

β pancreàtiques (Cao i col., 2012). Així mateix, ha estat descrit que l’activació de 

PPARβ/δ també evita l’estrès del RE induït per l’etanol en fetge (Ramirez i col., 2013) i 

en aorta de ratolins alimentats amb una dieta rica en colesterol (Bojic i col., 2014), 

malgrat que no es coneixen el mecanismes responsables d’aquests efectes. En els 

nostres experiments l’activació de PPARβ/δ mitjançant GW501516 va evitar l’estrès del 

RE induït per lípids en cèl·lules musculars esquelètiques tant in vivo com in vitro, 

suggerint que l’increment en l’oxidació dels AG secundària a l’activació de PPARβ/δ 

podia explicar aquests efectes. Ara bé, en posteriors experiments vam poder 

demostrar que la inhibició de l’estrès del RE per part de PPARβ/δ va més enllà de 

l’activació de l’oxidació dels AG, fins al punt que els nostres resultats demostraven que 

el GW501516 també evitava l’estrès del RE induït per la tapsigargina i la tunicamicina 

tant en miotubs murins com humans.  

 Nombrosos estudis evidencien que l’estrès del RE precedeix els processos 

inflamatoris en varis models cel·lulars (Hotamisligil, 2010). Atès que estudis previs 

realitzats en el nostre laboratori havien demostrat que l’activació farmacològica de 

PPARβ/δ evitava la inflamació induïda per palmitat en múscul esquelètic (Jové i col., 
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2005; Coll i col., 2010a), en aquest estudi ens vam plantejar si el GW501516 podria 

inhibir la inflamació secundària a l’estrès RE en el nostre model cel·lular. La 

recuperació en els nivells proteics d’IκBα produïda pel GW501516 en miotubs murins 

incubats amb tapsigargina va evitar la translocació de p65 al nucli i, per tant, l’activació 

de vies inflamatòries activades per NF-κB. Cal destacar que el GW501516 va revertir 

el procés inflamatori secundari a l’estrès del RE de manera independent del 

mecanisme implicat en la inducció d’aquest estrès, ja que l’activació farmacològica de 

PPARβ/δ va evitar l’activitat del FT NF-κB en cèl·lules de múscul esquelètic humanes 

incubades tant amb tunicamicina com amb tapsigargina. A més, els nostres resultats 

van demostrar que els efectes antiinflamatoris resultants de l’activació de PPARβ/δ no 

eren dependents d’espècie, ja que el GW501516 va ser capaç d’evitar l’increment en 

els nivells d’expressió gènica d’IL-6 en miotubs murins i humans. Així doncs, fins 

aleshores podíem afirmar que l’activació de PPARβ/δ evitava la inflamació secundària 

a l’estrès del RE en múscul esquelètic.  

 Tanmateix, l’activació farmacològica de PPARβ/δ mitjançant el GW501516 va 

evitar la reducció en els nivells de fosforilació d’AKT, així com en la captació de 

glucosa en miotubs murins incubats amb tunicamicina. A més, la intolerància a la 

glucosa present en ratolins deficients en PPARβ/δ va anar acompanyada d’un 

increment en la fosforilació d’IRE1α, fet que confirmava la importància de PPARβ/δ a 

l’hora d’evitar l’estrès del RE que precedia la inflamació i la RI en el nostre model 

cel·lular.   

 Estudis realitzats per Coll i col. (2010a) van demostrar que l’addició de 

GW501516 a miotubs murins incubats amb palmitat incrementava notablement els 

nivells de fosforilació de l’AMPK. A més, estudis recents demostren la importància 

d’aquesta cinasa a l’hora d’evitar l’estrès del RE (Jeong i col., 2013; Yoon i col., 2013), 

la RI (Hwang i col., 2013) i la inflamació (Green i col., 2011a; Green i col., 2011b) en 

múscul esquelètic. D’aquesta manera vam voler esbrinar si aquesta proteïna estava 

implicada en els efectes inhibitoris del GW501516 sobre l’estrès del RE que precedia 

la inflamació i la RI en el nostre model cel·lular. En línia amb els resultats obtinguts en 

el primer treball presentat en aquesta tesi doctoral en què vam confirmar que l’AMPK 

jugava un paper clau a l’hora d’inhibir l’estrès del RE, els resultats d’aquest estudi 

indicaven que l’activació d’aquesta cinasa explicava els efectes del GW501516 sobre 

l’estrès del RE responsable de la inflamació i la RI en el nostre model cel·lular. 

Tanmateix, la inhibició farmacològica de l’AMPK mitjançant el compost C va evitar els 

efectes inhibitoris del GW501516 sobre l’estrès del RE. De la mateixa manera, 
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l’addició d’un plasmidi que contenia un mutant de l’AMPKα capaç de desplaçar l’AMPK 

endògena, va evitar els efectes del GW501516 sobre la inflamació i la RI induïda per 

l’estrès del RE. L’increment en el ràtio AMP/ATP secundari a l’activació de PPARβ/δ 

semblava ser el responsable de l’activació al·lostèrica de l’AMPK per part del 

GW501516. Els efectes de l’activació de PPARβ/δ a l’hora d’incrementar el ràtio 

AMP/ATP havien estat descrits prèviament en cèl·lules musculars esquelètiques 

humanes (Krämer i col., 2007) i en fetge (Barroso i col., 2011), fet que recolzava la 

nostra hipòtesi. A més, Krämer i col. (2007) van proposar que la reducció en els nivells 

d’ATP per part del GW501516 podria ser el resultat d’una inhibició específica d’un o 

més complexes de la cadena respiratòria, de l’ATP sintasa o degut al desacoblament 

mitocondrial. 

 Així doncs, malgrat que hi ha autors que suggereixen que l’activació de 

PPARβ/δ inhibeix l’estrès del RE induït per palmitat incrementant l’oxidació dels AG en 

cèl·lules β pancreàtiques (Cao i col., 2012), el nostre estudi va ser la primera evidència 

de què l’activació de PPARβ/δ evitava l’estrès del RE induït per activadors 

farmacològics, tals com la tapsigargina i la tunicamicina. A més, en aquest estudi vam 

poder demostrar que l’AMPK era la responsable d’aquests efectes, fet que corroborava 

estudis previs que assenyalaven a aquesta cinasa com a proteïna clau a l’hora d’inhibir 

l’estrès del RE (Terai i col., 2005; Dong i col., 2010a; Dong i col., 2010b; Wang i col., 

2011b).  

 D’altra banda, cal destacar que ha estat descrita la presència d’una regulació 

negativa entre la proteïna AMPK i l’ERK1/2 (Du i col., 2008; Barroso i col., 2011; 

Hwang i col., 2013). A més, estudis previs realitzats en el nostre laboratori van 

demostrar que el GW501516 evitava la fosforilació de la cinasa ERK1/2 en fetge 

(Serrano-Marco i col., 2012) i adipòcits (Rodríguez-Calvo i col., 2008; Serrano-Marco i 

col., 2011). Tenint en compte aquests estudis, a continuació vam voler estudiar si 

l’ERK1/2 estava implicada en els efectes del GW501516 sobre l’estrès del RE. Els 

nostres resultats van confirmar l’existència d’una regulació negativa entre l’AMPK i 

l’ERK1/2 en miotubs murins, fins al punt que la reducció en els nivells de fosforilació de 

l’AMPK induïts per la tunicamicina es van acompanyar d’un increment en la fosforilació 

d’ERK1/2. A més, en els nostres experiments vam poder confirmar aquesta regulació 

negativa en models in vivo, de manera que ratolins deficients en PPARβ/δ  

presentaven un increment en els nivells de fosforilació d’ERK1/2 en múscul esquelètic. 

A més, en línia amb resultats previs obtinguts en el nostre laboratori (Barroso i col., 

2011), en tractar ratolins alimentats amb una dieta rica en greixos saturats amb 
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GW501516 vam observar una reducció en els nivells de fosforilació d’ERK1/2 en 

múscul esquelètic respecte ratolins alimentats amb la mateixa dieta als quals no se’ls 

havia administrat el GW501516. A més, aquests resultats es van acompanyar d’una 

tendència en restablir la fosforilació de l’AMPK. D’aquesta manera podíem afirmar que 

l’activació de PPARβ/δ modulava la regulació negativa existent entre l’AMPK i l’ERK1/2 

secundària a la ingesta d’una dieta rica en greixos saturats en ratolins, donant lloc a un 

desequilibri d’aquesta regulació a favor de l’AMPK, permetent així la inhibició de 

l’estrès del RE induït per lípids.  

 Ha estat descrit que l’increment en la fosforilació de l’AMPK secundària a la 

inhibició de la via que involucra ERK1/2 en miotubs incubats amb tunicamicina,  

s’acompanya d’una recuparació en els nivells de fosforilació d’AKT (Hwang i col., 

2013). Així doncs, l’ERK1/2 es podria considerar una diana terapèutica per al 

tractament d’alteracions metabòliques, fins al punt que Jager i col. (2011) van proposar 

que la inhibició d’ERK1/2 conferia protecció front la RI en ratolins obesos. En línia amb 

aquests estudis, Barbarroja i col. (2010)  van suggerir que l’activació de les vies que 

involucren ERK1/2 i NF-κB són importants mediadors de la RI. Tenint en compte que 

en els nostres experiments tant el GW501516 com l’inhibidor d’ERK1/2 U0126 van 

recuperar els nivells de fosforilació d’AMPK reduïts per l’estrès del RE en miotubs 

murins, podem proposar que l’activació de PPARβ/δ per part del GW501516 podria 

inhibir ERK1/2 i, com a conseqüència, incrementar la fosforilació d’AMPK. Tal com 

s’ha comentat prèviament, aquesta activació de l’AMPK explicaria els efectes del 

GW501516 sobre la inflamació i la RI resultants de l’activació de l’estrès del RE en 
múscul esquelètic (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

143- Discussió



 
Figura 4. L’estrès del RE condueix a l’activació de vies inflamatòries i RI en 
múscul esquelètic. L’activació farmacològica de PPARβ/δ mitjançant el 
GW501516 activa l’AMPK, la qual al seu torn inhibeix la inflamació i la RI induïda 
per l’estrès del RE. Atès la presència d’una regulació negativa entre les cinases 
AMPK i ERK1/2, el GW501516 podria actuar inhibint ERK1/2 fet que juntament 
amb l’increment del ràtio AMP/ATP produït pel mateix, afavoriria l’activació de 
l’AMPK.  

  

 En resum, els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral destaquen el paper 

de l’AMPK com a proteïna clau a l’hora d’inhibir la inflamació i la RI secundària a 

l’estrès del RE. D’aquesta manera, podem proposar que el seguiment d’una dieta 

mediterrània, la qual conté l’oli d’oliva com a greix essencial, juntament amb la pràctica 

d’exercici físic, podria ser una bona estratègia per a la prevenció de la DM2. De la 

mateixa manera que l’oleat, l’activació farmacològica de PPARβ/δ inhibeix l’estrès del 

RE responsable de la inflamació i la RI en múscul esquelètic mitjançant l’activació de 

l’AMPK. Així doncs, els resultats d’aquesta tesi doctoral aporten nous mecanismes 

antidiabètics de l’oleat i dels activadors de PPARβ/δ que podrien ser bones estratègies 

futures per a la prevenció de la RI i de la DM2.  
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1. L’oleat evita l’estrès del RE induït pel palmitat en cèl·lules musculars esquelètiques 

mitjançant mecanismes que no involucren l’activació de PPARα, PPARβ/δ ni PPARγ. 

Tanmateix, els efectes de l’AG monoinsaturat no tenen lloc a través de la mobilització 

del calci del RE ni mitjançant l’activació de SIRT1.   

 

2. L’activació de la cinasa AMPK per part de l’oleat explica els efectes inhibitoris 

d’aquest AG sobre l’estrès del RE, la inflamació i la RI en cèl·lules musculars 

esquelètiques exposades a palmitat.  

 

3. L’activació de PPARβ/δ mitjançant el GW501516 evita l’estrès del RE induït per 

lípids en múscul esquelètic, així com la inflamació i la RI secundària a l’estrès del RE 

en cèl·lules musculars esquelètiques.  

 

4. La regulació negativa entre les cinases AMPK i ERK1/2 en cèl·lules musculars 

esquelètiques suggereix que la inhibició de l’ERK1/2 secundària a l’activació de 

PPARβ/δ podria modular aquesta regulació negativa a favor de l’AMPK. Així, l’activació 

de l’AMPK per part del GW501516 explica els efectes inhibitoris de PPARβ/δ sobre la 

inflamació i la RI induïda per l’estrès del RE.  

 

 

.  
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Introduction: The nuclear receptors Peroxisome Proliferator-Activated Recep-

tors (PPAR)a and PPARg are therapeutic targets for hypertriglyceridemia and

insulin resistance, respectively. Evidence is now emerging that the PPARb/d
isotype is a potential pharmacological target for the treatment of insulin

resistance and type 2 diabetes mellitus.

Areas covered: In this review, the capacity of PPARb/d to prevent the develop-

ment of insulin resistance and type 2 diabetes mellitus is discussed. Special

emphasis is placed on preclinical studies and the molecular mechanisms

responsible for its actions in the main cell types involved in these pathologies:

adipocytes, b-cells, skeletal muscle cells and hepatocytes.

Expert opinion:While several concerns remain for the development of PPARb/d
agonists, these drugs have demonstrated their efficacy in the treatment of insu-

lin resistance and type 2 diabetes mellitus in preclinical studies, as well as in a

few short clinical studies in humans. Although this data is promising, additional

studies must be performed to confirm the efficacy and safety of these drugs in

the treatment of type 2 diabetes mellitus.

Keywords: fatty acids, IL-6, NF-kB, PPARb/d, STAT-3

Expert Opin. Ther. Targets (2012) 16(2):209-223

1. Introduction

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)b/d is a member of the nuclear
receptor superfamily of ligand-inducible transcription factors. This nuclear receptor
belongs to the PPARs family, which represent in fact a group of three members:
PPARa (Nuclear Receptor 1C, NR1C1, according to current nomenclature) [1],
PPARb/d (NR1C2; NUC1; FAAR, fatty acid-activated receptor), and PPARg
(NR1C3). The term “peroxisome proliferators” was coined to designate compounds
sharing the common feature of inducing peroxisome proliferation, which was first
reported in rats treated with clofibrate in the 1960s [2]. In 1990, Issemann &
Green [3] cloned from mouse liver the first receptor activated by these compounds,
which they called PPARa.

The major physiological functions of PPARs result from their activity as tran-
scription factors, modulating the expression of specific target genes [4]. Through
this mechanism PPARs regulate lipid metabolism, glucose homeostasis, and cell dif-
ferentiation, they also control obesity and cancer [4]. In addition, PPARs can regu-
late inflammation and the immune response [5]. The involvement of PPARs in all
these functions depends on their tissue distribution, ligand binding and the
recruitment of co-activators or co-repressors.
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2. Molecular mechanisms of PPAR action

When PPARs heterodimerize with the 9-cis retinoic acid
receptor (RXR) (NR2B) they become transcriptionally
active (Figure 1). PPAR-RXR heterodimers bind to DNA-
specific sequences called peroxisome proliferator-response ele-
ments (PPREs), which consist of an imperfect direct repeat of
the consensus binding site for nuclear hormone receptors
(AGGTCA), separated by one nucleotide (Direct Repeat 1,
DR-1). These sequences have been characterized within the
promoter regions of PPAR target genes. Although other ori-
entations are conceivable, binding occurs in such a way that
PPAR is oriented to the DNA’s 5’-end, while RXR is oriented
to the 3’-end. In the absence of an exogenous ligand, high-
affinity complexes are formed between PPAR-RXR hetero-
dimers and co-repressor proteins, which block transcriptional
activation by sequestering the heterodimer from the pro-
moter. It remains to be determined whether these effects are
due to the presence of endogenous ligands.
In a specific cellular context, the activity of PPARs that

regulate the transcription of their target genes depends on
many factors: relative expression of the PPARs, the promoter
context of the target gene, the presence of co-activator and
co-repressor proteins, etc. One of the best described PPAR
co-activators is PPARg co-activator 1 a (PGC-1a). Silenc-
ing mediator for retinoic and thyroid hormone receptor
(SMRT) and the nuclear receptor co-repressor (NCoR) are
co-repressors that interact with the PPARs in the absence
of ligands [6]. Receptor-interacting protein 140 (RIP140),
an important metabolic regulator, is another ligand-depen-
dent co-repressor which interacts with PPARs. Binding of
the ligand to PPAR induces a conformational change

resulting in dissociation of co-repressor proteins, so the
PPAR-RXR heterodimer can then bind to PPREs. More-
over, once activated by the ligand, the heterodimer recruits
co-activator proteins that promote the initiation of tran-
scription [7]. As a result of these changes in transcriptional
activity, binding of ligands to the receptor leads to changes
in the expression level of mRNAs encoded by PPAR target
genes. Finally, PPAR activity is also regulated at the post-
transcriptional level by phosphorylation, ubiquitinylation,
and small ubiquitin-related modifier (SUMO)ylation (for a
detailed review see references [8,9]). However, the only evi-
dence that any of these changes translate into functional,
in vivo effects, are limited to the SUMOylation of
PPARg [10].

However, the regulation of gene transcription by PPARs
extends beyond their ability to trans-activate specific target
genes. PPARs also regulate gene expression independently
of binding to PPREs. They cross-talk with other types of
transcription factors and influence their function without
binding to DNA, through a mechanism termed receptor-
dependent trans-repression [11]. Most of the anti-
inflammatory effects of PPARs can probably be explained
in this way [12,13]. Through this DNA binding-independent
mechanism, PPARs suppress the activities of several tran-
scription factors, including nuclear factor-kB (NF-kB), acti-
vator protein-1 (AP-1), signal transducers and activators of
transcription (STATs), and the nuclear factor of activated
T cells (NFAT). There are several main trans-repression
mechanisms by which ligand-activated PPAR-RXR com-
plexes negatively regulate the activities of other transcription
factors. First, trans-repression may result from competition
for limited amounts of shared co-activators. Under
conditions in which the levels of specific co-
activators are rate-limiting, activation of PPAR may suppress
the activity of other transcription factors that use the same
co-activators [14,15]. In a second mechanism, activated
PPAR-RXR heterodimers are believed to act through physi-
cal interaction with other transcription factors (for example
AP-1, NF-kB, NFAT or STAT). This association prevents
the transcription factor from binding to its response element
and thereby inhibits its ability to induce gene transcrip-
tion [16]. A third trans-repression mechanism relies on the
ability of activated PPAR-RXR heterodimers to inhibit the
phosphorylation and activation of certain members of
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascade [17],
which prevents activation of downstream transcription fac-
tors. Finally, ligand-dependent SUMOylation of PPARg
results in its recruitment to the promoters of inflammatory
genes where it inhibits transcription by preventing clearance
of co-repressor complexes [10]. Although most of the anti-
inflammatory effects of PPARs can be explained by trans-
repression, anti-inflammatory activities based on direct
gene regulation through the PPARa-leukotriene B4 path-
way [18,19] or by regulating IkBa expression [20] have also
been described.

Article highlights.

. Insulin resistance precedes and predicts the development
of type 2 diabetes mellitus, whose prevalence has risen
dramatically in both developed and developing countries
due to an increase in obesity and sedentary lifestyles.

. PPARb/d is a ligand-activated nuclear receptor that
modulates the expression of specific target genes and
inflammation through DNA-dependent (trans-activation)
and independent (trans-repression) mechanisms,
respectively.

. Most preclinical studies show that activators of this
nuclear receptor prevent insulin resistance and
type 2 diabetes mellitus in skeletal muscle cells,
adipocytes, hepatocytes, and improve the function of
b-cells.

. Extrapolation of preclinical findings to diabetic patients
remains difficult because clinical studies with these
drugs are scarce. A great deal of research will be
needed on the efficacy and safety of PPARb/d activators
before they can be considered appropriate for
clinical use.

This box summarizes key points contained in the article.
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3. Tissue expression and ligands of PPARs

PPARa is predominantly expressed in the liver, heart, brown
adipose tissue, kidney, and intestine. Activation of this PPAR
isoform increases the catabolism of fatty acids [21,22]. Hence,
PPARa stimulates fatty acid uptake into the cell and subse-
quent fatty acid import into mitochondria for oxidation,
which reduces its ability to be incorporated into plasma lipo-
proteins carrying triglycerides. In addition, PPARa reduces
plasma triglycerides by increasing lipoprotein lipase and
apolipoprotein (apo)A-V, and by repressing the expression
of apoC-III, an inhibitor of triglyceride hydrolysis [23,24].
Consequently, fibrates (fenofibrate, bezafibrate), which are
synthetic ligands for PPARa, are used in the treatment
of hypertriglyceridemia.

PPARg is expressed in white and brown adipose tissue, the
gut and immune cells. This PPAR isoform is critical for the dif-
ferentiation of pre-adipocytes to adipocytes [25,26] and
contributes to glucose homeostasis by improving insulin sensi-
tivity [27,28]. Therefore, synthetic PPARg agonists (thiazolidine-
diones or glitazones) are in clinical use as insulin sensitizers to
treat patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM).

PPARb/d was initially reported as PPARb in Xenopus laevis
and NUC1 in humans [29,30]. Later it was cloned from mice
and termed PPARd or fatty acid-activated receptor
(FAAR) [31,32]. Although it was initially unclear whether
PPARb from Xenopus and PPARd from murine were identi-
cal, they are now recognized as homologues and referred to
as PPARb/d or PPARd. In contrast to PPARa and PPARg ,
which appear to have a more restricted expression pattern,

PPARb/d has been reported to show ubiquitous expression,
although large individual differences were found for heart
and liver [33,34]. It is worth noting that the expression of
PPARb/d is very high in small intestine and colon as
compared to most tissues [33,34].

The crystal structure of the ligand-binding domain of the
PPARb/d isotype revealed an exceptionally large pocket of
approximately 1300 Å3

[29]. This pocket is similar to that of
PPARg , but much larger than the pockets of other nuclear
receptors [35,36]. This may partially explain the great variety
of natural and synthetic ligands that bind to and activate
this nuclear receptor. Saturated (14 to 18 carbons) and poly-
unsaturated (20) fatty acids have affinities for PPARb/d in
the low micromolar range [36-39]. In addition, prostacyclin
and fatty acids derived from very low density lipoproteins
(VLDL) [40] can activate PPARb/d. Although it was initially
reported that retinoic acid was a PPARb/d ligand [41], subse-
quent studies ruled out this possibility [42,43]. Finally, the
number of experimental studies on the role of PPARb/d in
cellular processes increased greatly as a result of the availability
of several synthetic ligands (including GW501516,
GW0742 and L-165041) that activate PPARb/d at low con-
centrations both in vivo and in vitro and have high selectivity
over other PPAR isotypes [44]. The EC50 for these com-
pounds, which were assessed with recombinant human
PPARb/d, were 1.0 nM for GW0742, 1.1 nM for
GW501516 and 50 nM for L-165041 [44,45]. Recently, the
first PPARb/d synthetic antagonist (GSK0660) has been
identified [46]. In contrast to PPARa and PPARg , PPARb/d
agonists are not yet in clinical use.

1) Trans-activation

NF-κB AP1 STAT NFAT

NF-κB-RE AP1-RE STAT-RE NFAT-RE

PPARLigand

PPAR-target gene

+/-

PPRE

9-cis retinoic acidPPAR ligand

PPAR RXR

2) Trans-repression

Figure 1. Molecular mechanisms of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs). PPARs are ligand-

activated transcription factors that regulate gene expression through two mechanisms: trans-activation and trans-repression.

In transactivation PPAR-RXR heterodimers bind to DNA-specific sequences called peroxisome proliferator-response elements

(PPREs), which are located in the promoter regions of genes involved in glucose and fatty acid metabolism. PPARs may also

regulate gene expression through a DNA-independent mechanism called trans-repression. Through this mechanism, PPARs

inhibit the activity of several transcription factors such as Nuclear Factor-kB, which leads to anti-inflammatory effects. STAT

denotes signal transducers and activators of transcription, AP-1 activator protein 1 and NFAT nuclear factor of activated

T-cells.
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In vitro and in vivo studies using specific PPARb/d ago-
nists, tissue-specific over-expression or knockout mouse mod-
els have demonstrated a variety of functions of PPARb/d in
adipose tissue, muscle and skin, and also in inflammation
and cancer. Here we will focus on recent advances in our
understanding of the role of PPARb/d activation as a
potential target for the treatment of insulin resistance
and T2DM.

4. PPARb/d and type 2 diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease affecting at least
250 million people worldwide. According to the World
Health Organization this figure will be more than double by
2030, with India, China and the USA having the largest num-
bers of diabetic patients. DM is classified as a metabolic disor-
der characterized by chronic hyperglycaemia resulting from a
defect in insulin secretion or action, or both. T2DM is the
most common form, accounting for 90% of all cases. Unlike
type 1 diabetic patients, who cannot produce insulin properly,
type 2 diabetic patients suffer from a lack of sensitivity to
insulin of their body cells, leading to a state of insulin resis-
tance and hyperglycaemia [47]. Although insulin resistance
appears early in the pre-diabetic state, the onset of T2DM is
ultimately determined by a failure of beta-cell function and
the resulting inability to overcome insulin resistance in target
tissues [48]. As such, insulin resistance precedes and predicts
the development of T2DM [48]. If untreated, diabetes can
cause micro- and macrovascular complications such as neu-
ropathy, retinopathy, kidney and heart disease, and other dis-
orders, and in advanced stages it may even led to kidney
failure, amputation, blindness and stroke [49]. The prevalence
of T2DM has risen dramatically in both developed and devel-
oping countries due to an increase in obesity and sedentary
lifestyles. Indeed, epidemiological studies have shown obesity
and insulin resistance to be closely related [50]. Furthermore,
research over the last decade has found strong links between
low-grade chronic inflammation and the presence of obesity,
insulin resistance and T2DM. Indeed, several molecules
released by adipocytes, such as inflammatory cytokines and
free fatty acids (FFAs), trigger inflammatory pathways in
several tissues.

4.1 PPARb/d effects in adipocytes
The expansion of adipose tissue, mainly in the form of visceral
obesity, may exacerbate inflammation in this tissue through
several processes. First, macrophages can infiltrate into adipose
tissue, which contributes to the overproduction of inflamma-
tory cytokines, such as tumor necrosis factor a (TNF-a) and
interleukin 6 (IL-6) [51]. Indeed, the infiltration of macrophages
into adipose tissue correlates with the degree of insulin resis-
tance [52]. Second, as visceral fat (which is very sensitive to lipo-
lytic stimuli) increases, so does the rate of lipolysis. This increases
FFA mobilization and raises elevated levels of circulating FFAs.
Several studies have consistently shown that elevations of plasma

FFA produce insulin resistance in diabetic patients and in non-
diabetic subjects [53,54]. Saturated FFAs are potent activators of
the toll-like receptor-4 (TLR4) [55], and recent evidence suggests
that inflammatory processes induced by obesity and a high-
fat diet cause systemic insulin resistance via a mechanism involv-
ing this receptor [56]. TLR-4 is expressed in virtually all human
cells, and binds a wide spectrum of exogenous and endogenous
ligands, including bacterial lipopolysaccharide (LPS) [57]. In the
presence of LPS, the TLR4 complex (including CD-14 and an
accessory protein, MD-2), recruits the adaptor protein, myeloid
differentiation factor-88 (MyD88), which in turn recruits
interleukin-1
receptor-associated kinase (IRAK). This leads to the activation of
the pro-inflammatory transcription factor NF-kB [58] and the
subsequent enhanced expression of several inflamma-
tory mediators (including IL-6 and monocyte chemoattractant
protein-1 [MCP-1]). These observations indicate that saturated
FFAs derived from adipocytes and from high-fat diets activate
TLR and the inflammatory pathway in adipocytes and macro-
phages, contributes to the synthesis and production of cyto-
kines such as TNF-a [59]. In addition, high-fat diets raise
plasma LPS to a concentration that is high enough to increase
body weight, fasting glycemia and inflammation [59]. Further-
more, LPS receptor-deleted mice (CD14 mutants) are hypersen-
sitive to insulin, and the development of insulin resistance,
obesity and diabetes in this animal model is delayed in response
to a high-fat diet [59]. Experiments performed in our laboratory
have demonstrated that the PPARb/d agonist GW501516
inhibited LPS-induced cytokine expression and secretion by pre-
venting NF-kB activation in adipocytes [60] (Figure 2). Of note,
NF-kB activation by LPS requires MAPK--extracellular
signal--related kinase (ERK)1/2 (MEK1/2) activation, since
inhibition of this pathway reduces LPS-induced cytokine pro-
duction in adipocytes [61]. In addition, it has recently been
reported that among the differences in visceral adipose tissue
that could account for the presence of insulin resistance in mor-
bidly obese individuals compared to paradoxically insulin-
sensitive morbidly obese patients, IL-1b, IL-6, ERK1/2 and
NF-kB play a crucial role [62,63]. Indeed, the authors of that
study demonstrated that these are important effectors that
mediate the inflammatory effects promoting insulin resis-
tance. In agreement with this role of ERK1/2 and NF-kB
in insulin resistance in adipocytes, we observed increased
ERK1/2 phosphorylation and NF-kB activity and higher
expression of IL-6 in white adipose tissue from PPARb/
d-null mice compared with wild-type mice [60]. Moreover,
in the white adipose tissue of a genetic model of obesity
and diabetes, the Zucker diabetic fatty (ZDF) rat, the
reduction in the expression of PPARb/d correlated with
an increase in ERK1/2 phosphorylation and NF-kB activ-
ity. These findings suggest that PPARb/d activation pre-
vents LPS-induced NF-kB activation by inhibiting
ERK1/2, thereby reducing the production of pro-
inflammatory cytokines involved in the development of
insulin resistance.
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Among the inflammatory mediators released by adipose tis-
sue, increased levels of IL-6 most strongly correlates with obe-
sity and insulin resistance and predicts the development of
T2DM [63-65], whereas depletion of IL-6 ameliorates insulin
signaling in obese mice [66]. IL-6 signals through a trans-mem-
brane receptor complex containing the common signal trans-
ducing receptor glycoprotein gp130, which activates Janus
tyrosine kinases (Jak1, Jak2, Tyk2), with subsequent Tyr705

phosphorylation of STAT3 [67-69]. Phosphorylated
STAT3 dimerizes and translocates to the nucleus, where it reg-
ulates the transcription of target genes through binding to spe-
cific DNA-responsive elements [70]. In addition to activation by
Tyr705 phosphorylation, STAT3 also requires phosphorylation
on Ser727 to achieve maximal transcriptional activity [71,72]. Pro-
tein kinases involved in STAT3 serine phosphorylation include
protein kinase C (PKC), Jun NH2-terminal kinase, ERK1/2,
p38-MAPK, and mammalian target of rapamycin (mTOR)
[73]. Interestingly, interaction of STAT3 with the chaperone
heat shock protein 90 (Hsp90) contributes to many steps in
STAT3 activation [74].

Suppressor of cytokine signaling (SOCS) is a family of tar-
get genes that are up-regulated through IL-6--mediated activa-
tion of STAT3. These SOCS proteins were originally
described as cytokine-induced molecules involved in a

negative feedback loop of cytokine [75] and insulin signal-
ing [76]. Several studies have reported that SOCS3 can inhibit
insulin signaling [76-78] by direct interaction with the insulin
receptor and by preventing the coupling of insulin receptor
substrate (IRS)-1 to the insulin receptor, thereby inhibiting
IRS-1 tyrosine phosphorylation and downstream insulin sig-
naling [76,77]. In addition, SOCS3 inhibits insulin signaling
by proteasomal-mediated degradation of IRS-1 [78]. Thus,
overexpression of SOCS3 in adipocytes inhibits insulin signal
transduction [77,79], whereas SOCS3 deficiency in
3T3-L1 adipocytes increases insulin stimulated IRS-1 phos-
phorylation and glucose uptake [80]. Recently, we have
reported that PPARb/d activation by GW501516 in
adipocytes prevents the IL-6-mediated reduction in insulin-
stimulated Akt phosphorylation and glucose uptake, indicat-
ing that this drug prevents IL-6--induced insulin resistance [81].
In addition, when we examined the STAT3-SOCS3 pathway
we found that PPARb/d activation prevented IL-6--mediated
induction of SOCS3 mRNA levels and STAT3 phosphoryla-
tion in 3T3-L1 adipocytes. Consistent with the role of
PPARb/d in blocking IL-6--induced STAT3 activity,
STAT3-DNA binding activity and STAT3 phosphorylation
was higher in white adipose tissue from PPARb/d--null mice
than in wild-type mice. Our findings also showed that
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PPARb/d activation elicited STAT3 dissociation from
Hsp90 in adipocytes, whereas the association of these two pro-
teins was greatly enhanced in white adipose tissue in
PPARb/d--null mice compared with wild-type mice. These
findings suggest that PPARb/d activation can ameliorate insu-
lin resistance in adipose tissue by preventing activation of the
STAT3-SOCS3 pathway by cytokines.
Moreover, PPARb/d activation in white adipose tissue

induces the expression of genes involved in fatty acid oxida-
tion and this contributes to show resistance to obesity [82].
This mechanism can also contribute to the prevention of
obesity-induced insulin resistance by reducing the expansion
of white adipose tissue and its deleterious effects on
insulin sensitivity.
In human white adipose tissue little is known about the

functions of PPARb/d. In non-obese control subjects PPARb/d
expression was higher in subcutaneous than in visceral adipose
tissue [83]. When compared to non-obese control subjects, obese
patients showed reduced PPARb/d expression in subcutaneous
and visceral adipose tissue, and this expression correlated with
insulin levels, suggesting that it may be a suitable therapeutic
target for obesity-induced insulin resistance.
In addition, PPARb/d is involved in the phenotypic switch

of adipose tissue-resident macrophages that modulates insulin
sensitivity [84]. Thus, it has been suggested that macrophages
infiltrated in adipose tissue from lean animals show an alterna-
tively activated, M2 phenotype [85], that is induced by Th2 cyto-
kines, such as IL-4 and IL-13. These macrophages produce
IL-10, a cytokine that inhibits inflammation [86,87]. In contrast,
high-fat diets lead to infiltration of macrophages that show
markers of classic activation by Th1 cytokines, such as TNF-a
and IL-1b. These M1 phenotypic macrophages produce pro-
inflammatory cytokines that lead to metabolic disturbances. In
infiltrated macrophages in adipose tissue and liver, the signaling
of Th2 cytokines is transduced by PPARb/d through a
STAT6 binding site on its promoter, which induces alternative
activation. The subsequent switch to the M2 phenotype pre-
vents the inflammation caused by inflammatory mediators,
such as FFA, in adipose tissue and liver. In agreement with
this model, myeloid specific PPARb/d-/- mice show adipocyte
dysfunction, insulin resistance and hepatosteatosis [84].

4.2 PPARb/d effects in skeletal muscle cells
Since skeletal muscle is a major player in whole-body nutrient
balance, it accounts for the majority of insulin-
stimulated glucose utilization, and it is therefore the primary
site of insulin resistance in obesity and T2DM [88,89].
FFAs may cause insulin resistance in skeletal muscle

through several mechanisms, including effects on metabo-
lism [90,91], signaling [88,89] and mitochondrial function [92,93].
In addition, FFAs activate pro-inflammatory pathways, link-
ing the development of this pathology to a chronic
low-grade systemic inflammatory response [94]. In addition
to saturated FFA-induced inflammation through TLR, an
additional pathway leads to FFA-mediated inflammation.

This pathway involves intracellular accumulation of fatty
acid derivatives. Once fatty acids are taken up by skeletal mus-
cle cells they are either stored as fatty acid derivatives or they
undergo b-oxidation in the mitochondria. In the presence of
high plasma FFAs, fatty-acid flux in skeletal muscle cells
exceeds its oxidation, which leads to the accumulation of fatty
acid derivatives, such as diacylglycerol (DAG), which can then
activate a number of different serine kinases that negatively
regulate insulin action. Thus, DAG is a potent allosteric acti-
vator of PKCq, which is the most abundant PKC isoform in
skeletal muscle [95-97]. This PKC isoform inhibits the action
of insulin by phosphorylating certain serine residues on
IRS-1, including Ser307 in the rodent IRS-1 protein (reviewed
in ref. [98]). This phosphorylation impairs insulin-
receptor signaling through several distinct mechanisms [99].
PKCq also impairs insulin sensitivity by activating another
serine kinase, IkB kinase b (IKKb) [100]. In addition to phos-
phorylating IRS-1 in Ser307, IKKb phosphorylates IkB. Thus,
it activates the pro-inflammatory transcription factor NF-kB,
which has been linked to fatty acid-induced impairment of
insulin action in skeletal muscle in rodents [101,102]. Once acti-
vated, NF-kB regulates the expression of multiple inflamma-
tory mediators, including IL-6. This cytokine correlates
strongly with insulin resistance and T2DM [64,65,103] and its
plasma levels are 2 -- 3 times higher in patients with obesity
and type 2 diabetes than in lean control subjects [64].

Accumulation of fatty acid derivatives can be attenuated by
mitochondrial b-oxidation. The rate-limiting step for
b-oxidation of long-chain fatty acids is their transport into
mitochondria via carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1).
The activity of this enzyme is inhibited by malonyl-CoA,
the product of acetyl-CoA carboxylase, which, in turn, is
inhibited by the AMP-activated protein kinase (AMPK).
This kinase is a metabolic sensor that detects low ATP levels
and increases oxidative metabolism, by reducing the levels of
malonyl-CoA [104]. Interestingly, activation of fatty acid oxi-
dation by overexpressing CPT-1 in cultured skeletal muscle
cells [105] and in mouse skeletal muscle [106] improves lipid-
induced insulin resistance. Hence, this approach may provide
a valid therapeutic strategy to prevent this pathology. Activa-
tion of PPARb/d by its ligands (including GW501516)
enhances fatty acid catabolism in adipose tissue and skeletal
muscle, thereby delaying weight gain (for a review see [107]).
This increase in fatty acid oxidation in human skeletal muscle
cells following PPARb/d activation by GW501516 is depen-
dent on both PPARb/d and AMPK [108]. AMPK is activated
by GW501516 by modulating the ATP:AMP ratio [108].
Despite these data, little information was available on whether
the increase in fatty acid oxidation attained after PPARb/d
activation prevented fatty acid-induced inflammation and
insulin resistance in skeletal muscle cells. We have recently
reported that GW501516 prevented palmitate-induced
inflammation and insulin resistance in skeletal muscle cells
(Figure 2) [109]. Treatment with GW501516 enhanced the
expression of two-well known PPARb/d-target genes involved
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in fatty acid oxidation, CPT-1 and pyruvate dehydrogenase
kinase 4 (PDK-4), and increased the phosphorylation of
AMPK. This prevented the reduction in fatty acid oxidation
caused by palmitate exposure. In agreement with these
changes, GW501516 treatment reversed the increase in
DAG and PKCq activation caused by palmitate. These effects
were abolished in the presence of the CPT-1 inhibitor eto-
moxir, thereby implicating increased fatty acid oxidation in
the changes. Consistent with these findings, PPARb/d activa-
tion by GW501516 blocked palmitate-induced NF-kB
DNA-binding activity. Likewise, drug treatment inhibited
the increase in IL-6 expression caused by palmitate in
C2C12 myotubes and human skeletal muscle cells, as well
as the protein secretion of this cytokine. Overall, these find-
ings indicate that PPARb/d attenuates fatty acid-
induced NF-kB activation and the subsequent development
of insulin resistance in skeletal muscle cells by reducing
DAG accumulation. To our knowledge no studies have
assessed whether this mechanism operates in humans. How-
ever, since GW501516 increases CPT-1 expression and
palmitate oxidation in human skeletal muscle [110,111], this
possibility merits further exploration.

In addition, PPARb/d also affects the composition in fiber
composition, and these changes may affect the development
of insulin resistance and T2DM. Thus, it has been reported
that muscle-specific overexpression of PPARb/d results in a
change in fibre composition with a switch to more oxidative
fibers [112]. Consistent with this, skeletal muscle--specific
knockdown of PPARb/d led to a fiber-type switch toward
lower oxidative capacity [113]. Interestingly, this fiber-
type switch resulted in the development of obesity and
type 2 diabetes mellitus [114]. It is worth noting that the
changes in fiber composition induced by PPARb/d are com-
parable to those observed in mice undergoing long-
term exercise, which are accompanied by increased PPARb/d
expression in skeletal muscle [112]. Moreover, PPARb/d acti-
vation by GW0742 also promotes myonuclear accretion [115],
which is a typical response to exercise [116]. These findings
suggest that exercise and PPARb/d activation can activate
similar pathways, which can be useful in the fight against
the development of insulin resistance and T2DM.

4.3 PPARb/d effects in b-cells
Both insulin resistance and impaired insulin secretion contrib-
ute to development of T2DM. However, whilst insulin resis-
tance is fully apparent in the pre-diabetic condition,
impairment of insulin secretion worsens over time, being par-
alleled by a progressive decline in both pancreatic
b-cell function and b-cell mass [117]. Naturally occurring gut
hormones incretins, glucose-dependent insulinotropic poly-
peptide (GIP) and glucagon-like peptide-1 (GLP-1), can pre-
serve the morphology and function of pancreatic b-cells. In
addition, GIP and GLP-1 stimulate insulin secretion and
inhibit glucagon secretion in a glucose-dependent manner.
Of note, it has been recently reported that PPARb/d

activation regulates enteroendocrine L cell GLP-1 production
and enhances its response to glucose and bile acids [118].
GLP-1 production was markedly increased in mice treated
with PPARb/d agonists, contributing to a significant
improvement of glucose homeostasis. Likewise, activation of
mouse and human enteroendocrine L cells in vitro or ex vivo
with PPARb/d agonists significantly increased glucose and
bile acid-induced GLP-1 secretion. The authors of this study
suggest that pharmacologic targeting of PPARb/d is a promis-
ing approach in the treatment of type 2 diabetic patients,
especially in combination with dipeptidyl peptidase IV inhib-
itors. In addition, PPARb/d can also amplify insulin secretion
in b-cells pre-exposed to high glucose levels [119]. Under these
conditions polyunsaturated fatty acids, such as arachidonic
and linoleic acid, are released in b-cells and then suffer perox-
idation to 4-hydroxy-2E-nonenal, an endogenous ligand for
PPARb/d, which amplifies insulin secretion in b-cells [119].
Overall, these findings are consistent with a previous study
reporting that prolonged treatment of diabetic db/db mice
with a PPARb/d agonist reduced blood glucose levels in
association with improved insulin sensitivity and pancreatic
islet function [120].

4.4 PPARb/d effects in hepatocytes
Primary nonalcoholic fatty liver disease is one of the most
common forms of chronic liver diseases and is considered
the hepatic manifestation of insulin-resistant states, such as
diabetes and obesity. Sterol regulatory element-binding pro-
tein-1 (SREBP-1), a pivotal transcription factor controlling
lipogenesis in hepatocytes, has been implicated in this disease.
In fact, aberrant expression and activity of SREBP-1c is asso-
ciated with obesity and fatty liver [121]. SREBP-1c is bound to
the SREBP cleavage-activating protein (SCAP) in the endo-
plasmic reticulum. In the presence of high sterol levels, the
retention of the SA-SREBP complex in the endoplasmic retic-
ulum is mediated by sterol-dependent binding of the complex
to one of two endoplasmic reticulum retention proteins, the
insulin-induced gene (Insig)-1 and Insig-2 [122]. Under low
levels of lipids or sterols in the endoplasmic reticulum, the
SA-SREBP complex dissociates from Insig and translocates
from the endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus,
where SREBP-1c undergoes proteolysis by the S1P and S2P
proteases to generate the active mature transcription factor,
which results in the biosynthesis of fatty acids and triglycer-
ides. Qin et al. [123] demonstrated that PPARb/d prevented
the proteolytic processing and activity of SREBP-1, possibly
via the induction of Insig-1, and improved hepatic steatosis
in obese diabetic db/db mice.

As stated above polarization of macrophages toward the
M2 phenotype is PPARb/d dependent [84] and this affects
the adipose tissue and liver. Thus, PPARb/d mice carrying a
PPARb/d deletion in macrophages showed marked fatty
liver, with increased lipogenesis and decreased oxidative
metabolism [84], suggesting that macrophage PPARb/d also
plays a role in fatty liver disease.
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Dyslipidemia is a powerful predictor of cardiovascular dis-
ease in patients at high risk [124-127], such as type 2 diabetic
patients. Lowering of low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) is the prime target for treatment [128], but even
with intensification of statin therapy, a substantial residual
cardiovascular risk remains [129]. This may partly be due to
atherogenic dyslipidemia. This term is commonly used to
describe a condition of abnormally elevated plasma triglycer-
ides and low high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
irrespective of the levels of LDL-C [130]. In addition to these
key components, increased levels of small, dense LDL-
C particles are also present, which in conjunction with the
former components conform the also called “lipid triad” [131].
It is now recognized that atherogenic dyslipidemia is mainly
initiated by the hepatic overproduction of the plasma lipopro-
teins carrying triglycerides, the VLDL, which induce a
sequence of lipoprotein changes leading to atherogenic lipid
abnormalities in T2DM and the metabolic syndrome [132].
Under these pathological conditions, the presence of insulin
resistance at the level of adipose tissue leads to enhanced lypo-
lisis and reduced FFA uptake and esterification. This results in
increased flux into the liver of FFAs, which are either oxidized
or esterified for triglyceride production, leading to hepatic
steatosis and oversecretion into plasma of larger triglyceride-
rich VLDL particles [133]. These particles compete with chylo-
microns and their remnants for clearance pathways regulated
by lipoprotein lipase, an endothelial-bound enzyme, and by
hepatic receptors, thereby exacerbating postprandial dyslipi-
demia. In addition, insulin resistance increases hepatic secre-
tion of apoC-III, which is attached to VLDL, delaying the
catabolism of triglyceride-rich lipoproteins by inhibiting lipo-
protein lipase and binding of remnant triglyceride-
rich lipoproteins to hepatic clearance receptors [132]. Finally,
expansion of the VLDL triglyceride pool leads to cholesterol
depletion and triglyceride enrichment of LDL and HDL
through cholesteryl ester transfer protein. This, in turn, facil-
itates the movement of cholesterol esters to VLDL,
intermediate-density lipoprotein (IDL) and LDL from choles-
terol ester rich HDL, leading to the accumulation in plasma
of small, dense LDLs and a reduction in HDLs [133].
In mice, deletion of PPARb/d led to enhanced LDL and

triglyceride levels [134]. It has been proposed that the increase
in triglycerides observed in these PPARb/d-null mice is
caused by a combination of increased VLDL production
and decreased plasma triglyceride clearance, as demonstrated
by a decrease in post-heparin LPL activity and increased
hepatic expression of the LPL inhibitors angiopoietin-
like protein 3 and 4 [134]. Recent findings in our laboratory
indicate that additional mechanisms can also contribute to
the hypotriglyceridemic effect of PPARb/d [135]. Interestingly,
the main factor influencing hepatic triglyceride secretion is
fatty acid availability [136]. In liver, fatty acids are either incor-
porated into triglycerides or oxidized by mitochondrial b-oxi-
dation. An increase in fatty acid oxidation in liver would thus
reduce the availability of fatty acids and subsequent hepatic

triglyceride secretion. However, it was unknown whether the
hypotriglyceridemic effect observed following PPARb/d acti-
vation involved increased hepatic fatty acid oxidation, and if
so, which mechanisms were responsible. The rate-
limiting step for mitochondrial b-oxidation is the transport
of fatty acid into mitochondria by liver CPT1a. This fatty
acid transporter is under the control of both PPARs and
AMPK, which detects low ATP levels and, in turn, increases
oxidative metabolism by reducing the levels of malonyl-
CoA [137]. Interestingly, PPARb/d activation can increase the
activity of AMPK, and the increase in fatty acid oxidation in
human skeletal muscle cells following GW501516 treatment
is dependent on both PPARb/d and AMPK [108]. It is worth
noting that a recently discovered protein, lipin 1, plays an
important role in hepatic fatty acid oxidation, since it deter-
mines whether fatty acids are incorporated into triglycerides
or undergo mitochondrial b-oxidation. In addition, the
expression and compartmentalization of lipin 1 controls the
secretion of hepatic triglycerides [138]. Thus, in the cytoplasm,
lipin 1 promotes triglyceride accumulation and phospholipid
synthesis by functioning as an Mg2+-dependent phosphatidate
phosphatase (phosphatidic acid phosphatase-1, PAP-1). In
contrast, in the nucleus, lipin 1 acts as a transcriptional co-
activator, linked to fatty acid oxidation by regulating the
induction of PGC-1a-PPARa-target genes [139]. Lipin 1 indu-
ces PPARa gene expression and forms a complex with PPARa
and PGC-1a, leading to the induction of genes involved in
fatty acid oxidation, including Cpt1a and medium chain
acyl-CoA dehydrogenase (Mcad) [140].

When we examined the effects of a high-fat diet on hyper-
triglyceridemia and on the hepatic fatty acid oxidation path-
way, we observed that exposure to high-fat diet caused
hypertriglyceridemia accompanied by reduced hepatic
mRNAlevels of PGC-1a and lipin 1, reduced hepatic
phospho-AMPK levels and increased activity of
ERK1/2 [135]. Interestingly, GW501516 treatment reduced
hypertriglyceridemia, and restored hepatic phosphorylated
levels of AMPK and ERK1/2. GW501516 increased nuclear
lipin 1 protein levels, leading to amplification of the
PGC-1a-PPARa signaling system. This was demonstrated
by the increase in PPARa levels and PPARa-DNA
binding activity and the increased expression of PPARa-
target genes involved in fatty acid oxidation, such as CPT-1a
and Mcad. These effects of GW501516 were accompanied
by an increase in plasma b-hydroxybutyrate levels, demon-
strating enhanced hepatic fatty acid oxidation. Moreover,
GW501516 increased the levels of the hepatic endogenous
ligand for PPARa, 16:0/18:1-phosphatidylcholine [141], and
markedly enhanced the expression of the hepatic Vldl receptor.
Interestingly, GW501516 prevented the reduction in AMPK
phosphorylation and the increase in phosphorylated levels of
ERK1/2 caused by the high-fat diet. In addition, our data indi-
cated that the activation of AMPK after GW501516 treatment
in mice fed a high-fat diet might be the result of an increase in
the AMP-to-ATP ratio in hepatocytes [135]. Overall, these
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findings suggest that the hypotriglyceridemic effect of
GW501516 in high-fat diet-fed mice is accompanied by an
increase in phospho-AMPK levels and the amplification of
the PGC-1a-lipin 1-PPARa pathway.

Since the PPARb/d activator GW501516 increased circu-
lating HDL-C levels and decreased triglyceride and insulin
levels [140], attenuated metabolic syndrome [142], prevented
obesity [143], and improved insulin sensitivity [144], this drug
reached clinical trials for dyslipidemia. In a first study,
GW501516 increased HDL-C levels in healthy volun-
teers [111]. However, in overweight volunteers, treatment did
not affect HDL-C levels, but it decreased plasma triglycerides,
apoB, LDL-cholesterol and insulin [110]. In dyslipidemic men
with central obesity, a recent randomized, double-blind,
crossover trial of 6 weeks intervention periods with placebo
or GW501516 (2.5 mg/d), with 2-wk placebo washout
between treatment periods, demonstrated that GW501516
increased the hepatic removal of VLDL particles, which might
have resulted from decreased apoC-III concentration. These
studies support the potential use of PPARb/d ligands in
treating dyslipidemia in obesity [145].

PPARb/d activation not only affects lipid metabolism and
lipoprotein metabolism in liver cells, but also interferes with
IL-6-mediated acute phase reaction [146] and insulin resistance
in hepatocytes (Serrano-Marco et al., 2012 in press) . In both
studies, PPARb/d agonists inhibited the transcriptional activ-
ity of STAT3. As stated above, the IL-6-STAT3-SOCS3 path-
way plays an important role in insulin resistance and we have
recently reported that the PPARb/d agonist GW501516 pre-
vented IL-6-mediated induction of SOCS3 mRNAlevels and
STAT3 phosphorylation on Tyr705 and Ser727 in HepG2 cells.
Consistent with the role of PPARb/d in blocking IL-6-induced
STAT3 activity, STAT3 phosphorylation on Tyr705 and Ser727

was higher in liver from PPARb/d-null mice than in wild-type
mice. Consistent with the inhibition of the STAT3-SOCS3
pathway caused by GW501516, this drug prevented the reduc-
tion in insulin-stimulated Akt phosphorylation and in
IRS-1 and IRS-2 protein levels. GW501516 prevented the
increase in ERK-1/2 phosphorylation caused by IL-6 exposure,
suggesting that this mechanism contributes to its effects on
STAT3 phosphorylation on Ser727, as previously reported in
adipocytes [81]. Our findings also showed that GW501516 pre-
vented the reduction in phospho-AMPK levels observed in
IL-6-exposed cells by increasing the AMP/ATP ratio. This
mechanism can explain the reduction in STAT3 phosphoryla-
tion on Tyr705 observed following GW501516 treatment.
Additional studies are required to explore whether this
mechanism also operates in vivo.

5. Conclusion

Since the discovery of the first selective PPARb/d agonist,
a large number of pre-clinical studies showed us the
pharmacologic effects of these compounds in several
pathophysiological models, indicating that such drugs have a

promising future in the treatment of several diseases. As a
result of this potential interest of the PPARb/d activators,
these compounds have reached clinical trials. However, the
number of clinical trials performed to study the efficacy and
safety of PPARb/d ligands in humans is still scarce. Therefore,
although a therapeutic use of PPARb/d agonists in the future
seems likely, this will be achieved only after testing their
efficacy and safety in humans in clinical trials.

6. Expert opinion

The treatment and prevention of obesity, insulin resistance
and T2DM requires lifestyle changes, including weight reduc-
tion, increased physical activity and a healthy diet. However,
many patients cannot control these pathologies with lifestyle
modification and there is a need for drugs to manage them.
Activation of PPARb/d may become a pharmacological strat-
egy for treating these disorders. This treatment improves ath-
erogenic dyslipidemia by reducing plasma triglyceride levels.
In skeletal muscle, PPARb/d ligands may also up-
regulate fatty acid transport and oxidation, which reduces
fatty acid-induced inflammation and insulin resistance. In
adipose tissue they prevent the activation of NF-kB by reduc-
ing the production of inflammatory cytokines and by prevent-
ing IL-6-induced insulin resistance. In hepatocytes, PPARb/d
agonists prevent IL-6-mediated acute phase reaction and insu-
lin resistance. Finally, in b-cells PPARb/d activators potenti-
ate GLP-1 production by the small intestine, an effect that
may be useful for the treatment of T2DM. In addition,
PPARb/d activation in the heart prevents cardiac hypertro-
phy [147], lipid-induced inflammation [148] and improves
cardiomyopathy [149].

Despite the abundance of preclinical data supporting the
notion that the treatment with PPARb/d ligands prevents
insulin resistance and T2DM, there is a gap between these
preclinical data and the clinical trials. Therefore, as with any
drug designed for human therapy, a great deal of research
on the efficacy and safety of PPARb/d activators will be
needed before they can be considered appropriate for clinical
use. For instance, the ability of PPARb/d activators to raise
HDL-C levels in rodents has been demonstrated in primates,
but the effects of these drugs on the prevention of obesity in
rodents were not observed in primates. This suggests that
weight reduction caused by PPARb/d ligands in mice might
depend on their effects on thermogenesis, which is a minor
mechanism of energy expenditure in humans and primates.

Regarding safety issues we should bear in mind that the
management of a condition like T2DM will probably require
the long-term dosing of the therapeutic agent. At present the
side effects of PPARb/d ligands in long-term clinical trials
(> 6 months) are unknown. Safety issues have also been raised
regarding the connection between PPARb/d ligands and
carcinogenesis, particularly in animal models [150-156]. This
concern is important considering that the PPARg ligands
thiazolidinediones are associated with bladder cancer in
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humans [157]. However, synthetic PPARa ligands induce
carcinogenesis in rodents, but not in humans [158,159].
In summary, while several concerns remain for the devel-

opment of PPARb/d agonists, these drugs have demon-
strated their efficacy in the treatment of insulin resistance
and T2DM in preclinical studies and in a few short clinical
studies in humans. Although these data are promising,
additional studies must be performed to confirm the effi-
cacy and the safety of these drugs in the treatment
of T2DM.
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