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Estudi dels canvis promoguts per la cirurgia bariatrica a nivell d’expressio génica en teixit

adip6s subcutani i la relacié amb la sensibilitat a la insulina.

INTRODUCCIO: L'obesitat és actualment un dels problemes de salut ptblica més important en
la majoria de paisos industrialitzats, amb una incidéncia creixent i un fort impacte socioeconomic.
La relacid entre obesitat i diabetis tipus 2 (DM2) és tal, que ha motivat la consolidacié de la
cirurgia bariatrica (CB) com una opci6 de tractament, no només de la obesitat, sin6 també de les
comorbilitats associades a obesitat, especialment la DM2. La CB és la Unica opcid de tractament
que ha demostrat ser capac de resoldre la DM2 associada a obesitat en un elevat percentatge de
casos. A més de I’impacte en la obesitat i les comorbilitats associades, la CB ha demostrat tenir
un gran impacte en la fisiologia del teixit adipds, modificant la seva expressio génica i esdevenint
un valués model per comprendre millor els mecanismes fisiopatologics pels quals té lloc aquesta

milloria del perfil metabolic.

HIPOTESI: La CB modifica I’expressi6 génica del teixit adipos subcutani (SAT) i contribueix a

explicar els canvis en la sensibilitat a la insulina.

OBJECTIUS: Avaluar els canvis en I’expressié génica de SAT després de la perdua de pes
promoguda per la CB. Investigar quins sén els gens que més modifiquen la seva expressio i quines
associacions presenten aquests canvis amb [’expressié d’altres factors i amb les variables

clinigues que més modifiquen després de la CB com és la sensibilitat a la insulina.

SUBJECTES IMETODOLOGIA: Per valorar els canvis en I’expressio génica de SAT promoguts
per la CB, s’estudia una cohort conformada per 25 dones obeses morbides, operades de cirurgia
bariatrica mitjangant bypass gastric (BPG) (Cohort 1). Els canvis en 1’expressié génica de SAT
son estudiats a través de 1’analisi de microarray i validats mitjancant RT-PCR per aquells gens
que més veuen modificada la seva expressio. La sensibilitat a la insulina s’estudia mitjangant
CLAMP euglucémic hiperinsulinemic en un subgrup de 10 pacients de la Cohort 1 abans i després
de la maxima pérdua de pes. Les associacions trobades a la cohort 1 sén explorades en una segona
cohort conformada per 25 dones primes aparellades per edat, operades de manera electiva de paret
abdominal, procés en el qual s’obté la mostra de SAT (Cohort 2).

Les associacions trobades, sdn explorades en una cohort independent de pacients (n=132) homes
i dones, amb un ampli rang d’index de massa corporal (Cohort 3).

Finalment, a fi de discriminar I’efecte de I’acte quirurgic per se com a possible factor de confusio,
aquells gens que més modificaven la seva expressio després de la CB sén estudiats en una quarta

cohort de pacients, estudiats a I’inici de la intervencié de CB i al final d’aquesta (Cohort 4).
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Aquesta cohort inclou 16 pacients obesos morbids, intervinguts tots ells al mateix hospital, per la

mateixa técnica i pel mateix cirurgia.

RESULTATS: A I’analisi de microarray de la Cohort 1 s’observa canvis estadisticament
significatius en ’expressio de 5.018 dels 49.852 transcrits explorats a nivell de SAT. D’aquests,
2.432 (48.5%) incrementen la seva expressié després de la cirurgia i 2.586 (51.5%) la
disminueixen. S’observa una disminuci6 de I’expressié de gens pro-inflamatoris i relacionats amb
el metabolisme del ferro i un increment en 1’expressio de gens lipogenics 1 implicats en la
sensibilitat a la insulina.

La mitjana del valor de M-CLAMP passa de 4.87 a 6,50 mg/(kg-min) (p = 0.0032) mostrant una
notable milloria de la sensibilitat a la insulina. Aquest canvi es correlaciona amb la caiguda de
I’expressié de gens pro-inflamatoris a nivell de SAT.

Cinc dels gens que més veuen modificada la seva expressio a I’analisi de microarray i que es
validen per RT-PCR son RGS-1 i LYZ -gens que veuen disminuida la seva expressié- (p= 0,014
i p<0.0001, respectivament) i SLC27A2, OLFM2 i PKP -gens que més veuen incrementada la
seva expressio- (p=0.011, p<0.0001 i p<0.0001, respectivament). L’expressio d’aquests gens a la
cohort ampliada de pacients (Cohort 3) s’associa a 1’expressio d’altres factors implicats en el
metabolisme lipidic, inflamacio i sensibilitat a la insulina i s’observa una solida associaci6 entre
I’expressié d’aquests 5 gens i alguns dels parametres clinics que més es modifiquen després de la
CB. L’estudi de la Cohort 4 permet excloure I’efecte de la CB per sé com a potencial factor de

confusio. L’expressid d’aquests 5 gens no es veu modificada per I’acte quirtirgic.

CONCLUSIONS: La perdua de pes promoguda per la CB modifica drasticament 1’expressio
génica en SAT. La CB implica una disminucié de I’expressié de gens pro inflamatoris i
relacionats amb el metabolisme del ferro i un increment en 1’expressio del gens lipogénics i
implicats en la sensibilitat a la insulina. Els gens OLFM2, SLC27A2, PKP2, LYZ i RGS-1 es
troben entre els 10 gens que més veuen modificada la seva expressio a nivell de SAT després de
la CB. La seva expressio s’associa amb algunes de les variables cliniques que més modifiquen
després de la CB i amb I’expressio de multiples gens implicats en el metabolisme lipidic, la
sensibilitat a la insulina, la inflamacio i el metabolisme del ferro.

La pérdua de pes promoguda per la CB indueix el pas a un teixit adipés menys disfuncional i

metabolicament més favorable.
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Estudio de los cambios promovidos por la cirugia bariatrica a nivel de la expresion génica

del tejido adiposo subcutdneo y la relacion con la sensibilidad a la insulina.

INTRODUCCION: La obesidad es actualmente uno de los problemas de salud plblica mas
importantes en la mayoria de paises industrializados, con una incidencia creciente y un fuerte
impacto socioeconémico. La relacidn entre obesidad y diabetes tipo 2 (DM2) es tal, que ha
motivado la consolidacién de la cirugia bariatrica (CB) como una opcién de tratamiento, no sélo
de la obesidad, sino también de las comorbilidades asociadas a la obesidad, especialmente la
DM2. La CB es la Gnica opcion de tratamiento que ha demostrado ser capaz de resolver la DM2
asociada a obesidad en un elevado porcentaje de casos. Ademas del impacto en el peso y las
comorbilidades, la CB ha demostrado tener un gran impacto en el tejido adiposo, suponiendo
también un cambio en su expresion génica y convirtiéndose en un valioso modelo para
comprender mejor los mecanismos fisiopatoldgicos a través de los cuales tiene lugar esta mejoria

del perfil metabdlico.

HIPOTESIS: La CB modifica la expresion génica del tejido adiposo subcutaneo (SAT) y

contribuye a explicar los cambios en la sensibilidad a la insulina.

OBJETIVOS: Evaluar los cambios en la expresion génica de SAT después de la pérdida de peso
promovida por la CB. Investigar cuales son los genes que mas modifican su expresion y qué
asociaciones presentan estos cambios con la expresion de otros factores y con las variables

clinicas que mas modifican tras la CB como es la sensibilidad a la insulina.

SUJETOS Y METODOLOGIA: Para valorar los cambios en la expresion génica de SAT
promovidos por la CB, se estudia una cohorte conformada por 25 mujeres obesas morbidas,
operadas de cirugia bariatrica mediante bypass gastrico (BPG) (Cohorte 1). El estudio del cambio
de expresién en SAT se analiza a través del analisis de microarray y se valida mediante RT-PCR
para aquellos genes que mas ven modificada su expresion. La sensibilidad a la insulina se estudia
mediante CLAMP euglucémico hiperinsulinémico en un subgrupo de 10 pacientes de la Cohorte
1 antes y después de la maxima pérdida de peso. Las asociaciones encontradas en la cohorte 1
son exploradas en una segunda cohorte constituida por 25 mujeres delgadas emparejadas por
edad, operadas de forma electiva de pared abdominal, proceso en el que se obtiene la muestra de
SAT (Cohorte 2).

Las asociaciones encontradas, son explotadas en una cohorte ampliada de pacientes (n = 132),
hombres y mujeres, con un amplio rango de indices de masa corporal (Cohorte 3).

Finalmente, con el fin de discriminar los efectos del acto quirdrgico per se como posible factor

de confusién, aquellos genes que méas ven modificada su expresion tras la CB son estudiados en
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una cuarta cohorte de pacientes estudiados al inicio de la intervencion de CB vy al final de ésta
(Cohorte 4). Esta cohorte incluye 16 pacientes obesos morbidos, operados todos ellos en el mismo

hospital, con la misma técnica y por el mismo cirujano.

RESULTADOS: En andlisis de microarray de la Cohorte 1 se observa cambios estadisticamente
significativos en la expresion de 5.018 de los 49.852 transcritos explorados a nivel de SAT. De
ellos, 2.432 (48.5%) incrementan su expresion después de la cirugia y 2.586 (51.5%) la
disminuyen. Se observa una disminucion de la expresién de genes pro-inflamatorios y
relacionados con el metabolismo del hierro y un incremento en la expresion de genes lipogénicos
e implicados en la sensibilidad a la insulina.

La media del valor de M-CLAMP pasa de 4.87 a 6.50 mg/ (kg-min) (p = 0.0032) mostrando una
notable mejoria de la sensibilidad a la insulina. Este cambio se correlaciona con la disminucion
de la expresion de genes pro-inflamatorios a nivel de SAT.

Cinco de los genes que méas ven modificada su expresion en el analisis de microarray y que se
validan por RT-PCR son RGS-1 y LYZ -genes que ven disminuida su expresion- (p = 0,014y p
<0.0001, respectivamente) y SLC27A2, OLFM2 y PKP -genes gque ven incrementada su
expresion- (p = 0,011, p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente). La expresion de estos genes en
la cohorte ampliada de pacientes (Cohorte 3) se asocia a la expresion de otros factores implicados
en el metabolismo lipidico, inflamacién y sensibilidad a la insulina y se observa una sélida
asociacion entre la expresion de estos 5 genes y algunos de los parametros clinicos que mas
modifican después de la CB. El estudio de la Cohorte 4 permite excluir el efecto de la CB per sé
como potencial factor de confusion. La expresion de estos 5 genes no se ve modificada por el acto

quirurgico.

CONCLUSIONES: La pérdida de peso promovida por la CB modifica drasticamente la expresion
génica en SAT. La CB implica una disminucién de la expresion de genes proinflamatorios y
relacionados con el metabolismo del hierro y un incremento en la expresion de genes lipogénicos
e implicados en la sensibilidad a la insulina. Los genes OLFM2, SLC27A2, PKP2, LYZ y RGS-
1 se encuentran entre los 10 genes que méas ven modificada su expresion a nivel de SAT tras la
CB. Su expresion se asocia con algunas de las variables clinicas que mas modifican tras la CB y
con la expresion de maltiples genes implicados en el metabolismo lipidico, sensibilidad a la
insulina, inflamacion y metabolismo del hierro.

La pérdida de peso derivada de la CB promueve el paso a un tejido adiposo menos disfuncional

y metabdlicamente mas favorable.
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Study of the subcutaneous adipose tissue gene expression changes promoted by bariatric

surgery and their impact to the insulin sensitivity.

INTRODUCTION: Obesity is currently one of the most important public health problems in
industrialized countries, with increasing incidence and important socioeconomic impact. The
strong relationship between obesity and type 2 diabetes (DM2) has motivated the consolidation
of bariatric surgery (BS) as a treatment option not only for the obesity, but also for the associated
comorbidities, especially DM2. BS is the only treatment option that has proven to be able to solve
obesity-associated DM2 in an important proportion of cases. In addition to the impact on weight
and related comorbidities, BS has a deep impact on adipose tissue physiology, modifying gene
expression and becoming a valuable model for better understanding the pathophysiological

mechanisms through which the metabolic profile improves.

HYPOTHESIS: BS modifies subcutaneous adipose tissue (SAT) gene expression and contributes

to explain changes in insulin sensitivity.

OBJECTIVES: To evaluate changes in gene expression of SAT promoted by BS-induced weight
loss. To investigate those genes that change their expression more importantly and their possible

associations with other transcripts, with clinical variables and with insulin sensitivity.

SUBJECTS AND METHODS: Changes in SAT gene expression, after BS (gastric by-pass)
induced weight loss, were studied in 25 morbidly obese women (Cohort 1). Gene expression
changes in SAT were assessed by microarray analysis and validated by RT-PCR of those genes
which changed their expression more significantly. Insulin sensitivity was asseassed using
euglycemic hyperinsulinemic CLAMP in a subgroup of 10 patients of the Cohort 1 before and
after the maxium weight loss. The findings in cohort 1 were explored in a second cohort of 25
age-matched lean women, in whom adipose tissue was obtained during elective surgery (Cohort
2).

The associations were also studied in an independent cohort of men and women (n = 132) (Cohort
3) with a wide range of adiposity.

Finally, in order to discriminate the effects of surgery per se as a possible confounding factor,
those genes that experienced the most dramatical change were further explored a fourth cohort of
patients (at the beginning of surgery and 2 hours thereafter, Cohort 4). This cohort included 16
morbidly obese patients, all operated in the same hospital, with the same technique and by the

same surgeon.

39



RESULTS: Microarray analysis in cohort 1 showed statistically significant changes in gene
expression of 5.018 out of 49.852 transcripts in SAT. Of these, 2.432 (48.5%) increased their
expression after weight loss and 2.586 (51.5%) decreased. A decrease in the expression of pro-
inflammatory and iron-related metabolism genes were observed whereas the expression of
lipogenic genes and those involved in insulin sensitivity increased significantly.

The mean value of M-CLAMP change from 4.87 to 6.50 mg/(kg-min) (p = 0.0032), showing
remarkable improvement of insulin sensitivity. This change correlated with the decreased
expression of proinflammatory genes in SAT.

Five of the genes which most modified their expression in the microarray analyses and validated
by RT-PCR were LYZ & RGS-1 -genes which reduced their expression- (p = 0.014 and p
<0.0001, respectively) and SLC27A2, OLFM2 & PKP -genes which were increased- (p = 0.011,
p <0.0001 and p <0.0001, respectively). In Cohort 3, the expression of those genes was associated
with transcripts involved in lipid metabolism, inflammation and insulin sensitivity. A relatively
strong link was observed between the expression of these five genes and some of the clinical
parameters that were modified after BS. Study of the Cohort 4 allowed the exclusion of BS-
induced effects per se as a potential confounding factor. These genes did not significantly change
acutely in Cohort 4.

CONCLUSIONS: BS promoted weight loss induced drastical changes in SAT gene expression.
BS led to decreased expression of proinflammatory and iron-related metabolism genes and
increased expression of lipogenic genes and transcripts involved in insulin sensitivity. OLFM2,
SLC27A2, PKP2, LYZ and RGS-1 genes were among the top 10 of the most modified genes after
BS. Their expression was also associated with some of clinical parameters that changed most after
BS and with the expression of multiple genes involved in lipid metabolism, insulin sensitivity,
inflammation and iron-related metabolism.

BS-induced weight loss promotes the transition to a less dysfunctional and metabolically more

favourable adipose tissue.
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1.INTRODUCCIO
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1.1. Obesitat

L'obesitat és actualment un dels problemes de salut pablica més important en la majoria de
paisos industrialitzats, amb una incidéncia creixent i un fort impacte socioeconomic. En els paisos
industrialitzats s’estima que un de cada quatre adults presenta obesitat (Dee A et al 2014). A nivell
d’estudis poblacionals, la taxa més elevada d’obesitat es troba als Estats Units, on arriba afectar
al 60% de la poblaci¢ adulta (Dee A et al 2014) i arriba a afectar al 50% de la poblacié adulta
activa espanyola segons la societat espanyola per 1’estudi de la obesitat (SEEDO, 2012). S’estima
un impacte de la obesitat a I’economia mundial global entorn al 2.8% del producte interior brut
(PIB) global (McKinsey Global Institute, 2014), igualant-se al cost que suposa per I’economia

mundial el tabaquisme o la violéncia armada (McKinsey Global Institute, 2014).

1.1.1. Definicié

L'obesitat es defineix per I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) com una malaltia
caracteritzada per una acumulaci6 anormal o excessiva de teixit adip6s perjudicial per a la salut i
que inclou tant un excés de greix corporal total ( que pot estimat en adults mitjangant I'index de
Massa Corporal ( IMC ) ), com una distribucié anormal i localitzada al voltant de la regio
abdominal (que pot ser identificada mitjancant I'index Cintura - Maluc ( ICM ) ) del greix . El
primer organisme mundial a considerar la obesitat una malaltia va ser la American Medical

Association I’any 2013.

L'IMC , també conegut com a index de Quetelet ( Lambert AJ Quetelet , 1796-1874 ) , és
el parametre antropométric més ampliament utilitzat per determinar el sobrepés i I'obesitat en
poblacid adulta (Eknoyan, 2008). Estretament relacionat amb el percentatge de greix corporal, es
determina mitjancant la formula IMC = pes / (alcada )?, on el pes en quilograms es divideix pel
quadrat de I'altura en metres. La utilitzacio del BMI per classificar I’estat d’obesitat es basa en
associacions epidemiologiques entre aquest iindex i la morbiditat i mortalitat que porta associades
(Billington CJ et al, 2002). EI BMI, pero, no és el millor sistema per mesurar el grau d’obesitat
ja que no pot diferenciar entre I’excés de pes provocat per I’excés de greix o el provocat per una
hipertrofia muscular o per un edema. S’accepta com a classificacio per al grau d’obesitat, ja que
la forma d’obtenir-lo és rapida, senzilla, no invasiva i economica, es relaciona amb el percentatge
de greix corporal, i s’ha demostrat una estreta relacié amb els problemes de salut associats a
I’obesitat. Segons Picot J i col-laboradors, el risc de mortalitat global augmenta en un 50% per a
un BMI de 30 en comparacio a un individu normopes i es duplica a partir d’un BMI de 35, seguint
a partir d’aqui una relacio lineal (Picot J et al, 2002). Més recentment, pero, s’han publicat estudis

que demostren com persones amb obesitat grau | (IMC 30-35) no presenten una major taxa de
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mortalitat global respecte a la situacié de normopes, i com una situacié de sobrepés (IMC 25-30),
no només no incrementa el risc de mortalitat, sin6 que disminueix la mortalitat global en algunes
poblacions (Flegal KM et a, 2013). Serien exemples d’aquesta situacié que s’ha anomenat la
paradoxa de la obesitat, malalties croniques com la insuficiéncia cardiaca, malaltia renal cronica,
malaltia pulmonar obstructiva cronica, perd també situacions agudes com el sindrome coronari
agut (Niedziela J et al, 2014). Aixi doncs, I’increment del risc de mortalitat global, seria
indiscutible en pacients amb IMC superiors a 35, o0 superiors a 30 si s’asscocia a altre patologia
(Berrington de Gonzalez A et al, 2010).

L'OMS defineix el sobrepés en adults amb un IMC igual o superior a 25 kg/m?, i I'obesitat
amb un IMC igual o superior a 30 kg/m?(OMS , 2008 ) . L'obesitat morbida és el diagndstic clinic
que s'aplica a aquells pacients que presenten un pes corporal de més de 45 kg per sobre del seu
pes ideal en funcié de l'edat, alcada , constitucio i sexe, o un valor de IMC igual o major a 40
kg/m?. Dins d'aquesta mateixa classificacio trobariem el criteri de baix pes o malnutricié, definit
per un IMC inferior a 18,5 kg/m2 (OMS , 2008 ).

El percentatge de greix corporal es pot determinar a partir de I'lMC, considerant I'edat i
el sexe, mitjancant I'equacio de Deurenberg ( Deurenberg , van der Kooy et al, 1991 ) segons la
qual [ % de greix corporal = 1,2 * (IMC) + 0,23 * ( edat) - 10,8 * ( sexe ) - 5,4] , on el sexe
equival a 1 per als homes i 0 per a les dones. Amb un error estandard del 4% i malgrat les
limitacions descrites ( Deurenberg, Andreoli et al 2001 ), aquesta equacio és capag de detectar

fins al 80% de variacio en el percentatge de greix corporal d'un mateix subjecte.

Actualment, un dels metodes més emprats per a ’estimacio de la composicio corporal €s
la bioimpedancia, definida com 1’oposicio d’un conductor biologic al pas d’un corrent altern. Es
tracta d’una tecnica relativament economica, no invasiva i que es basa en les propietats corporals
d’impedancia. Mesura 1’aigua corporal aplicant unes equacions predictives obtingudes mitjancant
altres tecniques de referéncia (Kyle UG et al, 2004) i obté la massa grassa de restar la massa total
de I’organisme menys la massa lliure de greix mesurada. Aquesta tecnica pero, no esta
recomanada per individus amb un BMI>35 kg/m2 (Kyle UG et al, 2004), ja que per una banda
encara no es disposa d’equacions predictives validades per a aquesta poblacio i per d’altrabanda,
la técnica assumeix una hidratacio constant de la massa lliure de greix, cosa que s’ha vist que esta
alterada en el pacient obes (Ryo M et al, 2005). Aquest darrer inconvenient podria quedar resolt
amb la bioimpedancia mutifrequéncia, ja que treballa amb varies frequencies que van dels 5 als
1000 kHz i d’aquesta manera té en compte les diferents freqiiencies que es poden donar al teixit

muscular (Kyle UG et al, 2004).
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Més recentment, noves técniques d’imatge com la tomografia computeritzada, la
ressonancia magneética nuclear o 1’absorciometria de raig X d’energia dual (DEXA), basada en
la diferent atenuaci6 dels diferents teixits — 0s, massa grassa i massa magra — enfront al pas dels
fotons emesos per un aparell de raig X, han permés no només quantificar de manera molt més
fina la composicio6 corporal total, sind la composicié corporal per segments.

Percentatges de greix corporal superiors al 25% en homes i al 35 % en dones s'interpreten
també com a indicadors d'obesitat, i valors entre el 21 i el 25% en homes i entre el 31 i el 35 %
en dones limiten els rangs que defineixen el sobrepés . Aquests criteris de classificacid, aixi com
la relacio existent entre I'lMC i els percentatges de greix corporal, poden diferir notablement entre

les poblacions d'individus ( Fernandez-Real JM et al 2001 ) .

Els perimetres de cintura i cadera representen també determinacions antropometriques
molt ttils en el diagnostic i I’estudi de la obesitat. El punt de tall per establir quan hi ha obesitat
abdominal varia en funcio del criteri que se segueixi; la primera definicio d’obesitat central la va
proposar I’OMS basant-se en 1’index cintura/maluc(ICC). Aixi, es parlava d’obesitat central quan
el quocient era igual o superior a 1 en homes i a 0.9 en dones (WHO, 1998). La segona definicio,
probablement la més popular, la va proposar el grup d’experts per a la deteccio, avaluacio i
tractament de la hipercolesterolemia en adults(tNCEP-ATPIII) la qual es basa només en el
perimetre de la cintura. Segons aquesta definicio, existeix obesitat central quan el perimetre de
cintura esta per sobre de 102 cm en I’home i de 88 ¢cm en la dona (Expert Panel on Detection,
Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults , 2011). Finalment, I’any 2005
la Federacio Internacional de Diabetes (IDF) va introduir dos canvis: per una banda va disminuir
els punts de tall per a la definicio d’obesitat central i per altra banda va proposar diferents punts
de tall en funcio de I’¢tnia dels individus. Segons aquest criteri, en el cas dels europeus es parla
d’obesitat central quan el perimetre de cintura és superior a 94 cm en el cas del homes i a 80 cm
en el cas de les dones (Alberti KG, 2005).

Actualment, sabem que I’excés de teixit adipds és perjudicial per la salut, no tant per
I’excés en si sino per la distribuci6 i les caracteristiques d’aquest (Smith U, 2015; Mathieu P,
2014).

Es plenament acceptat com la distribucié dels greix corporal és un factor predictor més
potent que I'IMC tan pel que respecta al risc cardiovascular com de la mortalitat global
(Kranendonk ME, 2015). En particular, I’augment del teixit adipos visceral (VAT) és el que
presenta una major associacié amb risc metabolic, cardiovascular i amb el desenvolupament de

determinades malalties croniques (Kranendonk ME, 2015)
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La societat espanyola per 1’estudi de la obesitat (SEEDO), considera la obesitat com una
malaltia cronica multifactorial fruit de la integracio entre genotip i factors ambientals i aconsella
1’as de I’antropometria considerant valors subsidiaris com el pes, la talla, els perimetres de cintura

i cadera i els plecs cutanis pel diagnostic i valoracid dels casos d’obesitat.

1.1.2. Etiopatogénia de la obesitat

L'obesitat és una malaltiamultifactorial i multisistémica caracteritzada pel creixement
anormal i desproporcionat dels diposits de greix corporal. En la seva etiologia es barregen factors,
tant genétics com ambientals, que condicionen un desequilibri entre emmagatzematge i consum
caloric, favorable al primer. L’excedent de calories ingerides, en relacio a les necessitats, son
transformades i emmagatzemades en forma de teixit adipds donant lloc a obesitat cuan aquesta
acumulacio6 esdevé excessiva i suposa un risc per la salut. Els aspectes nocius de lI'acumulacio
excessiva de teixit adip6s es poden veure acusats per factors intrinsecs i extrinsecs a cada persona,
entenent per factors intrinsecs els genétics, fisiologics i metabdlics, i per factors extrinsecs els
patrons culturals i socials afins a cada individu. Malgrat la base sigui aquest disbalang energétic,
I’etiopatogenia de la obesitat és molt més complexa. Existeix un gran nombre d’estudis que

suggereixen que la patogenia de la obesitat va més enlla del disbalang energeétic.

Els natius americans indis Pima, per exemple, presenten cél-lules adiposes hipertrofiques
i una major predisposicio a l'obesitat i la diabetis mellitus tipus 2 (DM2) que els subjectes
caucasics (Abbott and Foley 1987). Certes poblacions asiatiques tenen alts percentatges d'obesitat
central com a consequéncia d'una incapacitat innata per desenvolupar un teixit adipds equilibrat
des d'un punt de vista fisiologic, histologic i molecular. En consequiéncia, la incidéncia de
malalties comunament associades a I'obesitat com la resisténcia a la insulina, la DM2 o la malaltia
coronaria i vascular és, en aquestes poblacions, molt superior a l'esperada. A la vegada, les
comparacions antropomeétriques i metabaliques entre bessons representen excel-lents models per
estimar in vivo la base genética dels caracters humans. Aquest tipus d'estudis hanpermeés establir
una heretabilitat d’entre el 64 i el 84% de I''MC (O'Rahillyand F 2006). Els estudis realitzats per
Bouchardet al. a principis dels 90 (Bouchard 1988; Bouchard 1993) sobre les variacions de
I'IMC en 12 parelles de bessons univitel-lins sota condicions ambientals controlades suggerien
que els factors genetics inherents al subjecte determinen amb forca les oscil-lacions de I'lMC.
D'aquesta manera, la variabilitat entre individus no emparentats triplicava la variabilitat detectada

entre subjectes genéticament idéntics (O'Rahill F 2006).
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Exceptuant un 1% dels casos en els que la obesitat pot ser explicada per una patologia de
base (malalties endocrinologiques com el sindrome de Cushing, malalties neurologiques o
alteracions genétiques com la sd. De Prader-Willi, o secundaria a farmacs, entre altres), en el 99%
dels casos, la obesitat presenta un origen multifactorial entre factors intrinsecs: genétics,

fisiologics i metabolics, i factors extrinsecs: patrons culturals i socials afins a cada individu.

1.1.3. Comorbilitats associades a obesitat.

L’obesitat esta fortament vinculada a la incidéncia de la sindrome metabolica, malaltia
cardiovascular, esteatosi hepatica no alcohdlica, resisténcia a la insulina i diabetis mellitus tipus
2, a l'estat proinflamatori cronic i al desenvolupament d’alguns tipus de cancer com el de colon,
mama, pancrees, vesicula biliar o endometri.

Un augment en la produccié de mediadors proinflamatoris i molécules del sistema
immune per part del teixit adipds hipertrofic i disfuncional del subjecte obés sembla ser la clau

per explicar aquestes associacions (Shoelson SE, 2006).

La denominada sindrome metabolica es caracteritza per un conjunt de factors de risc per
a la salut que inclouen una excessiva acumulacio de greix visceral (o obesitat central), desordres
en les concentracions de lipids circulants, dislipidémia i hipertrigliceridemia, hipertensio arterial,
resisténcia a la insulina, un estat protrombotic cronic (caracteritzat per una elevada concentracid
de fibrinogen i altres factors plasmatics de coagulacid) i un estat inflamatori sostingut (definit per
les altes concentracions de proteina C-reactiva, IL-6 i TNF-a, entre d'altres citocines, no
vinculades a cap causa local o inflamacié aguda), entre d'altres (Bjorntorp 1997; Cuspidi, Sala
et al. 2008; Olufadi and Byrne 2008). La sindrome metabolica porta el problema de I'obesitat al
seu maxim exponent i la conseqliencia previsible és, entre altres, la DM2, greus problemes

cardiovasculars i la mort prematura (Cuspidi, Valerio et al. 2008; Cuspidi, Valerio et al. 2009).
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1.1.4. Obesitat, resisténcia alainsulinai diabetes Mellitustipus 2.

Obesitat i resisténcia a la insulina suposen els dos principals factors de risc per al
desenvolupament de DM2 i malaltia cardiovascular (Scheuer SH, 2015). L'epidémia de la DM2
creix en incidéncia a nivell mundial de forma directament proporcional a la de I’obesitat (Gomez-
Ambrosi, 2008). Prop del 80% dels subjectes amb DM2 presenten sobrepes o obesitat. La
prevalenca de DM2 en persones obeses €s, en homes, fins a 5 vegades superior, i prop de 8
vegades més alta en dones obeses. De fet, estudis epidemioldgics han demostrat que la prevalenga
de la DM2 augmenta a mesura que augmenta I’IMC, fins hi tot cuan només hi ha un lleuger
sobrepés (Wilding JP et al, 2007).

L'ICC (un dels marcadors antropometrics més recurrents per diagnosticar problemes
d'obesitat central) i el perimetre de la cintura sén excel-lents indicadors per a la resisténcia a la
insulina i el risc de desenvolupar DM2 (Gomez-Ambrosi, Pastor et al. 2007). Es considera que
I'acumulacid de teixit adipds abdominal és el principal responsable de resisténcia a la insulina en
organs sensibles a la insulina com és el fetge, el muscul o el teixit adip6s. De fet, la relacié entre
els percentatges de greix corporal i els trastorns del metabolisme de la glucosa és tan estreta que
una perdua d'entre el 5 i el 10% del pes d'un pacient amb DM2 és capag de reduir significativament
les concentracions plasmatiques de glucosa i el valor d’hemoglobina glicosilada circulants, a més

de millorar les xifres de tensio arterial i el perfil lipidic circulant (Lago F, Gomez R et al.).

La relacio entre obesitat i diabetes tipus 2 és tal, que ha motivat la consolidacio de la
cirurgia bariatrica com una opcié de tractament, no només de la obesitat, sind també de les

comorbilitats associades a obesitat, especialment la DM2.

Resultats recollits enun metanalisi publicat al 2014descriuen una taxa deresolucié
completa de laDM2del 65% en els pacientsintervingutsde cirurgiabariatrica mitjancant by-pass
gastric (Ribaric G, 2014)d’acord amb els critéris de ’associacio Americada de diabetes publicats
I’any 2009 (Taula 1). Importants series de pacients, descriuenuna resolucié de la DM2 en el 75%
dels pacients intervinguts mitjangantby-pass gastric i que s’eleva fins al 95% en el cas de pacients
intervinguts mitjangant encreuament duodenal (Mingroneet al, 2012). Altres autors demostren
una notable millora en la sensibilitat a la insulina en resposta a la cirurgia bariatrica, també en
pacients no afectes de DM2 (Promintzer-Schifferl M, 2011; Jgrgensen NB, 2012; Salinari S,
2013).
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Taula 1: Critéris resoluci6 DM2 American Diabetes Association 2009.

American
Diabetes
. Association.

CRITERIS RESOLUCIO DM2 Cure « Care » Commitment®

B Remisi6 parcial:
—  Hiperglicémia per sota dels valors diagnostics de DM2 (basal 100-126 mg/dL)

—  Durant almenys 1 any

— Sense tractament actiu

B Remissio completa:
—  Glicémies dins el rang de normalitat (basal < 100 mg/dL)

—  Durant almenys un any de durada

- Sense tractament actiu

B Remisio perllongada.

—  Remisié completa més enlla dels 5 anys.
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1.1.5. Tractament de la obesitat

L'obesitat requereix una intervencié multidisciplinar amb ’objectiu d’aconseguir una
pérdua ponderal capa¢ de suposar un impacte en les comorbilitats associades i en els factors de

risc cardiovasculars.

La necessitat de tractar I’obesitat ve marcada per 1’evidéncia creixent que demostra com
la pérdua de pes s’associa a una milloria de les comorbilitats presents associades a obesitat i a
una disminucié de les comorbilitats futures, entre les quals es troben els coneguts factors de risc
cardiovascular: diabetis, dislipémia i hipertensid, perimetre de cintura(Schwingshackl L et al,
2014), ide la resta de comorbilitats psicologiques, mecaniques i metaboliques, algunes d’elles
també recentment associades a un major risc cardiovascular com és el cas de I’esteatosi hepatica
no alcoholica(Athyros VG et al, 2015) i la sindrome de I’apnea del son(Kasai T et al, 2012).

Es plenament acceptada 1’ intervenci6 en Iestil de vida, la dieta i I’activitat fisica com a
base del tractament, deixant en un segon gra6 les mesures farmacologiques i la cirurgia bariatrica,
sempre que vagin acompanyades de les mesures higiénic-dietetiques i d’estil de vida, i després de

que aquestes hagin demostrat ser insuficients (Apovian CM et al, 2015; Stegenga H et al, 2014).

El tractament de la obesitat ha de ser proporcional a les mesures antropomeétriques i a la
preséncia de comorbilitats. Aixi, s’aconsella incidir en les mesures higienic-dietétiques i en I’ estil
de vida a partir d’un IMC > 25, valorant la possibilitat d’associar tractament farmacologic passats
6 mesos d’intervenci6 higénic-dietética si IMC > a 30 (o > a 27 si s’associa a la preséncia de
comorbilitats) 1 valorar tractament quirargic si IMC > a 40 (o > a 35 amb comorbilitats

associades) (Apovian CM et al, 2015).

Mesures higiénic-dietétiques:

El tractament de la obesitat ha de basar-se en una série de canvis en I’estil de vida del
pacient encaminats a disminuir 1’aport caloric, incrementar el consum energetic i fomentar habits

de vida saludables.

Els canvis en els habits dietétics del pacient obés, han d’anar encaminats a disminuir
I’aport caloric garantint 1’aport de nutrients necessaris per a la salut. EI terme dieta prové de la
paraula Grega ‘dayta’ que significa ‘régim de vida’. Aixi, cal assegurant una dieta variada,

equilibrada i correctament fraccionada, capa¢ de poder ser incorporada com un estil de vida, i per
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tant, mantinguda durant el llarg d’aquesta. Cada dieta ha de ser individualitzada en funci6 dels
parametres antropométrics del pacient, els requeriments calorics, les patologies de base, 1’edat i

també de la situacié economica, social i cultural de cada persona.

Cal fomentar un increment en I’activitat fisica del pacient d’acord a la capacitat d’aquest
per portar-la a terme. Marcant sempre objectius assolibles i que es puguin mantenir al llarg del
temps, incorporant-los a la rutina diaria. Tanmateix, cal promoure canvis en I’estil de vida
saludables com pugui ser I’aband6 del tabac o assegurar un decans nocturn suficient. | contemplar

la necessitat d’un suport psicologic en alguns casos.

Farmacs:

A dia d’avui es disposad’un tinic farmac aprovat per I’agéncia espanyola de medicament

i productes sanitaris (AEMPS) per al tractament de la obesitat:

L orlistat, Inhibidor de la lipasa intestinal, capa¢ de disminuir 1’absorci6 del greix de la
dieta en un 20-30% i de suposar una perdua d’un 3% més de pes en comparacié amb placebo
(Yanovski SZ et al, 2014) .

Es disposa de 3 farmacs més comercialitzats per altres indicacions i amb un efecte provat

en el pes:

El Topiramat, agonista dels receptors de glutamat emprat com antiepileptic i amb un
demostrat efecte anorexigen i modulador negatiu de les ingestes compulsives en pacients amb
trastorn de la conducta alimentaria. Aprovat el seu Us en epilépsia i en la bulimia.Demostrada una

pérdua de pes mitjana de 3-4kg segons els darrers metanalisi (Domenecq et al, 2015).

La Fluoxetina, inhibidor selectiu de la recaptacio de serotonina, emprat com antidepressiu
i amb un efecte estadisticament significatiu sobre el pes, si bé clinicament discutit. Aprovat el seu
Us en depressio i sindrome ansids-depressiu. Atribuible al farmac una pérdua de pes no superior

a 1.5Kg de mitjana segons els darrersmetanalisi(Domenecq et al, 2015).

Els agonistes del receptor de GLP-1, -Exenatide, lixisenatide iLiraglutide-, farmacs
hipoglucemiants amb us acceptat segons ’AEMPS per al tractament de la DM2 en el pacient
obes. Atribuible al farmac una pérdua de pes de 2,7Kg de mitjana en el darrer

metanalisi(Domenecq et al, 2015).
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Cirurgia bariatrica:

El primer cas documentat de cirurgia bariatrica data de 1954. Aquesta intervencio va ser
portada a terme pels cirurgians Kremen, Linner i Nelson, de la universitat de Minesota, els quals
van efectuar un bypass jejuno-ileal en una cohort de gossos amb 1’objectiu de valorar I’impacte
de la reseccid de fragments intestinals de diferent longitud (Kremen AJ et al, 1954 ), entitat
coneguda actualment com a ‘sindrome de I’intesti curt’. En el seu treball van concloure que la
reseccid del 50% distal de I’intesti prim conduia a una disminuci6 del pes deguda a una
malabsorcid de nutrients, procés que no era incompatible amb la vida si es portava a terme

preservant la valvula ileo-cecal.

Durant els anys 50 i 60, es van anar publicant diferents casos i algues séries d’aquests, Si
bé no s’arribava a publicar una dotzena de casos anuals, i es recollia una elevada taxa mortalitat i
de complicacions. Apartir dels anys 70, la técnica del bypass jejuno-ileal es va anar abandonant,
optant per noves tecniques com la derivacié bilio-pancreatica amb gastrectomia o técnica
d’Scopinaro. Amb aquesta técnica s’optava per deixar un tram major d’intesti prim, preservant el
fluxe biliar i pancreatic i incorporant un component restrictiu a través de la gastroplastia. Malgrat
persistir una elevada taxa d’efectes secundaris i complicacions, aquests eren menors que amb els

primers bypass jeju-ileal.

Durant les darreres deécades, s’ha anat modificant les técniques de CB, arribant a
aconseguir resultats molt bons en les diferents séries publicades (Ribaric G et al, 2014), utilitzant
I’abordatge laparoscopic en detriment de les laparotomies mitges, i optant per cirurgies mixtes

enlloc de les Gnicament restrictives o mal absortives.

A una técnica de cirurgia bariatrica se li demana per poder ser acceptada com a model
que compleixi els segients principis de seguretat, eficacia, reproductibilitat i de bona qualitat de
vida:

- Seguretat: minim risc de mortalitat (<1%) i morbilitat (< 10%), reconeguda i

solvantable.

- Efectivitat: Ha de comportar una pérdua superior al 50% de I’excés de pes

demostrable com a minim en el 75% dels pacients als 5 anys de seguiment.

- Reproductibilitat: Ha de ser reproduible per diferents grups de treball amb resultats

similars.

- Ha d’oferir una bona qualitat de vida al pacient amb uns efectes secundaris minims.
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A dia d’avui, s’accepta com a gold standar de la CB el bypass gastric en Y de Roux.
Portada a terme per primera vegada I’any 1967 (Mason EE& Ito C, 1967). Aquesta técnica
consisteix en una doble impacte a ’anatomia digestiva. D’una banda es duu a terme una reduccio
de la camera gastrica (cirurgia restrictiva), i per altra banda, la nova camera gastrica s’anastomosa
a la nansa d’intesti prim, deixant exclos el duodé del trajecte absortiu (cirurgia mal absortiva).
Aquesta técnica ha demostrat millors resultats que cirurgies Unicament restrictives (gastroplastia
tubular o anillada, banda gastrica ajustable o balé intragastric) o tnicament mal absortiva (bypass
yeyunoileal, técnica obsoleta), i una menor taxa de complicacions que altres procediments mixtes

utilitzats fins no fa massa anys com la derivacio biliopancreatica (t€cnica d’Scopinaro).

Es resumeix a continuacio les principals opcions de CB, vigents avui (Figura 1).

Figura 1: procediments quirdrgics mes emprats per portar a terme la CB. D’esquerra a dreta, by-pass gastric en Y de
Roux, Gastroplastia vertical i banda gastrica ajustable.
Font: Imatge obtinguda de la plataforma online look for diagnosis https://lookfordiagnosis.com

Tecniques quirdrgiques emergents:

En els darrers anys, s’han popularitzat noves técniques, menys agressives pel pacient pero
amb uns resultats no tan espectaculars com es preveia, és el cas de [’endobarrier,
técnicalaparoscopia minimament invasiva que busca mimetitzar 1’impacte mal absortiu d’un
bypass. Aquesta técnica, utilitzada des de 1’any 2010,consisteix en la insercié d’un revestiment
gastrointestinal ajustable, que impermeabilitza el duode i la primera nansa jejunal, en un trajecte
de 60cm. Aquesta banda intestinal es fixamitjancant uns petits anclatges a nivell del bulb duodenal
per evitar la migracio (Figura 3).Aquesta técnica prometia importants avantatges ja que requereix
unicament de sedaci6 superficial i d’una hospitalitzacié no superior a les 24h. No obstant, a dia
d’avui es disposa d’escasses publicacions abordant series de pacients tractats amb aquesta técnica
i s’ha comparat el seu efecte inicament amb la dieta (Koehestaine P et al, 2014)i no amb els

altres procediments quirrgics. Malgrat les bones expectativesinicials, no es recomana la seva
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utilitzacié rutinaria per al tractament de la obesitat ni de la diabetis associada a obesitat
(Zechmeister-Koss 1 ,2014).

Una altre procediment de recent aparicido és I’anomenada gastroplastia transoral o
laparoscopica (Figura 2). Técnica restrictiva que requereix de la realitzacié d’una gastroscopia
sota sedaci6 per la seva realitzacio. Igual que passava amb I’endobarrier, s’esperava resultats
prometedors d’aquesta técnica, amb uns avantatges similars als de I’endobarrier en el que respecta
a temps d’hospitalitzacio, temps de realitzacié de la técnica i mitjangant un accés anatomic que
salva la realitzaci6 d’una cirurgia oberta o laparoscopia. A dia d’avui, I’esca¢ volum de literatura
existent fa que disti encara de desplacar els procediments quirdrgics mes ampliament utilitzats
(bypass gastric en Y de Rous i gastroplastia tubular). No es disposa a dia d’avui de cap estudi

comparatiu amb altres técniques de CB i de cap metanalisi.

Figura 2: Tecniques quirdrgiques emergents per al tractament de la obesitat i la diabetis associada a obesitat.
Esquema de col-locacié d’endoBarrier (esquerre), i imatge d’un dels plegaments durant la realitzacié de gastroplastia
transoral (dreta).

Font: Rohde U, Hedbdck N, Gluud LL, Vilsbgll T, Knop FK. Effect of the EndoBarrier Gastrointestinal Liner on obesity
and type 2 diabetes: protocol for systematic review and meta-analysis of clinical studies. 2013. BMJ Open. 3:e003417
(imatge endobarrier). POSE Procedure (Endoscopy technique of Weight loss) http://www.drtapan.com/pose-
procedure-endoscopy-technique-of-weight-loss (imatge POSE).
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1.2. Teixit adip6s

En termes generals, existeixen dos tipus ben diferenciats de teixit adipds: el
teixitadipds blanc (WAT), amb funcié estructural, metabolica i energetica, i el teixit adipos
marr6 (BAT), comu entre els mamifers hivernants o semi-hivernants, pero reduit en I'ésser
huma adult a petits diposits testimonials de la zona suprarenal, hipoclavicular,

interescapular i mesentérica.

Durant molt de temps s’havia considerat al teixit adipos blanc (WAT) com un teixit més
aviat passiu, al que basicament se i atribuia la funcid d’emmagatzemar energia en forma de
triacilglicerids (TG) per proporcionar-la a la resta de 1’organisme en situacions de deficit
energétic. En els darrers anys s’ha avancat de forma notdria en la comprensié de la fisiopatologia
d’aquest teixit. S’ha pogut comprovar que aquest no €s simplement un reservori de greix, sin6
que és un important organ que participa activament no només en el manteniment de 1’homeostasi
energetica, sind que també regula diversos processos fisiologics implicats en el sistema de control

de la glucemia, el sistema immunitari i la reproduccio entre d’altres.

M¢s important que la quantitat de greix, és la distribucié d’aquest. L’any 1947, va ser
descrital’existéncia de dos patrons de distribucio del greix corporal: el ginoide, observat
normalment en dones i /’androide, més frequent en els homes (Vague J, 1947). En I’obesitat
ginoide els diposits grassos s’acumulen a la zona femoral i dels glutis (distribucio periferica dels
greixos) 1 generalment no va associada a un augment del risc per a la salut. En canvi, en I’obesitat
de tipus androide els diposits de greix s’acumulen a la zona abdominal (distribucio central dels
greixos) i si que esta associada a un augment de la morbimortalitat (Foz M et al, 1998; Kaplan
NM et al 1989; Kissebah AH, 1994). Aixi doncs, dues persones amb el mateix grau de sobrepés
poden tenir una distribucié del greix corporal diferent i per tant un risc de patir malalties
associades tambeé diferent. Cal tenir present que tant el sexe (Montague CT, 1998) com 1’¢tnia

(Conway JM, 1995) son factors que afecten a la distribuci i també al metabolisme de I’AT.

L’AT abdominal inclou el greix subcutani (SAT) situat a la regio abdominal i el greix
visceral (VAT), situat a la cavitat abdominal al voltant dels principals organs. Aquest darrer es
subdivideix en omental (al voltant de les visceres), mesenteric (al voltant de 1’intesti) i el

retroperitoneal (al voltant dels ronyons).
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1.2.1. Fisiologia del teixit adipds.

En condicions normals el teixit adipds representa un 15-20% del pes corporal de I'home,
i entre el 20-25% del pes de la dona. Es tracta d'un teixit conjuntiu altament especialitzat en
I'emmagatzematge energetic on predomina un tipus cel-lular d'origen epitelial denominat
adipacit. Els adipocits deriven dels seus precursors els fibroblasts, cel-lules riques encol-lagen de
tipus 1 i Il amb una elevada plasticitat i capacitat mitotica. Els adipdcits madurs perden un cop
diferenciats la capacitat de desplagar-se o duplicar (mitosi) i representen aproximadament un 50%
de les cél-lules del teixit adipds. ElI 50% restant esta constituitper cél-lules de naturalesa
intersticial o d'estroma vascular, inclosos fibroblasts, cél-lules endotelials i nervioses, macrofags
i pre-adipocits (estadi intermedi de la diferenciacio adipocitaria o adipogenesi), aquest 50 % que

no son adipocits, s’anomena fraccio estroma vascular (SVC).

Constitueixen el WAT adipocits poliedrics que contenen una Unica vacuola lipidica que
ocupa la major part del citoplasma i desplaca la resta d'organuls (inclos el nucli, excentric i
aplanat) a la periféria cel-lular. A diferéncia dels adipocits del WAT, els adipocits del BAT
presenten nombroses mitocondries i vacuoles lipidiques repartides per tot el citoplasma i un nucli
central molt actiu. Els mitocondris contribueixen positivament al consum energetic i el
conseqlient desgast del contingut de les vacuoles lipidiques. De fet, una de les seves principals
caracteristiques és I'elevada expressio de la proteina de desacoblament mitocondrial-1 (UCP-1),
que indueix el consumenergétic mitjancant la producciode calor (Cannon andNedergaard2004).

Els estudis de transcripcié génica, han descrit un origen i naturalesa diferent dels 2 teixits,
ambdues linees cel-lulars diferirien des dels primers estadis de diferenciacié (Timmons and
Sundberg, 2006).

Les diferéncies existents entre els dos dipasits -subcutani i viceral- s6n evidents tant a
nivell fisiologic com molecular ( V6hl, Sladek et al. 2004; Peral and Camafeita et al, 2009 ;
Perez-Perez and Ortega-Delgado et al, 2009; Tchernof A et al, 2013; Lee MJ et al, 2013). Cal
destacar diferéncies importants en I'expressio de molécules transportadores de glucosa de tipus 4
(GLUT4) i proteines 4 d'unio a retinol (RBP4), els PPARY, la Leptina i els substrats receptors per
a la insulina (IRS1) (Lefebvre, Laville et al . 1998; Vohl, Sladek et al. 2004). L'activitat de la
lipoproteina lipasa (LPL), la taxa lipolitica basal i la capacitat de resposta a I'estimul adrenérgic,
aixi com la mida mitjana dels adipocits, també difereixen entre els dos teixits (Tchernof,
Belanger et al. 2006; Boivin, Brochu et al. 2007). Destaca en el teixit adip6s OM la major
expressio de proteines implicades en el transport i el metabolisme de la glucosa i els lipids, la
sintesi de proteines, la resposta a estrés, i altres involucrades en processos inflamatoris (Perez-
Perez, Ortega-Delgado et al. 2009; Tchernof A et al, 2013; Lee MJ et al, 2013).
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El teixit adipos és el principal punt d’emmagatzematge d'energia en formade triglicérids.
Els adipocits contenen la maquinaria necessaria per al metabolisme dels lipids, incloent els 2
processos essencials: la lipogénesi i la lipolisi (Figura 3). La lipogénesi, correspon a la sinteside
triglicérids, els quals un cop sintetitzats son emmagatzemats a la gota lipidica; La lipolisi, fa
referéncia al procés mitjancant el qual els triglicerids sén convertits en glicerol i en acids grassos

que passen al torrent sanguini on son dirigits cap als teixits que requereixen d’un aport d'energia.

Lipogenesi.

La lipogénesi és el procés pel qual té lloc la sintesi d’acids grassos, principalment en
forma de triglicérids. Aquest proces té lloc principalment en els adipacits i també al fetge. Aquesta
sintesi esta sotmesa a un estricte control nutricional i hormonal. A nivell dels adipdcits aquest
procés comenga amb la captaciéde glucosaa través del transportador de glucosa de tipus 4
(GLUT4), proteina que és translocada a nivell de la membrana plasmatica gracies a I'accié de la
insulina. En condicions d'alta aportacio energetica, quan l'activitat el cicle de Krebs és maxima,
es generen altes concentracions d'acid citric que afavoreixen 1’accié d’importants enzims com
son: I'enzim sintetitzadora d'acids grassos (FASN), I'enzim carboxilasa per I'acetil-CoA (ACC),
I'enzim dessaturasa per al Estearoil-CoA (SCD), la ligasa per citrat i ATP (ACL) i els enzims
dedicats a la produccié de NADPHs (és el cas de I’enzim malic) i aquells involucrats en la ruta
de les hexoses monofosfat, com la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, i implicades en I'esterificacio
dels triglicérids (TAGs) i del diacilglicerol (DGAT), com la aciltransferasa mitocondrial de
glicerol-3-fosfat (NGPAT).

Aixi, durant aquest procés es produeix la inhibicio de la fosfofructosa quinasa, de manera
que la glucosa es dirigeix cap a la ruta de les pentoses fosfat en detriment de la ruta glicolitica per
permetre la sintesi de alts nivells de NADPH que son requerits durant la lipogenesi; a més a mes,
el gliceraldehid-3-fosfat generat en la ruta de les pentoses fosfat entra també a la ruta glicolitica
per generar acetil-CoA, que s'emprara també en la sintesi d'acids grassos. L'enzimacetil-CoA
carboxilasa  juntament amb la sintasa  d'acids grassos porten a terme
la sintesi d'acids grassos. A continuacié l'enzimacyl-transferasa transfereix de manera
successiva 3 acids grassos al glicerol per generar triacilglicerol, que s'emmagatzema a la
gota lipidica de l'adipdcit.

Daltra banda, els triglicerids que genera el fetge sén dirigits també
cap al teixit adipds en forma d’apolipoproteines de molt baixa densitat (VLDL). Quan arriben al
teixit adipos, la lipoproteina lipasa permet la captacio dels acids grassos que porten aquestes
particules. D'aguesta manera els acids grassos que procedeixen del fetge es converteixen en

triglicérids en el teixit adip6s per al seu emmagatzematge.
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Els enzims involucrats en la produccié d’acids grassos estan estretament regulats durant
els periodes de dejuni i ingesta; aixi, les activitats especifiques d'aquests enzims sén molt baixes
en situacié prepandial, per regla general. Amb la ingesta d'aliments (especialment durant el
consum de dietes riques en carbohidrats) les seves activitats especifiques augmenten de forma
concomitant a la concentracié plasmatica de glucosa i insulina. EI primer sistema de control de la

lipogénesi el trobem a nivell transcripcional.

Lipolisi

La lipolisiés el procés mitjangant el qual els triglicerids emmagatzemats a nivell de la
gota lipidica dels adipdcits es transformen en 3 molécules d'acid gras i una moléecula de

glicerol que passen al torrent sanguini.

La lipdlisi esta sotmesa a un estricte control tan nutricional com hormonal. Malgrat aquest
control, existeix una taxa de lipolisi basal per la qual els triglicerids son metabolitzats
continuament a nivell de ’adipocit.

Son potents inductors de la lipolisi la insulina, I’adrenalina i la noradrenalina.
Les catecolamines s'uneixen a la membrana plasmatica dels adipocits, als receptors B-adrenérgics
i als a2-adrenérgics; mentre que els primers potencien la lipolisi, els segons la inhibeixen. Els
receptors adrenérgics estan acoblats a proteines G que modulen lacci6 de la
adenilat ciclasa, la qual sintetitza AMP ciclic (¢cAMP) a partir d’ATP. El CAMP intervé en
I’activacio de la proteina quinasa A (PKA) que fosforila a la lipasa sensible a hormones
(HSL) que és lI'enzim limitant en la lipolisii La HSL genera diacilglicerol i
monoacilglicerol a partir dels triglicerids. L'Ultim pas de la lipolisi es porta a terme
per una monoglicérid lipasa (MGL) que trenca el monoacilglicerol en un acid gras i en
glicerol. Aquest dltim és alliberat al torrent sanguini a través d'una proteina de
membrana anomenada aquaporina. El transport d'acids grassos no esta completament
descrit encara que es coneixen algunes proteines que intervenen en ell com ara la
caveolina-1 o el CD36 / FAT (Abumrad et al., 1993). Un cop al torrent sanguini, els
acids grassos soOn captats per altres teixits per obtenir energia. La inhibici6 de la
lipolisi és portada a terme pel receptor a2-adrenérgic acoblat proteina G i pel
receptor de la insulina. L'activacio del receptor de la insulina de l'adipocit porta a I’activacié de
I'enzim fosfodiesterasa-3B  que trenca el cAMP la qual cosa condueix a la

inactivacio de la PKA.
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A Lipogenesis B Lipolysis
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Figura 3: Esquema procés de lipogenesi (A) i de lipolisi (B)
Font: Maeda N, Funahashi T, Shimomura I. Metabolic impact of adipose and hepatic glycerol channels aquaporin 7
and aquaporin 9. 2008; 4:627-34.
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1.2.2. Expressio génica teixit adipos i estat pro-inflamatori cronic

L’ obesitat pot ser considerada com una situacid/estat d’inflamaci6 cronica de baix grau.
El teixit adipos del pacient obés es caracteritza per presentar una produccié i secrecié d’una
amplia varietat de molécules pro-inflamatories entre les quals es trobarien: Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleuquina-6 (IL-6), factor inhibidor de I’activador del plasminogen
tipus 1 (PAI-1), proteina quimiotactica dels monocits tipus 1 (MCP-1), entre altres. Aquestes
molecules tenen un efecte a nivell local en la fisiologia del teixit adipds, a més del potencial efecte
sobre altres organs diana que suposa la secrecid d’aquests factors. Alguns estudis han reportat
importants diferéncies en 1’expressié genica del teixit adipos del pacient obes respecte al pacient
prim (Lee YH et al, 2005) i s’ha demostrat com la pérdua ponderal es tradueix en una milloria
de la situacié pro-inflamatoria cronica associada a obesitat a través de la disminucidé en la

produccié de molécules pro inflamatories (Exposito K et al, 2003).

Exposito K et al, 2003 descriuen una cohort de 120 dones pre-menopausiques (25- 49
anys), amb IMC superior a 30 i no afectes de diabetis, hipertensid o dislipémia. Aquestes pacients
van ser randomitzades a un grup d’actuacié (N=60) on 1’objectiu era assolir una reduccio6 de pes
del 10 % a través d’un programa d’activitat fisica + dieta mediterrania lleument hipocalorica, i a
un grup control (N=60). Transcorreguts 2 anys des de la randomitzacid, es va observar com
aquelles pacients que havien reduit un 10% del seu pes presentaven una disminuci6 de factors
inflamatoris circulants (IL-6, IL-18, proteina C Reactiva) a més de presentar un perfil lipidic més

favorable i una milloria en la sensibilitat a la insulina determinada a través de HOMA-IR.

Altres estudis, han demostrat com I’obesitat s’associa a una situacié pro-inflamatoria
cronica a través d’una expressio incrementada de gens pro-inflamatoris a nivell del teixit adipos.
Lee YH et al, 2005, recullen en el seu treball una cohort de 39 indis Pima, 20 d’ells afectes
d’obesitat morbida (amb mitjana de BMI de 55) i 19 amb BMI < 30 (mitjana de BMI de 27), tots
ells no diabetics. A aquests pacients es va estudiar el perfil d’expressid genica a nivell de teixit
adipds subcutani a través de microarray, observant-se un total de 244 gens infra-expressants
(downregulated) i 433 gens sobre-expressats (upregulated) en obesitat. Lee et al van observar
com un gran nombre de gens pro-inflamatoris i relacionats amb la resposta immune estaven
ampliament sobre-expressats en el teixit adipos subcutani del pacient obés. Alguns d’aquests gens
van ser: proteina quimioatraient dels mondcits tipus 1 (MCP-1 o CCL2), proteina inflamatoria
dels macrofags 1a (MIP-1a o CCL3), (MIP-1f o CCL4), (MIP-2a 0 CXCL2), (MIP-23 o
CXCL3), factor 1 derivat de I’estroma cel-lular (SDF-1 0 CXCLI2), interleuquina-8 (IL-8 o
CXCLB8) i factor inhibidor de la migracié dels macrofags, limfocina capac de regular la funcié

dels macrofags i la inflamacié (MIF); tots ells, gens implicats en atraure i afavorir la infiltracio al
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teixit adipos per part de macrofags i monaocits. Altres gens sobrexpresats en el teixit adipds del
pacient obés van ser gens codificants per molécules de senyalitzacié cel-lular i reguladors de la
transcripcid, sense arribar a ser estadisticament significatiu. A la categoria de gens infraexpresats,
es va observar una expressio significativament disminuida a nivell de gens implicats en algunes

vies metaboliques i en el transport d’electrons, sense especificar-se quins gens.

En aquest treball, es va detectar també diferéncies estadisticament significatives en
I’expressio de 12 gens localitzats al brag curt del cromosoma 11, entre les regions 22q i 24q, regid
fortament vinculada amb el BMI en la poblacié d’indis Pima. 6 d’aquests gens candidats per la
seva posicid, van resultar sobre-expressats en els adipocits dels subjectes obesos, entre els quals:
C1q i factor de necrosis tumoral relacionat amb la proteina-5 (C1QTNF5), antigen de superficie
cel-lular Thy-1 (THY1), proteina de fasciculaci6 i elongacié (FEZ1), N-metiltransferasa
nicotinamide (NNMT), factor induible per hipoxia tipus 1 (HYOUL) i transgrelina. Els altres 6
gens, van resultar estar infra-expresats: membre 4 de la superfamilia de gammaglobulines
(IGSF4), proteina vacuolar 11 (VPS11), Acetilcoenzim-A-acetiltransferasa-1 (ACAT-1), SNF-1-
like quinasa 2 (SNF1LK2), proteina sterol-C5-desaturasa (SC5DL) i el receptor implicat en el
creixement axonal tipus 3 (ROBO3). 2 d’aquests gens presents en aquesta localitzacié fortament
relacionada al BMI i que es sobre-expressaven en obesitat -1QTNF5 i THY1- corresponen a 2

gens directament associats a inflamaci6 i resposta immunitaria.
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2.HIPOTESI
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La pérdua de pes promoguda per la cirurgia bariatrica és capa¢ de modificar
I’expressio genica del teixit adipdés subcutani, contribuint a explicar els canvis que

tenen lloc a nivell dels diferents parametres clinics i de la sensibilitat a la insulina.
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3.OBJECTIUS
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3.1. Estudiar els canvis en ’expressié génica del teixit adipés subcutani que
tenen lloc després de la maxima perdua de pes promoguda per la cirurgia bariatrica
i comparar aquests canvis amb P’expressiéo génica d’un grup control de subjectes

apareaparellats per edat i sexe.

3.2. Aprofundir en I’estudi d’una seleccié de 5 gens dels gens que més veuen
modificada la seva expressio després de la cirurgia bariatrica i la seva associacio

amb parametres clinics i amb ’expressio génica d’altres factors.
3.3. Estudiar els canvis en la sensibilitat a la insulina després de la pérdua de

u i va associacio amb els canvis en ’expressio geénica
es promoguda per la CB i la se b el Iexp g

del teixit subcutani.
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4. SUBJECTES | METODOLOGIA
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4.1. Disseny experimental

Es tracta d’un estudi pilot, longitudinal i tranversal, constituit per quatre cohorts de

pacients:

Cohort 1: 25 pacients obeses morbides intervingudes de cirurgia bariatrica mitjangant
bypassgastric, estudiades abans i després d’haver tingut lloc la maxima pérdua de pes
promoguda per la CB (18 mesos) i obtinguda biopsia de SAT durant la CB i transcorreguts els

18 mesos. Estudi longitudinal.

Cohort 2: 25 dones primes aparellades per edat amb els subjectes de la Cohort 1.). Intervingudes
de manera electiva de paret abdominal. Estudiades abans de la intervenci6 i obtinguda biopsia de

SAT durant aquesta. Estudi transversal.

Cohort 3: 132 pacients (obesos i no obesos), intervinguts de manera electiva de paret abdominal.

Estudiats abans de la intervenci6 i obtinguda biopsia de SAT durant aquesta. Estudi transversal.

Cohort 4: 16 pacients operats de CB, operats pel mateix cirurgia i per la mateixa técnica (BPG
laparoscopic), estudiats abans de la intervencid i obtinguda biopsia de SAT a I’inici i al final

d’aquesta. Estudi longitudinal per excloure I’efecte de 1’acte quirtrgic.

4.2, Subjectes d’estudi

Les persones participants al present estudi van ser reclutades de manera activa per la Unitat
d’Endocrinologia, Diabetis i Nutricio i la Unitat de Cirurgia General i Digestiva de 1’Hospital
Josep Trueta de Girona (Cohorts 1, 2 i 3). Els pacients que conformen la cohort 4 van ser reclutats
de manera activa pel servei de cirurgia general de I’hospital de la Vall d’Hebro. Es va convidar a
participar a tots els pacients afectes d’obesitat morbida candidats a cirurgia bariatrica, i pacients
sotmesos a procediments quirdrgics electius de paret abdominal . Els pacients inclosos complien

tots els criteris d’inclusio i cap els criteris d’exclusio.

Criteris d’ inclusio:
i) Pacients d’étnia caucasica amb edats compreses entre els 18 i 65 anys.
ii) Habilitat per entendre els procediments de I’estudi.
iii) Haver firmat el consentiment informat per a la participacio a I’estudi.

Criteris de exclusio:
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i) Malaltia sistémica greu (actual o passada) no relacionada amb la obesitat, on s’inclouria
qualsevol tipus de cancer.

i) Malaltia sistémica amb activitat inflamatoria inherent com seria I’artritis reumatoide,
Lupus sistemic, malaltia de Crohn, colitis ulcerosa, etc.

iii) Malaltia viral cronica tal com virus de la immunodeficiencia adquirida, hepatitis B
Hepatitis C, etc.

iv) Simptomes i/o signes clinics de procés infeccios actiu en el moment d’estudi o en el més
anterior al reclutament.

v) Tractament actiu amb farmacs antiinflamatoris (esteroidals o no), antibiotics, antifangics
o tractament biologic tals com, antiTNF-o (Ex: etanercept), inhibidors de I’activacio dels

limfocits T (Ex: efalizumab), etc.

Previ al reclutament i obtencié de les mostres, tots els pacients van ser degudament
informats verbalment i per escrit dels objectius d’estudi i dels procediments. Cada pacient va rebre
un informe escrit amb 1’objectiu de I’estudi, els procediments i riscos d’aquests i va donar el seu

consentiment informat per escrit.

La privacitat i anonimat de totes les mostres queda protegida per les lleis nacionals
(LO15/1999, LGC5/2002 i per la llei 14/2007 de recerca biomedica) i europea (95/46/CE).

El protocol, confeccionat seguint les directrius que figuren al Reial decret 223/2004 que
defensen els principisde benevoléncia i no maleficiéncia, va ser aprovat pel propi comite d’ética
de I’Hospital Josep Trueta i per un comité etic independent, qui després de revisar els objectius i
les propostes de realitzacio de I'estudi, va donar el seudictamen favorable a la realitzacié d'aquest.

L’estudi es va iniciar després de rebre ’aprovacio dels comites d’ética.

4.3. Determinacions cliniques

4.3.1. Caracteritzacié antropométrica.

Totes les exploracions van ser realitzades entre les 8 i les 9 hores del mati, després d’un

dejuni minim de 8 hores.

L'index de massa corporal (IMC) es calcula mitjancant la divisié del pes (en quilograms)
per l'altura (en metres) al quadrat. El perimetre de la cintura s'estableix a I'altura de I'Gltima

costella flotant i la cresta iliaca. El perimetre del maluc es mesura en la regi6 glatia. La formula
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de Deurenberg (Deurenberg, van der Kooy et al . 1991)i la bioimpedancia eléectrica (TANITA®
MC - 190 Body Composition Analyzer ,Tanita Corporation ,Toquio ,Japan ) s'utilitzen per estimar
el percentatge de greix corporal. Els participants es classifiquen en funcié de I'MC com a
subjectes prims ( IMC<25 kg / m2 ), amb sobrepes ( 25<IMC<30 kg / m2 ), obesitat ( 30 <
IMC=<40 kg / m2 ), o obesitat morbida (40kg/m2<IMC), segons les directrius de 1'OMS
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/es/index.html).S’estableix com a punt de tall
un IMC de 30 kg / m2 per identificar els casos d'obesitat com estableix la OMS. Els percentatges
de greix obtinguts mitjancant bioimpedancia també sén utils per distingir els subjectes obesos

dels individus control ( >25 % en homes i >35 % en dones ) tal com estableix la OMS .

4.3.2. Caracteritzacié bioquimica.

Les nivells plasmatics de glucosa circulant van ser determinats ( en deju i per duplicat )
mitjancant una reaccid d'oxidacio i la consequient variacio colorimétrica , monitoritzada amb un
espectrofotometre Beckman Glucose Analyzer 1l ( Beckman Instruments , Brea , Calif ). Les
concentracions de colesterol total en serum van ser mesuradesemprant un metode enzimatic-
colorimetric basat en la reaccid d’esterificacid/oxidacio catalitzada per peroxidases (Cobas
CHOL2, Roche). Les concentracions sériques del colesterol HDL (HDL-c) van ser quantificades
utilitzant un metode enzimatic-colorimeétric homogeni basat en la reacci6 d’esterificacio/oxidacio
catalitzada per peroxidases (Cobas HDLC3, Roche). Les concentracions dels triglicérids en serum
van ser determinades mitjancat un métode enzimatic - colorimetric basat en la reaccié del glicerol
fosfat oxidasa / peroxidasa (Cobas TRIGL, Roche). Les determinacions de les concentracions
d'aquests trés parametres: colesterol total, HDL-c i triglicerids, es van realitzar de forma
automatitzada a l'autoanalitzador de bioquimica Cobas c-711 de Roche. Finalment, la
concentracio sérica de lipoproteines de baixa densitat (LDL) es va estimar utilitzant la formula
decalcul de Friedewald, segons la qual: LDLc = CT - [HDLc + TG/5]. Les concentracions
sériques de T3, T4 i TSH , totals i lliures , van ser estudiades per electroquimioluminescéncia (
Roche Diagnostics , Basel , Switzerland ) . L'hemoglobina total (Hb) i la proteina C reactiva
(PCR) van ser mesurades per espectrofotometria, en mostres de plasma amb un anticoagulant

comd, I'acid etilendiaminotetraacétic (EDTA ) ( Coulter Electronics , Hialeah , FL ) .

Les proteines suspeses en fluids amb una elevada concentracid de glucosa es glicosilen
mitjangcant la unié covalent de molécules de glucosa i generen proteines glicosilades o
glucosilades . La Hb té una forta tendéncia a unir molécules de glucosa lliures en el plasma . El
percentatge d'aquestes proteines amb molécules de glucosa adherides és el que s'anomena

hemoglobina glicada o glicosilada ( HbAlc ) , un indicador de les concentracions de glucosa en
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el torrent sanguini durant el temps de vida mitjana de la Hb ( de 90 a 120 dies ) i un marcador
indirecte de resisténcia a la insulina . La HbAlc d'un subjecte adult sa oscil-la entre el 4 i el 6%.
Un valor de HbAlc superior o igual a 6,5% pot utilitzar-se com a criteri diagnostic de DM2 si es
confirma en una segona determinacid, s’acompanya d’uns nivells de glucosa plasmatica superiors
a 126mg/dl o es confirma mitjancant un test de tolerancia oral a la glucosa.
El percentatge d’HbAlc es va analitzar mitjangant métodes cromatografics , immunologics i

electroforétics en un lisat d'eritrocits.

4.3.3. Test de tolerancia oral ala glucosa

Mitjancant el test de sobrecarrega oral de glucosa ( OGTT ) es pot establir el grau
d'intolerancia a la glucosa d'un subjecte, un parametre inversament proporcional a la sensibilitat
alainsulina . EI OGTT té en compte els valors de glucosa circulant en deju , i 30, 60,90 120

min despreés d'ingerir 75 g de glucosa .

Els valors establerts per al criteri de normotolerancia sén de 60 a 100 mg de glucosa per decilitre
(dl') de sang en deja , de menys de 200 mg / dl 1 hora després , i de menys de 140 mg / dl en
finalitzar el OGTT . Valors entre 140 i 200 mg/ dL en el minut 120 indiquen un cert deteriorament
en la tolerancia a la glucosa i un major risc de desenvolupar diabetis . Concentracions de glucosa
circulant per sobre de 200 mg / dl al minut 120 del OGTT sén diagnostiques de diabetis sempre
que s’acompanyin d’un dels altres 3 critéris diagnodstics (glucosa plasmatica en deji superior a
126mg/dL, HbAlc superior a 6,5% o clinica insulinopénica). Concentracions de glucosa
plasmatica basal compreses entre 100 i 126 son definides com glucémia plasmatica basal alterada,

i impliguen un major risc de desenvolupar diabetes.

4.3.4. Sensibilitat alainsulina

El CLAMP euglucémic hiperinsulinémic (Kim JK et al, 2004) representa la tecnica de
referéncia pel calcul de la sensibilitat periférica a la insulina. Aquesta prova, molt més llarga (120
minuts) i laboriosa, ha esdevingut el métode de referéncia per valorar I’acci6 de la insulina (De
Fronzo RA et al, 1979). Després d’una nit de deju, s’insereix un catéter antero-cubital en ambdés
bracos a través dels quals s’administra insulina (insulina regular, Actrapid, Novo Nordisk) a ra6
de 80mU/m2/min durant 5 min, 60mU/m2/min durant 5 minmés,seguit immediatament després
per una infusié constant d’insulina a raé de 40mU/m2/min. Pel mateix brag, s’infon una solucié

de sérum glucosat al 20%, que s’inicia al minut 4 de la prova a velocitat de 2mg/kg/min, essent

76



Tesi doctoral Gemma Xifra Villarroya

ajustada posteriorment en funcié dels controls de glucémia plasmatica, amb 1’objectiu de mantenir
una concentracié plasmatica de glucosa el més propera possible a 100 mg/dL. A través del segon
catéter antero-cubital té lloc un seguiment dels nivells de glucémia plasmatica, mitjangant
extraccions de plasma separades per intervals de 5 minuts, i que permet regular la velocitat de
perfusié de sérum glucosat per mantenir la glucémia a 100mg/dL. La situacié d’hiperinsulinisme
que té lloc durant la prova inhibeix la secrecio pancreatica d’insulina a la vegada que una glicemia
de 100mg/dL inhibeix tambe la neoglucogénesi hepatica. La sensibilitat a la insulina s’avalua
com la taxa d’infusi6é de glucosa durant els darrers 40° de la prova ‘fase estacionaria’, essent
proporcional aquesta velocitat d’infusié a la velocitat de captacié de glucosa per part dels teixits

periférics, majoritariament, compartiment muscular. (Figura 4).

Infussio insulina copstant

Inhibir secrecio ins.

pancreatica
Cantacio de glucosa pel
muscyl

Inhibir broduccio

hepatica de glucosa

Infussio variable de glucosa —_ ’ﬁ Glucosa pl. de
100mg/dL..

Figura 4:. Esquema procediments CLAMP Euglucémic Hiperinsulinémic.

Mitjangant una infusié constant d’insulina, calculada en funcié del pes del pacient, té lloc una inhibicié de la secrecid
endogena d’insulina. La hiperinsulinémia que té lloc durant la prova facilita la captacié de glucosa per part dels
diferents teixits, principlament el muscul. La infussié de glucosa s’ajusta cada 5’ amb |'objectiu de mantenir una
situcaid d’euglucémia de 100mg/dl, capag d’inhibir la neoglucogénesi hepatica i de garantir aport suficient per a la
captacio de glucosa per part del muscul. En la fase estacionaria, infussio de glucosa és igual a captacid de glucosa per

part del compartiment muscular.
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La resistencia a la insulina pot ser calculada segons el model homeostatic de resisténcia
a la insulina ( HOMA ) ( Bonora E et al . 2000 ) que utilitza els valors de glucosa i insulina en
deju segons la formula HOMA-IR = (insulina x glucosa ) / 22.5 , on la insulina es presenta en
pU / ml i la glucosa en mmol / 1 . Aquesta, es una férmula simplificada de ’eqiiacio inicial
formulada per un equip d’investigacio de la universitat d’Oxford (Turner RC et al, 1979).
Aquesta formula, simplifica el procediment matematic inicial, assumint una relacié simple en el
feedback glucosa-insulina i, després de ser validada amb altres proves més laborioses com el
CLAMP,haestat utilitzada ampliament per la seva major senzillesa.Es considera que es pot parlar
de resistencia insulinica amb valors de HOMA-IR >2.7 (Lebovitz HE et al, 2002). També a partir
de les concentracions plasmatiques basals de glucosa i insulina, es pot estimar la secrecio

d’insulina (HOMA-IS), a través de la formula: 20 x insulina en deju / glucémia en deju-3,5.

4.4. Determinacions de laboratori.

4.4.1. Protocol obtencio de les mostres de teixit adipos

Les mostres de teixit adipds subcutani i visceral van ser obtingudes durant el procediment
quirurgic corresponent al by-pass gastric. Per a la cohort 1 (estudi longitudinal), les mostres van
ser extretes per part del servei de cirurgia de 1’Hospital Josep Trueta de Girona. Les mostres
corresponents a la cohort 2 (estudi transversal), van ser extretes durant la realitzacio de cirurgies
electives - mitjangant procés de cirurgia oberta o procés laparoscopic- als serveis de cirurgia dels
centres col-laboradors (Hospital Dr. Josep Trueta de Girona, Hospital Virgen del Rocio de Méalaga
i la Clinica Universitaria de Navarra). Les cirurgies electives realitzades van ser basicament
herniorrafies inguinals i umbilicals, i colecistectomies fredes. Per la cohort 3 (estudi inici-final
de I’acte quirtirgic), les mostres van ser obtingudes a I’inici i al final (2h) del by-pass gastric per
part del servei de cirurgia de I’hospital de la Vall d’Hebro. El teixit, immediatament rentat amb
una solucié salina estéril i trossejat en Fragments de~100mg sobre una base de neucarbonica, va
ser immediatament ultracongelat amb nitrogen liquid abans de ser emmaguetzemat a una
temperatura de -80°C capag de garantir 1’estabilitat del teixit. Les mostres de teixit, igual que les

mostres de plasma i sérum, van ser dipositades al Biobank de I’Hospital Josep Trueta.
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4.42. Protocol per a I’analisi d’expressi6 génica.

I. Extracci6 RNA

Es possible extreure i purificar el RNA total d'un fragment de teixit adipds ( o de

qualsevol altre tipus de mostra biologica ) mitjancant metodes cromatografics.

La mostra de teixit adipds congelada s'introdueix en un Eppendorf® estéril de base
rodona amb 1 mL de QIAzol® Lysis Reagent (QIAgen; EUA) fred. El QIAzol® ( 0 Trizol® ),
una barreja comercial de guanidina, tiocianats , fenols i alcohols que condiciona la degradacié de
les cel-lules i el manteniment del material genetic. EI QIAzol® estabilitza el DNA i I'RNA, i
inactiva les RNAses i DNAsas que podrien degradar-los. Dins d'aquest solvent , i mitjancant I'is
d'un homogeneitzador Tissuelyser® (QIAgen; EUA) , es tritura la mostra durant 10 minuts a

nivell subcel-lular.

Després d'un periode de repos de 5 minuts, es passa la mostra a un altre Eppendorf®
estéril i s'afegeixen a la soluci6é 300uL de cloroform. Es barreja enérgicament durant 15 segons i
es deixa reposar durant 3 minuts. A continuacié, la soluci6 es centrifuga durant 15 min a 4°C i
1,200 xg . La barreja perd llavors la seva homogeneitat per mostrar tres fases clarament
diferenciades de les quals , la fase superior , completament incolora , és la que conté el RNA
dissolt i ja separat de la resta de components. Aquesta fase , d'uns ~ 600 pl, es transferida a un
nou Eppendrof® estéril on es barreja amb un volum equivalent d'etanol absolut fred i estéril. En
aquestes condicions és possible que el material gendmic contingut en la solucié comenci a ser
visible a causa de la desnaturalitzacié de les fibres de RNA. La soluci6 es transfereix llavors a
una columna cromatografica RNeasy® Mini Spin column del RNeasy® Lipid Tissue Kit
( QIAGEN , EUA), un kit comercial que permet aillar i purificar ’'RNA total de forma rapida i
senzilla. ElI mecanisme de purificacid es basa en les concentracions alcoholiques decreixents amb
que es renta la columna cromatografica amb el material genomic adherit abans de la seva elucid
final en un volum d'aigua destil-lada Iliure en RNases . D'aquesta forma és possible obtenir entre

41 10 mg de RNA pur a partir de 100 mg de teixit adip0s .

La puresa i la concentracid6 de I'ARN obtingut s’estimen mitjancant métodes
espectrofotometrics. EI NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) permet
valorar de manera precisa la concentracié d'RNA de la soluci6 final i la seva puresa al analitzar
també altres aspectres d'absorcié per a longituds d'ona diferents de les dels oligonucledtids (260
nm). Un Bioanalitzador (BioanalyzerTM, AgilentTechnologies, Santa Clara, EUA) és una

plataforma microfluidica util per a quantificar el grau de degradacio6 del material gendmic obtingut
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(RIN number). Es basa en la presencia relativa de les principals subunitats ribosomals Principals,

la 18Si la 28S, ambdues molt abundants, a fi de valorar la integritat de la mostra.

1. Retrotranscripcio

La retrotranscripcié consisteix en generar una cadena de DNA complementaria a la
cadena motlle d’RNA (Figura 5).

L’RNA en solucié aquosa encara lliure d’RNAses és extremadament labil. Els cicles de
congelacié i descongelacié comporten la formaci6 de cristalls que poden fragmentar els
oligonucleotids i inutilitzar la informaci6 que es pugui derivar del seu estudi. Per aquesta rad és
preferible descartar qualsevol mostra de RNA en solucio aquosa a partir del tercer cicle de
congelacio / descongelacid, o aquelles mostres amb RIN numbers al bioanalitzador inferiors a 7.

L'alternativa més recurrent per allargar el temps de vida util d'aquest tipus de mostres és
la retrotranscripcié de 'RNA missatger (MRNA) a cDNA, un DNA monocatenari sintetitzat a
partir dels MRNAs en suspensié perd molt més estable. Amb aquest proposit, kits comercials com
el High Capacity ® cDNA Archive Kit (Applied Biosystems; Dinamarca) permeten, mitjancant
I's d'encebadors aleatoris, nucledtids Iliures i una retrotranscriptasa termosensible, la total

conversid mMRNA a cDNA.

La reaccié de retrotranscripcié consta de 2 etapes, una de melting o associacié de
seqliencies complementaries (encebadors amb molecules de MRNAs), de 10min a25°C, i una altra
d'elongacié de seqiiencies i degradacié de molecules de mRNA, dirigida per l'accio de les

retrotranscriptases a 37°C durant 120 min.

5 mRNA 3’

l Anneal primer

mRNA

dTTTT45
l Reverse transcriptase
mRNA
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¢DNA

Alkali

LT dT s
cDNA

Figura 5: Esquema procediment de retrotranscripcio. Font: Imatge extreta del manual del servei de genomica del
11Bm (SQP) 2014.
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I11. PCR en temps real

Mitjangant 1'as de parelles d’encebadors, sondes, fluorocroms, tampons, nucleotids lliures
i polimerases termofiles, les tecniques de Realtime (RT)-PCR permeten deduir de I'emissio
fluorescent, relativa i especifica per a cada cicle d'amplificacio, els valors d'expressio dels gens
estudiats. Cada assaig TagMan®(Applied Biosystems; Dinamarca) inclou un encebador (partidor,
iniciador o primer) directe (forward primer) que permetra duplicar la cadena de cDNA de 3'a 5,
i un altre invers (reverse primer) per la sequéncia complementaria. Els assajos TagMan®
contenen també una sonda d’aproximadament 50nts amb unfluorocrom adherit a un extrem i el
seu inhibidor especific (quencher) fixat a l'altre. La sonda (probe) és també complementaria a la

sequéncia gendmica sotmesa a estudi.

La tecnologia TagMan® aprofita la capacitat exonucleasa 5'— 3' de la DNA polimerasa
per degradar les sondes a mesura que s'estenen els primers i es dupliquen les seqtiencies de cDNA.
Cada sonda degradada equival a un fluorocrom lliure al mig de I'efecte inhibitori del quencher
gue abans I'acompanyava. D'aquesta manera, a mesura que es succeeixen els cicles termics (Cts)
per a la replicacié exponencial de sequéncies (40 cicles de 15 segons a 92°C i 60segons a 60°C,
per separar oligonucledtids i amplificar sequéncies, respectivament) augmenta el senyal

fluorescent de la solucio.

La tecnologia Sybr®Green (Applied Biosystems; Darmstadt, Anglaterra) utilitza aquest
agent intercalant que emet fluorescéncia quan s'acobla a les molécules de DNA per a l'estudi de
I'expressié geénica mitjancant RT-PCR. El sistema aprofita el fenomen de la transferencia
d'energia mitjancant ressonancia de fluorescencia (FRET, per les seves inicials en anglés) per

deduir I'expressio d'un gen a partir de I'emissid fluorescent resultant en cada Ct.

Es parla d'expressid relativa quan els valors d'expressié per gen i mostra es donen com el
nombre de vegades en gqué el gen diana s'expressa respecte a un control endogen (gen l'expressio
del cual no es veu alterada pels parametres sotmesos a estudi). En el cas particular del teixit adipds
i els adipocits humans, s'ha testat i seleccionat com a control endogen la ciclofilina A (PPIA;
RefSeq. NM_002046.3). Les ciclofilines (Cyp40) son proteines d'expressié constitutiva que
s'uneixen a les ciclosporines i actuen com immunosupressors. Es caracteritzen, entre altres coses,
per la seva activitat isomerasa peptidil-prolil i catalitzen la isomeritzacié de I'enllag peptitic o per
formar enllagos cis a partir d'enllagos trans de residus de prolina, facilitant el replegament de les
proteines i les seves estructures secundaries i terciaries. En essencia, les ciclofilines actuen com a

xaperones per altres proteines. La isomerasa peptidil-prolil A (CypA o PPIA) és una proteina del
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citoplasma que combina un full § amb 2 hélixs a, interacciona amb la ciclosporina A i inhibeix

les fosfatases dependents de complexos Ca?*/calmodulina.

Durant la RT-PCR cada mostra origina una corba sigmoidal per a cada un dels gens
estudiats, i un nivell de fluorescéncia determinat per a cada Ct al llarg dels 40 cicles
d'amplificacié. A partir d'aguestes corbes es determina el nombre de cicles necessaris per arribar
a un valor de fluoresceéncia arbitrari (threshold). El valor Ct es defineix llavors com el nombre de
cicles necessaris en la RT-PCR per assolir un nivell de fluorescéncia determinat i és inversament
proporcional al nombre de copies del transcrit original de manera que, quantes més copies hi ha

a la mostra estudiada, menys Cts seran necessaris per aconseguir agquest threshold arbitrari.

La ACt es calcula com la diferéncia entre les Cts del gen diana i les Cts del control
endogen per a la mateixa mostra de cDNA. Les variacions en l'expressio dels diferents gens per
a cada mostra respecte al control endogen es quantifiquen mitjancant el valor 24, que normalitza

I'expressid de cada diana amb la del control endogen (Livak andSchmittgen2001).
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Figura 6: Esquema de procediments PCR en temps real.
Font: Maurin M. Real-time PCR as a diagnostic tool for bacterial diseases. Expert Rev Mol Diagn. 2012; 12:731-54.
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IV. Microarray

La tecnologia utilitzada en el disseny dels microarrays es recolza en la propietat

biomolecular fonamental del DNA que és la de complementarietat de les bases nitrogenades,

doncs adenosina (A) i tiamina (T), i citosina (C) i guanina (G), s'uneixen especificament per ponts

d'hidrogen.

Els microarrays de DNA, encara que amb gran varietat de formes, tenen el mateix disseny

base. Un microarray és un xip de la mida aproximada d'un segell on, sobre una matriu inerta, es

dipositen milers de cadenes simples de DNA de seqliéncies geniques, oligonucleotids, de manera

gue sobre ells poden unir-se (hibridar) les seqiiéncies complementaries corresponents que son les

que s'obtenen del mMRNA de les mostres biologiques que volem analitzar. Encara que hi ha

diferents tecniques per a la construccio de microarrays de DNA (Schena M et al. 1995; Tan CS

et al. 2014), el procediment basic per a treballar amb elles és el segient:

Marcar la mostra a estudiar amb un tint fluorescent.

Aillar I’ mRNA de les cél-lules de interés i procedir a la seva copia mitjancant sintesi
invitro per passar-lo a cDNA.

Desnaturalitzar aquest cDNA per obtenir cadenes simples.

Posar el cDNA fragmentat sobre el microarray on les cadenes simples de cDNA son
atretes per les cadenes simples d'oligonucleotids del microarray unint-se a elles per tornar
a conformar I'estructura de doble-hélix similar a la del DNA (hibridacid).

Rentar el microarray per treure les cadenes simples de la mostra que no han hibridat.
Escanejar el microarray amb un laser per quantificar la fluorescéncia de

cada gen.

Engeneral, l'activitat d'un gen esta representada pel nombre de copies d’mRNA d'aquest gen

en una mostra de cel-lules. Un alt (baix) nivell de fluorescéncia indica que moltes (poques) copies

del mRNA d'aquest gen han hibridat en el xip i que, per tant, el gen té molta(poca) activitat a la

cél-lula.
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Per al present treball, es va utilitzar el microarray Human Gene 2.0 ST array (Affymetrix
GeneChip® Santa Clara, CA). Esva amplificar 200ng de RNA total utilitzant el kit comercial
Ambion® WT Expression Kit (Ambion/Applied Biosystems, Foster City, CA). Per a la
hibridacié i analisi de mMRNAs de les mostres de teixit adip6s. EI microarray es va hibridar durant
16 hores a 45°C utilitzant el forn d’hibridaci6 de GeneChip® (Hybridization Oven 645).
Finalitzat el procés d’hibridacio, es va rentar i tenyir la matriu utilitzant el kit comercial
de fluids d’ Affymetrix GeneChip®. Els resultats de cada microarray es van analitzar amb un
scaner per a microarrays (Affymetrix GeneChip® Scanner 3000 7G) seguint les instruccions
del fabricant. Després del control de qualitat, els resultats es van normalitzar utilitzant [’Analisi
Robust de Multichip (RMA). Les dades van ser obtingudes i procesades mitjancant el Software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 8.7 (Ingenuity System Inc, http://www.ingenuity.com).
L'expressio diferencial en cada grup es va analitzar mitjancant I'Analisi de Significanca per
Microarrays (SAM) aplicat a la resposta a la radiaci6 ionitzant en les mostres de teixit. Es va
utilitzar el metode del False Discovery Rate (FDR) per corregir la significacié obtinguda en
maltiples proves. Tots els analisi estadistics del microarray van ser realitzats amb el
Bioconductor® (Aroma.affymetrix) i en l'entorn estadistic R (v2.15.0). Els resultats del
microarray van ser introduits a la base de dades publica d’Expressio Génica Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/, amb el codi GSE53378).
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Figura 7: Esquema procediment Microarray Affymetrix GeneChip® Human Gene 2.0 ST.
Font: imatge extreta de la fitxa técnica del microarray utilitzat. Human Gene 2.0 ST array (Affymetrix GeneChip®
Santa Clara, CA).
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4.5, Analisi estadistic

Els resultats obtinguts per les variables amb una distribucié gaussiana s'expressen com a
mitjana * la desviacié estandard (SD) o + I'error estandard (SE). Abans de procedir amb les
comparacions entre grups, s'avalua mitjancant el test de Levene la distribucié normal i la
homogeneitat de variancies. Per comparar parametres continus entre grups de subjectes s'empra
el test d'ANOVA per a comparacions multiples quan la equiparabilitat de les variancies pot ser
assumida (inclos I'analisi estadistica per a comparacions entre parelles de grups mitjangant
Bonferroni), o el test t de Student per a comparacions entre parelles. La relacio lineal simple entre
variables quantitatives s'analitza amb models bivariables mitjangant el test d’Sperman. El
tractament estadistic de models que inclouen més d'una variable independent és una extensio de
I'analisi amb models bivariables. L'analisi estadistica i els grafics son realitzats amb el programa
SPSS (versio 13.0; SPSS, Chicago, IL).
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5.RESULTATS
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5.1. Caracteritzaci6 de les cohorts

Cohort 1. Inclou 25 pacients dones obeses morbides intervingudes de cirurgia bariatrica
mitjangant bypass gastric laparoscopic durant els anys 2005 i 2011 a I’hospital Josep Trueta de
Girona. Aquestes pacients van ser estudiades una setmana abans de la cirurgia i passat un periode
minim de 18 mesos (3,8 + 2,2 anys) després de la cirurgia bariatrica, periode en el que s’assumeix

que ha tingut lloc la maxima pérdua de pes promoguda per la cirurgia.

Nou de les vint-i-cinc pacients intervingudes de CB presentaven DM2; 7 d’elles coneixien
el diagnostic de DM2 abans de la inclusid a I’estudi i seguien tractament amb farmacs
hipoglucemiants orals (N= 5) i farmacs i insulina (N= 2), amb un temps d’evolucié promig de 4
[1-6] anys des del diagnostic i amb una HbAlc de 6.4 + 1,3%. Dues pacients més, van ser

diagnosticades de DM2 durant I’estudi, i per tant, no seguien cap tractament hipoglucemiant.

Totes 9 pacients van experimentar una remissié completa de la seva DM2 després de la
CB, d’acord amb els criteris de la ADA 2009 (Buse JB et al, 2009). Mostrant glicémies basals
inferiors a 100mg/dL durant els 18 mesos de seguiment post cirurgia, sense cap tractament

hipoglucemiant.

En les 9 pacients afectes de DM2, es va passar d’'una HbAlc de 6.4% (7 d’elles sota

tractament amb farmacs hipoglucemiants) a una de 5,5% als 18 mesos (NS, p=0.198).

Cohort 2. La cohort 1 s’acompanya d’un grup control que inclou 25 dones primes,
aparellades per edat, intervingudes de manera electiva de cirurgia de paret abdominal. Les
caracteristiques antropometriques i bioquimiques d’aquests pacients es troben resumides a la

taula 2.

El grup de pacients operades de CB i el grup de pacients control eren comparables en edat,

sexe, glucosa plasmatica basal, HbALlc i perfil lipidic (Taula 2).
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Taula 2: Fenotipacio clinica i analitica basica de les cohorts 1 2.

Estudi longitudinal (N=25) Grup control (N=25)

Parametres p Post-pérdua de P
re-1Q - p Controls

Edat (anys) 48+ 10 51+9 0.199 45+5 0.294
Tabaquisme (si/no) (%) | 5/20 (20%) 5/20 (20%) 0.999 6/19 (24%) 0.689
Diabetes (si/no) (%) 9/17 (36%) 0/25 (0%) <0.0001 0/25 (0%) <0.0001
IMC (kg / m°) 43.1+49 29.2+55 <0.0001 24.15+2.3 <0.0001
Masa grasa (%) 56+7.3 40.1+7.4 <0.0001 38.15+4.35 <0.0001
TAS (mmHg) 128.4 +13.6 130.7 £ 16.7 0.595 116.1+13 0.002
DBP (mmHg) 79.6£9.8 742+12.6 0.099 70.85 + 10.85 0.005
Glucosa (mg / dL) 101 +35.3 87.4£13.5 0.077 89.9 £ 8.65 0.131
HOMA-IR* 4.10+3.46 0.68 +0.77 0.039
M-CLAMP** 4554253 6.36 +2.07 0.003
HbA1c (%) 58+1.4 5.3+0.3 0.143 5.4+0.3 0.154
Colesterol (mg / dL) 182.4 +33.1 184.7 £51.8 0.851 187.6 £ 35 0.562
LDL (mg/ dL) 104.6 + 28.3 100.4 +29.7 0.611 110.9 +30.7 0.440
HDL (mg / dL) 56+13.1 73.8+22.1 0.001 59.5 +13.15 0.360
Triglicerids (mg / dL) 109 +42.5 81.4+28.7 0.010 90.8+42.8 0.171
PCR 0.87 +0.34 0.10+0.10 <0.0001 0.33£0.23 0.01

* HOMA-IR disponible en 7 de les 25 pacients operades de CB. No disponible en els controls.

** CLAMP disponible en 11 de les 25 pacients operades de CB. No disponible en els controls.

Les dades referents a variables quantitatives s’expressen com a valor mig i desviacid estandard (+ SD), les variables
qualitatives s’expressen a través de percentatges (%). IMC: index de massa corporal; TAS: Tensié arterial sistolica;
TAD: tensié arterial diastolica; HbAlc:Hemoglobina glicosilada; HDL: Lipoproteines d’alta densitat; LDL: Lipoproteines
de baixa densitat; TG:Triglicérids; PCR: Proteina-C reactiva. Els resultats de la comparacio pre-post estan realitzats
mitjangant T-Student per mostres aparellades. La comparacio entre els pacients obesos (abans de la cirurgia) i el grup

control esta realitzat mitjangant T-Student. En negreta es marquen els resultats estadisticament significatius.

Cohort 3. Aquesta cohort inclou 132 subjectes sans, amb edats compreses entre els 23 i
els 65 anys, dels quals es va obtenir mostra de SAT durant una cirurgia electiva (majoritariament
herniorrafies abdominals i colecistectomies laparoscopiques no complicades). La fenotipacio
clinica i analitica van ser realitzades la setmana abans de la intervencié quirargica. La fenotipacio
clinica i antropometrica d’aquests pacients va ser portada a terme de la mateixa manera que en
I’anterior cohort, a excepcio de la realitzacid6 de CLAMP. Adjunt, es reflecteixen les principals

caracteristiques fenotipiques d’aquests pacients (Taula 3).
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Taula 3: Fenotipacio clinica i analitica basica de la cohort 3.

Parametres Estudi transversal (N=132)
Edat (anys) 44,71 +£9.35
Sexe (H/D) (%) 72 (54.5%) / 60 (45.5%)
Tabaquisme actiu (si/no) 37 (28%) / 95 (72%)
DM2 (si/no) 32(24,2%)/100 (75,5%)
IMC (Kg/m2) 38.08+11.01
Masa grasa (%) 44.23 +12.90
TAS (mmHg) 133.57 + 18.39
TAD (mmHg) 77.57 + 10.86
Glucosa basal (mg/dL) 101.77 £35.10
HbA1lc (%) 5.29+0.94
Insulina basal (mcUl/mL) 12.51+7.49
HOMA-IR 4.50 (0.67-18.5)
Colesterol total (mg / dL) 187.53 £34.04
LDL (mg/ dL) 110.55 +32.62
HDL (mg / dL) 58.11+32.43
Triglicérids (mg / dL) 115.31£69.39
PCR 1.78 (0.10-9.61)

IMC: index de massa corporal; TAS: Tensié arterial sistolica; TAD: tensié arterial diastolica; HbAlc: Hemoglobina
glicosilada; HDL: Lipoproteines d’alta densitat; LDL: Lipoproteines de baixa densitat; TG: Triglicerids; PCR: Proteina-C
reactiva. Els valors de les variables quantitatives s’expressen com valor mig i desviacié estandard (+ SD) o com a valor
promig i rang, per aquelles variables amb un valor de DS més gran que la mitjana. Les variables qualitatives

s’expressen a través de percentatges (%).

Cohort 4. Per tal de verificar si 1’acte quirrgic de la CB implica 0 no un canvi en
I’expressio d’aquests gens, es va reclutar una cohort constituida per 16 pacients obesos morbids
intervinguts de CB mitjancant BPG en Y de Roux. En aquesta cohort de pacients, es va obtenir
una primera mostra de SAT just després de la primera insicié quirdrgica i una segona mostra just
abans de tancar la insicio (transcorregut un periode de 2 hores). La totalitat d’aquests pacients es
va intervenir al mateix centre (Hospital de la Vall d’Hebr0), a mans del mateix cirurgia (Dr.
Vilallonga) i per la mateixa via d’abordatge, laparoscopica. La fenotipacid clinica i analitica

basica es troba resumida a la taula anexa (taula 4).
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Taula 4: Fenotipacio clinica i analitica basica estudi inici-final de la cirurgia bariatrica (CB). Cohort 4.

BPG (n=16)
Sexe (D/H) 13/3
Edat (anys) 46 +10
HTA (No/Si) 9/7
Dislipemia (No/Si) 10/6
DM2 (No/Si) 6/10
Tabaquisme (No/Si/Ex-) 10/3/3
IMC (kg/m2) 4497 +3.41
TAS (mmHg) 131.71 + 14.47
TAD (mmHg) 80.93 +10.51
Glucosa (mg/dl) 116.79 £ 36.71
HbAlc (%) 6.40+1.21
HOMA-IR 15.50+ 19.65
Coleterol total (mg/dl) 189.78 £ 29.86
HDL (mg/dl) 46.73 £ 9.67
LDL (mg/dl) 116.17 +24.01
Triglicerids (mg/dl) 130.89 + 74.16

IMC: index de massa corporal; TAS: Tensié arterial sistolica; TAD: tensid arterial diastolica; HbAlc:Hemoglobina
glicosilada; HDL: Lipoproteines d’alta densitat; LDL: Lipoproteines de baixa densitat; TG:Triglicerids. Els valors de
les variables quantitatives s’expressen com valor mig i desviacid estandard ( SD). Les variables qualitatives

s’expressen a través del nombre total.
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5.2. Resultats del primer objectiu: estudi dels canvis en I’expressio

génica de SAT després de la pérdua de pes promoguda per la CB.

A 16 de les 25 pacients operades de cirurgia bariatrica es va procedir a I’estudi de
I’expressié génica en SAT mitjancant técniques de Microarray. Es va observar canvis
estadisticament significatius en I’expressio de 5.018 dels 48.952 gens estudiats. D’aquests, 2.432
(48.5%) van veure incrementada la seva expressié després de la cirurgia i 2.586 (51.5%) van

mostrar una disminuci6 de la seva expressio.

Un recull d’aquells gens que més van veure modificada la seva expressio després de la CB

es mostra a la taula adjunta (Taula 5).

Taula 5: Recull dels gens que més veuen modificada la seva expressié (Log2 fold change) a I’estudi expressio génica
en teixit adipés subcutani (SAT) mitjangant técniques de microarray. Estudi de 16 dones obeses morbides abans i
després de la pérdua de pes promoguda per la cirurgia bariatrica (CB). Cohort 1.

GEN NOM GEN 'c-zgigf:'d .

SLC27A2 | solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2 2,26 0.0002
ELOVL6 | ELOVL fatty acid elongase 6 1,54 <0.0001
FASN fatty acid synthase 1,52 <0.0001
STOX1 storkhead box 1 1,47 <0.0001
Cé complement component 6 1,29 0.0002
TF transferrin 1,29 0.0001
PKP2 plakophilin 2 1,28 0.0001
OLFM2 | olfactomedin 2 1,23 0.0001
ACLY ATP citrate lyase 1,23 0.0001
ccLs chemokine (C-C motif) ligand 8 -1,25 <0.0001
ITGAX integrin, alpha X (complement component 3 receptor 4 subunit) -1,26 0.0001
JUN jun proto-oncogene -1,26 0.0002
C3AR1 complement component 3a receptor 1 -1,28 <0.0001
CHI3L1 | chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 1,29 0.0001
MMP9 g?rari;?aesgllopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV 129 0.0001
NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 -1,29 0.0001
CXorf21 | chromosome X open reading frame 21 -1,30 0.0001
IGSF6 immunoglobulin superfamily, member 6 -1,36 0.0006
JUNB jun B proto-oncogene -1,38 0.0001
SANBP?’ RAN binding protein 3-like -1,38 0.0002
THBS1 | thrombospondin 1 -1,41 0.0001
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GEN NOM GEN Log, fold
change p

PLA2G7 | phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase) -1,41 0.0077
CD69 CD69 molecule -1,44 <0.0001
IL8 interleukin 8 -1,44 0.0014
CLEC7A | C-type lectin domain family 7, member A 1,45 <0.0001
C5AR1 complement component 5a receptor 1 -1,54 <0.0001
IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 -1,56 <0.0001
SPP1 secreted phosphoprotein 1 -1,58 0.0002
LYz lysozyme -1,62 <0.0001
EGR1 early growth response 1 -1,65 0.0010
RGS1 regulator of G-protein signaling 1 1,71 0.0001
DUSP1 dual specificity phosphatase 1 -1,73 <0.0001
MT1A metallothionein 1A -1,78 0.0006
AQP9 aquaporin 9 2,16 0.0001
EGFL6 | EGF-like-domain, multiple 6 2,22 0.0010
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog -2,82 0.0012

Es recull a la taula una representacio dels gens que més canvien després de la cirurgia. Els valors s’expresen a la taula

com el logaritme del % de canvi que té lloc després de la cirurgia bariatrica. D’aquells que mostren un canvi

estadisticament significatiu, s’agafa com a punt de tall 1.2 del log fold change. Aquests gens es mostren ordenats des

dels que més augmenten la seva expressio fins als que més la disminueixen. En negreta s’indica la significacio

estadistica.

L’expressio génica en teixit adipos dels gens que més veien modificada la seva expressio

amb técniques de microarray va ser estudiar mitjancant RT-PCR a la cohort de 25 dones obeses

morbides intervingudes de CB (abans i després de la perdua de pes) i en els 25 pacients controls.

Adjunt es recull una mostra dels gens que van experimentar un major canvi d’expressio en I’estudi

longitudinal (N=25), aixi com la comparacio6 entre 1’expressio pre-CB vs el grup control (N=50)

per aquests gens (Taula 6).
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Taula 6: Estudi expressio génica en teixit adipds subcutani (SAT) mitjangant reaccid en cadena de la polimerasa en
temps real (RT-PCR) en 25 pacients dones obeses morbides -abans i després de la pérdua de pes promoguda per
la cirurgia bariatrica (CB)- i en un grup de 25 pacients control primes, aparellades per edat i sexe. Estudiats els gens
que més canvien al microarray i una seleccié d’altres gens d’interées. Cohort 1 2.

Estudi longitudinal (N=25) Estudi transversal (N=50)
Gen C::svti-z;pvr::srii((:'ﬁ) p Expressio control vs Pre-CB (%) P
ELOVL6 1253.6 <0.0001 199.6 0.016
SLC27A2 539.5 0.001 113.9 0.003
PKP2 269.6 0.002 220.3 0.012
ACLY 245.1 <0.0001 43.1 0.021
OLFM2 150.0 <0.0001 50.9 0.012
LYz -68.3 0.001 -70.0 <0.0001
DUSP1 -82.6 0.001 185.4 0.003
EGR1 -83.6 0.035 533.5 <0.0001
EGFL6 -80.2 0.003 -64.3 0.016
SPP1 -87.2 <0.0001 -70.2 0.001
AQP9 -90.0 0.002 -56.1 0.019
FOS -96.3 0.006 296.5 0.003
RGS1 -94.1 0.014 51.2 0.233
Altres gens d’interes
GYS2 283.6 0.002 176.1 0.003
FASN 262.5 <0.0001 43.2 0.01
SCD1 198.1 <0.0001 11.6 0.709
LGALS12 145.9 <0.0001 44.2 0.006
ACACA 136.4 <0.0001 33 0.831
THRSP14 77.6 0.004 42.9 0.043
ACSL1 77.6 0.001 47.0 0.033
GLUT4 62.7 0.002 63.2 0.001
DECR1 51.7 0.001 50.7 0.002
ECI1 38.9 0.005 29.0 0.035
IRS1 37.5 0.032 42.1 0.003
KPNA2 -47.7 0.001 -29.1 0.039
IQ6GAP2 -50.9 <0.0001 -51.6 <0.0001
TNF-a -74.6 <0.0001 17.5 0.366
PRG4 -80.9 <0.0001 -69.4 <0.0001
IL-6 -96.1 0.003 66.3 0.001

Els valors s’expresen a la taula com el % de canvi després de la cirurgia o en comparacié amb el grup control. A la
segona columna es reflexa el % de canvi que té lloc després de la perdua de pes en I'estudi longitudinal de 25
pacients. A la dreta de la taula es compara I'expressid génica en obesitat (pre-cirurgia) vs pacients controls (N=51).
El % de canvi es calcula com: [expressié post-CB o bé Expressid grup control * 100/valor promig pre-CB]*100 .

La comparacid esta realizada mitjangant T-Student. Els gens s’ordenen segons el percentatge de canvi després de

la CB. En negreta s’indica la significacid estadistica.
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5.3. Resultats del segon objectiu. Aprofundir en I’estudi de 5 dels gens
gue més veuen modificada la seva expressi6 després de la pérdua de pes

promoguda per la CB.
Després de la validacio del microarray per RT-PCR, es va procedir a fer una selecci6 de 5
dels gens que més modificaven la seva expressid (en una o altre direccid) després de la cirurgia

bariatrica, per tal d’aprofundir en el seu estudi.

Es van seleccionar aquells gens que més modificaven la seva expressio, acostant-se aixi a

I’expressio del grup control i amb una expressio quantificable en tots els casos.

Aqguests 5 gens van ser:

Proteina-G reguladora de senyal tipus-1 (RGS-1)

- Lysozyme (LYZ)
- Plakophilin-2 (PKP2)
- Olfatctomedina-2 (OLFM-2)

- Transportador d’acids grassos de la familia 27 (SLC27A)

Es va procedir a estudiar les relacions entre el percentatge de canvi d’aquests gens i el
percentatge de canvi d’altres variables cliniques i analitiques a 1’estudi longitudinal. A I’estudi
transversal, es va estudiar les associacions amb variables cliniques i amb 1’expressio génica
d’altres factors (Taula 7).

Totes les troballes son realitzades en ’estudi de pacients consecutius.
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Taula 7: Associacio expressié geénica teixit adipds subcutani (SAT) dels 5 gens a estudi amb I'expressié genica
d’altres factors. Expressié determinada mitjangant reaccié en cadena de la polimerasa en temps real (RT-PCR).
Cohort 2.

RGS1 OLF2 LYz PKP2 SLC27A
Gens Lipogénics/gota lipidica r p r p r p r p r p
ACC -0,235 0,036 N/S N/S -0,284 0,011 N/S N/S 0,204 0,07
BRCA1 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,276 0,045
FASN N/S N/S 0,244 0,068 N/S N/S 0,285 0,033 0,27 0,04
SFRP1 N/S N/S 0,537 0,002 N/S N/S N/S N/S 0,315 0,09
Gens Lipolitics/ gota lipidica
ABHD5 0,293 0,07 N/S N/S 0,281 0,083 0,343 0,03
ADRP/PLIN2 0,558 <0,0001 N/S N/S -0,291 0,029 N/S N/S N/S N/S
FSP27 0,273 0,05 0,449 0,001 N/S N/S N/S N/S -0,252 0,071
TIP47 0,322 0,02 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
Gens Pro inflamatoris
CDh14 N/S N/S -0,447 0,025 0,389 0,055 -0,408 0,048 -0,579 0,002
CB2/CNR2 0,272 0095 -0,319 0,047 0343 0,033 -0,472 0,003 N/S N/S
CLEC7A 0,364 0,003 N/S N/S 0,439 <0,001 N/S N/S N/S N/S
HMGA2 0,448 0,006 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
HMGB1 N/S N/S N/S N/S N/S N/S -0,355 0,015 N/S N/S
IL21R 0,29 0,024 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
IL33 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,284 0,041
IL6 0,544 <0,0001 N/S N/S 0,263 0,062 N/S N/S N/S N/S
IL8 0,611 <0,0001 N/S N/S N/S N/S -0,405 0,012 N/S N/S
IRF-4 0,282 0,024 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
ITGAX 0,5 0,001 N/S N/S 0,555 <0,0001  N/S N/S -0,273 0,084
KIT N/S N/S N/S N/S 0,393 0,001 N/S N/S N/S N/S
LEPTINA N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S  -0,376 0,011
PEDF/SERPINF1 N/S N/S 0,271 0,036 N/S N/S 0,285 0,028 N/S N/S
RBP4 N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,429 0,046 N/S N/S
SPP1 0,372 <0,0001 N/S N/S 0,257 0,018 N/S N/S  -0,342 0,001
S100A9 0,271 0,037 N/S N/S N/S N/S N/S N/S  -0,238 0,067
S1A00A8 0,383 0,008 N/S N/S N/S N/S -0,247 0,094 -0,262 0,076
TLR2 0,371 0,011 -0,343 0,019 N/S N/S -0,336 0,023 N/S N/S
TNFa 0,552 0,002 N/S N/S 0,28 0,034 N/S N/S N/S N/S
TNFRSR9 0,397 <0,0001 N/S N/S 0,368 0,001 N/S N/S N/S N/S
Gens antiinflamatoris
CD206/CD68 -0,387 0,009 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
IL10 0,53 0,001 N/S N/S 0,621 <0,0001 N/S N/S N/S N/S
TIMP3 N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,379 0,016 N/S N/S
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RGS1 OLF2 Lyz PKP2 SLC27A
Acci6 insulina r p r p r p r p r p
CDK5 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,343 0,016
GLUT4 -0,507 0,007 0,432 0,024 -0,522 0,005 N/S N/S N/S N/S
INSIG1 -0,31 0,066 0,535 0,002 N/S N/S 0,479 0,009 N/S N/S
IRS1 N/S N/S N/S N/S -0,248 0,04 N/S N/S 0,252 0,037
Hormones Tiroidals
DIO-1 0,387 0,012 N/S N/S 0,354 0,023 -0,364 0,021 -0,317 0,043
DIO-2 N/S N/S N/S N/S N/S N/S -0,407 0,006 -0,357 0,017
TRB2 N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,524 0,01 0,5 0,015
Mitocondrials/Teixit adipés marré
co3 -0,375 0,001 N/S N/S -0,443 <0,001  N/S N/S N/S N/S
ucpP-1 N/S N/S -0,29 0,03 N/S N/S N/S N/S N/S N/S
RBL-1 N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,445 0,005
TMEM26 -0,268 0,013 N/S N/S -0,212 0,052 0,227 0,039 0,401 <0,0001
Apoptotics
ATF-6 N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,425 0,006 0,473 0,002
BAX N/S N/S N/S N/S N/S N/S 0,355 0,023 N/S N/S
Ferro
ALAD N/S N/S 0,336 0,048 N/S N/S N/S N/S N/S N/S
ENGL1 N/S N/S N/S N/S -0,284 0,032 0,265 0,051 N/S N/S
EPOR N/S N/S N/S N/S N/S N/S -0,391 0,018 N/S N/S
FLVCR1 N/S N/S N/S N/S 0,42 0,002 N/S N/S N/S N/S
FLVCR2 0,247 0,083 N/S N/S 0,588 <0,0001 N/S N/S N/S N/S
FP1 N/S N/S -0,328 0,025 0,291 0,05 N/S N/S  N/S N/S
HEPCIDINA 0,362 0,013 N/S N/S 0,429 0,003 N/S N/S N/S N/S
IREB2 N/S N/S 0,281 0,062 N/S N/S 0,434 0,003 0,464 0,001

Els gens de la primera columna, s’ordenen segons la seva relacié amb el metabolisme lipidic ( lipogénics / lipolitics ),

amb inflamacié (pro-inflamatoris / antiinflamatoris), accié insulina, metabolisme de les hormones tiroidals, accio

mitocondrial i/o implicats en el metabolisme del teixit adipds marrd, accio apoptotica i metabolisme del ferro. Les

associacions s’han estudiat seguint el model de correlacié bivariant d’Spearman. ‘R’ correspon al coeficient de

correlacié d’Spearman i ‘p’ a la significacid estadistica. En negreta s’indica la significacié estadistica. En gris les

tendéncies que no arriben a ser significatives. ‘ns’ = resultat no significatiu.
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5.3.1. Proteina-G reguladora de senyal tipus-1 (RGS-1)

Expressio RGS-1 estudi longitudinal (Cohort 1 i 2):

L’expressio de RGS-1 es va veure reduida després de la cirurgia bariatrica (p= 0.014). No
es van observar diferencies estadisticament significatives entre I’expressio del grup pre-cirurgia i
la del grup control (Figura 8).
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Figura 8: 95% de I'interval de confianga de I'expressié relativa d’'RGS-1 en SAT determinada per RT-PCR abans i
després de la CB i en el grup control. No s’observen diferéncies entre pacients pre-CB i el grup control.

Associacions cliniques

- Estudi longitudinal (cohort 1):
La disminuci6 en I’expressio de RGS-1, a més d’associar-se de manera positiva amb la
pérdua de pes (r= 0.521 ; p=0.042), va presentar una associacié positiva amb la disminucié de la

concentracio de triglicérids en plasma (r=0.518; p= 0.014).
- Estudi transversal (cohort 3):

A I’estudi transversal, no es va observar una correlacié entre I’expressio de RGS-1 i I’'IMC,

perd si una tendéncia positiva amb la concentracié de triglicérids en plasma (r= 0.172; p= 0.055).
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Associacié amb I’expressio génica d’altres factors (Cohort 3):

A Testudi transversal, RGS-1 es va associar significativament i de manera positiva amb
I’expressio de diferents gens pro-inflamatoris com sén: interleuquines 6 i 8 (Figura 9), receptor
d’interleuquina 21, TNFa (factor de necrosis tumoral o) (Figura 9), TNFRSR9 (receptor-
interacting serine-threonine kinase 1), CLEC7A (C-type lectin domain family 7, member A),
HMGAZ2 (high mobility group AT-hook 2), IRF-4 (interferon regulatory factor 4), SPP1 (secreted
phosphoprotein 1/ osteopontina), TLR2 (toll-like receptor 2), SLO0A 8 i9 (S100 calcium binding
protein) (Taula 7).
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Figura 9: Correlacié entre I'expressié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i I’'expressié genica d’altres factors pro-
inflamatoris com son IL-6 (interleucina-6), IL-8 (Interleucina-8) i TNF-a (factor de necrosi tumoral-a).

Es va observar una forta associacié positiva entre RGS-1 i ITGAX (marcador de macrofags,
també conegut com CD11c) (r = 0.500; p < 0.001). Separat per sexes, aquesta associacio es va
mantenir en els dos grups, essent més important en homes (r = 0.718; p < 0.0001) que en dones
(r=0.537; p =0.002) (Figura 10).
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Figura 10: Correlacié entre I'expressié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i I'expressio genica del marcador de
macrofags ITGAX separat per sexes (esquerre homes ; dreta dones).

De manera concordant, RGS-1 va mostrar una associacié positiva amb Hepcidina (r=
0.362; p= 0.013), gen implicat en el flux del ferro des de I’enterocit i directament relacionat amb
inflamacio i negativa amb el quocient CD206/CD68 (r= -0.387; p= 0.009).

Es va observar una associacié positiva entre 1’expressio d’RGS-1 i ’expressio del gen

antiinflamatori IL-10 (r= 0.53; p=0.001) (Figura 11).
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Figura 11: Correlacid entre I'expressié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i I'expressié d’interleuquina 10.

RGS-1 també va mostrar una correlacié negativa amb GLUT-4 (glucose transporter
member 4), gen directament implicat amb la sensibilitat a la insulina (r= -0.507; p= 0.007) i amb
el gen lipogénic ACC (Acetyl CoA carboxylase)(r= -0.235; p= 0.036) i positiva amb els gens
lipolitics: ADRP (Adipose differentiation-related protein) (r=0.558; p<0.0001), TIP47 (PLINS;
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Periolipin 3) (r=0.558; p=0.02) (Figura 12) i una tendéncia sense arribar a ser significativa amb
FSP27 (CIDEC; cell death-inducing DFFA-like effector c) i ABHD5 (abhydrolase domain

containing 5).
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Figura 12: Correlacid entre I'expresié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i GLUT-4 (a dalt) i amb I'expressié dels
gens lipogenics tip47 i ADRP (a baix).

RGS-1 va mostrar una correlacié negativa amb 1’expressié de el gen mitocondrial CO3

(cytochrome ¢ oxidase I1l) (r= -0.375; p= 0.001) i amb el marcador de teixit adipds beige

TMEMZ26 (transmembrane protein 26) (r=-0.268; p=0.013) (Figura 13).
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Figura 13: Correlacid entre I'expresié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i I'expressié de CO3 i TMEM26.

RGS-1 va mostrar també una associacié positiva amb DIO-1 (Deiodinasa 1) (r= 0.387;
p=0.012) (Figura 14).
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Figura 14: Correlacid entre I'expresié de RGS-1 calculada a través de RT-PCR i I’expressié de DIO-1.
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5.3.2. Lysozyme (LYZ).

Expressié LYZ estudi longitudinal (Cohort 1 i 2):

L’expressio de LYZ es va veure disminuida després de la cirurgia bariatrica (p< 0.0001)

assolint una expressio similar a la del grup control (Figura 15).
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Figura 15: 95% de d’interval de confianga de I'expressio relativa LYS en SAT determinada per RT-PCR abans i després
de la CBien el grup control. No s’observen diferencies entre pacients Post-CB i el grup control.

Associacions cliniques:

- Estudi longitudinal (Cohort 1):
La disminuci6 de LYZ es va associar al percentatge de canvi de I’IMC (r= 0.513 ; p=
0.007).

- Estudi transversal (Cohort 2):

Es va observar una associacio positiva entre LYZ i IMC (r=0.426; p<0.0001), concentracié
de triglicerids circulants (r=0.177; p=0.001) (Figura 16), glucémia plasmatica basal (r=0.274;
p<0.0001), insulina plasmatica basal (r= 0.219; p= 0.011) i HOMA-IR (r= 0.319; p < 0.0001) i
negativa amb la concentracions d’HDL (r= -0.178; p= 0.049).
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Figura 16: Correlacié entre I'expressio de LYZ calculada a través de RT-PCR i I'index de massa corporal (IMC) i la
concentracio de triglicerids en plasma.

Associacié amb I’expressio genica d’altres factors (Cohort 3) :

L’expressio de LYZ va mostrar una associacié significativa i positiva amb diferents gens
pro-inflamatoris tals com CLEC7A (r= 0.439; p < 0.0001); ITGAX (r=0.555; p < 0.0001); KIT
(r=0.393; p= 0.001); SPP1 (r= 0.257; p= 0.018); TNF-a (r= 0.280; p= 0.034) i TNFRSR9 (r=

0.368; p=0.001). L’expressio de LYZ va mostrar també una tendéncia positiva amb 1’expressio

de CD14 i IL-6 sense arribar a ser estadisticament significativa (r= 0.389; p= 0.055 i r= 0.263 i

p=0.062, respectivament) (Figura 17).
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Figura 17: Correlacid entre I'expressié de LYZ calculada a través de RT-PCR i I'expressi6 de ITGAX i TNF-a.
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Igual que passava amb RGS1, es va observar una associacio positiva entre 1’expressio de

LYZ ilade IL-10 (r= 0.621; p< 0.0001) (Figura 18).
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Figura 18: Correlacid entre I'expressié de LYZ calculada a través de RT-PCR i I'expressi6 d’ IL-10.

De manera concordant a les associacions observades amb gens pro-inflamatoris,
I’expressio de LYZ va mostrar una correlacié també positiva amb gens implicats en el
metabolisme del ferro tals com: FLVCR1 i 2 (r= 0.420; p=0.002 i r= 0.558; p < 0.0001,
respectivament) i IREB2 (iron-responsive element binding protein 2) (r= 0.429; p= 0.003) i
negativa amb gens implicats en la sensibilitat a la insulina com s6n GLUT-4 (r = - 0.522; p=
0.005) i IRS-1 (insulin receptor substrate 1) (r = -0.248; p < 0.04) (Figura 19)

i
o

=

I

\
©
o
N
1)

®
©

© r = 0.588

. p <0.0001

o

El

03|

i

o
@
5 0= 00 o

IRS1 relative gene expression in SAT (RU)
o
o

FLVCRR relative gene expression in SAT (RU)
GLUTA relative gene expression in SAT (RU)

[+)
5 3 [qgr'",a )
%50 ? o g ©% B
o

02 04 y b 02 o o5 o5 ) 0 as us o5
LYZ relative gene expression in SAT (RU) LYZ relative gene expression in SAT (RU) LYZ relative gene expression in SAT (RU)

Figura 19: Correlacid entre I'expressié de LYZ calculada a través de RT-PCR i I'expressid dels gens FLVCR2, GLUT-4 i
IRS-1.
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L’expressio de LYZ va mostrar també una correlacié negativa amb el marcador de teixit
adip6s beige TMEM26 (transmembrane protein 26) (r= -0.215; p= 0.052), de manera concordant
amb les associacions també negatives trobades amb CO3, gen implicat el metabolisme
mitocondrial (r= -0.443; p < 0.0001) i amb el gen lipogénic ACC (r= -0.284; p=0.011) (Figura
20).
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Figura 20: Correlacié entre I'expressio de LYZ calculada a través de RT-PCR i el log10 de I'expressié de CO3
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5.3.3. Transportador d’acids grassos de la familia 27 (SLC27A2).
Expressio SLC27A2 estudi longitudinal (Cohort1i2) :
L’expressio de SLC27A2 es va veure incrementada després de la cirurgia bariatrica (p<

0.011). No s’observaven diferéncies entre I’expressio del grup pre-cirurgia i el grup control
(Figura 21).
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Figura 21: 95% de d’interval de confianga de I'expressio relativa de SLC27A2 en SAT determinada per RT-PCR abans i
després de la CB i en el grup control. No s’observen diferencies entre pacients pre-CB i el grup control.

Associacions cliniques:

- Estudi longitudinal (Cohort 1) :
SLC27A2va presentar una correlacio negativa amb I’TMC (r = -0.458; p = 0.008) i positiva
amb la sensibilitat periférica a la insulina determinada per CLAMP (r = 0.518; p = 0.048).

- Estudi transversal (Cohort 1) :
A I’estudi transversal, SLC27A2 va mostrar una associacio negativa amb I’IMC
(r=-0.274; p<0.0001) i amb la concentracié de triglicerids circulants (r=-0.267; p=0.003) (Figura
22).
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Figura 22: Associacid entre I'expressié relativa de SLC27A2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'index de
massa corporal.

Associacié amb I’expressio génica d’altres factors (Cohort 3):

L’expressio de SLC27A2 va mostrar una clara correlacio positiva amb 1’expressio del gen
lipogénic BCRAL (breast cancer 1, early onset)(r= 0.276; p= 0.045) (Figura 23). Es va observar
una correlacio també positiva amb altres gens lipogénics com sén FASN (fatty acid synthase) (r=
0.27; p=0.04) i una tendencia també positiva tot i que sense arribar a ser significativa amb ACC
(r=0.204; p=0.07) i SFRP1(secreted frizzled-related protein 1) (r= 0.315; p= 0.09).
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Figura 23: Associacid entre I'expressio relativa de SLC27A2 en SAT determinada mitjangcant RT-PCR i I'expressié de
BCRAL.

SLC27A2 va presentar una correlacio també positiva amb el gen lipolitic
ABHD5(abhydrolase domain containing 5) (r= 0.343; p= 0.03) i amb gens implicats en el
metabolisme del teixit adipés marr6 com son TMEM26 (r= 0.401; p< 0.0001) i RBL1
(retinoblastoma like-1) (r= 0.445; p= 0.005) i amb el gen pro-apoptotic ATF-6 (r= 0.473; p=
0.002) (Figura 24).
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Figura 24: Associacio entre I'expressio relativa de SLC27A en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressié de

RBL1 i ATF6.

De manera concordant, SCL27A2es va associar negativament amb 1’expressio dels gens
pro-inflamatoris: CD14 (r= -0.579; p= 0.002), PEDF (r= -0.376; p=0.011), SPP1 (r= -0.342;
p=0.001) (Figura 25) i implicats amb el metabolisme del ferro com IREB2 (r= 0.464; p=0.001)
i positivament amb 1’expressi6 de CDKS5 i IRS-1 (r= 0.343; p= 0.016 i r= 0.252; p= 0.037,

respectivament) (Figura 26), gens implicats en la sensibilitat a la insulina.
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Figura 25: Associacio entre I'expressio relativa de SLC27A en SAT determinada mitjancant RT-PCR i I'expressié de

CD14 i SPP1.
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Figura 26: Associacio entre I'expressio relativa de SLC27A en SAT determinada mitjancant RT-PCR i I'expressié de
IREB2 i IRS1.

SCL27A2 s’associa negativament amb [’expressié dels gens que codifiquen per les
Deiodinases 1i 2, DIO-1 (r=-0.317; p=0.043) i DIO-2 (r=-0.357; p=0.017) i positivament amb
el gen TRB2 que codifica pel receptor B2 d’hormones tiroidals (r= 0.5; p= 0.015) (Figura 27).
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Figura 27: Associacio entre I'expressio relativa de SLC27A en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressié de
DIO1i TRB2.

SLC27A2 va mostrar una correlacié positiva amb CBS (cystathionine-beta-synthase) i
CTH (cystathionine gamma-lyase) (r= 0.525; p<0.0001 i r= 0.493; p<0.0001, respectivament),
gens implicats en la via del sulfur, i amb ALMS-1 (Alstrom-1)(r= 0.492; p<0.0001), gen
classicament associat a obesitat (Figura 28).
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Figura 28: Associacid entre I'expressio relativa de SLC27A2 en SAT determinada mitjancant RT-PCR i I'expressié de
CBS i ALMS1.
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5.3.4. Olfactomedina-2 (OLFM2).

Expressio Olfactomedina-2 estudi longitudinal (Cohort 1 i 2):

L’expressio d’OLFM2 es va veure incrementada després de la cirurgia bariatrica
(p< 0.0001). L’expressio relativa d’OLFM2 mostrava diferéncies estadisticament significatives
entre pacients pre-CB i el grup control (p=0.008). Dos anys després de la CB, 1’expressio
d’OLFM2 en SAT va esdevenir superior a ’expressio del grup control (p=0.007) (Figura 29).
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Figura 29: 95% de d’interval de confianga de I'expressio relativad’OLFM2 en SAT determinada per RT-PCR abans i
després de la CB i en el grup control.

Associacions cliniques:

- Estudi longitudinal (Cohort 1):

El percentatge de canvi en I’expressi6 d’OLFM?2 va mostrar una associacié positiva amb
el percentatge de canvi de la concentracié plasmatica de colesterol total (r = 0.451; p = 0.035) i
LDL (r=0.548; p = 0.032).

- Estudi transversal (Cohort 3):

L’expressio6 d’OLFM2 va presentar una associacidé negativa amb 1’edat (= -0.264;
p<0.0001), que va mantenir-se separant la poblacié per sexe (r= -0.406; p=0.050 en homes vs r=
-0.262; p=0.006 en dones), perd no separant per obesitat (BMI1>30) (r= -0.436; p<0.0001 en
obesos vs r=-0.131; p= 0.603) (Figura 30) .
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Figura 30: Associacid entre I'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i edat, separat per
sexe (esquerre) i separat per obesitat (dreta).

OLFM2 va mostrar una associacié negativa amb el valor de HOMA-IR (r= -0.316; p=
0.049) i amb les concentracions d’insulina plasmatica basal, tot i que sense arribar a ser

estadisticament significativa amb aquest darrer (r=-0.308; p=0.064) (Figura 31).
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Figura 31: Associacid entre I'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i el valor de HOMA-
IR, i associacio entre OLFM2 i concentracié d’insulina plasmatica basal.

Associacié amb I’expressié génica d’altres factors (Cohort 3):

L’expressio d’OLFM2 va associar-se positivament amb 1’expressio del gen lipogénic
SFRP1 (secreted frizzled-related protein 1) (r=0.537; p= 0.002) i amb el gen lipolitic FSP27
(CIDEC; cell death-inducing DFFA-like effector ¢) (r= 0.449; p= 0.001) (Figura 32). També
s’observa una tendéncia positiva amb ABHDS5 i FASN, malgrat no ser estadisticament

significatives (r= 0.293; p=0.07 i r= 0.244; p=0.068, respectivament).
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Figura 32: Associacio entre I'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressio del gen

FSP27.

OLFM2 es va correlacionar positivament amb 1’expressio de GLUT4 (1= 0.432; p= 0.024)

i INSIG1 (insulin induced gene 1) (r= 0.535; p= 0.002), gens implicats en la sensibilitat a la

insulina, i negativament amb 1’expressio dels gens pro-inflamatoris: CD14 (r=-0.447; p=0.025),
CB2 (r=-0.319; p=0.047) i TLR2 (r=-0.343; p= 0.019) i també amb FP1 (ferroprotina-1) (r= -

0.328; p= 0.025) (Figura 33).
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Figura 33: Associacio positiva entre I'expressié relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressio
del gen GLUT-4 (dalt). Associacio negativa entre |'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-

PCR i I'expressié dels gens CD14, TLR2, Ferroprotina-1.

Es va observar una associacio, en aquest cas positiva, amb 1’expressio dels gens pro-
inflamatoris: IRF-3 (interferon regulatory factor 3) (r= 0.436; p < 0.0001), PEDF(serpin
peptidase inhibitor, SERPINF1) (r= 0.271; p=0.036) i amb el gen implicat en el metabolisme del

ferro ALAD (aminolevulinate dehydratase) (r= 0.336; p= 0.048) (Figura 34). Es va observar una
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tendéncia també positiva amb IREB2 (r= 0.281; p= 0.062), malgrat no arribar a ser

estadisticament significativa.
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Figura 34:Associacid positiva entre |'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressio
de ALAD, PEDF i IRF3.

OLFM2 va correlacionar positivament amb ACY1 (Aminoacylase 1), gen que codifica per
I’enzim que hidrolitza els N-acetil aminoacids a amino-acids lliures alliberant acid acétic (r=
0.439; p <0.0001) (Figura 35).
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Figura 35: Associacid entre I'expressio relativa d’OLFM2 en SAT determinada mitjangant RT-PCR i I'expressio d’ACY1.

116



Tesi doctoral Gemma Xifra Villarroya

5.3.5. Plakophilin-2 (PKP2).

Expressio de Plakophilin-2 estudi longitudinal (Cohort 1i 2) :

L’expressio de PKP2 es va veure incrementada després de la cirurgia bariatrica (p= 0.002).

No es van observar diferéncies entre 1I’expressio del grup post-cirurgia i la del grup control.
(Figura 36).

P <0.0001
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Figura 36: 95% de d’interval de confianga de I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR abans i
després de la CB i en el grup control. No s’observen diferencies entre pacients post-CBi el grup control.

Associacions cliniques:

- Estudi longitudinal (Cohort 1):
El percentatge de canvi en I’expressio de PKP2 va mostrar una associacio negativa amb el
percentatge de canvi de I’IMC (r = -0.509; p = 0.037).

- Estudi transversal (Cohort 3):
L’expressio de PKP2 va associar-se de manera negativa amb I’IMC (= -0.272; p= 0.003)
(Figura 37) i amb la concentraci6 plasmatica de triglicérids (r= -0.258; p= 0.005).
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Figura 37: Associacid entre I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR i I'index de massa corporal.

Associacié amb I’expressio génica d’altres factors (Cohort 3):

L’expressié de PKP2 va mostrar una associacié negativa amb els gens pro inflamatoris:
CD14 (r=-0.408; p=0.048), CB2 (r=-0.472; p= 0.003), HMGB1 (High Mobility Group Box 1)(r=
-0.355; p= 0.015), IL8 (r= -0.405; p= 0.012) i TLR2 (r = -0.336; p= 0.023) i amb el gen que
codifica pel receptor d’eritropoetina, EPOR (r= -0.391; p= 0.018) (Figura 38).
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Figura 38: Associacio entre I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR i I'expressio genica de CD14
i del receptor d’eritropoietina.
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De manera concordant, 1I’expressio de PKP2 va associar-se positivament amb 1’expressio
del gen antiinflamatori TIMP3 (metallopeptidase inhibitor 3) (r=0.379; p=0.016) i amb INSIG-
1 (r=0.479; p=0.009), gen implicat en la sensibilitat a la insulina (Figura 39).
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Figura 39: Associacio entre I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR i I'expressio génica de
TIMP3id‘INSIG1.

En relacié a gens implicats en el metabolisme lipidic, PKP2 va associar-se positivament
amb ’expressio del gen lipogénic FASN (r= 0.285; p=0.033) i amb el marcador de teixit adipds
beige TMEM26 (r= 0.227; p= 0.039).

De manera semblant a les associacions observades per SLC27A, PKP2 va presentar una
associacio positiva amb 1’expressi6 de les deiodinases 1 i 2 (r=-0.364; p= 0.021 i r= -0.407;
p=0.006, respectivament) i negativa amb TRB2 (r= 0.524; p= 0.010) (Figura 40).
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Figura 40: Associacio entre I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR i I'expressio génica de
deiodinasa-1ide TRB2.
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PKP2 va associar-se de manera positiva amb ’expressio dels gens apoptotics ATF-6 (r=
0.425; p=0.006) i BAX (BCL2 associated X protein) (r= 0.355; p= 0.023) (Figura 41) .
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Figura 41: Associacio entre I'expressio relativa de PKP2 en SAT determinada per RT-PCR i I'expressié génica d’ATF6 i
BAX.

A I’estudi mitjangant técniques de microarray, es va observar una associacio positiva entre
expressio de PKP2 i expressid de col-lagen 6A6 (r=0.256; p=0.03). No es va observar
associacions significatives entre I’expressié de PKP2 i la resta de col-lagens determinats al

microarray.
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5.3.6. Estudi del canvi en I’expressié de SAT de RGS-1, OLFM2, PKP2,
LYZ i SLC27a2 promogut per I’acte quirargic:

Per tal de quantificar ’efecte de 1’acte quirargic de la CB en I’expressio d’aquests gens, es
va procedir a estudiar 1’expressio en SAT a ’inici de la CB i al final d’aquesta (transcorregudes
2h) en una cohort de 16 pacients obesos morbids intervinguts de CB mitjancant BPG en Y de
roux (cohort 4)(fenotipacio clinica i analitica basica en taula anexa, Taula 4). En aquesta cohort
de pacients, es va obtenir una primera mostra de SAT just després de la primera insici6 quirargica
i una segona mostra just abans de tancar la darrera insicié (transcorregut un periode de 2 hores).
La totalitat d’aquests pacients es va intervenir al mateix centre (Hospital de la Vall d’Hebr0), a

mans del mateix cirurgia (Dr. Vilallonga) i per la mateixa via d’abordatge, laparoscopica.

L’estudi d’expressio génica es va duur a terme mitjangant RT-PCR. Es va observar un
increment estadisticament significatiu en ’expressié de PKP2 en resposta a 1’acte quirurgic (p=
0.001).No es van observar canvis estadisticament significatius enl’expressio dels altres 4 gens
(RGS-1, OLFM2, PKP2, LYZ, SLC27A)(Taula 8). Es va analitzar I’expressi6 de IL-6 i IL-8 com

a marcadors d’inflamacio, observant canvis significatius en I’expressio dels 2 gens (p<0.00001).

Taula 8: Estudi expressio genica en teixit adipos subcutani (SAT) estudiat mitjan¢ant reaccié en cadena de la
polimerasa en temps real (RT-PCR) en una cohort de 16 pacients obesos morbids -a linici i al final de la CB-, cohort
4,

Gen Inici-CB Final-CB P
RGS-1 0,019711+ 0.005853 0,03468 + 0.025951 0.250
OLFM2 0,042049 + 0.025853 0,046038 +0.021769 0.297
PKP2 0,008945 +0.009137 0,014426 +0.009792 0.001
LYz 0,334404 +0.148844 0,420891 +0.218896 0.092
SLC27A 0,000065 + 0.000057 0,000068 + 0.000053 0.595
IL-6 0.0056906 [0.00027-0.06745] 0.1550029 [0.00301-1.34723] <0.00001
IL-8 0.0051381 [0.00047-0.03590] 0.0837231 [0.00425-0.90125] <0.00001

Els valors s’expresen a la taula com expressio relativa (RU). Els valors s’expressen com valor mig i
desviacié estandard (+ SD). La comparacid esta realizada mitjangant t-Student per a mostres

aparellades. En negreta s’indica la significacio estadistica.
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5.4. Resultats del tercer objectiu: Estudiar els canvis en la sensibilitat a la
insulina després de la pérdua de pes promoguda per la CB i la seva associacio

amb els canvis en I’expressié génica del teixit subcutani.

La sensibilitat a la insulina va ser evaluada a través de CLAMP euglucémic
hiperinsulinémic abans i després de la cirurrgia en 10 de les 25 pacients intervingudes de CB
(Cohort 1). En aquestes, la mitjana del valor de M-CLAMP va passar de 4,87 a 6,50 (p=0.032)
(Figura 42).
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Figura 42: Comparacié de mitjanes de M-CLAMP abans i després de la CB.

Es va procedir a estudiar ’associacid entre la milloria de la sensibilitat a la insulina
(percentatge de canvi de M-CLAMP) i els canvis en I’expressi6 génica de SAT (percentatge de
canvi d’expressio relativa). ES va incloure per aquest objectiu el grup de 10 pacients de qui es
disposava d’estudi CLAMP abans i després de la CB. Es realitzar una seleccié de gens
ampliament relacionats amb inflamacié com son IL-6, MCR1, TNF-o, FNDC5, IL1R1 i
sensibilitat a la insulina (GLUT4 i IRS1).

Es va observar una associacié negativa entre 1’increment en el valor de M-CLAMP i
I’expressi6 dels gens pro-inflamatoris interleuquina 6 (IL-6) i factor de necrosi tumoral-a (TNF-
a) (r= -0.751; p= 0.002 i r= -0.773; p= 0.025, respectivament) (Figura 43). De manera
concordant, es va observar una associacio, en aquets cas positiva, amb el marcador de macrofags
(MCR-1) (r=0.893 ; p=0.007) i amb el receptor tipus 1 d’interleuquina 1 (IL1R1) (r=0.683 ; p=
0.042) (Figura 43). Es va observar una tendéncia estadisticament no significativa entre la milloria
de la sensibilitat a la insulina i I’expressié de GLUT4 i IRS1 (r= 0.608; p= 0.062 i = 0.510; p=

0.132, respectivament).
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Taula 9: Associacions entre percentatge de canvi M-CLAMP i percentatge de canvi d’expressié génica en SAT

(determinada a través de RT-PCR) després de la CB.

Associacio % cavi M-CLAMP

% canvi Expressio (RT-PCR)
Gen

r P

IL-6 -0.751 0.002
MRC1 0.893 0.007
TNF-a -0.733 0.025
FNDC5 0.683 0.042
IL1R1 0.683 0.042
GLUT4 0.608 0.062
IRS1 0.510 0.132

Associacions entre percentatge de canvi d’expressid (RT-PCR) i percentatge de canvi de M-CLAMP, estudiada seguint

el model de correlacid bivariant d’Spearman. ‘R’ correspon al coeficient de correlacié d’Spearman i ‘p’ a la significacio

estadistica. En negreta s’indica la significacié estadistica. Aquests gens es mostren ordenats des en funcié de la

significacid estadistica.
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Figura 43: Associacio entre percentatge de canvi de M-CLAMP (log(10) del percentatge de canvi) i el percentatge de
canvi en |'expressio relativa de IL-6, TNF-a, Receptor de IL1 i MCR1, determinada per RT-PCR.
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Es va estudiar també aquells gens que més veien modificada la seva expressio als resultats

del microarray (Taula 5). Es va validar I’expressioé d’aquests gens a través de RT-PCR i es va

estudiar la correlacio entre el percentatge de canvi d’aquests gens i el percentatge de canvi de M-

CLAMP seguint el model de correlacié bivariant d’Spearman (Taula 10).

Taula 10: Associacié entre percentatge de canvi de M-CLAMP i percentatge de canvi d’expressio relativa (RT-PCR).

Log canvi d’expressio al Associacié amb % canvi
GEN NOM GEN microarray (N=16) M-CLAMP (N=10)

Longold

change p r P
SLC27A2 | solute carrier family 27(fatty acid transporter),member 2 2,26 0.0002 -0.067 0.865
ELOVL6 ELOVL fatty acid elongase 6 1,54 <0.0001 -0.350 0.356
FASN fatty acid synthase 1,52 <0.0001 0.367 0.332
STOX1 | storkhead box 1 1,47 <0.0001 0.286 0.492
C6 complement component 6 1,29 0.0002 0.086 0.872
TF transferrin 1,29 0.0001 0.150 0.700
PKP2 plakophilin 2 1,28 0.0001 0.300 0.624
OLFM2 | offactomedin 2 1,23 0.0001 0.533 0.139
ACLY ATP citrate lyase 1,23 0.0001 -0.017 0.966
IL8 interleukin 8 -1,44 0.0014 -0.100 0.798
CLEC7A C-type lectin domain family 7, member A -1,45 <0.0001 -0.300 0.433
SPP1 secreted phosphoprotein 1 -1,58 0.0002 0.067 0.865
LYz lysozyme -1,62 <0.0001 0.083 0.831
EGR1 early growth response 1 -1,65 0.0010 -0.233 0.546
RGS1 regulator of G-protein signaling 1 -1,71 0.0001 0.167 0.668
DUSP1 dual specificity phosphatase 1 -1,73 <0.0001 0.150 0.700
MT1A metallothionein 1A -1,78 0.0006 -0.083 0.831
AQP9 | aquaporin9 -2,16 0.0001 -0.405 0.320
EGFL6 EGF-like-domain, multiple 6 2,22 0.0010 0.267 0.488
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog -2,82 0.0012 0.017 0.966

A la primera columna es mostren els gens que més veuen modificada la seva expressid estudiada a través de microarray.

Aquests gens es mostren ordenats des dels que més augmenten la seva expressio fins als que més la disminueixen. Els

valors s’expressen com el logaritme del % de canvi que té lloc després de la cirurgia bariatrica. Les 2 columnes de la dreta

mostren les associacions entre percentatge de canvi d’expressid validat per RT-PCR i percentatge de canvi de M-CLAMP,

estudiada seguint el model de correlacié bivariant d’Spearman. ‘R’ correspon al coeficient de correlacié d’Spearman i ‘p’

a la significacio estadistica. En negreta s’indica la significacio estadistica.
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6. DISCUSSIO
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La finalitat d’aquesta tesi era estudiar els canvis en 1’expressié geénica del teixit adipos
subcutani promoguts per la CB i I’associacio d’aquests canvis amb parametres clinics i amb
I’expressio geénica d’altres factors. Les troballes més importants en relacio als objectius va ser, en
primer lloc, I’existéncia de canvis estadisticament significatius en I’expressié de més de 5.000
gens. En segon lloc, fixant-nos en una seleccio de 5 gens d’entre els que més van veure modificada
la seva expressio i quantificables en tots els casos, es va observar una solida associacié entre
I’expressio d’aquests gens i ’expressido d’altres factors implicats en el metabolisme lipidic,
inflamacio i la sensibilitat a la insulina. En tercer lloc, es va observar també una solida associacio
entre I’expressio d’aquests 5 gens i alguns dels parametres clinics que més es modifiquen després
de laCB. En quart lloc, es va corroborar una notable milloria de la sensibilitat a la insulina després
de CB i es va observar una associacié entre aquest canvi en la sensibilitat a la insulina i I’expressio

d’alguns gens implicats en inflamaci6 a nivell de SAT.

El conjunt d’aquestes troballes confirma la hipotesi de que la cirurgia bariatrica modifica

I’expressié genica del teixit adipds subcutani.

Els resultats presentats en aquesta tesi, sén concordants amb les escasses publicacions

existents que indaguen en aquest tema, tal com es detalla en els segiients apartats.
Aguest estudi pot contribuir a entre I’efecte de la CB i a explicar els mecanismes pels quals

té lloc la milloria de les comorbiditats associades a la obesitat, considerant les limitacions

esmentades a I’apartat corresponent.
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6.1. Objectiu 1: Canvis en I’expressié génica del teixit adipés després

de la cirurgia bariatrica.

La obesitat associa una serie d’alteracions metaboliques, entre elles un estat d’inflamacio
cronica de baix grau i de resisténcia a la insulina, resultat en part per la secrecié de mediadors
inflamatoris per part del teixit adipds blanc (Clement K et al, 2007 & Pradhan A et al, 2007).
La CB representa I’opcié de tractament més efica¢ tant per la obesitat en si com per les
comorbilitats associades. Aixi doncs, la CB representa un valués model per comprendre millor

els mecanismes fisiopatolagics pels quals té lloc aquesta milloria del perfil metabadlic.

Juntament amb la milloria de la inflamaci6 sistémica, s’ha descrit una profunda
remodelacié de WAT després de la CB (Eriksson-Holding D et al, 2015), que inclou canvis en
les caracteristiques histologiques (milloria de la fibrosi del teixit adipds) (Eriksson-Holding D et
al, 2015), canvis en ’expressioé genica (Kong LC et al, 2013 and Johansen LE et al, 2012) i

modificacions en el control transcripcional de la inflamacid(Eriksson-Holding D et al, 2015).

Malgrat la CB impliqui una llarga série d’altres factors - modificacions de I’anatomia del
tracte gastrointestinal, del pH gastric, de la mobilitat intestinal, buidament gastric, flux de sals
biliars o sintesi d’hormones gastrointestinals, i sobretot, canvis en la dieta - I’estudi del canvi en
I’expressio génica del teixit adipos representa un camp nou en 1’estudi d’aquests pacients i potser

la primera pedra per entendre el canvi de moltes vies metaboliques.

Al present treball, I’expressio génica a nivell del teixit adipoés subcutani es va veure
notablement modificada després de la pérdua de pes promoguda per la CB. Més de 5.000 gens
van veure modificada la seva expressio als estudis de microarray. De manera global, es va
observar una caiguda en I’expressio de gens proinflamatoris i relacionats amb el metabolisme del

ferro i un increment en 1’expressio del gens lipogénics i implicats en la sensibilitat a la insulina.

Actualment, existeixen 4 estudis publicats que han abordat el canvi en 1’expressid génica
del teixit adip6s subcutani promogut per la pérdua de pes induida per restriccio calorica en 2 d’ells
(Johanson LE et al 2012 i Campbell KL et al, 2013 ) i per cirurgia bariatrica en altres 2 treballs
(Dankel SN et al, 2010 i Kong LC et al, 2013), estudiada mitjangant técniques de microarray
(Taula 11).
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Taula 11: Resum literatura existent on s’avalua a través de técniques de microarray els canvis en I’expressié génica
en teixit adipds després de péerdua de pes.

Autor Any n H/D DM2/No Edat BMI basal BMI post (%canvi) Temps Intervencio
Dankel SN 2010 9 -/9D ? 39.3+4.3 53.3+4.3 33.1% 5.0 (20%) 12 mesos Derivacio bilio-
pancreatica
Johansson LE 2012 9 3H/6D No DM2 40£3.7 42.7+1.4 34.9+1.9 (18.8%) 3 mesos Dieta 1200Kcal
Kong LC 2013 8 8D No DM2 39.3+10.9 47.6+1.5 40.6% +1.3 (14.9%) 3 mesos Bypass
Campbell KL 2013 24 -/24D No DM2 57,5£3.1 30.5+34 27,26 (10.6%) 6 mesos Dieta(8)

/Dieta+Exercici (16)

Els estudis que més han centrat 1’atenci6 en aquest treball han estat els que incloien la CB
com a mecanisme pel qual té lloc la pérdua de pes (Dankel SN et al, 2010 i Kong LC et al, 2013).
Ambdos autors descriuen una cohort de dones (N =9 i N = 8, respectivament), estudiades abans
i després de ser sotmeses a CB mitjancant derivacié biliopancreatica (Dankel et al, 2010) o
mitjangant bypass gastric (Kong et al, 2013), estudiades transcorreguts 12 mesos (Dankel et al) i

3 mesos després d’aquest (Kong et al) (Taula 11).

Dankel SN et al, 2010 recullen en el seu treball I’estudi dels canvis en I’expressi6 génica
en teixit adip6s subcutani de 9 dones obeses morbides intervingudes de cirurgia bariatrica
mitjancant derivacio biliopancreatica. Descriuen una cohort amb una edat de 39,3+4,3 anys i un
IMC inicial de 53,3+4,3kg/m 2. L’expressio génica en SAT va ser estudiada en una primera mostra
obtinguda durant la cirurgia bariatrica i en una segona mostra obtinguda 12 mesos després (amb
un IMC als 12 mesos de 31,1+5kg/m ?).

L’analisi a través de microarray va mostrar canvis significatius en ’expressio de 621 gens
després de la cirurgia, 469 dels quals disminuien la seva expressio i 152 es sobre expressaven. IL-
6, IL-8, IL1b, MCP1/CCL2, subunitat alfa del factor induible per hipoxia (HIF1A) i
cicloxigenasa-2 (PTGS2/COX2), tots ells gens directament vinculats a obesitat i inflamacié, van
disminuir la seva expressid després de la CB. D’altra banda, gens implicats en el metabolisme
lipidic com son apolipoproteina E (APOE), apolipoproteina C1 (APOC1) i esterol regulador de
la unié al factor de transcripcié 1/sterol regulatory element binding transcription factor 1

(SREBF1) van mostrar un increment significatiu en la seva expressio.

No es recull en el seu treball si entre aquestes 9 dones, algunes presentaven DM2. Si que
es descriu la cohort inicial de 16 pacients que inclou les 9 dones amb microarray. D’aquests 16
subjectes (12 dones i 4 homes), 7 eren afectes de DM2. Un any després de la cirurgia bariatrica,
6 dels 7 pacients afectes de DM2 havien presentat una resolucié de la seva diabetis. A nivell de
tota la cohort, I’'index HOMA va presentar una caiguda de 8.6 £6.41 a 1.5+1.33 (p=0.0003).
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Dankel SN et al, publiquen en els seus resultats de microarray 1’expressio dels 5 gens que
han centrat 1’atencio del nostre estudi (PKP2, OLF2, RGS-1, SLC27A i LYZ). Malgrat observar-
se una tendéncia al canvi en I’expressio d’aquests gens, en direccio concordant a les als resultats
recollits en el present treball, aquest canvi és només estadisticament significatiu en el cas de RGS-
1. La manca de significacid en el seu estudi, pot ser atribuible a la menor N reportada o al fet que
no es portés a terme l’estudi d’expressi6 mitjancant RT-PCR. També la seva cohort és
significativament més jove i més obesa que la que es recull a 1’estudi longitudinal del present

treball.

Kong LC et al, 2013 presenten en el seu treball una cohort de 8 dones obeses morbides
amb BMI 47.6 £ 1.5Kg/m? i amb edat de 39.3+10.9 anys, cap d’elles afecte de DM2, estudiades
abans i 3 mesos després d’intervenir-se de cirurgia bariatrica mitjancant bypass gastric. Es va
realitzar estudi d’expressio génica en teixit adipds mitjancant técniques de microarray abans i 3
mesos despreés de la cirurgia. El seu end-point primari va ser 1’estudi dels canvis en la microbiota
del pacient obés i la seva relacio amb els canvis en 1’expressio génica del teixit adipds subcutani.
Kong et al van observar canvis en 14 generes de bactéries, cadascuna de les quals es relacionava
amb els canvis en I’expressio d’entre 28 1 64 gens. Un total de 202 gens mostraven canvis en la

seva expressio transcorreguts 3 mesos des de la cirurgia.

Alguns dels gens citats en el treball de Kong et al amb increment en la seva expressio van
ser: ClQ-factor de necrosis tumoral relacionat amb la proteina 2 (CLQTNF2), bone
morphogenetic protein 6 (BMP6) i transportador de soluts de la familia 13 depenent de sodi/
solute carrier family 13 (sodium-dependent citrate transporter (SLC13A); i amb disminuci6 en
la seva expressio: membre 1 de la familia Acetil coenzim-A sintetasa de cadena curta/ acyl-CoA
synthetase short-chain family member 1 (ACSS-1), 24-dehidrocolesterol reductasa (DHCR24) i
membre 33 de la familia 25 transportadora de soluts/solute carrier family 25 (pyrimidine
nucleotide carrier), member 33 (SLC25A33).

No es parla en el seu treball de canvis en la sensibilitat a la insulina.

Malgrat no es tracti en la seva publicacid, en els seus resultats de microarray (supplemental
information) es recull una tendéncia al canvi en I’expressié de PKP2, OLF2, RGS-1, SLC27A i
LYZ, de manera també concordant amb els canvis d’expressio descrits a la cohort de pacients
descrita en el present treball. En aquest cas pero, la significacié estadistica és significativa només
en el cas de SCL27A2. Igual que en el treball de Dankel SN et al, aquesta manca de significacié

estadistica podria ser explicada per la poca N (N=8) o per la manca de corroboracié dels resultats
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a través de RT-PCR. En aquest cas, pero, també podria ser explicada pel poc temps transcorregut

des de la cirurgia (3 mesos).

Existeixen 2 publicacions més on els canvis en 1’expressio génica de SAT son valorats a
través de microarray després de la pérdua de pes promoguda per dieta (Johanson LE et al 2012
i Campbell KL et al, 2013 ).

Johansson LE et al, 2012 reporten una cohort de 9 pacients (3 homes i 6 dones), cap d’ells
afectes de DM2, obesos morbids amb BMI de 42.7+1.4Kg i 40£3.7 anys d’edat, estudiats abans
i després de pérdua de pes promoguda per dieta hipocalorica. Es va realitzar biopsia de teixit
adipds subcutani abans i després de perdre un 18 % del pes a través de dieta hipocalorica de 1.200
Kcal (101£26 dies post-inici dieta). Aquests pacients van ser seguits durant un periode de 6 mesos
després d’aconseguir-se la perdua de pes (167437 dies) -fase de manteniment de pes- repetint-se
de nou la obtencié de mostra de teixit subcutani. Totes les biopsies van ser obtingudes al finalitzar
TTOG (75gr). L’estudi d’expressid génica mitjangant técniques de microarray va mostrar canvis
en ’expressio de 2163 gens, 1054 dels quals es augmentaven 1 1104 veien disminuida la seva
expressio després de la pérdua de pes. Més de 3000 gens veien modificada la seva expressio
finalitzada la fase de manteniment de pes. Destaquen en el seu treball CIDEA (cell death-inducing
DFFA-like effector A), MMP9 (matrix metallopeptidase 9) i PNPLA3 (patatin-like phospholipase
domain containing 3) com 3 dels gens amb expressio significativament disminuida després de la
pérdua de pes i SCD (estetoril Co-A desaturase), gen implicat en adipogénesi i sensibilitat a la
insulina, com un dels gens amb una expressié més incrementada durant la fase de manteniment.
Johansson et all descriuen la fase de pérdua de pes i la fase de manteniment com a 2

esdeveniments bioldgicament diferents en quant a la fisiologia del teixit adipds.

Malgrat ser una cohort no afecte de DM2, es va observar una milloria a nivell de resisténcia
a la insulina calculada a través de HOMA-IR després de la perdua de pes (p=0.0033), que va
seguir millorant durant la fase de manteniment de pes (p=0.038). Una de les limitacions d’aquest

estudi és que les mostres de SAT van ser extretes al finalitzar TTOG (75g), no en situacié basal.

Campbell KL et al, 2013 reporten en el seu treball una cohort de 45 dones post-
menopausiques amb obesitat /sobrepes (BMI de 31.3 + 4.3Kg/m?) randomitzades a un grup
d’intervencio amb dieta (n=8), un amb exercici (n=14), un tercer amb dieta + exercici (n=16) i un
grup control de no intervencié (n=7). Finalitzat el periode de seguiment de 6 mesos, els 4 grups
van presentar una pérdua mitjana de pes de 8.8Kg, 2.5Kg, 7.9Kg i nul-la, respectivament. Es va
realitzar estudi d’expressio genica a través de técniques de microarray a I’inici i als 6 mesos de

seguiment a través de biopsia de teixit adip6s subcutani. Campbell et all destaquen en el seu
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treball canvis en 1’expressio de 9 gens en els grups amb dieta i dieta + exercici, respecte al grup
control. Descriuven una disminucié en I’expressi6 de 4 gens: 17-beta hidroxiesteroid
deshidrogenasa 1 (HSD17B1), Leptina (LEP), receptor insulina (INSR) i telomeric repeat binding
protein factor 1 (TERF1), i un increment en 1’expressio de: telomeric repeat binding factor 2
(TERF2), telomeric repeat binding factor 2, interacting protein (TERF2IP), IL-1b, receptor
estrogénic (ESR1) i ciclooxigenasa-2 (PTGS2/COX2). Troballes contraries a les associacions
descrites per Dankel SN et al, 2010 respecte PTGS2/COX2 i perdua de pes. Campbell KL et al,
2013 no troben diferencies entre els pacients control i els randomitzats al grup d’exercici.
Destaquen en el seu treball el fet inesperat de no trobar associacions entre la pérdua de pes i
I’expressié de gens pro-inflamatoris classicament associats a obesitat, tals com: TNF-a, IL-6 0
MCP-1. Aquesta troballa és concordant amb un altre treball de Tam et al, 2012 amb disseny
experimental i n similars, on tampoc s’observaven canvis en I’expressié de gens pro-inflamatoris
en SAT (estudiada mitjangant reaccié en cadena de la polimerasa en temps real) malgrat perdua
d’un 25% del pes amb dieta i exercici. Els autors d’un i altre treball hipotetitzen sobre la
possibilitat d’un menor impacte del disblang energétic sobre I’expressié d’aquests gens,
contrariament al que reporten altres autors, si bé la poca n i el baix percentatge de pes perdut (5%
en la majoria dels casos) impressionen ser causes plausibles de la manca de significacio

estadistica.
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El present treball contribueix al coneixement actual aportant una cohort més gran de
pacients intervingudes mitjangant by-pass gastric i estudiades per microarray (N = 16). A més a
més, en aquestes 16, i 9 dones més, es va procedir a corroborar els canvis en I’expressio génica

dels gens més remarcables (tots els inclosos a la part de resultats) a través de RT-PCR (Taula 8).

L’estudi dels canvis en ’expressio genica del present estudi, aprofundeix no només en
I’estudi dels gens classicament vinculats a inflamacio o al metabolisme lipidic i de la glucosa,

sind que estudia també el canvi de gens implicats en el metabolisme del ferro.

Es conegut com I"acumulacié de ferro a nivell del teixit adipos té un impacte directe en la
disfuncié de I’adipocit, en la inflamaci6 cronica d’aquest teixit (Virtue S et al, 2010; Bourlier V
et al, 2008 and Ortega FJ et al, 2010) i en la resisténcia a la insulina i la DM2 (Dekket LH et al,
2013; Jehn M et al, 2004 and Fernandez-Real JM et al, 2005). La insulina és un potent inductor
de la captacio de ferro per part de I’adipocit alhora que interfereix en la seva accid (Davis RJ et
al, 1986). Diferents revisions i metaanalisi confirmen aquesta intima relacié entre el diposit de
ferro i la DM2 (Zhao Z et al, 2012 and Kunutsor SK et al, 2013).

Meés recentment, s’ha descrit una forta associacio entre I’expressid de gens implicats en el
metabolisme del ferro a nivell del teixit adipds i I’expressié de gens adipogeénics (Moreno-
Navarrete JM et al, 2014). S ha descrit com I’expressio del gen que codifica per la proteina
transportadora del ferro, transferrina (TF) correlaciona positivament amb I’IMC i presenta una
associacié negativa amb I’expressio de gens adipogenics com adiponectina (ADIPOQ),
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR,) 0 la sintasa d’acids grassos (FASN)
anivell de SAT. Alhora, I’expressio de TF, s’associa negativament amb la sensibilitat periférica
a la insulina estudiada a través de CLAMP i amb I’expressi6 de gens implicats en la captacio i
el metabolisme d ela glucosa com sén el receptor de glucosa tipus 4 (Glut-4) i el receptor
d’insulina tipus 1 (IRS-1) (Moreno-Navarrete JM et al, 2014). Un altre exemple seria el cas de
gen de la ferroprotina (SLC40A1), el qual exerceix un paper fonamental en I’exportacié de ferro
des de I’interior de la cél-lula i el qual s’ha associat, en aquest cas positivament, amb 1I’expressio
de gens adipogenics i implicats en el metabolisme de la glucosa, i positivament amb factors

inflamatoris com TNF-o (Moreno-Navarrete JM et al, 2014).
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6.2. Objectiu 2: Aprofundir en I'estudi d’una selecci6 de 5 gens dels que més
veuen modificada la seva expressio després de la cirurgia bariatrica i la seva

associacié amb parametres clinics i amb I'expressié d’altres factors.

Després de la validacid del microarray per RT-PCR, es va procedir a fer una seleccio6 de 5
dels gens que més modificaven la seva expressid (en una o altre direcci6) després de la cirurgia

bariatrica, per tal d’aprofundir en el seu estudi.

Es va prioritzar en aquesta seleccio, el grup dels 10 gens que més veien modificada la seva
expressio a l’estudi a través de microarray, Seleccionant els presentaven una expressio

guantificable en tots els casos.

6.2.1. Proteina reguladora de senyal tipus 1 (RGS-1)

RGS-1 es troba en la posici6 10 dels gens que més veuen modificada la seva expressio en
SAT després de la CB. En aquest cas, RGS-1 veu regulada la seva expressié negativament,

assolint una expressio significativament menor també respecte el grup control.

A T’estudi longitudinal, I’expressio de RGS-1 es veu significativament disminuida després
de la CB (p = 0.014). La caiguda en I’expressio de RGS-1 es correlaciona clarament amb la
disminuciéo de I'IMC (p<0.001) a més de correlacionar-se també amb les concentracions
plasmatiques de triglicérids, en concordanca amb els resultats d’estudis animals de Schioth HB

etal, 2006 i Perusse L et al 2005, on s’observa el paper de RGS-1 en el metabolisme lipidic.

A T’estudi transversal, RGS-1 no mostra associacié amb I’IMC, pero si una associacio
positiva amb ’expressio de diferents factors proinflamatoris, entre ells TNF-a (1= 0.552; p=
0.002) en analogia amb els treballs de Moratz C et al, 2000 i negativa amb 1’expressio de factors
antiinflamatoris, com és el cas del quocient entre marcadors de macrofags CD206/CD68 (r=-
0.387; p=0.009). La presencia del marcador de macrofags CD206 s’associa a un teixit adipds sa,
amb una capacitat d’expansi6 conservada, mentre que CD68 correspon a un marcador de
macrofags que incrementa d’acord amb el grau d’obesitat i amb la disfunci6 del teixit adipds
(Moreno-Navarrete et al, 2013). Present sobretot a la fraccié estroma vascular, CD68 representa
un bon reflex del grau d’infiltracié de macrofags al teixit adipds. Com a marcador de macrofags
i de teixit adip6s inflamat i disfuncional, CD68 s’ha relacionat positivament amb la concentracié
de glucosa plasmatica basal i negativament amb 1’expressio de gens adipogeénics (Moreno-

Navarrete et al, 2013). L’associacio negativa entre RGS-1 i aquest quocient, podria contribuir a
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reflexar el canvi post-CB a un teixit adipds menys disfuncional. En aquest sentit, 1’associacio
positiva amb gens adipogénics per excel-lencia com ACC, indicaria una major capacitat
d’expansid d’aquest teixit, juntament a amb una major sensibilitat a la insulina d’acord a
I’associacio positiva amb GLUT-4. Aquestes troballes son concordants amb els estudis en models
animals de Huang X et al, 2008 i de Choi MS et al, 2015.

El gen RGS1(Regulator of G protein signaling), també conegut com 1R20/ BL34/ IER1/
IR20/ HEL-S-87, es troba situat al brag llarg del cromosoma 1 (posicié 1g31) i codifica per la
proteina del mateix nom de la familia de proteina-G reguladores de senyal. Aquesta proteina esta
present al citosol, en una posicio distal al nucli i més proxima a la membrana citosolica. La funcio
d’aquesta proteina és 1’atenuacio de la senyal d’activacio de proteines G a través de la seva unio
als complexes d’activaci6 GTPasa (Bansal G et al, 2007).Actua frenant les vies de senyal

portades a terme a través de proteines G.

Actualment es coneixen més de 20 proteines reguladores de senyal (RGS). La funcio
d’aquestes proteines és la regulacio negativa de proteines G. Totes les RGS comparteixen una
seqiiéncia de 120 aminoacids capag¢ d’unir-se a la subunitat a dels heterodimers que conformen
les proteines G i accelerar la hidrolisi del grup GTP a GDP alliberant un grup fosfat. Actuen com
un activador GTPasa, retornant a la proteina G sobre la que han actuat a la forma inactiva(Figura
44).

Effector

Second messengers

Figura 44: Esquema de I'actuacio dels reguladors de proteina G, promovent la hidrolisi d’'un grup fosfat fet que
ddna lloc a la separacio de les subunitats a i § amb la conseqiient inactivacié del complex. GDP: Guanosina difosfat;
GEF: Factor d'intercanvi de nucleotids de guanina; GPCR: Receptor de membrana associat a proteina-G; GTP:
Guanosina trifosfat;

Font: De Vries L, Zheng B, Fischer T, Elenko E, Farquhar MG.The regulator of G protein signaling family. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 2000;40:235-71.
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Seguidament, es discuteixen les associacions trobades amb obesitat i sistema immune en

constant comparacié amb la literatura existent.

RGS-1 i obesitat

A dia d’avui, ha estat descrit el paper de més de 40 receptors acoblats a proteines G
(GPRCs) en la regulacié ponderal en models animals, aixi com en el metabolisme lipidic i de la
glucosa (Schioth HB et al, 2006 & Perusse L et al 2005). S’han proposat diferents teories sobre
el mecanisme pel qual té lloc aquest efecte: per la via de la melanocortina (Adan RAH et al,
2006), via receptors del neuropéptid Y (Feletou M et al 2006), via sistema endocannabioide
(Kirkham TC et al, 2006), modulant I’activitat dels receptors de serotonina, adrenalina i histamina
(Kobori N et al, 2002), via receptors nicotinics (Tunaru S et al, 2003), via control de la secreci
d’hormones gastrointestinals com la Grelina o el GLP-1 (Moratz C et al, 2000) i via control del

ritme circadia (Huang X et al, 2008).

Es disposa de molt poca informacié que relacioni RGS-1 amb obesitat 0 amb la pérdua
de pes. Dues publicacions recents (Dankel SN et al, 2010 i Kong LC et al, 2013), valoren el
canvi en 1’expressio d’RGS-1 en els seus treballs d’expressio génica en SAT post-CB. Aquests
dos estudis, realitzats a través de microarray, observen una caiguda estadisticament significativa
en I’expressio d’aquest factor (es pot observar el canvi d’expressio d’RGS-1 a les taules
suplementaries on es detalla tota la informacié del microarray). Malgrat cap dels dos treballs
s’estengui en desenvolupar i discutir el canvi d’aquest factor, les seves troballes son plenament

concordants amb els resultats del present treball.

En models animals, recentment s’ha descrit un increment en 1’expressio de RGS-1 a nivell
de SAT en ratolins alimentats amb dieta d’alt contingut en greix (high fat diet, HFD)(Choi MS et
al, 2015). En el seu treball, Choi MS et al observen un increment ponderal en el grup de ratolins
sotmesos a HFD respecte als alimentats amb dieta pobre en greix malgrat un identic aport caloric
total. Mitjancant estudis de calorimetria indirecta, observen una disminucié de la despesa
energética en el grup de ratolins sotmés a HFD, atribuint-se a aquest fet I’explicacié de
I’increment ponderal. Després de ser sotmesos durant 16 setmanes a HFD, aquest grup mostra un
increment en 1’expressio de RGS-1 (p<0.0001) aixi com una disminucidé en 1’expressié de gens
implicats en el metabolisme mitocondrial i un increment en 1’expressio de gens pro-inflamatoris.
En aquest treball, RGS-1 mostra una associacid inversa amb la despesa energética de manera
concordant amb publicacions prévies (Huang X et al, 2008) i encapgala el seu estudi al tractar-

se del gen que més veu modificada la seva expressié després de la HFD en aquesta cohort murina.
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RGS-1 i immunitat

El teixit adip6s, organ amb un elevat contingut de macrofags, és capag de generar una
important resposta inflamatoria. Malgrat aculli diversos tipus cel-lulars implicats en la immunitat
(innata i adaptativa), els macrofags representen el component majoritari (40-60%) i sén els
principals responsables de la produccid de citoquines per part del teixit adip6s. En condicions
fisiologiques normals, els macrofags infiltrats al teixit adipos presenten una doble capacitat de
resposta als estimuls : la via classica -pro inflamatoria, M1- o la via alternativa -antiinflamatoria,
M2-. En situacid d’obesitat, el teixit adipos hipertrofiat i disfuncional fa que I’activacid dels
macrofags tingui lloc per la via classica en detriment de la via alternativa. Aquests macrofags sén
capacos d’atrapar les cél-lules progenitores del teixit adipds (s’observa una caiguda en I’expressio
de gens adipogenics), afavorint aixi la hipertrofia dels adipocits madurs, que esdevenen fibrotics
i contribueixen a amplificar la inflamaci6 cronica associada a obesitat (increment en 1’expressio

de factors pro-inflamatoris), un bucle dificil de trencar.

El teixit adip6s, a banda de macrofags, acull un ampli ventall de cél-lules implicades en
el sistema immune, amb accio pro inflamatoria (Neutrofils, cél-lules dendritiques, macrofags M1,
mastocits i limfocits Thl i B) i amb accié antiinflamatoria (limfocits T reguladors, TH2,
macrofags M2 i eosinofils). El nombre d’aquestes cel-lules es veu severament incrementat amb

la progressio a obesitat.

Respecte al paper d’RGS-1 en la immunitat innata i adaptativa, s’ha descrit la preséncia
de receptors RGS1 a nivell del compartiment hematopoiétic en models animals (Moratz C et al,
2004), principalment a nivell de limfocits B, on s’ha descrit el paper d’aquest proteina en la
migracid dels limfocits Ben ratoli Rgsl knockout (Moratz C et al, 2004). Estudis in vitro han
pogut descriure diferents moduladors de 1’expressié d’RGS1 a nivell de limfocits B; aixi, s’ha
observat com TNF-o representa un potent inductor de la seva expressié mentre Anti-CD40
(inhibidor de la coestimulacié de LB) actua disminuint-la (Moratz C et al, 2000). Estudis en
humans, han demostrat la presencia de RGS-1 a la membrana de monocits (Denecke B et al 1999)
suggerint un paper d’aquesta proteina en la inactivacio de la resposta quimiotactica dels monocits

(Denecke B et al 1999).

Un dels gens que mostra una associacié positiva amb RGS-1 és ITGAX, conegut
marcador de cel-lules dendritiques/macrofags (Zhu XJ et al, 2012), membres de la familia de
cel-lules presentadores d’antigen. Es podria especular una concordanca entre aquesta associacio

i ’estudi de Moratz et al 2004 on es descriu RGS-1 com a factor implicat en la migracié de
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limfocits B, atenent a que les c¢l-lules dendritiques actuen com a cel-lules presentadores d’antigen

a Limfocits B.

La caiguda d’RGS]1 després de la perdua de pes podria ser un altre reflex de la milloria de
la situacié d’inflamacié cronica de baix grau associada a obesitat, contribuint a reflectir la
disminuci6 de la infiltraci6 de cél-lules del sistema immunitari al teixit adip6s que té lloc després
de la CB.

RGS-1 mostra una associacié positiva amb IL-10 de manera concordant amb les
associacions positives observades entre RGS-1 i citoquines pro-inflamatories (IL-6, IL-8, TNF-
a, IL21R, IRF-4, etc). IL-10 és una citoquina amb important activitat immunomoduladora, capag
d’inhibir la sintesi de citoquines per part de les cel-lules presentadores d’antigen i d’actuar
directament a nivell de la proliferacio i diferenciacié de les cél-lules T (Thl i Th2). EI fet que
RGS-1, marcador de cél-lules presentadores d’antigen, s’associi positivament amb IL-10 podria
contribuir a reflectir la restauracio de la resposta immunitaria que té lloc després de la pérdua de
pes. Treballs previs han descrit ja una associacié positiva entre IMC i concentracié de IL-10
circulant en plasma (Bassols J et al, 2010), malgrat no es coneix encara el mecanisme pel qual té
lloc aquesta associacio, s’ha proposat la inflamacié cronica de baix grau associada a obesitat com

una de les causes més plausibles (Bassols J et al, 2010).
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RGS-1 i teixit adipds beige

L’expressio d’RGS-1 en SAT s’associa negativament amb 1’expressio del marcador de

teixit adipds beige TMEMZ26 i amb el gen mitocondrial mtCO3.

Coneguda la preséncia de teixit adip6s marr6 en la persona adulta, de manera inversament
proporcional al IMC (Cypess AM et al, 2009) i conegut I’increment de teixit adipos marré després
de la pérdua de pes (Vijgen GH et al, 2012). L’expressié de RGS-1, podria correlacionar-se amb

la distribucid dels compartiments lipidics, especialment amb el teixit adipds beige.

Dins del teixit adipds marr6, es poden diferenciar 2 tipus cel-lulars diferents, originats
també a través de progenitors cel-lulars diferents: el teixit adipds intercapsular (iBAT), derivat
de les cel-lules pluripotencials del dermomiotoma, i el teixit adipds marré intercalat, també
anomenat teixit adipos beige, originat a partir de cél-lules progenitores presents a la fraccio

estroma-vascular del teixit adipés blanc.

S’ha descrit recentment el paper de les proteines G en el procés de diferenciacio del teixit
adipds blanc a marré en models animals (Wang J et al, 2012). Wang et al descriuen en el seu
treball com ratolins portadors d’una mutacié a nivell del receptor tipus 4 de proteina G que
condiciona una menor expressio d’aquesta proteina (Lgr4 ™™) mostren una major diferenciacio a
teixit adipds marrd, amb el conseqgiient increment en la despesa energética i una resisténcia a
obesitat, en comparacié amb el model wild-type. En el present treball, s’observa una associacid
negativa entre RGS-1, gen implicat en 1’atenuacidé de la senyal d’activacié de proteines G i
TMEM26, marcador de teixit adip6s beige. Aquesta associacid, és també concordant amb la
correlacié negativa entre RGS-1 i mtCO3 ja que la diferenciacid a teixit adipds marré implica una
major activitat mitocondrial. Es podria especular si aquestes associacions podrien representar un
altre mecanisme a través del qual RGS-1 s’associaria a la despesa energética basal, també en

humans.

D’acord amb les troballes reportades en el present treball i la literatura existent, es podria

proposar RGS-1 com a nou marcador d’infiltracié de macrofags al teixit adipos subcutani.

La caiguda de RGS-1 després de la CB, contribuiria a reflexar la restauracié de la resposta
immune, la disminucié de la inflamacié cronica, la milloria de la resisténcia a la insulina i la
redistribucié dels compartiments de greix corporals, que tenen lloc després de la pérdua de pes

associada a obesitat.
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6.2.2. Lysozyme (LYZ)

En el present treball, LYZ és un dels 10 gens que més veu reduida la seva expressid
després de la pérdua de pes promoguda per la CB (p<0.0001). La seva expressio en SAT després

de CB cau fins igualar-se a la del grup control.

A Testudi longitudinal, ’expressié de LYZ mostra una associacié significativament

positiva amb I’IMC i amb la concentracio de triglicérids circulants en plasma.

A Testudi transversal, 1’expressi0 de LYZ s’associa a parametres metabolics de
resistencia a al insulina (HOMA-IR) i a un perfil lipidic desfavorable, mostrant una associacio
positiva amb la concentracio de triglicerids circulants en plasma i negativa amb la concentracié
d’HDL.

A nivell d’expressio genica, LYZ mostra una correlacio positiva amb 1’expressio d’una
amplia varietat de factors classicament vinculats a inflamacié com sén CB2, ITGAX, CLEC?7,
KIT, TNF-a, TNFRSR9 o SPP1, i amb I’expressio de factors vinculats amb el metabolisme del
ferro (Hepcidina, FLVR1 i 2). Igual que en el cas de RGS-1, LYZ mostra una correlacio positiva

amb IL-10 i amb el gen adipdgenic per excel-léncia, ACC.

Paral-lelament, I’expressio de LYZ s’associa negativament amb ’expressi6 de GLUT-4
i IRS-1, gens implicats en el metabolisme de la glucosa i directament vinculats amb la sensibilitat
a la insulina. LYZ mostra també una associacid negativa amb 1’expressid del marcador de teixit

adipds beige TMEM26 i amb el gen mitocondrial COS3.

Lyz i inflamaci6

Fa més de 80 anys, A Fleming va postular en una conferéncia: “I choose lysozyme as the
subject for this address for two reasons: firstly, because | have a fatherly interest in the name
and, secondly, because its importance in connection with natural immunity does not seem to be
generally appreciated”. Actualment, disposem d’escasses publicacions que relacionin LYZ amb

sobrepés/obesitat i que determinin I’expressio de LYZ a nivell del teixit adip6s.
Des del descobriment d’aquest enzim (A Fleming et al, 1922),s’ha anat descrivint la seva

preséncia en una amplia varietat d’organs i teixits - melsa, ronyo, pulmo, tracte gastrointestinal-

i fluids -plasma, saliva, llagrimes i llet materna- en humans (Yazaki et al., 2003).
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La sobrepressio de LYZ ha estat descrita per diferents autors en relacié amb patologies
que impliquen una situacié d’inflamaci6 cronica. Es el cas de patologies digestives com malaltia
de Crohn, colitis ulcerosa, celiaquia, colitis colagenosa o limfocitica (Rubio CA et al, 2014) on
s’ha descrit una sobre expressio de LYZ a nivell de la mucosa gastrointestinal, i en el cas de
malalties sistémiques com la sarcoidosi o I’artritis reumatoide on s’ha descrit un increment en la

concentracid de proteina circulant.

Més recentment, s’ha descrit també una expressio incrementada de LYZ en situacions
d’inflamaci6é aguda com en els politraumatismes (KlUter T et al, 2014). En aquestes situacions,
s’ha vist com els neutrofils, que entren en escena passats 10 minuts des del traumatisme i que
s’acompanyen de 1’activacié de mondcits, impliquen un increment de 1’expressio de LYZ i de
I’alliberacio d’aquest péptid emmagatzemat a nivell dels granuls dels neutrofils. Aquest increment
de LYZ, s’observa especialment en situacions de fractures obertes on el contacte amb bacteries,

principalment gram positives, podria promoure la seva alliberaci6 (Klter T et al, 2014).

S’ha publicat també un increment de la concentracio plasmatica de LYZ circulant en
nens obesos respecte a no obesos (Zemliakova ZM et al, 1979) i una associacio positiva entre els
nivells circulants de LYZ i el perimetre de circumferéncia abdominal en dones adultes afectes de

sindrome d’apnea del son (Svensson M et al, 2012).

A nivell del teixit adip6s, s’ha descrit un increment de la concentracio de la proteina LYZ
en pacients afectes de necrosis grassa pseudomembranosa. En biopsies de SAT d’aquests
pacients, es va observar un increment dels nivells de LYZ, en paral-lel a un increment també de
la infiltraci6 de macrofags en el teixit adipds i del marcador histiocitari CD68. Respecte a
expressio génica de LYZ a nivell de SAT, es disposa de la informacié publica de dos estudis
d’expressio génica en SAT estudiada a través de microarray (Dankel SN, 2010 &Kong LC, 2013),
on es detecta I’expressio d’aquest gen abans i després de la pérdua de pes promoguda per la CB,
sense observar un canvi significatiu en la seva expressio. La manca de canvi en 1’expressi6 de
LYZ en SAT observada per Dankel et al i Kong LC et al en comparacié amb els resultats del
present treball, podrien ser atribuibles al baix nombre de subjectes estudiats en els 2 treballs (N =

9 en ambdues publicacions).

Les associacions trobades amb I’expressio de LYZ a nivell de SAT coincideixen amb les
troballes prévies que correlacionen LYZ amb estats pro-inflamatoris cronics com és el cas de
I’artritis reumatoide o la malaltia de Crohn (Rubio CAet al, 2014). En el present treball, pero,
LYZ es correlaciona amb una altre situacid pro-inflamatoria cronica com és 1’associada a

obesitat.
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La caiguda de LYZ post-CB podria reflexar la milloria de la inflamaci6 cronica associada

a obesitat i amb ella la milloria en la fisiologia de I’adipocit i de la sensibilitat a la insulina.

Mitjangant 1’estudi d’expressio geénica en mostres de SAT a I’inici i a al final de la CB(2
hores), s’exclou un increment en 1’expressié de LYZ en resposta a 1’estrés agut de la cirurgia, a
diferéncia de I’increment que si que s’observa per IL-6 i IL-8. La manca d’un increment
significatiu en I’expressié de LYZ podria explicar-se per la situacio de d’asépsia propia de I’acte

quirdrgic.

La sobrepressio de LYZ a nivell de ’epiteli gastrointestinal de pacients afectes de
malalties inflamatories com el Crohn o la colitis ulcerosa, representa un mecanisme de defensa i
de protecci6 individual a la situacio d’inflamacio cronica d’aquests pacients a nivell local (Rubio
CA, 2014). Coneguda una major translocacio6 bacteriana en aquests pacients (O’Brien et al, 2014),
no sorprén la major producci6é d’un enzim bactericida com és LYZ (A Fleming et al, 1922) en
analogia amb la resposta de teixits interns de 1’organisme al contacte amb bacteries descrit en
fractures obertes (Kluter T et al, 2014).

En el pacient obés, s’ha descrit una disbiosi molt semblant a la observada en el pacient
amb malaltia inflamatoria intestinal(Le Chatelier E, 2013). Ambdos pacients, mostren moltes
similituds en la composicio de la flora, malgrat les evidents diferéncies cliniques. S’ha descrit la
preséncia de DNA bacteria circulant en plasma en un 30% dels subjectes afectes d’obesitat
morbida (Ortiz S et al, 2014). En situacio de sobrepés/obesitat, existeix una major preséncia de
bactéries gramnegatives productores d’endotoxines com és el cas de LPS, capaces de travessar la
barrera gastrointestinal contribuint a la generaci6 d’un estat pro-inflamatori i d’insulinoresisténcia
i de desencadenar la cascada immunologica (Cani PD et al, 2007). Aquesta endotoxémia
associada a obesitat dona lloc a un increment en 1’expressio de citoquines pro-inflamatories com
son IL-1, IL,6, TNF-a o factor activador del plasminogen a nivell hepatic, del muscul i del teixit

adipés.
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La caiguda de I’expressio de LYZ, podria reflexar una menor translocacio bacteriana en
relacio a la perdua de pes , i potser també en relaci6 a la disminucié de la superficie a través de
la qual pot tenir lloc aquest translocaci6. Malgrat la distancia existent entre SAT i I’epiteli
gastrointestinal, el pas de les endotoxines a nivell sistémic via torrent circulatori, pot justificar

unes repercussions a nivell de tots els organs i teixits, proxims i distals al tracte gastrointestinal.

Una publicaci6 recent ha estudiat la translocacio bacteriana en pacients obesos i els canvis
en aquesta promoguts per la cirurgia bariatrica (Ortiz S et al, 2014). S’ha observat en aquets
treball com en un 30% dels pacients obesos morbids es pot detectar DNA bacteria circulant, i com
aquesta xifra disminueix fins a un 5% als 6 i 12 mesos de la cirurgia bariatrica. S’observa també
com el canvi a nivell de translocaci6 bacteriana és el factor clau que explica la milloria a nivell
de la resisténcia ala insulina i la disminuci6 de la producci6 de citoquines pro-inflamatories.
L’expressio de LYZ podria ser un marcador indirecte d’aquesta translocacio bacteriana i de les

seves repercussions a nivell sistemic.
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6.2.3. Solute carrier family 27 A2 (SCL27A2)

El gen SCL27A20cupa la primera posicio entre els gens que més veuen incrementada la
seva expressio a nivell de SAT després de la pérdua de pes promoguda per la CB. En aquesta
cohort de pacients, I’expressio de SLC27A2en SAT abans de la CB no difereix respecte a la del

grup control.

A Destudi longitudinal, s’observa una associacié negativa de SLC27A2 amb I’'IMC i

positiva amb la sensibilitat a la insulina determinada a través de CLAMP.

A T’estudi transversal, SLC27A2 mostra una correlacié negativa amb 1I’'IMC i positiva
amb la sensibilitat a la insulina calculada a través de HOMA. A nivell d’expressié génica,
SLC27A2 mostra una associacid positiva amb 1’expressio de diferents gens lipogénics com sén
FASN i BRCAL, gens implicats en la sensibilitat a la insulina (CDK5 i IRS1), i marcadors de
teixit adipds marré com sén RBL-1 i TMEM26. Paral-lelament, SLC27A2s’associa negativament

amb gens pro-inflamatoris (1L-33, Leptina i SPP1).

Mitjangant I’estudi d’expressio génica en mostres de SAT a I’inici i a al final de la CB
(2 hores), s’exclou un canvi en I’expressié de SLC27A2 en resposta a I’estrés de la cirurgia que

pogués justificar les diferencies observades en els 2 punts de tall.

SLC27A2 i acids grassos de cadena llarga

El gen SLC27A2, (també conegut com VLCS/ FATP2/ VLACS/ ACSVL1/ FACVL1/
hFACVL1/ HsT17226) es trova situat al bra¢ llarg del cromosoma 15 (posicié 15021.2) i
representa un dels 6 membres de la familia de proteines implicades en el transport i metabolisme
d’acids grassos de cadena llarga (LCFA). SLC27A2 codifica per 2 proteines diferents FATP2a i
FATP2b. Mentre les 2 variants intervenen en el transport de LCFA, només FATP2b presenta
activitat acetil-coA-sintetasa amb especial predileccio per LCFA de cadena molt llarga (VLCFA)
(Melton et al. , 2011).

L’expressio de transportadors d’LCFA s’ha descrit en una amplia varietat d’organs i
teixits, principalment a nivell del tracte gastrointestinal, gonades, sistema nervids central, pell, i
també teixit adipds. L’ expressié del membre de la subfamilia, SLC27A2,ha estat descrita a nivell
d’organs com el fetge i el ronyé (Schaffer JE, 1994; Schmuth M, 2005; Krammer J et al, 2011)o
la placenta (Krammer et al, 2011; Mishima et al, 2011).
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El transport i metabolisme dels LCFA és basic per una amplia varietat de processos
cel-lulars entre els que s’inclou la sintesi de membrana, vies de transduccié de senyal
intracel-lulars, metabolisme energetic, modificacions post-translacionals i regulaci6 de la
transcripcié d’alguns gens (Anderson CM et al, 2013). Algunes de les patologies associades a
obesitat s6n degudes a un fluxe anormal de LCFA a organs com el cor, fetge o muscul, on

I’acumulaci6 aberrant de lipids condueix a una situacié d’insulinoresisténcia i de mort cel-lular.

En models animals, s’ha vist com una expressio disminuida de SLC27A2 dona lloc, a
nivell hepatic, a una menor oxidacio dels VLCFA (acids grassos de cadena molt llarga) sense
observar-se canvis en ’activitat actetil-coA-sintetasa (Falcon et al., 2010). Paradoxalment, s’ha
descrit també com una traduccid disminuida de FATP2 en ratolins, és capag de revertir 1’esteatosi
hepatica provocada per modificacions dietétiques i millorar la sensibilitat a la insulina (Falcon et
al., 2010).

L’augment en I’expressié d’aquest transportador d*AG podria reflexar una situacié més
favorable a I’expansio del teixit adipds, disminuint aixi el diposit anomal de greix en organs diana
per I’esteatosi com son el fetge, el pancrees i el muscul. Aquest canvi podria explicar I’associacio
negativa entre SLC27A2 i la concentraci6 de triglicerids circulants i ’associacié positiva amb la
sensibilitat a la insulina determinada per CLAMP. També seria concordant a nivell d’expressio
génica I’associacio positiva amb els gens lipogénics, gens implicats en el metabolisme del teixit

adipds beige i gens relacionats amb la sensibilitat a la insulina

Amb els resultats dels que disposem en el present treball, no es pot coneixer si aquest
increment en la seva expressio s’acompanya 0 no d’un increment en la traduccio de les 2 proteines

per les que codifica - FATP2a i FATP2b- o per nomes una d’elles.

El fet que una disminucié de FATP2a en ratolins s’associi a una millora de 1’esteatosi
hepatica i de la sensibilitat a la insulina, 2 fets que s’observen també després de la pérdua de pes,
podria fer especular amb que fos FATP2a i no FATP2b qui incrementés la seva expressio, si bé
resultats en models animals poden perfectament no ser extrapolables al model huma o dependre,

en aquest darrer, de moltes variables impossibles de controlar.
L’increment de FATP2, podria facilitar la captacié de d’acids grassos circulants per part

del teixit adipos, disminuit de manera indirecta la captacié de LCFA per part d’drgans susceptibles

a I’esteatosi.
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SLC27A2 i acids biliars

A més del paper en la homeostasi lipidica, FATP2 sembla poder estar implicada en la
sintesi d’acids biliars. Estudis in vitro suggereixen que FATP2 pot estar implicada en la sintesi de
novo d’acids biliars (no en el reciclatge o reactivacio), malgrat no s’hagi encara demostrat in vivo

(Mihalik et al., 2002).

El paper dels acids biliars en la milloria de la sensibilitat a la insulina ha aparegut
recentment a la literatura a través del receptor nuclear FXR (Farnesoid X receptor) (Ding L et al,
2014).Aquesta proteina apunta a ser una de les vies capac de contribuir a explicar la milloria de
la sensibilitat a la insulina que té lloc després de la cirurgia bariatrica (Zarrinpar A&Loomba R,
2014). Els canvis en I’anatomia digestiva derivats de la cirurgia bariatrica podrien incrementar
I’expressio de FXR, disminuint la reabsorcié d’acids biliars i millorant aixi el perfil lipids i el
metabolisme de la glucosa (Zarrinpar A&Loomba R, 2014)de confirmar-se el paper de SLC27A

en la sintesi d’acids biliars in vivo, aquest podria ser un altre via de regulaci6 de FXR.
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6.2.4. Olfactomedina-2 (OLFM2)

OLFM2 és un dels gens que més veu modificada la seva expressio després de la CB.
L’expressio d’OLFM2 passa, d’expressar-se menys al grup de pacients obeses en relacié al grup
control, a sobre expressar-se després de la CB assolint nivells d’expressio superiors al grup

control.

A T’estudi longitudinal, s’observa una associacié positiva entre el percentatge de canvi

d’IMC i el percentatge de canvi d’OLFM2.

A I’estudi transversal, no es veu una associacio significativa entre OLFM2 i IMC, per0 Si
una associacio negativa entre OLFM2 i edat; Aquesta associacié negativa es manté separant per
sexes pero no separant en funcié d’obesitat, mantenint-se Unicament en el grup de pacients obesos.

També s’observa una associacio negativa amb la resisténcia a la insulina determinada per HOMA.

Respecte a les associacions observades amb 1’expressio d’altres gens, OLFM?2 va mostrar
una associacio positiva amb els gens lipogénics SFRP1 i FSP27 i amb gens implicats en la
sensibilitat a la insulina com sén GLUT-4 i INSIG-1, de manera concordant amb les associacions
trobades amb HOMA-IR. Es va observar associacions, en aquest cas negatives, entre OLFM-2 i
gens pro-inflamatoris (CD14, CB2, TLR2) i implicats en el metabolisme del ferro com és

Ferroprotina-1.

El gen Olfactomedina-2 (OLFM2), també conegut com NOE2, OIfC, NOELIN2 o
NOELIN2-V1, es troba situat al bra¢ curt del cromosoma 19 (posicié 19p13.2) i codifica per la
proteina del mateix nom.OLFM-2 representa un dels 6 membres de la familia de proteines
categoritzades fins ara (Zeng LC et al, 2005 ). El nom d’Olfactomedina vé donat per tractar-se
d’una proteina detectada per primera vegada a nivell de 1’epiteli olfactori de Rana castebiana
(Snyder DA et al, 1991).Malgrat ser considerada inicialment una proteina exclusiva de I’epiteli
olfactori, estudis posteriors en models murins van detectar aquesta proteina ampliament

distribuida a nivell del cervell i la medul-la adrenal (DanielsonPE et al, 1994).

Estudis en animals han demostrat una expressié molt important d’OLFM-2 durant el
desenvolupament del sistema nervios central i de les estructures derivades de la cresta neural (Lee
JA et al, 2008), detectant-se una expressio incrementada de OLFM2 a nivell del bulb olfactori,
cortex piriforme i motor, nucli ponti i arees primaries visuals i olfactives (Nakaya et al, 2013 &
Thiebaud N et al, 2014).En ratolins, s’ha observat un pic en 1’expressio d’OLFM2 durant el
desenvolupament de les cel-lules ganglionars de la retina (Sultana A et al, 2011) i una caiguda
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de la seva expressio a partir del 6é dia de vida, mostrant una expressié molt escassa en el cervell
dels ratolins adults. S’ha publicat recentment com ratolins Olfm2-KO mostren una menor activitat
motora i exploradora, relacionada amb una funcié olfactoria deteriorada, i una major ansietat
(Sultana A et al, 2011).

OLFM2, juntament amb altres membres d’aquesta subfamilia de proteines (OLFMI,
OLFM3 i OLFM4) amb qui formen heterodimers, tindrien un paper clau en el desenvolupament
retinia i del bulb olfactori en humans, si bé el rol exacte de cada una d’elles no ha estat encara
dilucidat (Sultana A et al, 2011).

S’ha descrit un major risc de glaucoma d’angle obert en poblacié japonesa portadora de
la mutaci6 Arg144GIn del gen OLFM2 (Funayama T et al, 2006),si bé és amb OLFM-3 amb qui
s’ha descrit una major relacié amb aquest tipus de glaucoma (Torrado et al, 2002), aixi com amb
edats de debut més precoces en pacients portadors d’algunes mutacions a nivell del gen OLFM3
(Sarfarazi M et al, 1997 &Adam MF et al, 1997).

Diversos estudis publicats fins ara mostren una associacio entre obesitat i increment de la
pressié intraocular, principal factor de risc per al desencadenament del glaucoma d’angle obert
(Klein BE, 1992; Jaen J, 2001). S’ha demostrat com persones amb un BMI > 30 presenten unes
xifres de pressid intraocular més elevades respecte al pacient no obes, independentment del sexe
i la edat (Jaen J, 2001). Publicacions recents apunten a 2 teories complementaries per explicar
I’associacio entre obesitat i glaucoma d’angle obert, la teoria “mecanica” i la teoria “vascular”.
La teoria mecanica, apunta al paper del teixit adipds intraocular, incrementat en el pacient obés
(Halpen DL et al, 2002).La teoria “vascular” apunta a la perfusio ocular suboptima associada a
obesitat, derivada de la disfuncié endotelial i la disautonomia associades a obesitat (D’Amico DJ
et al, 2003).

Amb el coneixement del teixit adipds del que es disposa actualment, es podria pensar en
un paper mecanic, perd també metabolic d’aquest teixit. Es podria pensar en un teixit adipos
intracoanal disfuncional, i hipotetitzar en una possible associaci6 entre expressio d’OLFM2 per
part del teixit adip0s intracoanal i el risc de glaucoma d’angle obert, si bé aix0 son especulacions

que caldria testar clinicament.

En humans, s’ha detectat I’expressio d’OLFM2 en altres drgans i teixits com el pancrees
i la prostata (Kulkarni N et al, 2009), fetge, gonades, sistema nervios central, pell i teixit adipos
(http://www.proteinatlas.org). S’ha publicat també uns patrons d’expressio d’OLFM2 i OLFM1
molt semblants (Nakaya et al, 2013).
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Malgrat haver-se detectat I’expressio en teixit adipds, no es disposa a dia d’avui de cap
publicacid que abordi el possible paper d’OLFM2 en aquest teixit. Tampoc es coneix quin és el

paper gue juga aquesta proteina en teixits no derivats de la cresta neural.

L’increment en I’expressié d’OLFM?2 després de la pérdua de pes promoguda per la CB
s’acompanya del canvi, també significatiu, d’un altre membre d’aquesta subfamilia, OLFM-4. En

aquest cas, pero, I’expressio d’OLFM4 disminueix després de la CB.

A dia d’avui, es disposa de nombroses publicacions on es relaciona la proteina OLFM4
amb diverses neoplasies solides com és el cancer gastric (Oue N et al, 2009; Luo Z et al, 2011;
Yu L et al, 2011; Liu W et al, 2012), pancreatic (Kobayashi D et al, 2007; Chen L et al., 2011),
colorectal(Oue N et al, 2009; Grover PK et al, 2010; Yu L et al., 2011) o de cervix (Yu L et al.,
2011). A aquesta proteina se li ha atribuit un efecte anti-apoptotic(Liu W et al, 201 & Yu L et al,
2011) i s’ha associat directament amb una altre proteina amb accid antiapoptotica com és GRIM-
19(retinoid-interferon-induced-mortality-19)(Zhang X, 2004 & Moreira S et al, 2011).

També s’ha descrit una expressio incrementada d’OLFM-4 en biopsies gastriques de
pacients portadors d’helicobacter pylori i en bidpsies intestinals de pacients amb malaltia

inflamatoria intestinal(Liu W et al, 2004).

A D’estudi inici-final de la CB, es descarta un canvi en I’expressio d’OLFM-2 en SAT

motivat per I’estres de la cirurgia.
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6.2.5. Plakophilina-2 (PKP2)

L’expressio d’aquest gen en SAT es troba disminuida a la cohort de pacients obesos i
s’eleva després de la pérdua de pes promoguda per la CB assolint nivells d’expressio equiparables

als del grup control.

A Testudi longitudinal, I’increment en de I’expressi6 de PKP2 es correlaciona

positivament amb el percentatge de I’excés de pes perdut.

A D’estudi transversal,PKP2 s’associa negativament amb I’IMC i amb la concentracio
plasmatica de triglicerids. A nivell d’expressio génica, PKP2 mostra una associacio negativa amb
I’expressié de gens proinflamatoris com és el marcador de macrofags CD14, CB2, IL-8 0 TLR2
i positiva amb 1’expressio del gen antinflamatori TIMP3, d’INSIG-1 i amb la sintasa d’acids
grassos FASN. També s’observa una forta associacio positiva entre PKP2 i I’expressio de

deiodinases 1i 2.

El gen Plakophilin 2 (PKP2), també conegut com ARVD9, es troba situat al brag curt del
cromosoma 12 (posicié 12p11) i codifica per la proteina del mateix nom, present a nivell dels
desmosomes i del nucli cel-lular, encarregada de regular I’activitat beta-catenina. Es tracta d’una
proteina implicada en els complexes d’uni6 cel-lular, essent un dels components de la cadena de
proteines que uneixen E-Cadherina amb el citoesquelet d’actina. Alhora, esta implicada també en
la via de senyalitzacio Wnt, via implicada en la activacio i inactivacio de diferents oncogens i

gens supressors de tumors.

Es coneixen 3 membres d’aquesta familia de proteines d’uni6, PKP 1-3. Les PKP son
proteines constituents dels desmosomes, organuls imprescindibles per 1’estabilitat dels teixits.
S’ha descrit la preséncia d’aquestes proteines principalment a nivell de miocardi i epidermis,
teixits on la funcid dels desmosomes és particularment important atenent a I’important estrés

mecanic al gue estan constantment sotmesos.

A nivell de I’epidermis, s’ha descrit ’expressié de les 3 proteines, essent més important
I’expressio de PKP2 a la capa de cel-lules basals (Hatzfeld M et al, 2007 & Bass-Zubek AE et al
, 2009). S’ha relacionat mutacions a nivell de PKP1 amb la displasia ectodérmica en humans i
mutacions de PKP3 amb alteracions a nivell dels fol-licles pilosos en ratolins (Sklyarova T et al,
2008; McGrath JA et al, 2010).A dia d’avui, no s’han descrit mutacions de PKP2 en relacio a

cap patologia cutania.
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A nivell de miocardi, s’ha descrit el paper de PKP2 més enlla de la seva funcio estructural,
reportant-se una major prevalenga de mutacions a nivell de PKP2 en pacients amb elevat risc
arritmogeénic i de mort sobtada, com s6n pacients amb miocardiopatia hipertrofica ventricular
dreta (Rasmussen TB et al, 2014) i pacients afectes de sindrome de Brugada (Cerrone M et al,
2014). El mecanisme pel qual mutacions a nivell de les proteines d’uni6 intercel-lulars poden

afectar 1’activitat eléctrica del miocardi no ha estat encara dilucidat.

Fins al coneixement actual, no es disposa de treballs on s’hagi estudiat 1’expressio de
PKP2 a nivell del teixit adip0s. El present treball semblaria ser el primer en explorar 1’expressid
d’aquest gen en el teixit adipds i intentar interpretar a que es degut el canvi en la seva expressio

després de la CB.

Recentment, Kazlauskas A et all, 2014 & Aritomito Kl et all, 2014descriuen el paper de
PKP2 com a promotor de 1’activacio del receptor de creixement epidermoide (EGFR) a través de
la fosforilaci6 d’aquest. El factor de creixement epidermoide, s’ha relacionat amb el
desenvolupament i la disseminacié a distancia de diverses neoplasies solides com son el cancer
de mama, de prostata, de pulmé o tiroidal. EI descobriment de la relacié entre PKP2 i EGFR ha
obert la porta a poder especular sobre un nou target terapéutic per certs tipus de tumors, a través

de la possibilitat d’antagonitzar PKP2.

Encara més recentment, Wolf A et al, 2014 recullen els seu treball experimental in vitro
amb cél-lules de ratoli, com els nivells d’insulina en el medi es correlacionarien amb els nivells
de Plakophilin 1 citoplasmatics. Aquesta correlacid s’observaria inicament en models de ratolins
amb Akt2 conservada, de manera que la insulina promouria la translocaci6 de PKP1 via

fosforilacid per Akt.

PKP2 i Fibrosis

El perqué incrementa 1’expressié d’un gen implicat en 1’adhesio intercel-lular a nivell de

SAT fa especular en una possible funci6 fisica, estructural, del teixit adipds.

Es conegut com la fibrosis a nivell del teixit adipos incrementa la rigidesa d’aquest i
redueix la seva capacitat d’expansio, fets que contribueixen a la disfuncié metabolica del teixit i
afavoreixen el diposit ectopic de greix en organs com el muscul, el cor o el fetge. S’ha descrit
com la composicid relativa de la matriu extracel-lular del teixit adipos, principalment a nivell de

les ratios de les diferents subunitats de col-lagen, contribueixen a les propietats mecaniques de
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traccio, resistencia i elasticitat d’aquest teixit. Existeix controversia en el paper del col-lagen en
la fibrosi del teixit adipds. Si bé estudis inicials en models animals i humans, avalaven el diposit
de col-lagen com a desencadenant d’aquesta fibrosi (Alkhouli N et al, 2013), publicacions més
recents atribueixen propietats beneficioses a un tipus de col-lagen, Col6A3 (Khant T et al, 2009
and McCulloch LJ et al, 2015).S’ha descrit en humans com Col6A3 s’expresa de manera
important en SAT i com incrementa la seva expressid després de la pérdua de pes (McCulloch
LJ et al, 2015), estudis in vitro observen també com I’expressio de Col6A3 es veu inhibida per

Leptina, hormona amb acci6 pro-fibrotica (McCulloch LJ et al, 2015).

L’increment en 1’expressio de PKP2 després de la CB, en paral-lel a I’increment en
I’expressio de Col6A6 i la corroboracié d’aquesta associacid positiva a 1’estudi transversal
observada en aquest treball, suggereix PKP2 com un possible marcador de fibrosi a nivell de

SAT, si bé faria falta estudis més amplis i dirigits per testar aquesta hipotesi.
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6.3. Estudi del canvi en I'expressié de SAT de RGS-1, OLFM2, PKP2,
LYZ i SLC27A2, promogut per I’acte quirurgic:

Les mostres obtingudes durant la CB van ser extretes després de la induccid anestesica i de
la col-locacid dels 3 trocars per la laparoscopia; Aquest procés representa un estres diferent a
I’experimentat en el segon punt de tall (transcorreguts 18 mesos des de la CB) on la mostra va ser
extreta després de la instil-lacié d’un anestésic local i de la realitzacio d’una petita incisio

periumbilical, no superior als 3cm.

Per tal de quantificar I’efecte de 1’acte quirtirgic de la CB en I’expressié d’aquests gens,
es va procedir a estudiar I’expressio en SAT a I’inici de la CB i al final d’aquesta (transcorregudes
2h) en una cohort de 16 pacients obesos morbids intervinguts de CB mitjangant BPG en Y de
roux (cohort 3). En aquesta cohort de pacients, es va obtenir una primera mostra de SAT just
després de la primera incisio quirdrgica i una segona mostra just abans de tancar la darrera incisio
(transcorregut un periode de 2 hores). La totalitat d’aquests pacients es va intervenir al mateix
centre (Hospital de la Vall d ' Hebron), a mans del mateix cirurgia (Dr. Vilallonga) i per la mateixa
via d’abordatge, laparoscopica. Aquests 3 fets, proporcionen una homogeneitat immillorable a

nivell del procediment quirdrgic.

L’estudi d’expressio génica es va dur a terme mitjangant RT-PCR. No es va observar canvis
en I’expressié de 4 dels 5 gens estudiats (RGS-1, OLF2, SLC27A i LYZ). Onsi que es va observar
un canvi d’expressio estadisticament significatiu va ser a nivell de I’expressio de PKP2 (p=
0.001). Aquest gen, mostra un increment de la seva expressio al finalitzar I’acte quirGrgic. Tenint
en compte que PKP2 mostrava un increment de la seva expressio a I’estudi longitudinals als 2

anys, 1’augment de la seva expressié durant la cirurgia reforca aquesta associacio.

A més de I’estudi d’aquests 5 gens, es va testar el canvi en I’expressié de 2 marcadors
classics d’inflamacié com son IL-6 i IL-8. Es va observar en ambdos casos un increment
estadisticament significatiu de la seva expressié a nivell de SAT (p < 0.00001), tal i com era
d’esperar. Aquesta troballa, proporciona encara més solidesa a I’abséncia de canvi d’expressio de

RGS-1, OLFM2, SLC27A2 i LYZ en resposta a I’estrés agut de la cirurgia.
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6.4. Objectiu 3: Estudiar els canvis en la sensibilitat alainsulina després
de la pérdua de pes promoguda per la CB i la seva associacié amb els

canvis en I'expressié génica del teixit subcutani.

La CB com a opcid de tractament per la DM2 va ser descrita per primera vegada
I’any 1992 (Pories et al, 1992); des de llavors, aquesta técnica s'ha consolidat com una
opcid de tractament per al pacient obes contribuint a millorar o resoldre les comorbiditats
associades a la obesitat, entre elles la insulinoresistencia i la DM2. Diferents autors han
demostrat una notable millora en la sensibilitat a la insulina en resposta a la cirurgia
bariatrica tant en pacients afectes de DM2 (Kashyap SR, 2010; Promintzer-Schifferl M,
2011; Astiarraga, 2013) com també en pacients normo-tolerants (Briatore L et al,
2008;Jgrgensen NB, 2012; Kohli R et all, 2013; Salinari S, 2013).

En el present treball, la sensibilitat a la insulina va poder ser valorada mitjancant
un CLAMP euglucémic hiperinsulinémic abans i després de la CB en 10 pacients.
D’aquestes, 8 eren pacients amb una tolerancia normal a la glucosa i 2 van ser
diagnosticades de DM2 per TTOG el dia després de la realitzacié del CLAMP. Les 2
pacients diagnosticades de DM2 no seguien cap tractament hipoglucemiant i presentaven
uns valors d’HbA ¢ de 6.6 1 6.8% respectivament. La mitjana del valor de M-CLAMP va
passar de 4,87 a 6,50 (p=0.032) demostrant una milloria en la sensibilitat a la insulina en
pacients no diabétiques, en concordanca amb els estudis existents (Briatore L et al,
2008;Jgrgensen NB, 2012; Kohli R et all, 2013; Salinari S, 2013).

La sensibilitat a la insulina no va poder ser valorada per CLAMP en el grup de
pacients afectes de DM2. L’estudi de CLAMP esta validat per a pacients no afectes de
DM2 (Kim JK et al, 2009), i presenta importants limitacions en pacients DM2; Una
d’elles seria que la dosi d’insulina a infondre durant la prova, podria no ser suficient per
estabilitzar la glicémia plasmatica del pacient a 100mg/dL. Fins i tot retrasant la infusio
de glucosa o anul-lant aquesta tal com s’ha descrit a la literatura (Kashyap SR et al,
2010& Astiarraga B et all, 2013). A la vegada, el tractament farmacologic per la DM2
interfereix en la interpretacio del CLAMP al estar actuant en molts casos sobre la
resistencia periférica a la insulina, i al mantenir el seu efecte malgrat suspendre’l durant

12-24 hores; és el cas de la Metformina (Graham GG et al, 2011), farmac de primera
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eleccid en el tractament de la DM2 i pautat en 7 de les 9 pacients estudiades afectes de
DM2.

Existeix un nombre creixent de publicacions que recullen els canvis que tenen lloc

després de la CB a nivell de la sensibilitat a la insulina, estudiada a través HOMA-IR en

alguns d’ells i a través de CLAMP en la majoria (taula 12).
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Resum literatura existent on es valora la sensibilitat a la insulina a través de CLAMP abans i després de

bariatrica.

Taula 12

cirurgia

Autors Revista Any N Edat IMC Sexe Cirurgia Temps Milloria HOMA Milloria CLAMP
Bojsen-Mgller KN Diabetes 2014 10DM2/10 no-  45%8 43+4 12D/8H BPG-Y-Roux 1s-3m-la Milloria sig 1s (als 2 grups) Milloria sig als 3 mesos en les 2 cohorts. No
etal DM2 "
Campos GM et al Surg Obes Relat Dis. 2014 22 NO DM2 44,3£11,2 48,4+6,7 3H/9D; 12GBP/10 dieta ~ 2s-6m Milloria 2s (als 2 grups) Milloria sig només en by-pass
4H/6D alone

de <<m:.m-. BA et al Obesity (Silver Spring). 2013 18 no DM2 40,5 [26-50] 42,9 [38,7-61,3] 18D BPG-Y-Roux 2s Milloria sig 2s NS
Astiarraga B et al JCEM 2013 15DM2 no 55x1 28,31 6H/9D Der. B 2m-la Milloria sig 2m milloria sig en els 2 grups als 2m i al any

obesos pancreatic
Kohli R et al JCEM 2013 18 no DM2 43+7/ 47+14 3H/15D BPG-Y-Roux Peérdua 20% Milloria sig no en parlen, malgrat fer CLAMP, no en

del pes parlens?

Salinari S et al Ann Surg 2013 7DM2/7 no- 42,145 42,5+4 8H/6D BPG-Y-Roux im Milloria sig Im Milloria sig en els 2 grups

DM2
Jorgessen NB et al  AmJPhysiol Endocrinol 2012 13DM2/12no-  52+9/43+13 43,1+5/41,5+4,8 7H/6D; BPG-Y-Roux 1s-3m-1a No milloria 1s. Milloriasig 3si1any (als  No CLAMP

Metab DM2 3H/9H 2 grups)
Promintzer- Obesity (Silver Spring). 2011 6DM2 42,5+2 49,343 1H/5D BPG-Y-Roux m oria sig 7m (als 2 grups) NS
Schifferl M et al
_Am.m_d\mv SR et al Int J Obes 2010 16 DM2 52+14 479 9H7D BPG 9/Sleeve 7 1s-4s oria sig 1s (només BPG); sig 4s (als Canvis sig només en BPG i només 4s
2 grups

Briatore L et al Obesity (Silver Spring). 2008  9DM2/12 no 42,142,1/36,1+2,5 48,5+2,4 8H/13D Der. Bil im Milloria sig Im No CLAMP

DM2 pancreatic
Rubino F et al Ann Surg 2004  6DM2/4 no 39,6+4 46,2 1H/9D BPG-Y-Roux 3s Miloloria sig 3s (als 2 grups) No CLAMP

DM2
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Seguidament, es resumeix la informacié més destacable recollida en cadascun

d’aquests treballs:

Kashyap SR et al, 2010, descriuen una cohort de 16 pacients obesos morbids
(9H/7D), intervinguts de cirurgia bariatrica mitjancant BPG (n=9) i GV 0 BG (n=7), amb
una edat mitja de 52,14+14 anys i un IMC promig de 47,9 Kg/m:. En aquest serie, tots els
pacients presentaven DM2 abans de la cirurgia amb una Hb Alc mitja de 7,2+0,4% i amb
un temps d’evolucid des del diagnostic DM2 de 5+1anys. El tractament hipoglucemiant
gue seguien aquests pacients, era molt heterogeni. Incloent hipoglucemiants orals en 12,
insulina en 2 i tractament Gnicament amb dieta en 2 més. Cap dels pacients seguia
tractament amb analegs de GLP-1 o IDPP-4. Kashyap et al, descriuen una disminucio en
les xifres de glucosa basal entorn al 20% en ambdds grups transcorreguda una setmana,
que segueix disminuint a la setmana 4 només a la cohort sotmesa a BPG, i una disminucio
de les concentracions d’insulina basal a la setmana i a les 4 setmanes, Unicament a la
cohort sotmesa a BPG, malgrat una perdua de pes similar en les 2 cohorts. Kayshap et al
descriuen per tant, canvis significatius en el HOMA Gnicament en els pacients sotmesos
a BPG (tant a la setmana com a les 4 setmanes). Valorada també sensibilitat periferica a
la insulina a través de CLAMP hiperglucémic, no s’observen canvis transcorreguts 7 dies
de la cirurgia, pero si transcorregudes 4 setmanes, unicament al grup sotmeés a BPG. En
aquest estudi, s’estudia tamb¢ la secrecié hormonal intestinal a través de la determinacio
de les concentracions plasmatiques de GLP-1 i GIP, pre i postprandials, tan abans com
transcorregudes 1 i 4 setmanes de la CB. Es descriu un increment en els nivells de GLP-
1 dnicament al grup sotmeés a BPG.

Aquest estudi, presenta com a importants limitacions: 1. Els pacients no estaven
randomitzats al procediment quirdrgic. 2. Es van utilitzar dues tecniques restrictives
diferents , amb un diferent impacte en 1’anatomia del pacient. 3. La cohort intervinguda
de GBP presentava una major resistencia a la insulina calculada a través de HOMA (p <
0.05). 4. La heterogeneitat en el tractament de la DM2 prévia la cirurgia. I, sobretot, 5. el
fet de que en 4 pacients es va mantenir Metformina i en un Tiazolindiona tant a la setmana
com a les 4 setmanes (malgrat es retiraven 24h previes a 1’estudi dels pacients); ambdos

farmacs directament vinculats en la sensibilitat a la insulina (vida mitja > 24h).

Astiarraga B et all, 2013, descriuen una cohort de 15 pacients amb sobrepes (6H
i 9D) amb una edat de 551 anys i amb IMC de 28,3+0,6 Kg/m., afectes de DM2 amb un
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temps promig d’evolucio de la malaltia de 16+2 anys. Sotmesos tots ells a derivacié
biliopancreatica. L end-point primari era la resolucio de la DM2, que va tenir lloc en 6
dels 15 pacients (40%). Els pacients van ser estudiats abans, als 2 i als 12 mesos de la
cirurgia. Els autors reporten també una cohort de 15 pacients no sotmesos a CB i no
diabétics, ajustada per edat, sexe i IMC. Es descriu una notable milloria de la sensibilitat
a la insulina ja als 2 mesos de la CB, que es manté a I’any de la cirurgia. Malgrat aquesta
milloria, els parametres de resistencia a la insulina no s’igualen al grup control, tampoc
comparant Gnicament el grup que presenta una resolucio de la DM2.

Els autors atribueixen la baixa taxa de resolucid de la diabetis i la no normalitzacio dels
parametres de resistencia a la insulina a la llarga evolucio de la DM2 en aquesta cohort i
al fet de no tractar-se de pacients obesos com s havia reportat fins llavors.

L’estudi presenta algunes limitacions importants com son: 1. Els pacients diabétics
seguien diferents pautes de tractament hipoglucemiant previ a la cirurgia. 6 seguien
tractament amb Metformina + SU i 9 seguien tractament amb hipoglucemiants orals +
insulina (30UI/d de mitjana). 2. No es recull a I’article si els pacients que mostren una
resolucid de la DM2 post CB s6n aquells que no rebien tractament amb insulina.

Si que es recull que no hi havia diferéncies en edat, temps d’evoluci6 de la DM o IMC
pre-cirurgia entre el grup que experimenta una resoluci6 de la DM2 i el que no. S observa
una pérdua de pes a ’any, superior en el grup que presenta una resolucié de la diabetis,

malgrat no ser significativa (16Kg vs 13Kg, p=ns) .

Salinari S et al, 2013 descriuen el seu treball una cohort de 14 pacients obesos
morbids (8H i 6D) amb una edat de 42,1£5 anys i amb IMC de 42,5 + 4 Kg/mz, 7 d’ells
afectes de DM2 amb un temps d’evolucié de la malaltia d’entre 1 1 4 anys 1 un valor de
HbAlc de 8,1+1,22%. Els 14 pacients van ser intervinguts de cirurgia bariatrica
mitjancant BPG-Y-Roux. L’objectiu de I’estudi era dilucidar el mecanisme pel qual té
lloc la milloria/resoluci6 de la DM2 a través de la CB. Els pacients van ser estudiats abans
i 1 mes després de la CB. No es van observar diferencies en la perdua de pes 1 mes després
de la CB en els 2 grups. Es descriu una notable milloria de la sensibilitat a la insulina
transcorregut 1 mes de la CB amb canvis significatius tant en el HOMA com en M-
CLAMP tant a la cohort de pacients diabétics com a la de normotolerants. Salinari S et
al, van determinar les concentracions plasmatiques tant de GLP-1 com de GIP, tant basals
com estimulats mitjan¢ant TTOG, aixi com I’area sota la corba. Transcorregut un mes de

la CB, tots els pacients afectes de DM2 havien discontinuat tots els tractaments
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hipoglucemiants i complien criteris de remissio de la DM2. Es va observar un increment
tan en els nivells basals com estimulats de GIP i GLP-1 en ambdues cohorts, essent més
important el % de canvi en a cohort de pacients afectes de DM2 i assolint uns valors més
elevats.

Els autors atribueixen la milloria de la sensibilitat a la insulina als canvis en la secrecid
incretina derivats de la CB. Aquest estudi presenta com a limitacions la poca N reclutada,
el fet que no es recull el tractament hipoglucemiant que seguien els pacients afectes de

DM2 i el poc temps d’evolucié de la DM2 en aquesta cohort.

De Weijer BA et al, 2013 reporten una cohort de 18 dones pre-menopausiques
obeses morbides, amb edat mitjana de 40,5 [26-50] anys, amb un IMC de 42,9 [38,7-61,3]
Kg/mz, intervingudes totes elles mitjangant BPG-Y-Roux. Cap de les pacients incloses
era afecte de DM2. Aquestes pacients van ser estudiades abans i 15 dies després de la CB.
Transcorregudes 2 setmanes, la perdua de pes va ser de 7,8 [2-14] Kg. Es va observar
canvis significatius a nivell de HOMA-IR, sense observar-se canvis significatius en la
sensibilitat periferica a la insulina calculada a través de CLAMP. Aquest estudi presenta
com a limitacions que la DM2 s’exclou en base a la historia clinica, no es realitza TTOG

ni determinacié d’HbA1c abans de la inclusi6 a [’estudi.

Campos GM et al, 2015 publiquen una serie de 22 pacients, obesos morbids no
diabétics, candidats a CB. 12 d’aquests pacients son sotmesos a BPG-Y-Roux, els 10
restants son sotmesos a dieta amb una restriccid calorica equivalent al grup de cirurgia.
L’end-point primari és discriminar 1’efecte de la CB en la milloria de la sensibilitat a la
insulina estudiada a través de CLAMP, excloent I’efecte de la dieta i la perdua de pes. El
grups sotmesos a BPG-Y-Roux i a dieta eren comparables en edat (47,4+0,6 vs 40,2+13,4
anys, p=0.16), IMC 48,4+6,8 vs 48,3+6,6 Kg/mz, respectivament ) i distribucio per sexes.
Transcorreguts 15 dies, la pérdua de pes i el percentatge de 1’excés de pes perdut va ser
també comparable als 2 grups (9,9£2,4 vs 8,2+2,3; 12,7+2,4 vs 10,9£2,8 %). Campos et
al, descriuen canvis en la sensibilitat periferica a la insulina calculada a través de
CLAMP, només en el grup sotmés a BPG-Y-Roux.

Aquest estudi presenta com a limitacions: I’estudi no parla de si es randomitzen
els pacients als dos grups d’intervencio o de quin és el criteri per distribuir als pacients
als 2 grups. La DM s’exclou per la historia clinica que refereix el pacient, sense realitzar-

se TTOG o determinacié de HbAlc. Parlen de que a les 2 cohorts es fa una restriccio
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calorica equivalent, no descriuen la composicié i d’aquesta ni el repartiment de les

ingestes.

Bojsen-Mgller KN et al, 2014 Reporten I’estudi d’una cohort de 20 pacients, 10
d’ells afectes de DM2 i 10 no DM2, comparables en edat (43,6+£3.,4 vs 40,1+2,8 anys,),
IMC (118,9+7,1 vs 123,8+9,3) i distribucio per sexes. Intervingudes totes elles mitjancant
BPG-Y-Roux per via laparoscopica. Aquestes pacients van ser estudiades abans de la CB
i en tres punts de tall després de la CB, als 7 dies, als 3 mesos i a I’any. Descriuen en el
seu treball canvis significatius a nivell de HOMA-IR ja a la primera setmana en els 2
grups. La sensibilitat periferica a la insulina calculada a traves de CLAMP va mostrar un
canvi significatiu a partir dels 3 mesos en els dos grups, millorant en el tercer punt de tall
als 12 mesos. Aquest estudi presenta com a limitacions que els pacients ja havien perdut
un 9% (mitjancant dieta molt baixa en calories pre-CB), fet que podria haver modificat ja
la seva sensibilitat periférica a la insulina o la resistencia hepatica respecte ala seva
situacid basal. No es recull tampoc quin tractament seguien els pacients afectes de DM2

ni el moment en que es va discontinuar aquests tractaments.

La literatura existent posa de manifest que malgrat la resolucié de la DM2 té lloc
poc temps després de la cirurgia, la sensibilitat a la insulina mostra un procés de canvi

molt més lent, molt més lligat a la perdua de pes i, per tant, a la pérdua de massa grassa.

El present treball contribueix a la literatura existent aportant a més, I’estudi de
canvis en ’expressio genica de SAT i la seva associacié amb la milloria de la sensibilitat
periferica a la insulina estudiada a través de CLAMP euglucémic hiperinsulinémic abans
1 després d’haver tingut lloc la maxima pérdua de pes esperable en aquests pacients. Els
primers gens als que es va testar aquesta associacié van ser aquells que ocupaven els 20
primers llocs al llistat de gens que més veien modificada la seva expressié a ’estudi de
microarray. El fet de no trobar associacions entre el percentatge de canvi d’aquests gens
(RT-PCR) i el percentatge de CLAMP pot ser degut a la poca n (n = 10) o al fet que
aquests gens no tinguessin una relacio directa amb la sensibilitat a la insulina. Ampliant
la seleccid de gens, si que es va observar associacions significatives entre el percentatge
de canvi de M-CLAMP i el percentatge de canvi d’alguns gens que es coneix modifiquen
amb la pérdua de pes, i que estan ampliament relacionats amb la sensibilitat la insulina
(IL-6, MCR1, TNF-0, IL1R1, GLUT4). Aquestes associacions significatives podrien
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podrien suggerir un menor efecte de la n, si bé per testar aixo caldria incrementar el

nombre de pacients de cares a possibles futurs estudis.

6.5. Limitacions de I'estudi

Els resultats del present treball fan referéncia a 1’expressio genica, faltaria comprovar si
aquests canvis s’acompanyen també de canvis en la traduccid a proteina a nivell del teixit adipos

i/o circulants.

Les mostres de teixit adipds subcutani extretes durant la CB van ser obtingudes després
d’una induccid anestésica general i en el context d’una intervencid quirurgica. Aquest fet suposa
un major component d’estrés en comparaciéo amb les mostres obtingudes després de la pérdua de

pes, obtingudes després de la instil-lacié d’un anestésic local.

La Cohort 1 i 2 estan conformades integrament per dones. Aixi, els canvis en 1’expressio
génica de SAT que tenen lloc després de la pérdua de pes promoguda per la CB, podrien no ser

extrapolables a homes.

6.6. Fortaleses de I'estudi

Com a punts forts de I’estudi cal destacar la homogeneitat de les cohorts; el fet de que
I’expressié genica fos determinada mitjangant técniques de microarray; que els resultats fossin
validats mitjancant RT-PCR; La validacio de les associacions trobades a I’estudi lomgitudinal en
una cohort ampliada de pacients; L’exclusié de I’efecte de la CB per se sobre 1’expressio génica
dels 5 gens que centralitzen el present estudi, a través de 1’estudi de biopsies de SAT a I’inici i al
final de I’acte quirtrgic; i que la sensibilitat a la insulina fos estudiada a través d’un gold stantard

com és el CLAMP euglucémic hiperinsulinémic.

161



162



Tesi doctoral Gemma Xifra Villarroya

/.CONCLUSIONS
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1.1.L’expressio genica del teixit adipds subcutani es veu modificada després de la pérdua de

pes promoguda per la CB.

1.2.La CB implica una caiguda en 1’expressio de gens pro inflamatoris i relacionats amb el
metabolisme del ferro i un increment en 1’expressi6 del gens lipogénics i implicats en la

sensibilitat a la insulina, a nivell de SAT.

1.3.Els gens OLFM2, SLC27A2, PKP2, LYZ i RGS-1 es troben entre els 10 gens que més

veuen modificada la seva expressio a nivell de SAT després de la CB.

1.4.L’acte quirtirgic de la CB incrementa 1’expressié de gens pro inflamatoris com so6n d’IL-
6 i IL-8, no modificant 1’expressio d’altres gens com son OLFM2, SLC27A2, LYZ o
RGS-1.

1.5.PKP2 incrementa la seva expressio a nivell de SAT en resposta a 1’estrés de ’acte
quirdrgic. Aquest increment, refor¢a encara més 1’increment observat als 2 anys de la CB
ja que la mostra als 2 anys va ser extreta amb una biopsia sota anestésia local, i per tant

amb un menor estres.

1.6.La milloria de la sensibilitat a la insulina que té lloc després de la CB es correlaciona amb

la caiguda en 1’expressio de gens pro inflamatoris a nivell de SAT.
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Document d’aprovacié comité étic d’investigacioé clinica

M. Hospital Universitari de Girona

Jﬁ. Doctor Josep Trueta

Marta Riera Junca, Secretaria del Comiteé Etic d’ Investigacié Clinica de 'Hospital Universitari
de Girona Dr. Josep Trueta, amb domicili a Av. de Franca s/n 17007 Girona

CERTIFICA:

Que el Comité Etic d’ Investigacié Clinica de I'Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta,
segons consta en I'acta de la reunid celebrada el dia 22/07/2013 ha avaluat el projecte segiient:

“Estudio de la mejora en la sensibilidad a la insulina a través de los cambios genémicos
inducidos por la cirugia baridtrica en el tejido adiposo y los microRNAs circulantes” amb el Dr.

José Manuel Fernandez-Real, com a investigador principal.

Que el document s’ajusta a les normes étiques essencials i per tant, ha decidit la seva
aprovacio.

1, perque consti, expedeixo aquest certificat.

Girona, 27 de setembre de 2013

| ' | Generalitat de Catalunya Institut Catala
Yi Departament de Salut de la Salut

187



188



Tesi doctoral Gemma Xifra Villarroya

9.2. Activitat del doctorant en la investigacio del teixit adipoés.
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MRI study.
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Obesity is associated with gene expression and imaging markers of iron
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Surgery-induced weight loss is associated with the downregulation of genes targeted by
microRNAs in adipose tissue.
Ortega FJ, Mercader JM, Moreno-Navarrete JM, Nonell L, Puigdecanet E, Rodriguez-Hermosa
JI, Rovira O, Xifra G, Guerra E, Moreno M, Mayas D, Moreno-Castellanos N, Fernandez-
Formoso JA, Ricart W, Tinahones FJ, Torrents D, Malagobn MM, Fernandez-Real JM.
J Clin Endocrinol Metab.
2015

PRDM16 sustains white fat gene expression profile in human adipocytes in direct
relation with insulin action.
Moreno-Navarrete JM, Ortega F, Moreno M, Xifra G, Ricart W, Fernandez-Real JM.
Mol Cell Endocrinol.
2015

Deleted in breast cancer 1 plays a functional role in adipocyte differentiation.
Moreno-Navarrete JM, Moreno M, Vidal M, Ortega F, Serrano M, Xifra G, Ricart W,
Fernandez-Real JM.

Am J Physiol Endocrinol Metab.
2015

Cytosolic aconitase activity sustains adipogenic capacity of adipose tissue connecting
iron metabolism and adipogenesis.
Moreno M, Ortega F, Xifra G, Ricart W, Fernandez-Real JM, Moreno-Navarrete JM.
FASEB J
2015

190


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26252355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26252355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25662275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25662275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25648830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25550467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25550467

Tesi doctoral Gemma Xifra Villarroya

Insulin resistance modulates iron-related proteins in adipose tissue.
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A role for adipocyte-derived lipopolysaccharide-binding protein in inflammation- and
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