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Introduccién y objetivo. La resistencia a la
insulina se relaciona con la presencia de un
proceso inflamatorio de baja intensidad,
caracterizado por la activacion crénica del factor
nuclear kappa B (NF-kB) y la produccién de
citocinas proinflamatorias en tejido adiposo
blanco. Recientemente, se ha propuesto que el
receptor activado por proliferadores peroxisémicos
B/5 (PPARR/S) puede llegar a convertirse en una
diana para el tratamiento de la resistencia a la
insulina. Sin embargo, se desconoce si la
activacion de este receptor nuclear previene el
proceso inflamatorio en adipocitos.

Métodos vy resultados. La activacién de
PPARPB/d por un ligando especifico, GW501516,
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evit6 el aumento en la expresién y la secrecion
de interleucina (IL) 6 inducida por
lipopolisacéarido (LPS) en adipocitos 3T3-L1.
Este efecto se asoci6 con la capacidad del
agonista de PPARB/3 para inhibir la activaciéon
del NF-kB inducida por LPS. Por otro lado, la
expresion de IL-6 y la actividad del NF-«B
estaban incrementadas en el tejido adiposo de
ratones PPARB/3", en comparacién con ratones
wild-type, hecho que indica que este receptor
regula la activacién de NF-«kB y de sus genes
diana. Puesto que se ha relacionado la
activacion de la via ERK1/2 con la activacion
de NF-kB, determinamos el efecto de PPARB/d
en la activacion de esta via. El tratamiento con
GW501516 evité la fosforilaciéon de ERK1/2
inducida por LPS, mientras que el tejido
adiposo blanco de ratones PPARB/3” mostr6 un
incremento considerable en los valores de
fosforilacion de esta cinasa.

Conclusiones. Estos resultados parecen indicar
que la activaciéon de PPARB/S bloquea el
incremento de la produccion de citocinas
inflamatorias en adipocitos mediante la prevencién
de la activacién de NF-kB por ERK1/2. Esta accién
de PPARR/S puede contribuir a prevenir la
resistencia a la insulina.
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PPARB/6 REDUCES INFLAMMATORY CYTOKINE
EXPRESSION IN ADIPOCYTES THROUGH
NF-«kB INHIBITION

Introduction and objective. Insulin resistance is
associated with a low-grade systemic inflammatory
response characterized by NF-kB activation and
pro-inflammatory cytokine production from white
adipose tissue. Recently PPARB/3 has been
proposed as a potential treatment for insulin
resistance. However, it is presently unknown
whether PPARB/S activation prevents this process
in adipocytes.

Methods and results. PPARB/S activation by
GW501516 blocked LPS-induced IL-6 expression
and secretion by 3T3-L1 adipocytes. This effect was
associated with the capacity of GW501516 to
prevent LPS-induced NF-«kB activation. In addition,
IL-6 expression and NF-kB DNA-binding activity
was higher in white adipose tissue from PPARB/3-
null mice than in wild-type mice, fact that suggests
that this receptor regulates NF-kB activation and
its target genes. Since the ERK1/2 pathway has
been involved in NF-«B activation, we explored the
effect of PPARB/3 activation on this pathway.
GW501516 treatment prevented ERK1/2-
phosphorylation by LPS, whereas white adipose
tissue from PPARB/3-null mice showed increased
phospho-ERK1/2 levels.

Conclusions. These findings indicate that
PPARPB/S activation blocks enhanced cytokine
production in adipocytes by preventing NF-«kB
activation via ERK1/2. This PPARR/S effect may
contribute to prevent insulin resistance.

Key words:
PPARB/5. NF-kB. IL-6. ERK1/2.

Introduccién

La obesidad visceral se relaciona con la pre-
sencia de un proceso inflamatorio crénico de in-
tensidad baja, que puede estar implicado en el
desarrollo de la resistencia a la insulina y enfer-
medades cardiovasculares!. Ademés, distintos
modelos de obesidad presentan un aumento en la
expresion de distintas citocinas proinflamatorias
(como el factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a],
la interleucina [IL] 1, proteina quimiotactica de
monocitos [MCP] 1 e IL-6) en el adipocito**. De
estos mediadores inflamatorios, la IL-6 es la que
presenta una correlacién mayor con el desarrollo
de la resistencia a la insulina y la diabetes melli-
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tus tipo 2°7. La expresion de estos marcadores de
inflamacién por parte del adipocito durante pro-
cesos de obesidad y de resistencia a la insulina se
ha relacionado con la activacién del factor de
transcripcion proinflamatorio factor nuclear ka-
ppa B (NF-kB)*. Este factor de transcripcién pue-
de activarse mediante una serie de estimulos ex6-
genos, como el lipopolisacarido (LPS), de las
bacterias gramnegativas y endégenos, como los
acidos grasos saturados. La activaciéon de NF-xB
por estos componentes es mediada a través de la
activacién del receptor TLR4 (Toll-Like Teceptor-
4)%. Cuando este receptor se activa, selecciona el
factor de diferenciacién mieloide 88, (MyD88,
Myeloid Differentiation Factor-88), que a su vez
activa al receptor de IL-1 asociado a cinasa
(IRAK, del inglés interleukin-1 receptor-associated
kinase), y desencadena una serie de procesos que
conducen a la activacién de las IkB cinasas (IKK)
y, por tanto, a la activacién de NF-kB y al desa-
rrollo de la respuesta inflamatoria.

En estudios recientes se indica que el proceso in-
flamatorio, inducido por obesidad o por el consu-
mo de dietas con contenido alto en lipidos, causa
resistencia a la insulina a través de mecanismos
que implican la activaciéon de TLR4°. La activacién
de TLR4 es fundamental para el desarrollo de la
respuesta inflamatoria inducida por 4cidos grasos
saturados en adipocitos y macréfagos, ya que esta
respuesta no se desarrolla en ausencia de este re-
ceptor’. De este modo el incremento en la lipdlisis
observado en el tejido adiposo durante estados de
resistencia a la insulina, se relaciona con la produc-
ci6n de acidos grasos saturados y la activacién de
TLR4, lo cual desencadena el proceso inflamato-
rio'°. Por otro lado, las dietas con un contenido alto
en grasas incrementan el LPS plasmatico y de este
modo potencian el desarrollo del proceso inflama-
torio'!. Ademas, ratones deficientes en el receptor
para el LPS (mutantes CD14) mostraban hipersen-
sibilidad a la insulina y cuando se sometian a una
dieta rica en grasas aparecia retrasado el desarrollo
de resistencia a la insulina, obesidad y diabetes me-
llitus!!.

En los dltimos afios, el receptor activado por
proliferadores peroxisémicos de tipo /3 (PPARB/
d) se ha propuesto como una diana potencial para
el tratamiento de la resistencia a la insulina'. Los
receptores activados por proliferadores (PPAR)
son factores de transcripcién activados por ligan-
do que pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares. En su forma activa dimerizan con re-
ceptores retinoides X (RXR, del inglés retinoid X
receptor) e interaccionan con secuencias consenso
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situadas en la regién promotora de los genes que
regulan, formadas por repeticiones directas de se-
cuencias hexaméricas separadas por un nucledti-
do'®. Una vez el heterodimero PPAR/RXR es acti-
vado por ligando, se produce un cambio
conformacional que permite el intercambio de
proteinas correpresoras y coactivadoras, encarga-
das de seleccionar toda la maquinaria necesaria
para el inicio de la transcripcién. Ademas, los
PPAR pueden suprimir la inflamacién a través de
distintos procesos, como reducir la liberaciéon de
marcadores de inflamacion, o estabilizar comple-
jos represores en los promotores de genes infla-
matorios'*!”. De los 3 miembros de esta familia
encontrados en mamiferos, PPARa y PPARy ac-
tian como dianas para farmacos hipolipemiantes
(fibratos) y antidiabéticos (tiazolidindionas), res-
pectivamente. La activacién del PPARB/S por li-
gandos de elevada afinidad incrementa el catabo-
lismo de los acidos grasos en adipocitos y masculo
esquelético'?. Sin embargo, se desconoce si
PPARPB/3 previene el proceso inflamatorio en adi-
pocitos. Por ello, en este trabajo examinamos si la
activacién de PPARB/S por GW501516 prevenia el
proceso inflamatorio inducido por LPS en adipo-
citos. Los resultados obtenidos indican que el ago-
nista de PPARB/S previene la induccién en la ex-
presion y secrecion de IL-6 en adipocitos, hecho
relacionado con la capacidad de PPARB/S de pre-
venir la activacién de NF-kB por LPS en estas cé-
lulas. Ademas, la expresion de IL-6 y la actividad
de unién a ADN de NF-kB se encontraban incre-
mentadas en el tejido adiposo de ratones deficien-
tes para el gen PPARB/S (PPARB/5") comparado
con el tejido adiposo de ratones wild-type. Los da-
tos de este estudio también indican que PPARB/3
puede prevenir el proceso inflamatorio en adipo-
citos mediado por NF-«kB gracias a su capacidad
para inhibir la fosforilaciéon de ERK1/2. En resu-
men, los resultados de este trabajo indican que la
activacion de PPARB/S puede ser til para preve-
nir el proceso inflamatorio en adipocitos y, en
consecuencia, la resistencia a la insulina asociada
a este proceso.

Métodos

Reactivos

El ligando de PPARB/3, GW501516, se obtuvo de Biomol Re-
search Labs (Plymouth Meeting, PA [Estados Unidos]). El res-
to de reactivos proceden de Sigma (St. Louis, MO [Estados
Unidos]).

Cultivo celular

La linea de adipocitos 3T3-L1 (American Type Culture Co-
llection) se mantuvo hasta confluencia en DMEM (del inglés
Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de
suero bovino fetal, 500 wmol/l metilisobutilxantina, 0,25 wmol/
| dexametasona y 10 pg/ml de insulina durante 48 h. Las célu-
las se incubaron en DMEM con un 10% de FBS con insulina
durante 8 dias. Los adipocitos se incubaron entonces durante
96 h con 0,5 wmol/l de GW501516 en presencia y ausencia de
100 ng/ml de LPS, durante una o 24 h. Después de la incuba-
cion, el 4cido ribonucleico (ARN), la proteina total y los extrac-
tos de proteina nuclear se extrajeron de los adipocitos, como
se explicard posteriormente. Los inhibidores fueron adiciona-
dos a las células 30 min antes de la estimulacién con LPS. La
secrecién de IL-6 fue evaluada mediante la técnica de ELISA
(Amersham Biosciences, Little Chalfont [Reino Unido]) en el
medio de cultivo celular.

Animales

El tejido adiposo procedente de ratones deficientes en el gen
PPARR/S (PPARB/S") fue cedido por el Dr. Walter Wahli, el cual
previamente generd este modelo a partir de ratones C57BL/6'¢.
Como control se utilizaron ratones wild type con el mismo bac-
kground genético.

Preparacion y andlisis del dcido ribonucleico

Los valores de ARN mensajero (ARNm) se determinaron por
transcriptasa reversa-reaccién en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), tal como se ha descrito previamente. El ARN total fue
aislado utilizando el reactivo Ultraspec (Biotecx, Houston, TX
[Estados Unidos]), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Las secuencias utilizadas para la amplificacion se muestran en
la tabla 1. Previamente se determinaron las condiciones opti-
mas de trabajo para evitar trabajar en estado de saturacién. La
intensidad de las bandas se cuantificé por densitometria (Vil-
bert Lourmat Imaging). Los resultados de la expresi6n relativa
de los distintos ARNm se normalizaron utilizando el gen Aprt
como control interno.

Ensayo de retardacion de la movilidad electroforética

Los extractos nucleares se extrajeron tal como se ha descrito
previamente'®. Los ensayos de retardacion de la movilidad
electroforética (EMSA) se realizaron utilizando oligonucledti-

Tabla 1. Primers utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Gen Secuencia de los primers Producto de PCR (pb) | Ciclos de amplificacién
APRT Forward: 5-GCCTCTTGGCCAGTCACCTGA-3’ 329 pb 23
Reverse: 5-CCAGGCTCACACACTCCACCA-3’
IL-6 Forward: 5-TCCAGCCAGTTGCCTTCTTGG-3’ 229 pb 35
Reverse: 5-TCTGACAGTGCATCATCGCTG-3’
MCP-1 Forward: 5-GGGCCTGTTGTTCACAGTTGC-3' 157 pb 23
Reverse: 5-GGGACACCTGCTGCTGGTGAT-3’
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Figura 1. El agonista del receptor ac-
tivado por proliferadores peroxisémi-
cos B/d (PPARB/S) GW501516 previe-
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secrecién de citocinas proinflamato-
rias inducida por lipopolisacarido
(LPS) en adipocitos 3T3-L1. Efecto de
GW501516 y parthenolida (PARTH)
en la expresién de proteina quimio-
tactica de monocitos 1 (MCP-1) (A) e
IL-6 (B). La cuantificacién de la auto-
rradiografia representativa se encuen-
tra normalizada para los valores de
Aprt. C. El efecto de GW501516 sobre
la secrecién de IL-6 en medio de cul-
tivo fue determinado por ELISA. Los
datos se expresan como la media =
desviacion estdndar de 5 experimen-
tos independientes. “p < 0,001 frente
a control. *p < 0,01. °p < 0,001 frente
a células expuestas a LPS. p < 0,05.
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dos de doble cadena (Promega, Madison, WI [Estados Unidos])
para las secuencias consenso de unién de NF-«kB (5-AGTTGA-
GGGGACTTTCCCAGGC-3'). Los oligonucledtidos se marcaron
con [y-*PJATP (3,000 Ci/mmol a 10 mCi/ml) y purificados en
columnas Nick (Amersham), para eliminar el ATP no unido a
las sondas. Se incubaron 8 microgramos de extractos de pro-
teina nuclear durante 10 min en hielo en tampén de unién
(10 mmol/l de Tris-HCI, pH 8,0, 25 mmol/l de cloruro potésico
[KCl], 0,5 mmol/l de DTT, 0.1 mmol/l de 4cido etilendiaminote-
traacético [EDTA], pH 8,0, 5% de glicerol, 5 mg/ml de BSA, y
50 pg/ml de Poly[dI-dC]), en un volumen final de 15 pl. La
sonda marcada (60.000 cpm) se afiadi6 y la reaccién se incub6
durante 15 min a 4 °C. Se realizaron ensayos de competicién
con un exceso de sonda fria y de superretardacién con un anti-
cuerpo especifico contra p65. Los complejos proteina-ADN se
separaron a 4 °C en gel de acrilamida al 5% y se sometieron a
autorradiografia.

Andlisis de Western-blot
Para obtener proteina total, las muestras se homogeneiza-
ron en tampén de lisis frio (5 mmol/l Tris-HCI, pH 7,4, 1 mmol/
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1 de EDTA, 0,1 mmol/l de ortovanadato sédico y 5,4 pg/ml de
aprotinina). Los homogenados se centrifugaron a 16,700 g du-
rante 30 min a 4 °C y la concentracién de proteina se determi-
n6 por el método de Bradford.

Las proteinas (30 p.g) se separaron en SDS-PAGE al 10%
de acrilamida y se transfirieron a membranas de polivilideno
(Millipore, Bedford, MA [Estados Unidos]). La immunodetec-
cién se realizé utilizando anticuerpos contra la proteina
ERK1/2 total y fosforilada (Cell Signaling). La deteccién se
llevé a cabo utilizando el kit de quimioluminiscencia EZ-ECL
(Amersham). El tamafio de las proteinas se determiné utili-
zando un estandar de pesos moleculares (Invitrogen, Barcelo-
na [Espanal]).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + desviacion es-
tandar de 5 experimentos diferentes. La significacion estadisti-
ca se evalué mediante ANOVA o t de Student, en funcién del
numero de grupos analizado, utilizando el programa informa-
tico GraphPad Instat, v2.03 (GraphPad Software, San Diego,
CA [Estados Unidos]). En los casos que se observaron diferen-
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cias significativas, se aplicé el test de comparaciones multiples
Tukey-Kramer. Las diferencias se consideraron como significa-
tivas a partir de p < 0,05.

Resultados

La activacion de PPARB/S previene
el incremento en la expresion
y la secrecion de IL-6 inducido por LPS

Adipocitos 3T3-L1 diferenciados se expusieron
durante 96 h a 0,5 wmol/l de GW501516, un ligan-
do especifico para PPARB/S, con un valor aparente
de Kd de 1 nmol/l. Este ligando presenta 1,000 ve-
ces mas afinidad por PPARB/S que por PPAR. y
PPARY?. Después de las 96 h de incubacién con
GW501516, las células se expusieron a 100 ng/ml
de LPS durante 24 h para inducir inflamacién. El
LPS activa NF-«B a través de los TLR en adipoci-
tos!! e induce resistencia a la insulina''?!. Al eva-
luar los valores de ARNm de MCP-1 e IL-6, 2 ge-
nes regulados por el factor de transcripcién
proinflamatorio NF-«kB, observamos que el trata-
miento con LPS incrementaba fuertemente la ex-
presiéon del primero (induccién de 22 veces; p <

0,001), mientras que las células coincubadas con
GW501516 mostraron una reduccién significativa
de este incremento (reduccién del 51%, p < 0,01,
frente a células expuestas a LPS) (fig. 1A). Ade-
mas, en las células coincubadas con 10 wmol/l de
partenolida, inhibidor especifico de NF-kB?%, el
efecto del LPS se suprimié. El tratamiento con
LPS también increment6 los valores de ARNm de
IL-6 (induccién de 4,2 veces; p < 0,05), incremen-
to que se bloqued en presencia de GW501516 y de
partenolida (fig. 1B). Asimismo, la estimulacién
con LPS incrementé 4,2 veces los valores de cito-
cina IL-6 secretada al medio de cultivo (control
10,5 * 3,7 frente a LPS 55 = 11 ng/ml) (fig. 1C),
mientras que en presencia de GW501516 (reduc-
cién del 56%; p < 0,001) y partenolida (reduccién
del 32%; p < 0,05) se observé una reduccién signi-
ficativa de esta secrecion.

PPARB/S previene la activacién de NF-kB inducida
por LPS en adipocitos 3T3-L1

Tal como indican los resultados obtenidos con
partenolida, la activacién de NF-kB desempeia una
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Figura 2. El agonista del receptor beta/delta del activador-proliferador del peroxisoma (PPARB/S) GW501516 previene la activaciéon
de factor nuclear kappa B (NF-kB) inducida por lipopolisacérido (LPS) en adipocitos 3T3-L1. Autorradiografia representativa del
ensayo de retardacion de la movilidad electroforética realizado con una sonda de NF-kB marcada con 32P y extractos de proteina
nuclear. A. Ensayo de competicion realizado con un exceso de sonda fria donde se puede apreciar la formacién de 3 complejos es-
pecificos (I, IT y IIT). B. Efecto del GW501516 en la interaccién de la sonda NF-kB con el acido desoxirribonucleico. C. Ensayo de
super-retardacion realizado con un anticuerpo especifico contra la subunidad p65 de NF-«B.
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papel fundamental en la produccion de IL-6 en adi-
pocitos. Para evaluar si GW501516 prevenia la in-
duccién en la expresion de IL-6 provocada por LPS
a través de la reduccién de la actividad NF-kB, rea-
lizamos ensayos de EMSA. El NF-kB form6 3 com-
plejos especificos con proteinas nucleares (comple-
jos I-III), ya que desaparecian al competir con un
exceso de sonda fria (fig. 2A). La actividad de unién
al ADN de NF-kB se encontraba incrementada en
células estimuladas con LPS, mientras que en las
células que recibieron el agonista de PPARB/S esta
actividad estaba reducida (fig. 2B). La adicién de
un anticuerpo contra la subunidad p65 de NF-«B
caus6 una super-retardacion del complejo II, indi-
cando que esta banda contenia principalmente esta
subunidad (fig. 2C).
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Figura 3. Los ratones deficientes para el activado por prolife-
radores peroxisémicos B/d (PPARB/3") presentan un incre-
mento de la actividad factor nuclear kappa B (NF-«B) en teji-
do adiposo blanco. A. Anélisis de los valores de &cido
ribonucleico mensajero (ARNm) de interleucina (IL) 6 en te-
jido adiposo blanco en ratones wild-type (wt) o PPARB/S™"
(ko). La cuantificacién de la autorradiografia representativa
se encuentra normalizada para los valores de Aprt. Los datos
se expresan como la media + desviacién estandar de 5 experi-
mentos independientes. *p < 0,05 frente a wild-type. B. Auto-
rradiografia representativa del ensayo de retardacién de la
movilidad electroforética realizado con sonda de NF-kB mar-
cada con 32P y extractos de proteina nuclear donde se puede
apreciar la formaciéon de un tnico complejo especifico (I).
UA: unidades arbitrarias.
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Valores de expresion de IL-6 en tejido adiposo
de ratones PPARB/S"

Los resultados anteriores indican que la activa-
ci6n de PPARB/3 puede prevenir la produccién de
la IL-6 en adipocitos gracias a su capacidad para
inhibir NF-kB. Para confirmar la capacidad de
PPARPB/3 para inhibir NF-kB y la expresion de IL-
6, utilizamos ratones deficientes para el gen
PPARB/5 (PPARB/3"). En el tejido adiposo de estos
ratones, los valores de expresion de IL-6 estaban
incrementados (induccién de 4 veces; p < 0,05)
(fig. 3A) respecto a los ratones wild-type. Ademas,
la actividad de unién a ADN de NF-«B también es-
taba incrementada en el tejido adiposo de estos
animales al compararlos con los ratones wild-type
(fig. 3B).

PPARR/3 regula la fosforilacién de ERK1/2
en adipocitos

Seguidamente, intentamos determinar el meca-
nismo de la inhibicion de NF-kB por PPARB/S.
Puesto que recientemente se ha publicado que
la activacién de ERK1/2 induce la activacién de
NF-kB en adipocitos?, evaluamos la implicacién
de la cascada ERK-MAPK en la activacién de
NF-kB inducida por LPS. Para ello utilizamos
U0126, un inhibidor especifico de ERK1/2, que in-
teracciona con MEK, inhibiendo la actividad ca-
talitica de esta cinasa, y de este modo evita la
fosforilaciéon de ERK1/2. Las células estimuladas
con LPS mostraron un incremento en los valo-
res de ARNm de MCP-1 (induccién de 31 veces;
p < 0,001) y de IL-6 (induccion de 4 veces; p < 0,05),
mientras que el tratamiento con U0126 provocd
reducciones del 35% (p < 0,001) y 72% (p < 0,05)
respecto a la induccién observada en estos 2 genes
por LPS, respectivamente (figs. 4A y B). Como
control, verificamos que el tratamiento con U0126
inhibfa la activacién de ERK1/2 provocada por
LPS (fig. 4C).

Finalmente, examinamos si el ligando de PPARB/
d evitaba la activacién de NF-kB e inhibia la fosfo-
rilacion de ERK1/2 en adipocitos. La inmunodetec-
cién de ERK1/2 total y fosforilada (fig. 4D) reveld
que la activacién de esta via provocada por LPS no
se producia en presencia del agonista de PPARB/S.
Estos resultados indican que la activacién de este
receptor nuclear previene la activacién de NF-kB a
través de la inhibicién de la fosforilacion de
ERK1/2. Para acabar de confirmar que PPARB/S re-
gulaba la fosforilacion de ERK1/2, determinamos
la expresion de esta cinasa en tejido adiposo de ra-
tones PPARB/3”. Estos ratones presentaban un in-
cremento en la fosforilacién de ERK1/2, en compa-
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Figura 4. El receptor activado por proliferadores B/ (PPARB/S) regula la fosforilacion de ERK1/2 en adipocitos y tejido adiposo
blanco. El inhibidor de MEK1/2, U0126, bloquea la activacién del factor nuclear kappa B (NF-kB) inducida por lipopolisacarido
(LPS). Efecto de U0126 sobre la expresion de Mcp-1 (A) e interleucina (IL) 6 (B) en adipocitos 3T3-L1. La cuantificacion de las au-
torradiografias representativas se encuentran normalizadas para los valores de Aprt. Los datos se expresan como la media = des-
viacion estdndar de 5 experimentos independientes. ?p < 0,001 frente a control. °p < 0,001 y °p < 0,05 frente a células estimuladas
con LPS. Analisis de ERK1/2 total y fosforilada por inmunodeteccién de extractos de proteina total de adipocitos 3T3-L1 estimula-
dos con 100 ng/ml de de LPS durante 10 min en presencia o ausencia de 0,5 pmol/l de GW501516 (C) o de U0126 (D), y en tejido

adiposo blanco de ratones wild-type (wt) o PPARB/S” (ko) (E).

raciéon con los ratones wild-type (fig. 4E), lo que
indicaba la implicacién de este receptor nuclear en
la regulacion de esta via.

Discusion

Obesidad, resistencia a la insulina y diabetes
mellitus tipo 2 son fenémenos intimamente aso-
ciados a la presencia de un proceso inflamatorio
crénico de intensidad baja, caracterizado por una
produccién anormal de citocinas*. En todo este
proceso, los adipocitos desempefian un papel
fundamental, ya que son una de las principales
fuentes de produccién de citocinas (TNF-a, IL-6
o0 MCP-1). Estas citocinas se secretan como resul-
tado de la activacion de distintas cascadas de se-
fializacion implicadas en la resistencia a la insu-
lina inducida por obesidad®®. La activacién
crénica del factor de transcripcién proinflamato-
rio NF-kB se ha descrito previamente como una
de las principales cascadas de sefializacién que
relaciona la inflamacién con la obesidad y la dia-
betes mellitus tipo 2%. La activacién de este fac-
tor de transcripcién puede deberse al aumento de
los valores de moléculas, como los dcidos grasos
o el LPS*. Distintos estudios han propuesto que

el LPS participa iniciando la respuesta inflama-
toria observada en obesidad y diabetes mellitus
tipo 2. Ademads, los valores de LPS circulantes
son mayores en pacientes diabéticos de tipo 2
que en individuos sanos, y el LPS estimula la se-
crecién de citocinas proinflamatorias en adipoci-
tos humanos?’.

Los resultados obtenidos en este estudio indi-
can que la activaciéon de PPARB/S en adipocitos
evita el incremento en la expresion y la secre-
cién de citocinas inducido por LPS, un efecto
probablemente debido a su capacidad para pre-
venir la activacion de NF-kB. Estudios previos
han propuesto que la activacion de PPARB/S in-
hibe la activacién de NF-kB en células cardia-
cas, a través de la interaccion proteina-proteina
entre PPARB/S y la subunidad p65 de NF-kB, o
el incremento de los valores de la proteina re-
presora IkBa?*?°. En nuestras condiciones de
trabajo no observamos cambios en la interac-
cion PPARB/3-p65, ni en los valores de proteina
IkBa en adipocitos, después del tratamiento con
GW501516 (resultados no mostrados). Estos da-
tos indican que el efecto antiinflamatorio de
este farmaco en adipocitos es independiente de
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estos mecanismos. Por otro lado, estudios re-
cientes indican que la activacién de ERK1/2 esta
implicada en la activaciéon del proceso inflama-
torio en adipocitos?® mediante el incremento de
la actividad de NF-kB?. De acuerdo con esta po-
sibilidad, observamos una reduccién en la ex-
presion de citocinas proinflamatorias en adipo-
citos 3T3-L1 estimulados con LPS en presencia
del inhibidor de esta via U0126. Estos resulta-
dos concuerdan con estudios previos que han
demostrado una reduccion en la expresion de ci-
tocinas en adipocitos humanos en presencia de
este inhibidor?. Ademads, nuestros resultados
parecen demostrar que GW501516 puede preve-
nir la activacién de NF-kB gracias a su capaci-
dad para inhibir ERK1/2. Este hecho concuerda
con el incremento en los valores de ERK1/2 fos-
forilada y el incremento de la actividad NF-xB
encontrado en el tejido adiposo de ratones
PPARB/3". Esta regulacion de ERK1/2 por parte
de PPARB/S ya se habia descrito en otros tipos
celulares. Asi, la activacion de PPARB/S por
GW0742 reduce los valores de ERK1/2 fosforila-
da en queratinocitos humanos*®. Todos estos da-
tos parecen confirmar que PPARB/3 puede regu-
lar la fosforilacion de ERKI1/2 en distintos
tejidos. Sin embargo, son necesarios nuevos es-
tudios para investigar los mecanismos molecu-
lares mediante de los cuales PPARB/S regula
ERK1/2.

En resumen, los resultados obtenidos en este
estudio parecen indicar que PPARRB/S previene la
activacion por LPS de NF-«B a través de la inhi-
biciéon de ERK1/2, con lo que asi se reduce la
produccién de citocinas proinflamatorias impli-
cadas en el desarrollo de la resistencia a la insu-
lina.
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