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La lipoproteïna lipasa (LPL) és un enzim àmpliament distribuït a 

l’organisme i, aquest fet li confereix un rol central en el metabolisme 

lipídic. La seva funció principal és la hidròlisi dels triacilglicèrids (TAG) de 

les lipoproteïnes circulants. D’aquesta hidròlisi s’alliberen àcids grassos no 

esterificats que seran captats pels teixits on seran utilitzats en funció del 

context fisiològic. L’enzim se sintetitza principalment al teixit adipós, al 

cor, al múscul esquelètic i a la glàndula mamària alletant. En la seva 

forma madura i activa, l’LPL és un dímer que és secretat per les cèl·lules 

parenquimals del teixit on es localitza i és transportat fins a la llum dels 

vasos on exercirà la seva funció. 

En estudis anteriors del nostre grup de recerca, es va trobar que l’LPL de 

cor i de plasma post-heparínic (PHP) de rata presenten isoformes del 

mateix pes molecular (MW) aparent però diferent punt isoelèctric (pI). Es 

van estudiar els possibles orígens de l’heterogeneïtat de pI d’aquestes 

isoformes arribant a les següents conclusions: (i) les isoformes de l’LPL no 

corresponen a formes intermèdies de maduració intracel·lular i (ii) l’origen 

no es pot atribuir a fosforilacions de la proteïna però, en part, sí que es pot 

explicar per diferents graus de glicosilació. 

En aquesta tesi, ens vàrem proposar estudiar si l’espècie humana també 

presenta isoformes de pI de l’LPL. Hem comprovat per primera vegada que, 

tant el PHP, com la llet i el teixit adipós blanc (WAT) subcutani d’humans 

presenten isoformes de l’LPL. A més, hem descartat que l’origen molecular 

de les isoformes humanes sigui degut a variacions al·lèliques o provinguin 

de diferents òrgans, estudiant les isoformes provinents d’un únic teixit 

d’un sol individu.  

A més, hem ampliat l’estudi de la distribució tissular de les 

isoformes de l’LPL en rata demostrant per primera vegada que, en alguns 

fluids i teixits de rata (llet, PHP de femella i WAT retroperitoneal), 

coexisteixen, juntament amb les isoformes de pI de l’LPL, isoformes de 

MW aparent. Hem postulat que podrien tenir el seu origen molecular en 

modificacions post-traduccionals, concretament, en la glicosilació. Cal 

destacar també en rates que el patró d’isoformes de l’LPL divergeix segons 

el gènere i el tipus de WAT. 

En aquest treball, també, ens vam proposar avançar en la caracterització 

funcional de les isoformes de l’LPL d’una manera indirecta, ja que 

actualment no disposem d’eines per estudiar cada isoforma (de pI o de 

MW) per separat. Així, vàrem estudiar si el patró d’isoformes de l’LPL varia 

en situacions fisiològiques (alletament) i patològiques (obesitat) en les 

quals l’activitat de l’enzim està altament regulada. 

Donada la impossibilitat d’obtenir glàndula mamària alletant 

humana, vàrem estudiar les isoformes de l’LPL en rata alletant. En aquest 

model hem vist que els patrons de les isoformes dels fluids i teixit estudiats 

(llet, PHP i glàndula mamària) divergeixen en els seus pI, MW aparents i 

quantitats relatives. Probablement aquestes variacions tinguin algun 

significat fisiològic. 
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També hem comparat els patrons de les isoformes de l’LPL del WAT 

subcutani d’individus normopès i d’individus obesos. Degut a la dificultat 

d’obtenir WAT visceral d’humans normopès, vàrem ampliar l'estudi a dos 

models murins d’obesitat: induïda per dieta de cafeteria i per modificació 

genètica. Dels resultats concloem que en l’obesitat les isoformes de l’LPL 

tendeixen a tenir una major representació en la zona bàsica del rang de 

pH. 

Complementant la caracterització funcional, ens vam plantejar estudiar si 

les diferents isoformes presenten diferències d’activitat lipolítica. Gràcies a 

la posada al punt del mètode del substrat suïcida per lipases i a la seva 

adaptació al nostre enzim, podem concloure que totes les isoformes de 

l’LPL, purificada parcialment mitjançant cromatografia d’afinitat a 

heparina-Sepharose, són actives.  

L’LPL és una proteïna complexa i calen més aproximacions, tant a nivell 

molecular com funcional, per comprendre el sentit biològic de les seves 

isoformes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓ 

 



 

 

 

  



Introducció 

7 

 

1.1 LIPOPROTEÏNA LIPASA 

1.1.1 Descobriment 

La glicoproteïna lipoproteïna lipasa (LPL; EC 3.1.1.34) la va descobrir 

l’any 1943 l’investigador Hahn [2] quan va observar que es produïa una 

ràpida disminució de la hiperlipèmia, associada a l’absorció de lípids 

provinents de la dieta, amb una injecció intravenosa d’heparina. Aquest 

factor va resultar ser un enzim lipolític amb característiques 

antiquilomicronèmiques [3]. Van anomenar, en un inici, a l’LPL com factor 

aclaridor lipasa activat per heparina [4]. No va ser fins al 1955, quan Korn 

et al. [5] van aconseguir purificar aquest factor a partir de 

l’homogeneïtzació de cor de rata, que es va anomenar l’enzim com el 

coneixem, lipoproteïna lipasa.  

1.1.2 Expressió i funció 

L’LPL s’expressa principalment al cor, la musculatura esquelètica i el teixit 

adipós. Es pot trobar en altres teixits com per exemple: els pulmons, la 

glàndula mamària alletant, el cervell, el fetge, les glàndules adrenals, el 

pàncrees, la melsa i els ronyons [6]. També s’expressa en els macròfags [7]. 

L’LPL es troba, de manera dimèrica i activa, a la superfície luminal de 

l’endoteli capil·lar dels teixits unida a proteoglicans de tipus heparan sulfat 

(HSPG) i a la glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein 

binding protein 1 (GPIHBP1) [8] tenint aleshores accés a les lipoproteïnes 

circulants (Figura 1.). 

Figura 1. Localització endotelial de l’LPL. Imatge obtinguda per 

microscòpia electrònica, mitjançant un assaig immunocitoquímic, on es 

mostra la localització funcional de l’LPL a l’endoteli capil·lar. L’LPL es 

detecta a la superfície luminal de l’endoteli (1), a invaginacions de la 
membrana plasmàtica (2) i associat a una partícula lipídica de la mida 

d’un quilomicró (QM) (3). E, Endoteli capil·lar; L, Llum del capil·lar; M, 

Membrana plasmàtica. Figura adaptada de Pedersen et al. [9]. 

La funció principal de l’LPL és la d’hidrolitzar els triacilglicèrids (TAG) de 

les lipoproteïnes riques en TAG com els QM i les lipoproteïnes de molt 

baixa densitat (VLDL) provinents de la ingesta i del fetge, respectivament. 

1

2

3
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Com a producte resultant d’aquesta hidròlisi es produeixen QM 

romanents, lipoproteïnes de densitat intermèdia (IDL) i lipoproteïnes de 

baixa densitat (LDL), alliberant àcids grassos no esterificats (NEFA) per a la 

seva captació per part dels teixits que els utilitzen com a font d’energia o 

els emmagatzemen [6]. Els QM i les VLDL, contenen en el seu nucli, 

recobert per una monocapa fosfolipídica i amb apolipoproteïnes, TAG i 

èsters de colesterol. Les apolipoproteïnes estan involucrades en el 

transport i la distribució dels lípids entre cèl·lules i teixits, regulant el 

metabolisme de les lipoproteïnes i, per tant, també el metabolisme lipídic. 

Les apolipoproteïnes fan la seva funció reguladora a través del seu rol com 

a cofactors d’enzims involucrats en el metabolisme lipídic o bé a través del 

manteniment de l’estructura de les lipoproteïnes [10]. Bengtsson-

Olivecrona i Olivecrona, van descriure que l’LPL també té activitat 

fosfolipasa [11]. A l’LPL també se li associa una funció secundària no 

enzimàtica: facilitar la captació de partícules de lipoproteïnes cap als teixits 

ancorant-les a les parets dels vasos i servint com a lligant pels receptors 

d’aquestes lipoproteïnes [7].  

1.1.3 Característiques moleculars 

El gen de l’LPL en humans es localitza al cromosoma 8p22 i conté 10 exons 

(uns 30000 parells de nucleòtids (30 kb)) i 9 introns (uns 6000 parells de 

nucleòtids (6 kb)) [12, 13]. El gen codifica 448 aminoàcids amb 27 

aminoàcids de pèptid senyal [14]. La llargada dels nou primers exons està 

dins la normalitat pels gens de mamífers, en canvi, el desè exó té una 

llargada inusualment superior [15]. El primer exó codifica la regió 5’ no 

traduïda de 188 nucleòtids i la totalitat del pèptid senyal a més dels dos 

primers aminoàcids de la proteïna madura. El desè exó codifica la regió 3’ 

no traduïda de 1948 nucleòtids i els 8 exons centrals codifiquen els 446 

aminoàcids restants [16]. El segon exó codifica el domini que uneix l’LPL al 

seu substrat. El quart exó codifica el domini que conté l’aminoàcid serina i 

els residus aminoacídics dels extrems que han estat identificats com la 

regió d’unió lipídica. El cinquè exó codifica la seqüència Gly154-Gly231 de la 

proteïna madura la qual està involucrada en el procés catalític. El sisè i 

novè exó codifiquen les seqüències que són relativament riques en 

aminoàcids bàsics i, per tant, estan involucrades en l’ancoratge de l’enzim 

a l’endoteli dels capil·lars per la interacció amb els dominis àcids dels 

HSPG [6]. El desè exó conté dos senyals de poliadenilació que resulten en 

dos àcids ribonucleics missatgers (mRNA) de mides diferents, 3,35 i 3,75 

kb [17]. En humans, s’ha descrit que, depenent del teixit, trobem un o els 

dos trànscrits, concretament en el múscul un i en el teixit adipós dos. 

Wion et al. [18], postulen que aquesta diferència en la mida del trànscrit 

segons el teixit podria implicar alguna diferència funcional ja que el 

trànscrit més llarg (trobat en múscul preferencialment) té una traducció 

més eficient. En rata, només s’ha descrit l’expressió del trànscrit llarg [18]. 

 La seqüència aminoacídica de l’LPL està altament conservada entre 

diferents espècies (un 90% o més en mamífers) [19]. S’han descrit regions 

conservades entre diferents espècies de vertebrats (humana, murina, 

primat, gos, cavall, vaca, granota, etc.) relacionades amb la tríada catalítica 
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del centre actiu de l’enzim, la tapa del centre actiu i el domini d’unió a 

lipoproteïnes [20]. 

L’mRNA de l’LPL en humans codifica una proteïna madura de 448 

aminoàcids amb un pes molecular (MW) calculat de 50,4 kDaltons (Da). A 

aquest pes calculat de manera teòrica se li ha d’afegir un increment del 

MW al voltant del 8% degut a les glicosilacions de l’enzim [21].  

L’LPL, juntament amb la lipasa hepàtica (HL) i la lipasa endotelial 

(EL), conformen la subfamília gènica de les lipases de triacilglicèrids (TLGS) 

[22]. Aquestes lipases es diferencien en la seva expressió gènica específica 

de teixit i en l’especificitat del seu substrat. Així, l’LPL es troba 

majoritàriament expressada a teixits adiposos i múscul mentre que l’HL 

s’expressa a fetge i l’EL a les cèl·lules endotelials vasculars, a les cèl·lules 

epitelials tiroidals i als hepatòcits. Pel que fa al seu substrat, l’LPL 

principalment hidrolitza els TAG dels QM i de les VLDL, mentre que l’EL té 

una elevada activitat fosfolipasa en les lipoproteïnes d’alta densitat (HDL) i 

menys capacitat d’hidrolitzar TAG. L’HL té la mateixa capacitat hidrolítica 

en els TAG, en els fosfolípids de les lipoproteïnes romanents i en les HDL 

[22]. La lipasa pancreàtica (PL) pertany a la família de les lipases de 

triacilglicèrids i té una relació gènica molt propera a la TLGS [23], 

concretament la similitud de la seva seqüència gènica comparada amb la 

de les tres lipases, entre elles l’LPL, és d’un 30% aproximadament [24].  

En l’actualitat, encara no s’ha aconseguit determinar per 

cristal·lografia de raigs X l’estructura molecular de l’LPL [25]. Aprofitant la 

similitud entre les lipases LPL i PL, Van Tilbeurgh et al. l’any 1994 van 

proposar una primera estructura tridimensional per l’LPL basant-se en la 

trobada per la PL per cristal·lografia de raigs X [24]. Fins ara, el model 

d’estructura tridimensional acceptat per al dímer de l’LPL era l’obtingut 

mitjançant el sistema de modelatge molecular INSIGHT II i va ser proposat 

per Kobayashi et al [26]. Per a generar aquest model dimèric van 

superposar els monòmers de l’LPL sobre l’estructura dimèrica 

cristal·lografiada de la PL. El model mostra els monòmers en una 

configuració cap-cua (head-to-tail) amb ambdues tapes del centre actiu 

posicionades a la mateixa cara del complex (Figura 2. veure model 

Kobayashi). 

L’any 2018, Hayne et al. [25], mitjançant la tècnica single-molecule 

Förster resonance energy transfer (smFRET), van proposar un nou model 

estructural per l’LPL. Aquesta tècnica permet estudiar les interaccions 

proteïna-àcid desoxiribonucleic (DNA) i proteïna-proteïna, concretament, 

permet estimar les distàncies entre les proteïnes de manera individual o 

entre complexes proteics que han estat units prèviament amb dos 

fluoròfors diferents que són capaços de transferir energia a través de les 

interaccions dipol-dipol. Hayne et al. van fer algunes crítiques al model 

original proposat per Kobayashi et al. basat en l’estructura de la PL: (i) el 

lloc d’unió de l’apolipoproteïna CII (apo CII) no està exposat en la superfície 

del dímer de l’LPL, (ii) les tapes del dímer xoquen si ambdues estan 

obertes, (iii) dues mutacions (R75A i G188E) que fan que l’LPL sigui 

secretada com a monòmer i no dimeritzi no es troben al lloc de contacte 
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entre els dímers, i (iv) les distàncies entre alguns residus que tenen un 

paper important en la unió a heparina no són coincidents.  

Figura 2. Models del dímer de l’LPL. En ambdós models es mostren 3 

punts de vista del dímer: la del dímer amb un tall longitudinal, la superior, 

i la inferior. El model original es basa en l’estructura cristal·lografiada del 

dímer de la PL i el nou model s’ha construït mitjançant la tècnica smFRET. 

La tapa (blau) es troba en tots dos models en la part superior del dímer 

però el nou model permet l’obertura d’ambdues tapes sense que aquestes 
xoquin. El lloc d’unió per l’apo CII (vermell) es troba en el model original 

ocult entre les superfícies d’unió dels dímers i, en el nou model, es troba 

accessible en la part superior. La mutació G188E (lila) en el model original 

no apareix en la zona de contacte entre els dímers, en canvi, en el nou 

model sí. Les distàncies entre els diferents residus implicats en la unió a 
heparina (groc) són diferents en els dos models. Figura adaptada de Hayne 

et al. [25]. 

El nou model (Figura 2. veure model Hayne) doncs, proposa un canvi entre 

la zona d’exposició a la superfície i la zona de contacte entre dímers 

provocant unes conseqüències directes: (i) que el lloc d’unió a l’apo CII 
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estigui exposat a la superfície del dímer de l’LPL, (ii) que el mutant G188E 

estigui en la zona de contacte entre dímers, (iii) que les tapes es puguin 

obrir sense xocar i (iv) que els residus d’unió a heparina estiguin 

posicionats de manera compatible amb la unió a la molècula octasacàrid 

d’heparina. 

Basant-se en la comparació amb la seqüència de la PL i en altres 

estudis, com els realitzats per mutagènesi dirigida, s’han establert els 

diferents dominis estructurals i funcionals de l’LPL [27]. En l’estructura de 

l’LPL trobem característiques que són comunes a la família gènica de les 

lipases com per exemple el domini d’unió a heparina i el lloc actiu α/β 

hidrolasa. L’LPL s’organitza estructuralment en dos dominis connectats per 

un pèptid flexible i té 27 aminoàcids corresponents al pèptid senyal [14]. El 

domini més gran és l’extrem N-terminal (residus 1-312) [13] el qual conté el 

lloc d’unió a heparina [28], el lloc d’unió de l’apo C-II [29], el lloc catalític o 

centre actiu de l’enzim comprenent la tríada catalítica (Ser132, Asp156 i 

His241) [30], el lloc d’unió a lípids [14] i un loop de 22 aminoàcids que 

cobreix el lloc catalític, la tapa [27]. El domini més petit és el C-terminal 

(residus 313-448 [13]) i és el lloc d’unió de les lipoproteïnes, facilitat per un 

altre lloc d’unió a heparina [14].  

 

A continuació es descriuen amb més detall aquests dominis i els seus llocs 

funcionals: 

Domini N-terminal 

Lloc d’unió a heparina: Gràcies al domini d’unió a heparina, l’LPL s’uneix 

als HSPG ubicats a la membrana plasmàtica de cèl·lules endotelials i 

parenquimàtiques. Els HSPG són macromolècules que contenen 

glicosaminoglicans (heparan sulfat) units covalentment a un nucli proteic. 

Els heparan sulfats estan carregats negativament, aquest fet possibilita la 

interacció amb molècules carregades positivament com l’LPL [31, 32]. 

L’heparina desplaça l’LPL unida als HSPG [21]. Està descrit que la forma 

dimèrica, i per tant activa, de l’LPL té una afinitat per l’heparina 6000 

vegades superior a la forma monomèrica [33]. S’han identificat llocs d’unió 

a l’heparina en ambdós dominis, l’N-terminal i el C-terminal. A l’extrem N-

terminal s’han identificat dos llocs d’unió a heparina (residus 279-282 i 

292-304) que són seqüències consens [13]. 

Lloc d’unió d’apo CII: L’activitat enzimàtica de l’LPL es veu estimulada per 

l’acció del cofactor apo CII [13, 31]. L’activació de l’LPL pel seu cofactor es 

veu reduïda per una elevada força iònica, fent palès la interacció iònica 

existent entre les dues proteïnes [13]. Diversos estudis apunten que el lloc 

d’unió a l’apo CII es troba a l’extrem N-terminal de l’LPL [13, 34].  

Tapa: Cobrint el lloc catalític, l’LPL té una tapa de 22 aminoàcids que és 

essencial per la interacció amb els substrats lipídics [7, 27] i també per 

l’especificitat de substrat [35]. Aquesta tapa controla l’estat inactiu o actiu 

de la proteïna, de manera que quan es troba en estat inactiu la cara 

hidrofòbica de la tapa es troba exposada a l’interior. Amb la interacció de 

l’LPL amb els seus substrats lipoproteics, la tapa canvia de conformació de 
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manera que la cara hidrofòbica queda exposada a l’exterior [27, 36]. Aquest 

control per part de la tapa també existeix en la lipasa pancreàtica i en 

altres lipases [13]. 

Lloc catalític (centre actiu): Els monòmers de l’LPL dimeritzen de manera 

contraposada (cap-cua) i formen un dímer actiu [37, 38]. Els monòmers es 

situen de la següent manera: l’extrem C-terminal  d’un monòmer està 

tocant el centre actiu de l’altre monòmer (veure Figura 3.). Els substrats 

lipídics són presentats al centre actiu per la interacció prèvia amb l’extrem 

C-terminal. S’ha postulat que aquesta orientació és clau per l’activitat de 

l’enzim i que els monòmers són inactius [39, 40]. S’ha demostrat, 

mitjançant mutagènesi dirigida, que qualsevol mutació en algun dels 3 

aminoàcids que formen part de l’altament conservada tríada catalítica 

(Ser132, Asp156 i His241), dona lloc a la inactivació de l’enzim [30]. 

Lloc d’interacció entre monòmers: S’han descrit certs aminoàcids (Ala176, 

Gly188, Gly195 a l’extrem N-terminal i els residus 415-438 [37] a l’extrem 

C-terminal) essencials per a la dimerització i l’estabilitat del dímer de l’LPL 

[13]. La forma activa de l’LPL és un homodímer unit de manera no covalent 

i la seva separació comporta la inactivació irreversible de l’enzim [13, 39]. 

Figura 3. Dominis funcionals de l’LPL. L’LPL funcional és un dímer amb 

una configuració cap-cua dels dos monòmers. El domini N-terminal conté 

el lloc catalític, el lloc d’interacció amb l’apo CII, la tapa que cobreix el 

centre actiu, un lloc d’unió a lípids i un lloc d’unió a heparina. L’extrem C-
terminal conté un lloc d’unió a heparina i un lloc d’unió a lípids. Aquest 

lloc d’unió a lípids de l’extrem C-terminal d’una subunitat del dímer està 

posicionat de manera molt propera al centre actiu, on trobem la tríada 

catalítica, de l’extrem N-terminal de l’altre subunitat del dímer. D’aquesta 

manera els substrats lipídics són presentats al centre actiu d’una 
subunitat gràcies a la seva interacció amb el domini C-terminal de l’altre 

subunitat del dímer. Figura adaptada de Li et al. [14]. 
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Domini C-terminal 

Lloc d’unió a heparina: Com s’ha esmentat més amunt, a l’extrem C-

terminal també s’han trobat residus implicats en la unió a heparina. 

Concretament, uns 50 residus entre els que destaquen: l’Arg405 i les 

lisines 319, 403, 407, 413 i 414 [13]. 

Lloc d’unió d’apo CII: També s’ha postulat que l’extrem C-terminal té llocs 

d’unió a l’apo CII. De fet, es creu que l’apo CII interactua amb el dímer de 

l’LPL de manera complementària en els dos dominis (amino i carboxi) que 

es troben contraposats [23, 26]. 

Lloc d’unió de les lipoproteïnes: Està àmpliament acceptat que els 

substrats lipídics són presentats al lloc catalític mitjançant la interacció 

amb l’extrem C-terminal de la proteïna [13, 41]. S’ha comprovat que els 

triptòfans 390, 393 i 394 juguen un paper important en l’orientació de 

l’enzim en la interfície aigua-lípids [42]. Les mutacions d’aquests residus 

hidrofòbics eliminen la capacitat de l’extrem C-terminal d’unir-se a les 

VLDL [26]. 

Lloc d’unió a LRP: En l’extrem C-terminal també es troba el lloc d’unió a la 

proteïna relacionada amb el receptor de les LDL (LRP) entre el residus 378 i 

423 [43]. Concretament, s’ha demostrat que la Lys407 és clau per la unió a 

l’LRP [44]. La unió de les lipoproteïnes a l’LRP depèn de l’estructura 

dimèrica de l’LPL, ja que només el dímer pot unir-se al mateix temps a la 

lipoproteïna i a l’LRP [43]. 

 

També trobem un grup d’aminoàcids altament conservat en la seqüència 

de l’LPL, que són importants des del punt de vista estructural de la 

proteïna.  

Cisteïnes: Un grup de cisteïnes implicades en la formació de 5 ponts 

disulfur (27-40, 216-239, 264-283, 275-278 i 418-438) [34]. 

Asparagines: La seqüència consens de l’LPL Asn-X-Ser/Thr conté tres llocs 

potencials d’N-glicosilació en l’espècie humana que es localitzen a les 

asparagines 43, 257 i 359. L’Asn257 forma part del tripèptid Asn-Pro-Ser 

que rarament es glicosila en eucariotes [13].  

1.1.4 Síntesi, secreció i processament 

Encara que trobem l’LPL activa a la cara luminal de les cèl·lules 

endotelials, aquestes cèl·lules no les sintetitzen [45]. La síntesi i secreció de 

l’LPL té lloc a les cèl·lules parenquimàtiques dels adipòcits, els miòcits, les 

cèl·lules de la glàndula mamària alletant i els macròfags entre altres. A la 

Figura 4. podem veure esquematitzat tot el procés de síntesi, secreció i 

processament de l’enzim. El gen de l’LPL es transcriu al nucli de les 

cèl·lules parenquimàtiques i el seu mRNA és conduït al reticle 

endoplasmàtic (RE) rugós on es durà a terme la seva traducció. Quan l’LPL 

arriba a l’RE es troba de forma monomèrica i, per tant, inactiva [6]. S’ha 

demostrat que la seva activació té lloc a l’RE [46], de manera que és on té 

lloc la seva dimerització [47].  
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Figura 4. Síntesi, secreció i transport de l’LPL. Després de ser 

sintetitzada i secretada com a un proenzim monomèric i inactiu en l’RE 

rugós de les cèl·lules parenquimàtiques, l’LPL és empaquetada en 

homodímers actius amb l’ajut de la proteïna factor madurador de lipases 1 

(LMF1). La proteïna Sel-1 suppressor of lin-12 Like protein (Sel1L) forma un 

complex funcional amb LPL-LMF1 a la membrana de l’RE que ajuda a 
estabilitzar els dímers naixents d’LPL i els permet ser secretats de l’RE 

amb èxit. Aleshores, d’una banda l’LPL s’unirà al receptor relacionat amb 

la Sortilina (SorLA) en la xarxa del trans Golgi (TGN) i serà dirigida cap als 

endosomes tardans (LE) per ser degradada i d’altra banda, l’LPL serà 

secretada fora de les cèl·lules parenquimàtiques en vesícules de secreció 
en la via de secreció constitutiva o en la regulada. La Sortilina (Sort1) pot 

transferir un excés d’LPL cap als endosomes primerencs (EE), passant pels 

LE i acabant als lisosomes per a la seva degradació. Un cop secretada de 

les cèl·lules parenquimàtiques, l’LPL s’unirà als HSPG de la superfície 

d’aquestes cèl·lules i serà posteriorment translocada a la GPIHBP1. 

Aquesta proteïna, localitzada a ambdós costats de les cèl·lules endotelials, 
és la responsable del transport de l’LPL de l’espai intersticial al luminal 

d’aquestes cèl·lules dels capil·lars. A la superfície luminal de les cèl·lules 

endotelials, unida a GPIHBP1 i/o a HSPG, és on hidrolitzarà els TAG de les 

lipoproteïnes circulants (VLDL i QM). Figura adaptada de He et al. [6]. 
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La proteïna transmembrana LMF1, que es localitza a l’RE, és essencial per 

la maduració de l’LPL, facilitant l’ensamblatge dels homodímers en la seva 

orientació cap-cua [48]. A part, l’LMF1 també estabilitza els nous dímers de 

l’LPL en l’RE [7]. L’LPL que no ha superat el procés d’ensamblatge anterior 

és dirigida a la degradació associada a l’RE, un sistema de control de 

qualitat que regula la degradació de les proteïnes mal ensamblades de l’RE 

[6, 47]. La Sel1L té una doble funció respecte l’LPL: per una banda està 

involucrada en la degradació de l’LPL mal plegada [49] i, per una altra, és 

essencial per a la seva secreció de l’RE formant un complex, junt amb 

l’LMF1, estabilitzador dels dímers [50]. En l’RE, també té lloc l’inici de    

l’N-glicosilació de l’LPL que finalitzarà al Golgi [31, 51] (veure Figura 5.).  

Aquest procés de glicosilació s’inicia amb la transferència d’un 

oligosacàrid a un residu d’asparagina de la seqüència consens              

Asn-X-Ser/Thr de l’LPL a la cara luminal de l’RE. Aquest oligosacàrid 

patirà diverses modificacions en l’RE i, després, al Golgi. La maduració de 

l’oligosacàrid finalitza al Golgi amb l’addició de sucres terminals. Els 

oligosacàrids resultants són complexos i de llargades diferents segons les 

modificacions rebudes, de forma que es generen diversos oligosacàrids 

[31]. La glicosilació de l’LPL és clau en la seva activació ja que s’ha 

demostrat que la seva inhibició comporta la síntesi d’LPL inactiva [52]. 

Un cop ha tingut lloc la traducció i activació de l’LPL en l’RE, els 

dímers viatgen fins al Golgi on maduraran. En el Golgi, l’LPL pot ser: (i) 

secretada fora de les cèl·lules parenquimàtiques de manera constitutiva 

mitjançant vesícules de secreció (sense regulació fisiològica), (ii) secretada 

fora de les cèl·lules parenquimàtiques de manera regulada mitjançant 

vesícules de secreció (resposta a regulació fisiològica), o (iii) degradada via 

lisosomal de manera que s’uneix al SorLA, el qual fa de mitjancer de 

l’activitat endocítica i del transport entre vesícules intracel·lulars a la TGN, 

i és enviada als LE. En els LE l’LPL és enviada als lisosomes per a la seva 

degradació, i el SorLA retorna a la TGN [53].  

Un cop l’LPL activa ha estat secretada de l’interior de les cèl·lules 

parenquimàtiques, s’uneix als HSPG que es troben a la membrana 

d’aquestes cèl·lules. Són proteoglicans modificats amb cadenes d’heparan 

sulfat que poden interaccionar amb diverses proteïnes [6]. La interacció 

entre els dominis d’unió a heparina de l’LPL (carregats positivament) i els 

HSPG (carregats negativament) és molt important pel transport de l’enzim 

a través de la cèl·lula endotelial [32], pel seu acoblament a la superfície 

cel·lular i per l’estabilitat de la seva activitat [54]. Els dímers d’LPL units 

als HSPG de les cèl·lules parenquimàtiques [55] o als de les cèl·lules 

endotelials [56] poden ser  reinternalitzats per a tornar a ser secretats, o 

bé, només en el cas dels units a les cèl·lules parenquimàtiques, poden ser 

degradats. S’ha vist que, per la transcitosi de l’LPL de l’espai intersticial a 

la cara luminal de les cèl·lules endotelials, a part dels HSPG, el receptor de 

les VLDL és un factor clau [57]. 
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Figura 5. Procés d’N-glicosilació de l’LPL a l’RE i al Golgi. El procés 

comença a la cara citosòlica de la membrana de l’RE amb l’addició de 

sucres. Després de passar a la cara luminal, a l’oligosacàrid se li afegeixen 

més sucres i és transferit a un residu d’asparagina de la proteïna naixent. 

Aleshores, actuen diferents glucosidases i manosidases. Quan ha tingut 

lloc el plegament de la glicoproteïna (oval gris), aquesta és transferida al 
Golgi on es continua el procés d’addició de sucres. Al final de la 

glicosilació, s’afegeixen sucres terminals com per exemple                      

l’N-acetilglucosamina, la galactosa, l’àcid siàlic i/o la fucosa. Per tant, hi 

ha moltes possibles terminacions de la glicosilació, donant lloc a diferents 

glucoproteïnes. Figura adaptada d’Helenius et al. [51]. 

En els últims anys, s’ha descobert que la glicoproteïna GPIHBP1 es troba a 

ambdues cares de les cèl·lules endotelials i és responsable del transport de 

l’LPL a través d’aquestes [58]. S’ha demostrat que l’absència de GPIHBP1 

causa la deslocalització de l’LPL en l’espai intersticial provocant 

hipertriacilgliceridèmia [59]. Així, l’LPL aconsegueix arribar a l’espai 

luminal de l’endoteli on realitzarà la seva funció com a lipasa, gràcies a 

l’estabilitat que li proporcionen tant la GPIHBP1 com els HSPG [60, 61]. 
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La vida mitjana de l’enzim en la llum endotelial és molt curta, d’uns 30 

minuts [62] i, després d’hidrolitzar els TAG de les lipoproteïnes circulants, 

l’LPL monomeritza i perd afinitat pels HSPG. En aquest moment, els 

monòmers, i també els dímers, d’LPL poden ser: (i) transportats pel torrent 

sanguini associats a lipoproteïnes circulants (sobretot LDL i HDL [63]) fins 

al fetge on seran internalitzats i degradats [64] o (ii) importats de nou a 

l’espai intersticial a través de la GPIHBP1 [65]. La Sort1, pot transferir un 

excés d’LPL de l’espai intersticial facilitant el seu retorn a l’interior de la 

cèl·lula parenquimàtica on la transferirà als EE, per després passar als LE 

i ser, finalment, degradada als lisosomes [66].  

1.1.5 Regulació fisiològica 

L’LPL està àmpliament distribuïda a l’organisme, aquest fet li confereix un 

rol clau en el metabolisme lipídic. Les activitats LPL més elevades es troben 

al cor, a la musculatura esquelètica, als teixits adiposos (blanc i marró) i a 

la glàndula mamària alletant [13], i en menor mesura al cervell, al ronyó, a 

la glàndula adrenal, a les cèl·lules β del pàncrees, al pulmó, a la melsa, als 

macròfags, als ovaris, als testicles, a la placenta i a l’intestí prim [6, 13, 31, 

67]. L’LPL es considera un enzim extrahepàtic ja que no s’expressa en el 

fetge de l’adult (excepte en situacions de regeneració hepàtica [68]) a nivells 

considerables [13]. La mínima activitat que hi pot haver és deguda a la 

internalització, per part del fetge, d’una quantitat mínima d’LPL activa que 

viatja per sang per seguir la via de degradació [64]. En canvi, sí que s’ha 

trobat una elevada activitat LPL en el fetge de nounat de rata [69].  

Segons a quin teixit tingui lloc la hidròlisi dels TAG per part de l’LPL, 

els NEFA generats seran utilitzats per a diferents funcions: (i) en el cor o en 

la musculatura esquelètica seran utilitzats com a font d’energia, (ii) en el 

teixit adipós blanc (WAT) seran emmagatzemats com a reserva energètica, 

(iii) en el teixit adipós marró (BAT) seran utilitzats per a la termogènesi, i  

(iv) en la glàndula mamària alletant seran reesterificats i exportats a la llet. 

D’aquesta manera, l’enzim presenta una regulació específica de teixit que li 

permet distribuir els substrats lipídics entre els diferents teixits on 

s’expressa l’LPL segons el context fisiològic [67]. 

A continuació es descriuen diferents situacions fisiològiques que poden 

alterar els nivells d’activitat o l’expressió d’LPL en un teixit concret o en 

varis teixits a la vegada (Figura 6.):  

• Termoregulació: L’exposició al fred fa augmentar l’activitat i l’mRNA 

d’LPL al BAT, aquest fet comporta una regulació a nivell traduccional 

i post-traduccional de l’enzim [70]. 

• Ingesta/dejuni: En una situació d’ingesta el WAT augmenta 

l’activitat LPL per tal d’emmagatzemar TAG provinents de la dieta, i 

mantenir-los com a reserva energètica [71]. En canvi, en una 

situació de dejuni, l’activitat LPL disminueix en el WAT i augmenta 

en la musculatura esquelètica [72] i en el cor [71]. Hi ha una 

exportació dels TAG emmagatzemats al WAT, per a cobrir les 

necessitats metabòliques dels teixits musculars [71]. Aquesta 

regulació s’ha postulat que és a nivell post-traduccional [71, 73]. 
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Figura 6. Principals estímuls fisiològics que regulen l’activitat LPL en 

diversos teixits. La fletxa ↑ indica un augment de l’activitat enfront de 
l’estímul escrit al costat i la fletxa ↓ una disminució. Figura adaptada de 

Kersten [74]. 

• Exercici físic: Quan la musculatura esquelètica es veu sotmesa a 

exercici físic l’activitat LPL augmenta en aquest teixit. Ara bé, aquest 

augment d’activitat no és en detriment de l’activitat LPL del WAT 

[75]. 

• Inflamació: En un procés inflamatori el factor de necrosi tumoral 

alfa (TNFα,) que és una citoquina proinflamatòria, afecta l’activitat 

LPL. S’ha vist que, in vitro, el TNFα inhibeix l’activitat LPL i estimula 

la lipòlisi en cèl·lules 3T3 [76]. També s’ha comprovat in vivo que el 

TNFα disminueix l’activitat LPL en el WAT i augmenta en el fetge i el 

plasma [77]. Un altre estudi va demostrar que el TNFα estimula 

l’expressió d’òxid nítric sintasa induïble en adipòcits del BAT, fent 

que es produeixi òxid nítric (NO) i, alhora, una disminució de 

l’activitat LPL [78]. El nostre grup de recerca, va demostrar que el 

ràpid increment d’NO en el WAT (via òxid nítric sintasa endotelial) 

provoca un ràpid alliberament d’LPL des de les cèl·lules endotelials 

d’aquest teixit al torrent sanguini [79]. Diversos autors descriuen 

que l’administració in vivo de lipopolisacàrid (LPS), desencadena una 

disminució de l’activitat LPL en el WAT, la musculatura esquelètica 
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[80] i el cor [81]. En el nostre grup de recerca, s’ha comprovat que 

l’administració de LPS indueix una disminució de l’activitat LPL en el 

WAT i en el cor, encara que no es va veure una disminució 

significativa de l’activitat en la musculatura esquelètica [82].  

Altres situacions fisiològiques en les quals els nivells d’activitat o 

l’expressió d’LPL estan alterats són l’estrès i l’alletament: 

• Estrès agut/crònic: En el nostre grup d’investigació, es va descriure 

que l’administració in vivo d’adrenalina o d’isoproterenol (agonista 

dels receptors β-adrenèrgics) indueix una disminució de l’activitat 

LPL en el WAT i un augment en el plasma [83]. També, es va 

estudiar l’efecte fisiològic de producció endògena d’adrenalina, en 

una situació d’estrès agut per immobilització (30 minuts) i en un 

estrès crònic (2 hores d’immobilització diàries), sobre l’activitat i 

l’mRNA de l’LPL del WAT, el cor i la musculatura esquelètica [84]. Es 

va veure que, en l’estrès crònic, hi havia una disminució de l’activitat 

LPL en el WAT mesentèric (mWAT) i epididimal (eWAT). Al mateix 

temps, hi havia un augment de l’activitat i de l’mRNA de l’LPL en el 

cor i en la musculatura esquelètica. En canvi, en el cas d’estrès 

agut, es va trobar una disminució de l’activitat LPL només en el WAT 

retroperitoneal (rWAT). En ambdós tipus d’estrès hi ha un augment 

de l’activitat LPL en plasma. Es va proposar que aquests canvis eren 

deguts probablement per l’acció de catecolamines. Estudis posteriors 

en el nostre grup, van revelar que l’estrès agut provoca un canvi 

molt ràpid en els nivells d’activitat LPL (disminució en l’rWAT i 

augment en el plasma en només 5 minuts d’immobilització) de 

manera que es va proposar que l’alliberament de l’LPL, des de les 

cèl·lules endotelials cap al torrent sanguini, constituïa un 

mecanisme de regulació ràpida de l’activitat LPL dels teixits 

implicats [85]. 

• Alletament: En aquesta situació fisiològica hi ha un 

redireccionament dels TAG circulants cap a la glàndula mamària 

alletant, de manera que augmenta l’activitat LPL en aquest teixit en 

detriment de l’activitat del WAT [86, 87]. L’LPL té, doncs, un rol 

important durant l’alletament redistribuint els TAG circulants cap a 

la glàndula mamària alletant per a la síntesi de llet [87]. L’activitat 

LPL en la llet humana [88] i en la de rata [89] és molt elevada. Es 

creu que l’LPL trobada a la llet és un excedent procedent de la 

glàndula mamària alletant [90-92] i que l’activitat LPL a la llet podria 

indicar l’activitat a la glàndula mamària alletant de manera indirecta 

[92]. 
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1.1.6 Factors moleculars de regulació de l’LPL 

La modificació de l’activitat LPL en diferents situacions fisiològiques, 

lògicament, és deguda a l’efecte hormonal (veure Taula 1.). Aquesta 

regulació hormonal pot modular l’expressió d’mRNA de l’LPL o l’activitat de 

l’enzim [13].  

Taula 1. Efectes hormonals sobre l’expressió i/o l’activitat LPL. 

Diferents hormones modifiquen l’activitat i/o els nivells d’mRNA de l’LPL 

en diferents teixits. n.d. = no determinat. Informació extreta de: [13, 14, 
74, 84, 93-99]. 

L’expressió de l’LPL pot ser regulada a nivell transcripcional, traduccional 

(en la síntesi de l’enzim) o post-traduccional (en el procés de maduració i 

secreció de l’LPL). A la Taula 2. es presenten diferents factors que regulen 

l’expressió i/o l’activitat de l’LPL en els diferents nivells i, també, es 

mostren proteïnes que interaccionen amb l’enzim i intervenen en la seva 

regulació post-traduccional. 

Hormona Teixit Activitat LPL mRNA LPL

Catecolamines Teixit adipós blanc ↓ ↓

Teixit adipós marró ↑ ↑

Cor ↑ n.d.

Musculatura esquelètica ↑ n.d.

Glucocorticoides Teixit adipós blanc ↑ ↑

Cor ↑ ↑

Insulina Teixit adipós blanc ↑ ↑

Teixit adipós marró ↑ n.d.

Musculatura esquelètica ↓ n.d.

Cor ↓ n.d.

Prolactina Teixit adipós blanc ↓ n.d.

Glàndula mamària ↑ ↑

Glucagó Teixit adipós blanc ↑ n.d.

Tiroxina Teixit adipós blanc ↑ n.d.

Teixit adipós marró ↑ n.d.

Hormona del Creixement Teixit adipós blanc ↓ n.d.

Cor ↑ n.d.

Musculatura esquelètica ↑ n.d.

Testosterona Teixit adipós blanc ↓ n.d.

Cor ↑ n.d.

Musculatura esquelètica ↑ n.d.

Estrògens Teixit adipós blanc ↓ ↓

Cor ↑ n.d.

Musculatura esquelètica ↑ n.d.
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Taula 2. Regulació de l’expressió i/o l’activitat de l’LPL a diferents 
nivells. A la taula es mostren una sèrie de factors i la proteïna C-reactiva 

(CRP) que actuen a nivell transcripcional regulant l’expressió de l’LPL en 

teixits determinats. També es mostren factors i/o proteïnes que regulen 

l’expressió de l’LPL a nivell de la traducció de l’mRNA de l’enzim (microRNA 

i CRP) i a nivell post-traduccional. Taula adaptada de Li et al. [14]. 

1.1.6.1 Regulació traduccional (miRNA) 

Els microRNA (miRNA) són petites molècules d’RNA no codificant (molècula 

d’RNA no traduïda a proteïna) capaces de regular l’expressió gènica. 

Aquesta regulació la fan per aparellament de bases amb l’extrem 3’UTR 

dels mRNA diana [6]. S’ha demostrat que, en ratolins deficients en apo E, 

els miR-27 [100] i miR-467 [101] disminueixen l’expressió d’LPL tenint un 

efecte preventiu de l’ateroesclerosi en suprimir l’acumulació de lípids 

induïda per l’LPL i disminuir la resposta inflamatòria. També s’ha vist que 

miR-29, en cèl·lules dendrítiques, pot inhibir l’expressió de l’LPL [102]. A 

més a més, l’LPL pot ser regulada negativament pels dos miRNA (27 i 29) 

de manera sinèrgica en adipòcits madurs [103]. Com a últim exemple,   

miR-467 és un regulador de l’LPL en casos d’esteatosi hepàtica [104].  

1.1.6.2 Regulació post-traduccional 

L’LMF1 és una xaperona transmembrana específica de lipases que té un 

rol essencial en facilitar l’ensamblatge dels monòmers inactius de l’enzim 

cap als dímers actius així com també manté l’estabilitat del dímer de l’LPL 

en l’RE [105]. Una nansa de l’LMF1 es localitza al lumen de l’RE on 

interactua amb l’LPL. L’absència d’LMF1 fa que s’acumuli LPL com a 

agregats que són retinguts a l’RE. A més a més, la mutació del gen d’LMF1 

és una de les causes de la síndrome de la deficiència combinada de lipases 

que es caracteritza per hipertriacilgliceridèmia i hiperquilomicronèmia amb 

una disminució molt pronunciada de l’activitat LPL [7, 105].  

La Sel1L és una proteïna adaptadora que es localitza a l’RE i que forma un 

complex amb l’LPL i l’LMF1 [50]. Aquest complex és necessari per 

l’alliberament de l’LPL activa de l’RE. S’ha demostrat que els ratolins amb 

Nivell de regulació Factor LPL

TRANSCRIPCIONAL PPAR, RXR, LXR ↑

TNF, INF, PKA ↓

CRP ↑

TRADUCCIONAL miR-27, miR-29, miR-467 ↓

CRP ↑

Calci ↑

Proteïnes d'interacció

LMF1, Sel1L, GPIHBP1 ↑

SorLa, Sort1 ↓

POST-TRADUCCIONAL Apolipoproteïnes

apoA-V, apoC-II, apoD ↑

apoE, apoC-I, apoC-III ↓

Angiopoietines

Angptl4, Angptl3, Angptl8 ↓
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el gen Sel1L silenciat tenen hipertriacilgliceridèmia post-prandial severa i 

l’LPL queda retinguda a l’RE formant agregats [7, 50].  

El SorLA és un receptor regulador post-traduccional de l’LPL [53]. 

Pertany, juntament amb la Sort1, a la família de receptors de domini     

Vps 10p (Vps10p-D) dels mamífers. Tant el SorLA com la Sort1, són 

receptors associats a diversos lligants i, per tant, tenen associades 

diferents funcions. Per exemple, el SorLA protegeix la proteïna precursora 

amiloide de la proteòlisi donant lloc a la proteïna soluble beta i al pèptid 

insoluble amiloide beta. És a dir, el SorLA està associat genèticament a la 

malaltia d’Alzheimer [53]. La Sort1 és un receptor multifuncional que 

s’uneix a l’LPL quan s’expressa a la superfície de les cèl·lules 

parenquimàtiques i mitjança la seva endocitosi i degradació [66].  

Fins fa uns anys, es creia que a la cara luminal de l’endoteli l’LPL 

només era ancorada a les cèl·lules mitjançant els HSPG. Aquesta interacció 

iònica és la base del procediment experimental d’alliberament a sang de 

l’LPL, el qual es realitza mitjançant una injecció intravenosa d’heparina. 

Ara, aquest rol exclusiu dels HSPG ha variat amb el descobriment d’una 

proteïna implicada en aquest procés, la GPIHBP1. S’ha vist que la 

GPIHBP1 s’expressa a l’endoteli dels capil·lars però no a l’endoteli dels 

grans vasos sanguinis o dels capil·lars del cervell (en aquests endotelis 

l’LPL és depenent dels HSPG) [106]. Aquesta glicoproteïna forma part de la 

família dels lymphocyte antigens 6 (Ly6) i conté un domini Ly6 amb 10 

cisteïnes. La mutació de qualsevol d’aquestes cisteïnes elimina la capacitat 

de la GPIHBP1 d’unir-se a l’LPL [106] (veure Figura 7.). També s’ha vist que 

el seu domini àcid estabilitza l’activitat catalítica de l’LPL evitant la 

dissociació dels dos monòmers que conformen l’homodímer [107]. La unió 

de l’LPL a aquesta glicoproteïna depèn només del domini C-terminal de 

l’enzim i no de la totalitat del dímer [108].  

 Estudis més recents, realitzats per cristal·lografia, del complex   

LPL-GPIHBP1 (veure Figura 8.) demostren que el domini LU (de 75 residus 

de llargada) de la GPIHBP1 és el que s’uneix a l’extrem C-terminal de l’LPL 

mitjançant interaccions hidrofòbiques [109]. Està demostrat que la 

GPIHBP1 també estabilitza l’LPL impedint la inhibició de la seva activitat 

hidrolítica per part d’inhibidors fisiològics com les proteïnes semblants a 

les angiopoietines 3 i 4 (Angptl3 i Angptl4) [110]. Alguns estudis han posat 

de manifest que el transport de la GPIHBP1 i l’LPL a través de les cèl·lules 

endotelials es dona per invaginacions de la membrana plasmàtica o bé per 

vesícules i és bidireccional [65].  
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Figura 7. Diverses mutacions al domini Ly6 de la GPIHBP1 associades 

a hipertriacilgliceridèmia en humans resulten en dímer o 

multimeritzacions de la proteïna incapacitant-la per transportar l’LPL 

a la superfície luminal de l’endoteli dels capil·lars. A) GPIHBP1 normal 
actua com a monòmer transportant l’LPL des de l’espai intersticial cap al 

costat luminal de les cèl·lules endotelials dels capil·lars. Aquí, l’LPL 

hidrolitzarà els TAG de les lipoproteïnes riques en TAG (TRL) a àcids 

grassos (FA) i glicerol. Aquest procés dona lloc a la formació de 

lipoproteïnes romanents (R). B) Moltes mutacions, però no totes, a 

GPIHBP1 que causen hipertrialcilgliceridèmia donen lloc a una 
dimerització o a una multimerització d’aquesta proteïna impedint la seva 

unió a l’LPL. Figura adaptada de Vallerie et Bornfeldt [106]. 

Figura 8. Estructura del complex LPL-GPIHBP1. L’LPL (lila) té 5 ponts 

disulfur (Cys54–Cys67, Cys243–Cys266, Cys291–Cys302, Cys305–Cys310, 
i Cys445–Cys465); un ió de calci (esfera taronja) coordinat pels residus 

Ala194, Arg197, Ser199, Asp201, i Asp202; i dues N-glicosilacions (Asn70 i 

Asn386). La GPIHBP1 (verd) té una N-glicosilació a Asn78. L’LPL conté en 

el domini N-terminal un domini α/β hidrolasa (N) que conté 6 hèlix α i 10 

cadenes β. El domini C-terminal de l’LPL és flanquejat per un domini β 
barril (C) que conté 12 cadenes β. Els dos dominis estan connectats per 

una regió frontissa. La numeració de les cadenes β a GPIHBP1 segueix la 

nomenclatura proposada pel domini LU de les proteïnes [111]. Figura 

adaptada de Birrane et al. [109]. 
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Un conjunt d’apolipoproteïnes, sintetitzades principal o exclusivament al 

fetge, estan associades amb diverses lipoproteïnes, entre elles les 

lipoproteïnes riques en TAG. Les podem agrupar com a estimuladores de 

l’LPL (apo CII, apo AV) o com a inhibidores (apo CI, apo CIII, apo E) [7]: 

• Apo CII: Està reconeguda com a cofactor essencial per a l’activitat 

hidrolítica de l’LPL [112, 113]. En el seu extrem C-terminal hi ha 

una hèlix que guia a les lipoproteïnes al centre actiu de l’LPL [114]. 

S’ha proposat que la regulació de l’activitat LPL per part de l’apo CII 

depèn de la pressió que hi hagi a la superfície de les lipoproteïnes 

[115]. Quan l’LPL hidrolitza els TAG augmenta la densitat lipídica a 

la superfície de les lipoproteïnes i, per tant, també la seva pressió. 

Es creu que aquesta elevada pressió fa que l’hèlix de l’extrem         

C-terminal de l’apo CII es separi del centre actiu de l’LPL i, per tant, 

s’aturi la hidròlisi dels TAG. La deficiència d’aquesta apolipoproteïna 

està associada a una elevació dels nivells de TAG, VLDL i QM en el 

plasma i a una disminució de l’activitat LPL i dels nivells d’LDL, IDL 

i HDL [116] a plasma. De manera contraposada, s’ha vist que 

elevades concentracions d’apo CII condueixen a una 

hipertriacilgliceridèmia [117] i es creu que aquest fet és degut a que 

l’apo CII provoca una disfunció de la lipòlisi i de l’eliminació del 

romanents. És a dir, un excés d’apo CII a les lipoproteïnes es 

relaciona amb una inhibició de la hidròlisi dels TAG per part de l’LPL 

provocant hipertriacilgliceridèmia [6]. Hi ha diversos factors que 

poden implicar un augment en els nivells d’apo CII a plasma com per 

exemple l’obesitat, la diabetis o alguns fàrmacs hipolipidèmics [118]. 

Existeixen tractaments farmacològics per a la 

hipertriacilgliceridèmia, basats en els efectes reductors de la 

concentració d’apo CII com per exemple: estatines, fibrats, àcid 

nicotínic, ezetimibe i orlistat [118]. També existeixen pèptids 

mimètics a l’apo CII, que en els casos d’hipertriacilgliceridèmia 

causada per deficiència d’apo CII, estimulen la lipòlisi aprofitant el 

seu efecte estimulador sobre l’LPL [119].  

• Apo AV: L’apolipoproteïna AV ha estat incorporada a la família de les 

apolipoproteïnes plasmàtiques l’any 2001, per dos grups 

d’investigació [120]. El grup de Pennacchio et al. la va descriure 

utilitzat seqüències comparatives i el grup de van der Vliet et al. 

després d’observar una marcada regulació a l’alça del gen de l’apo 

AV durant la regeneració hepàtica. S’associa a les VLDL, HDL i, en 

menor mesura, als QM. L’efecte que fa l’apo AV sobre l’LPL podria 

ser degut: (i) a l’activació dels proteoglicans units a l’enzim, 

estabilitzant el complex LPL-HSPG, o bé unint-lo a la lipoproteïna 

HDL [121] o (ii) a l’estabilització del complex LPL-GPIHBP1 [122]. 

S’ha vist que la sobreexpressió de l’apo AV, en ratolins amb 

deficiència d’LPL i també en humans, correlaciona amb l’elevació 

dels nivells de TAG en plasma [123]. Existeixen diferents mutacions 

de l’apolipoproteïna que tenen com a conseqüència una disminució 

dels efectes estimuladors sobre l’LPL. S’han descobert tres 

(p.(Ser232_Leu235)del, p.Leu253Pro i p.Asp332ValfsX4)) que són 
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una causa directa d’hipertriacilgliceridèmia [124]. Es pot destacar 

que qualsevol mutació en el residu Gly185 de l’apo AV comporta una 

disminució de l’activitat LPL, és a dir, té un paper central en la 

hidròlisi dels TAG mitjançada per l’LPL [125]. Encara que l’apo AV té 

un paper molt important en el metabolisme dels TAG, es desconeix 

quin és el mecanisme directe pel qual actua. S’han postulat 3 

hipòtesis: (i) en el fetge, un mecanisme intracel·lular afecta a la 

producció de VLDL, (ii) en la superfície luminal de l’endoteli dels 

vasos sanguinis, estimula la unió de l’LPL als HSPG i (iii) en el fetge, 

millora l’eliminació de les TRL via receptors específics [122].   

• Apo CI: La quantitat endògena d’apo CI és suficient per disminuir o 

inhibir l’activitat lipolítica de l’LPL [126]. S’ha demostrat que quan 

l’apo CI es troba unida a les TRL dificulta que l’LPL es pugui unir a 

la interfície lípid/aigua de la lipoproteïna, de manera que desplaça 

l’enzim de les partícules lipídiques i, per tant, s’inhibeix la lipòlisi 

[127]. Encara que l’apo CI es secreta principalment al fetge, també 

s’ha comprovat la seva secreció al WAT. Quan és secretada en 

aquest teixit s’inhibeix l’activitat LPL en el mateix i, per tant, 

disminueix la hidròlisi de les TRL al WAT. En base a aquests estudis, 

s’ha proposat disminuir la secreció d’apo CI al WAT per tal de 

millorar l’eliminació de les TRL post-prandials en humans amb 

obesitat [128].  

• Apo CIII: L’apo CIII inhibeix l’activitat LPL d’igual manera que    

l’apo CI, per desplaçament de l’enzim de les lipoproteïnes [127]. 

Aquesta apolipoproteïna també inhibeix la lipòlisi mitjançada per 

l’LPL desplaçant el seu cofactor, l’apo CII, de la superfície de la 

lipoproteïna [129, 130]. També s’ha comprovat in vitro que desplaça 

les lipoproteïnes de la superfície cel·lular [130]. Alguns fàrmacs 

inhibidors de l’expressió d’apo CIII, com els fibrats, s’usen fa dècades 

en la clínica pel tractament de la hipertriacilgliceridèmia millorant 

l’activitat lipolítica de l’LPL [131]. Recentment, s’ha comprovat in 

vitro que l’apo CIII inhibeix la hidròlisi dels TAG quan l’LPL està 

unida a la GPIHBP1 de manera molt més pronunciada que quan 

l’LPL no hi està unida [132].  

• Apo E: És sintetitzada al fetge però també en cèl·lules i teixits 

extrahepàtics, especialment en macròfags [74]. L’apo E redueix la 

capacitat lipolítica de l’LPL fent augmentar els nivells circulants de 

les TRL [133] (també es veuran augmentats per l’estimulació de la 

producció de VLDL al fetge per part de l’apo E [134]). 
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En el últims anys, una família de proteïnes semblants a les angiopoietines 

(Angptl), s’han establert com a reguladores clau del metabolisme lipídic a 

plasma essent unes potents inhibidores de l’LPL [6]. La sobreexpressió de 

qualsevol d’elles comporta hipertriacilgliceridèmia. A continuació es 

descriuen les Angptl 3, 4 i 8, associades a l’LPL: 

• Angptl3: Es sintetitza exclusivament al fetge on la seva expressió 

està regulada a la baixa per la leptina i la insulina i a l’alça pel 

receptor nuclear LXR [74]. És un polipèptid que en el seu extrem    

N-terminal té un domini helicoidal que afecta als nivells plasmàtics 

de TAG inhibint de manera reversible l’activitat lipolítica de l’LPL 

[135]. Alguns estudis han establert que la inhibició de l’activitat LPL 

per part del domini N-terminal de l’Angptl3 és a través de la 

facilitació de la seva escissió mitjançant convertases proproteïna 

(com per exemple la furina) i, per tant, dissociant-la de la superfície 

cel·lular. Aquesta dissociació es dona amb l’LPL unida a HSPG o a 

GPIHBP1 [136]. Estudis en ratolins i macacos dislipidèmics revelen 

que l’anticòs monoclonal humà REGN1500 és capaç de reduir els 

efectes inhibitoris de l’Angptl3 sobre l’LPL, posicionant-lo com a 

possible tractament per a pacients hiperlipidèmics [137]. Estudis 

recents, indiquen que l’Angptl3 podria cooperar amb l’Angptl8 [138]. 

• Angptl4: És una proteïna molt ubiqua ja que encara que es 

sintetitza principalment al fetge i al teixit adipós, també es troba a la 

musculatura cardíaca i esquelètica, a l’intestí, als vasos sanguinis, 

al cervell, als pulmons, als ronyons, a les glàndules tiroides i 

adrenals, als macròfags, etc. [7, 74]. L’expressió d’Angptl4 està sota 

el control dels receptors activadors de la proliferació de peroxisomes 

(PPAR), de manera que es veu estimulada per l’acció d’àcids grassos 

(són agonistes dels PPAR) [74]. S’ha establert que l’Angptl4 inhibeix 

l’activitat LPL [139] però el mecanisme exacte pel qual ho fa no està 

clar. Alguns dels mecanismes que s’han descrit són els següents:    

(i) l’Angptl4 inhibeix l’LPL bloquejant la seva dimerització [140] o bé 

convertint els dímers en monòmers inactius [141], (ii) l’Angptl4 pot 

unir-se al complex LPL-GPIHBP1 i inactivar-lo, de manera que l’LPL 

es dissocia de la GPIHBP1 i ja no serà capaç de tornar-s’hi a unir, és 

a dir, es tracta d’una inhibició irreversible [142], (iii) en adipòcits 

l’Angptl4 promou la pèrdua intracel·lular d’LPL estimulant la seva 

degradació un cop han tingut lloc les modificacions                    

post-traduccionals a l’RE [143, 144], (iv) en macròfags l’Angptl4 

suprimeix l’activitat LPL i, en conseqüència, també la formació de 

cèl·lules escumoses i l’expressió de gens inflamatoris (es redueix el 

risc d’aterosclerosi) [145], (v) l’Angptl4 es veu estimulada pels àcids 

grassos que indueixen l’activació dels PPAR que inhibiran l’LPL 

[146], (vi) l’Angptl4 funciona com un inhibidor no competitiu que 

s’uneix a l’LPL per inhibir la hidròlisi del substrat en un mecanisme 

reversible [147], i, per últim, (vii) sembla ser que l’Angptl4 és el 

principal regulador de l’activitat LPL a nivell fisiològic sota 

condicions d’ingesta/dejuni, exercici i fred [148-150]. En teixit 

adipós d’humans s’ha establert una forta relació entre l’Angptl4 i 
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l’LPL, establint-se, per part de la proteïna semblant a l’angiopoietina, 

una funció fisiològica i reguladora en humans [151]. 

• Angptl8: Va ser descoberta l’any 2012 per tres grups d’investigació 

els quals la van anomenar Angptl8 o TD26 (Quagliarini et al.), RIFL 

(Ren et al.) i Lipasin (Zhang et al.) [6].  Es sintetitza al fetge, al 

cervell, al teixit adipós i al pulmó [7]. S’ha demostrat que té un efecte 

sobre l’LPL disminuint la seva activitat i, conseqüentment, 

augmentant els nivells plasmàtics de TAG [152]. Com les Angptl3 i 4, 

té en el seu extrem N-terminal un domini helicoidal però li falta en 

l’extrem C-terminal el domini fibrinogen globular que sí tenen les 

altres proteïnes semblants a les angiopoietines [74]. L’Angptl8 pot 

inhibir l’LPL de manera directa o bé, indirecta, promovent l’activació 

de l’Angptl3 [138]. Haller et al. [153] han postulat que l’Angptl8, per 

tal d’inhibir l’LPL i afavorir un augment dels TAG a plasma, 

requereix de la presència de l’Angptl3. 
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1.2 IMPLICACIONS PATOLÒGIQUES DE L’LPL 

Degut al fet que l’LPL és un enzim clau del metabolisme lipídic el trobem 

implicat de manera directa o indirecta en moltes condicions patològiques 

en les quals acostuma a haver una marcada hipertrialcilgliceridèmia. La 

deficiència d’LPL és una malaltia recessiva autosòmica rara que s’associa a 

una sèrie de símptomes com: dolor abdominal, pancreatitis, xantomes, 

hepatomegàlia, esplenomegàlia, etc. [154]. Aquesta deficiència es 

caracteritza per un augment dels nivells de TAG per l’acumulació de 

lipoproteïnes circulants [155].  

La síndrome quilomicronèmica familiar, deriva de la deficiència 

d’LPL i es caracteritza per una hiperquilomicronèmia o per un augment 

dels nivells de VLDL en sang, presentant el plasma un aspecte lletós [156]. 

En aquesta síndrome també intervenen factors secundaris que 

incrementen la producció de TAG com per exemple l’alcohol, o que 

dificulten l’eliminació de les TRL com per exemple la resistència a la 

insulina o la diabetis [157]. 

S’han descrit més de 100 mutacions possibles en el gen de l’LPL. La 

deficiència es pot presentar tant en individus homozigots com en 

heterozigots per a les diferents mutacions del gen de l’LPL i té una 

prevalença de 1:1.000.000. La deficiència en LPL és especialment comuna 

entre els francesos canadencs, degut a l’efecte fundador, encara que s’ha 

trobat en totes les ètnies [155]. La deficiència d’LPL en heterozigots (l’any 

2013 a l’1% de la població) requereix de factors secundaris (com l’edat, el 

ser fumadors, la resistència a la insulina o la presa d’un excés d’alcohol) 

per a causar hipertriacilgliceridèmia [157]. La majoria de les deficiències 

d’LPL són causades per la inactivació de l’enzim, però també se n’ha trobat 

en les que la producció de la proteïna és inexistent. Aquestes últimes tenen 

un fenotip de la deficiència molt més marcat. Una deficiència o un defecte 

en el cofactor de l’LPL, l’apo CII, també resulta en una deficiència de 

l’activitat LPL. A part, uns altres tres defectes moleculars relacionats amb 

l’LPL també causen hipertriacilgliceridèmia [156]: (i) la deficiència en 

GPIHBP1 impedeix la seva unió amb l’LPL i, per tant, la lipòlisi es veu 

truncada (el 20% dels malalts de quilomicronèmia familiar tenen la 

GPIHBP1 mutada), (ii) les mutacions en l’LMF1 impossibiliten 

l’empaquetament i posterior activació de l’LPL i (iii) les mutacions en l’apo 

AV [154]. Les mutacions de pèrdua de funcions del gen de l’LPL amb més 

prevalença, com l’Asn291Ser i l’Asp9Asn, són al·lels defectuosos associats 

a una pèrdua d’activitat LPL significativa. Aquestes mutacions s’associen a 

un augment del risc cardiometabòlic i a tenir una major susceptibilitat de 

patir quilomicronèmia o pancreatitis. Només les mutacions associades a la 

pèrdua total d’activitat LPL donaran lloc a deficiència real d’LPL i a 

quilomicronèmia familiar [154]. 

El diagnòstic de la deficiència genètica d’LPL es mesura en el plasma 

post-heparínic (PHP) dels pacients [158]. Existeixen diverses opcions 

terapèutiques per al tractament de la deficiència d’LPL:  
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i) Dieta: la ingesta de greixos ha de disminuir en un 20-25% de 

les calories totals diàries de manera que els nivells de TAG es 

mantinguin per sota de 20 mmol/L i el risc de pancreatitis 

disminueixi. S’ha vist, però, que aquest tractament no sol ser 

prou efectiu per reduir la quilomicronèmia i els nivells de TAG 

en sang [154, 155].  

ii) Fàrmacs: fibrats, niacina o estatines tampoc són capaços de 

modular la deficiència [154, 155]. Per exemple, els Fibrats 

redueixen la producció hepàtica de VLDL i milloren, doncs, la 

seva eliminació de la circulació sanguínia. Aquest mecanisme 

d’acció comporta que, malgrat que els nivells de VLDL en sang 

són inferiors, el problema de la deficiència d’LPL persisteix i, 

per tant, els nivells de TAG en sang es veuen poc reduïts 

[155]. Un altre fàrmac utilitzat tant en casos de deficiència 

d’LPL moderada com severa és l’orlistat, un inhibidor de les 

lipases gàstrica i pancreàtica que actua en el lumen del tracte 

gastrointestinal i redueix la disponibilitat de greixos [157, 

159].  

iii) Teràpia de recanvi enzimàtic: No es postula com un 

tractament efectiu degut a la curta vida mitjana intracel·lular 

que té l’LPL (d’aproximadament 15 minuts) [154]. 

iv) Teràpia gènica: Es basa en l’estratègia d’afegir còpies gèniques 

extres de l’enzim funcional en el teixit muscular dels pacients 

amb LPL mutada. Aquesta estratègia no serveix per les 

mutacions en altres gens com l’apo CII, la GPIHBP1, l’LMF1 o 

l’apo AV. Alipogene tiparvovec (AAV1-LPLs447x) és un vector 

adeno associat viral desenvolupat per uniQure com a agent 

farmacològic de teràpia gènica [154]. El producte està 

dissenyat per alliberar i expressar la variant genètica S447X, 

un polimorfisme de nucleòtids individuals, de l’LPL humana. 

Aquesta variant natural es troba aproximadament al 20% dels 

caucàsics i s’associa a un increment de l’activitat LPL causada 

per un increment de l’expressió de l’mRNA de l’LPL i una 

reducció de la sensibilitat a la inhibició per part de l’apo CIII. 

Aquesta variant també s’associa a una millora a la resposta a 

les dietes baixes en greixos i a la teràpia amb fibrats [157]. 

Cada vial d’Alipogene tiparvovec conté 3 x 1012 còpies 

genòmiques de AAV1-LPLs447x [154]. Un tractament 

d’immunosupressió és necessari en el protocol previ al 

tractament per a reduir les respostes antivirals [157]. S’injecta 

en múltiples llocs de la musculatura dels membres inferiors. 

Aquest tractament redueix, de manera transitòria, un 40% 

dels TAG i millora el metabolisme dels quilomicrons en un 

estat post-prandial. Ara bé, és un tractament agressiu i 

requereix de monitorització del pacient per la teràpia 

immunosupressora. A més a més, és un tractament car i el 

seu cost-benefici no està clar [157].  
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v) Estan apareixent noves estratègies per al tractament de la 

deficiència de l’LPL però encara no han estat testades en 

humans i falten més estudis experimentals. Dues d’aquestes 

estratègies són: (i) agents que redueixen la síntesi de 

partícules riques en TAG, els microsomal transfer protein 

inhibitors (MTPI) [157], i (ii) agents que redueixen els nivells de 

TAG inhibint la diacilglicerolacil-transfersa-1 (DGAT-1), el 

Pradigastat [160]. 

1.2.1 Aterosclerosi  

L’aterosclerosi és la primera causa de mortalitat en la malaltia 

cardiovascular. Les lesions arterioescleròtiques es caracteritzen per una 

infiltració de cèl·lules mononuclears, per l’acumulació de lípids en els 

macròfags derivats de monòcits, per dany de les cèl·lules endotelials i per 

la proliferació de les cèl·lules musculars llises vasculars [6]. L’LPL té un rol 

important en l’acumulació de lípids als macròfags i la seva progressió a 

plaques arterioescleròtiques [161]. S’ha demostrat que la regulació a la 

baixa d’LPL als macròfags mitjançant microRNA té un efecte preventiu 

d’aterosclerosi en ratolins apo E-/- [161]. No obstant, el rol de l’LPL en el 

desenvolupament de l’aterosclerosi és controvertit, ja que s’han descrit 

efectes pro-aterogènics i anti-aterogènics. De manera general, s’ha 

establert que l’LPL plasmàtica (que prové principalment del teixit adipós i 

de la musculatura esquelètica i s’uneix a les cèl·lules endotelials) exerceix 

efectes anti-aterogènics, mentre que l’LPL de la paret dels vasos (que prové 

principalment de macròfags) confereix uns efectes pro-aterogènics.  

Alguns dels efectes pro-aterogènics descrits de l’LPL són els següents 

[14]:  

i) millora l’adhesió dels monòcits a l’endoteli  

ii) l’acció catalítica de l’LPL dona lloc a la formació de productes  

pro-aterogènics (lipoproteïnes petites romanents, àcids grassos 

lliures, fosfolípids, monoacilglicèrids i diacilglicèrids) 

iii) els productes derivats de la lipòlisi per part de l’LPL actuen en les 

cèl·lules endotelials vasculars promovent l’entrada de 

lipoproteïnes a la capa íntima de l’artèria causant dany vascular 

(provocant un augment de macròfags en la zona) i aquest 

augment de la permeabilitat de les artèries provoca una 

acumulació de lípids a l’espai subendotelial provocant inflamació 

i formació de cèl·lules escumoses 

iv) l’LPL promou la retenció de lipoproteïnes romanents, com l’LDL, a 

la capa íntima de l’artèria i actua com a pont entre elles i els 

proteoglicans de la matriu extracel·lular 

v) l’LPL actua com un cofactor estructural facilitant l’acumulació de 

tot tipus de lipoproteïnes a la superfície cel·lular  

vi) la major font d’LPL a les parets arterials prové dels macròfags i 

aquesta promou la formació de cèl·lules escumoses i, per tant, 

d’aterosclerosi.  
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1.2.2 Síndrome metabòlica 

La síndrome metabòlica es defineix com una combinació de, com a mínim, 

tres de les següents característiques: obesitat central, alts nivells de TAG 

en sèrum, baixos nivells d’HDL en sèrum, nivells elevats de colesterol, 

hipertensió i elevats nivells de glucèmia en dejuni o basal [1]. L’obesitat és 

un desordre multifactorial altament complex causat per factors genètics, 

metabòlics o de comportament. L’LPL està implicada en l’obesitat ja que és 

l’enzim clau de la provisió de NEFA a la musculatura (funció de consum) 

i/o al teixit adipós (funció d’emmagatzematge) influint en el pes corporal. 

S’ha demostrat que, tant en murins com en humans, l’activitat LPL 

s’incrementa en el teixit adipós en l’obesitat [13]. En el nostre grup 

d’investigació, s’ha demostrat que:  

i) l’activitat LPL està augmentada en el WAT (subcutani i visceral) 

d’individus obesos mòrbids i que aquesta activitat disminueix 

dotze mesos després d’una cirurgia bariàtrica. És a dir, que quan 

els obesos perden pes després de la cirurgia també perden part 

de la capacitat d’emmagatzemar TAG als dipòsits de greix [162].  

ii) els individus amb obesitat mòrbida presenten una activitat LPL 

més elevada en el fetge que els individus controls i que l’enzim 

podria ser sintetitzat en el fetge dels obesos perquè aquest 

expressa mRNA d’LPL. La presència d’activitat LPL en el fetge dels 

obesos podria ser, en part, la responsable de l’acumulació de TAG 

en aquest òrgan que afavoririen l’esteatosi hepàtica observada en 

aquests individus [163]. 

Existeixen dues classificacions per establir l’impacte de l’obesitat en els 

individus: l’Edmonton Obesity Staging System (EOSS) i la Kings Obesity 

Staging Criteria (KOSC).  

EOSS → Classifica l’impacte de l’obesitat en cinc estadis de severitat.  

• Estadi 0: fenotip obès sense comorbiditats 

• Estadi 1: obesitat subclínica controlada amb tractament 

farmacològic 

• Estadi 2 i 3: pacients obesos candidats a tractaments quirúrgics 

• Estadi 4: últim estadi de la malaltia, es desaconsella intervenció 
quirúrgica perquè no sembla tenir beneficis a llarg termini i és 

altament perillosa 

KOSC → Inclou 12 criteris relacionats amb l’obesitat. Estan ordenats 

alfabèticament i no per ordre d’importància. Cada criteri està classificat en 

quatre estadis. En la Taula 3., podem veure tots els criteris amb les seves 

classificacions per estadis de severitat. 

• Estadi O: normal o saludable 

• Estadi 1: en risc 

• Estadi 2: malaltia establerta 

• Estadi 3: malaltia avançada 
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En humans, l’obesitat es pot mesurar seguint dos criteris epidemiològics: 

l’índex de Quetelet o índex de massa corporal (BMI) i/o la relació entre el 

perímetre de cintura i el perímetre de maluc. El més comú és el BMI en el 

qual es divideix el pes (kg) entre l’alçada al quadrat (m2). A la Taula 4., 

tenim la representació de la classificació per BMI. L’obesitat mòrbida es 

considera quan BMI > 40 kg/m2. 

Taula 4. Classificació dels individus normopès, amb sobrepès i obesos 

segons el BMI. Taula adaptada d’Abdelaal et al. [1]. 

1.2.3 Resistència a la insulina i diabetis 

En el teixit adipós l’activitat LPL es veu regulada positivament per l’acció 

de la insulina. En el teixit adipós de malalts de diabetis (DM) tipus 1 o 2, 

aquests últims amb resistència a la insulina, l’activitat LPL es veu 

disminuïda. Aquest fet també s’ha comprovat en models animals de 

diabetis [13]. A causa de la davallada en l’activitat LPL aquests individus 

solen tenir una hipertriacilgliceridèmia molt marcada i un augment del risc 

de patir una malaltia coronària [164].    

1.2.4 Alzheimer 

Hi ha estudis que demostren que l’LPL i el seu cofactor, l’apo CII, 

s’expressen en el cervell i en el sistema nerviós central de diferents 

espècies de mamífers. La presència de lípids al cervell és necessària per a 

regular el balanç energètic, en el qual l’LPL pot tenir un paper important 

[6]. S’ha demostrat, en rosegadors, que una disminució de l’activitat LPL 

cerebral s’associa a un increment de la síntesi de ceramides i a 

neurogènesi a l’hipocamp, de manera que es postula que l’LPL neuronal, 

especialment l’LPL que es troba al hipocamp, és una reguladora clau de la 

homeòstasi lipídica en les neurones. També, s’ha demostrat que la 

deficiència d’LPL s’associa a un deteriorament en l’aprenentatge i la 

memòria en ratolins [165].  

 L’hipocamp és la regió més afectada en la malaltia d’Alzheimer (AD). 

S’ha vist que, a l’hipocamp, els nivells d’mRNA d’LPL, la seva massa i 

activitat enzimàtica són superiors als trobats a altres regions del cervell. 

S’ha demostrat que l’LPL colocalitza amb les plaques senils de malalts d’AD 

i que els seus mutants s’associen amb la severitat de la malaltia [6, 13]. 

L’LPL s’associa amb la patologia neuronal i els seus nivells es veuen 

reduïts en el gir dentat dels cervells de l’AD [166]. A més a més, l’LPL 

cerebral pot actuar com a factor tròfic per a la supervivència i diferenciació 

Classificació Classe d'obesitat BMI (kg/m
2
)

Sotapès < 18,5

Normal 18,5 - 24,9

Sobrepès 25,0 - 29,9

Obesitat I 30,0 - 34,9

Obesitat severa II 35,0 - 39,9

Obesitat mòrbida III 40,0 - 49,9

Obesitat mòrbida severa III > 50,0
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neuronal [6]. Hi ha estudis que demostren que l’LPL s’uneix a la proteïna 

amiloide-β i promou la seva associació amb la superfície cel·lular i, també, 

que promou la captació de la proteïna amiloide-β en astròcits de ratolí 

[167]. Aquests dos fets contribuirien a una disminució de la formació de 

plaques amiloides, de manera que l’LPL tindria un efecte preventiu de l’AD.      

1.2.5 Leucèmia limfocítica crònica 

La leucèmia limfocítica crònica (CLL) és la leucèmia més freqüent entre els 

adults de la població d’origen caucàsic. En ella els limfòcits B madurs 

s’acumulen en la sang, el moll de l’os i altres teixits limfoides. El seu 

diagnòstic suposa la presència i persistència de més de 5000 limfòcits B 

per microlitre de sang perifèrica durant més de tres mesos. El pronòstic de 

la malaltia i la seva evolució clínica altament heterogènia es pensa que, en 

part, estan relacionats amb la senyalització cel·lular del microambient 

tumoral. Els marcadors pronòstic de l’evolució de la CLL són vitals per als 

malalts. El marcador més fiable i universal és l’estat mutacional de la regió 

variable de la cadena pesada dels gens de les immunoglobulines (IgHV). Els 

pacients amb una hipermutació als gens IgHV (coneguts com Mutants CLL 

(Mut)) tenen una millor prognosi de la malaltia que els pacients que no 

tenen la mutació (Um) [168].  

 L’LPL està sobreexpressada en els limfòcits B dels pacients sense la 

mutació, els Um, i per tant, l’expressió de l’mRNA de l’LPL s’associa a una 

pitjor prognosi de la CLL. Aquesta sobreexpressió de l’LPL és un fet 

sorprenent ja que en els limfòcits B normals no trobem expressió d’LPL. Es 

creu que el rol funcional de l’LPL en les cèl·lules de la CLL podria ser que 

l’expressió de l’enzim en aquestes cèl·lules ajudaria a incrementar la 

senyalització de la supervivència i la proliferació ajudant a la progressió de 

la malaltia. S’han postulat diversos mecanismes moleculars pels quals es 

regula l’expressió de l’LPL entre els quals podríem destacar tres: (i) un 

canvi epigenètic en el qual la sobreexpressió de l’LPL als pacients Um és 

deguda a la falta de metilació a l’illa CpG del DNA de l’LPL, (ii) l’expressió 

de l’LPL pot ser regulada transcripcionalment per la fosforilació d’STAT3 i, 

(iii) l’expressió de l’LPL pot ser regulada traduccionalment per miR-29 (la 

seva expressió està regulada a la baixa en els pacients Um) [168]. 

Recentment, s’ha vist que l’expressió gènica de l’LPL en pacients amb CLL 

correlaciona amb l’expressió gènica dels gens IgHV, de manera que l’LPL es 

postula com a un bon marcador pronòstic de la malaltia [169].  

No obstant, la funció de l’LPL en la CLL no està gens clara. No s’han 

trobat diferències entre els nivells d’activitat LPL extracel·lular o els nivells 

de proteïna dels pacients de CLL i individus control [6]. S’ha postulat que 

l’LPL podria tenir una funció de pont entre lipoproteïnes i els HSPG de 

diferents cèl·lules, entre elles els limfòcits B. Aquest fet podria afavorir la 

difusió cel·lular, la migració, i la senyalització intracel·lular produint un 

microambient molt actiu que activés les cèl·lules tumorals [168].  
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1.3 ISOFORMES DE PUNT ISOELÈCTRIC 

1.3.1 Isoformes derivades de modificacions post-traduccionals 

En termes generals, la diversitat proteica que deriva d’un únic gen pot 

tenir el seu origen a nivell de: DNA, RNA o proteïna. Per tant, aquesta 

diversitat pot ser deguda a: i) variacions al·lèliques, ii) maduració 

alternativa d’mRNA o iii) diferents modificacions post-traduccionals (PTM) 

[170].  

S’han definit diversos termes per anomenar les diferents proteïnes 

derivades de diferents combinacions de PTM: variants de proteïnes, 

proteoformes, espècies de proteïnes, isoenzims, etc. [170]. Aplicat només 

als enzims, la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 

reconeix el terme isoenzim però, aquest, només inclou modificacions en 

l’estructura primària d’origen genètic [171]. L’any 2011, es va descriure el 

terme isoforma o variant per anomenar les variacions d’una proteïna des 

del nivell genètic fins al post-traduccional [172]. L’any 2013, no estant 

encara ben establert el concepte, es va proposar el terme proteoforma per, 

també, anomenar la diversitat proteica derivada d’un únic gen incloent tots 

els seus possibles orígens [170].  

Les PTM són modificacions covalents en la seqüència primària 

d’aminoàcids de les proteïnes i poden tenir lloc just després de la traducció 

o bé en un estadi de la maduració de la proteïna més tardà. Aquestes 

modificacions poden tenir diverses funcions: regular l’ensamblatge de les 

proteïnes, l’estabilitat, la localització cel·lular, l’activitat, o les interaccions 

amb altres proteïnes o biomolècules. Per això, les PTM són clau per 

entendre el funcionament biològic de moltes proteïnes. Metodologies 

basades en l’espectrometria de masses (MS) i la bioinformàtica es 

combinen per l’estudi de les PTM. S’ha demostrat que les PTM poden ser 

essencials com a biomarcadors de malalties pels canvis associats a 

condicions patològiques com la malaltia cardiovascular, el càncer, les 

malalties neurodegeneratives o la diabetis [173]. Una sola PTM pot canviar 

la funció d’una proteïna, de manera que pot ser diana d’estratègies 

terapèutiques o tests diagnòstics en diverses malalties. Al 2015, més de 

100 dels 469 tipus de PTM que existien en la base de dades UniProt 

s’havien observat en humans [174].  

A continuació, es detallen les PTM més comunes i estudiades: 

• Fosforilació: És una de les modificacions més estudiades i té lloc 

d’una manera molt ràpida. Provoca un increment de pes de més de 

80 Da [175]. En general, la trobem regulant moltes vies de 

senyalització en diverses malalties i en processos 

d’activació/inactivació enzimàtica. Per exemple, la hiperfosforilació 

de Tau en la malaltia d’Alzheimer [173].  

• Glicosilació: Aquesta PTM és clau en l’estructura i la funció de les 

proteïnes i s’ha demostrat que està involucrada en àmbits com el 

desenvolupament o la immunitat. La glicoproteòmica estudia els 

oligosacàrids (glicans) que s’uneixen a les proteïnes. Aquests 
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oligosacàrids, són diversos estructuralment ja que poden estar 

formats per una o més cadenes, més o menys llargues, de 

monosacàrids units a asparagina, serina o treonina. Aquesta 

diversitat estructural provoca variacions de pes de més de 800 Da en 

les proteïnes [175]. Aquesta PTM també està implicada en diverses 

malalties com per exemple l’específica glicosilació de proteïnes en 

determinades regions del cervell i en el còrtex frontal en el cas de la 

malaltia de Parkinson [173].  

• Ubiquitinació: La ubiquitina és una proteïna de 76 aminoàcids la 

qual pot modificar altres proteïnes unint-s’hi covalentment 

(generalment als residus de lisina). Provoca variacions de pes de més 

de 1000 Da [175]. La poli-ubiquitinació en proteïnes acostuma a ser 

un senyal per a la seva degradació. S’han trobat diverses 

ubiquitinacions de proteïnes associades a diferents tipus de càncers, 

com per exemple, el de pulmó o el de ronyó [173]. 

• Acetilació: Aquesta PTM té un paper important en l’estructura i 

estabilitat de les proteïnes i en la seva funció, així com en la 

regulació de la interacció de les proteïnes amb el DNA. Provoca 

increments de pes de més de 42 Da [175]. S’han trobat 

hiperacetilacions associades a malalties com la malaltia pulmonar 

obstructiva crònica [173]. 

• Metilació: La majoria de metilacions es donen en arginines i en 

lisines, i solen estar associades a regulació de la transcripció o a 

senyalització cel·lular. Provoca un increment de MW de més de 14 

Da [175]. S’han vist diferents patrons d’expressió de metilacions 

d’histones en el còrtex frontal en la malaltia d’Alzheimer [173]. 

• Nitració de tirosines: La nitració està relacionada amb el dany o 

estrès oxidatiu durant un procés d’inflamació. La nitració en les 

proteïnes pot causar canvis estructurals i funcionals que poden ser 

significatius des d’un punt de vista fisiopatològic. La nitració es 

dirigeix només cap a residus de tirosines [176]. Provoca un 

increment de MW de més de 45 Da [175]. 

1.3.2 Isoformes de pI de l’LPL 

Des del punt de vista teòric es pot calcular el pI de l’LPL a partir de la seva 

seqüència aminoacídica. En humans, s’obté un valor de 8,23 i en rates de 

8,22. S’han descrit diversos valors experimentals de pI per l’LPL: en teixit 

adipós un pI de 4 [177], en PHP humà un pI de 4,5 [178] i en diferents 

teixits de rata un pI proper a 7,5 [179].  

El nostre grup de recerca ha estat el primer en descriure les 

isoformes de pI de l’LPL. L’existència d’isoformes s’ha observat en diversos 

teixits i espècies de mamífers, a continuació es detallen les troballes 

demostrades fins ara pel nostre grup:  
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i) S’ha descrit l’existència d’isoformes de pI de l’LPL en cor i PHP de 

rata [180]. 

ii) S’han descrit isoformes de pI d’LPL en altres teixits de rata: 

eWAT, BAT i musculatura esquelètica [181].  

iii) S’ha descrit l’existència d’isoformes de pI en WAT visceral (vWAT) 

de macaco de Java [181].  

iv) S’han trobat isoformes de pI d’LPL en diversos teixits de cries de 

rata (cor, BAT i fetge) [181], demostrant: primer, que les 

isoformes de pI són presents des del naixement i, segon, que 

l’LPL trobada al fetge de cries de rata [69] també presenta 

isoformes de pI.  

v) En tots els estudis publicats pel nostre grup d’investigació, s’ha 

trobat l’existència d’un mínim de 7 isoformes de diferent pI però 

amb el mateix MW aparent. Aquestes isoformes de pI s’han trobat 

en un rang de pH d’entre 6,5 i 8,5.  

vi) Les isoformes s’havien descrit, inicialment, a partir de teixits de 

diferents individus. No obstant, s’ha demostrat, que totes les 

isoformes de pI de l’LPL es presenten en un sol cor de rata, de 

manera que, en rata, es descarta que el seu origen sigui degut a 

variacions al·lèliques i que sigui multi-orgànic [181]. 

vii) S’ha demostrat, tant en rata com en macaco [180, 181], que part 

d’aquestes isoformes es poden explicar per les glicosilacions que 

es donen en l’LPL durant la seva maduració, però no totes tenen 

el seu origen en aquesta PTM. En els mateixos treballs, s’ha 

demostrat que la fosforilació no està implicada en la formació de 

les isoformes de pI.  

viii) Ha identificat residus nitrats de tirosina en l’LPL de rata en 

resposta a una estimulació amb LPS, i ha proposat que aquesta 

PTM, in vivo, podria causar una pèrdua d’afinitat per l’ancoratge 

o per l’homodímer i alliberar l’LPL cap al torrent sanguini [82].  

ix) S’ha demostrat que les isoformes del vWAT de macaco presenten 

una afinitat similar per heparina [181], de manera que la unió de 

les diferents isoformes de pI a l’endoteli no sembla ser una 

característica diferencial entre elles. 

x) S’ha demostrat que les isoformes de pI de l’LPL poden tenir una 

implicació funcional en la regulació fisiològica de l’enzim [181]. 

En aquest sentit, s’ha trobat que les isoformes més àcides del 

WAT es perden en favor de les més bàsiques en situacions de 

baixada d’activitat LPL tissular. Concretament, en situacions de 

fred i dejuni. En la situació fisiològica de fred, també s’ha 

comprovat que el pI de les isoformes del BAT varia. En el cas de 

la situació fisiològica de dejuni, la realimentació fa que l’LPL del 

WAT recuperi l’activitat i la distribució de les isoformes 

característiques d’una situació d’ingesta. 
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xi) En la tesi de Pere Carulla [181], desenvolupada de manera 

simultània a la present tesi, s’ha proposat un mètode estadístic 

per a classificar les isoformes de pI segons el seu pI i la seva 

abundància relativa (patró d’isoformes). Aquest mètode, 

diferencia en rata fins a tres poblacions d’isoformes: àcida, bàsica 

i neutra.   

Recentment [182], s’ha descrit que el residu Trp417 de l’LPL està C-

mannosilat (és un tipus de glicosilació única en la qual s’afegeix una α-D-

mannosa al segon àtom de carboni d’un residu de triptòfan via unió C-C). 

En general, l’addició d’una mannosa a un Trp provoca una alteració en la 

polaritat, de manera que en l’LPL podria significar un augment de la seva 

activitat. Aquesta C-mannosilació de l’LPL afecta positivament a la seva 

secreció i a la seva activitat lipolítica, de manera que és clau a nivell 

funcional. No obstant, encara falta elucidar més PTM que puguin explicar 

l’origen molecular de totes les isoformes de pI de l’LPL. 

1.3.3 Implicació funcional d’isoformes d’altres proteïnes 

A continuació es detallen algunes isoformes de pI o de MW de diverses 

proteïnes amb implicacions funcionals conegudes. 

La proteïna 49kDa, en un protozou anomenat Tetrahymena, la 

podem trobar com a enzim citrat sintasa a les mitocòndries o bé com a una 

proteïna del citoesquelet que forma filaments de 14 nm. La forma 

enzimàtica està formada per dues isoformes de pI (7,7 i 8,0) i la forma 

citoesquelètica per aquestes dues isoformes de pI més una tercera de pI 

8,4.  

L’activitat citrat sintasa està present en les isoformes 7,7 i 8,0 de les 

dues formes de la proteïna 49kDa. S’ha vist que les tres isoformes de pI 

estan fosforilades. Els autors [183], van desfosforilar en un estudi de time 

course la citrat sintasa i van comprovar que la seva activitat disminuïa i 

que apareixia la tercera isoforma de pI de 8,4 (la mateixa que es troba en la 

forma citoesquelètica de la proteïna). Amb la desfosforilació, la forma 

enzimàtica aconsegueix ensamblar filaments de 14 nm, hi ha un canvi en 

la seva funció. És a dir, la PTM de fosforilació, regula la doble funció de la 

proteïna 49kDa convertint-la en una forma enzimàtica (funció d’activitat 

citrat sintasa) o citoesquelètica (funció d’ensamblatge de filaments de      

14 nm). 

L’hormona estimuladora de fol·licles (FSH) està formada per 

diferents isoformes de pI de rang de pH entre 4 i 8 degudes principalment a 

variacions en el nombre total d’àcids siàlics. En ratolí, s’ha comprovat que 

les formes menys àcides (pI > 5) produeixen més monofosfat d’adenosina 

cíclic [184] i indueixen a la reanudació de la meiosi [185], de manera que 

estan implicades en una millora de l’activitat biològica en el període 

periovulatori. 

Un estudi en humans ha demostrat que l’expressió de la proteïna 

S100A6, que s’uneix a calci, correlaciona amb la progressió del càncer de 

colon [186]. Aquesta proteïna està formada per quatre isoformes de pI 

(5,05, isoforma I; 5,15, isoforma II; 5,23, isoforma III i 5,32, isoforma IV) 
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amb un mateix MW aparent de 10 kDa. S’ha vist que les isoformes I i III es 

troben en mostres de teixit de carcinoma de colon mentre que la isoforma 

IV està més present en mostres de teixit sa. La troballa també es va 

demostrar en línies cel·lulars de càncer de colon i controls. Els autors, 

apunten que l’origen d’aquestes isoformes es deu a PTM com l’acetilació i la 

formilació. 

La proteïna DJ-1 està altament conservada, és molt ubiqua i s’ha 

relacionat amb la malaltia de Parkinson. DJ-1 és, sovint, modificada post-

traduccionalment mitjançant oxidacions (correlaciona positivament amb 

l’edat), ubiquitinacions o SUMOilacions (small ubiquitinlike modifier) [187]. 

Aquestes dues últimes PTM afecten al pI i al MW de la proteïna. Les PTM 

en la proteïna DJ-1 provoquen canvis diversos com per exemple: una 

regulació de l’homodimerització, afecta a la seva unió a l’mRNA o a la 

proteïna Parkin, mitjança la unió a la histona desacetilasa 6, etc. La DJ-1, 

com pot observar-se a la Figura 9., està formada per dos conjunts 

d’isoformes de pesos moleculars aparents diferents que, a la vegada, estan 

formats per isoformes de pI diferents. S’ha descrit, en humans, que el 

conjunt d’isoformes amb un MW de 20 kDa i un pI de mitjana més àcid 

correlaciona més específicament amb models cerebrals i neuronals, i, que 

en les malalties de Parkinson i d’Alzheimer, hi ha una tendència a que els 

malalts presentin un patró d’isoformes àcides. 

Figura 9. Metagel de la proteïna DJ-1. El metagel deriva de 160 
experiments d’electroforesi bidimensional i representa el conjunt de les 

isoformes possibles de la DJ-1 en humans. Les taques conservades estan 

numerades i bordejades en negre. L’escala de colors va des del blau 

(taques poc representades en els experiments) al blanc (taques molt 

freqüents en els experiments). Figura de Natale et al. [187]. 
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El nostre grup d’investigació, va descobrir que l’LPL no és una proteïna 

amb unes propietats físicoquímiques úniques sinó un conjunt d’isoformes 

de diferent pI però mateix MW aparent [180]. Aquesta Tesi Doctoral es va 

desenvolupar de manera coetània amb la d’en Pere Carulla [181], i en 

ambdues es va abordar l’estudi de les isoformes de pI de l’LPL aprofundint 

en diferents aspectes. En general, vam decidir estudiar la distribució 

tissular de les isoformes en diferents espècies i, també, conèixer quin era el 

seu origen molecular. A més, ens vam plantejar estudiar algunes de les 

característiques funcionals més rellevants de les isoformes de l’LPL, com 

ara la seva activitat lipolítica i la seva afinitat per heparina. Aquests 

estudis representen un esforç compartit en ambdues tesis per avançar en 

la caracterització funcional de les isoformes de pI de l’LPL.  

La primera descripció de les isoformes de pI de l’LPL es va fer en l’espècie 

murina. Atenent a la importància de l’LPL en la fisiologia i en diferents 

patologies humanes, el primer objectiu de la present tesi va ser: 

1. Conèixer si l’espècie humana també presenta isoformes de pI de 

l’LPL. Vam estudiar la possible existència d’isoformes de pI de l’LPL 

en PHP humà, fluid que recull l’LPL dels diferents teixits on 

s’expressa. A més, de confirmar-se la presència d’isoformes en PHP 

d’humans, preteníem avaluar la seva existència i distribució en 

altres mostres humanes, incloent la llet i el teixit adipós blanc 

(WAT), on sabem que l’activitat LPL és molt important. 

La caracterització funcional de les isoformes de pI de l’LPL representava un 

gran repte a nivell metodològic ja que, actualment, no disposem de les 

eines per estudiar la funció de cada isoforma per separat. Per això, vam 

decidir realitzar aproximacions experimentals indirectes: estudiar i 

comparar les possibles isoformes de l’LPL en situacions fisiològiques o 

patològiques en les quals s’ha demostrat que l’activitat LPL varia de forma 

important. Per aquest estudi funcional indirecte vàrem triar l’alletament i 

l’obesitat. Per tant, el segon objectiu de la present tesi va ser: 

2. Avançar en l’estudi de la possible funcionalitat de les isoformes 

de l’LPL en humans.  

2.1 Alletament 

Tenint present la importància de l’LPL en l’alletament (és clau en la 

distribució dels TAG circulants cap a la glàndula mamària alletant 

per a la síntesi de llet [87]) i donada l’elevada activitat LPL trobada 

en la llet humana [88] (com també passa en altres espècies [89]), 

vam estudiar la possible existència d’isoformes de pI de l’LPL en la 

llet humana.  

A més, aquest tipus d’estudi en la llet ens permetria aprofundir en 

possible origen al·lèlic i/o multi-orgànic de les possibles isoformes de 

l’LPL en humans analitzant cada mostra de llet humana per separat, 

ja que totes les possibles isoformes de la llet provindrien d’un únic 

teixit, la glàndula mamària alletant, i d’un sol individu (mare 

donant). 
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Per a realitzar l’estudi d’aproximació a la caracterització funcional de 

les possibles isoformes de l’LPL en l’alletament calia comparar els 

possibles patrons d’isoformes en dos fluids i un teixit implicats en 

aquest procés fisiològic: la llet, la glàndula mamària alletant i el PHP. 

L’obtenció de glàndula mamària alletant humana va resultar 

impossible, de manera que vam traslladar aquest estudi a l’espècie 

murina (soca Wistar). 

2.2 Obesitat 

És conegut l’important paper que té l’LPL en l’obesitat [12]. En 

aquest sentit, l’activitat de l’enzim en el WAT, tant d’humans com de 

murins, es veu augmentada amb l’obesitat [13]. Vam estudiar la 

possible existència d’isoformes de pI de l’LPL en el WAT subcutani 

(scWAT) d’humans. En el cas de confirmar-se aquesta existència, 

preteníem avançar en l’estudi funcional indirecte de les isoformes 

comparant-les entre les descrites en l’scWAT d’humans normopès i 

en l’scWAT d’obesos.   

Es coneix que el WAT associat als estudis d’obesitat no és l’scWAT 

sinó el vWAT [188, 189]. Degut a la dificultat d’obtenir vWAT 

d’individus normopès, vàrem ampliar l’estudi analitzant l’LPL del 

WAT retroperitoneal en models d’obesitat en l’espècie murina (soques 

Wistar i Zucker) per assegurar una aproximació més acurada per la 

caracterització funcional de les possibles isoformes en l’obesitat. 
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La majoria dels mètodes que s’han emprat en aquesta tesi han estat posats 

al punt en el Grup de Recerca Metabolisme Lipídic -LPL- del Departament 
de Bioquímica i Biomedicina Molecular de la Facultat de Biologia de la 

Universitat de Barcelona. Des de l’any 2011 el nostre grup ha estat 
certificat per la normativa ISO9001:2008 i, actualment, per la 

ISO9001:2015. Aquesta normativa és un sistema de gestió de la qualitat 
dels processos que es duen a terme al laboratori, com ara, diferents 

metodologies o tècniques. Aquestes metodologies estan descrites en 
procediments normalitzats de treball (PNT), de manera que tots els 

integrants del grup segueixen el mateix protocol per a dur a terme la 
mateixa metodologia i els resultats són més estandaritzables. Al costat del 

títol de les diferents metodologies descrites a continuació hi consta la 
referència del PNT fet servir.  

En tots els experiments realitzats en aquesta tesi hem seguit una 

adequada gestió i eliminació dels residus, d’acord amb l’Oficina de 

Seguretat, Salut i Medi Ambient (OSSMA) de la Universitat de Barcelona. 
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3.1 PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS EN RATA 

3.1.1 Animals i condicions d’estabulació 

Tots els procediments d’experimentació amb animals han estat aprovats 

prèviament pel Comitè Ètic d’experimentació Animal de la Universitat de 

Barcelona (CEEA) i pel Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, 

Alimentació i Medi Natural de la Generalitat de Catalunya. S’ha seguit el 

PNT 0350600 APR/011 (Ús i manteniment de la sala d’estabulació 

d’animals de laboratori), per a l’estabulació dels animals. 

- Els animals emprats per als estudis de PHP (veure 3.1.2) i obtenció de 

teixits (veure 3.1.3) van ser rates mascle i femella de la soca Wistar (Harlan 

Interfauna Ibérica, actualment Envigo) amb un pes d’entre 220 i 250 g en 

el moment de l’estabulació. Les rates van ser estabulades per parelles 

durant una setmana en una cabina insonoritzada amb condicions 

controlades de llum (període de llum de 8 a 20 h), temperatura (23 ± 2ºC) i 

humitat relativa (50 ± 5%) a la Sala d’animals del Departament de 

Bioquímica i Biomedicina Molecular de la Facultat de Biologia. Es van 

alimentar ad libitum amb pinso estàndard (Teklad Global 16% Protein 

Rodent Diet, Envigo) i aigua.  

- Els animals emprats per a l’estudi de l’obtenció de llet (veure 3.1.4) van 

ésser rates femella Wistar (Envigo) amb un pes d’entre 250 i 300 g en el 

moment de l’arribada a l’estabulari i previ a ser gestants. Les rates van ser 

estabulades en les mateixes condicions descrites abans. Les rates van ser 

creuades amb un mascle provinent de l’estabulari de la Facultat de 

Biologia i la seva ventrada es va ajustar a 10 nadons per mare.  

- Els animals emprats per a l’estudi de l’obesitat utilitzant el model de dieta 

de cafeteria (veure 3.1.5) van ser rates mascle i femella Wistar (Envigo) 

amb un pes d’entre 250 i 300 g en el moment de l’arribada a l’estabulari. 

Van ser estabulades en les mateixes condicions descrites abans.  

- Els animals emprats per a l’estudi de l’obesitat per modificació genètica 

(veure 3.1.6) van ser rates mascle Zucker fafa i Zucker lean (Charles River) 

de 5 setmanes d’edat. Les rates van ser estabulades en les mateixes 

condicions descrites abans.  

3.1.2 Obtenció de plasma post-heparínic 

Per tal d’alliberar l’LPL madura de l’endoteli al torrent sanguini cal fer una 

administració intravenosa prèvia d’heparina. L’heparina allibera l’LPL 

ancorada als heparan i dermatan sulfat de l’endoteli dels capil·lars 

sanguinis. Aquest procediment s’utilitza tant en models animals com en 

humans [190, 191].  

Per tal d’obtenir el plasma es van anestesiar les rates (mascle i/o 

femella) amb isoflurà (Inibsa, Rhodia Organique Fine, Bristol, Regne Unit) 

amb una dosi d’inducció del 4% v/v en O2 i una dosi de manteniment del 

2,5-3% v/v en O2. Un cop adormits se’ls injectava 50 U/kg pes corporal 

d’heparina (USB Corporation) per una vena caudal. La solució d’heparina 
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es preparava amb salí estèril, NaCl al 0,9% p/v (Sigma). 15 minuts després 

de l’administració, els animals ja recuperats de l’anestèsia es tornaven a 

anestesiar i es sacrificaven mitjançant decapitació amb guillotina. Es 

recollia la sang del coll dins un vas on hi havia EDTA. La sang es transferia 

a un tub que es mantenia en gel fins al moment de la seva centrifugació a 

2000 g, durant 15 minuts i a 4ºC. El plasma obtingut s’emmagatzemava a 

-80ºC. 

3.1.3 Obtenció de teixits 

Per a l’obtenció de qualsevol teixit, les rates es van sacrificar per 

decapitació amb guillotina. Aquests animals no havien estat sotmesos a 

cap tractament, només havien estat estabulats en una cabina 

insonoritzada de la Sala d’animals. Un cop l’animal estava mort s’extreien 

tots els teixits que es volguessin conservar i aquests es congelaven 

ràpidament en nitrogen líquid i es conservaven a -80ºC. Alguns exemples 

de teixits que es van conservar són: cor, fetge, eWAT, mWAT, rWAT, WAT 

periovàric (pWAT), BAD, múscul esquelètic, etc.  

3.1.4 Obtenció de llet 

Abans de començar l’extracció de llet de les mares alletants, es van separar 

les cries de la mare durant un període de 4 h. Per a l’obtenció de la llet de 

rates alletants calia anestesiar-les amb isoflurà amb una dosi d’inducció 

del 4% v/v en O2 i una dosi de manteniment del 2% v/v en O2. Per 

augmentar la producció de llet es va administrar intraperitonealment 

oxitocina (Syntocinon 10 UI/mL) a una dosi d’1 UI/100 g pes corporal, 15 

minuts abans de l’extracció. Un cop adormides es munyia cada glàndula 

mamària alletant amb dos dits d’una mà i a mesura que sortia la llet, en 

forma de gotes, es recollia dins un Eppendorf (veure Figura 10.).  

 

Figura 10. Extracció manual de llet de rata. A) S’observa la rata alletant 
anestesiada amb l’isoflurà mentre se li practica l’extracció manual de llet. 

B) Moment en el que s’extreuen dues gotes de llet que es col·lecten en un 

Eppendorf. 

A B
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Es recollien aproximadament uns 2 mL de llet per rata alletant que es 

mantenien en gel fins al moment de ser congelats a -80ºC. Les mares no es 

deixaven recuperar de l’anestèsia i eren sacrificades per decapitació amb 

guillotina obtenint posteriorment diferents teixits segons si s’obtenia el 

PHP o no. 

Disseny experimental   

• 10 rates alletants → glàndula mamària alletant, cor, fetge, rWAT i 

pWAT 

• 10 rates alletants → PHP 

3.1.5 Model d’obesitat per dieta de cafeteria 

L’alimentació amb dieta de cafeteria és un model que reflecteix de manera 

precisa l’alimentació humana amb una varietat d’aliments altament 

energètics que són relativament freqüents en la societat occidental i que 

s’associa amb l’actual pandèmia de l’obesitat. Els animals d’aquest model 

experimental tenen accés ad libitum a pinso estàndard, aigua i aliments 

altament energètics com per exemple: xocolata, formatge, cacauets, 

galetes, etc. Aquest fet promou la hiperfàgia [192, 193] provocant que els 

animals incrementin el seu pes, la quantitat total de greix corporal i que 

apareguin paràmetres prediabètics com un augment de la glucèmia i una 

resistència a la insulina [193]. 

El grup del Dr. Xavier Remesar, del Departament de Bioquímica i 

Biomedicina Molecular de la Facultat de Biologia de la Universitat de 

Barcelona, ens va cedir mostres d’rWAT per a l’estudi de l’obesitat 

utilitzant un model de dieta de cafeteria de 30 dies de duració. 

Concretament, les alimentaven de manera diària amb: dues galetes Maria 

Marbú Dorada, mig tall de cansalada, 25 mL de llet enriquida amb 300 g/L 

de sucre, 10 g de paté La Piara Tapa Negra i pinso estàndard i aigua ad 

libitum. 

Disseny experimental   

• 6 rates mascle Wistar control  

• 6 rates mascle Wistar seguint dieta de cafeteria 

• 6 rates femella Wistar control  

• 6 rates femella Wistar seguint dieta de cafeteria 

3.1.6 Model d’obesitat per modificació genètica 

Per l’estudi de l’obesitat utilitzant un model genètic es van emprar rates 

mascle Zucker fafa (obeses) i lean (primes o control). En la Figura 11. es 

poden observar els dos tipus de rates. Les Zucker fafa tenen una mutació 

en el gen del receptor de la leptina i aquest fet els hi provoca hiperfàgia i 

altres alteracions semblants a les que apareixen en la síndrome metabòlica 

humana [194]. La leptina és una hormona que es sintetitza al teixit adipós 

i té una gran importància en la regulació del balanç energètic. L’hormona 

és alliberada al torrent sanguini de forma proporcional a la quantitat de 
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lípids emmagatzemats al teixit adipós. Al cervell, interacciona amb els seus 

receptors produint una disminució de la ingesta i un augment de la 

despesa energètica. La mutació en el gen del receptor de la leptina (lepr) 

causa, doncs,  obesitat en les rates homozigotes per aquesta mutació. 

Aquests animals també poden ser utilitzats com a models de resistència a 

la insulina perquè presenten hiperinsulinèmia. Com a model de DM tipus 2 

no es poden fer servir perquè només presenten una lleugera intolerància a 

la glucosa. 

 

Figura 11. Diferències de mida i de quantitat de greix entre Zucker 

lean i fafa. A) La rata número 1 és una rata Zucker lean i la número 2 és 

Zucker fafa o obesa. B) La fletxa indica el WAT d’una rata Zucker lean. C) 

Les fletxes indiquen el WAT d’una rata Zucker fafa. 

Disseny experimental   

• 8 rates mascle Zucker lean de 5 setmanes 

• 8 rates mascle Zucker fafa de 5 setmanes 

 

 

1
2

A

B C
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Un cop passada la setmana de quarantena es van realitzar una sèrie de 
mesures fins al moment del seu sacrifici a les 14 setmanes d’edat: 

• Es pesaven les rates dos cops per setmana 

• Es mesurava la seva longitud des del musell fins la base de la cua 

un cop per setmana a partir de les 11 setmanes de vida (veure 
Figura 12.). Per fer-ho calia anestesiar-les amb isoflurà amb una 

dosi d’inducció del 4% v/v en O2 i una dosi de manteniment del   
2,5-3% v/v en O2. Aquesta mesura, juntament amb el pes corporal, 

ens servia per calcular el BMI de les rates [195, 196].  

 

 

 

 

 

Figura 12. Mesura de la longitud d’una rata. Es mostra el sistema per 

mesurar la longitud d’una rata des del musell fins a la base la cua. 

• Dos cops per setmana, per diferència de pesada, es calculava la 
quantitat d’aigua i de pinso que havien ingerit. 

• Un cop per setmana, es va mesurar la seva glucèmia a partir de la 
setena setmana de vida. La gota de sang necessària per a la 

valoració de la glucosa en sang s’agafava fent un petit tall superficial 
a l’extrem de la cua. 

En el sacrifici de les rates Zucker es van emmagatzemar a -80ºC els 

següents teixits: cor, fetge, rWAT i eWAT (segons procediment descrit en 

l’apartat 3.1.3).  
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3.2 PROCEDIMENTS PER A L’OBTENCIÓ DE MOSTRES 

HUMANES 

3.2.1 Plasma post-heparínic 

3.2.1.1 Objectiu de l’estudi i selecció de voluntaris 

L’objectiu de l’estudi era l’obtenció de mostres de PHP d’individus humans 

adults sans representatius de la població mediterrània, per a realitzar un 

estudi proteòmic de l’LPL. L’estudi era un assaig clínic en fase I (voluntari 

sa) de tipus obert, amb una duració d’un període d’ingrés d’1 dia i amb un 

seguiment de fins a 4 h post-administració d’heparina. 

L’estudi es va dur a terme amb 4 voluntaris que complien una sèrie 

de criteris d’inclusió. A continuació es detallen els criteris d’inclusió i els 

d’exclusió: 

Criteris d’inclusió 

1. Homes amb edats compreses entre els 20 i els 30 anys. 

2. Població europea. 

3. Pes corporal dins el rang de la normalitat (BMI entre 20 i 25 

expressat com pes (kg)/talla (m2)). 

4. Història clínica, exploració física per aparells, dins de la normalitat. 

5. Sense evidència de malaltia significativa, orgànica o psiquiàtrica, 

basada en l’anamnesi, exploració física i proves complementàries. 

6. Proves de laboratori (hemograma i bioquímica) dins del rang de la 

normalitat, d’acord als valors de referència del laboratori de 

Bioquímica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Es podien 

admetre variacions segons criteri clínic CIM-Sant Pau. 

7. Signes vitals (tensió arterial sistòlica i diastòlica, freqüència cardíaca 

i temperatura) i registre electrocardiograma (ECG) dins de la 

normalitat. 

8. No haver participat en cap altre assaig clínic durant els tres mesos 

precedents a l’inici de l’estudi actual. 

9. No haver donat sang en les quatre setmanes prèvies a l’inici de 

l’estudi. 

10.Acceptació lliure de participar en l’assaig, amb consentiment 

informat per escrit del voluntari. 

Criteris d’exclusió 

Els individus que presentaven un o més dels següents criteris no eren 

seleccionats per a participar en l’estudi. 

1. Història prèvia d’alcoholisme o consum de drogues o substàncies 

d’abús durant el mes previ a l’inici de la selecció. 

2. Consumidor important de begudes estimulants (> 5 cafès, tes, 

begudes de cola al dia). 
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3. Antecedents d’al·lèrgia, idiosincràsia o hipersensibilitat a fàrmacs. 

4. Presa de qualsevol altra medicació en les 4 setmanes anteriors a 

l’assaig, inclosos els medicaments sense recepta i les plantes 

medicinals. 

5. Serologia positiva per a Hepatitis B, C o per el virus de la sida. 

6. Història o evidència clínica de patologia cardiovascular, respiratòria, 

renal, hepàtica, endocrina, gastrointestinal, hematològica, 

neurològica o altres malalties cròniques. 

7. Haver estat intervingut quirúrgicament durant els 6 mesos anteriors. 

8. Fumadors.  

3.2.1.2 Obtenció de plasma post-heparínic 

Les mostres de PHP es van obtenir gràcies a un contracte de col·laboració 

signat amb el Centre d’Investigació de Medicaments (CIM) del Servei de 

Farmacologia Clínica de l’Institut de Recerca de l’Hospital de la Santa Creu 

i Sant Pau (HSCSP) de Barcelona. Abans, però, el protocol d’obtenció va ser 

aprovat pel Comitè Ètic de l’HSCSP i per l’Agencia Española de 

Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). 

Els voluntaris van ingressar al CIM la tarda prèvia del dia 

experimental (sobre les 19 h). Els voluntaris van restar en dejuni 10 hores 

abans de la recollida de mostres. 

El dia del experiment es va procedir a recollir mostres sanguínies per 

a la determinació de l’LPL, per a tal fet es va col·locar una via a l’avantbraç 

del voluntari, concretament a la vena antecubital amb mandrils d’un sol ús 

per a permetre extraccions repetides. Es va efectuar una extracció basal de 

10 mL de sang utilitzant EDTA com a anticoagulant (mostra                  

pre-heparínica). Immediatament es va administrar per via endovenosa una 

única dosi de 60 UI d’heparina sòdica 5% per Kg de pes (Heparina Rovi 

5%). Passats 15 minuts de l’administració d’heparina es van extreure 240 

mL de sang utilitzant EDTA com a anticoagulant (mostra post-heparínica). 

Les mostres de sang es van col·locar immediatament en gel. Es va procedir 

a l’obtenció del plasma mitjançant centrifugació durant 10 minuts a 800 g 

i a 4ºC. Les mostres de plasma es van congelar a -80ºC.  

Els voluntaris van restar ingressats sota supervisió de personal 

mèdic qualificat durant les 4 h posteriors. Es coneix que l’efecte d’una dosi 

de 100 UI d’Heparina Rovi per Kg de pes corporal aplicada 

intravenosament dura aproximadament de dues a tres hores [197]. Degut a 

que pel nostre estudi només necessitàvem l’efecte de l’heparina durant un 

màxim d’una hora es va decidir administrar 60 UI d’heparina sòdica, per 

disminuir els possibles riscos associats. Abans d’abandonar el CIM-Sant 

Pau als voluntaris se’ls va realitzar un ECG i una analítica de seguretat de 

final d’estudi. Les mostres per a l’examen de seguretat van ser, doncs, de 

40 mL (20 mL screening previ i 20 mL finalització de l’estudi). 
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3.2.2 Llet 

3.2.2.1 Objectiu de l’estudi i selecció de donants 

L’objectiu de l’estudi era l’obtenció de mostres de llet humana per a 

realitzar un estudi proteòmic de l’LPL. 

L’estudi es va dur a terme amb 8 donants que complien una sèrie de 

criteris d’inclusió. A continuació es detallen els criteris d’inclusió i els 

d’exclusió: 

Criteris d’inclusió 

1. Dones amb edats compreses entre els 30 i els 40 anys. 

2. Temps de post-part d’entre 1 i 12 mesos. 

3. Pes corporal dins el rang de la normalitat (BMI entre 20 i 25 

expressat com pes (kg)/talla (m2)). 

4. Sense evidència de malaltia significativa, orgànica o psiquiàtrica 

(diabetis, SIDA, hepatitis, etc.). 

5. Acceptació lliure de participar en l’assaig, amb consentiment 

informat per escrit de la voluntària. 

Criteris d’exclusió 

Les donants que presentaven un o més dels següents criteris no eren 

seleccionades per a participar en l’estudi. 

1. Història prèvia d’alcoholisme o consum de drogues o substàncies 

d’abús. 

2. Tractament amb heparina fins a una setmana anterior a la presa de 

mostra. 

3. Serologia positiva per a Hepatitis B, C, Sífilis o per el virus de la 

sida. 

4. Història o evidència clínica de patologia cardiovascular, respiratòria, 

renal, hepàtica, endocrina, gastrointestinal, hematològica, 

neurològica o altres malalties cròniques. 

5. Fumadores.  

3.2.2.2 Obtenció de llet 

Les donants de llet eren gestionades pel Banc de Sang i Teixits (Banc de 

llet materna) de Barcelona amb el qual es va signar un conveni de 

col·laboració per a reclutar llet de fins a 5 donants. Les altres 3 donants 

han estat gestionades pel grup de recerca LPL signant sempre amb elles un 

document de consentiment informat. 

 Les donants s’extreien la llet amb un tirallets i l’emmagatzemaven en 

bosses estèrils de plàstic. Immediatament després de l’extracció, la llet era 

congelada a -20ºC. El transport des del congelador de les donants fins al 

nostre congelador de -80ºC es feia sempre amb neu carbònica per no 

trencar la cadena de fred.  
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3.2.3 Teixit adipós blanc subcutani 

3.2.3.1 Objectiu de l’estudi i selecció de voluntaris 

L’objectiu de l’estudi era l’obtenció de mostres de teixit adipós blanc 

subcutani (scWAT) d’individus humans adults sans i obesos per a realitzar 

un estudi proteòmic de l’LPL. 

L’estudi es va dur a terme amb voluntaris que complien una sèrie de 

criteris d’inclusió. A continuació es detallen els criteris d’inclusió i els 

d’exclusió: 

Criteris d’inclusió 

1. Homes o dones amb edats compreses entre els 30 i els 65 anys. 

2. Pes corporal dins el rang de la normalitat (BMI entre 20 i 25 

expressat com pes (kg)/talla (m2)) en el cas dels voluntaris control i 

pes corporal dins el rang de la obesitat mòrbida (BMI > 35 expressat 

com pes (kg)/talla (m2)) en el cas dels obesos. 

3. Acceptació lliure de participar a l’assaig, amb consentiment informat 

per escrit del voluntari. 

4. En el cas dels individus control: 

4.1 Història clínica, exploració física per aparells dins de la 

normalitat. 

4.2 Sense evidència de malaltia significativa, orgànica o psiquiàtrica, 

basada en la anamnesi, exploració física i proves 

complementàries. 

4.3 Proves de laboratori (hemograma i bioquímica) dins del rang de 

la normalitat. 

4.4 Signes vitals (tensió arterial sistòlica i diastòlica, freqüència 

cardíaca i temperatura) i registre electrocardiograma (ECG) dins 

de la normalitat. 

5. En el cas dels individus obesos NO se’ls exclou si: 

5.1 Història clínica, exploració física per aparells fora de la 

normalitat. 

5.2 Evidència de malaltia significativa, orgànica o psiquiàtrica, 

basada en la anamnesi, exploració física i proves 

complementàries. 

5.3 Comorbiditats associades a la obesitat com: diabetis, 

hipertensió, dislipèmia, síndrome obstructiva aguda del son, 

problemes cardiovasculars, esteatosi hepàtica, esteatohepatitis. 

5.4 Proves de laboratori (hemograma i bioquímica) fora del rang de 

la normalitat. 

5.5 Signes vitals (tensió arterial sistòlica i diastòlica, freqüència 

cardíaca i temperatura) i registre electrocardiograma (ECG) fora 

de la normalitat. 



Materials i mètodes 

57 

 

5.6 Fumadors 

Criteris d’exclusió 

Els individus que presentaven un o més dels següents criteris no eren 

seleccionats per a participar en l’estudi. 

1. En el cas dels voluntaris control: 

1.1 Història prèvia d’alcoholisme o consum de drogues o substàncies 

d’abús. 

1.2 Serologia positiva per a Hepatitis B, C o per el virus de la sida. 

1.3 Història o evidència clínica de patologia cardiovascular, 

respiratòria, renal, hepàtica, endocrina, gastrointestinal, 

hematològica, neurològica o altres malalties cròniques. 

1.4 Fumadors. 

2. En el cas dels voluntaris obesos: 

2.1 Història prèvia d’alcoholisme o consum de drogues o substàncies 

d’abús. 

2.2 Serologia positiva per a Hepatitis B, C o per el virus de la sida. 

3.2.3.2 Obtenció de teixit adipós subcutani d’individus control 

L’obtenció d’scWAT d’individus control va ser possible gràcies al conveni de 

col·laboració signat amb l’Hospital CIMA-Sanitas de Barcelona, i amb la 

Clínica Sagrada Família de Barcelona. Vàrem obtenir l’scWAT abdominal 

dels voluntaris control quan aquests varen ser sotmesos a una liposucció 

abdominal o a una abdominoplàstia. El teixit va ser congelat en ser extret, 

amb neu carbònica o amb nitrogen líquid, en el mateix quiròfan. 

Posteriorment, va ser emmagatzemat a -80ºC. Tots els voluntaris van 

signar un document de consentiment informat. 

3.2.3.3 Obtenció de teixit adipós subcutani d’individus obesos 

L’obtenció d’scWAT d’individus obesos va ser possible gràcies al conveni de 

col·laboració signat amb l’Hospital CIMA-Sanitas de Barcelona i amb el Dr. 

Juan Antonio Baena de l’Hospital Arnau de Vilanova de Lleida. Vàrem 

obtenir l’scWAT abdominal dels voluntaris obesos quan aquests varen ser 

sotmesos a cirurgia bariàtrica (bypass gàstric o sleeve gàstric). El teixit va 

ser congelat en ser extret, amb neu carbònica o amb nitrogen líquid, en el 

mateix quiròfan. Posteriorment, va ser emmagatzemat a -80ºC. Tots els 

voluntaris van signar un document de consentiment informat. 
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3.3 DETERMINACIÓ DE METABÒLITS 

3.3.1 Quantificació de proteïna total (PNT 0350600 EXP/016) 

Fonament del mètode 

S’ha utilitzat per a la quantificació de la proteïna total un mètode 

colorimètric comercial basat en el descrit per Bradford [198]. Aquest 

mètode es basa en la interacció entre les càrregues positives de les 

proteïnes i el colorant Coomassie G-250 en un medi àcid. Aquesta 

interacció provoca un canvi de color en la barreja (de marró a blau) amb 

un màxim d’absorbància a 595 nm. 

Reactius 

 Reactiu Coomassie (Pierce, Rockford, IL, EUA). 

 Solució mare d’albúmina sèrica bovina (BSA) 2 mg/mL (Pierce, 

Rockford, IL, EUA). 

 Controls interns: Gernorm i Gerpath (Gernon, RAL, Sant Joan Despí, 

Espanya). 

 Aigua Milli-Q (Millipore).  

Procediment 

Operacions prèvies 

En funció de la concentració estimada de proteïna de la mostra es prepara 

una patró (mètode A) o una altra (mètode B) amb concentracions finals 

diferents. Ambdues patrons es preparen a partir de la solució mare de BSA 

2 mg/mL fent un banc de dilucions en aigua Milli-Q. La patró del mètode A 

té les següents concentracions finals: 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6: 0,8; 1,0 i 1,2 

mg/mL. La patró del mètode B té les següents concentracions finals: 0; 

1,0; 2,5; 5,0; 10; 15; 20 i 25 µg/mL. El mètode A s’utilitza per homogenats 

de teixit o plasmes i el B per eluïts de columnes de cromatografia. Les 

dilucions de les patrons són molt estables i es poden congelar i descongelar 

repetidament, essent necessari però, mantenir-les en gel durant l’assaig. 

Les patrons es conserven a -20ºC durant 3 mesos. 

Anàlisi de les mostres 

L’assaig es va realitzar en una placa de 96 pouets. 

• Pel mètode A es va carregar a la placa 5 µL de cada punt de la patró 

per triplicat, 5 µL dels controls interns diluïts 1/100 per duplicat i 5 

µL de cada mostra diluïda o no per duplicat. Tot seguit, es van afegir 

300 µL del reactiu Coomassie a cada pouet i es va incubar la placa 

durant 15 minuts a temperatura ambient, en agitació suau i 

protegida de la llum. Finalment, es va llegir l’absorbància a una 

longitud d’ona de 595 nm mitjançant un lector espectrofotomètric de 

plaques (Sunrise, Tecan, Salzburg, Àustria). 
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• Pel mètode B es va carregar a la placa 150 µL de cada punt de la 

patró per triplicat, 150 µL dels controls interns diluïts 1/5000 per 

duplicat i 150 µL de cada mostra sense diluir per duplicat. Tot 

seguit, es van afegir 150 µL del reactiu Coomassie a cada pouet i es 

va incubar la placa durant 15 minuts a temperatura ambient, en 

agitació suau i protegida de la llum. Finalment, es va llegir 

l’absorbància a una longitud d’ona de 595 nm mitjançant un lector 

espectrofotomètric de plaques (Sunrise, Tecan, Salzburg, Àustria).  

Càlculs 

Per l’obtenció de la concentració de proteïna total es va interpolar el valor 

de densitat òptica de cada mostra a la recta patró corresponent. En 

mostres diluïdes es va corregir la concentració obtinguda pel factor de 

dilució. 

3.3.2 Quantificació de triacilglicèrids (PNT 0350600 EXP/007) 

Fonament del mètode 

Per a la quantificació de TAG en plasma es va utilitzar un mètode 

enzimàtic colorimètric basat en el descrit per Fossati et al. [199]. Per acció 

de l’LPL es produeix la hidròlisi dels TAG produint glicerol i àcids grassos 

lliures. Aleshores, el glicerol és fosforilat per l’enzim glicerol quinasa i es 

converteix en glicerol-3-fosfat que, tot seguit, és oxidat per la           

glicerol-3-fosfat oxidasa donant lloc a la dihidroxiacetona fosfat i peròxid 

d’hidrogen. En aquest punt de la cadena de reaccions, el peròxid 

d’hidrogen és utilitzat per la peroxidasa per donar lloc a un compost 

ataronjat anomenat quinonaimina a partir de la 4-clorofenol i de la          

4-aminoantipirina (que es troben al kit). Aquest compost té un pic 

d’absorbància a 500 nm. L’absorbància mesurada a 500 nm és 

proporcional al contingut de TAG de la mostra. 

Reactius 

 Kit Triglicéridos SP (Gernon). Es guarda a 4ºC. Consta d’un sol 

reactiu que conté els enzims: lipoproteïna lipasa, glicerol quinasa, 

glicerol-3-fosfat oxidasa i peroxidasa. 

 Solució mare de glicerol 4 mM. 

 Controls interns: Gernorm i Gerpath (Gernon, RAL, Sant Joan Despí, 

Espanya). 

 Aigua Milli-Q (Millipore).  

Procediment 

Operacions prèvies 

Es prepara la patró a partir de la solució mare de glicerol de 4 mM fent un 

banc de dilucions en aigua Milli-Q. La patró té les següents concentracions 

finals: 0; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 3 i 4 mM. Les dilucions de les patrons són 

molt estables i es poden congelar i descongelar repetidament, essent 

necessari però, mantenir-les en gel durant l’assaig. Les patrons es 

conserven a -20ºC durant 3 mesos. 
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Anàlisi de les mostres 

L’assaig es va realitzar en una placa de 96 pouets. 

• Es va carregar per duplicat a la placa 5 µL: de cada punt de la patró, 

dels controls interns diluïts 1/3 i de cada mostra diluïda o no. Tot 

seguit, es van afegir 200 µL del reactiu del kit a cada pouet i es va 

incubar la placa durant 15 minuts a 37ºC, en agitació normal i 

protegida de la llum. Finalment, es va llegir l’absorbància a una 

longitud d’ona de 500 nm mitjançant un lector espectrofotomètric de 

plaques (Sunrise, Tecan, Salzburg, Àustria). 

Càlculs 

Per a l’obtenció del valor de la concentració de TAG es va interpolar el valor 

de densitat òptica de cada mostra a la recta patró. Els valors de glicerol 

obtinguts a les mostres mitjançant la patró són directament proporcionals 

(1:1) als de TAG. En mostres diluïdes es va corregir la concentració 

obtinguda pel factor de dilució. 

3.3.3 Quantificació de glucosa 

Per a la quantificació de glucosa en sang es va utilitzar el mètode Accu-

Chek®. 

Aquest mètode es basa en tires reactives (sensors tipus microchips) 

que permeten realitzar la determinació de glucèmia amb una gota de sang. 

És un mètode fonamental per a controlar la salut dels diabètics. 

Les tires reactives són petits suports plàstics rectangulars que, en 

un dels seus extrems, contenen un reactiu (enzim glucosa oxidasa) que al 

contacte amb la glucosa de la mostra de sang, que és aspirada per 

capil·laritat, reacciona produint un canvi de color o generant un petit 

corrent electroquímic. Aquesta reacció, permet conèixer el nivell de 

glucèmia (mg/dL) mitjançant l’ús d’un glucòmetre. Aquest glucòmetre és 

un mesurador que pot ser de tecnologia fotomètrica (mesura el canvi de 

color del reactiu) o electroquímica (mesura el corrent electroquímic generat 

pel reactiu). Les tires reactives estan dissenyades per a ser utilitzades una 

sola vegada. 

Nosaltres vàrem utilitzat el glucòmetre Accu-Chek® Aviva (Roche). 

Aquest glucòmetre és de tipus electroquímic. Les tires reactives de l’Aviva 

tenen a l’extrem oposat en el que s’efectua la mesura una sèrie de 

contactes que realitzen uns controls interns abans i durant l’operació de 

mesura de glucosa amb la finalitat de millorar la conductivitat elèctrica. 

Per aquest motiu aquests contactes estan revestits d’or que és un bon 

material conductor. 
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3.4 DETERMINACIÓ D’ACTIVITAT LIPOPROTEÏNA LIPASA 

(PNT 0350600 EXP/013) 

Fonament del mètode 

Per a la determinació de l’activitat LPL es va utilitzar una modificació de 

Julve et al. [200] del mètode radioquímic descrit per Ramírez et al. [201]. 

Aquest mètode quantifica l’activitat enzimàtica (trialcilglicerol hidrolasa) de 

l’LPL de les mostres gràcies a la radioactivitat emesa pel producte de la 

reacció. Com a substrat d’aquesta reacció s’utilitza trioleïna (TO) marcada 

amb 3H (TO*) en els àcids grassos (glicerol tri[9,10-(n)-3H] oleat). Aleshores, 

s’incuba la mostra amb el substrat radioactiu i, un cop s’ha donat el 

procés catalític, els àcids grassos que s’hagin alliberat es separen dels TAG 

no hidrolitzats per un sistema de repartició líquid - líquid que, a la vegada, 

serveix per aturar la reacció. Per aturar la reacció s’utilitza: (i) una barreja 

de dissolvents orgànics i (ii) un tampó bàsic que afavoreix l’extracció dels 

àcids grassos no esterificats (àcid oleic). Aquesta barreja és centrifugada 

afavorint l’aparició de dues fases. La fase inferior (més blanquinosa) és on 

es troben els dissolvents orgànics amb la TO* no hidrolitzada i la fase 

superior (més transparent) és on es troben els àcids grassos no esterificats 

alliberats durant el procés catalític. Finalment, es recull una part de la fase 

superior per tal de quantificar-ne la radioactivitat mitjançant un sistema 

de cintil·lació líquida. 

Reactius 

 Tampó EDH amb heparina pH=7,5 

Dithiothreitol (DTT) (Sigma)   1 mM 

EDTA (Panreac)    1 mM 

HEPES (Panreac)     10 mM 

Heparina (USB)     5 U/mL 

 Es conserva aliquotat i congelat a -20ºC. 

 Tampó LPL pH=7,5 

PIPES disodium salt (Sigma)   28,8 mM 

MgCl2 · 6 H2O (Panreac)    57,8 mM 

BSA lliure d’àcids grassos (Sigma) 0,6 mg/mL 

 Es conserva aliquotat i congelat a -20ºC. 

 Estoc de substrat (TO*) 

Trioleïna freda (Sigma)      36,7 mM 

Trioleïna radioactiva (Amersham) 5 mCi/mL  0,6 mL 

Diluïdes en 8 mL de toluè (Fluka). L’activitat específica real de l’estoc 

s’ha de determinar cada cop que se’n prepara de nou (dpm/nmol 

oleat). 

Es conserva a -20ºC. 
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 Sèrum de rata pre-escalfat durant 30 minuts a 55ºC com a font 

d’APO C-II. 

 Homogenat control de fetge de rata. Es guarda en alíquotes a -80ºC. 

 Homogenat control de cor de rata. Es guarda en alíquotes a -80ºC. 

 Antisèrum de conill anti-lipasa hepàtica de rata (R21) cedit per la 

Dra. Monique Robert, Departament de Bioquímica i Biomedicina 

Molecular, Facultat de Biologia, UB). Guardat a -20ºC. 

 Solució d’aturada de la reacció 

Metanol:Cloroform:Heptà (1,41:1,25:1 ; v:v:v) (Panreac) 

 Es guarda a 4ºC. 

 Tampó borat-carbonat pH=10,5 

H3BO3 (Merck)  0,1 M 

K2CO3 (Sigma)  0,1 M 

 Es guarda a 4ºC. 

 Líquid de cintil·lació (EcoLite, ICN) 

Procediment 

Operacions prèvies 

Si valorem mostres de plasma, glàndula adrenal o fetge, com contenen LPL 

i HL, s’ha de fer una incubació prèvia a la valoració amb l’anticòs anti-HL 

(R21) de 2 hores a 4ºC per tal de neutralitzar la HL. Com a controls 

d’aquesta neutralització s’utilitzen també els controls d’homogenat de cor 

(només hi ha activitat LPL) i de fetge (majoritàriament hi ha HL). 

 En el moment de l’obtenció de mostres de teixits o plasma per 

valorar l’activitat LPL la congelació ha de ser molt ràpida (a -80ºC) per tal 

d’evitar la inactivació de l’enzim. 

Homogeneïtzació dels teixits 

Per tal de poder valorar l’activitat LPL en teixits cal homogeneïtzar-los just 

abans d’iniciar-ne la valoració per minimitzar la pèrdua d’activitat. Hem de 

tenir cura de que els teixits estiguin sempre congelats, en el moment de 

treure’ls del congelador de -80ºC es mantenien en nitrogen líquid fins al 

mateix moment de l’homogeneïtzació. De la mateixa manera, durant 

l’homogeneïtzació i després, l’homogenat resultant es mantenia en gel.  

Es van fragmentar els teixits en un morter amb nitrogen líquid i es 

van  pesar en una balança analítica. Aleshores es va utilitzar una relació 

d’1:5 entre el pes del teixit (g) i el volum del tampó EDH (mL) i es va afegir 

el tampó fred calculat. El teixit, doncs, queda diluït 1/6. Per realitzar 

l’homogeneïtzació es va fer servir un disruptor de tipus politró (Ultra-

Turrax T25, IKA-Labortechnik, Staufen, Alemanya) a màxima potència 

mantenint el tub en gel. L’homogenat es va centrifugar a 16000 g, 10 

minuts a 4ºC en tubs Eppendorf. Es va recollir el sobrenedant i es va 

traspassar a un Eppendorf nou mantenint-lo en gel per la seva immediata 
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valoració d’activitat LPL. En el cas d’haver centrifugat algun teixit greixós 

(WAT, glàndula mamària alletant, llet, etc.) es va retirar la massa de greix 

superficial. 

Preparació del substrat radioactiu 

Es va calcular el volum de substrat radioactiu que calia per a la valoració 

segons el nombre de tubs a valorar. Per a cada tub es necessitaven 1,2 µL 

d’estoc de TO*, 58 µL de tampó LPL i 2 µL de sèrum pre-escalfat. 

Aleshores, primer es va pipetejar el volum calculat d’estoc de TO* (es va 

temperar el tub d’estoc amb l’escalfor de les mans) sota campana i es va 

traspassar a un tub de vidre Pyrex on es va evaporar el toluè del substrat 

amb un corrent de nitrogen gas. Seguidament, es va afegir el tampó LPL i 

es va vortejar el tub. Mantenint el tub en gel es va sonicar durant            

30 segons quatre vegades tenint intervals de 15 segons de repòs (amplitud 

40%, sonicador VC50T, Sonics and Materials, Danbury, CT, EUA). Es va 

verificar de manera visual que l’emulsió resultant fos homogènia. 

Finalment, es va afegir el volum corresponent de sèrum pre-escalfat de 

rata. 

 Per comprovar si el substrat estava ben preparat es van determinar 

els comptes totals (CT) en 4 tubs en els que es van afegir 25 µL de TO* i     

3 mL de líquid de cintil·lació.  

Resum del càlcul de volum del substrat: 

En general    En mostres amb HL (com per ex. plasma) 

4 CT     4 CT 

4 blancs    4 blancs 

2 controls fetge   4 blancs antisèrum 

2 controls cor   2 controls fetge 

n mostres (x 2)   2 controls fetge antisèrum 

Nº total de tubs = 12 + 2n 2 controls cor 

     2 controls cor antisèrum 

     n mostres (x 2) 

     Nº total de tubs = 20 + 2n 

Assaig d’activitat LPL 

Es van diluir les mostres en tampó EDH (1:3 v/v) obtenint una dilució ¼ 

en totes les mostres. En el cas de valorar mostres amb HL es van diluir en 

antisèrum anti-HL i EDH (1:1:4 v/v/v ; mostra:antisèrum:EDH) dues hores 

abans de l’inici de la valoració i a 4ºC. Seguidament es va pipetejar 7 µL de 

les mostres diluïdes, per duplicat, en tubs de vidre. A cada valoració es van 

incloure 4 tubs amb 7 µL d’EDH (blancs de la valoració) i dos controls 

interassaig (7 µL d’una dilució ¼ en EDH d’homogenat de cor i de fetge 

respectivament, per duplicat). En el cas de valorar mostres amb HL es van 

incloure en la valoració: 4 tubs amb 7 µL d’EDH (blancs de la valoració), 4 

tubs amb 7 µL d’una dilució ¼ de l’antisèrum anti-HL amb EDH i dos 
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controls interassaig (homogenats de cor i de fetge) amb i sense antisèrum 

anti-HL.  

 En aquest punt es va preparar el substrat radioactiu (vegeu més a 

munt) i es va iniciar la valoració. Cal tenir en compte que prèviament s’ha 

de tenir preparat un bany a 25ºC. Agafant els duplicats de les mostres de 

manera consecutiva i deixant 30 segons entre la primera parella i la 

següent, es van afegir 60 µL del substrat a cada tub, es van vortejar i es 

van incubar durant 30 minuts en un bany a 25ºC en agitació constant. 

Passat aquest temps es va parar la reacció afegint a cada tub 1,2 mL de la 

solució d’aturada de la reacció i 0,33 mL del tampó borat-carbonat. Tot 

seguit, es van agitar els tubs en un agitador del tipus orbital (Orbital 

Vibrax, Ovan, Lovango, Badalona) durant 6 minuts a 1200 rpm. Amb 

aquesta agitació es van aconseguir les dues fases (inferior i superior) que 

per diferenciar-les millor es van centrifugar els tubs a 800 g durant         

10 minuts a 4ºC (Centrifuga CR 3-12, Jouan). Es van pipetejar 0,3 mL de 

la fase superior i es van afegir en un tub de plàstic amb tap de rosca que 

contenia 3 mL de líquid de cintil·lació.  

 Finalment, el comptatge de les mostres va tenir lloc en un comptador 

de radiació β (Tri-Carb 1500, Packard Instrument Company, Downers 

Grove, IL, EUA del Servei de Radioisòtops de la Facultat de Biologia de la 

UB). Es va utilitzar un protocol pre-definit per la quantificació de 3H en el 

qual es compta cada tub durant 3 minuts.     

Càlculs 

Per a totes les mostres es van restar a les dpm obtingudes la mitjana de les 

dpm dels blancs, així es van obtenir les dpm netes per a fer els càlculs 

d’activitat LPL que s’expressa habitualment en miliunitats (mU). Es 

defineix com a unitat enzimàtica (U) la quantitat d’enzim que allibera         

1 µmol de producte per minut a 25ºC. 

 Per al càlcul de l’activitat lipasa es té en compte: i) els 7 µL de 

mostra diluïda, ii) la dilució que es va fer d’aquesta mostra (1/4), iii) els 0,3 

mL que es van recollir de la fase superior (FS) per comptar la radioactivitat, 

iv) el volum total de la FS (0,859 mL sumant la solució d’aturada, el tampó 

borat-carbonat, el substrat radioactiu i la mostra diluïda), v) els 30 minuts 

d’incubació de la mostra amb el substrat radioactiu i vi) l’activitat 

específica (AE) de l’estoc de TO*.   

En el cas de mostres líquides (plasma o llet), l’activitat s’expressa en 

mU/mL i es calcula segons el següent càlcul: 

 

 dpm netes           0,859 mL FS           4 mL mostra dil            1                  1 

 0,3 mL FS       0,007 mL mostra dil        1 mL mostra         30 minuts   AE  dpm/nmol 
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En el cas d’homogenat de teixits l’activitat també es pot expressar per gram 

de teixit (mU/g teixit). Cal tenir en compte la dilució feta en l’homogenat de 

teixit, és a dir, la relació entre el pes del teixit (g) i el volum de tampó EDH 

afegit (mL).  

 

 dpm netes           0,859 mL FS           4 mL mostra dil      (6 x pes teixit) mL homog 

 0,3 mL FS       0,007 mL mostra dil        1 mL mostra                 pes teixit (g) 

        1                      1 

 30 minuts      AE dpm/nmol       

 

Per expressar l’activitat LPL total (mU), s’ha de multiplicar l’activitat 

obtinguda per gram de teixit pel pes total del teixit. 
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3.5 PURIFICACIÓ PARCIAL DE LA LIPOPROTEÏNA LIPASA 

MITJANÇANT CROMATOGRAFIA D’AFINITAT A HEPARINA-

SEPHAROSE 

Fonament del mètode 

La tècnica de cromatografia d’afinitat separa proteïnes d’una mostra 

mitjançant un lligant específic unit a una matriu cromatogràfica. Són 

interaccions reversibles. La tècnica ofereix una gran selectivitat i resolució 

i, normalment, una alta capacitat per a una elevada quantitat de proteïna. 

La proteïna diana és unida de manera específica i reversible mitjançant el 

seu lligant. La mostra s’aplica sota condicions d’una solució d’unió que 

afavoreixin la unió específica de la proteïna diana al seu lligant de la 

matriu. La mostra que no resulta unida és eliminada mitjançant una 

solució de rentat. Per alliberar la proteïna diana unida al lligant es canvien 

les condicions a una solució d’elució de manera que s’afavoreix el seu 

alliberament. Aquesta solució d’elució pot ser específica (ex. lligant 

competitiu) o no específica (ex. canvi de pH, de força iònica, de polaritat). 

La proteïna diana quan s’elueix està concentrada i purificada o 

semipurificada. 

 La cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose (HS) s’utilitza de 

manera habitual per semipurificar l’LPL [180, 201, 202]. La matriu 

d’aquesta columna són boletes de Sepharose amb heparina immobilitzada. 

L’LPL s’uneix mitjançant unions electrostàtiques a l’heparina per un 

domini ric en lisines i arginines (domini d’unió a heparina). Per trencar la 

unió de l’LPL (i d’altres proteïnes) a l’heparina s’utilitza un augment de la 

força iònica. Concretament, s’utilitzen concentracions creixents de clorur 

de sodi en gradient lineal o discontinu. Cal tenir en compte que per 

preservar l’activitat LPL cal dur a terme tot el procés a 4ºC ja que l’LPL és 

molt termolàbil. 

Reactius 

 HS CL-6B (GE Healthcare) 

 Tampó d’homogeneització pH=7,5 

HEPES (Panreac)      10 mM 

EDTA (Panreac)      1 mM 

DTT (Amersham)       1 mM 

Deoxicolat sòdic (Sigma)     0,3 % (p/v) 

 Tampó d’equilibrat pH=7,4 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    10 mM 

Glicerol (Panreac)      30 % (v/v) 

NaCl (Panreac)      0,15 M 

 Tampó de rentat I pH=7,4 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    10 mM 
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Glicerol (Panreac)      30 % (v/v) 

NaCl (Panreac)      0,75 M 

 Tampó d’elució pH=7,4 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    10 mM 

Glicerol (Panreac)      30 % (v/v) 

NaCl (Panreac)      1,50 M 

 Tampó de rentat II pH=7,4 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    10 mM 

Glicerol (Panreac)      30 % (v/v) 

NaCl (Panreac)       2,50 M 

 Tampó de regeneració bàsic pH=8,5 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    0,10 M 

NaCl (Panreac)       0,50 M 

 Tampó de regeneració àcid pH=5,0 

Acetat sòdic (Merck)     0,10 M 

NaCl (Panreac)      0,50 M 

 Tampó de conservació pH=7,4 

Tris-HCl (Tris base, Roche)    10 mM 

Etanol (Merck)      20 % (v/v) 

 Solució de BSA lliure d’àcids grassos (Sigma) 50 mg/mL 

Procediment 

Empaquetament de la columna d’HS 

Segons el volum de mostra que vulguem passar per la columna d’HS 

necessitem una capacitat o una altra de suport físic o columnes de vidre 

per empaquetar l’HS (Econo-Column®, Bio-Rad). Així doncs en aquesta tesi 

classifiquem les columnes en: i) grans (30 cm de llargària x 0,7 cm 

d’ample, volum d’HS 10 mL); ii) mitjanes (30 cm de llargària x 0,7 cm 

d’ample, volum d’HS 5 mL) i iii) petites (5 cm de llargària x 1 cm d’ample, 

volum d’HS 3 mL). Per empaquetar les columnes d’HS es va seguir el 

següent protocol descrit pel fabricant (GE Healthcare): 

1. Rehidratació HS: Es va pesar l’HS necessària segons la mida de la 

columna a empaquetar (tenint en compte que 1g d’HS seca dona uns 

4 mL d’HS rehidratada) en un Falcon de 50 mL. S’omplí el tub amb 

aigua Milli-Q i es va posar a orbitar durant 15 minuts a 4ºC. Tot 

seguit es centrifugà (500 g, 1 min i a 4ºC) (Centrifugadora Jouan 

CR312) i amb molt de compte es va descartar el sobrenedant. 

Aquests rentats amb aigua es van repetir 3 cops més. Aleshores, es 

va procedir a fer 2 rentats amb Tris-HCl 10 mM pH=7,4. 
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2. Empaquetament HS: L’HS rehidratada es va abocar a la columna de 

vidre amb molt de compte i es va passar 3 volums de columna de 

Tris-HCl 10 mM pH=7,4 a un flux de 30 mL/h emprant una bomba 

peristàltica (Minipuls 2, Gilson). A l’acabar sempre es deixava un 

volum residual de tampó per sobre l’HS empaquetada per evitar que 

aquesta s’assequés. Tot aquest procés es duia a terme a la cambra 

de 4ºC i la columna empaquetada restava emmagatzemada allà.    

Preparació de la mostra 

Per tal de passar les mostres per la columna d’HS i realitzar la 

cromatografia d’afinitat calia fer un homogenat previ de les mateixes. Es va 

utilitzar tampó d’homogeneïtzació utilitzant una relació 1:5 (pes del teixit 

en grams:volum de tampó en mL). Es va utilitzar un disruptor de tipus 

politró (Ultra-Turrax T25) a màxima potència i mantenint sempre la mostra 

en gel (a 4ºC) per fer l’homogeneïtzació. Un cop acabada, es deixaven les 

mostres en gel durant 1 h i es centrifugaven a 100.000 g, durant 1 h i a 

4ºC (Beckman Coulter model Optima L-90K). El sobrenedant resultant es 

guardava a -80ºC fins al moment de l’inici de la cromatografia. 

Cal puntualitzar que els fluids (PHP i llet), per la seva naturalesa 

líquida, es poden analitzar de manera crua (sense homogeneïtzar) o 

homogeneïtzades. En el cas dels homogenats, s’homogeneïtzava amb el 

mateix tampó d’homogeneïtzació i a la mateixa relació 1:5 (volum del fluid 

en mL:volum del tampó en mL). No calia, però, utilitzar el politró per 

trencar cap teixit. Es deixaven les mostres en gel també durant 1 h. 

Aleshores es feien dues centrifugacions en el cas dels PHP i una 

centrifugació en el cas de la llet.  

- PHP: Es feia una primera centrifugació de 10.200 g, durant 30 min i 

a 4ºC (Sorvall RC-5B) per deslipidar les mostres i extreure la massa 

de greix que es forma sobre el sobrenedant (veure Figura 13.), i una 

segona a 50.000 g, durant 90 min i a 4ºC (Beckman Coulter model 

Avanti J-25) per acabar d’eliminar les restes cel·lulars. El 

sobrenedant s’emmagatzemava també a -80ºC. 

- Llet: Es feia una centrifugació de 16.100 g, durant 70 min i a 4ºC 

(Eppendorf model 5415-R) i es deslipidaven les mostres extraient la 

massa de greix que es forma sobre el sobrenedant. El sobrenedant 

s’emmagatzemava també a -80ºC. 

En el cas de teixits adiposos degut al seu alt contingut en greix es procedia 

a realitzar el protocol descrit pels PHP amb dues centrifugacions (veure 

Figura 13.). 

 



Materials i mètodes 

69 

 

 

Figura 13. Homogenats de teixit. A) Homogenat de PHP. S’observa una 

petita massa de greix a sobre de l’infranedant de plasma. B) Homogenat de 

WAT. S’observa una gran massa de greix a sobre de l’infranedant 

d’homogenat del teixit. 

Cromatografia columna gran 

Tot el procés es va fer a la cambra freda, a 4ºC, mitjançant una bomba 

peristàltica (Minipuls 2) a un flux de 15 mL/h. Primer de tot, es va 

equilibrar la columna amb, com a mínim, 7 volums de columna de tampó 

d’equilibrat. En el moment previ a aplicar la mostra a la columna se li 

afegia NaCl a una concentració final de 0,15 M. Un cop aplicada la mostra, 

mitjançant un col·lector de fraccions (LKB Redi-Frac, Pharmacia), es van 

recollir fraccions d’un volum aproximat de 1,75 mL en Eppendorf de 2 mL 

cada 7 minuts.  

Després d’aplicar la mostra es passaven, com a mínim, 9 volums de 

columna de tampó d’equilibrat (0,15 M NaCl) per tal de descartar les 

proteïnes que no s’havien unit a la columna d’HS. Després, es passaven 9 

volums de columna de tampó de rentat I (0,75 M NaCl) per tal d’eluir les 

proteïnes amb baixa afinitat a l’HS. Tot seguit, es passaven 9 volums de 

columna del tampó d’elució (1,50 M NaCl) i s’eluïa l’LPL de l’HS.  

Per tal de reutilitzar la columna, un cop acabada la cromatografia 

d’afinitat i amb l’LPL eluïda, es passaven, com a mínim, 9 volums del 

tampó de rentat II (2,50 M NaCl) per eluir la resta de proteïnes amb una 

elevada afinitat a l’HS. Aleshores, es regenerava la columna passant de 

manera alterna (3 vegades) 3 volums de columna dels tampons de 

regeneració bàsic i àcid. Si la columna es feia servir en menys d’una 

setmana es passava tampó d’equilibrat. Si el temps de reutilització era 

superior es passava tampó de conservació. A la Figura 14. es pot veure el 

muntatge de la cromatografia per a la semipurificació de l’LPL i en la 

Figura 15. es pot observar el pas de mostra a través de la columna. 

 De totes les fraccions que es van recollir, es van fer dues alíquotes: 

una de 25 µL per valorar-ne la concentració de proteïna total (veure apartat 

3.3.1), i l’altre de 50 µL per valorar-ne l’activitat LPL (veure apartat 3.4) (a 

aquesta alíquota se li afegia BSA a una concentració final d’1 mg/mL per 

A B
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tal de preservar l’activitat de l’enzim [201]). Totes les fraccions i alíquotes 

es conservaven a -80ºC fins al moment de la seva utilització.  

Cromatografia columna mitjana i petita 

El procés és idèntic al descrit per les columnes grans. L’única variació era 

que, com el volum de columna era inferior, el temps total de duració de la 

cromatografia era menor.  

Figura 14. Muntatge i components de la cromatografia d’heparina-
Sepharose. A) Mostra a passar per la columna. B) Tampons per la 

semipurificació de l’LPL. C) Bomba peristàltica. D) Columna petita amb 

HS. E) Columna mitjana amb HS. F) Col·lector de fraccions. 

Figura 15. Pas de la mostra per la columna de cromatografia 

d’heparina-Sepharose. Observem el pas de mostra per la columna des del 

seu inici A), seguint pel seu pas a través de l’HS B) i finalitzant per la seva 
sortida de la columna camí del col·lector de fraccions C). En aquest últim 

punt la nostra proteïna d’interès, l’LPL, es troba ancorada a l’HS de la 

columna. 

A

F

C

B

E
D

B

B

A B C
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3.6 DEPLECIÓ D’IMMUNOGLOBULINA-G 

Fonament del mètode 

S’ha utilitzat la tècnica de cromatografia d’afinitat per a deplecionar una 

mostra de immunoglobulina G (IgG). El fonament del mètode és el mateix 

al descrit al apartat 3.5.  

De manera general, la proteïna G té una millor afinitat per les IgG i 

una unió mínima a l’albúmina, la qual cosa afavoreix una purificació més 

neta i un major rendiment. En aquesta tesi s’ha utilitzat les columnes 

HiTrapTM Protein G HP (GE Healthcare) per a deplecionar de IgG les 

mostres d’LPL semipurificades, mitjançant cromatografia d’afinitat a HS, 

procedents d’homogenats de PHP humans. 

Reactius 

 Columna HiTrapTM Protein G HP 1 mL (GE Healthcare) 

 Solució d’unió 

Fosfat de sodi pH=7,0      20 mM 

 Solució d’elució 

Glicina-HCl pH=2,7      0,1 M 

Procediment 

Anomenarem pool a les barrejes de les diferents fraccions, resultants de la 

cromatografia d’afinitat a HS, amb més quantitat d’LPL activa. Com a 

criteri general, les fraccions que formaven part del pool complíen les 

següents característiques: (i) la proteïna total no era detectable 

(concentració inferior a 60 µg/mL), (ii) l’activitat enzimàtica era superior a 

10 mU/mL i (iii) la primera fracció del pool coincidia amb la de major 

activitat enzimàtica (sempre que la proteïna total fos no detectable). 

Aquests pools seran els que emprarem com a font d’LPL per als 

experiments d’aquesta tesi. 

Es feia un pool amb les alíquotes que es volien de l’LPL semipurificada, 

mitjançant cromatografia d’afinitat a HS (veure apartat 3.5), procedent de 

PHP d’humans. La depleció es duia a terme a 4ºC utilitzant una bomba 

peristàltica Minipuls 2 a un flux de 0,7 mL/min. Primer de tot es rentava 

la columna amb 10 mL del tampó d’unió. Tot seguit, s’aplicava tot el volum 

de la mostra i es recollia el líquid que sortia de la columna en un Falcon 

(Falcon 1). Seguidament es rentava la columna amb 500 µL de tampó 

d’unió i es recollia el líquid sortint en el mateix Falcon 1. Aquest Falcon 1 

contenia l’LPL, entre altres proteïnes, però no contenia les IgG ja que 

aquestes havien quedat retingudes a la columna. Aleshores, es rentava la 

columna amb 10 mL de tampó d’unió i es recollia en el Falcon 2. Tot 

seguit, s’eluïen les IgG aplicant a la columna 8 mL de tampó d’elució i 

recollint el líquid en el Falcon 3. Després, es rentava la columna amb      

10 mL de tampó d’unió i, finalment, es rentava amb 10 mL de tampó 

d’unió amb etanol al 20% (v/v). Els 3 Falcons que es recollien 

s’emmagatzemaven a -80ºC fins al moment de la seva anàlisi.         
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3.7 ELECTROFORESI I DETECCIÓ DE PROTEÏNES 

3.7.1 Electroforesi SDS-PAGE (1DE) (PNT 0350600 EXP/017) 

Fonament del mètode 

L’electroforesi en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sòdic         

(SDS-PAGE) (1DE) permet separar les proteïnes segons el seu MW. En 

aquesta tècnica les proteïnes es tracten amb un tampó que conté SDS, un 

detergent aniònic que desnaturalitza i alhora confereix càrrega negativa a 

les proteïnes per la qual cosa es manté la relació càrrega/massa constant. 

A part de l’SDS, cal un agent reductor (com el β-mercaptoetanol o el DTT) 

per garantir que les proteïnes només conserven la seva estructura primària 

desnaturalitzada. Aquest agent reductor trenca els enllaços disulfur de la 

proteïna i evita que la seva conformació interfereixi en la seva mobilitat 

electroforètica. Durant l’electroforesi, per acció d’un camp elèctric, les 

proteïnes migren pel gel de poliacrilamida que fa la funció de malla de 

manera que l’avanç de les proteïnes depèn, inversament, del seu MW.  

Reactius 

 Gel separador 

Acrilamida-bisacrilamida (37,5:1 p/p) 30%   9% (p/v) 

(Bio-Rad)  

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=8,8)  375 mM 

SDS (Merck)       0,1% (p/v) 

TEMED (Bio-Rad)       0,1% (v/v) 

Persulfat amònic (APS) (Bio-Rad)   0,1% (p/v) 

Els catalitzadors de la polimerització, TEMED i APS, s’afegeixen en 

darrer lloc. 

 Gel concentrador 

Acrilamida-bisacrilamida (37,5:1 p/p) 30%   4% (p/v) 

(Bio-Rad)  

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=6,8)  125 mM 

SDS (Merck)       0,1% (p/v) 

TEMED (Bio-Rad)       0,2% (v/v) 

Persulfat amònic (APS) (Bio-Rad)   0,2% (p/v) 

Els catalitzadors de la polimerització, TEMED i APS, s’afegeixen en 

darrer lloc. 

 Tampó de mostres x4 (Sample Buffer, SBx4) 

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=6,8)  250 mM 

Glicerol (Panreac)      40% (v/v) 

SDS (Merck)       8% (p/v) 
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Blau de bromofenol (Sigma) un polsim (5-10 granets) 

DTT (Amersham)      600 mM 

Es conserva aliquotat i congelat a -20ºC. El DTT es posa en el 

moment d’utilitzar el tampó. 

 Tampó d’electroforesi 

Glicina (Panreac)      192 mM 

Tris Base (Roche)      25 mM 

SDS (Merck)       0,1% (p/v) 

Procediment 

Operacions prèvies 

Hi ha dues maneres de calcular la quantitat de mostra que s’ha de 

carregar al gel: per volum o per proteïna total. Si es carrega per volum 

s’obtindrà una dada qualitativa de la concentració de la nostra proteïna 

d’interès en la mostra. Si es carrega per proteïna total s’obtindrà una dada 

qualitativa de la proporció de la nostra proteïna d’interès respecte a la 

proteïna total de la mostra, ja que el volum de mostra carregat varia segons 

la seva concentració de proteïna total. 

Per a l’SDS-PAGE es van utilitzar el sistema Mini-Protean II (Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA). 

Preparació dels gels de poliacrilamida 

Primerament, es van muntar dos vidres (un de petit i un de gran amb dos 

separadors (1,5 mm Western blot (WB) i 1 mm tinció amb plata) a cada 

banda entremig) en el suport per a la polimerització i se’n va comprovar 

l’estanquitat del sistema amb aigua Milli-Q. Seguidament es va preparar el 

gel separador i es va abocar entre els dos vidres fins a cobrir unes ¾ parts 

del vidre petit. Tot seguit, i amb molt de compte, es va afegir 1 mL 

d’isopropanol al 83% (v/v). Al cap d’una hora, es va descartar l’isopropanol 

i es van fer 10 rentats amb aigua Milli-Q. Es va eixugar l’excés d’aigua de 

sobre el gel separador polimeritzat amb paper de filtre. Aleshores, es va 

abocar el gel concentrador i, ràpidament, es va col·locar la pinta (escollir el 

gruix segons gruix del gel i escollir nombre de pous segons mostres a 

carregar) evitant que quedessin bombolles. Es va deixar polimeritzar una 

hora a temperatura ambient. El gel es podia fer servir al mateix moment o 

es podia emmagatzemar tapat amb parafilm a 4ºC durant 24 h. 

Preparació de les mostres 

El volum de cada mostra que es va aplicar va variar segons la seva 

concentració de proteïna. Cada mostra es va barrejar amb el tampó SBx4 

suplementat amb DTT en una proporció 3:1 (v:v). Totes les mostres a 

analitzar es van bullir durant 10 minuts abans de ser carregades al gel. A 

l’inici de l’electroforesi es va aplicar un voltatge de 50 V durant 30 minuts. 

Seguidament, es va augmentar el voltatge fins a 150 V i fins que el front de 

blau de bromofenol va sortir del gel, moment en el qual es va aturar 

l’electroforesi. En aquest punt, i segons l’objecte d’estudi, es va tenyir el gel 



Materials i mètodes 

74 

 

per a visualitzar les proteïnes (veure apartat 3.7.3) o bé, es van transferir 

les proteïnes a una membrana de nitrocel·lulosa per a una immunodetecció 

de la nostra proteïna d’interès (veure apartat 3.7.4). 

3.7.2 Electroforesi bidimensional (2DE) (PNT 0350600 EXP/020) 

L’anàlisi de proteïnes mitjançant 2DE que es descriu en aquest treball s’ha 

dut a terme en col·laboració amb el Laboratori de Proteòmica CSIC/UAB 

(Institut d’Investigacions Biomèdiques de Barcelona, CSIC, Barcelona). 

Fonament del mètode 

L’electroforesi bidimensional (2DE) és una tècnica que es basa en separar 

les proteïnes segons el seu punt isoelèctric (pI) en la primera dimensió 

mitjançant isoelectroenfocament (IEF) i segons el seu MW en la segona 

dimensió mitjançant SDS-PAGE. Aquesta tècnica permet fer una anàlisi 

global del proteoma i separar centenars de proteïnes (“spots”) en un únic 

gel mostrant un patró característic. Quan finalitza la 2DE podem revelar el 

gel de poliacrilamida mitjançant WB (veure 3.7.4) o bé mitjançant tinció 

amb plata (veure 3.7.3). 

En la primera fase del mètode o primera dimensió –l’IEF- les 

proteïnes es desplacen en un gradient de pH fins que el pH coincideix amb 

el seu pI, és a dir, on la seva càrrega neta és zero. La regió de l’ànode 

(positiva) és àcida i la del càtode (negativa) és bàsica. Les substàncies que 

es troben en regions de pH inferior al seu pI estaran carregades 

positivament i migraran cap al càtode, mentre que les que es troben en 

medis amb pH superiors al seu pI tindran càrrega negativa i migraran cap 

a l’ànode. Les molècules, doncs, es situen en estretes bandes on el seu pI 

coincideix amb el pH del gradient. 

En la segona fase del mètode o segona dimensió -l’SDS-PAGE- les 

proteïnes es tracten amb un tampó que conté SDS, un detergent iònic que 

desnaturalitza i alhora confereix càrrega negativa a les proteïnes per la 

qual cosa es manté la relació càrrega/massa constant. Durant 

l’electroforesi, per acció d'un camp elèctric, les proteïnes migren per un gel 

de poliacrilamida que fa la funció de malla de manera que l'avanç de les 

proteïnes depèn, inversament, del seu MW. 

Tant en la primera com en la segona dimensió per garantir que les 

proteïnes només conserven la seva estructura primària cal desnaturalitzar-

les emprant algun agent reductor, com el DTT, per trencar els enllaços 

disulfur de la proteïna i evitar que la conformació interfereixi en la seva 

mobilitat electroforètica. 

Reactius 

 Tampó de rehidratació amb IPG buffer (Rehydration buffer) 

  Urea (GE Healthcare)     7 M 

  Tiourea (GE Healthcare)     2 M 

  CHAPS (Sigma)      2% (p/v) 

  Blau de bromofenol (Sigma) un polsim (5-10 granets) 
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  IPG buffer (del mateix rang de pH que la tira)    

  (GE Healthcare)        0,5% (v/v) 

DTT (Plus One DTT, GE Healthcare)   18 mM 

DeStreak (GE Healthcare)    1,2% v/v 

El DTT (per les mostres) o el DeStreak (per les tires) s’afegeixen en el 

moment d’utilitzar-lo. 

 Gel separador 

Acrilamida-bisacrilamida (37,5:1 p/p) 30%  9 % (p/v) 

(Bio-Rad) 

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=8,8)  375 mM 

SDS (Merck)       0,1% (p/v) 

TEMED (Bio-Rad)       0,1% (v/v) 

Persulfat amònic (APS) (Bio-Rad)   0,1% (p/v) 

Els catalitzadors de la polimerització, TEMED i APS, s’afegeixen en 

darrer lloc. 

 Tampó de mostres x4 (Sample Buffer, SBx4) 

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=6,8)  250 mM 

Glicerol (Panrea)      40% (v/v) 

SDS (Merck)       8% (p/v) 

Blau de bromofenol (Sigma) un polsim (5-10 granets) 

DTT (Amersham)      600 mM 

Es conserva aliquotat i congelat a -20ºC. El DTT es posa en el 

moment d’utilitzar el tampó. 

 Tampó d’equilibrat SDS (SDS equilibration buffer) 

Tris Base (Roche) (tampó Tris-HCl pH=8,8)  50 mM 

  Urea (GE Healthcare)     6 M 

  Glicerol (Panreac)      30% v/v 

  SDS (Merck)       8% p/v 

  DTT (Amersham)      600 mM 

El DTT (per les mostres) s’afegeix en el moment d’utilitzar-lo. 

 Solució de segellat d’agarosa 

  Agarosa (Lonza)      0,5% p/v 

  Tris Base (Roche Diagnostics)    25 mM 

  SDS (Merck)       0,1% p/v 

  Glicina (Panreac)      192 mM 

  Blau de bromofenol (Sigma) un polsim (5-10 granets) 
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 Tampó d'electroforesi  

Glicina (Panreac)      192 mM 

Tris Base (Roche Diagnostics)     25 mM  

SDS (Merck)       0,1% (v/v)  

 Lipoproteïna lipasa bovina (LPLb) (Sigma) 

 Iodoacetamida (IAA) (Sigma) 

 Tires de gradient immobilitzat de pH (IPG strips) (rang de pH 3-10 o 

6-11 i llargada 7 cm o 11 cm) (GE Healthcare) 

 Oli mineral per cobrir les tires (Immobiline Drystrip Cover Fluid) (GE 

Healthcare) 

 Àcid tricloroacètic (TCA) (Panreac) 

 Acetona (Panreac) 

Procediment 

Operacions prèvies 

Hem de tenir en compte que, com a màxim, es poden carregar 300 µg de 

proteïna per tira IPG. Sempre es va carregar per sota d’aquest llindar. 

També s’ha d’evitar carregar un volum superior a 100 µL, ja que aquest és 

el màxim que admet el carregador de mostra o cup-loading. 

 Per realitzar les 2DE de les purificacions parcials d’LPL mitjançant 

cromatografia d’afinitat a HS (veure 3.5) cal fer una precipitació prèvia amb 

TCA. Tot el procés es va realitzar sempre en fred. Primerament es va afegir 

gota a gota TCA (5% p/v, concentració final) fred (4ºC) sobre la mostra en 

agitació suau i constant. Aleshores el tub amb la mostra i el TCA es va 

incubar durant 1 h a 4ºC en un orbital vertical. Tot seguit, es va 

centrifugar durant 10 minuts a 16.100 g i a 4ºC i es va descartar el 

sobrenedant. Aleshores, es van realitzar dos rentats amb TCA fred (5% p/v, 

concentració final) centrifugant la mostra durant 5 minuts a 16.100 g i a 

4ºC, per eliminar restes de sals. Seguidament, es va realitzar un últim 

rentat amb acetona freda (-20ºC) i es va centrifugar durant 1 minut a 

16.100 g i a 4ºC. Aquest últim pas servia per eliminar les restes de TCA. 

Després de retirar l’acetona es va deixar assecar el tub obert amb el 

precipitat dins una campana de gasos durant 5-10 minuts. Finalment, la 

mostra es va resolubilitzar en tampó de rehidratació amb DTT (35-40 µL) i 

es va sonicar (sempre mantenint el tub en fred) alternant, durant 1 minut, 

intervals de 5 segons de sonicació (amplitud 30%, sonicador UPH100, 

Hielscher Ultrasonics, Teltow, Alemanya) i 5 segons de repòs. Les mostres 

es congelaven a -80ºC. 

Hidratació dels IPG strips 

Les tires IPG es van rehidratar de manera individual dins un sarcòfag de 

ceràmica de la mida de la tira a rehidratar. Es va afegir el volum necessari 

(125 µL tires 7 cm o 200 µL tires 11 cm) de tampó de rehidratació amb 

DeStreak en el sarcòfag procurant no fer bombolles. Es va agafar la tira del 

congelador i, amb molt de compte, es va separar la tira de la coberta 
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protectora de plàstic per l’extrem positiu. Aleshores es va agafar la tira amb 

unes pinces per l’extrem negatiu i, amb el gel de la tira cap a baix, es va 

posar la tira dins el sarcòfag mullant-la amb el tampó i procurant que 

quedés molla homogèniament. Finalment, es va cobrir la tira amb oli 

mineral i es va col·locar el sarcòfag a la placa de ceràmica del aparell d’IEF 

(Ettan IPGphor II, GE Healthcare) amb la temperatura ajustada a 20ºC. Es 

van rehidratar les tires un mínim de 12 hores. Un cop les tires ja estan 

hidratades: (i) es van agafar per un extrem amb l’ajut d’unes pinces, (ii) es 

va escórrer l’excés d’oli i (iii) es van guardar en una pipeta estèril de 25 mL 

partida per la meitat a -20ºC en posició horitzontal (es va posar paper 

d’alumini fixat amb parafilm als extrems de la pipeta).  

Aplicació de la mostra per cup-loading 

Es va treure una tira IPG rehidratada del congelador i, amb l’ajut d’unes 

pinces es va agafar la tira per l’extrem negatiu i es va col·locar dins un 

sarcòfag de ceràmica amb el gel de la tira cap a munt. A la Figura 16. es 

pot veure un esquema del muntatge aquí descrit. Es va cobrir la tira amb 

oli mineral per evitar que la urea precipiti durant l’IEF. Es van submergir 

amb aigua Milli-Q dos papers absorbents (Paper Wicks, GE Healthcare) i es 

van col·locar a ambdós extrems de la tira (aproximadament havien de tapar  

0,5 cm de tira) per tal de que absorbissin les sals del tampó de 

rehidratació. Es van col·locar dos elèctrodes (un per cada extrem de la tira) 

sobre les tires absorbents de manera que la base metàl·lica dels elèctrodes 

estigués en contacte amb el gel de la tira (amb el paper absorbent 

entremig) i que les potes dels elèctrodes toquessin la part metàl·lica del 

sarcòfag. S’havia de vigilar que les parts metàl·liques del sarcòfag 

estiguessin en contacte amb les parts metàl·liques de la placa de ceràmica 

del aparell d’IEF. Tot seguit, es va col·locar el carregador de mostra just a 

continuació de l’elèctrode que estava a l’extrem negatiu de la tira de 

manera que la càrrega de la mostra es va fer al extrem bàsic de la tira, al 

càtode. Si calia, es va acabar de cobrir la tira amb oli mineral.  

Finalment, es va carregar tota la mostra precipitada prèviament amb 

TCA i congelada a -80ºC dins del carregador de mostra. Es va tapar el 

sarcòfag amb la seva tapa de plàstic i es va tancar la tapa del IPGphor. 

 Isoelectroenfocament (primera dimensió) 

Es va programar l’IPGphor segons l’IEF que es volgués dur a terme. Les 

condicions depenien de la mida de les tires IPG i del tipus de mostra a 

enfocar (veure Taula 5.). 
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Figura 16. Esquema del muntatge per la primera dimensió. A) Visió des 

de dalt. B) Tall transversal sarcòfag de ceràmica. 

Taula 5. Programes per a l’isoelectroenfocament. Sempre es va fer l’IEF 

a 20ºC i amb una intensitat de corrent màxima limitada a 50 µA/tira. 

A

- +

sarcòfag de 

ceràmica

càtode ànodepaper Wick

carregador

de mostra

elèctrode elèctrode

paper Wick

IPG Strip

B

Oli (cover fluid)

IPG Strip
paper Wick

elèctrode

sarcòfag de 

ceràmica

Strip

(cm)

Species Step Voltage (V) Duration (h) Volt-hours (Vh) Gradient type

7 Rat

1 500 1 - Gradient

2 1000 1 - Gradient

3 5000 1 - Gradient

4 5000 - 25000 Step-n-hold

Strip 

(cm)

Species Step Voltage (V) Duration (h) Volt-hours (Vh) Gradient type

11 Rat

1 500 1 - Gradient

2 1000 1 - Gradient

3 5000 1 - Gradient

4 5000 - 35000-42000 Step-n-hold

Strip 

(cm)

Species Step Voltage (V) Duration (h) Volt-hours (Vh) Gradient type

18 Rat

1 500 1 - Gradient

2 1000 1 - Gradient

3 5000 1 - Gradient

4 5000 - 50000-60000 Step-n-hold

Strip 

(cm)

Species Step Voltage (V) Duration (h) Volt-hours (Vh) Gradient type

11 Human

1 500 1 - Gradient

2 1000 1 - Gradient

3 5000 1 - Gradient

4 5000 - 20000-25000 Step-n-hold
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Un cop s’havia arribat als Vh programats l’aparell s’aturava (sol o 

manualment). Si es preveia que quan acabés l’IEF no es podia guardar la 

tira enfocada, s’afegia un cinquè pas o step (step de seguretat). Aquest 

últim pas era programat a 500 V, 24 h, step-n-hold i servia per evitar el 

desenfocament de les proteïnes. La tira amb l’IEF finalitzat 

s’emmagatzemava en una meitat d’una pipeta de 25 mL de plàstic estèril i 

es segellava amb paper d’alumini i parafilm als extrems. Finalment, es 

guardava la tira a -20ºC fins al moment de realitzar la segona dimensió.     

Electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (segona dimensió) 

Es va preparar un gel separador tal i com es descriu al apartat 3.7.1. Com 

a control positiu es va fer servir LPL bovina comercial barrejada amb 

marcador de MW. Aquesta barreja s’aplicava a un paper Whatmann de   

0,5 cm x 0,5 cm i es deixava assecar abans de fer el muntatge amb la tira 

IPG enfocada. En el cas de voler realitzar un WB, abans de col·locar la tira 

enfocada en contacte amb el gel separador de poliacrilamida calia 

equilibrar-la durant 15 minuts en tampó d’equilibrat SDS amb DTT        

(10 mg/mL). Si, per contra, es volia realitzar una tinció amb plata, a part 

del primer equilibrat amb DTT, també calia equilibrar la tira durant         

15 minuts en tampó d’equilibrat SDS amb IAA (25 mg/mL). Aquest segon 

equilibrat amb IAA no es realitzava mai si volíem analitzar la 2DE per WB 

per evitar possibles interaccions amb l’epítop i en el reconeixement 

antigen-anticòs com a conseqüència de l’alquilació amb IAA. El volum de 

tampó d’equilibrat era 2,5 mL per tires de 7 o 11 cm i de 5 mL per tires de 

18 cm.  

Les tires IPG d’11 cm són massa llargues per el sistema Mini-Protean 

II Cell, aleshores calia tallar-les per tal de poder fer la segona dimensió. Si 

la part d’interès era la regió més àcida de la tira, calia fer el següent: 

col·locar la tira enfocada i congelada sobre una safata de plàstic i amb 

l’ajut d’un regle i un bisturí tallar 7,5 cm de gel començant des de l’extrem 

positiu. Aleshores, amb unes pinces, agafar la tira per l’extrem positiu i 

equilibrar-la. L’extrem sobrant de la tira es podia posar a equilibrar també 

si interessava analitzar la totalitat de la tira en aquell moment o bé es 

podia tornar a guardar al congelador per si es volia fer més endavant. Si la 

part d’interès era la regió més bàsica de la tira, es tallaven 7,5 cm de gel 

començant per l’extrem negatiu del gel. Les tires IPG de 18 cm són massa 

grans pel Mini-Protean II Cell. Per analitzar-les cal fer servir el sistema 

Protean XL. 

Després del pas d’equilibrat de la tira, aquesta es va col·locar en 

contacte amb el gel de poliacrilamida. També es va col·locar el paper 

Whatmann (control positiu i marcador de MW) tenint cura que aquest no 

toqués el gel de poliacrilamida. Aleshores, es va segellar amb solució de 

segellat d’agarosa i es va dur a terme l’SDS-PAGE segons està descrit al 

apartat 3.7.1. A la Figura 17. hi ha esquematitzat el muntatge per a la 

realització de l’SDS-PAGE. Un cop finalitzava l’SDS-PAGE o es realitzava 

una tinció amb plata (veure 3.7.3) o es transferien les proteïnes a una 

membrana per a una immunodetecció d’LPL per WB (veure 3.7.4). 
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Figura 17. Esquema del muntatge per l’electroforesi en gel de 

poliacrilamida amb SDS (segona dimensió). 

3.7.3 Tinció amb plata de proteïnes en gels de poliacrilamida 
(PNT 0350600 EXP/021) 

Fonament del mètode 

Es va utilitzar una variació basada en Shevchenko [203] del mètode de 

tinció amb plata descrit per Heukeshoven [204] per visualitzar les proteïnes 

després de l’SDS-PAGE. Aquest mètode és totalment compatible amb 

l’anàlisi per espectrometria de masses de les proteïnes sempre que no 

s’utilitzi glutaraldehid. L’assaig és un procediment basat en l’afinitat de les 

proteïnes pel catió plata (Ag+), extremadament sensible per detectar petites 

quantitats de proteïnes en gels de poliacrilamida. Es revela per la reducció 

del nitrat de plata amb formaldehid a pH bàsic i permet detectar 

aproximadament 1 ng de proteïna.  

 La tinció consta bàsicament dels següents passos: fixació 

(immobilitza les proteïnes en el gel i permet eliminar compostos com el 

Tris, la glicina i detergents com l’SDS amb una elevada afinitat per la 

plata); sensibilització (millora la unió de la plata a les proteïnes i 

augmenta la velocitat de la reducció de la plata); tinció (impregna el gel 

amb nitrat de plata); revelat (redueix a plata metàl·lica els ions de plata 

units a les proteïnes) i aturada del revelat. 

 

 

 

Separador

Vidre gran 

(darrere)

Vidre petit

(davant)

Gel agarosa

Control 

positiu

Gel 

poliacrilamida

Tira
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Reactius 

Vàrem emprar el kit PlusOne Silver Staining kit, Protein (GE Healthcare) pel 

procés de tinció. Totes les solucions es van preparar amb aigua Milli-Q 

(Millipore). 

 Fixació 

Etanol (Merck)      40% (v/v) 

Àcid acètic (Panreac)    10% (v/v) 

 Sensibilització 

Etanol (Merck)      30% (v/v) 

Tiosulfat de sodi (Na2S2O3) (kit)   0,2% (p/v) 

Acetat sòdic (kit)     6,8% (p/v) 

 Tinció 

Nitrat de plata (AgNO3) (kit)    0,25% (p/v) 

 Revelat 

Carbonat sòdic (Na2CO3) (kit)   2,5% (p/v) 

Formaldehid (HCOH) (kit)   0,0148% (p/v) 

 Aturada 

EDTA-Na2·H2O (kit)    1,46% (p/v) 

Procediment 

Un cop finalitzat l’SDS-PAGE (veure apartats 3.7.1 i 3.7.2), es va col·locar 

el gel de poliacrilamida dins una carmanyola de vidre hermètica amb la 

solució de fixació. Es va seguir el protocol que es detalla a continuació i 

pels canvis de solucions decantàvem el líquid a un vas de precipitats. 

 La carmanyola amb el gel i la solució corresponent s’agiten 

suaument i de manera horitzontal: 

1. Fixació     30 minuts. Es pot deixar o/n  

a 4ºC sense agitació. 

2. Sensibilització    30 minuts 

3. Rentats amb aigua Milli-Q  3 rentats x 5 minuts 

4. Tinció     20 minuts 

5. Rentats amb aigua Milli-Q  2 rentats x 1 minut 

6. Revelat     2-5 minuts (controlar  

visualment el revelat perquè és  

de durada variable) 

7. Aturada     10 minuts 

8. Rentats amb aigua Milli-Q  3 rentats x 5 minuts   
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3.7.4 Immunodetecció de lipoproteïna lipasa per Western blot 

(PNT 0350600 EXP/017) 

Fonament del mètode 

L’assaig de tipus WB és un mètode qualitatiu per a la detecció específica de 

proteïnes basat en la immunodetecció d’antígens amb anticossos 

específics. Després de separar les proteïnes per SDS-PAGE (veure apartats 

3.7.1 i 3.7.2) en un gel de poliacrilamida es transfereixen i es fixen a una 

membrana on es fa la detecció específica de la proteïna mitjançant un 

sistema de dos anticossos i una reacció enzimàtica associada. L’anticòs 

primari reconeix específicament la proteïna d’interès i, l’anticòs secundari, 

reconeix al primari i en fa possible la seva detecció. Hi ha diversos sistemes 

per a detectar l’anticòs secundari però el més utilitzat és l’ús d’una 

peroxidasa (s’utilitza un substrat que, per acció de la peroxidasa, genera 

un producte luminescent). La intensitat lumínica obtinguda és directament 

proporcional a l’abundància relativa de la proteïna de la mostra. 

Reactius 

 Tampó de transferència 

Glicina (Panreac)      192 mM 

Tris Base (Roche)      25 mM 

Metanol (Merck)      10% (v/v) 

 Tampó TBS pH=7,4 

Tris Base (Roche) (Tris-HCl)    20 mM 

NaCl (Panreac)      137 mM 

 Tampó de bloqueig 

Llet desnatada en pols (Sveltesse) en TBS  5% (p/v) 

 Tampó de rentat TBS-Tween 

Tween 20 (Sigma) en TBS    0,1% (v/v) 

 Anticòs primari mouse monoclonal to lipoprotein lipase antibody 

(5D2) (cedit pel Dr. J. D. Brunzell, Universitat de Washington, 

Seattle, EUA) 

 Anticòs secundari goat antimouse IgG (GAM) (Chemicon) 

 Substrat de la peroxidasa SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate o SuperSignal West Duro Chemiluminescent Substrate 

(Pierce). 

 Films de detecció de quimioluminescència Hyperfilm ECL 

(Amersham) 

 

 

 



Materials i mètodes 

83 

 

Procediment 

Transferència 

Un cop finalitzada l’electroforesi (veure apartats 3.7.1 i 3.7.2) es procedí a 

fer la transferència de les proteïnes a una membrana de nitrocel·lulosa 

utilitzant el sistema Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). 

Acabada l’electroforesi el gel de poliacrilamida es submergia en tampó de 

transferència 15 minuts per tal d’equilibrar-lo amb el tampó. També es 

submergien en una carmanyola a part: la membrana de nitrocel·lulosa, 

dues esponges i dos papers Whatmann (tot de la mida del gel). Passat el 

temps d’equilibrat es muntava el “sandvitx” sempre sobre la cara negra del 

suport en forma de llibre. L’ordre a seguir per muntar aquest “sandvitx” 

era el següent: esponja, paper Whatmann, gel de poliacrilamida, 

membrana de nitrocel·lulosa, paper Whatmann i esponja. Es procurava 

que no quedessin bombolles entre el gel i la membrana aplanant-la amb 

l’ajut d’una vareta de vidre. Un cop encaixava el “sandvitx”, s’afegia un bloc 

refrigerant i s’omplia la cubeta amb tampó de transferència i es duia a 

terme la transferència, a 100 V i durant 1 h.   

Detecció 

Un cop finalitzada la transferència es bloquejava la membrana dins una 

carmanyola amb tampó de bloqueig durant 1 h en un bany en agitació 

suau i a 37ºC. S’incubava la membrana a 4ºC o/n amb l’anticòs primari 

5D2 a una concentració de 1:2000 (dilució en tampó d’incubació). 

 Al dia següent, es feien tres rentats vigorosos de la membrana dins 

una carmanyola amb tampó de rentat TBS-Tween (un rentat de 10 minuts 

i els altres dos de 5 minuts). Seguidament es feien tres rentats vigorosos de 

5 minuts cadascun amb tampó TBS. Aleshores, es procedia a la incubació 

de la membrana amb l’anticòs secundari GAM a una concentració de 

1:5000 (dilució en tampó d’incubació) durant 2 h a temperatura ambient. 

Passat el temps d’incubació, es repetien els rentats amb TBS-Tween i TBS. 

Aleshores, es preparava el substrat de la peroxidasa barrejant els dos 

components del substrat (un que conté el peròxid d’hidrogen i l’altre que 

conté luminol i un amplificador del senyal) en una relació 1:1 sobre una 

safata de plàstic. Es col·locava la membrana de manera que la cara on 

estaven transferides les proteïnes estigués en contacte amb el substrat de 

la peroxidasa i s’incubava a les fosques durant 5 minuts. Finalment, es 

detectava la luminescència mitjançant un film de detecció de 

quimioluminescència que es revelava en un autorevelador de films (Fujifilm 

FPM-100A). 
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3.8 ÀNALISI DE L’LPL PER ESPECTROMETRIA DE MASSES 

Tot el treball descrit en aquesta tesi que fa referència a l’anàlisi i 

identificació de proteïnes s’ha dut a terme en col·laboració amb el 

Laboratori de Proteòmica CSIC/UAB (Institut d’investigacions Biomèdiques 

de Barcelona) amb la Dra. Montserrat Carrascal i el Dr. Joaquín Abián. 

L’espectrometria de masses (MS) és una eina comuna per a l’anàlisi i la 

identificació de proteïnes. De manera més habitual, les proteïnes a 

identificar provenen d’una separació prèvia mitjançant electroforesi uni o 

bidimensional que, un cop separades, es digereixen mitjançant una 

endoproteasa específica per, seguidament, analitzar per espectrometria de 

masses els pèptids generats. L’espectròmetre de masses està composat per 

tres unitats funcionals [205]: 1) font d’ionització (ionitza molècules i les 

transfereix a una fase gasosa), 2) analitzador de massa (separa els ions en 

funció de la seva relació massa/càrrega (m/z)) i 3) detector (registra el 

corrent produït pels ions).  

Les fonts d’ionització suaus més habituals són: la ionització per 

electroesprai (ESI) [206-208] o la ionització/desorció per làser assistida per 

matriu (MALDI) [207, 209-211]. L’ESI es sol acoblar a la cromatografia 

líquida capil·lar acoblada a espectrometria de masses en tàndem (LC-

MS/MS). L’analitzador de massa més comú que s’acobla a la font MALDI és 

l’analitzador de temps de vol (TOF, time of flight).  

En aquesta tesi, segons l’objectiu que es volia aconseguir de la 

mostra a analitzar, es van utilitzar tècniques diferents: per identificació de 

proteïnes per mapatge peptídic (PMF) el MALDI-TOF i per seqüenciació de 

pèptids l’ESI-LC-MS/MS. 

3.8.1 Digestió de proteïnes en gel 

Fonament del mètode 

La digestió de proteïnes s’utilitza per obtenir pèptids procedents d’una 

proteïna que és hidrolitzada en un o més enllaços peptídics. El fet de 

treballar amb pèptids i no amb la proteïna íntegra millora la sensibilitat de 

les diferents tècniques d’espectrometria de masses. En aquesta tesi hem 

utilitzat la tripsina modificada (lisines metilades) com a endoproteasa 

perquè presenta: (i) una elevada especificitat, (ii) una baixa autòlisi (pocs 

contaminants derivats de la pròpia tripsina) i (iii) una acció de tall al 

extrem C-terminal de lisines i arginines (aquests aminoàcids presenten 

sempre càrrega positiva i produeixen pèptids adequats per l’anàlisi 

espectromètrica).  

 En el present treball, totes les mostres a analitzar per MS provenien 

d’un gel de poliacrilamida tenyit amb plata resultat d’una 2DE. 

S’analitzaven, doncs, només les taques d’interès de cada gel disminuint 

així la complexitat de la mostra. Dues desavantatges de que les mostres 

estiguin incloses dins un gel són: (i) la digestió de les proteïnes  (el ventall 

d’endoproteases a utilitzar es veu molt reduït) i (ii) l’elució dels pèptids 

obtinguts en la digestió (el nombre total de pèptids generats podria ser 

menor).  
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Reactius 

 Acetonitril (ACN) (Merck) 

 Àcid trifluoroacètic (TFA) (Sigma)      

 Tampó bicarbonat pH 7,8 (NH4HCO3)    20 mM 

 Tampó de reducció pH 7,8 

DTT (Amersham)      10 mM 

NH4HCO3       20 mM 

 Tampó de carbamidometilació pH 7,8 

IAA (Sigma)       55 mM 

NH4HCO3       20 mM 

 Tampó de digestió pH 7,8 

Tripsina (ref. V5280, Promega) 

NH4HCO3       20 mM 

Procediment 

Per evitar possibles contaminacions de les mostres aquestes s’han de 

mantenir sempre lo més aïllades possibles. Per a manipular els gels de 

poliacrilamida es treballa en una campana de flux laminar i amb tot el 

material rentat amb etanol.  

 Les mostres a analitzar, en forma de taques en els gels de 

poliacrilamida provinents d’una 2DE, es van retallar amb un bisturí sobre 

una placa de vidre netejada prèviament amb ACN i es van incloure en una 

placa de digestió d’un digestor automàtic (DigestPro, Intavis, Germany).  

Els passos següents van ser: 1) rentar les mostres amb tampó 

bicarbonat, 2) deshidratar les mostres amb ACN, 3) rentar les mostres amb 

tampó de reducció (30 minuts a 56ºC), 4) rentar les mostres amb tampó de 

carbamidometilació (30 minuts 25ºC), 5) rentar les mostres amb tampó 

bicarbonat, 6) deshidratar les mostres amb ACN i 7) incubar les mostres 

amb el tampó de digestió amb tripsina (8 h a 37ºC).  

L’elució dels pèptids generats es va fer en una placa de col·lecció 

amb l’addició d’una solució d’ACN/aigua 1:1 (v:v) i TFA 0,25% (v/v). 

Seguidament, els pèptids extrets es van transferir a microtubs on van ser 

assecats per, posteriorment, dissoldre’ls en 5 µL d’una solució 

d’ACN/aigua 1:1 (v:v) i TFA 0,1% (v/v). Totes les extraccions 

s’emmagatzemaven a -80ºC.  

3.8.2 Identificació per mapatge peptídic 

Fonament del mètode 

La identificació de proteïnes mitjançant PMF es realitza determinant la 

relació massa/càrrega dels pèptids generats per la hidròlisi de les proteïnes 

mitjançant un espectròmetre de masses (veure Figura 18.). Les masses 

dels pèptids obtinguts experimentalment són comparades amb altres 
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masses de pèptids, mitjançant una digestió in silico, en una base de dades 

de proteïnes de les quals es coneix la seva seqüència aminoacídica. La 

comparació entre l’empremta peptídica obtinguda experimentalment i 

l’obtinguda in silico ens permet associar la proteïna a identificar amb la 

més semblant de la base de dades. 

Figura 18. Representació del procés d’ionització amb una font 

d’ionització/desorció per làser assistida per matriu. La mostra es 
cristal·litza amb la matriu en una placa metàl·lica conductora. Després, la 

placa s’introdueix en el espectròmetre de masses i és bombardejada amb 

pulsacions de llum làser. Les molècules ionitzades són accelerades a través 

d’un camp electroestàtic i són expulsades a través d’un tub de vol de 

metall sotmès al buit fins que arriben al detector. Els ions més petits 

viatgen més ràpid que els grans. Així, els anàlits separats segons el seu 
TOF creen un espectre de masses que està compost per pics de relació 

massa/càrrega (m/z) amb intensitats variables. Figura adaptada de 

Croxatto et al. [205]. 

En aquesta tesi es va utilitzar per a determinar la massa dels pèptids un 

espectròmetre de masses MALDI-TOF/TOF (4800TOF/TOF, Applied 

Biosystems).  

 

 

 

COMPONENT ETAPA
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Resultat (espectre)
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Separació; 
Analitzador TOF
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Reactius 

 Matriu (3 mg/mL àcid α-ciano-4-hidroxicinàmic (Bruker Daltonics) 

en ACN/aigua 2:1 (v:v); TFA 0,1% (v/v) 

 TFA (Sigma)      

 Barreges estàndard de pèptids per calibració externa (Calibration 

Mixture 1 i Calibration Mixture 2) (Applied Biosystems) 

Procediment 

A una placa de MALDI de 384 pouets (Applied Biosystems) s’aplicaven 0,5 

µL de l’extracció de pèptids i el mateix volum de matriu. Un cop secs els 

pouets, s’analitzava la placa de manera automàtica i calibrant els espectres 

externament obtinguts amb la barreja de pèptids estàndard. Per a la 

calibració interna dels espectres s’utilitzaven els ions resultants de 

l’autòlisi de la tripsina. D’aquest espectre, s’obtenia un llistat de pics i 

s’identificaven, per comparació, les proteïnes de la mostra inicial 

mitjançant cerca en bases de dades utilitzant el programa MASCOT. 

3.8.3 Seqüenciació de pèptids per cromatografia líquida acoblada 
a espectrometria de masses en tàndem en trampa iònica 

Fonament del mètode 

En aquesta tesi per a la seqüenciació de pèptids es va utilitzar l’LC-MS/MS 

en trampa iònica. Com a font d’ionització suau (provoca una baixa 

fragmentació molecular i proporciona una gran sensibilitat) es va utilitzar 

la ionització per ESI.  

Com a analitzador es va utilitzar una trampa d’ions lineal (Velos 

LTQ, Thermo Fisher Scientific) que es basa en el confinament d’ions amb 

òrbites estables (aïllament d’ió precursor) dins un anell per acció de camps 

elèctrics. Els ions inestables xoquen amb les parets de l’anell. Per a obtenir 

l’espectre de masses es desestabilitza l’ió precursor (augmentant la 

radiofreqüència del potencial aplicat) i es fragmenta per poder ser analitzat.  

En resum, el pèptids eren carregats en una columna capil·lar de 

cromatografia líquida d’alta resolució (HPLC) acoblada a l’espectròmetre de 

masses. Seguidament, eren ionitzats mitjançant una font ESI a mesura 

que eren eluïts de la columna. Els ions produïts entraven dins la trampa 

iònica per a l’anàlisi MS/MS on, primer, s’aïllava l’ió precursor i, després, 

es fragmentava per ser analitzat. 

Reactius 

 Solució de dilució 

Àcid fòrmic (Sigma)     1% (v/v) 

Metanol (Sigma)      5% (v/v) 

 Solució A HPLC (àc. fòrmic en aigua)    0,1% (v/v) 

 Solució B HPLC (àc. fòrmic en ACN)    0,1% (v/v) 
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Procediment 

L’extracte de pèptids es diluïa fins a 40 µL de la solució de dilució i 

s’aplicava amb un flux de 20 µL/min a un cartutx de preconcentració C18 

(Agilent Technologies) acoblat a una columna analítica C18 (Nikkyo 

Technos Co.) de 15 cm de longitud i 150 µm de diàmetre. L’elució dels 

pèptids es feia a un flux de 1 µL/min durant 60 minuts en un gradient del 

3 al 40% de Solució B (en Solució A). El sistema HPLC emprat (Agilent 

1200, Agilent Technologies), presentava una bomba capil·lar, una bomba 

binaria, un microinjector amb termòstat i una microvàlvula. Després de 

l’elució, els pèptids eren ionitzats en el mode d’ió positiu i amb un voltatge 

d’electroesprai de 2 kV. L’analitzador de la trampa iònica LTQ-Velos 

s’utilitzava en mode positiu.  

 Per a l’anàlisi espectrofotomètrica es van escollir els 10 pèptids més 

abundants en cada cicle (amb un rastreig complet d’un rang d’entre 450 i 

2000 m/z) i es van estudiar 10 dels seus espectres de fragmentació. Per 

minimitzar l’obtenció d’espectres redundants es va utilitzar un temps 

d’exclusió de 25 segons. La seqüenciació dels pèptids requeria una cerca 

en bases de dades. 

3.8.4 Cerca en bases de dades 

3.8.4.1 Identificació de proteïnes per mapatge peptídic 

Per a la identificació de proteïnes per PMF es va utilitzar el programa 

MASCOT (http://www.matrixscience.com) amb la base de dades 

UniProtKB/Swiss-Prot. Per cada mostra es van obtenir 1 espectre MS i 5 

espectres MS/MS dels ions més abundants. Es van emprar els humans o 

les rates com a grup taxonòmic depenent de l’origen de la mostra a 

analitzar. Els paràmetres establerts a les cerques eren: tripsina com a 

enzim de digestió, fins a 2 talls omesos per la tripsina, carbamidometilació 

de cisteïna (+57 Da), oxidació de metionina (+16 Da), un nombre mínim de 

4 pèptids assignats a cada proteïna identificada i una tolerància màxima 

d’error de 50 ppm.  

3.8.4.2 Seqüenciació i identificació de proteïnes 

Per a la seqüenciació i identificació de proteïnes a partir dels espectres de 

fragmentació obtinguts en l’anàlisi per ESI-LC-MS/MS es va utilitzar el 

programa SEQUEST (Proteome Discoverer v1.3, ThermoFisher) utilitzant la 

base de dades UniProtKB/Swiss-Prot. Es van emprar els humans o les 

rates com a grup taxonòmic depenent de l’origen de la mostra a analitzar. 

Per a les cerques es van definir els següents paràmetres: tripsina com a 

enzim de digestió, fins a 2 talls omesos per la tripsina, 1,5 Da de tolerància 

màxima de massa per als ions precursors, 0,6 Da de tolerància màxima de 

massa per als ions fragment, com a modificació estàtica es va establir la 

carbamidometilació de cisteïna (+57 Da), com a modificació dinàmica 

l’oxidació de metionina (+16 Da). 

 

http://www.matrixscience.com/
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3.9 GENERACIÓ DEL PATRÓ D’ISOFORMES DE L’LPL 

Per tal de poder determinar el pI de cada isoforma de l’LPL i, també, 

quantificar la seva quantitat relativa, era necessari establir una 

metodologia de treball. Amb aquesta metodologia, ideada pel nostre grup 

[181], es podia generar un patró de les isoformes de pI de l’LPL de cada 

mostra estudiada (entenent patró com a nombre, pI i quantitat relativa de 

cada isoforma). A més, la generació d’aquests patrons permetria comparar 

les diferents isoformes entre mostres diferents.  

Per determinar el pI es va mantenir sempre el control de la localització 

d’un extrem de la tira IPG, concretament, l’extrem àcid (pH 6). Durant 

l’SDS-PAGE, es va alinear l’extrem àcid de la tira IPG amb l’extrem del gel 

de poliacrilamida i durant la transferència, es va alinear el mateix extrem 

del gel amb la membrana de nitrocel·lulosa (veure Figura 19.).  

Es va determinar el pI de cada isoforma, gràcies al gradient de pH 

immobilitzat i lineal de les tires, calculant la distància, en la imatge del film 

revelat, entre l’inici de la membrana de nitrocel·lulosa (pH 6) i el centre de 

cada taca o isoforma d’LPL (∆x) (veure Figura 19.). La fórmula utilitzada va 

ser la següent: 

 

 

pI=(6+(∆pH/long * ∆x)) 

 

 

pI = punt isoelèctric de la isoforma 

6 = pH inicial de la tira IPG 

∆pH = increment d’unitats del rang de pH de la tira IPG 

long = longitud de la tira IPG en cm 

∆x = distància entre el punt de pH 6 i el centre de la isoforma 
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Figura 19. Metodologia de treball per mantenir la referència de pH en 

les 2DE-WB. Es mostra com el nostre punt de referència, l’extrem àcid de 

la tira IPG (pH 6), es troba sota control en l’SDS-PAGE (la segona dimensió 

després de l’IEF), la transferència de les proteïnes des del gel de 

poliacrilamida fins la membrana de nitrocel·lulosa i el revelat del film 
després de la immunodetecció en la membrana. ∆x = distància entre el 

punt de pH 6 i el centre de la isoforma  
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Al realitzar IEF no era possible utilitzar una mostra control per tal de 

semiquantificar els resultats obtinguts a partir d’aquesta, com es faria en 

una SDS-PAGE. Aleshores, es va decidir que per quantificar la quantitat 

relativa de cada isoforma de pI de l’LPL es faria una estima, en 

percentatge, de la intensitat de cada taca respecte la intensitat de totes les 

taques del mateix film revelat (suma 100%). Aquesta estima es va fer per 

densitometria mitjançant el programa de tractament d’imatges Multigauge 

(Fujifilm) (veure Figura 20.).  

Figura 20. Quantificació de la quantitat relativa de cada isoforma. De 
cadascuna de les imatges obtingudes dels films revelats després del WB 

se’n va quantificar la quantitat relativa de cada isoforma mitjançant el 

programa Multigauge. 

Es van fer diverses 2DE-WB de cada mostra i, de cada 2DE-WB, es van fer 

vàries exposicions en el revelat dels films del WB. Finalment, amb la 

determinació del pI de cada isoforma i la quantificació de la seva quantitat 

relativa, es generava una imatge representativa d’aquella mostra. Amb 

aquesta imatge, doncs, es generava el patró d’isoformes de cada mostra. 

La Figura 21. mostra un exemple de patró d’isoformes de pI de l’LPL 

generat a partir de la determinació del pI i de la quantitat relativa de cada 

isoforma d’una mostra x. 

Figura 21. Exemple de patró d’isoformes de pI de l’LPL. Els patrons de 

distribució de les isoformes d’LPL generats en aquesta tesi han seguit la 

mateixa metodologia de treball aquí explicada.  
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4.1 ELS HUMANS PRESENTEN ISOFORMES DE PUNT 

ISOELÈCTRIC DE LA LIPOPROTEÏNA LIPASA?   

El nostre grup d’investigació, va descriure que l’LPL no es tracta d’una sola 

proteïna sinó que és un conjunt d’isoformes de diferent pI però mateix MW 

aparent [180]. Aquest descobriment es va fer en cors i PHP de rates. La tesi 

d’en Pere Carulla, va descriure l’existència d’isoformes de pI de l’LPL en 

altres teixits de rata (WAT, BAT i múscul) i en el WAT d’una altra espècie 

de mamífer, el macaco de Java [181]. 

Donada la importància de l’LPL en la fisiologia i en les patologies 

humanes, en aquesta tesi vàrem investigar la possible existència 

d’isoformes de pI de l’LPL en humans. Gran part de la informació actual 

disponible sobre la seqüència de l’LPL en humans deriva del gen de l’LPL o 

del seu trànscrit. Els estudis en humans mitjançant l’anàlisi directa de la 

proteïna són molt escassos i es basen en LPL que prové de llet [212, 213]. 

Per aquest estudi exploratori en humans vàrem escollir com a font d’LPL el 

PHP per dos motius principals: (i) el PHP presenta tota l’LPL madura de 

l’organisme alliberada al torrent sanguini i (ii) era possible obtenir una 

gran quantitat de mostra d’una manera poc invasiva. Vàrem analitzar l’LPL 

en PHP de voluntaris homes sans. Degut a la complexitat de la composició 

proteica del plasma [214], vàrem combinar estratègies de semipurificació 

basades en afinitat, 2DE i MS per avaluar la presència d’isoformes de pI 

d’LPL en humans.  

Aquests resultats han estat publicats a la revista Biochemical and 

Biophysical Research Communications (BBRC) [202] (veure article a 

l’apèndix). 

4.1.1 Objectius 

Amb l’estudi de l’LPL en PHP humà preteníem: 

• Conèixer si l’espècie humana presenta també isoformes de pI de 

l’LPL, com l’espècie murina. 

• En cas afirmatiu, realitzar una comparativa entre els diferents 

individus estudiats. 

• En cas de similitud entre individus, establir el patró d’isoformes 

de pI de l’LPL en el PHP humà. 
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4.1.2 Plasma post-heparínic d’humans 

Tal i com hem comentat a l’apartat 3.2.1, els quatre voluntaris van restar 

en dejuni 10 hores abans de la recollida de mostres. Se’ls va extreure sang 

pre-heparínica i, immediatament després se’ls va injectar, per via 

endovenosa, 60 UI d’heparina sòdica 5% per Kg de pes corporal. Passats 

15 minuts de l’administració es va extreure la sang post-heparínica. 

D’ambdues mostres es va obtenir el plasma mitjançant centrifugació i es va 

congelar a -80ºC fins la seva anàlisi. 

Vam mesurar l’activitat LPL del plasma de cada tub de sang extret 

de cada voluntari. Com s’observa a la Figura 22., l’activitat LPL es manté 

estable i elevada durant tota l’extracció en tots els individus estudiats. 

Abans de la injecció d’heparina, l’activitat LPL és molt baixa, pràcticament 

indetectable (0,7 ± 0,5 mU/mL) (veure Figura 23.). Després de 

l’administració d’heparina, però, l’activitat LPL augmenta 

extraordinàriament (unes 160 vegades), arribant a uns valors de            

111 ± 11,2 mU/mL (veure Figura 23.).    

Figura 22. Activitat LPL als plasmes post-heparínics humans. Es 

presenta l’activitat LPL mesurada en plasma de 4 individus després de 

l’administració de 60 UI d’heparina/kg de pes corporal. Després de la 

injecció d’heparina s’esperà un temps de 15 minuts per començar 
l’extracció de 240 mL de sang (24 tubs de 10 mL amb l’anticoagulant 

EDTA) que durà entre 5 i 10 minuts. Tot seguit s’obtingué el plasma per 

centrifugació a 800 g durant 10 minuts i a 4ºC. 
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Figura 23. Activitat LPL als plasmes pre- i post-heparínics humans. A 

cada individu (1-4), se li extragué 10 mL de sang (pre-heparínica). Després 

se’ls injectà heparina (60 UI d’heparina sòdica 5% per kg de pes corporal) i 

s’esperà un temps de 15 minuts per començar l’extracció de 240 mL de 
sang post-heparínica (24 tubs de 10 mL amb l’anticoagulant EDTA) que 

durà entre 5 i 10 minuts. Tot seguit s’obtingué, per centrifugació a 4ºC, les 

mostres de plasma (pre i post-heparínic). El valor de l’activitat LPL de les 

mostres post-heparíniques s’obté de la mitjana dels 24 tubs extrets. Barres 

negres mostres pre-heparíniques i barres blanques mostres post-
heparíniques. 

Encara que els nivells d’activitat LPL són molt alts en PHP, l’enzim no es 

detecta per WB en l’homogenat del plasma com es veu a la Figura 24. (C). 

Per això, vàrem purificar parcialment l’LPL del plasma mitjançant 

cromatografia d’afinitat a HS. En la Figura 24. (A) es mostra una 

representació d’aquesta purificació parcial de l’LPL d’un dels individus. 

Observem que en el pas de la mostra, amb 0,15 M de NaCl, es recullen la 

major part de les proteïnes presents al PHP, són les proteïnes que no han 

quedat retingudes a la columna d’HS. Els nivells d’activitat lipasa 

d’aquestes proteïnes són indetectables. Al principi de l’elució amb 0,75 M 

de NaCl s’elueix una quantitat important de proteïnes, les que tenen una 

afinitat menor a l’HS. En aquest cas, veiem un pic molt elevat d’activitat 

lipasa però no es tracta d’LPL, sinó que correspon a l’activitat de l’HL, la 

qual també és alliberada a la sang per l’heparina. L’HL, però, té una 

afinitat per l’heparina inferior a la de l’LPL [178, 215]. Finalment, 

augmentant la força iònica fins a 1,50 M, veiem un pic d’activitat lipasa 

que correspon a l’LPL. Les fraccions que es recullen en aquest punt de la 

cromatografia contenen una quantitat molt baixa de proteïna total. 

Aquesta purificació parcial ens permet detectar l’LPL mitjançant WB tal i 

com s’observa en el carril de l’eluït de la Figura 24. (C). Vàrem fer un pool 

amb les fraccions recollides d’aquest pic d’activitat LPL i el vam utilitzar 
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com a font d’LPL per analitzar la possible presència d’isoformes de pI de 

l’LPL en PHP humà.  

Figura 24. Purificació parcial de l’LPL de plasma post-heparínic humà 

mitjançant cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose. (A) Les 

fraccions van ser recollides després d’un increment esglaonat de la 

concentració de NaCl, com s’indica a la part superior. Es representa la 
proteïna total (cercles negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les 

fraccions. (B) SDS-PAGE i tinció amb plata i (C) SDS-PAGE i WB contra 

LPL (anticòs 5D2), de les fraccions en els diferents passos del procés de 

purificació. 40 mL de PHP procedent de l’individu 2. La quantitat total de 

proteïna carregada s’indica sobre cada carril. Imatge adaptada de Badia-

Villanueva et al. [202]. 

L’anàlisi, mitjançant 2DE-WB, de l’LPL parcialment purificada procedent 

de PHP humà (veure Figura 25.) revela l’existència de nou isoformes amb 

un pI d’entre 6,8 i 8,6. El patró de les isoformes de pI de l’LPL dels quatre 

individus estudiats és molt similar. Creiem que la taca que s’observa a 

l’esquerra de la Figura 25. (individu 1) podria ser proteïna LPL no enfocada 

degut a un excés de mostra (carregada per facilitar la detecció de les 
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taques minoritàries). Per tant, no la comptabilitzem com a isoforma de pI 

sinó com a artefacte de la tècnica. 

 

Figura 25. Isoformes de pI de l’LPL de plasma post-heparínic humà. 
2DE-WB contra LPL (anticòs 5D2) de l’LPL purificada parcialment de PHP 

humà. Per a la primera dimensió es van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang 

de pH 6-11. Cadascuna de les imatges (1-4) correspon a una 2DE-WB d’un 

dels quatre individus estudiats. La quantitat d’activitat LPL carregada a 

cada 2DE-WB és 23 mU (individu 1), 16 mU (individu 2), 32 mU (individu 

3) i 35 mU (individu 4). MW = Pes molecular aparent.  Imatge adaptada de 
Badia-Villanueva et al. [202]. 

Tot i l’especificitat descrita per l’anticòs anti-LPL utilitzat en el WB (5D2) 

[216], la inespecificitat d’altres anticossos contra l’LPL detectada en estudis 

previs [217] ens portà a identificar, mitjançant MS, les taques detectades 

en el WB com a LPL (veure apartat 3.8). Les isoformes de pI de l’LPL es van 

separar per 2DE-tinció amb plata i les taques d’interès es van retallar per 

analitzar i identificar les proteïnes mitjançant PMF (veure Figura 26. (A)). A 

totes les taques retallades es va identificar IgG, com es pot veure a la Taula 

6.. Hem de remarcar que la IgG és una de les proteïnes més abundants en 

el plasma humà [218] i, com observem en els nostres resultats, malgrat la 

purificació parcial de l’LPL mitjançant la cromatografia d’afinitat a HS, 

segueix present en les fraccions eluïdes amb 1,50 M de NaCl. Aquest fet es 

deu possiblement a que la IgG també té una elevada afinitat per heparina i, 

per tant, co-elueix amb l’LPL.     
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Figura 26. Identificació d’isoformes de pI de l’LPL de plasma post-
heparínic humà deplecionat d’IgG. 2DE i tinció amb plata de l’LPL 

purificada parcialment de PHP humà (individu 1) abans (A) i després (B) de 

la depleció d’IgG. Per a la primera dimensió, es van utilitzar tires IPG d’11 

cm i rang de pH 6-11. Les taques retallades i identificades com a IgG per 

PMF són les numerades en el gel (A) (taques 1-11) (veure Taula 5.). Les 
taques retallades i identificades com a LPL per PMF (taca 16) o LC-MS/MS 

(taques 12-15) són les numerades en el gel (B) (veure Taula 7.). MW = 

Pes molecular aparent. Imatge adaptada de Badia-Villanueva et al. [202]. 

 

Taula 6. Proteïnes identificades per PMF com a IgG en plasma post-

heparínic humà, a taques del gel A de la Figura 26.. Imatge adaptada de 

Badia-Villanueva et al. [202]. 

Nº de Proteïna MOWSE Massa 

taca identificada Protein Score Proteïna (Da)

11 K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 179 66170

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 88 36505

10 K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 90 66170

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 58 36505

9 HV305_HUMAN Ig heavy chain V-III region BRO OS=Homo sapiens 103 13332

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 93 36505

8 IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 113 36505

HV302_HUMAN Ig heavy chain V-III region WEA OS=Homo sapiens 66 12363

HV310_HUMAN Ig heavy chain V-III region HIL OS=Homo sapiens 61 13671

7 HV305_HUMAN Ig heavy chain V-III region BRO OS=Homo sapiens 109 13332

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 89 36505

6 IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 81 36505

5 IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 61 36505

4 IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 79 36505

HV320_HUMAN Ig heavy chain V-III region GAL OS=Homo sapiens 46 12836

IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens 35 36596

3 K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 251 66170

IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens 49 36596

2 IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens 131 36596

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens 47 36505

1 IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens 112 36596
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L’IgG és una glicoproteïna de 148 kDa formada per dues cadenes lleugeres 

i dues cadenes pesants. Cada cadena pesant d’aquesta immunoglobulina 

té un MW i un pI similars als de l’LPL [218, 219]. Per aquesta raó, les dues 

proteïnes es solapen en el gel (veure Figura 26. (A)). Tenint en compte 

l’elevada abundància de la IgG en plasma i la seva co-elució amb l’LPL, 

vàrem tenir dificultats per identificar l’LPL. Per minimitzar aquesta 

interferència, abans de l’anàlisi mitjançant 2DE, vam deplecionar les IgG 

de les mostres utilitzant una columna HiTrap Protein G HP. La Figura 26. 

(B) mostra el gel de l’LPL del PHP humà purificada parcialment i 

deplecionada d’IgG. A la Figura 26. es presenta l’efecte de la depleció d’IgG 

de la mostra sobre la identificació de les isoformes de pI de l’LPL. Aquesta 

acció ens va permetre identificar per PMF i LC-MS/MS les isoformes de pI 

de l’LPL com es mostra a la Taula 7. 

a Nº d’accés a UniProtKB/Swiss-Prot.  
b El percentatge de cobertura està calculat considerant la proteïna madura.  

Taula 7. Proteïnes identificades per PMF o LC-MS/MS com a LPL en 
plasma post-heparínic humà, a taques del gel B de la Figura 26.. Els 

espectres del MALDI-TOF van ser buscats contra la base de dades Uniprot. 

Tots els espectres del MALDI-TOF mostren senyals que es corresponen 

amb les masses dels principals pèptids derivats de l’LPL. Per a una 

identificació no ambigua, les taques 12 a 15 van ser analitzades per LC-
MS/MS en un espectròmetre de masses d’alta resolució. Imatge adaptada 

de Badia-Villanueva et al. [202]. 

 

Nº de Proteïna MOWSE Massa 

taca identificada Protein Score Proteïna (Da)

16 LIPL_HUMAN Lipoprotein lipase OS=Homo sapiens 43 53699

Descripció de la proteïna

% de Nº de Nº de pèptids Nº de MW calc.

coberturab proteïnes únics pèptids [kDa] pI

Lipoprotein lipase 

OS=Homo sapiens

 GN=Lpl PE=1

SV=1 - [LIPL_HUMAN]

% de Nº de Nº de pèptids Nº de MW calc.

coberturab proteïnes únics pèptids [kDa] pI

Lipoprotein lipase 

OS=Homo sapiens

 GN=Lpl PE=1

SV=1 - [LIPL_HUMAN]

% de Nº de Nº de pèptids Nº de MW calc.

coberturab proteïnes únics pèptids [kDa] pI

Lipoprotein lipase 

OS=Homo sapiens

 GN=Lpl PE=1

SV=1 - [LIPL_HUMAN]

% de Nº de Nº de pèptids Nº de MW calc.

coberturab proteïnes únics pèptids [kDa] pI

Lipoprotein lipase 

OS=Homo sapiens

 GN=Lpl PE=1

SV=1 - [LIPL_HUMAN]

53,1 8,15

# AAs

P06858 55,76 23,79 1 9 9 19 475

Descripció Score # PSMs

11 475 53,1 8,15

LC-MS/MS (Taca 15)

P06858 36,31 26,11 1 9 9

53,1 8,15

LC-MS/MS (Taca 14)

Descripció Score # PSMs # AAsNº d'accésa

10 10

# AAs

P06858 53,54 30,95 1 11 11 16 475

Descripció Score # PSMsNº d'accésa

Nº d'accésa

LC-MS/MS (Taca 12)

Descripció Score # PSMs # AAsNº d'accésa

14 475 53,1 8,15

LC-MS/MS (Taca 13)

P06858 51,13 29,47 1
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Finalment, per generar el patró d’isoformes de pI de l’LPL (veure 3.9) del 

PHP dels quatre individus estudiats, vàrem quantificar la densitat de cada 

taca en totes les 2DE-WB realitzades per a cada individu (veure Figura 

27.). Es van fer tres 2DE-WB de cada individu i, de cada 2DE-WB, es van 

fer vàries exposicions en el revelat del WB. La variabilitat trobada entre 

individus (SEM a la Figura 27.) és del mateix ordre de magnitud que la 

trobada en els replicats de la 2DE-WB de cada individu estudiat (dades no 

mostrades), de manera que la variabilitat observada entre individus pot ser 

atribuïda principalment a la metodologia emprada. A més, el patró de les 

isoformes de pI de l’LPL observat en els quatre individus estudiats és molt 

similar. La isoforma de pI més abundant (un 33% de la quantitat total 

d’LPL) té un pI alcalí (8,01) i les dues isoformes següents més abundants 

tenen un pI proper al de la isoforma majoritària (7,71 i 8,31, 

respectivament). El pI teòric calculat per l’LPL humana madura, basat en 

la seva seqüència d’aminoàcids, es troba dins d’aquest rang i és 8,23 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

Figura 27. pI i quantitat relativa de les isoformes de l’LPL en el 

plasma post-heparínic humà. La mida dels cercles representa la 

quantitat relativa de cada isoforma (total 9 isoformes). A la taula s’indica 
aquesta quantitat respecte al 100 % total (ombrejades en gris les 

quantitats relatives majoritàries). La localització dels cercles es correspon 

amb el seu pI. Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) de 4 rèpliques 

biològiques (n=4). MW = Pes molecular aparent. Imatge adaptada de Badia-

Villanueva et al. [202]. 
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4.1.3 Discussió 

En aquest estudi hem descrit per primera vegada l’existència de, com a 

mínim, 9 isoformes de pI de l’LPL en PHP humà. Aquestes isoformes tenen 

un pI d’entre 6,8 i 8,6. El patró de les isoformes d’LPL és pràcticament 

igual entre els individus estudiats i similar a l’observat en altres mamífers 

com la rata, encara que el nombre d’isoformes en PHP d’humans és més 

elevat que el que trobem en PHP de rata [180]. Aquest fet suggereix que 

podria haver característiques conservades en l’origen molecular d’aquesta 

heterogeneïtat probablement relacionades amb una funció i/o regulació 

específica de les isoformes de manera individual. 

Es desconeix l’origen de les isoformes de pI de l’LPL en humans i en 

altres mamífers. L’LPL humana està codificada per un únic gen [17]. En 

termes generals, la diversitat proteica que deriva d’un únic gen pot ser 

originada a nivell: i) del DNA, ii) de l’RNA o iii) proteic, degut a: i) variacions 

al·lèliques, ii) maduració alternativa d’mRNA o iii) diferents modificacions 

post-traduccionals (PTM) [170]. En el nostre grup, hem demostrat la 

presència d’isoformes de pI de l’LPL en el cor d’una sola rata [181], aquest 

fet demostra que, en rata, les isoformes no es deuen a variacions 

al·lèliques, ja que com a màxim cada individu podria presentar dues 

isoformes, una per cada al·lel. En el PHP d’humans no podem descartar del 

tot la possibilitat que l’origen de les isoformes sigui degut a variacions 

al·lèliques, no obstant, la presència de més de dues isoformes de l’LPL en 

un únic individu suggereix un origen alternatiu. A més, el fet que el patró 

de les isoformes de pI de l’LPL en PHP estigui conservat entre tots els 

individus estudiats, apunta també cap a un origen alternatiu d’aquestes 

diferències. S’han descrit en humans dos mRNA d’LPL de mida diferent 

deguts a l’ús alternatiu de dos possibles llocs de poliadenilació [17]. 

Aquests dos trànscrits difereixen en la seva eficiència traduccional però no 

en la seqüència proteica codificada final [18]. Tot això, suggereix que les 

PTM són l’origen més probable de les isoformes de pI de l’LPL.  

La presència de totes les isoformes de pI de l’LPL en un únic teixit 

d’una sola rata [180], suggereix que l’origen multi-orgànic de les isoformes 

de l’LPL en el PHP humà no és la font de l’heterogeneïtat de pI observada. 

Actualment, les possibles diferències en la funció i/o regulació entre 

les isoformes de pI de l’LPL és desconeguda. De totes maneres, com l’LPL 

del PHP deriva del seu alliberament massiu al torrent sanguini (LPL 

madura ancorada a l’endoteli del lumen [64, 190]), la presència d’isoformes 

de pI de l’LPL en el PHP indica que in vivo coexisteix una població de 

molècules d’LPL madura amb diferent càrrega neta. Es creu que 

l’alliberament de l’LPL des de l’endoteli és un mecanisme fisiològic de 

regulació específica de teixit [84, 85], la qual cosa ens assenyala la 

necessitat de seguir avançant en la comprensió d’aquest procés. 
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4.1.4 Conclusions 

✓ Hem descrit l’existència de, com a mínim, 9 isoformes de pI en el 

PHP humà. Aquestes isoformes tenen un pI d’entre 6,8 i 8,6. 

✓ Tots els individus estudiats tenen un patró (nombre, pI, MW aparent 

i abundància relativa de les isoformes) pràcticament igual i, a més, 

aquest patró és similar al de la rata. Per tant, deuen existir 

característiques conservades en l’origen molecular d’aquestes 

isoformes. 

✓ La presència de més de dues isoformes en un sol individu descarta 

la possibilitat que l’heterogeneïtat observada en PHP d’humans sigui 

deguda només a variacions al·lèliques (en rata, ja s’havia descartat 

totalment aquesta possibilitat estudiant el cor d’un sol individu). 

Això, juntament amb un patró d’isoformes conservat entre els 

individus estudiats i havent descartat també que l’origen sigui degut 

a la maduració alternativa de l’mRNA, apunta a un origen molecular 

alternatiu de les isoformes. Per tant, tot sembla indicar que les 

modificacions post-traduccionals són l’origen més probable de les 

isoformes de pI de l’LPL.  

✓ La presència d’isoformes de pI al PHP humà indica que in vivo 

coexisteix una població de molècules d’LPL madura amb diferent 

càrrega neta. 
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4.2 ESTUDI FISIOLÒGIC: ALLETAMENT I LIPOPROTEÏNA 

LIPASA 

Havent observat que els humans presenten isoformes de pI de l’LPL en el 

PHP, vàrem continuar el nostre estudi explorant la possible presència 

d’isoformes en una altra mostra d’origen humà, la llet materna, ja que es 

coneix que l’LPL està present en activitats elevades en aquest fluid. 

La llet humana ofereix a l’infant un aliment complet durant els 

primers mesos de vida i és la font òptima de lactis durant els primers dos 

anys essent complementada amb altres aliments. És un fluid que s’adapta 

als requeriments nutricionals i immunològics de l’infant a mesura que 

aquest creix i es desenvolupa. Conté enzims actius, hormones i nutrients 

essencials de manera proporcionada als infants [220]. Molts estudis han 

demostrat que l’alimentació amb llet materna s’associa amb una menor 

incidència d’obesitat, diabetis o malalties cardiovasculars al llarg de la vida 

adulta [221]. Es distingeixen 4 fases en l’alletament: la llet de preterme, el 

calostre (es produeix durant els primers 3 o 4 dies post-part), la llet de 

transició (es produeix entre el 4rt i el 15è dia post-part) i la llet madura. 

Durant l’alletament (fase de llet madura) una dona secreta uns 800 mL de 

llet per dia que conté un 4% de greixos (aproximadament 32 g), la majoria 

TAG [222], els quals són sintetitzats per la glàndula mamària alletant 

[223]. Segons la fase en la que ens trobem de l’alletament la concentració 

dels enzims a la llet humana varia significativament, en general la gran 

majoria dels enzims són presents en una major concentració en les 

primeres fases de l’alletament i després es veu disminuïda gradualment 

[220, 221].  

L’LPL en la llet humana es troba en concentracions més elevades 

durant les fases primerenques d’alletament que no pas en les tardanes 

[221]. De fet, l’LPL s’ha trobat en el calostre (primeres 48 hores) humà 

[224]. Hernell i Olivecrona [90], van descriure dues lipases a la llet 

humana, una situada a la part grassa que van anomenar lipoproteïna 

lipasa estimulada per sèrum i l’altra, a la part descremada, que van 

anomenar lipasa estimulada per sals biliars (BSSL). La BSSL també es 

coneix com lipasa d’ester carboxílic [221]. La BSSL es sintetitza en el 

pàncrees i també en la glàndula mamària alletant en algunes espècies, 

incloent humans i ratolins, on és secretada a la llet [225]. Aquesta lipasa 

només és activa en presència de sals biliars, per la qual cosa s’activarà en 

la llet un cop arribi a l’intestí prim del lactant [226]. La lipoproteïna lipasa 

estimulada per sèrum és l’anàloga a la que participa en el metabolisme 

lipídic en diversos teixits de l’organisme, és a dir, l’LPL típica dels teixits. 

Segons els autors, aquest enzim sembla que no té cap funció fisiològica en 

la llet i probablement hi és present degut a filtracions en la glàndula 

mamària alletant, de forma que sembla ser un excedent procedent de la 

glàndula mamària alletant [90, 91]. L’activitat LPL a la llet podria indicar 

l’activitat a la glàndula mamària alletant de manera indirecta [92].  

A més d’avaluar la possible existència d’isoformes d’LPL en la llet 

humana, vàrem plantejar-nos la necessitat d’estudiar les possibles 

implicacions funcionals d’aquestes isoformes. Concretament, vam avaluar 

possibles variacions del patró d’isoformes en l’alletament, una situació 
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fisiològica en la qual l’enzim té un paper central. D’aquesta manera, si la 

regulació fisiològica de l’enzim comporta canvis en el patró d’isoformes, 

tindríem una evidència indirecta de la diversitat funcional de les isoformes. 

Per a aquesta aproximació vàrem plantejar-nos comparar la distribució de 

les isoformes en fluids (llet, PHP) i en algun teixit implicat (com la glàndula 

mamària) de la mare alletant. Vam considerar aquests fluids i teixit perquè 

l’LPL té un rol important durant l’alletament redistribuint els TAG 

circulants cap a la glàndula mamària alletant per a la síntesi de llet [87]. 

Ara bé, donada la impossibilitat d’obtenir glàndula mamària alletant 

d’humanes vàrem traslladar el nostre estudi a un model animal com la 

rata, una espècie molt estudiada en l’entorn bioquímic del 

desenvolupament i l’alletament.  

En rates, el període de deslletament comença sobre els 15-17 dies 

d’edat, moment en que les cries comencen a ingerir menjar sòlid i a beure 

aigua [227]. L’alletament, l’alimentació sòlida i la ingesta d’aigua 

coexisteixen sota condicions d’estabulació i fins aproximadament el primer 

mes d’edat de les cries. S’ha comprovat que les cries tenen preferència 

durant aquesta etapa per l’alletament possiblement degut al seu valor 

nutricional, afectiu o emocional [227]. L’alletament, en les mares, dona lloc 

a una sèrie de canvis fisiològics com per exemple els increments de: pes 

corporal, ingesta de menjar, batec cardíac, pes i flux sanguini en les 

glàndules mamàries alletants, fetge i intestí prim [87]. En rata, a diferència 

dels humans i ratolins, no es sintetitza en la glàndula mamària alletant la 

BSSL. Segons Li et al., la BSSL s’expressa de manera constitutiva en el 

pàncrees de les rates des del naixement fins a l’edat adulta, en canvi, en 

ratolins va augmentant la seva síntesi en el pàncrees des del naixement 

(pic màxim entre el setè i el catorzè dia) fins al deslletament, moment en el 

qual es va reduint. Aquest fet podria indicar que als ratolins (i als humans 

entre d’altres espècies) els calgui suplementar la llet amb BSSL procedent 

de la glàndula mamària alletant per ajudar a les cries a digerir els greixos 

procedents de la llet [225]. 

Els dipòsits de greix al WAT de l’organisme de la mare gestant 

s’acumulen durant els primers estadis de la gestació i en els últims 

disminueixen [228]. En les últimes fases d’aquest període hi ha un 

augment d’activitat de la lipasa sensible a hormones (HSL) i una 

disminució d’activitat LPL en el teixit adipós [229, 230], aleshores hi ha un 

augment de lípids en el plasma matern [223]. De tots els lípids que es 

veuen augmentats les TRL (VLDL i QM) són les majoritàries tant en 

humans [231] com en rates [232]. La reducció de l’activitat LPL en el teixit 

adipós al final de la gestació, i també en el moment del part i mentre dura 

l’alletament, coincideix amb el seu augment en la glàndula mamària 

alletant [87]. La prolactina és una hormona sintetitzada a la glàndula 

pituïtària anterior i en altres òrgans i teixits de l’organisme. Va rebre 

aquest nom en la seva descoberta per la seva promoció de l’alletament però 

té d’altres funcions en l’organisme com per exemple la seva implicació en 

l’homeòstasi del sistema immunitari, del balanç osmòtic i de l’angiogènesi 

[233]. La prolactina manté el redireccionament dels TAG a través de 

l’increment o disminució de l’LPL en els dos teixits, WAT i glàndula 

mamària alletant, ja que una disminució de prolactina en el plasma 
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provoca de nou un increment d’activitat LPL en el WAT i una disminució en 

la glàndula mamària [234].  

La glàndula mamària alletant és un dels òrgans del cos amb més 

contingut lipídic i un dels més actius metabòlicament durant l’embaràs i 

l’alletament [223]. En el teixit mamari, en època de no embaràs ni 

alletament, les cèl·lules predominants són els adipòcits amb estructures 

epitelials disperses entre ells [223]. Durant l’embaràs a les mames hi 

proliferen les estructures alveolars dins els adipòcits. A la vegada hi ha 

una diferenciació de les cèl·lules epitelials [235] les quals mostren gotes 

lipídiques citoplasmàtiques [236]. Durant la fase d’alletament les cèl·lules 

majoritàries són les epitelials i només es poden distingir uns petits canals 

d’adipòcits, plens o no de lípids [223]. La glàndula mamària alletant és 

considerada una glàndula exocrina. La secreció dels diferents components 

de la llet per les cèl·lules epitelials pot ésser mitjançant: (i) exocitosi de les 

proteïnes de la llet i la lactosa, (ii) transcitosi de les proteïnes del sèrum, 

(iii) transportadors de membrana per petites molècules, (iv) una via 

paracel·lular regulada i (v) una via de secreció apocrina pels lípids de la llet 

[237].  

L’LPL és sintetitzada en els adipòcits i en les cèl·lules epitelials de la 

glàndula mamària alletant [45, 238]. L’enzim, en la glàndula mamària 

alletant, hidrolitza els TAG circulants provinents de les TRL i capta els 

NEFA en preparació per l’alletament [86, 239]. Durant l’alletament la 

glàndula mamària alletant sintetitza TAG, que seran incorporats a la llet, 

en les cèl·lules epitelials mamàries a partir de: (i) àcids grassos obtinguts 

de les TRL circulants per l’acció de l’LPL, (ii) síntesi de novo d’àcids grassos 

a partir de la glucosa, (iii) síntesi de novo d’àcids grassos mitjançant 

l’activitat d’enzims lipogènics i (iv) NEFA circulants, alliberats del WAT per 

l’acció de l’HSL i captats a través de transportadors d’àcids grassos  [222, 

239]. 

En resum, l’LPL és un enzim cabdal durant l’alletament ja que 

redistribueix els TAG circulants cap a la glàndula mamària alletant on 

seran utilitzats per a la síntesi de llet [87]. 

4.2.1 Objectius 

Amb aquest treball preteníem explorar la possible presència d’isoformes 

d’LPL en una mostra procedent d’un únic teixit humà, ja que en l’estudi 

anterior no es podia descartar un origen multi-orgànic de les isoformes. La 

llet materna procedent de la glàndula mamària, era una mostra adequada 

per abordar aquesta qüestió. A més, aprofitant el rol de l’LPL en una 

situació fisiològica com és l’alletament, també preteníem avançar en la 

caracterització funcional de les isoformes de pI de l’LPL.  

L’estudi d’aproximació per a la caracterització funcional no el vam 

poder dur a terme en l’espècie humana per la impossibilitat d’obtenir 

glàndula mamària alletant i el vam traslladar a l’espècie murina. En aquest 

model, vam comparar la distribució de les isoformes en els fluids i teixit 

implicats en l’alletament: la llet materna, el PHP de les mares alletants i la 

glàndula mamària alletant. 
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Aquests són els principals objectius que ens plantejàvem: 

En humans 

• Conèixer si la llet humana presenta isoformes de pI de l’LPL. 

• En cas afirmatiu, preteníem estudiar el possible origen al·lèlic i/o 

multi-orgànic de les isoformes en humans analitzant cada 

mostra de llet humana per separat Per tant, a diferència de 

l’estudi previ amb el PHP, totes les isoformes que es trobessin a 

la llet provindrien d’un únic teixit, la glàndula mamària alletant, 

i d’un sol individu. 

En rata: Aproximació per la caracterització funcional (alletament) 

• Conèixer si la llet, la glàndula mamària alletant i el PHP de rates 

alletants i de rates verges presenten isoformes de pI de l’LPL. 

• En cas afirmatiu, preteníem avançar en l’estudi funcional 

indirecte de les isoformes en l’alletament comparant el patró 

(nombre, pI, MW aparent i quantitat relativa) d’isoformes de l’LPL 

de la llet amb el del teixit d’on provenen, la glàndula mamària 

alletant. També, preteníem avançar en aquest estudi comparant 

el patró obtingut del PHP de rates alletants amb el de la glàndula 

mamària dels mateixos animals. 

• A més, en cas de confirmar-se els dos primers objectius, 

preteníem comparar els patrons d’isoformes de l’LPL d’un mateix 

tipus de mostra (el PHP) de les rates alletants i verges per 

avaluar les possibles diferències associades a la seva diferent 

condició fisiològica (alletant vs. no alletant). 
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Per tal de comparar fàcilment el pI de les isoformes de l’LPL entre diferents 

teixits (estudis de distribució d’isoformes) o bé, en el mateix teixit però 

diferents situacions fisiològiques o patològiques, vàrem abordar prèviament 

la posada al punt del mètode de l’isoelectroenfocament (IEF). Aquest 

mètode ens permetria una comparació directa del pI de les isoformes entre 

mostres diferents en un mateix gel. 

4.2.2 Isoelectroenfocament 

Fonament del mètode 

Aquesta tècnica es basa en la separació de proteïnes pel seu pI. La tècnica 

es realitza en gels amb un gradient de pH, immobilitzat o no, que 

s’aconsegueix amb l’addició d’amfòlits en la polimerització del gel o bé, de 

manera posterior a la polimerització, amb un pre-enfocament del gel 

immediatament anterior a la càrrega de la mostra d’interès. Els gradients 

de pH creats són estables excepte a nivells de pH molt alcalins en els quals 

les molècules són molt difícils d’enfocar [240-244]. Durant l’IEF s’aplica un 

corrent elèctric continu a través del gel. Les molècules carregades 

negativament migren a través del gradient de pH cap a l’ànode (pol positiu) 

i, les carregades positivament migren cap al càtode (pol negatiu). Les 

molècules migren pel gel trobant zones de pH diferents, en aquesta 

migració les proteïnes van variant la seva càrrega fins que assoleixen el pH 

en el qual la seva càrrega neta és zero, aquest serà el seu pI [240]. 

Proves experimentals 

Vàrem realitzar diversos intents de separació de les isoformes de pI de 

l’LPL mitjançant l’IEF però no ho vàrem aconseguir. És necessari un rang 

de pH alcalí perquè les isoformes de pI de l’LPL tenen un pI situat entre 6 i 

9 [180]. Aquí, tenim un llistat d’algunes de les proves realitzades amb els 

diferents aparells emprats:  

• IEF vertical amb l’aparell Mini-Protean II Electrophoresis Cell (Bio-

Rad):  

- a temperatura ambient. 

- tampons d’electroforesi: hidròxid de sodi (càtode) i àcid fosfòric 

(ànode).  

- el gel de poliacrilamida no contenia amfòlits, només la mostra.  

- canvi de la temperatura a 4ºC perquè el gel s’escalfava i el 

voltatge no pujava.  

- diferents proves de temps i voltatge acumulat durant 

l’enfocament.  

• IEF horitzontal amb l’aparell  Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad):  

- a 4ºC.  

- tampons d’electroforesi: hidròxid de sodi (càtode) i àcid fosfòric 

(ànode).   

- incorporació d’amfòlits al gel de poliacrilamida en el moment 

de la polimerització i realització d’un pre-enfocament 

d’aquests amfòlits en el gel abans de carregar les mostres amb 

amfòlits i començar l’IEF.  
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- diferents proves de temps i voltatge acumulat durant el pre-

enfocament i l’enfocament.  

- canvis de proporcions dels components del gel de 

poliacrilamida, com per exemple disminució de la concentració 

final d’urea.  

• IEF horitzontal amb l’aparell Multiphor II Electrophoresis System (GE 

Healthcare) (veure Figura 28.):  

- a 8ªC.  

- tampons d’electroforesi: amfòlits (càtode) i àcid fosfòric 

(ànode).  

- el gel contenia els amfòlits i era pre-enfocat abans de 

l’aplicació de les mostres amb amfòlits.  

- canvis en les proporcions dels amfòlits i la seva concentració 

final en el gel de poliacrilamida.  

- canvis en el punt d’aplicació de la mostra (càtode, mig o 

ànode).  

- diferents proves de temps i voltatge acumulat durant 

l’enfocament.  

- polimerització del gel sense amfòlits, assecat, congelació i 

rehidratació amb els amfòlits.  

- utilització només d’amfòlits com a tampons d’electroforesi.  

- canvis en el rang del gradient de pH.  

- canvis en la mida del gel de poliacrilamida.      

Figura 28. Aparell Multiphor II Electrophoresis System. Aparell per 

electroforesi horitzontal per a tècniques com l’IEF, SDS-PAGE, electroforesi 

nadiua, 2DE-PAGE i electroforesi de DNA. 
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Exemple d’assaig 

A mode d’exemple s’explica un dels assajos que es van realitzar amb 

l’aparell Multiphor II (veure Figura 28.). Es va utilitzar, com a control de la 

tècnica, una altra proteïna cedida per la Dra. Esther Llop i el Dr. Ricardo 

Gutiérrez (IMIM, PRBB, Barcelona), l’eritropoetina (EPO). Les isoformes de 

pI de l’EPO es troben en un rang de pH situat entre 3 i 5 [245]. Vàrem 

polimeritzar dos gels de poliacrilamida (veure Figura 29.) amb gradients de 

pH diferents. En cada gel es van fer córrer les dues proteïnes i un 

marcador de pI (MpI) per veure com es comportaven en cadascun dels 

gradients de pH. En la Figura 29. (A), observem el gel que vam polimeritzar 

amb un rang de pH de 3 a 10, òptim per a enfocar l’LPL parcialment 

purificada de cor de rata mitjançant cromatografia d’afinitat a HS (veure 

apartat 3.5). En aquest gel, les isoformes no es van enfocar ni per l’LPL, ni 

per l’EPO ni tan sols pel MpI. En la Figura 29. (B), observem el gel que vam 

polimeritzar amb un rang de pH de 2 a 6, òptim per a enfocar l’EPO. En 

aquest gel de gradient de pH 2-6, les isoformes de l’EPO i del MpI es van 

enfocar. En canvi, les isoformes de pI de l’LPL no es van enfocar ja que es 

trobaven fora d’aquest rang de pH.  

Figura 29. Isoelectroenfocament de les isoformes de pI de l’LPL i de 
l’EPO utilitzant dos gels de poliacrilamida amb gradients de pH 

diferents. IEF en gel de poliacrilamida de l’LPL i de l’EPO realitzat amb 

Multiphor II Electrophoresis System (GE Healthcare Life Sciences). (A) El 

gradient de pH del gel va de 3 a 10. (B) El gradient de pH del gel va de 2 a 

6. Gels tenyits amb plata després de l’IEF. MpI (marcador de punt 
isoelèctric de pH 3 a 10).    
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Dels diversos assajos realitzats (dades no mostrades) es podia concloure 

que l’IEF de l’LPL en gradients de pH alcalins (degut al rang de pH on es 

troben les seves isoformes de pI), en les condicions provades, no era 

factible (veure Figura 29. (A)).  

Diversos autors han publicat alguns estudis que proposen algunes 

millores en l’IEF en aquests rangs de pH alcalins com per exemple utilitzar: 

l’addició continua de DTT en el càtode per compensar la seva pèrdua [246], 

un gradient no immobilitzat de pH en l’IEF (non-IPG-IEF) que millora la 

resolució en el rang alcalí del gradient [247] o noves tècniques basades en 

l’IEF com l’OFFGEL electrophoresis amb el qual es resolen força bé els 

pèptids o les proteïnes més bàsiques [248]. Aquest últim mètode es va 

intentar posar al punt al nostre laboratori com a part de la tesi de Pere 

Carulla [181], però també sense èxit. Caldrien més assajos per intentar 

una posada al punt d’aquest mètode per l’LPL tenint en compte les 

novetats metodològiques.  

4.2.3 Llet humana 

Com hem descrit en el punt 3.2.2 vàrem aconseguir 8 donants de llet 

materna. Les donants s’extreien la llet amb un tirallets,  

l’emmagatzemaven en bosses estèrils de plàstic i la congelaven a -20ºC.  

Vam mesurar l’activitat LPL de la llet de cada donant. Com s’observa 

a la Figura 30., l’activitat LPL és molt diferent depenent de cada donant.  

Figura 30. Activitat LPL de llet humana. Les mostres corresponen a 
diferents temps de maduració de la llet post-part de diferents donants.        

Els diferents nivells d’activitat LPL podrien ser deguts a diversos factors: (i) 

el temps entre l’extracció de la llet i el seu emmagatzematge a 4ºC, -20ºC o    

-80ºC (l’activitat LPL és molt termolàbil i a temperatura ambient 

disminueix molt ràpid i dràsticament [249]), (ii) el moment del dia 
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d’extracció de la llet (se sap que el cicle circadià afecta a l’activitat LPL 

[250]), (iii) si el nadó ha mamat instants previs a l’extracció de la llet la 

composició d’aquesta serà diferent [251] i, per tant, l’activitat LPL variarà, 

(iv) als diferents temps de maduració de la llet segons l’edat del nadó [221] 

i (v) variacions intrínseques de la llet de les donants. La mitjana de 

l’activitat LPL de la llet de les donants amb més activitat (donants 2, 3 i 4) 

és 113 mU/mL.  

 Vàrem purificar parcialment l’LPL de les llets de les donants 2, 3, 4 i 

7 mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. La Figura 31. (A) mostra una 

d’aquestes purificacions parcials d’LPL a partir de la llet d’una de les 

donants (donant 4).  

Figura 31. Purificació parcial de l’LPL de llet humana mitjançant 

cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose. (A) Les fraccions van ser 

recollides després d’un increment esglaonat de la concentració de NaCl, 
com s’indica a la part superior. Es representa la proteïna total (cercles 

negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les fraccions. (B) SDS-PAGE i 

tinció amb plata i (C) SDS-PAGE i WB contra LPL (anticòs 5D2), de les 

fraccions en els diferents passos del procés de purificació. 46 mL de llet 

procedent de la donant 4 (veure Figura 30.). La quantitat total de proteïna 

carregada s’indica sobre cada carril. 
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Els nivells d’activitat LPL són molt alts en la llet (mostra crua, veure 

apartat 3.5 (preparació de la mostra)) d’algunes donants (donants 2, 3 i 4, 

Figura 30.) i, és possible que aquest sigui un dels motius pels quals l’enzim 

es detecta per WB en l’homogenat del fluid i en els successius rentats amb 

NaCl com es veu a la Figura 31. (C). Per corroborar que la proteïna 

detectada en l’homogenat és LPL, vam fer un assaig d’activitat LPL 

incubant la mostra amb l’anticòs anti-LPL (veure Figura 32.). Els resultats 

van demostrar que la banda observada per WB al carril de l’homogenat de 

llet (veure Figura 31. (C)) correspon, efectivament, a la proteïna LPL ja que 

l’anticòs provoca una inhibició de l’activitat LPL d’un 96% en l’homogenat 

(veure Figura 32. (A)).  

 En general, a la Figura 31. (A) veiem una concentració de proteïna 

total baixa als diferents passos d’elució. A 0,15 M de NaCl, es recullen la 

major part de les proteïnes presents a l’homogenat de llet, són les proteïnes 

que no han quedat retingudes a la columna d’HS. En aquest cas, 

possiblement a causa de l’elevada activitat LPL en la llet (mostra crua) de la 

donant (veure Figura 30.), veiem uns nivells d’activitat lipasa sobre les 20 

mU/mL. Podem confirmar que l’activitat lipasa que s’observa al no retingut 

(amb 0,15 M de NaCl) és LPL ja que com observem en la Figura 32. (B) 

l’activitat LPL és inhibida en un 97% per l’anticòs anti-LPL.  

Al principi del rentat amb 0,75 M de NaCl s’elueix una quantitat 

important de proteïnes, les que tenen una afinitat menor per l’HS, i també 

observem un pic elevat d’activitat lipasa (veure Figura 31.(A)). Aquesta 

activitat lipasa podria tractar-se d’LPL no retinguda a aquesta concentració 

iònica o bé de BSSL, que com hem comentat en la introducció d’aquest 

bloc d’estudi, en humans es sintetitza també en la glàndula mamària 

alletant [225]. En el carril de rentat de la columna amb 0,75 M de NaCl del 

WB (veure Figura 31. (C), veiem una banda de menys MW aparent que 

podria indicar alguna forma degradada de l’LPL. 

Finalment, augmentant la força iònica fins a 1,50 M, veiem un pic 

molt elevat d’activitat lipasa que correspon a l’LPL alliberada o eluïda 

(veure Figura 31. (A)). Aquest últim resultat queda també confirmat amb la 

inhibició de l’activitat LPL, en un 91%, per l’anticòs anti-LPL en fraccions 

recollides de l’eluït (veure Figura 32. (B)). Les fraccions que es recullen en 

aquest punt de la cromatografia contenen una quantitat molt baixa de 

proteïna total com s’observa a la Figura 31. (B). Amb la purificació parcial 

vam disminuir la complexitat de la mostra per les posteriors anàlisis. Vam 

detectar l’LPL semipurificada mitjançant WB tal i com s’observa en el carril 

de l’eluït de la Figura 31. (C). Vàrem fer un pool amb les fraccions 

recollides d’aquest pic d’activitat LPL i el vam utilitzar com a font d’LPL per 

analitzar la possible presència d’isoformes de pI de l’LPL en llet humana. 
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Figura 32. Efecte de la incubació amb anticòs anti-LPL sobre 

l’activitat lipasa en l’homogenat (A) i en fraccions recollides en el 
procés de purificació de l’LPL (B) de llet humana. Després de purificar 

parcialment l’LPL de la llet humana, vàrem determinar l’activitat LPL en 

l’homogenat i en algunes fraccions (mostra amb 0,15 M NaCl i eluït amb 

1,50 M NaCl, indicat a la figura) en presència d’anticòs anti-LPL (5D2). 

L’activitat LPL es presenta respecte al valor basal, obtingut determinant 
l’activitat en les mateixes mostres però sense anticòs. 

L’anàlisi de la purificació parcial de l’LPL procedent de llet humana 

mitjançant 2DE-WB (veure Figura 33.) ens mostra l’existència de vuit 

isoformes amb un pI d’entre 6,8 i 8,3. El patró de les isoformes de pI de 

l’LPL de les quatre donants estudiades és molt similar. La taca que 

s’observa a l’esquerra de la Figura 33. (donant 4) podria ser proteïna LPL 

no enfocada degut a un excés de mostra carregada per facilitar la detecció 

de les taques minoritàries. Per tant, no la comptabilitzem com a isoforma 

de pI sinó com a artefacte de la tècnica. En la 2DE-WB de la donant 7 

s’observa una disminució de la intensitat de les isoformes de pI en 

comparació a les 2DE-WB de les altres donants. Aquest fet es deu, 

probablement, a la baixa activitat carregada (una mica més d’una tercera 

part) en comparació amb les altres 2DE-WB. Vàrem carregar menys 

activitat perquè, tal i com s’observa a la Figura 30., la donant 7 té una 

activitat LPL menor a les altres tres donants estudiades (donants 2, 3 i 4) i 

no disposàvem de més mostra per augmentar l’activitat a carregar i, així, 

igualar-la al nivell de les altres 2DE-WB. 
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Figura 33. Isoformes de pI de l’LPL de llet humana. 2DE-WB contra 

LPL (anticòs 5D2) de l’LPL purificada parcialment de llet humana. Per a la 

primera dimensió, es van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. 

Cada imatge correspon a una 2DE-WB d’una de les donants estudiades 

(donants 2, 3, 4 i 7 Figura 30.), com s’indica a la part superior dreta. Es 
van carregar 170 mU (2 i 3), 172 mU (4) i 64 mU (7) d’activitat LPL. MW = 

Pes molecular aparent. 

Per corroborar la identificació de les proteïnes, les isoformes de pI de l’LPL 

de la llet humana es van separar per 2DE i es van tenyir amb plata. 

Aleshores, les taques d’interès es van retallar per analitzar i identificar 

mitjançant LC-MS/MS. Les quatre isoformes analitzades van ser 

identificades com a LPL (veure Figura 34.). 

Per generar el patró d’isoformes de pI de l’LPL (veure 3.9) de la llet 

humana, vàrem quantificar la densitat de cada taca de diferents 2DE-WB 

de les quatre donants estudiades i, de cada 2DE-WB, vam realitzar vàries 

exposicions en el revelat del WB (veure Figura 35.). El patró de les 

isoformes de pI de l’LPL observat en les quatre donants estudiades és molt 

similar. La isoforma de pI més abundant (un 35% de la quantitat total 

d’LPL) té un pI neutre (7,35) i la següent isoforma més abundant té un pI 

proper a la isoforma majoritària (7,60). 
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a Nº d’accés a UniProtKB/Swiss-Prot.  
b El percentatge de cobertura està calculat considerant la proteïna madura.  

Figura 34. Identificació de les isoformes de pI de l’LPL de llet 

humana. 2DE i tinció amb plata (activitat carregada 189 mU (donant 2) i 

33,6 mU (donant 3)) de l’LPL purificada parcialment de llet humana. Vam 

analitzar per LC-MS/MS quatre taques (1-4) (dues de cada gel). Per a la 

primera dimensió, vam utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. MW = 
Pes molecular aparent. 
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Figura 35. pI i quantitat relativa de les isoformes de l’LPL de llet 

humana. La mida dels cercles representa la quantitat relativa de cada 

isoforma (total 8 isoformes). A la taula s’indica aquesta quantitat respecte 

al 100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La 

localització dels cercles es correspon amb el seu pI. Mitjana i SEM (error 
estàndard de la mitjana) de 4 rèpliques biològiques (n=4). MW = Pes 

molecular aparent. 

4.2.4 Aproximació per la caracterització funcional de les isoformes de 

l’LPL (alletament en rates) 

Havent observat que la llet humana presenta isoformes de pI de l’LPL i que 

aquestes segueixen un patró característic, vam abordar l’objectiu d’avançar 

en la caracterització funcional de les isoformes. Com ja hem comentat 

abans, vam aprofitar  una situació fisiològica en la qual l’LPL és clau, 

l’alletament, per a realitzar una aproximació per la caracterització 

funcional de les isoformes. Com també s’ha dit en l’apartat 4.2.1, vàrem 

haver de traslladar el nostre estudi a l’espècie murina per la impossibilitat 

d’obtenir glàndula mamària alletant humana. Així doncs, a continuació es 

descriu l’obtenció dels patrons d’isoformes de l’LPL dels fluids i teixit de 

rata implicats en l’alletament (llet, glàndula mamària alletant i PHP de rata 

alletant). 

4.2.4.1 Llet de rata 

Com hem comentat al apartat 3.1.4 les mares eren separades de les seves 

cries 4 hores abans de l’extracció de llet. Un cop adormides, i amb 

l’oxitocina administrada, es munyien les glàndules mamàries de les rates i 

la llet era recollida i mantinguda en gel fins al moment de la seva 

congelació a -80ºC. S’obtenien posteriorment els diferents teixits, o bé, el 

PHP. 

relativa

pI
Mitjana 6,75 6,90 7,10 7,35 7,60 7,90 8,10 8,25

Quantitat

(%)

Mitjana 1,43 7,36 12,17 35,24 29,35 12,08 2,20 0,16

SEM 0,75 1,84 1,05 1,20 4,20 2,68 1,96 0,19

SEM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

M
W

 (
k
D

a
)

-50

-55

-60

6,4 6,6 6,8 7,0 7,2 7,4 7,6 7,8 8,0 8,2 8,4 8,6 8,86,0 6,2 9,0

pI (pH)

Llet humana



Resultats i discussió. Estudi fisiològic: alletament. 

 

119 

 

Vam mesurar l’activitat LPL de la llet de les 17 mares (veure apartat 3.4). 

Com s’observa a la Figura 36., tenen una activitat LPL elevada, de mitjana 

104 mU/mL. L’activitat LPL és força similar en tots els animals excepte en 

5 d’ells (1, 8, 11, 16 i 17). Aquests diferents nivells d’activitat LPL no poden 

ser deguts a: (i) diferents temps de congelació de la mostra ja que totes les 

mostres es van congelar en nitrogen líquid instants després de l’extracció 

de la llet, (ii) diferències de maduració de la llet (totes les cries tenen el 

mateix temps de maduració post-part), (iii) el moment del dia de l’extracció 

de la llet (totes les extraccions es van fer amb un marge de diferència de 

temps molt petit), (iv) diferències en el número de cries de cada mare ja que 

el número de cries es va estandarditzar a 10 per a totes i (v) que les cries 

haguessin mamat instants previs a la separació de les seves mares ja que 

totes van ser separades 4 h abans de l’extracció de llet. Per tant, és 

probable que aquestes diferències en l’activitat LPL siguin degudes a 

variacions intrínseques de la llet de les mares alletants. 

Figura 36. Activitat LPL de llet de rata. Les mostres tenen el mateix 

temps de maduració post-part, 15 dies.  

Per tant, donada l’homogeneïtat de totes les mostres de llet, vàrem decidir 

combinar la llet de les 17 rates (26 mL en total) per obtenir un volum de 

mostra suficient per purificar parcialment la seva LPL mitjançant 

cromatografia d’afinitat a HS. En la Figura 37. (A) es mostra una 

representació d’aquesta purificació parcial. Observem que en el pas de la 

mostra, amb 0,15 M de NaCl, es recullen la major part de les proteïnes 

presents a la llet de rata, són les proteïnes que no han quedat retingudes a 

la columna. En aquest cas, i degut a l’elevada activitat LPL en la llet 

(mostra crua) (104 mU/mL de mitjana entre les 17 mares, veure Figura 

36.) i en l’homogenat de llet de tots els animals (125 mU/mL), veiem uns 

nivells d’activitat lipasa sobre les 20 mU/mL. Al principi del rentat amb 

0,75 M de NaCl s’elueix una quantitat important de proteïnes, les que 
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tenen una afinitat menor a l’HS, i no veiem un pic d’activitat lipasa sinó 

una disminució de l’activitat a mesura que el rentat avança. El fet de no 

veure cap pic d’activitat lipasa en aquest punt de l’elució és coincident amb 

la bibliografia ja que, com hem comentat en la introducció de l’apartat 4.2, 

en les rates no es sintetitza BSSL en la glàndula mamària alletant [225]. 

Finalment, augmentant la força iònica fins a 1,50 M, veiem un pic 

d’activitat lipasa que correspon a l’LPL eluïda. Les fraccions que es recullen 

en aquest punt de la cromatografia contenen una quantitat molt baixa de 

proteïna total.  

Figura 37. Purificació parcial de l’LPL de llet de rata mitjançant 

cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose. (A) Les fraccions van ser 

recollides després d’un increment esglaonat de la concentració de NaCl, 

com s’indica a la part superior. Es representa la proteïna total (cercles 
negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les fraccions. (B) SDS-PAGE i 

WB contra LPL (anticòs 5D2), de les fraccions en els diferents passos del 

procés de purificació. 25 mL de llet de 15 dies post-part procedent de 17 

mares. La quantitat total de proteïna carregada s’indica sobre cada carril. 

Aquesta purificació parcial ens permet detectar l’LPL mitjançant WB tal i 

com s’observa en el carril de l’eluït de la Figura 37. (B). En aquest carril de 

l’eluït s’observa també una banda d’LPL menys intensa i de menor MW 
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aparent, d’aproximadament 37 kDa, possiblement deguda a productes de 

degradació de la pròpia LPL. Vàrem obtenir un pool barrejant volums 

iguals de les fraccions recollides d’aquest pic d’activitat LPL i el vam 

utilitzar com a font d’LPL per analitzar la possible presència d’isoformes de 

pI de l’LPL en la llet de rata. Com no podem obtenir grans volums de llet de 

rata (vàrem obtenir 26 mL de llet en total), el volum final d’homogenat de 

llet del que disposàvem per fer la purificació parcial de l’LPL no era gaire 

elevat (16 mL) i, conseqüentment, el volum del pool no va ser gaire elevat 

tampoc (12 mL). Per aquest motiu, vàrem decidir no realitzar cap SDS-

PAGE i tinció amb plata per racionalitzar l’ús de la mostra. 

 L’anàlisi de la purificació parcial de l’LPL procedent de llet de rata 

mitjançant 2DE-WB (veure Figura 38. (A)) ens mostra l’existència de cinc 

isoformes amb un pI d’entre 7,20 i 8,25 i amb un MW aparent esperat de 

56,2 kDa. Sorprenentment, també ens mostra l’existència de cinc 

isoformes amb un MW aparent més elevat a l’esperat, 62,5 kDa. Aquestes 

isoformes tenen un pI d’entre 7,00 i 8,05. En la Figura 37. (B), en la 

visualització de la banda d’LPL en l’eluït per SDS-PAGE i WB, no s’aprecia 

bé la doble banda (tot i que sí s’intueix) probablement perquè el senyal de 

les dues bandes era molt intens i van quedar solapades. Per primera 

vegada, es descriu en la llet de rata isoformes de pI de l’LPL i, també, 

isoformes de MW aparent. Les isoformes de pI i de MW de l’LPL de llet de 

rata es van separar per 2DE-tinció amb plata (veure Figura 38. (B)). 

Figura 38. Isoformes de pI de l’LPL de llet de rata. (A) 2DE-WB contra 

LPL (anticòs 5D2) (activitat LPL carregada 18 mU) i (B) 2DE i tinció amb 

plata (activitat LPL carregada 18 mU) de l’LPL purificada parcialment de 

llet de rata. Encerclades en vermell les taques que coincideixen amb la 

localització de les isoformes de pI de l’LPL. Llet de 15 dies post-part 
procedent de 17 mares. Per a la primera dimensió, es van utilitzar tires 

IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. MW = Pes molecular aparent.  

Per a generar el patró d’isoformes de l’LPL (veure 3.9) de la llet de rata que 

es mostra a la Figura 39. vàrem fer dos 2DE-WB i, de cada 2DE-WB, vàries 

exposicions en el revelat dels WB. La isoforma de pI més abundant (un 

25% de la quantitat total d’LPL) té un pI neutre-bàsic (7,75) i un MW de 
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56,2 kDa. La següent isoforma més abundant té un pI proper a la isoforma 

majoritària (8,05) i el mateix MW. 

Figura 39. pI, pes molecular aparent i quantitat relativa de les 

isoformes de l’LPL de llet de rata (relacionat amb la Figura 38.). La 
mida dels cercles representa la quantitat relativa de cada isoforma (total 

10 isoformes). A la taula s’indica aquesta quantitat respecte al 100 % total 

(ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La localització 

dels cercles es correspon amb el seu pI. Mitjana i SEM (error estàndard de 

la mitjana) de 2 rèpliques tècniques. MW = Pes molecular aparent. 

4.2.4.2 Glàndula mamària alletant de rata 

Per estudiar l’LPL de la glàndula mamària alletant de rata, vàrem purificar 

parcialment la seva LPL mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. Per a 

aquesta purificació vàrem ajuntar les glàndules mamàries, de 9 rates 

alletants, agafant una porció de teixit d’igual pes de cadascuna d’elles per 

fer l’homogenat.  

En la Figura 40. (A) es representa aquesta purificació parcial. 

Observem que en el pas de la mostra, amb 0,15 M de NaCl, es recullen la 

major part de les proteïnes presents a la glàndula mamària alletant de 

rata, són les proteïnes que no han quedat retingudes en la columna d’HS. 

Al principi del rentat amb 0,75 M de NaCl s’elueix una quantitat important 

de proteïnes, les que tenen una afinitat menor a l’HS, i veiem un pic força 

elevat d’activitat lipasa. Finalment, augmentant la força iònica fins a 1,50 

M, veiem un pic d’activitat lipasa que correspon a l’LPL eluïda. Les 

fraccions que es recullen en aquest punt de la cromatografia contenen una 

quantitat molt baixa de proteïna total, tot i així observem un petit pic de 

proteïna eluïda que fa que a l’SDS-PAGE i tinció amb plata observem 

nombroses bandes (veure Figura 40. (B)). Aquesta purificació parcial ens 
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permet detectar l’LPL mitjançant WB tal i com observem a la Figura 40. (C). 

Vàrem barrejar volums iguals de les fraccions recollides d’aquest pic 

d’activitat LPL excloent les fraccions que, malgrat tenir una elevada 

activitat LPL, tenien una concentració més alta de proteïna total per evitar 

que un excés de proteïna interferís en l’anàlisi per 2DE. Aquest pool el vam 

utilitzar com a font d’LPL per analitzar la possible presència d’isoformes de 

pI de l’LPL en la glàndula mamària alletant de rata. 

Figura 40. Purificació parcial de l’LPL de glàndula mamària de rata 

alletant mitjançant cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose. (A) 

Les fraccions van ser recollides després d’un increment esglaonat de la 

concentració de NaCl, com s’indica a la part superior. Es representa la 

proteïna total (cercles negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les 
fraccions. (B) SDS-PAGE i tinció amb plata i (C) SDS-PAGE i WB contra 

LPL (anticòs 5D2), de les fraccions en els diferents passos del procés de 

purificació. 25 g de glàndula mamària alletant de 15 dies post-part 

procedent de 9 mares. La quantitat total de proteïna carregada s’indica 

sobre cada carril. 

L’anàlisi de la purificació parcial de l’LPL procedent de glàndula mamària 

alletant de rata mitjançant 2DE-WB (veure Figura 41. (A)) ens mostra 

l’existència de cinc isoformes amb un pI d’entre 6,9 i 7,9. Vàrem separar 

kDa

- 150

- 100

- 75

- 50

- 37

- 250

kDa

- 150

- 100

- 75

- 50

- 37

- 250

B C

10             10             10             < 1 100          100            100              < 1

0             0,15         0,75          1,50 0            0,15          0,75            1,50

H
o

m
o

ge
n

at

H
o

m
o

ge
n

at

M
o

st
ra

M
o

st
ra

R
e

n
ta

t

R
e

n
ta

t

El
u

ït

El
u

ït
Proteïna (μg)

NaCl (M)

Glàndula mamària alletant rata

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0

2

4

6

8

10

12

14

0 10 20 30 40 50 60 70

A
ct

iv
it

at
LP

L 
(m

U
.m

L-1
) 

(  
 )

Pr
ot

e
ïn

a
(m

g.
m

L-1
) 

(  
 )

Nº Fracció

NaCl (M)A 0,75 1,500,15



Resultats i discussió. Estudi fisiològic: alletament. 

 

124 

 

les isoformes de pI de l’LPL de la glàndula mamària alletant de rata per 

2DE-tinció amb plata i vàrem retallar les taques d’interès per analitzar-les i 

identificar-les mitjançant MALDI-TOF i LC-MS/MS (veure Figura 41. (B)). La 

isoforma més bàsica que s’observa en la 2DE-WB es veu amb una 

intensitat menor, també, en el gel tenyit amb plata, segurament a causa 

d’una menor concentració de proteïna, i per aquest motiu vàrem decidir no 

identificar-la. Com s’observa a la Figura 41. (C) la cerca en les quatre taques 

retallades no va donar identificació positiva per l’LPL, ara bé, en una 

inspecció manual dels resultats, sí que es van trobar senyals amb una 

molt baixa intensitat característics de l’LPL. Per a assegurar-nos que la 

identificació amb MALDI-TOF era correcta, vàrem analitzar mitjançant LC-

MS/MS la taca número 2 (veure Figura 41. (D)). Aquesta identificació va 

resultar positiva per a l’LPL. 

a Accession # a UniProtKB/Swiss-Prot.  
b El percentatge de cobertura (coverage %) està calculat considerant la proteïna 

madura.  

Figura 41. Identificació de les isoformes de pI de l’LPL de glàndula 

mamària de rata alletant. (A) 2DE-WB contra LPL (anticòs 5D2) (activitat 

carregada 30 mU) i (B) 2DE i tinció amb plata (activitat carregada 30 mU) 
de l’LPL purificada parcialment de glàndula mamària alletant de rata. 

Mostra procedent de 9 mares. (C) Es van analitzar per MALDI-TOF quatre 

taques (1-4). (D) Es va analitzar per LC-MS/MS la taca número 2. Per a la 

primera dimensió, es van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. MW 

= Pes molecular aparent. 
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Per a generar el patró d’isoformes de pI de l’LPL (veure 3.9) de la glàndula 

mamària alletant de rata que observem a la Figura 42. vàrem fer dues 

2DE-WB i, de cada 2DE-WB, diferents exposicions en el revelat dels WB. 

La isoforma de pI més abundant (un 41% de la quantitat total d’LPL) té un 

pI neutre (7,33) i la següent isoforma més abundant té un pI proper a la 

isoforma majoritària (7,15). 

Figura 42. pI, pes molecular aparent i quantitat relativa de les 

isoformes de l’LPL de glàndula mamària alletant de rata (relacionat 

amb la Figura 41.). La mida dels cercles representa la quantitat relativa 

de cada isoforma (total 5 isoformes). A la taula s’indica aquesta quantitat 

respecte al 100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives 
majoritàries). La localització dels cercles es correspon amb el seu pI. 

Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques tècniques. 

MW = Pes molecular aparent. 

4.2.4.3 Plasma post-heparínic de rates alletants i verges 

L’últim fluid implicat en l’alletament del qual volíem explorar la possible 

existència d’isoformes de pI de l’LPL era el PHP de les rates alletants. L’LPL 

sintetitzada a les cèl·lules epitelials de la glàndula mamària alletant pot ser 

secretada a la llet materna o bé, dirigida a la superfície luminal de les 

cèl·lules endotelials dels capil·lars sanguinis que es troben en la glàndula 

mamària alletant [45]. Tenint en compte que en el PHP trobem tota l’LPL 

madura de l’organisme, hauríem de trobar en aquest recull, com a mínim, 

les isoformes de pI trobades a la glàndula mamària alletant (entre altres 

isoformes d’LPL provinents d’altres teixits). Hem de tenir present, també, 

que la glàndula mamària alletant esdevé un òrgan amb un pes important 

respecte als altres òrgans de l’organisme durant l’alletament. La superfície 

de cèl·lules epitelials secretores és molt gran degut als replegaments dels 

alvèols de la glàndula, de manera que no és d’estranyar que la síntesi 

d’LPL sigui molt gran en aquest teixit i que, conseqüentment, la seva 

activitat catalítica també ho sigui. Per tant, esperaríem que les isoformes 

de pI de l’LPL provinents de la glàndula mamària alletant fossin 

detectables en el conjunt d’isoformes d’LPL madures del PHP de les 

alletants.  

A part, també vam decidir explorar la possible existència d’isoformes 

de pI de l’LPL en el PHP de rates femella verges. Amb aquesta aproximació 

preteníem trobar possibles diferències, en el patró d’isoformes d’ambdós 

PHP (alletants i verges), degudes a la presència d’isoformes de la glàndula 
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mamària alletant que no esperaríem trobar en el PHP de les femelles 

verges. 

Per estudiar l’LPL del PHP de rates verges i alletants, vàrem purificar 

parcialment la seva LPL mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. En la 

Figura 43. es presenten aquestes purificacions parcials. Observem que en 

el pas de la mostra amb 0,15 M de NaCl es recullen la major part de les 

proteïnes presents al PHP tant de les rates verges com de les alletants, són 

les proteïnes que no van quedar retingudes en les respectives columnes 

d’HS. En ambdues purificacions parcials, veiem al principi del rentat amb 

0,75 M de NaCl l’elució d’una quantitat important de proteïnes, són les que 

tenien una menor afinitat a l’HS. També observem un pic, encara que no 

gaire elevat, d’activitat lipasa en aquesta concentració de sals que, com 

hem comentat en la purificació parcial de l’LPL de PHP d’humans (veure 

4.1.2), es tractava d’HL. Finalment, augmentant la força iònica fins a    

1,50 M, en ambdós grups de rates veiem un pic d’activitat lipasa molt 

elevat que correspon a l’LPL eluïda. 

Figura 43. Purificació parcial de l’LPL de plasma post-heparínic de 

rata femella (verge i alletant) mitjançant cromatografia d’afinitat a 

heparina-Sepharose. (A) PHP rata verge i (B) PHP rata alletant de 15 dies 

post-part. Les fraccions van ser recollides després d’un increment 
esglaonat de la concentració de NaCl, com s’indica a la part superior. Es 

representa la proteïna total (cercles negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) 

de les fraccions. 27 mL de PHP procedent de 9 animals en cada purificació. 
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L’anàlisi de la purificació parcial de l’LPL procedent de PHP de rata verge 

mitjançant 2DE-WB (veure Figura 44. (A)) mostra l’existència de vuit 

isoformes amb un pI d’entre 6,40 i 8,10 i amb un MW aparent esperat de 

56,2 kDa. També mostra l’existència de dues isoformes amb un MW 

aparent més elevat a l’esperat, 62,5 kDa. Aquestes isoformes tenen un pI 

d’entre 6,40 i 6,55. Observem doncs que en el PHP de rata verge, a part de 

les isoformes de pI de l’LPL, també existeixen isoformes de MW.  

Figura 44. Isoformes de pI de l’LPL de plasma post-heparínic de rata 

femella (verge i alletant). (A) 2DE-WB contra LPL (anticòs 5D2) de l’LPL 

purificada parcialment de PHP de rata verge (activitat carregada 90 mU). 

(B) 2DE-WB contra LPL (anticòs 5D2) (activitat carregada 91 mU) i (C) 2DE 
i tinció amb plata (activitat carregada 49 mU) de l’LPL purificada 

parcialment de PHP de rata alletant de 15 dies post-part (encerclat en 

vermell la zona de les isoformes de pI de l’LPL). Mostra procedent de 9 

animals en cada purificació. Per a la primera dimensió, es van utilitzar 

tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. MW = Pes molecular aparent. 
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De manera encara més sorprenent, l’anàlisi de la purificació parcial de 

l’LPL procedent de PHP de rata alletant mitjançant 2DE-WB (veure Figura 

44. (B)) mostra l’existència d’isoformes de MW de l’LPL de 3 pesos 

moleculars diferents que alhora també són isoformes de pI. Observem: 

i) quatre isoformes amb un pI d’entre 7,40 i 8,25 i amb un MW 

aparent esperat de 56,2 kDa  

ii) quatre isoformes amb un pI d’entre 6,50 i 7,15 i amb un MW 

aparent de 58,5 kDa (2,3 kDa més que el MW aparent esperat, 

aproximadament un 4% de més)  

iii) quatre isoformes amb un pI d’entre 6,60 i 7,35 i amb un MW 

aparent de 64,2 kDa (8,0 kDa més que el MW aparent esperat, 

aproximadament un 12% de més) 

Les isoformes de pI i de MW aparent de l’LPL del PHP de rata alletant es 

van separar per 2DE-tinció amb plata (veure Figura 44. (C)). No es va 

realitzar la 2DE-tinció amb plata del PHP de rata verge perquè no 

disposàvem de més quantitat de mostra.  

Per a la generació dels patrons de distribució d’isoformes de l’LPL 

(veure 3.9) del PHP de rata verge i alletant que observem a la Figura 45. 

vàrem fer vàries 2DE-WB de cada pool d’ambdues mostres i, de cada 2DE-

WB, diverses exposicions en el revelat dels WB. La isoforma de pI més 

abundant del PHP de rata verge (un 21% de la quantitat total d’LPL) té un 

pI neutre (7,45) i un MW aparent de 56,2 kDa. La següent isoforma més 

abundant té un pI proper a la isoforma majoritària (7,20) i el mateix MW 

aparent. En el patró d’isoformes del PHP de les rates alletants observem 

que la isoforma de pI més abundant (un 22% de la quantitat total d’LPL) té 

un pI bàsic (8,00) i un MW aparent de 56,2 kDa. La següent isoforma més 

abundant té un pI proper a la isoforma majoritària (8,25) i el mateix MW 

aparent. 

 



Resultats i discussió. Estudi fisiològic: alletament. 

 

129 

 

Figura 45. pI, pes molecular aparent i quantitat relativa de les 

isoformes de l’LPL de plasma post-heparínic de rata femella (verge i 

alletant) (relacionat amb la Figura 44.). La mida dels cercles representa 
la quantitat relativa de cada isoforma (A, total 10 isoformes; B, total 12 

isoformes). A les taules s’indiquen aquestes quantitats respecte al 100 % 

total (ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La 

localització dels cercles es correspon amb el seu pI. Mitjana i SEM (error 

estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques tècniques de les verges i de 3 

rèpliques tècniques de les alletants. MW = Pes molecular aparent. 
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En la Figura 46. podem observar la comparativa dels patrons generats de 

les isoformes d’LPL dels dos fluids i teixit de rates alletants (llet, glàndula 

mamària alletant i PHP) implicats en l’aproximació per a la caracterització 

funcional de les isoformes d’LPL en l’alletament. Com hem comentat abans, 

l’LPL que es sintetitza a les cèl·lules parenquimàtiques de la glàndula 

mamària alletant té dos destins possibles: la llet i l’endoteli dels vasos 

sanguinis de la mateixa glàndula [45]. De manera que el patró de les 

isoformes d’LPL de la llet i la glàndula mamària alletant hauria de ser molt 

similar ja que la llet hauria d’incloure part o totes les isoformes presents en 

la glàndula mamària alletant. I, de la mateixa manera, el patró d’isoformes 

del PHP de les rates alletants hauria d’incloure, com a mínim, una part o 

totes les isoformes trobades a la glàndula mamària alletant.  

Primerament, si comparem les isoformes de la glàndula mamària 

alletant amb les de la llet veiem que els seus pI no coincideixen, malgrat 

coincideixen en nombre total d’isoformes. Podria ser que les isoformes de 

pI de l’LPL de la glàndula mamària alletant pateixin alguna o algunes PTM 

quan són vessades a la llet o en la mateixa llet ja que: (i) els seus pI no 

coincideixen amb les del teixit en el qual han estat sintetitzades (les 

isoformes són més bàsiques en la llet i més neutres en la glàndula 

mamària alletant) i (ii) en la glàndula mamària alletant no observem 

isoformes de MW aparent com sí existeixen en la llet.  

En segon lloc, la comparació entre el patró d’isoformes de l’LPL de la 

glàndula mamària alletant i el del PHP de les rates alletants no confirma la 

nostra hipòtesi de trobar, entre d’altres, les isoformes de pI de la glàndula 

mamària alletant en el PHP. Hauríem esperat trobar les mateixes isoformes 

de pI de l’LPL de la glàndula mamària alletant en el PHP de les alletants 

amb un MW aparent de 56,2 kDa. En canvi, en el PHP de les rates 

alletants trobem isoformes amb els mateixos pI que les isoformes trobades 

a la glàndula mamària alletant però amb un MW aparent diferent. 

Concretament, només les dues isoformes més bàsiques trobades a la 

glàndula mamària alletant coincideixen, en pI i MW aparent, amb dues 

isoformes del PHP de les alletants. Les tres isoformes restants de la 

glàndula mamària alletant, encara que podem trobar coincidència de pI 

amb isoformes trobades al PHP de les rates alletants, no tenen el mateix 

MW aparent ja que en les isoformes del PHP és superior a 56,2 kDa. 
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Figura 46. Comparativa del pI, el pes molecular i la quantitat relativa de les 

isoformes de l’LPL en el model d’alletament en rata. (A) Patró d’isoformes de 

pI de l’LPL de la llet Figura 39., de la (B) glàndula mamària alletant Figura 42. i 

del (C) PHP alletant Figura 45.. La mida dels cercles representa la quantitat 

relativa de cada isoforma (A, total 10 isoformes; B, total 5 isoformes; C, total 12 

isoformes). A la taula es presenta aquesta quantitat respecte al 100 % total 
(ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La localització de les 

taques es correspon amb seu pI i el seu MW aparent. Mitjana i SEM (error 

estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques tècniques de la llet, de 2 rèpliques 

tècniques de la glàndula mamària alletant i de 3 rèpliques tècniques del PHP de 

les alletants. MW = Pes molecular aparent. 
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En el nostre grup, s’ha publicat prèviament [180] que en el PHP de rata 

mascle s’observen set isoformes de pI en un rang de pH d’entre 6,50 i 8,00 

aproximadament. Degut a la troballa d’isoformes de MW aparent en el PHP 

de rata femella verge, vàrem voler comparar els seus patrons per estudiar 

el possible efecte del gènere en les isoformes de l’LPL. A més, la generació 

del patró d’isoformes de pI de l’LPL del PHP de rata mascle ens permetria, 

també, comparar-lo amb el generat amb el PHP d’humans i, així, poder fer 

una comparativa entre espècies (veure V. Discussió Global).  

En primer lloc, vam voler corroborar el resultat mostrat en la 

publicació de les isoformes de pI de l’LPL provinent de PHP de rata mascle 

[180] i, en segon lloc, generar el patró d’aquestes isoformes de pI. Així, 

primerament, vàrem tornar a purificar parcialment l’LPL procedent de PHP 

de rata mascle i, amb el pool de l’eluït resultant, vàrem realitzar una 

anàlisi mitjançant 2DE-WB per observar les isoformes de la mostra (dades 

no mostrades). Per últim, vàrem generar el patró de les isoformes de pI de 

l’LPL del PHP de rata mascle (veure Figura 47. (A)) on s’observen vuit 

isoformes amb un pI d’entre 6,70 i 8,40, un rang de pH proper a l’observat 

en estudis anteriors en el nostre grup [180]. En el patró, observem dues 

isoformes de pI amb una quantitat relativa superior (un 30% de la 

quantitat total d’LPL cadascuna d’elles) i amb un pI neutre (7,30 i 7,60). La 

tercera isoforma més abundant té un pI més bàsic (7,90). D’acord amb els 

estudis previs del grup [180], totes les isoformes de pI de l’LPL provinents 

de PHP de rata mascle tenen un MW aparent de 56,2 kDa. 

 El patró d’isoformes de pI de l’LPL obtingut en el PHP de les rates 

femella i mascle no és idèntic. Si comparem els dos patrons, observem que 

la principal diferència rau en l’existència d’isoformes de MW aparent de 

l’LPL al PHP de les femelles, que no es troben en els mascles. En els dos 

gèneres, el rang de pH en el qual es troben les isoformes és similar encara 

que no idèntic (mascles entre 6,70 i 8,40; femelles entre 6,40 i 8,10) i les 

isoformes més abundants es troben en la zona neutra de pH. La presència 

de les dues isoformes de MW aparent de 62,5 kDa en les femelles, 

coincideix amb la presència de dues isoformes de MW aparent de 56,2 kDa 

amb el mateix pI (6,40 i 6,55). Aquestes quatre isoformes àcides no les 

trobem en el PHP dels mascles ni tan sols al MW aparent de 56,2 kDa. De 

manera contrària, la isoforma més bàsica trobada al PHP de les rates 

mascle (8,20 i 8,40) no es troba en el PHP de les femelles verges. 

 Com aquest últim resultat està al marge dels objectius definits per 

aquest estudi, la discussió sobre el mateix es troba a l’apartat V. Discussió 

global. 
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Figura 47. Comparativa del pI, el pes molecular i la quantitat relativa 

de les isoformes de l’LPL de plasma post-heparínic de rates mascle i 
femella. Patró d’isoformes de l’LPL del (A) PHP de rates mascle i del (B) 

PHP de rates femella verges (veure Figura 45. (A)). La mida dels cercles 

representa la quantitat relativa de cada isoforma (A, total 8 isoformes; B, 

total 10 isoformes). A les taules s’indiquen aquestes quantitats respecte al 

100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La 
localització de les taques es correspon amb el seu pI i el seu MW aparent. 

Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques tècniques del 

PHP de rata mascle i de 2 rèpliques tècniques del PHP de rata femella. MW 

= Pes molecular aparent. 
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4.2.5 Discussió 

La tècnica de l’IEF ens hauria permès comparar els pI de les isoformes de 

l’LPL de dues o més mostres diferents en un mateix gel per determinar si 

es tractava o no de la mateixa isoforma. Aquesta informació ens hauria 

estat molt útil en els estudis d’aproximació a la caracterització funcional de 

les isoformes i en els de distribució tissular de les mateixes. Malgrat que la 

posada al punt de l’IEF no s’ha assolit, hem pogut concloure que l’LPL, una 

proteïna amb un pI neutre alcalí, no és la més adient per aquest tipus 

d’anàlisi. En aquesta tesi, vàrem optar per emprar la 2DE per comparar els 

patrons d’isoformes entre mostres. De manera paral·lela, en la tesi d’en 

Pere Carulla [181], es va posar al punt el mètode d’electroforesi diferencial 

en gel (2DE-DIGE) per estudiar les possibles diferencies de pI. Aquest 

mètode té l’avantatge de poder analitzar fins a tres mostres diferents en 

una sola 2DE ja que cada mostra és unida prèviament a un fluoròfor 

diferent. Les isoformes de cada mostra es poden analitzar de manera 

individual o combinada mitjançant un escàner de fluorescència i 

seleccionant els fluoròfors específics de cada mostra. Aquesta metodologia 

es va emprar per estudiar les possibles diferències de pI de les isoformes de 

l’LPL en diferents situacions fisiològiques (fred i dejuni/realimentació) per 

avançar en la caracterització funcional de l’enzim. Malauradament, al 

tractar-se de dues tesis que es van realitzar al mateix temps, la 2DE-DIGE 

no estava posada al punt en el moment d’analitzar les mostres de la 

present tesi.  

En aquest estudi hem corroborat que l’activitat LPL en la llet humana és 

molt elevada, tal i com es descriu en estudis previs [88]. El fet d’haver 

obtingut activitats LPL molt dispars en la llet humana pot haver estat 

degut a diferències en el moment de l’extracció de la llet. A diferència 

d’altres tipus de mostra, podem visualitzar l’LPL en un homogenat de llet 

mitjançant SDS-PAGE i WB, sense necessitat de purificar-la parcialment 

mitjançant la tècnica de la cromatografia d’afinitat a HS. Aquest fet, 

probablement és degut a l’elevada activitat LPL i a la baixa concentració de 

proteïna total present a la mostra de llet humana. En el PHP d’humans, 

també vàrem observar una elevada activitat LPL en la mostra però la 

concentració de proteïna total era més elevada que en el cas de la llet 

humana [202]. Suposem, doncs, que aquesta elevada activitat específica 

(activitat enzimàtica (mU)/quantitat de proteïna total (mg)) de l’LPL en la 

llet humana, comparada per exemple amb l’observada en el PHP 

d’humans, fa que puguem visualitzar l’enzim mitjançant WB sense 

necessitat de purificar-lo parcialment.  

 Hem descrit, per primera vegada, que existeixen almenys vuit 

isoformes de pI de l’LPL en la llet humana amb un rang que va del pH 

neutre al bàsic, essent les neutres les més abundants. Els patrons de les 

isoformes de pI de l’LPL en les quatre donants estudiades són similars. 

Això suggereix que el patró de les isoformes en la llet humana està 

altament conservat, com en el cas del PHP humà. A més es confirma que 

les isoformes no són degudes a variants al·lèliques (pel fet de trobar més de 

dues isoformes en cada donant) i que el seu origen, és molt probablement, 
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degut a PTM tal i com comentàvem en l’apartat 4.2.3 (discussió PHP 

d’humans). 

 Jensen et al. [89], van obtenir una activitat LPL en la llet de rata 

d’aproximadament 140 nano-equivalents d’àcids grassos/minut per mL. 

En l’estudi no especificaven el temps de maduració post-part de la llet. La 

comparaven amb l’activitat LPL en la llet humana, d’aproximadament 200 

nano-equivalents d’àcids grassos/minut per mL, obtinguda per Neville et 

al. [88]. Els valors obtinguts en ambdós estudis són del mateix ordre de 

magnitud i, per tant, les activitats LPL en les llets de les dues espècies eren 

comparables. En el nostre estudi, vam trobar una elevada activitat LPL en 

les llets d’ambdues espècies del mateix ordre de magnitud i, per tant, 

també concloem que són similars i comparables. Concretament, en 

l’espècie murina vam trobar una mitjana d’activitat LPL de 104 mU/mL i 

en la humana una mitjana de 113 mU/mL.  

L’activitat LPL trobada a la mostra d’ambdues llets en el seu pas a 

través de la columna d’HS és la mateixa, 20 mU/mL. Així com l’activitat 

LPL en l’homogenat d’ambdues espècies és similar, la concentració de 

proteïna total no ho és. L’homogenat de llet de rata presentava el doble de 

concentració de proteïna que la humana. Aquests resultats es troben en la 

línia dels publicats per Jensen (veure Taula 8.), en la llet de rata hi ha més 

proteïna que en la humana [252]. De manera que, com passa amb els PHP 

humans i a diferència de la llet humana, cal fer una purificació parcial de 

l’LPL de la llet de rata per a poder-la visualitzar mitjançant WB. Val a dir, 

que encara que en la llet de rata hi hagi més quantitat de greix que en la 

humana, aquest no pot ser el responsable de la no detecció d’LPL, 

mitjançant WB, en l’homogenat de llet de rata perquè ambdues mostres 

(llet de rata i humana) són deslipidades durant la preparació per a poder 

ser carregades a la columna d’HS (veure apartat 3.5).  

Taula 8. Composició de la llet humana, murina i bovina. Taula 

adaptada del llibre Handbook of Milk Composition de R.G. Jensen [252]. 

L’estudi d’aproximació a la caracterització funcional de les isoformes 

aprofitant el rol clau de l’LPL en l’alletament, ens ha permès ampliar 

l’estudi de distribució tissular de les isoformes de l’LPL en rates femella. 

D’aquesta manera, hem demostrat l’existència d’isoformes de pI i de MW 

aparent de l’LPL en la llet de rata. De les 10 isoformes observades en la llet 

de rata les que tenen una abundància relativa superior es troben en el 

rang de pH neutre-bàsic. La diferència de MW aparent entre ambdós 

conjunts d’isoformes (5 isoformes de pI per cada conjunt d’isoformes de 

MW) és d’aproximadament uns 6,3 kDa. Aquesta diferència de MW és 

similar a la trobada quan es deglicosila l’LPL de cor de rata [180] o de WAT 

de macaco [181]. Aquesta circumstància suggereix que la llet de rata 

Carbohidrats Vitamines i

(Lactosa) (%) Minerals (%)

Humana 4,5 1,1 6,8 0,2 12,6

Rata 14,8 11,3 2,9 1,5 31,7

Proteïna (%) Greix (%)Espècie Sòlids totals (%)
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presenta LPL altament glicosilada. A més, se sap que existeixen altres 

proteïnes amb isoformes de pI i de MW aparent, com per exemple 

l’adiponectina provinent de sèrum boví fetal on les isoformes de MW 

aparent són degudes a glicosilacions [253]. Caldrien futurs experiments 

deglicosilant l’LPL de la llet per contrastar aquesta hipòtesi. A part, se sap 

que en humans existeixen variants o isoformes de MW aparent de la BSSL 

degudes a diferents graus de glicosilació de la proteïna [254]. És conegut 

que la glicosilació en la BSSL facilita el transport i la preservació de les 

formes actives de l’enzim a l’estómac de l’infant influenciant en l’eficiència 

de la digestió i absorció lipídica, una font d’energia vital pels nounats [255]. 

Aquestes isoformes de la BSSL tenen una implicació funcional directa en 

l’alletament ja que el seu grau de glicosilació va variant durant, com a 

mínim, els sis primers mesos d’alletament, sobretot, durant el primer mes 

de vida [255]. En rata no es troba BSSL en la glàndula mamària alletant ni 

en la llet però sí en humans [225]. En la llet humana, doncs, no existeixen 

les isoformes de MW aparent de l’LPL però sí les de la BSSL. En canvi, la 

llet de rata no presenta BSSL i l’LPL està formada per isoformes de pI i de 

MW aparent. Si aquestes isoformes de MW aparent de l’LPL en la llet de 

rata fossin degudes a diferents glicosilacions, especulem que podrien tenir 

la mateixa implicació funcional que les isoformes de MW aparent de la 

BSSL en la llet humana i afavorir la preservació de l’activitat de l’enzim a 

l’estómac del nounat. 

 Alguns autors proposen que l’activitat LPL trobada a la llet és el 

resultat de l’excedent d’LPL existent en la glàndula mamària alletant [92] o 

bé procedeix de filtracions procedents de la mateixa glàndula [90, 91]. 

D’acord amb aquestes teories, i tenint en compte l’elevada activitat LPL que 

hem trobat a la llet de rata, no és d’estranyar que en la glàndula mamària 

alletant de rata també haguem obtingut una elevada activitat LPL. Ara bé, 

malgrat haver comprovat l’existència de 5 isoformes de pI de l’LPL en la 

glàndula mamària alletant (estant la més abundant en un pH neutre) amb 

un MW aparent esperat de 56,2 kDa, no hem trobat isoformes de diferent 

MW com en la llet i, a part, els pI de les isoformes de la glàndula mamària 

alletant no coincideixen amb els trobats a la llet (les isoformes són més 

bàsiques en la llet i més neutres en la glàndula mamària alletant). Aquests 

resultats suggereixen que l’LPL de la llet podria tenir algunes PTM com 

podria ser la glicosilació, entre d’altres. Hem de tenir en compte, també, 

que la glàndula mamària alletant analitzada encara contenia llet i que, 

malgrat aquesta circumstància, no hi hem trobat les isoformes de diferent 

MW aparent. Això, ens porta a plantejar que les possibles PTM es donarien 

en la transició de l’LPL de la glàndula a la llet o en la mateixa llet i no 

abans. Si es confirmés aquesta hipòtesi s’hauria d’intentar establir quines 

implicacions funcionals podria tenir aquest fet, ja que si l’LPL de la llet és 

només un excedent o una filtració no tindria gaire sentit a nivell fisiològic 

que l’organisme malbaratés energia en la seva modificació post-

traduccional.   

 Tenint en compte que, com ja hem comentat, l’LPL sintetitzada a les 

cèl·lules epitelials de la glàndula mamària alletant pot ser secretada a la 

llet o bé, dirigida a la superfície luminal de les cèl·lules endotelials dels 

capil·lars sanguinis [45], vam incloure el PHP de les rates alletants en 
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l’estudi de l’alletament. Hem descrit tres grups d’isoformes de diferent MW 

aparent (56,2; 58,5 i 64,2 kDa) amb diverses isoformes de pI cadascun en 

el PHP de les rates alletants. La nostra hipòtesi es basava en que en el PHP 

de les alletants hauríem de trobar representades, entre d’altres, les 

isoformes de la glàndula mamària alletant. No hem trobat totes les 

isoformes de pI de l’LPL de la glàndula mamària alletant en el PHP de les 

alletants, només dues de les cinc isoformes de la glàndula coincideixen, en 

pI i MW aparent, amb dues isoformes del PHP. Aquest fet pot ser degut a la 

presència, en el PHP, d’altres isoformes de l’LPL procedents d’altres teixits 

de l’organisme amb una quantitat relativa superior a les de la glàndula 

mamària de manera que, aquestes últimes, es troben en una menor 

concentració en el plasma i no es poden detectar mitjançant 2DE-WB. Una 

altra possible explicació, a aquesta no coincidència parcial, és que algunes 

isoformes de l’LPL en el plasma pateixen alguna o algunes PTM de manera 

que és molt complicat relacionar una isoforma del PHP amb el seu teixit 

d’origen.     

Tenint present que vàrem decidir explorar la possible existència 

d’isoformes de pI de l’LPL en el PHP de rates femella verges per comprovar 

possibles diferències amb el patró d’isoformes del PHP de les alletants, 

degudes principalment a l’aportació d’isoformes de l’LPL procedents de la 

glàndula mamària alletant, hem descrit fins a vuit isoformes situades en 

un rang d’entre 6,40 i 8,10 de pH amb un MW aparent de 56,2 kDa. A més 

també hem descrit dues isoformes a la banda més àcida del rang de pH 

amb un MW aparent de 62,5 kDa. Hem comprovat que existeixen 

diferències en el patró d’isoformes d’un mateix tipus de mostra, el PHP, en 

funció del context fisiològic (no alletant o verge vs. alletant). A més, si 

comparem els patrons d’isoformes de l’LPL de la glàndula mamària alletant 

i del PHP de les verges, comprovarem que, efectivament, en el PHP de les 

femelles verges no estan representades les isoformes de la glàndula 

mamària alletant. Aquest fet és lògic tenint en compte que la glàndula 

mamària alletant és un teixit només present en les femelles alletants. En 

les verges, aquest teixit mamari es troba transdiferenciat a WAT [256]. 

Seria interessant poder explorar el patró d’isoformes de l’LPL en el WAT 

mamari en les rates femella verges per comprovar si el patró és o no similar 

al de la glàndula mamària alletant.   

 Pensem que l’existència d’isoformes de diferent MW aparent de l’LPL 

al PHP de les rates alletants i verges es deu a diferents graus de 

glicosilacions, o a d’altres PTM, que ha patit la proteïna en el seu teixit de 

procedència o bé en el mateix plasma. Una d’aquestes possibles PTM 

podria ser la ubiquitinació ja que aquesta modificació pot provocar un 

increment en el MW aparent de més de 1000 Da [175] ja que la ubiqüitina 

té un MW aparent de 8,6 kDa. Ara bé, en el patró d’isoformes de l’LPL del 

PHP de les alletants existeix una major complexitat d’isoformes amb uns 

MW aparents més diversos que no pas en el PHP de les verges. Això, ens 

indica una major complexitat de les PTM en el cas de les rates alletants 

que en el de les verges, de manera que en l’alletament l’LPL possiblement 

està regulada de manera específica en teixits implicats en aquesta situació 

fisiològica com per exemple la glàndula mamària alletant. 
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4.2.6 Conclusions 

✓ No hem aconseguit la posada al punt de l’IEF per l’LPL probablement 

degut a les dificultats intrínseques de l’enfocament de proteïnes amb 

pI alcalí mitjançant aquest mètode. Per tant, no hem pogut realitzar 

un estudi comparatiu i simultani de les isoformes de pI de l’LPL de 

diferents individus i situacions fisiològiques mitjançant l’IEF. 

En humans 

✓ Suggerim que degut a l’elevada activitat específica de l’LPL present a 

la llet humana, és possible detectar la proteïna en l’homogenat de 

llet mitjançant SDS-PAGE i WB sense necessitat de purificar-la 

parcialment mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. Aquesta 

circumstància no es dona amb la llet de rata. 

✓ Hem comprovat, per primera vegada, que existeixen com a mínim 8 

isoformes de pI de l’LPL en la llet humana. 

✓ Hem confirmat que l’origen molecular de les isoformes de pI de l’LPL 

en humans no és degut a variacions al·lèliques i, per primera vegada 

en humans, que tampoc és multi-orgànic, ja que el patró observat en 

la llet, provinent d’una única glàndula mamària alletant i d’una sola 

donant, mostra més de dues isoformes de pI. Per tant, les isoformes 

de l’LPL en humans són probablement degudes a modificacions post-

traduccionals de la proteïna. Aquest fet ja s’havia demostrat en rata. 

En rata: Aproximació per la caracterització funcional (alletament) 

✓ Hem demostrat l’existència d’isoformes de pI i, també, de MW 

aparent en la llet de rata. Concretament, hi ha dos conjunts 

d’isoformes de pI (amb 5 isoformes cadascun) amb un MW aparent 

diferent, un és l’esperat per l’LPL (56,2 kDa) i l’altre és un 10% 

superior (62,5 kDa). Les isoformes amb un MW aparent superior 

podrien ser degudes a diferents graus de glicosilació de l’LPL. 

✓ Hem comprovat l’existència de, com a mínim, 5 isoformes de pI de 

l’LPL en la glàndula mamària de rata alletant. Sorprenentment, no 

s’ha trobat cap isoforma de MW aparent com en el cas de la llet. 

✓ Els patrons d’isoformes de l’LPL obtinguts en la llet i en el seu teixit 

de procedència, la glàndula mamària alletant, són diferents. 

Suggerim que l’LPL deu patir alguna o algunes modificacions post-

traduccionals en la mateixa llet o durant la secreció de l’enzim des 

de la glàndula mamària alletant. 

✓ Hem demostrat que existeixen isoformes de pI i, també, de MW 

aparent en el PHP de rates femella (alletants i verges). Els patrons 

d’isoformes obtinguts són diferents entre ambdues condicions 

fisiològiques. El fet de trobar fins a 3 conjunts d’isoformes de pI amb 

MW aparent diferent en el PHP de les rates alletants podria ser degut 
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a que, en l’alletament, existeix una major complexitat en les 

possibles modificacions post-traduccionals de l’LPL. Aquest resultat 

suggereix la diversitat funcional de les isoformes de l’enzim, que fa 

que el patró es reguli segons les condicions fisiològiques. 
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4.3 ESTUDI PATOLÒGIC: OBESITAT I LIPOPROTEÏNA LIPASA 

Arribats a aquest punt de la tesi ja havíem descrit en humans la presència 

d’isoformes de pI de l’LPL en el PHP i en la llet materna. A partir de les 

dades obtingudes prèviament en diferents teixits (cor, WAT, BAT, etc.) i 

espècies (rata i macaco) en el nostre grup de recerca, esperàvem que el 

WAT humà presentés isoformes de l’LPL. 

La possible presència d’isoformes de pI de l’LPL en aquest teixit ens 

permetria seguir avançant de manera indirecta en la caracterització 

funcional de l’enzim. Així com vàrem escollir l’alletament per tractar-se 

d’una situació fisiològica en la qual l’LPL té un rol important, vàrem escollir 

l’obesitat, una situació patològica en aquest cas, pel mateix motiu. El WAT 

escollit va ser el subcutani ja que va resultar l’únic adipós que vam poder 

obtenir d’individus control o normopès. A més, encara que en el procés de 

recollida de mostres demanàvem tant homes com dones, només vàrem 

obtenir scWAT de dones control de manera que, finalment, vam realitzar 

l’estudi amb el gènere femení. Per tant, l’aproximació per la caracterització 

funcional de les isoformes de l’LPL la vam començar amb l’estudi 

comparatiu de les mateixes en l’scWAT de dones normopès i obeses 

mòrbides. No obstant, l’scWAT no és el WAT associat als estudis de 

l’obesitat, és el vWAT [188, 189]. Degut a la impossibilitat d’obtenir vWAT 

de dones normopès, vàrem decidir ampliar el nostre estudi a models 

murins d’obesitat per assegurar una aproximació més acurada per la 

caracterització funcional de les isoformes en l’obesitat. Concretament, 

vàrem emprar el model d’inducció d’obesitat per dieta de cafeteria amb 

rates Wistar i el model d’inducció d’obesitat per modificació genètica amb 

rates Zucker. 

L’obesitat és una malaltia crònica que forma part de la síndrome 

metabòlica i en la qual estan associats diversos factors: ambientals, 

genètics i metabòlics. La distribució dels lípids a l’organisme està regulada 

per l’expressió específica de teixit de l’LPL. Models murins de deleció o 

sobreexpressió d’LPL per estudiar la regulació específica de teixit d’aquest 

enzim han atorgat un rol molt important a l’LPL en la regulació del pes 

corporal i la seva composició [12]. Estudis en humans també han mostrat 

evidències que indiquen que el gen que codifica l’LPL és clau en l’obesitat 

[12]. El teixit adipós pot sintetitzar àcids grassos de novo o bé captar-los 

mitjançant l’LPL que hidrolitza els TAG de les TRL que circulen per la sang. 

Aquesta última opció preferencialment serveix per l’emmagatzematge de 

lípids en el teixit adipós tal i com ja va postular Hollenberg l’any 1966 

[257]. L’LPL és doncs considerada un enzim clau en la iniciació i/o el 

desenvolupament de l’obesitat. La capacitat de modificar selectivament 

l’LPL al múscul esquelètic i/o al teixit adipós pot influenciar cap a un 

determinat pes corporal i composició [12].  

En estudis en murins podem induir l’obesitat mitjançant la dieta de 

cafeteria. Aquest model experimental murí per induir l’obesitat s’ha 

postulat com el més robust per poder fer estudis comparatius amb la 

síndrome metabòlica humana [188]. En aquest model, als animals se’ls 

permet lliure accés al pinso estàndard i a l’aigua i, a més, se’ls ofereix ad 

libitum menjar humà poc saludable (altament apetitós i molt energètic). 
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Aquesta dieta promou la hiperfàgia i, per tant, un ràpid augment de pes, 

un increment dels paquets de greix i un augment dels paràmetres 

prediabètics com la intolerància a la glucosa i la resistència a la insulina. 

Una lleu inflamació sistèmica crònica pot jugar una paper molt important 

en la síndrome metabòlica. Aquesta dieta indueix inflamació al fetge i als 

teixits adiposos blancs i marró, fent-la encara més robusta per a escollir-la 

com a model d’estudi de l’obesitat.   

Un altre model diferent, és el de l’obesitat induïda per modificació 

genètica. En aquest cas, les rates Zucker són les més utilitzades per a 

estudis d’obesitat genètica. Les rates Zucker obeses tenen una mutació en 

el gen del receptor de la leptina (leprfa) que causa obesitat en les rates 

homozigotes per aquesta mutació [194]. La leptina, hormona reguladora 

del balanç energètic, es sintetitza al teixit adipós i quan és alliberada a la 

circulació sanguínia ho fa de manera proporcional a la quantitat de lípids 

emmagatzemats al teixit adipós. Al cervell, interacciona amb els seus 

receptors produint una disminució de la ingesta i un augment de la 

despesa energètica. Aquests animals, a part de l’obesitat, presenten 

alteracions endocrines similars a les que apareixen en la síndrome 

metabòlica humana: insulinoresistència, dislipidèmia, hiperinsulinèmia, 

hiperfàgia, etc. [194]. La hipertensió o la hiperglucèmia no es consideren 

característiques de les rates Zucker obeses, tot i que a la literatura podem 

trobar moltes contradiccions [194]. Les rates Zucker obeses o fatty (fa/fa) 

desenvolupen hiperplàsia i hipertròfia dels adipòcits del WAT a diferència 

de les Zucker primes o lean (Fa/+) [194, 258, 259]. Alguns estudis 

indiquen que l’augment de l’activitat LPL en el teixit adipós durant els 

primers dies d’edat de les rates obeses podria ser una de les primeres 

lesions relacionades amb el gen leprfa [194, 260, 261]. L’augment d’activitat 

d’aquest enzim podria correlacionar-se amb l’augment de la captura de 

TAG per part del WAT [194, 260, 262]. Aquest increment d’activitat 

promouria la hiperfàgia i conduiria a l’obesitat [194, 263]. No obstant, hi 

ha altres estudis que indiquen que no existeix cap implicació directa entre 

l’augment d’activitat LPL i el gen leprfa, ja que en rates induïdes 

nutricionalment a l’obesitat també s’hi observa un augment  [259]. 
 

4.3.1 Objectius 

Primerament, havíem de determinar si en WAT humà, així com el nostre 

grup havia descrit en d’altres mamífers [181], l’LPL està formada per un 

conjunt d’isoformes de pI. Si es confirmava aquesta circumstància, 

preteníem continuar amb la caracterització funcional de les isoformes de 

l’LPL mitjançant dues aproximacions. 

Per un costat l’estudi indirecte en la situació d’obesitat, ja que es 

coneix que l’activitat LPL al WAT varia en aquesta patologia, i vàrem voler 

determinar si també variava el patró d’isoformes. A més de l’estudi en 

humans, vàrem ampliar aquesta caracterització funcional de les isoformes 

de l’LPL amb dos models murins d’obesitat induïda (per dieta de cafeteria i  

per modificació genètica).  

A part d’aquesta aproximació funcional indirecta, preteníem abordar 

un estudi funcional directe per avaluar si totes les isoformes de l’LPL 
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presenten o no activitat lipolítica. Per dur-lo a terme, havíem de posar al 

punt el mètode Activity-based protein profiling (ABPP) o, com l’hem 

anomenat en aquesta tesi, mètode del substrat suïcida (SS) per a lipases.  

A continuació es detallen els objectius que ens plantejàvem: 

En WAT humà  

• Conèixer si el WAT subcutani d’humans presenta isoformes de pI 

de l’LPL. 

En WAT de rata 

• Conèixer si el WAT retroperitoneal de rata presenta isoformes de 

pI de l’LPL. 

Aproximació per la caracterització funcional indirecta (obesitat) i 

estudi directe de l’activitat enzimàtica de les isoformes 

• En cas de presència d’isoformes de l’LPL al WAT d’humans i de 

rates, establir si existeixen diferències en el patró d’isoformes en 

l’obesitat. Preteníem realitzar l’aproximació per la caracterització 

funcional indirecta de les isoformes comparant els patrons 

d’isoformes de: 

o Dones obeses mòrbides vs dones controls normopès 

o Rates obeses per dieta de cafeteria vs controls amb dieta 

normal (Wistar) 

o Rates obeses per modificació genètica (Zucker fafa) vs 

controls primes (Zucker lean) 

• A més, essent els dos primers objectius certs, estudiar la possible 

activitat enzimàtica de cada isoforma per separat (aplicació del 

mètode del substrat suïcida). 
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4.3.2 Obesitat mòrbida en humanes 

La síndrome metabòlica en humans es defineix com una combinació de, 

com a mínim, tres de les següents característiques: obesitat central, alts 

nivells de TAG en sèrum, baixos nivells d’HDL en sèrum, nivells elevats de 

colesterol, hipertensió i elevats nivells de glucèmia en dejuni o basal [1]. 

L’obesitat es defineix com una malaltia sistèmica que mostra acumulació 

excessiva de greix en el cos comportant això una sèrie d’efectes nocius per 

la salut. En humans, l’obesitat mòrbida es classifica com a obesitat de 

classe III amb un BMI superior a 40 kg/m2 (veure Taula 4.).  

Les dones obeses estudiades en aquest projecte presenten algunes 

comorbiditats associades a l’obesitat mòrbida que pateixen, com per 

exemple: hipertensió, DM tipus 2, apnea obstructiva del son, esteatosi 

hepàtica, esteatohepatitis, malalties cardiovasculars, dislipidèmies, etc. Els 

seus BMI són tots superiors a 40 kg/m2. Segons la classificació EOSS 

(veure apartat 1.2.2), en el qual s’avalua l’impacte de l’obesitat en els 

individus, les voluntàries estudiades es classifiquen en els estadis 2 o 3 de 

severitat. En aquests estadis els pacients són candidats a una intervenció 

quirúrgica per l’obesitat mòrbida que pateixen. Segons la classificació 

KOSC (veure apartat 1.2.2), en el qual s’analitzen 12 aspectes relacionats 

amb les morbiditats associades a l’obesitat, les voluntàries estudiades es 

classifiquen en l’estadi 2 amb una puntuació diferent segons cada 

voluntària. La majoria de les dones obeses estudiades presenten síndrome 

metabòlica.  

El teixit que vàrem utilitzar pels experiments d’obesitat en humanes, 

com ja hem comentat, va ser l’scWAT ja que era el més fàcil d’obtenir en 

humans control. S’aprofitava la cirurgia estètica per agafar una mica de 

teixit del voluntari. Com hem dit en el punt 3.2.3, vàrem obtenir l’scWAT 

abdominal dels voluntaris control quan aquests varen ser sotmesos a una 

liposucció abdominal o a una abdominoplàstia i l’scWAT abdominal dels 

voluntaris obesos quan aquests varen ser sotmesos a cirurgia bariàtrica.  

Com ja s’ha comentat en la introducció de l’apartat 4.3, en els 

criteris d’inclusió de l’estudi demanàvem tant homes com dones. Ara bé, 

un cop finalitzat el temps de recollida de mostres, no vàrem obtenir cap 

voluntari home control. Per aquest motiu, vàrem decidir realitzar tot 

l’estudi en dones i no afegir la variabilitat del gènere. 

D’altra banda, per a l’estudi de l’activitat funcional de cada isoforma 

vàrem posar al punt el mètode de l’SS aplicat a l’LPL. Tot seguit, es descriu 

la posada al punt d’aquest mètode a fi de poder comprendre millor els 

resultats que es presenten més endavant sobre aquest estudi funcional. 

4.3.2.1 Substrat suïcida / Activity-based protein profiling 

L’anàlisi global de canvis en la transcripció i/o traducció dels gens 

mitjançant aproximacions genòmiques o proteòmiques basades en 

l’abundància d’un transcrit o una proteïna proporciona informació 

indirecta sobre la funció de les mateixes, ja que els nivells d’mRNA no 

tenen perquè correlacionar amb l’abundància d’una proteïna i aquesta 

abundància tampoc necessàriament correlaciona amb l’activitat de la 
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proteïna [264]. Es necessiten, doncs, altres mètodes per poder estudiar de 

manera directa la funció de les proteïnes. El mètode de l’SS, és un mètode 

proteòmic basat en l’activitat de les proteïnes amb el qual es pot analitzar 

de manera directa la funció d’una proteïna. Aquest mètode, originalment, 

es va desenvolupar i aplicar a proteomes sencers de teixits diferents per 

comparar l’activitat lipolítica de totes les lipases presents. Nosaltres, vam 

adaptar el mètode per estudiar l’LPL purificada parcialment a partir d’una 

cromatografia d’afinitat a HS (veure apartat 3.5). L’adaptació d’aquest 

mètode s’ha basat en diferents articles publicats, principalment, en els 

estudis del Dr. Albin Hermetter (Institute of Biochemistry, Graz, Àustria).  

Mitjançant aquest mètode volíem realitzar un estudi funcional de les 

isoformes de l’LPL. Aquest mètode permetria conèixer si totes les isoformes 

presenten activitat enzimàtica i si l’activitat canvia depenent de la situació 

fisiològica o patològica de l’organisme, de manera que ens ajudaria a 

avançar en la caracterització funcional de les isoformes de l’LPL.  

A continuació es detalla la tècnica emprada ja posada al punt per l’LPL 

com si fos un apartat de materials i mètodes i, tot seguit, es descriuen els 

assajos principals per a la seva posada al punt. 

A) Mètode del substrat suïcida 

Fonament del mètode 

Aquesta tècnica és essencial per poder estudiar l’activitat dels enzims en 

proteomes complexos i entre les seves aplicacions podríem destacar la 

caracterització de l’activitat enzimàtica, el descobriment d’inhibidors 

enzimàtics, la visualització per imatges in vivo o in vitro de l’activitat 

enzimàtica o l’estudi d’aquesta activitat en relació a algunes malalties o 

situacions fisiològiques [265, 266].  

La idea principal és poder visualitzar només la forma activa dels 

enzims mitjançant sondes químiques, anomenades sondes basades en 

activitat (ABP), que són reconegudes pel centre actiu de l’enzim com un 

substrat i que, quan l’enzim actua sobre ells, s’hi uneixen de forma 

covalent, inactivant-lo. D’aquí el nom d’SS (veure Figura 48.). Aquesta 

reacció és, doncs, estequiomètrica, específica i irreversible [267]. Aquestes 

sondes, a més, disposen d’un grup químic (sovint un fluoròfor) que és fàcil 

de detectar i quantificar. Es va descriure per primera vegada una ABP 

radioactiva contra esterases l’any 1961 [268] i, d’ençà, s’han desenvolupat 

un gran nombre de sondes contra diferents famílies d’enzims. Les ABP 

consten de 3 elements fonamentals (veure Figura 48.): (i) el grup reactiu 

(GR) que, com indica el seu nom, reacciona amb el centre actiu de l’enzim 

diana, (ii) l’element de reconeixement (ER) que és reconegut per l’enzim 

diana o per una família enzimàtica i (iii) l’agent de detecció (tag) que permet 

la visualització o reconeixement de l’enzim [264-266, 269, 270].  
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En el centre actiu dels enzims lipolítics o serina hidrolases es troba 

típicament una tríada catalítica formada per una serina, una histidina i un 

aspàrtic o un glutamat (Ser-His-(Asp/Glu)) [264, 266] (veure Figura 48.). 

La serina és nucleofílica i el seu grup reactiu és un hidroxil que, quan 

l’enzim és actiu, reacciona de manera covalent amb el grup reactiu de la 

sonda [266, 270]. En les sondes per lipases, el grup reactiu és un fosfonat i 

quan esdevé la reacció el producte resultant és el grup p-nitrofenol o 

fluorur [264, 266, 270]. La inhibició irreversible de l’enzim és causada pel 

canvi nucleofílic del grup p-nitrofenol de la sonda amb el centre actiu 

serina nucleofílic [264]. 

Figura 48. Esquema de la reacció d’un substrat suïcida amb un enzim 
serina hidrolasa. La sonda que conté el GR, l’ER i el tag fluorescent, és 

capturada per un enzim actiu que té exposat la tríada catalítica. Aleshores, 

té lloc la reacció química donant lloc a: (i) l’enzim inactivat de manera 

irreversible i formant una unió covalent i estable amb part de la sonda 

fluorescent i (ii) el producte p-nitrofenol del GR de la sonda. (Adaptat de 

Birner-Gruenberger i col. [264] i de Schicher i col. [270])   

Figura 49. Estructura química de la sonda fluorescent NBD-D-HP. 

Sonda que reacciona amb les serina hidrolases. El tag, encerclat en blau, 

és l’NBD i té una λ d’excitació màxima a 488 nm i una λ d’emissió màxima 

a 530 nm [266, 270]. 
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L’ABP utilitzada en aquesta tesi ha estat cedida pel Dr. Albin Hermetter i 

és l’NBD-D-HP (fórmula molecular C30H44N5O8P) (veure Figura 49.). És 

una sonda fluorescent que mimetitza un èster d’àcid carboxílic 

monocatenari i que reacciona amb els enzims de la família de les lipases 

[270]. El tag fluorescent és l’NBD (N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-

il)amina) i té l’avantatge d’ésser una molècula petita i no estar carregada, 

de manera que no interfereix en l’isoelectronfocament que ens interessa 

realitzar posteriorment per tal de separar les isoformes de l’LPL. Aquest tag 

és hidrofòbic i, això, també és beneficiós pel reconeixement de la sonda per 

part de l’enzim lipolític ja que aquest és específic per substrats hidrofòbics 

[264, 266]. 

Reactius i aparells 

La sonda fluorescent o SS arriba assecada en vials de vidre protegits de la 

llum a temperatura ambient i, en el laboratori, es fan alíquotes de 10 nmol 

de sonda assecada en vials de vidre de 3 mL amb tap de tefló. Aquestes 

alíquotes s’assequen en nitrogen gas i s’emmagatzemen protegides de la 

llum dins una caixa opaca a -20ºC. 

Aparells 

 Escàner làser Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) del Servei de 

Proteòmica de la Fundació Institut d’Investigació Biomèdica de 

Bellvitge (IDIBELL). 

Reactius    

Els tampons i solucions es van preparar amb aigua Milli-Q (Millipore): 

 Cloroform (Scharlau). 

 Solució de Tritó X-100 en cloroform. 

- Tritó X-100 (Sigma)       10 mM 

- Cloroform (Scharlau) 

 TCA (Panreac).       20% (v/v) 

 Acetona (Panreac). 

 Tampó de mostres x4 (Sample buffer, SBx4). 

- Tris base pH=6,8 (Roche Diagnostics)    250 mM 

- Glicerol (Panreac)       40% (v/v) 

- SDS (Merck)        8% (p/v) 

- Blau de bromofenol (Sigma)     traces 

- DTT (Plus One DTT, GE Healthcare)    600 mM 

NOTA: el DTT s’afegeix en el moment d’utilitzar-lo. 

 Tampó de rehidratació amb IPG buffer (Rehydratation buffer). 

- Urea (GE Healthcare)       7 M 

- Tiourea (GE Healthcare)      2 M 
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- CHAPS (Sigma)       2% (p/v) 

- Blau de bromofenol (Sigma)     traces 

- IPG buffer (del mateix rang de pH que la tira)  

(GE Healthcare)       0,5% (v/v) 

- DTT (Plus One DTT, GE Healthcare)    18 mM 

- DeStreak (GE Healthcare)      1,2% (v/v) 

NOTA: el DTT (per les mostres) o el DeStreak (per les tires) 

s’afegeixen en el moment d’utilitzar-lo. 

 Solució de fixació. 

- Àcid acètic glacial (Panreac)     7,5% (v/v) 

- Etanol absolut (Panreac)      10% (v/v) 

Procediment 

Preparació de la mostra 

La mostra emprada consistia en l’eluït d’una cromatografia d’afinitat a HS 

(columna mitjana d’aproximadament 5 mL d’HS) (veure apartat 3.5), és a 

dir, d’LPL purificada parcialment procedent d’un homogenat de teixit de 

mamífer. En el perfil d’activitat LPL d’una columna mitjana típica s’observa 

el pic màxim d’activitat enzimàtica entre la tercera i la cinquena fracció de 

l’eluït. Per dur a terme l’experiment de l’SS es va utilitzar la quarta fracció 

de l’eluït o, si calia més volum de mostra, també es van utilitzar la tercera 

i/o cinquena fracció.  

Tot el procediment a partir d’aquest punt es realitzava com més a les 

fosques millor, sobretot evitant l’ús de llum artificial (incandescent, 

halògena o, sobretot, fluorescent), per evitar la degradació del fluoròfor de 

l’SS. 

Preparació de la sonda fluorescent  

A la campana d’extracció de gasos, es va preparar la solució de Tritó X-100 

en cloroform en un vial de vidre de 3 mL amb tap de tefló. Seguidament, es 

va resuspendre amb 100 µL de cloroform un vial de vidre de 3 mL amb tap 

de tefló que contenia 10 nmol d’SS assecats amb nitrogen gas i, tot seguit 

per evitar la ràpida evaporació del cloroform, es van afegir 100 µL de la 

solució de tritó. Es va vortejar el vial i es va assecar amb nitrogen gas. Es 

va mantenir el vial protegit de la llum i a temperatura ambient fins el 

moment d’inici de la incubació amb la mostra. 

Assaig 

a) Elució de la mostra 

- Un cop es va tenir preparada la sonda es va començar a passar el 

tampó d’eluït d’1,50 M NaCl per la columna d’HS on, el dia anterior, 

va ser passat l’homogenat de la mostra a analitzar i el tampó de 

rentat de 0,75 M NaCl. La cromatografia d’afinitat es va realitzar en 

dos dies pel fet que l’experiment de l’SS, comptant des del moment 
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de la preparació de la sonda fins al final, té una durada aproximada 

de 12 hores. Per això, es va deixar durant la nit l’LPL unida a l’HS on 

la seva activitat es manté estable. 

b) Incubació amb la sonda 

- Un cop va eluir la quarta fracció, es va mantenir en gel a 4ºC i, 

ràpidament, per evitar la disminució de l’activitat LPL, 1 mL 

d’aquesta fracció es va afegir al vial de la sonda fluorescent preparat 

amb antelació (veure apartat Preparació de la sonda fluorescent). 

- Es va vortejar i, protegit de la llum, es va incubar durant 1 h a 25ºC 

en un bany d’aigua.  

c) Precipitació proteïnes 

- Després de la incubació, i mantenint a partir d’ara la mostra sempre 

en gel, es va traspassar la mostra a un tub Eppendorf de 2 mL i es 

va procedir a precipitar les proteïnes amb TCA fred (4ºC) gota a gota 

sobre la mostra amb agitació moderada. Es va aplicar el volum 

necessari de TCA al 20% per tal de que la proporció de mostra i TCA 

20% fos 3:1 (v:v), és a dir, tenint al final el TCA al 5% (p/v). Aquest 

és un pas crític i s’ha de ser especialment curós.  

- El tub Eppendorf es va col·locar en un orbital vertical durant 1 h a 

4ºC.  

- Es va centrifugar (16.000 g, 10 minuts, 4ºC) i es va descartar el 

sobrenedant. S’ha de tenir en compte que moltes vegades, per la 

poca quantitat de proteïna precipitada, no es visualitza cap 

precipitat (pellet) en el tub. Una manera senzilla de saber on es situa 

aquest pellet invisible en el tub Eppendorf és centrifugar el tub 

sempre seguint la mateixa orientació en referència al centre del 

rotor. Per tant, es recomana especial cura en les successives 

retirades de sobrenedant situant la punta de la pipeta a l’extrem 

contrari del pellet. 

- Es van fer dos rentats amb 1 mL de TCA fred (5% p/v), per eliminar 

restes de sals, centrifugant (16.000 g, 5 minuts, 4ºC) i eliminant el 

sobrenedant després de cada rentat.  

- Finalment, es va fer un últim rentat amb acetona freda (-20ºC), per 

eliminar les restes de TCA, centrifugant (16.000 g, 1 minut, 4ºC) i 

després d’eliminar el sobrenedant es va deixar assecar el precipitat 

amb el tap del tub obert a la campana d’extracció de gasos i a 

temperatura ambient uns 5 minuts.  

- Per acabar, el precipitat es va resolubilitzar amb 50 µL de tampó 

SBx4 (1DE) o de tampó de rehidratació (2DE) amb DTT i es va 

sonicar alternant 5 segons de sonicació en fred (amplitud 30%, 

sonicador UPH100, Hielscher Ultrasònics) i 5 segons de repòs en 

fred repetint el cicle 6 vegades. 

d) Desenvolupament 1DE o 2DE 

- Arribats a aquest punt i un cop es té precipitada la proteïna de la 

mostra, el procediment era el mateix que es segueix en qualsevol 

1DE o 2DE (veure apartats 3.7.1 i 3.7.2). L’única precaució que calia 

prendre era la protecció lumínica de la mostra el màxim possible 
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durant tot el procés, ja fos evitant l’ús de llum artificial o utilitzant 

paper d’alumini o tapes opaques.  

e) Fixació proteïnes i detecció fluorescència 

- Tant si es va realitzar 1DE o 2DE al final s’obtenia un gel de 

poliacrilamida amb les proteïnes separades segons el seu MW 

aparent i, en el cas de la 2DE també separades segons el seu pI. Es 

van fixar les proteïnes al gel amb 100 mL de solució de fixació en un 

recipient de vidre hermètic i es va deixar a temperatura ambient i 

protegit de la llum fins al moment de la lectura.  

- Finalment, el gel va ser escanejat a una resolució de 100 µm amb 

l’escàner làser. La detecció de la fluorescència de l’NBD es va dur a 

terme utilitzant una λ d’excitació a 473 nm i una λ d’emissió a 532 

nm. 

B) Adaptació del mètode del substrat suïcida 

➢ Aplicació de la tècnica en homogenats de teixits 

Primer assaig 

Partint dels experiments d’Hermetter [269] es va realitzar un primer assaig 

del mètode de l’SS aplicat a homogenats de diversos teixits: cor, fetge i 

eWAT de rata mascle i llet humana (veure Figura 50.). Es va realitzar una 

1DE i es va visualitzar amb l’escàner làser Fujifilm Luminescent image 

analyzer 3000 (LAS-3000) del Departament de Bioquímica i Biomedicina 

Molecular de la Facultat de Biologia (Universitat de Barcelona). Aquest 

aparell no té una gran sensibilitat però per una primera aproximació al 

mètode era suficient.  

Figura 50. Aplicació de la tècnica del substrat suïcida per a lipases en 

homogenats de teixit. 1DE de diversos teixits de rata mascle i de llet 

humana incubats en presència d’SS (+SS) o no (-SS) per a lipases. La 

incubació, amb o sense SS, va ser a 37ºC i durant 2 h sota protecció 

lumínica. Fluorescència visualitzada amb l’escàner làser LAS-3000 
utilitzant un làser blau (λ 470 nm) i un filtre 510DF10 per a llum blava. 

Totes les mostres segueixen la relació següent: per cada 50 µg de proteïna 

s’incuba amb 0,5 nmol de sonda fluorescent. MWM, patró de pesos 

moleculars. MW = Pes molecular aparent. 
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Val a dir que les proteïnes que es puguin visualitzar en un homogenat de 

teixit (tant pel mètode de l’SS, com per WB o per Tinció amb plata) seran 

les majoritàries en aquell teixit, les minoritàries (com l’LPL) no es podran 

visualitzar a no ser que s’enriqueixi la mostra per una o unes proteïnes 

determinades utilitzant, per exemple, una cromatografia d’afinitat o 

d’exclusió. 

En el primer assaig els homogenats van ser incubats 2 hores a 37ºC 

amb l’SS (veure imatge esquerra Figura 50.), i les bandes que s’observen 

poden ser lipases que romanien actives en l’homogenat en el moment de la 

incubació o proteïnes amb autofluorescència. En aquest mateix primer 

assaig (veure imatge dreta Figura 50.), els homogenats també van ser 

incubats sense SS i, les bandes que s’observen, són només 

l’autofluorescència de les proteïnes dels homogenats. 

Si s’analitzen les bandes teixit per teixit s’observa que: (i) els 

homogenats de cor i de llet no tenen lipases majoritàries actives ja que 

sense SS s’observen les mateixes bandes que amb la presència de l’SS, (ii) 

l’homogenat de fetge conté moltes proteïnes amb autofluorescència però hi 

ha una lipasa majoritària activa i autofluorescent alhora que es pot 

visualitzar de manera molt marcada amb l’SS i que, en canvi, sense l’SS la 

seva intensitat lumínica és molt menor i equiparable a les altres proteïnes 

autofluorescents, i (iii) l’homogenat d’adipós no té proteïnes 

autofluorescents però sí una lipasa majoritària activa sense 

autofluorescència. 

El marcador de MW (MWM) conté dues proteïnes amb 

autofluorescència, a 25 i 75 kDa, que es poden visualitzar a la mateixa 

longitud d’ona d’emissió i excitació que el tag de la nostra sonda. També es 

pot observar en la part superior del primer carril de l’MWM del gel incubat 

amb SS un quadrat fluorescent. Es tracta d’un paper Whatmann de 0,5 x 

0,5 cm amb 1 µL de sonda en cloroform i tritó col·locat directament a sobre 

del gel en el moment de la visualització en l’escàner làser. Es va utilitzar 

com a control positiu de la fluorescència de la sonda. 

Amb aquest primer assaig es va poder: (i) testar la sonda fluorescent 

cedida pel Dr. Hermetter i (ii) reproduir el mètode en el nostre laboratori. 

Per poder aplicar aquest mètode a l’LPL calien fer alguns canvis en el 

procediment. És conegut que un cop s’elueix l’LPL de la columna d’HS 

aquesta té una activitat elevada però que decau en qüestió de minuts si no 

s’estabilitza amb alguna proteïna (com ara BSA 1 mg/mL, concentració 

final) [201]. També es coneix que el NaCl disminueix l’activitat LPL de 

manera que a concentracions superiors a 2,5 M l’activitat pot quedar 

inhibida [271]. Com ja s’ha explicat amb anterioritat (veure apartat 3.4), al 

valorar l’activitat LPL pel mètode radioquímic cal estabilitzar-la amb BSA. 

En la incubació del substrat amb l’LPL en el mètode radioquímic la 

concentració final de NaCl és de 0,16 M. Per estudiar l’activitat LPL pel 

mètode de l’SS s’utilitzarien les fraccions eluïdes de la columna d’HS que 

es troben a una concentració d’1,50 M d’NaCl. 
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Segon assaig 

Es plantejà un segon assaig (veure Figura 51.), per estudiar d’una banda 

l’estabilitat de l’activitat lipolítica de les lipases en tampó d’eluït de 

columna d’HS (NaCl 1,50 M i 30% glicerol) diluït 1/3 pel mètode de l’SS i 

de l’altra estudiar l’activitat esterasa de la BSA [272-274]. S’utilitzà eWAT 

en comptes d’rWAT per reservar aquest teixit per a les proves finals. 

El primer objectiu d’aquest segon assaig era comprovar si l’SS continuava 

essent tan eficient per detectar l’acció lipolítica de les lipases en aquestes 

condicions. Com s’observa en la imatge de fluorescència de la Figura 51., 

tant en absència com en presència de tampó d’eluït diluït 1/3, si s’incuba 

amb l’SS es veu una banda que correspon a alguna lipasa majoritària 

activa. Aquest fet demostra que el tampó d’eluït a una concentració de sals 

superior a la del mètode radioquímic (0,16 M en el radioquímic i 0,50 M en 

el de l’SS) no interfereix en l’acció lipolítica de les lipases. Es torna a repetir 

en aquest experiment el mateix resultat a l’observat en el primer assaig 

(veure Figura 50.), el teixit adipós no conté proteïnes autofluorescents ja 

que sense la incubació amb l’SS no es visualitza cap banda.  

Figura 51. Estudi de l’activitat esterasa de la BSA i de l’estabilitat de 

l’activitat lipolítica de les lipases en tampó d’eluïts de cromatografia 

d’afinitat d’heparina-Sepharose pel mètode del substrat suïcida. 1DE 

de BSA (100 µg) i d’homogenat d’eWAT de rata (100 µg) incubats amb (+) i 

sense (-) SS, a 37ºC i 2 h sota protecció lumínica, i, en el cas de l’eWAT 
també amb (+) i sense (-) tampó d’eluït (concentració final 0,50M NaCl i 

10% glicerol). La imatge de l’esquerra ens mostra la fluorescència del gel 

(visualitzada amb l’escàner làser LAS-3000 utilitzant un làser blau (λ 470 

nm) i un filtre 510DF10 per llum blava) i la imatge de la dreta és el mateix 

gel tenyit posteriorment amb plata. En tots els casos, per cada 50 µg de 

proteïna s’incuba amb 0,5 nmol de sonda fluorescent. MWM, patró de 
pesos moleculars. MW = Pes molecular aparent. 

Segons la bibliografia [272-274], la BSA té activitat esterasa i, per aquest 

motiu, en el mateix experiment s’estudià un segon objectiu: si la BSA 

podria actuar sobre l’SS. Es van carregar 100 µg de BSA per carril tenint 

en compte que: (i) en una alíquota de l’eluït de columna d’HS s’hi afegeixen 

50 µg de BSA per estabilitzar l’activitat LPL i poder-la valorar i, (ii) si es 

necessités coprecipitar la BSA amb mostra procedent d’eluït de columna 
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d’HS per realitzar una 2DE, com a màxim, la quantitat de BSA hauria de 

ser 125 µg (per tira d’IEF es carreguen un màxim de 300 µg de proteïna). 

Com es veu en la imatge de fluorescència de la Figura 51. l’acció esterasa 

de la BSA actua sobre l’SS donat que es veu una banda en el carril de la 

incubació amb SS. També s’observa que la BSA no té autofluorescència 

perquè no hi ha cap senyal en el carril de la incubació sense SS. 

Després de la visualització per l’escàner làser es va procedir a tenyir 

les proteïnes del gel amb plata (veure apartat 3.7.3) i el resultat és el que 

s’observa a la imatge del gel tenyit de la Figura 51.. Aquesta tinció, serveix 

com a control de l’assaig ja que permet detectar si hi ha hagut algun 

problema amb la precipitació d’alguna mostra o bé aquesta no ha migrat 

bé en el gel durant l’SDS-PAGE. Com s’observa en la imatge totes les 

mostres es van precipitar de manera correcta i en els carrils sense incubar 

amb l’SS (on per fluorescència no es visualitzava res) apareixen les 

mateixes bandes que en els seus carrils homòlegs incubats amb SS.   

Amb aquest segon assaig s’obtenen dues conclusions importants per 

l’adaptació del mètode: (i) es poden incubar amb SS les fraccions eluïdes de 

la cromatografia d’afinitat a HS amb el tampó d’eluït diluït 1/3 i (ii) no és 

possible afegir BSA per estabilitzar l’activitat LPL en les fraccions eluïdes 

per dos motius principals. El primer és que la BSA al reaccionar també 

amb l’SS faria que disminuís la concentració d’SS per l’LPL i el segon és 

que no es podria realitzar una 1DE ja que la BSA i l’LPL tenen un MW 

aparent similar i no es podrien diferenciar les dues bandes fluorescents en 

un mateix carril. 

Tercer assaig 

Aleshores, es plantejà un tercer assaig per estudiar l’activitat LPL pel 

mètode radioquímic a concentracions creixents de NaCl (de 0,16 a 1,50 M) 

(veure Figura 52.) per esbrinar si hi havia prou activitat a les fraccions 

eluïdes a 1,50 M NaCl o era imprescindible diluir-les (tenint en compte que 

amb el mètode de l’SS la mostra estaria a aquesta mateixa concentració de 

sals). Per posar al punt el mètode es va decidir utilitzar rWAT de rata 

mascle ja que era el teixit en el qual s’aplicaria en una situació patològica 

(l’obesitat) en aquesta tesi. La mostra utilitzada va ser, doncs, LPL d’rWAT 

de rata parcialment purificada mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. 

En el mateix experiment s’estabilitzà o no la mostra amb BSA per 

estudiar si, en absència de BSA, l’activitat dequeia molt des que l’LPL eluïa 

de la columna i es començava la incubació amb el substrat 

(aproximadament uns 15 minuts mantenint sempre la mostra a 4ºC).  

A la Figura 52. es pot veure que l’activitat LPL de les dues fraccions 

(3 i 4) de l’eluït de la columna d’HS analitzades disminueix a mesura que 

s’augmenta la concentració de NaCl, tant en presència com en absència de 

BSA. No obstant, l’activitat LPL a la concentració de NaCl 1,50 M és prou 

elevada per preveure un bon funcionament del mètode de l’SS. També es 

demostra que l’activitat LPL decau molt ràpid en el temps (en 15 minuts 

aproximadament un 26%) si no és estabilitzada amb BSA tal i com està 

descrit en la bibliografia [201].  
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Figura 52. Estudi de l’activitat LPL en eluït de cromatografia 

d’afinitat d’heparina-Sepharose a concentracions creixents d’NaCl i 

en absència o presència de BSA. Mostra semipurificada mitjançant 

columna d’HS d’rWAT de rata mascle. Les barres blanques són la tercera 

fracció eluïda i les barres grises la quarta. S’incubà en absència (-, barres 
llises) o en presència (+, barres ratllades) de BSA (1 mg/mL). La 

disminució de l’activitat LPL (mètode radioquímic) sense BSA respecte amb 

BSA representa una mitjana del 26%. 

D’aquest tercer assaig es conclou: (i) que es pot realitzar la incubació amb 

l’SS a 1,50 M NaCl sense que l’activitat LPL es vegi molt compromesa i (ii) 

que si bé l’absència de BSA fa disminuir una quarta part l’activitat LPL 

total en només uns 15 minuts, seria una pèrdua assumible perquè encara 

es continuaria tenint una activitat LPL important (més de 10 mU/mL). 

➢ Adaptació de la tècnica als eluïts de cromatografia d’afinitat a 

heparina-Sepharose (LPL purificada parcialment) 

Com s’ha descrit a l’apartat 3.4, la incubació amb el substrat radioactiu 

per a la mesura de l’activitat LPL és de 30 minuts a 25ºC. El mètode 

original de l’SS recomana una incubació dels homogenats de teixit amb la 

sonda de 2 hores a 37ºC [269]. Es van fer proves d’incubació a diferents 

temps (30 minuts i 2 hores) i temperatures (25 o 37ºC) amb el substrat 

radioactiu i l’LPL (dades no mostrades). L’activitat LPL disminuïa un 80% 

si incubàvem en les condicions del mètode de l’SS (2 hores i 37ºC), més 

d’un 50% si incubàvem durant 30 minuts però augmentàvem la 

temperatura a 37ºC i més d’un 60% si incubàvem durant 2 hores però 

% disminució 

activitat LPL 
sense BSA 22 25 23 29 24 30 26 27

-

+
-

+

-

+

-

+

-

+
-

+

-

+ -

+

0

5

10

15

20

25

30
A

ct
iv

it
at

 L
P

L 
(m

U
/m

L)

Número fracció eluït

0,16 1,501,000,50

3 3 3 34 4 4 4

NaCl (M)



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

154 

 

mantenint els 25ºC. Es va decidir que per adaptar la tècnica de l’SS a l’LPL 

la temperatura no podia ser superior a 25ºC i el temps d’incubació seria 

d’1 hora. 

Es va canviar l’aparell de detecció/visualització de la fluorescència 

per un altre més sensible i amb possibilitat d’ajustar la resolució de 

l’escaneig i la potència lumínica del làser. El canvi va ser del LAS-3000 al 

Typhoon FLA 9500 del Programa d’Epigenètica i Biologia del Càncer (PEBC) 

de la Fundació Institut d’Investigació Biomèdica de Bellvitge (IDIBELL) a 

l’Hospital Duran i Reynals (Institut Català d’Oncologia, ICO).  

Detecció d’LPL activa mitjançant SS en 1DE 

Es va aplicar el mètode de l’SS adaptat a l’LPL (veure apartat 4.3.2.1 A)) 

per detectar l’LPL activa en 1DE (veure Figura 53.). 

Figura 53. Detecció de l’LPL mitjançant substrat suïcida. 1DE de l’LPL 

(29 mU) parcialment purificada d’rWAT de rata mascle incubada amb 

substrat suïcida (10 nmol), a 25ºC i 1 h sota protecció lumínica. La imatge 

de l’esquerra ens mostra la fluorescència del gel (visualitzada amb 

l’escàner làser Typhoon FLA 9500, λ d’excitació a 473 nm i d’emissió a   
532 nm) i la imatge de la dreta és el mateix gel tenyit posteriorment amb 

plata. MWM, patró de pesos moleculars. MW = Pes molecular aparent. 

Es va realitzar l’experiment amb LPL parcialment purificada (veure apartat 

3.5) provinent d’rWAT de rata mascle. El Dr. Hermetter i col·laboradors 

feien servir 50 µg de proteïna total i 0,5 nmol d’ABP en 50 µL de volum 

final, representant una concentració final de proteïna d’1 mg/mL [269]. En 

1 mL d’eluït de columna d’rWAT vam quantificar, aproximadament, 75 µg 

de proteïna total, és a dir, una concentració final de 0,075 mg/mL. Es va 

decidir augmentar fins a 20 vegades més la quantitat d’ABP (10 nmol) 

perquè hi havia menys concentració de proteïna total en un volum final 20 

vegades superior (de 50 µL a 1 mL). En la imatge de fluorescència de la 

Figura 53. s’observa en el carril de l’eluït de la columna una doble banda 

que correspon a l’LPL (banda superior d’uns 56 kDa) i a alguna altra lipasa 

molt probablement (banda inferior de menys de 50 kDa). Com s’observa al 

carril de l’eluït tenyit posteriorment amb plata, a la mostra coexisteixen 

més proteïnes a part de l’LPL, això és el que s’espera després d’una 

purificació parcial, un enriquiment de la proteïna d’interès respecte les 

altres. 
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Detecció d’isoformes de pI d’LPL actives mitjançant SS en 2DE 

Amb aquest darrer experiment es considerà finalitzada l’adaptació del 

mètode de l’SS al nostre enzim d’interès, l’LPL. 

Per determinar possibles diferències d’activitat entre isoformes es va 

procedir a detectar les possibles isoformes de pI de l’LPL actives mitjançant 

SS i 2DE (veure Figura 54.). L’experiment es va realitzar amb LPL 

parcialment purificada provinent d’rWAT de rata mascle. S’observen, per 

primer cop, en la imatge de l’esquerra de la Figura 54. i encerclades en 

vermell 5 isoformes de pI de l’LPL actives. Típicament, en una 2DE-WB de 

teixits de rata [180], macaco [181] o d’humans [202] s’observen un mínim 

de 7 isoformes. Es podria pensar que les que resten són inactives i per això 

no es visualitzen amb l’SS però si s’observa la imatge de la dreta, és el 

mateix gel i les proteïnes estan tenyides posteriorment amb plata, es veuen 

enfocades únicament 5 isoformes. Aquest fet indica que en aquesta 2DE-

SS s’han enfocat 5 isoformes de pI de l’LPL i no informa si les que resten 

són actives o no. Per experiències prèvies a aquesta tesi, es coneix que les 

isoformes amb un pI més àcid (inferior a 7) són més difícils d’enfocar 

probablement perquè la seva abundància relativa respecte al conjunt de les 

isoformes és menor.  

També s’observen en la imatge de fluorescència altres lipases 

actives, dues a la part més àcida (pH 6,5-7) i de menys MW que l’LPL 

(coincidents amb la banda de menys de 50 kDa observada en la 1DE de la 

Figura 53.), que podrien servir com a control intern de la tècnica en 2DE-

SS d’rWAT de rata mascle. Aquestes lipases podrien ser la glicoproteïna 

lipasa àcida lisosomal (LAL) ja que estan descrites dues isoformes amb uns 

MW aparents d’aproximadament 41 i 46 kDa cadascuna, i el seus pI es 

situen sobre 6,30 en rata [275]. A més, està descrit que, a part de l’activitat 

lipasa, també té activitat esterasa [276]. 

  

Figura 54. Detecció d’isoformes de pI de l’LPL mitjançant substrat 

suïcida. 2DE de l’LPL (40 mU) parcialment purificada d’rWAT de rata 
mascle incubada amb substrat suïcida (10 nmol), a 25ºC i 1 h sota 

protecció lumínica. La imatge de l’esquerra ens mostra la fluorescència del 

gel (visualitzada amb l’escàner làser Typhoon FLA 9500, λ d’excitació a  

473 nm i d’emissió a 532 nm) i la imatge de la dreta és el mateix gel tenyit 

posteriorment amb plata. Les isoformes de l’LPL estan encerclades en 

vermell. MW = Pes molecular aparent. 
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Comprovació de l’autofluorescència de l’LPL en 2DE 

Per comprovar que les isoformes són actives i que la imatge visualitzada no 

és producte d’autofluorescència de les mateixes, es va procedir a repetir 

l’experiment amb les mateixes condicions però en la incubació no es va 

afegir l’SS (veure Figura 55.). En la imatge de l’esquerra de la Figura 55. no 

s’observa fluorescència de cap isoforma de pI de l’LPL ni cap altra lipasa. 

En canvi, en la imatge de la dreta de la mateixa figura, s’observa el mateix 

gel tenyit amb plata amb la zona on es troben les isoformes de pI de l’LPL 

encerclada en vermell. També s’observen les dues lipases que en l’anterior 

experiment van ser establertes com a control intern (veure Figura 54.). Per 

tant, es pot confirmar que la fluorescència de les isoformes de pI de l’LPL, 

incubades amb SS, es deu a la seva activitat i no a una autofluorescència 

de les mateixes. 

Figura 55. Estudi de l’autofluorescència de les isoformes de pI de 

l’LPL mitjançant substrat suïcida. 2DE de l’LPL (50 mU) parcialment 

purificada d’rWAT de rata mascle incubada sense substrat suïcida, a 25ºC 

i 1 h sota protecció lumínica. La imatge de l’esquerra ens mostra la 

fluorescència del gel (visualitzada amb l’escàner làser Typhoon FLA 9500, λ 
d’excitació a 473 nm i d’emissió a 532 nm) i la imatge de la dreta és el 

mateix gel tenyit posteriorment amb plata. Les isoformes de l’LPL estan 

encerclades en vermell. MW = Pes molecular aparent. 

Comprovació de la no interferència del mètode de l’SS en les isoformes de 

pI de l’LPL 

Un últim experiment de comprovació d’eficàcia de la tècnica va ser dut a 

terme en la tesi de Pere Carulla [181]. Es tractava de comprovar que la 

tècnica de l’SS no interferia en la detecció de les isoformes de pI de l’LPL 

tenint en compte la incubació de la mostra amb l’SS i la pròpia unió de l’SS 

a l’LPL. Per fer-ho, es va utilitzar mostra (vWAT de macaco) procedent 

d’una única purificació parcial de l’LPL mitjançant HS. Aquesta mostra es 

va dividir en tres submostres: 

1) va seguir tot el procés de la tècnica excepte que no es va incloure 

SS en la incubació i la detecció es va fer mitjançant WB 

2) es va incubar amb SS però la detecció de les isoformes de pI es va 

fer mitjançant WB 
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3) es va incubar amb SS i es van detectar les isoformes mitjançant 

l’escàner de fluorescència (visualització d’activitat lipolítica).  

Els resultats van evidenciar que si comparàvem les dues 

immunodeteccions les isoformes de pI detectades eren les mateixes, el seu 

patró era idèntic. Per tant, ni la incubació de la mostra amb l’SS ni tots el 

passos seguits en la tècnica emprada modificava les característiques 

d’aquestes isoformes (ni el seu MW aparent ni el seu pI). Comparant les 

mostres incubades amb SS però detectades per WB o per activitat 

lipolítica, es va corroborar el fet comentat anteriorment (veure Figura 54.): 

totes les isoformes de pI de l’LPL són actives, ja que es pot comptar el 

mateix nombre d’isoformes en ambdós experiments.  

La principal conclusió que es pot extreure d’aquesta adaptació de la 

tècnica de l’SS és que hem comprovat que totes les isoformes de pI de l’LPL 

són actives, tal i com es postulava segons la teoria de la tècnica de la 

cromatografia d’afinitat a HS en la que es separa l’LPL monomèrica 

(inactiva) de la dimèrica (activa) [277]. 

4.3.2.2 Estudi de les isoformes d’LPL en l’obesitat mòrbida 

Un cop posat al punt el mètode de l’SS, ens vàrem centrar en la 

comprovació de l’existència de les possibles isoformes de pI de l’LPL en 

l’scWAT d’humanes i, al mateix temps, vàrem iniciar l’estudi indirecte 

d’aproximació per la caracterització funcional de les isoformes aprofitant el 

paper clau de l’LPL en l’obesitat.  

Vàrem realitzar la purificació parcial de l’LPL mitjançant 

cromatografia d’afinitat a HS. En la Figura 56. podem veure el resultat de 

la purificació parcial. En (A) tenim representada l’activitat LPL de l’scWAT 

de les dones controls i en (B) el de les dones obeses. En ambdues 

representacions gràfiques veiem un pic molt petit d’activitat LPL, 

lleugerament superior en les dones obeses (un pic màxim d’11 mU/mL les 

dones control i de 17 mU/mL les obeses). L’activitat LPL per gram de teixit 

de l’homogenat era de 72 mU/g tx en les dones control i 15 mU/g tx en les 

obeses. 

Com que els nivells d’activitat LPL no eren molt elevats en cap de les 

dues purificacions parcials (scWAT de dones control i obeses) malgrat 

haver carregat una quantitat de mostra elevada (67g d’scWAT en ambdós 

casos) vàrem decidir: 

i) en el cas de les dones control fer el pool de les tres fraccions amb 

més activitat LPL i prioritzar una 2DE-WB (vàrem deixar la 

quarta fracció amb més activitat reservada per fer una 2DE-SS)  

ii) en el cas de les dones obeses fer el pool de les dues fraccions amb 

més activitat LPL i prioritzar una 2DE-SS (vàrem deixar les 

següents dues fraccions amb més activitat LPL per fer una 2DE-

WB).  

L’estratègia va ser diferent en ambdós casos per tal d’assegurar-nos poder 

disposar d’alguna evidència en forma d’imatge de les isoformes de pI de 

l’LPL de l’scWAT. 
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Figura 56. Purificació parcial de l’LPL de teixit adipós blanc subcutani 

de dones control (A) i obeses (B) mitjançant cromatografia d’afinitat a 

heparina-Sepharose. Les fraccions van ser recollides després d’un 

increment esglaonat de la concentració de NaCl (0,75 M i 1,50 M). Al gràfic 

es representa l’eluït a 1,50 M, mostrant l’activitat LPL de les fraccions. En 
ambdues purificacions parcials d’LPL s’ha utilitzat 67 g d’scWAT, extret de 

lipopectomies en el cas de les dones control (n=4) i d’operacions de cirurgia 

bariàtrica en el cas de les dones obeses (n=2). 

En la Figura 57. (A i B) observem el resultat de les 2DE-WB. En (A) veiem 

cinc isoformes de pI de l’LPL d’scWAT de les dones control amb un pI 

d’entre 7,20 i 8,40. En (B) observem dues isoformes de pI de l’LPL d’scWAT 

de les dones obeses. No aconseguim veure més isoformes de pI 

probablement per la poca activitat carregada en cada 2DE-WB o bé, per la 

dificultat d’enfocar isoformes d’scWAT. En la mateixa Figura 57. (C i D) 

observem el resultat de les 2DE-SS realitzades amb les fraccions de cada 

purificació parcial. Aconseguim veure un total de cinc isoformes de pI de 

l’LPL en el cas de l’scWAT de les dones control (C) (mateix nombre que per 

WB) i tres isoformes de pI en el cas de les dones obeses (D) (una isoforma 

més que per WB). Les possibles isoformes de pI restants no les podem 

observar probablement pel fons (molt fluorescent) o bé, per la poca activitat 

carregada a cada 2DE-SS. Vàrem tenyir els gels de les 2DE-SS amb plata i, 

com observem a (E) i (F), com a mínim hi ha el mateix número d’isoformes 

de pI de l’LPL que a les 2DE-SS.   
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Figura 57. Detecció d’isoformes de pI de l’LPL de teixit adipós blanc 

subcutani d’humans control i obeses mitjançant Western blot, 

substrat suïcida i tinció amb plata. (A i B) 2DE-WB contra LPL (anticòs 

5D2) de l’LPL purificada parcialment d’scWAT de dones control (A) (53 mU) 

i obeses (B) (28 mU). (C i D) 2DE-SS de l’LPL purificada parcialment 

d’scWAT de dones control (C) (18 mU) i obeses (D) (50 mU) incubada amb 
SS (10 nmol), a 25ºC i 1 h sota protecció lumínica (encerclada en blanc la 

zona on trobem les isoformes de pI de l’LPL). La fluorescència del gel és 

visualitzada amb l’escàner làser Typhoon FLA 9500 (λ d’excitació a 473 nm 

i d’emissió a 532 nm). (E i F) Tinció amb plata del mateix gel de la 2DE-SS 

respectivament per dones control (E) i obeses (F) (encerclada en vermell la 
zona on trobem les isoformes de pI de l’LPL). Per a la primera dimensió, es 

van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. Dones control n=4, dones 

obeses n=2. MW = Pes molecular aparent. 
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Malgrat que els resultats del WB no eren gaire aclaridors vàrem generar el 

patró (veure 3.9) de les isoformes de pI de l’LPL de l’scWAT de les dones 

control i de les obeses (veure Figura 58.). En les dones control la isoforma 

de pI més abundant (un 30% de la quantitat total d’LPL) té un pI neutre de 

7,40 i un MW aparent de 56,2 kDa. En les dones obeses ambdues 

isoformes de pI observades tenen la mateixa quantitat relativa d’LPL i un pI 

bàsic (8,15 i 8,35) amb un MW aparent de 56,2 kDa. Aquests resultats 

suggereixen un desplaçament de les isoformes cap al rang bàsic de pH en 

l’obesitat. 

Figura 58. pI, pes molecular i quantitat relativa de les isoformes de 
l’LPL trobades en el teixit adipós blanc subcutani de dones control (A) 

i obeses (B) (relacionada amb la Figura 57.). La mida dels cercles 

representa la quantitat relativa de cada isoforma (A, total 5 isoformes; B, 

total 2 isoformes). A les taules s’indiquen aquestes quantitats respecte al 

100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La 
localització de les taques es correspon amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i 

SEM (error estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques tècniques de l’scWAT 

d’humanes control i de 2 rèpliques tècniques de l’scWAT d’humanes obesa. 

MW = Pes molecular aparent.  
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4.3.2.3 Discussió 

En humans, està descrit que en una situació patològica com l’obesitat 

l’activitat LPL al teixit adipós augmenta en detriment de l’activitat al 

múscul. Aquest augment de la relació entre l’activitat LPL al teixit adipós i 

al múscul redirigeix els àcids grassos cap al teixit adipós i, aquest fet, 

deriva en un elevat emmagatzematge lipídic i, per tant, a l’obesitat [12]. 

L’LPL està considerada un enzim porter que juga un important rol en l’inici 

i/o el desenvolupament de l’obesitat [12, 263]. Està àmpliament descrit 

que en l’obesitat hi ha un augment d’activitat LPL per cèl·lula en el teixit 

adipós [12, 278]. A més, la mida dels adipòcits és molt important quan es 

calcula l’activitat LPL per cèl·lula ja que adipòcits més grans, hipertrofiats, 

sintetitzen més TAG i alliberen més àcids grassos que no pas adipòcits més 

petits [279, 280]. S’ha descrit que en individus obesos els adipòcits de 

l’scWAT estan hipertrofiats [280]. En aquest estudi, hem vist una major 

activitat LPL per gram de teixit en l’homogenat d’scWAT de dones 

normopès comparat amb el de dones obeses. No coneixem quina és la 

quantitat de WAT de cada voluntari, però tenint en compte que el pes 

corporal dels normopès és molt inferior al dels obesos mòrbids, el pes total 

de l’scWAT també ho serà. Per tant, si poguéssim calcular l’activitat LPL 

per quantitat total d’scWAT la relació que hem observat d’activitat LPL per 

gram de teixit s’invertiria i estaria en consonància amb la literatura. No 

vàrem calcular per número de cèl·lules l’activitat LPL, però tenint en 

compte la quantitat d’scWAT dels individus control i la dels obesos i també, 

la hipertròfia dels adipòcits en els obesos, segurament haguéssim vist una 

activitat LPL per adipòcit superior en els voluntaris obesos.  

 Com que no vàrem poder recollir mostres d’scWAT d’homes 

normopès o control, l’estudi de les isoformes de pI de l’LPL en l’obesitat el 

vàrem realitzar en dones. No vàrem ni barrejar mostres de diferents 

gèneres ni comparar mostres d’individus obesos i control de diferent gènere 

perquè s’ha demostrat que hi ha diferències d’activitat LPL segons el 

gènere. Fried et al. [281] van evidenciar que les dones tenen una activitat 

LPL significativament major que els homes fent una mitjana entre diferents 

zones de teixits adiposos (subcutani i visceral).  

 El vWAT, i no l’scWAT, es relaciona en humans amb la síndrome 

metabòlica [188, 189]. El nostre treball està realitzat amb scWAT ja que no 

vàrem poder obtenir vWAT en el cas dels individus control. Per poder 

obtenir aquest tipus de teixit adipós en els controls hauríem d’aprofitar 

operacions d’òrgans interns i sempre amb la condició que els individus no 

patissin malalties que poguessin interferir en el nostre estudi de l’LPL. El 

fet de realitzar el treball amb un teixit adipós no relacionat directament 

amb la síndrome metabòlica, pot ser el motiu pel qual no podem establir 

amb seguretat si existeixen diferències en les isoformes de pI de l’LPL entre 

els individus controls i els obesos. 

Hi ha estudis que demostren que en dones normopès, amb obesitat 

moderada i amb obesitat mòrbida l’activitat LPL a l’scWAT abdominal és 

baixa comparada amb l’scWAT dels glutis (gluteal) o de les cuixes (femoral) 

[281]. El nostre estudi està realitzat amb scWAT abdominal, aquest pot ser 

un dels motius pels quals hem obtingut una baixa activitat LPL per gram 
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de teixit (72 mU/g tx en dones control i 15 mU/g tx en obeses). Aquesta 

baixa activitat LPL possiblement ha complicat la precipitació de la proteïna 

i el seu posterior enfocament per 2DE. Hem comprovat, però, que 

l’enfocament de les isoformes de pI de l’LPL de les dones control ha estat 

més ben resolt que no pas el de les obeses. En propers estudis, 

proposaríem la coprecipitació de l’LPL amb alguna altra proteïna per tal de 

millorar la resolució de l’enfocament. Malgrat aquest inconvenient, hem 

aconseguit descriure, per primera vegada, l’existència d’isoformes de pI de 

l’LPL al WAT d’humans.  

Fins ara, sabíem que l’LPL eluïda de la columna d’HS era activa pels 

estudis fets amb el mètode radioquímic [201] i, aquest fet, concorda amb 

els estudis de la cromatografia d’afinitat a HS en la qual es separa l’LPL 

monomèrica (inactiva) de la dimèrica (activa) [277]. Per estudiar a nivell 

funcional les isoformes de pI de l’LPL hem aconseguit la posada al punt del 

mètode de l’SS. Els creadors del mètode de l’SS comparaven l’activitat 

lipasa o esterasa d’enzims en proteomes propers (concretament comparant 

el teixit adipós blanc amb el marró) [269]. Nosaltres, hem adaptat el 

mètode per estudiar l’activitat de les isoformes de la nostra proteïna 

d’interès, l’LPL. Preteníem conèixer si totes les isoformes de pI de l’LPL són 

actives i estudiar de manera indirecta la funció d’aquestes en una situació 

patològica com l’obesitat, on l’LPL és clau.  

Hem comprovat que totes les isoformes de pI de l’LPL de l’scWAT que 

observem en el WB són funcionalment actives ja que són les mateixes que 

visualitzem amb el mètode de l’SS. Aquest fet, confirma la relació d’activitat 

LPL total, obtinguda després de la cromatografia d’afinitat a HS, amb la 

massa total de proteïna LPL [282]. Voldríem haver comparat els nivells 

d’activitat de les isoformes de l’LPL, de les imatges obtingudes per SS, 

trobades en les dones control i les obeses. Això però, no ha estat possible 

per diferents motius: (i) la quantitat d’activitat LPL incubada amb l’SS no 

era la mateixa en les dones normopès que en les obeses, (ii) havíem de 

creure que el centre actiu de totes les isoformes de l’LPL tenia la mateixa 

afinitat pel GR de l’SS, (iii) havíem de suposar que l’ER de l’SS seria 

reconegut de la mateixa manera per part de totes les isoformes i (iv) havíem 

de suposar també que el tag emet sempre la mateixa intensitat de senyal 

fluorescent. 

Tot i la dificultat d’enfocar per 2DE les mostres provinents d’scWAT 

de dones controls i obeses, probablement per la baixa activitat LPL en 

aquest teixit, proposem que en l’obesitat les isoformes de pI de l’LPL 

tendeixen a desplaçar la seva quantitat relativa cap al rang bàsic de pH. 

Aquest fet, ens indica de manera indirecta i aproximada que existeix una 

variació de la funció catalítica de les isoformes de pI de l’LPL en l’obesitat.   

En un futur, si poguéssim fer un estudi a gran escala de les isoformes de 

pI de l’LPL en l’obesitat en humans tindríem en compte els següents 

paràmetres:  

i) el gènere (més activitat LPL en dones que en homes) [281] 
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ii) el tipus de teixit adipós (si fos possible obtenir visceral millor que 

el subcutani ja que el primer està relacionat directament amb la 

síndrome metabòlica) [188, 189] 

iii) la localització en el cos del teixit adipós (en el cas de les dones si 

és subcutani hi ha més activitat LPL en el femoral que en 

l’abdominal, si és visceral hi ha més activitat en el mesentèric 

que en l’omental) [281] 

iv) les variacions estacionals (existeixen contradiccions en la 

literatura ja que alguns autors troben més activitat LPL a l’hivern 

que a l’estiu [283] i d’altres a l’inrevés [284]) 

v) en el cas de les dones, si són pre, peri o post menopàusiques (hi 

ha més activitat LPL com més avançada està la menopausa) [285] 
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Amb l’estudi de les isoformes de pI de l’LPL en WAT d’humans vàrem 

trobar-nos amb dos esculls importants: (i) el tipus de WAT estudiat no era 

el més adient per estudiar a nivell funcional les isoformes de l’LPL ja que 

l’scWAT no és el teixit relacionat directament amb la síndrome metabòlica i 

(ii) la baixa activitat LPL de l’scWAT probablement va influir en la dificultat 

per resoldre de manera satisfactòria l’enfocament per 2DE de les isoformes. 

No obstant, vam comprovar l’existència d’isoformes de pI de l’LPL en 

l’scWAT d’humans i, també, vam fer una primera aproximació indirecta a 

nivell funcional d’aquestes isoformes en una situació patològica com 

l’obesitat (en la qual l’LPL és un enzim clau).  

Pel fet de no haver pogut treballar amb el tipus de WAT relacionat 

directament amb l’obesitat en humans, vàrem decidir ampliar l’estudi 

d’aproximació per la caracterització funcional de les isoformes de l’LPL en 

l’obesitat amb dos models murins. El primer model d’obesitat que es 

descriu és el d’obesitat induïda per dieta de cafeteria en rates Wistar (4.3.3)  

i, el segon, és el d’obesitat induïda per modificació genètica en rates Zucker 

(4.3.4). 

4.3.3 Obesitat induïda per dieta de cafeteria 

Les mostres procedents de rates Wistar per a aquest model d’obesitat van 

ser cedides pel grup del Dr. Xavier Remesar, aleshores del Departament de 

Nutrició i Bromatologia de la Facultat de Farmàcia de la Universitat de 

Barcelona i actualment del Departament de Bioquímica i Biomedicina 

Molecular.  

Vàrem iniciar l’estudi de les isoformes de pI de l’LPL en l’obesitat 

induïda per dieta de cafeteria amb rates mascle, però no vàrem aconseguir 

enfocar les isoformes en el cas de l’rWAT de les rates mascle obeses per 

dieta de cafeteria a diferència de les rates control. En el cas de les mostres 

de WAT d’humanes ja vàrem identificar el mateix problema: les isoformes 

de pI de l’LPL provinents de mostres d’individus obesos es resolen pitjor 

per 2DE que les d’individus control. Com ja s’ha comentat a la discussió de 

l’obesitat mòrbida en humans, ens vam proposar millorar aquesta 

resolució coprecipitant l’LPL amb alguna altra proteïna. La proteïna 

escollida va ser la BSA lliure d’àcids grassos. 

4.3.3.1 Coprecipitació amb BSA lliure d’àcids grassos 

En mostres derivades d’individus obesos no obteníem una bona resolució 

de les 2DE. Aquest fet afectava a la visualització de les isoformes de l’LPL 

ja que, o bé perdíem algunes de les menys abundants o bé la seva 

intensitat era molt inferior a l’habitual. Per solucionar aquest inconvenient 

vàrem decidir coprecipitar aquestes mostres amb una altra proteïna com a 

pas previ a la 2DE.  

La proteïna escollida va ser la BSA lliure d’àcids grassos. La BSA té 

un MW aparent similar a l’LPL, 66 kDa, però el seu pI és àcid, 5,6 

(http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool1?P02769@25-

607@average). Les tires IPG que fem servir en la primera dimensió de les 

2DE tenen un rang de pH de 6 a 11, així que una proteïna com la BSA, 

http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool1?P02769@25-607@average
http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool1?P02769@25-607@average
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amb un pI més àcid al nostre mínim, quedaria sense enfocar en l’extrem 

àcid de la tira. 

 La concentració final de BSA que vàrem precipitar en tots els casos 

va ser 125 µg/mL. De manera, que la quantitat de proteïna total a enfocar 

fos sempre, com a mínim, 125 µg BSA + x µg de la proteïna del pool de la 

mostra d’LPL a precipitar. Tenint en compte que per a una tira IPG d’11cm 

d’una 2DE com a màxim podem enfocar 300 µg de proteïna, teníem de 

marge 175 µg per a la nostra mostra. De manera general, els pools 

obtinguts dels WAT de rata estudiats tenen una concentració de proteïna 

inferior a 100 µg/mL. Així, que podíem coprecipitar fins a 2 mL de pool 

(fins i tot una mica més en alguns casos) junt amb els 125 µg de BSA 

sense superar el límit dels 300 µg/tira. 

Vàrem iniciar la posada al punt de la coprecipitació amb la BSA 

utilitzant l’eWAT de rata mascle obesa per dieta de cafeteria. Ho vam fer 

amb epididimal i no amb retroperitoneal per reservar l’rWAT per quan 

tinguéssim més seguretat de l’èxit de la coprecipitació. Com observem a la 

Figura 59. (A) la coprecipitació amb BSA de l’LPL d’eWAT de rata mascle 

obesa per dieta de cafeteria ens permet obtenir totes les isoformes de pI, 

sense aquesta coprecipitació només podem observar 3 de les 6 isoformes 

de pI, justament les més abundants. Com ja teníem l’evidència de que 

l’enfocament de mostres provinents de rates obeses (amb dificultats 

d’enfocament), millorava amb la coprecipitació amb BSA, vàrem comprovar 

si en mostres de rates no obeses obteníem també una millora en la 

resolució de les isoformes de pI de l’LPL. Si ens fixem en el panell (B), 

veiem un augment en la intensitat de les isoformes de pI de l’LPL al 

coprecipitar l’LPL de l’rWAT de rata femella control (no obesa) amb la BSA 

i, a més, no observem cap canvi en el patró d’aquestes. Per tant, aquest 

resultat evidencia que la BSA millora la resolució i detecció de les 

isoformes sense alterar el seu pI. En el panell (C), veiem que la 

coprecipitació de l’LPL d’eWAT de rata mascle obesa i BSA ens permet 

detectar en una 2DE-Tinció amb plata les mateixes isoformes de pI de l’LPL 

que observàvem en el WB en el panell (A). Si fos necessari, podríem retallar 

les taques del gel tenyit i identificar-les mitjançant MS. La mateixa Figura 

59. (D) mostra que en una 2DE-Tinció amb plata de BSA sola, aquesta no 

s’enfoca en el rang de pH de 6 a 9,5. Per tant, la coprecipitació amb BSA 

no interfereix en l’enfocament i la detecció de l’LPL per 2DE. 

En aquest bloc d’estudi, vam fer servir la coprecipitació amb BSA en 

algunes mostres difícils d’enfocar per 2DE. Si la mostra es va coprecipitar 

amb BSA s’indicarà al peu de figura.  
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Figura 59. Coprecipitació de proteïnes amb o sense BSA. (A, B i C) 2DE 

d’LPL parcialment purificada d’eWAT (A i C) de rata mascle obesa per dieta 

de cafeteria i d’rWAT (B) de rata femella control. (D) 2DE de BSA. Les 2DE 

es van dur a terme utilitzant tires IPG d’11cm i rang de pH de 6 a 11 en la 

primera dimensió. (A i B) WB contra LPL (anticòs 5D2), (C i D) gels tenyits 
amb plata (encerclat en vermell la zona de les isoformes de pI de l’LPL). (– i 

+) sense i amb BSA sola. (A-) 36 mU d’LPL, (A+) 42 mU d’LPL + 250 µg de 

BSA, (B-) 42 mU d’LPL, (B+) 42 mU d’LPL + 169 µg de BSA, (C) 21 mU 

d’LPL + 125 µg de BSA i (D) 125 µg de BSA. MW = Pes molecular aparent. 

Mostra procedent de 6 animals en cada purificació. 

4.3.3.2 Estudi de les isoformes d’LPL en el model d’obesitat per dieta 

de cafeteria 

Després d’una sèrie d’intents frustrats per intentar resoldre les isoformes 

de pI de l’LPL d’rWAT de rates mascle obeses, ens vàrem quedar sense 

mostra. Aleshores, amb la coprecipitació amb BSA posada al punt, vàrem 

decidir realitzar l’estudi amb rWAT de femelles. La dieta de cafeteria, 

descrita al apartat 3.1.5, consistia en l’accés ad libitum a pinso estàndard, 

aigua i aliments altament energètics per part dels animals durant un 

període de 30 dies de durada. 

 En aquest model d’obesitat, no vàrem estudiar a nivell funcional les 

isoformes de pI de l’LPL, mitjançant el mètode de l’SS, perquè en el 

moment d’analitzar les mostres no teníem posada al punt la metodologia.  

Per realitzar els estudis de les isoformes de pI de l’LPL d’rWAT de 

rates femella control i obeses per dieta de cafeteria vàrem purificar 

parcialment l’LPL mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. Com ja teníem 

experiència prèvia en purificacions parcials d’rWAT només vàrem recollir 

les fraccions amb l’eluït a 1,50 M que és on trobem l’LPL. En la Figura 60., 
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la representació d’ambdues purificacions parcials mostra un pic d’activitat 

lipasa molt elevat que correspon a l’LPL eluïda de l’rWAT de rates femella 

control (A) i obeses per dieta de cafeteria (B). El pic d’activitat és més elevat 

en l’rWAT control (més de 50 mU/mL) que en el de les obeses 

(aproximadament 30 mU/mL). L’activitat LPL per gram de teixit de 

l’homogenat era gairebé 6 vegades més elevada en el cas de les femelles 

control (169 mU/g tx) que en el de les obeses (29 mU/g tx).  

Figura 60. Purificació parcial de l’LPL de teixit adipós blanc 
retroperitoneal de rates femella control (A) i obeses per dieta de 

cafeteria (B) mitjançant cromatografia d’afinitat a heparina-

Sepharose. Les fraccions van ser recollides després d’un increment 

esglaonat de la concentració de NaCl (0,75 M i 1,50 M). Es mostra la 

proteïna total (cercles negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les 
fraccions de l’eluït a 1,50 M d’NaCl. A) A la dreta del perfil es troba la 

imatge d’SDS-PAGE i WB contra LPL (anticòs 5D2), del pool de les 

fraccions de l’eluït. La quantitat total de proteïna carregada s’indica sobre 

el carril. S’ha utilitzat 4,6 g d’rWAT procedent de 6 rates control i 3,2 g de 

6 rates obeses. 

kDa-

- 150

- 100

- 75

- 50

- 37

- 250

NaCl (M)

Proteïna (μg) < 1

1,50

El
u

ït
B

A control

obeses per dieta de cafeteria

rWAT rates femella

0

10

20

30

40

50

60

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

A
ct

iv
it

at
LP

L 
(m

U
.m

L-1
) 

( 
  )

P
ro

te
ïn

a
(m

g.
m

L-1
) 

(  
 )

Nº Fracció

NaCl (M) 1,50

0

5

10

15

20

25

30

35

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

A
ct

iv
it

at
LP

L 
(m

U
.m

L-1
) 

(  
 )

Pr
ot

e
ïn

a
(m

g.
m

L-1
) 

( 
  )

Nº Fracció

NaCl (M) 1,50



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

168 

 

Al costat de la representació gràfica de la purificació parcial de les femelles 

control (veure Figura 60. (A)) es mostra la imatge d’SDS-PAGE i WB contra 

l’LPL del pool de les fraccions del pic d’activitat eluït. En ella, s’aprecia una 

doble banda amb MW aparent diferent. La banda més gruixuda correspon 

al MW aparent descrit per l’LPL, 56 kDa. La banda més prima té un MW 

aparent aproximat de 62 kDa.  

No vàrem poder obtenir cap imatge d’una SDS-PAGE i WB en el cas 

de les femelles obeses. Aquest fet, concorda amb la dificultat de 

precipitació que vàrem tenir amb l’rWAT dels mascles obesos per dieta de 

cafeteria, com hem comentat en el paràgraf anterior, i en la necessitat de 

coprecipitar algunes mostres amb alguna altra proteïna. En aquest cas, 

però, no vàrem poder coprecipitar amb BSA ja que la coprecipitació de 

l’LPL amb aquesta proteïna no és compatible amb una 1DE ja que els seus 

pesos moleculars són similars. 

 Vàrem analitzar mitjançant 2DE-WB (veure Figura 61.) el pool de les 

fraccions obtingudes en l’eluït de la purificació parcial de l’LPL procedent 

de l’rWAT de rates femella control i obeses per dieta de cafeteria.  

 Figura 61. Isoformes de pI de l’LPL de teixit adipós blanc 

retroperitoneal de rates femella control (A) i obeses per dieta de 

cafeteria (B). 2DE-WB contra LPL (anticòs 5D2). Coprecipitació amb BSA. 

Activitat LPL carregada: 42 mU en (A) + 169 µg de BSA i 32 mU en (B) + 
188 µg de BSA. Mostra provinent de 6 animals en cada purificació parcial. 

Per a la primera dimensió, es van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 

6-11. MW = Pes molecular aparent. 

En la imatge de l’rWAT de les femelles control (A) observem nou isoformes 

amb un pI d’entre 6,60 i 8,35 i amb un MW aparent de 56,2 kDa. També 

observem l’existència de quatre isoformes amb un MW aparent més elevat, 

62,5 kDa. Aquest fet concorda amb la banda de més MW aparent (aprox. 

62 kDa) observada en l’SDS-PAGE i WB de la Figura 60. (A). Aquestes 

quatre isoformes estan ubicades als extrems àcid i bàsic del conjunt 

d’isoformes. En l’extrem àcid tenen un pI de 6,60 i 6,75, i en l’extrem bàsic 
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tenen un pI de 8,17 i 8,35. Observem doncs que en l’rWAT de rates femella 

control, a part de les isoformes de pI de l’LPL, també existeixen isoformes 

de MW aparent de l’LPL.  

En la imatge de la Figura 61. (B) observem les isoformes de pI de 

l’LPL de l’rWAT de les rates femella obeses per dieta de cafeteria. Tornem a 

veure nou isoformes de pI d’entre 6,60 i 8,30 amb un MW aparent de 56,2 

kDa i, en aquest cas, observem cinc isoformes amb un MW més elevat, 

62,5 kDa. D’aquestes cinc isoformes dues tenen un pI de 6,60 i 6,75 

(extrem àcid) i tres tenen un pI de 7,90, 8,13 i 8,30 (extrem bàsic). En 

aquest cas, però, no havíem pogut observar l’existència d’una possible 

doble banda en l’SDS-PAGE i WB de les rates femella obeses per dieta de 

cafeteria (veure Figura 60. (B)) per la impossibilitat de coprecipitar l’LPL 

amb BSA degut a la similitud dels seus MW aparents. 

Per a l’obtenció dels patrons d’isoformes de l’LPL de l’rWAT (veure 

Figura 62.) de les rates femella controls (A) i obeses per dieta de cafeteria 

(B) vàrem fer vàries 2DE-WB i, de cada 2DE-WB, diferents exposicions en 

el revelat del WB. La isoforma de pI més abundant de l’rWAT de rates 

femella control (un 17% de la quantitat total d’LPL) té un pI neutre (7,32) i 

un MW aparent de 56,2 kDa que és l’esperat. La següent isoforma més 

abundant té un pI més bàsic que la isoforma majoritària (8,35) i el mateix 

MW aparent.  

En el patró de l’rWAT de les rates femella obeses per dieta de 

cafeteria observem que la isoforma de pI més abundant (un 17% de la 

quantitat total d’LPL) té un pI bàsic (8,30) i un MW aparent de 62,5 kDa, 

aquest no és l’esperat per l’LPL. La següent isoforma més abundant té el 

mateix pI que la isoforma majoritària (8,30) però el MW aparent és de 56,2 

kDa. 

 



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

170 

 

Figura 62. pI, pes molecular i quantitat relativa de les isoformes de 

l’LPL en el teixit adipós blanc retroperitoneal de rates femella control 

(A) i obeses per dieta de cafeteria (B) (relacionada amb la Figura 61.). 

La mida dels cercles representa la quantitat relativa de cada isoforma (A, 

total 13 isoformes; B, total 14 isoformes). A la taula es presenta aquesta 

quantitat respecte al 100 % total (ombrejades en gris les quantitats 
relatives majoritàries). La localització de les taques es correspon amb el 

seu pI i el seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) de 3 

rèpliques tècniques de l’rWAT de femelles control i de 2 rèpliques tècniques 

de l’rWAT de femelles obeses. MW, pes molecular aparent. 
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Donat que anteriorment en aquesta tesi hem descrit una diferència entre 

els patrons de les isoformes de l’LPL dels PHP de rates mascle i femella 

(veure Figura 47.) vam voler comprovar si trobàvem aquesta diferència de 

gènere en un teixit concret, l’rWAT, tenint en compte que el PHP es 

considera un recull de l’LPL madura de tot l’organisme i, per tant, les 

diferències observades provenen d’algun o alguns teixits concrets. 

Aprofitant que teníem el patró d’isoformes de l’rWAT de rates femella 

control (veure Figura 62. (A)) vàrem obtenir el patró de l’rWAT de rates 

mascle control (que, com hem descrit en la introducció de l’apartat 4.3.3, sí 

que havíem aconseguit enfocar). Vàrem purificar parcialment l’LPL 

procedent de l’rWAT de rata mascle control i vam utilitzar el pool de l’eluït 

(a 1,50 M NaCl) com a font d’LPL per obtenir el patró d’isoformes d’aquest 

teixit mitjançant 2DE-WB (dades no mostrades). 

En la Figura 63. (A), observem el patró d’isoformes de pI i de MW 

aparent de l’LPL de l’rWAT de rata mascle. El patró mostra que l’rWAT de 

rata mascle control presenta un mínim de vuit isoformes de pI (de pH entre 

6,75 i 8,35) amb un MW aparent de 56,2 kDa i, també, un mínim de dues 

isoformes de pI (8,20 i 8,35) amb un MW aparent superior a l’esperat, de 

62,5 kDa. La isoforma més abundant (un 22% de la quantitat total d’LPL) 

té un pI bàsic (8,35) i un MW aparent esperat. Les dues isoformes més 

abundants següents (un 17 i 18% respecte el total) també tenen un pI 

bàsic (8,20 i 8,35) però divergeixen en el seu MW aparent (56,2 kDa i 62,5 

kDa, respectivament).  

Si comparem els patrons d’isoformes de l’rWAT de rata obtinguts en 

ambdós gèneres, veurem que no són idèntics. El rang de pH en el qual 

trobem les isoformes és el mateix, però la distribució de les mateixes 

divergeix. Així, en l’rWAT de les femelles trobem un mínim de quatre 

isoformes amb un MW aparent de 62,5 kDa, dues en la part àcida del rang 

de pH i dues en la part bàsica. En canvi, en el dels mascles només trobem 

isoformes de MW aparent de 62,5 kDa en la zona bàsica. Una altra 

diferència la trobem en les isoformes majoritàries de cada gènere. En el cas 

de les femelles, les isoformes es distribueixen de manera similar en tot el 

rang de pH, en canvi, en els mascles es troben representades de manera 

majoritària, un 71% respecte la quantitat relativa total d’LPL, en la zona 

bàsica (superior a 8,00). 

Com aquest últim resultat està al marge dels objectius definits per 

aquest estudi i, en canvi, està en consonància amb els resultats de la 

diferència dels patrons de les isoformes de l’LPL del PHP entre gèneres, la 

discussió sobre ambdós resultats es troba a l’apartat V. Discussió global. 
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Figura 63. Comparativa del pI, el pes molecular i la quantitat relativa 

de les isoformes de l’LPL en el teixit adipós blanc retroperitoneal de 

rates mascle (A) i femella (B). Patró d’isoformes de (A)  l’LPL de l’rWAT de 

rates mascle control i de (B) l’rWAT de rates femella control (veure Figura 

62. (A)). La mida dels cercles representa la quantitat relativa de cada 
isoforma (A, total 10 isoformes; B, total 13 isoformes). A les taules 

s’indiquen aquestes quantitats respecte al 100 % total (ombrejades en gris 

les quantitats relatives majoritàries). La localització de les taques es 

correspon amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la 

mitjana) de 3 rèpliques tècniques de l’rWAT de mascles i de 3 rèpliques 

tècniques de l’rWAT de femelles. MW = Pes molecular aparent.  
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4.3.3.3 Discussió 

Diferents treballs realitzats en humans i en rates obeses genèticament 

modificades evidencien una major activitat LPL en els individus o animals 

obesos comparats amb els normopès o lean [12, 67, 164, 263]. Els nostres 

resultats mostren una major activitat LPL, gairebé 6 vegades superior, en 

les rates control comparada amb les obeses per dieta de cafeteria. Aquesta 

diferència d’activitat està en consonància amb els resultats de Lladó et al. 

[286], els quals també utilitzen pel seu estudi rates femella obeses per 

dieta de cafeteria, el mateix teixit adipós blanc, l’rWAT, i les rates tampoc 

han estat dejunades abans del seu sacrifici. Els autors mostren una 

activitat LPL lleugerament superior en les rates control que en les obeses. 

En el nostre estudi les rates van seguir una dieta de cafeteria durant 30 

dies, les rates de Lladó et al. van seguir la dieta 100 dies. Està descrit que 

per trobar una activitat LPL més elevada en les rates obeses per dieta de 

cafeteria que en les control cal seguir la dieta durant una període més 

llarg, de 180 dies o més [287]. 

 D’aquest estudi sorprèn la difícultat per precipitar la proteïna de 

l’rWAT en el cas de les rates obeses, tant mascles com femelles. En canvi, 

la proteïna de les rates control precipita bé i som capaços de visualitzar-la 

per SDS-PAGE i WB sense necessitat de coprecipitar amb BSA. Ambdues 

mostres (obeses i controls) van ser deslipidades com a pas previ a la 

cromatografia d’afinitat a HS, per tant, un excés de greix no seria la causa 

d’aquesta dificultat de precipitació. En l’homogenat teníem una major 

activitat LPL en les rates femella control (169 mU/g tx) comparada amb la 

de les obeses (29 mU/g tx). Aquesta diferència en l’activitat LPL podria 

indicar uns nivells més baixos de proteïna LPL i aquest podria ser el motiu 

pel qual les mostres provinents d’una situació d’obesitat són més difícils de 

precipitar i resoldre per 2DE-WB. 

 Una altra dada rellevant de l’estudi és el fet de trobar també 

isoformes de MW aparent de l’LPL en l’rWAT d’ambdós casos, rates control 

i obeses, a part de les isoformes de pI. El nostre grup, ha demostrat que en 

l’eWAT, en canvi, no existeixen les isoformes de MW aparent de l’LPL [181]. 

En aquestes isoformes de MW aparent (superior a l’esperat (62.5 kDa)) 

també hi trobem isoformes de pI. Hi ha una diferència d’uns 6,3 kDa entre 

ambdós conjunts d’isoformes, aproximadament un 10%. Aquesta 

diferència de MW, és similar a la trobada en les deglicosilacions de l’LPL 

realitzades al nostre laboratori tant a cor de rata [180] com a WAT de 

macaco [181] i, coincideix també, amb la diferència de MW observada en 

les isoformes de MW aparent de llet de rata (veure apartat 4.2.5). Aquest 

fet ens fa pensar que l’rWAT de rata també presenta LPL altament 

glicosilada. Com hem dit abans, caldrien futurs experiments deglicosilant 

l’LPL per contrastar aquesta hipòtesi.  

Si comparem els patrons de les isoformes entre els dos grups no 

veiem diferències quant al nombre (només veiem una isoforma de pI i de 

MW aparent de més en el cas de les obeses) ni a la distribució per pI o per 

MW. No obstant, la quantitat relativa de les isoformes canvia lleugerament 

entre els dos grups. En la situació d’obesitat les isoformes tendeixen a 

distribuir-se de manera similar en tot el rang de pH concentrant-se una 



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

174 

 

mica més en la zona bàsica (rang àcid-neutre 44%, rang bàsic 56%). En 

canvi, en la situació control les isoformes tendeixen a tenir una major 

representació en el rang àcid-neutre (rang àcid-neutre 64%, rang bàsic 

36%). Per tant, en una situació control les isoformes es troben en una 

major concentració en la zona de pH àcid-neutre, mentre que en l’obesitat 

es desplacen i tendeixen a igualar-se en tot el rang de pH amb una lleugera 

major concentració en la zona bàsica.  

És a dir, en l’obesitat hi hauria una major abundància relativa 

d’isoformes bàsiques en comparació amb la situació control. Aquest fet ens 

porta a preguntar-nos què passaria si el nostre estudi s’allargués als 180 

dies i l’activitat LPL en les rates obeses per dieta de cafeteria fos més 

elevada que en les rates control. Segons els nostres resultats, esperaríem 

que la diferència en el patró de les isoformes d’LPL entre les rates obeses i 

les control fos encara més evident trobant un major desplaçament de les 

isoformes cap a la zona de pH bàsica en les rates obeses.  
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4.3.4 Obesitat induïda per modificació genètica 

A diferència del model d’obesitat induïda per dieta de cafeteria en el qual 

vàrem acabar utilitzant el gènere femení, degut a que ens vam quedar 

sense mostra dels mascles obesos per problemes amb la precipitació i 

posterior visualització per WB de l’LPL, en el model d’obesitat que es 

presenta tot seguit vàrem utilitzar el gènere masculí. Els dos estudis van 

ser coetanis, de manera que el canvi de gènere en el model d’obesitat 

induïda per dieta de cafeteria es va realitzar quan ja teníem demanades a 

la casa comercial les rates Zucker mascle. 

En aquest model d’obesitat, però, vam poder estudiar a nivell 

funcional les isoformes de pI de l’LPL mitjançant el mètode de l’SS. 

4.3.4.1 Caracterització del model genètic 

Vàrem adquirir 16 rates mascle Zucker, 8 fafa i 8 lean, d’entre 4-5 

setmanes de vida. Voldríem haver-les genotipat, abans de la seva arribada 

a les nostres instal·lacions, però la casa comercial (Charles River) no oferia 

aquest servei ja que assegurava que el fenotip de les rates a les 5 setmanes 

de vida era prou clar com per classificar-les correctament en el seu grup. 

Tot i això, ens vàrem proposar, abans del nostre experiment, assegurar-nos 

que les rates estaven ben classificades. L’experiment va finalitzar a les 15 

setmanes de vida de les rates, està descrit que a partir de les 14 setmanes 

de vida un 40% del seu pes corporal està format per greix [194].  

A continuació, es presenten algunes dades que permeten comprovar 

que les rates que finalment vam establir com a grup obès (fafa) o com a 

grup control (lean) ho són realment. 

Vàrem mesurar el seu pes corporal un cop per setmana. En la 

Figura 64. (A), veiem la corba de creixement de les 16 rates. Veiem 

representades en cercles negres les 11 rates en les que el pes corporal ha 

evolucionat més al llarg de 10 setmanes i en quadrats blancs les 5 en les 

que ho ha fet menys. Només observant el pes corporal al llarg del temps ja 

vàrem sospitar que la classificació original de la casa comercial (8 fafa i 8 

lean) no era correcta. Per aquest motiu, vàrem decidir classificar-les segons 

el pes corporal que tenien cadascuna per separat. En la Figura 64. (B) 

tenim representada la mitjana del pes corporal de totes les rates que 

componen cada grup (fafa o lean) calculada a partir dels pesos individuals 

(veure Figura 64. (A)). 

A partir d’aquest punt les rates estan classificades com a Zucker 

fafa o lean en totes les figures per igual. És a dir, tenim sempre les 

mateixes 11 rates classificades com a obeses o fafa i les mateixes 5 rates 

classificades com a controls o lean.  

Vàrem recollir dades sobre la ingesta de les rates Zucker durant el 

temps que va durar la seva estabulació. En la Figura 65., tenim 

representada la ingesta de pinso (A) i d’aigua (B) per gàbia i dia 

respectivament. Es va mesurar la ingesta dos cops per setmana durant 8 

setmanes d’estabulació dels animals. Com observem en ambdós gràfics, la 

ingesta de les Zucker fafa (en negre) és superior a les Zucker lean (en 

blanc). Com veiem en (A), la ingesta de pinso de les Zucker fafa és molt 
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elevada i té un creixement exponencial durant les primeres tres setmanes 

d’estabulació (corresponents a les setmanes de vida 5 a 8) i després hi ha 

una estabilització d’aquesta ingesta. En canvi, la ingesta de pinso de les 

Zucker lean és estable durant tota l’estabulació. Una de les gàbies no està 

representada en la Figura 65. perquè en ella hi estaven estabulades una 

rata de cada grup i vàrem decidir no tenir-la en compte pels càlculs. 

Figura 64. Evolució del pes corporal en rates Zucker mascle. Els 
marcadors quadrats blancs corresponen a rates Zucker lean (n=5) i els 

rodons negres a Zucker fafa (n=11). (A) Pes individual de cada rata. (B) 

Mitjana dels pesos de les rates de cada grup, lean o fafa. Les barres 

representen la desviació estàndard de la mitjana.  
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Figura 65. Evolució d’ingesta i consum d’aigua per gàbia en rates 
Zucker mascle. (A) Quantitat de pinso per gàbia (g/dia) i (B) aigua per 

gàbia (g/dia) ingerits pels animals Zucker lean (quadrats blancs) i Zucker 

fafa (rodones negres) des de l’inici de l’estudi. Mitjana ± desviació 

estàndard de 2 gàbies en el grup Zucker lean (2 animals per gàbia) i  de 5 

gàbies en el grup Zucker fafa (2 animals per gàbia). 

En la Taula 9. observem la classificació de les 16 rates Zucker, 5 

classificades com a lean (1-5) i 11 com a fafa (6-16), segons el pes de 

l’eWAT, de l’rWAT i del pes corporal a les 15 setmanes de vida. Si ens fixem 

en el pes de l’eWAT veiem que, de mitjana, en les classificades com a lean 

és d’1,39 g, en canvi, en les classificades com a fafa és de 7,48 g (més de 5 

vegades superior en les fafa que en les lean). Si ens fixem en el pes de 

l’rWAT, observem que les mateixes rates que tenien un pes d’eWAT més 

baix tenen també un pes més baix d’rWAT, concretament 2,60 g de 

mitjana. I, en la mateixa línia, les rates amb un major pes d’eWAT també 

tenen un major pes d’rWAT, 8,98 g (tres vegades superior al de les lean). Si 

ara analitzem el pes corporal d’ambdós grups també veiem les mateixes 
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coincidències descrites abans. El grup classificat com a lean té una 

mitjana de pes corporal de 336 g (cap rata supera els 400 g) i el grup 

classificat com a fafa té una mitjana de 451 g (cap rata té un pes inferior 

als 400 g). Per últim, si calculem el percentatge del pes corporal que 

representen la suma del pes dels dos WAT veiem que el grup classificat 

com a lean té una relació mitja d’1,18 i el grup classificat com a fafa té una 

relació mitja de 3,64, tres vegades superior. 

Taula 9. Pes corporal i pes del teixit adipós blanc epididimal i 

retroperitoneal en rates Zucker mascle a les 15 setmanes de vida. Les 

rates 1 a 5 són Zucker lean i les rates 6 a 16 són Zucker fafa. 

Vàrem mesurar l’activitat LPL de l’eWAT i de l’rWAT de les 16 rates (veure 

Figura 66.). En (A) es representa l’activitat LPL per gram de teixit. Els 

valors obtinguts en la quantificació de l’activitat, tant en el cas de l’eWAT 

com en el de l’rWAT, no ens permeten establir una classificació de les rates 

i dir si pertanyen al grup Zucker fafa o lean. Aquest fet és degut a que 

l’activitat LPL per gram de teixit no és diferent entre rates obeses i controls. 

Per poder establir una classificació hem d’analitzar l’activitat LPL total de 

cada paquet d’adipós o fat pad.  

En la Figura 66. (B) podem observar una diferència en l’activitat LPL 

per fat pad entre les rates obeses i les controls de manera que les obeses 

tenen una activitat major que les controls tant en l’eWAT com en l’rWAT.  

Rata Pes eWAT (g) Pes rWAT (g) Pes corporal (g) % pes corporal (eWAT+rWAT)

1 1,32 2,26 333 1,08

2 1,07 2,15 311 1,04

3 1,39 2,42 348 1,09

4 1,32 3,07 350 1,25

5 1,83 3,08 340 1,44

6 6,94 7,36 408 3,50

7 6,36 9,10 464 3,33

8 5,84 9,14 439 3,41

9 8,00 9,37 470 3,70

10 9,80 9,40 454 4,23

11 8,87 9,45 440 4,16

12 7,10 7,40 430 3,37

13 7,88 8,09 473 3,38

14 9,55 11,15 503 4,12

15 5,67 8,22 420 3,31

16 6,28 10,12 465 3,53
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Figura 66. Activitat LPL dels teixits adiposos epididimals i 

retroperitoneals de les rates Zucker mascle. Les rates 1 a 5 són Zucker 

lean (fons ombrejat gris) i les rates 6 a 16 són Zucker fafa. eWAT (barres 

blanques), rWAT (barres negres). Es representa l’activitat LPL per gram de 

teixit (A) i per fat pad (B). Mitjana activitat LPL mU/g tx ± SEM: eWAT, lean 

264 ± 16 i fafa 196 ± 12; rWAT, lean 178 ± 34 i fafa 170 ± 42. Mitjana 

activitat LPL mU/fat pad ± SEM: eWAT, lean 360 ± 23 i fafa 1437 ± 73; 

rWAT, lean 443 ± 72 i fafa 1533 ± 166.  

Per continuar amb l’establiment d’una bona classificació dels nostres 

animals vàrem quantificar els TAG en plasma.  

Com veiem a la Figura 67. les rates classificades com a Zucker fafa 

(barres negres) tenen uns nivells de TAG en plasma 4 vegades superiors al 

de les classificades com a Zucker lean (barres blanques). Aleshores, vàrem 

voler conèixer si el pes corporal de les rates o el seu BMI correlacionaven 

amb els nivells de TAG. En la Figura 68. observem: en (A) la correlació 

entre el BMI i els TAG d’ambdós grups i en (B) la correlació entre el pes 

corporal i els TAG d’ambdós grups també. Hi ha una bona correlació entre 

els factors analitzats i el grup d’estudi. Un pes corporal més gran o un BMI 

més elevat correlacionen positivament amb uns nivells de TAG més elevats 

(rates classificades com a Zucker fafa (rodones negres)). Un pes corporal 

més petit o un BMI inferior correlacionen positivament amb uns nivells 

més baixos de TAG en sang (rates classificades com a Zucker lean 

(quadrats blancs)).    
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Figura 67. Nivells de triacilglicèrids en plasma a rates Zucker mascle. 

Les rates 1 a 5 són Zucker lean (barres blanques i fons ombrejat gris) i les 

rates 6 a 16 són Zucker fafa (barres negres). Les línies puntejades 

representen la mitjana dels valors de TAG del grup de les lean (mitjana ± 

SEM, 1,50 ± 0,09) i de les fafa (mitjana ± SEM, 5,55 ± 0,40), 
respectivament. La mostra de sang es va obtenir el mateix dia del sacrifici 

de les rates, a les 15 setmanes de vida.  

Figura 68. 
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sacrifici de les rates, a les 15 setmanes de vida. 
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Per últim, es va comprovar la glucèmia de totes les rates un cop per 

setmana durant 9 setmanes (excepte les setmanes 11 i 14) (veure Figura 

69.). Com es pot observar a la figura no hi ha diferències entre el grup 

Zucker fafa i el lean en quant al nivell de glucosa en sang. Aquest fet no és 

estrany ja que la diabetis és una possible comorbiditat derivada de 

l’obesitat però no és una condició sine qua non per declarar, en aquest cas 

a una rata, obesa. A més a més, ja hem comentat en la introducció 

d’aquest bloc d’estudi que la hiperglucèmia no és característica de les rates 

obeses Zucker. 

Figura 69. Evolució de la glucèmia a les rates Zucker mascle de les 7 a 

les 15 setmanes de vida. Zucker lean (quadrats blancs) i Zucker fafa 
(rodones negres). Les barres representen la desviació estàndard de la 

mitjana de 5 animals en el grup Zucker lean i 11 animals en el grup 

Zucker fafa. 

La Taula 10. (A) mostra un resum de les característiques estudiades a les 

setmanes 5 i 15 de vida de les rates Zucker. En (B), mostrem els 

paràmetres de pes corporal, BMI i nivells de TAG en plasma amb els valors 

límits que hem establert per considerar una rata lean o fafa. 
 

90

100

110

120

130

140

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

G
lu

cè
m

ia
 (m

g/
dl

)

Setmana

lean

fafa

Glucèmia Rates Zucker



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

182 

 

Taula 10. Resum de la caracterització del model Zucker a 5 i 15 
setmanes de vida. Zucker lean n=5, Zucker fafa n=11. (A) Valors promig 

de la caracterització a les setmanes 5 i 15. Nd= no determinat. (B) Dades 

reals i aproximades obtingudes de la mesura del pes, el BMI i els TAG de 

les rates Zucker. 

4.3.4.2 Estudi de les isoformes d’LPL en el model d’obesitat per 

modificació genètica 

Un cop ben establerts els dos grups d’estudi (lean = 5 rates i fafa = 11 

rates) (veure Taula 10.), vàrem realitzar la purificació parcial de l’LPL de 

l’rWAT mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. 

La Figura 70. mostra el resultat de la purificació de l’rWAT de les 

rates mascle Zucker lean (A) i de les fafa (B). En ambdues representacions 

veiem un pic d’activitat LPL i cap altre pic d’activitat lipasa en tota la 

purificació parcial. Els valors dels pics d’activitat LPL són similars en 

ambdós grups (Zucker lean 35 mU/mL i Zucker fafa gairebé 40 mU/mL). 

Aquestes dades estan en consonància amb els valors d’activitat LPL per 

gram de teixit carregats a la columna d’HS d’ambdós grups d’estudi. 

L’homogenat de les Zucker lean tenia una activitat LPL de 195 mU/g tx i el 

de les fafa de 217 mU/g tx.  

A la dreta de la representació de la purificació parcial de les Zucker 

fafa (B) veiem la imatge de l’SDS-PAGE i WB contra l’LPL del pool de les 

fraccions de l’eluït a 1,50 M d’NaCl. Observem una doble banda, la més 

gruixuda correspon al MW aparent esperat per l’LPL, 56,2 kDa. La més 

prima té un MW aparent aproximat de 62,5 kDa. No vàrem realitzar   
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l’SDS-PAGE i WB del pool de les fraccions eluïdes a 1,50 M de les Zucker 

lean (A) perquè disposàvem de molt poca quantitat de mostra que 

preferíem reservar per les 2DE. El fet de disposar de menys mostra d’rWAT 

de les Zucker lean s’explica per dos motius: (i) les rates control tenen 

menys quantitat de greix que les obeses i (ii) disposàvem de només 5 rates 

control (per contra teníem 11 rates obeses) (veure Taula 10.). 

Figura 70. Purificació parcial de l’LPL de teixit adipós blanc 

retroperitoneal de rata mascle Zucker lean (A) i fafa (B) mitjançant 

cromatografia d’afinitat a heparina-Sepharose. Les fraccions van ser 

recollides després d’un increment esglaonat de la concentració de NaCl, 
com s’indica a la part superior. Es representa la proteïna total (cercles 

negres) i l’activitat LPL (cercles blancs) de les fraccions. (A) rWAT Zucker 

lean, s’ha utilitzat 7,5 g d’rWAT de 5 animals en la purificació parcial. No 

es va fer SDS-PAGE i WB per reservar mostra per les 2DE. (B) rWAT 

Zucker fafa, a la dreta del perfil es troba la imatge d’SDS-PAGE i WB 

contra LPL (anticòs 5D2) del pool de les fraccions de l’eluït. La quantitat 

total de proteïna carregada s’indica sobre el carril. S’ha utilitzat 14,1 g 
d’rWAT de 5 animals en la purificació parcial.  
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Un cop posada al punt la tècnica de l’SS (veure Apartat 4.3.2.1), vàrem 

realitzar les 2DE en WB i en SS tant de les mostres d’rWAT de les rates 

Zucker lean com de les fafa (veure Figura 71.). En la 2DE-WB de l’LPL de 

l’rWAT de les Zucker lean (A) i en la de les Zucker fafa (B), observem vuit 

isoformes amb un pI d’entre 6,80 i 8,30 i amb un MW aparent esperat de 

56,2 kDa. En ambdós casos observem també dues isoformes amb un pI 

bàsic i un MW aparent d’aproximadament 62,5 kDa.  

Si ens fixem en la imatge de les isoformes de pI de l’LPL en la     

2DE-SS d’ambdues mostres (lean (C) i fafa (D)) veiem un total de vuit 

isoformes que coincideixen en pI amb l’observat al WB. Les dues isoformes 

de més MW aparent es poden intuir però no s’observen clarament. També 

podem veure en ambdues imatges de 2DE-SS dues isoformes àcides de 

menor MW aparent que les isoformes de pI de l’LPL, són les que vàrem 

establir com a control intern de que la tècnica de l’SS ha funcionat en 

rWAT de rata mascle (veure Figura 54.).  

Vàrem tenyir amb plata el mateix gel utilitzat per la 2DE-SS i tal i 

com veiem en la zona encerclada en vermell de les imatges ((E) Zucker lean 

i (F) Zucker fafa) aconseguim tenyir les mateixes isoformes que les 

observades en l’SS. Amb la tinció amb plata som capaços de diferenciar 

millor les dues isoformes de pI de més MW aparent en ambdues mostres.  

La Figura 72. mostra el patró de les isoformes de pI de l’LPL de 

l’rWAT de les rates Zucker lean i fafa. En el patró de l’rWAT de les rates 

Zucker lean (A) observem que la isoforma de pI més abundant (un 23% de 

la quantitat total d’LPL) té un pI bàsic (8,35) i un MW aparent de 56,2 kDa. 

La següent isoforma més abundant (un 15%) té un pI neutre (7,35) i el MW 

aparent és també de 56,2 kDa.  

Si observem el patró d’isoformes de l’rWAT de les Zucker fafa (B) 

veurem cinc isoformes de pI abundants (entre un 13 i un 16% de la 

quantitat total d’LPL cadascuna). Una d’elles té un pI neutre (7,13) i un 

MW aparent de 56,2 kDa. Les altres quatre tenen un pI bàsic (de 8,23 i 

8,33) i un MW aparent de 56,2 kDa o bé de 62,5 kDa. 
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Figura 71. Detecció d’isoformes de pI de l’LPL de teixit adipós blanc 

retroperitoneal de rata Zucker fafa i lean mitjançant Western blot, 

substrat suïcida i tinció amb plata. (A i B) 2DE-WB contra LPL (anticòs 

5D2) de l’LPL purificada parcialment d’rWAT de rata Zucker mascle lean 

(A) (78 mU) i fafa (B) (41 mU). (C i D) 2DE-SS de l’LPL purificada 

parcialment d’rWAT de rata Zucker lean (C) (45 mU) i fafa (D) (26 mU) 
incubada amb SS (10 nmol), a 25ºC i 1 h sota protecció lumínica. La 

fluorescència del gel és detectada amb l’escàner làser Typhoon FLA 9500 (λ 

d’excitació a 473 nm i d’emissió a 532 nm). (E i F) Tinció amb plata del 

mateix gel de la 2DE-SS per lean (E) i fafa (F) (encerclada en vermell la 

zona on trobem les isoformes de pI de l’LPL). Per a la primera dimensió, es 

van utilitzar tires IPG d’11 cm i rang de pH 6-11. lean n=5, fafa n=5. MW = 

Pes molecular aparent. 
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Figura 72. pI, pes molecular i quantitat relativa de les isoformes de 

l’LPL en el teixit adipós blanc retroperitoneal de rata Zucker mascle 

lean (A) i fafa (B) (relacionada amb la Figura 71.). La mida dels cercles 

representa la quantitat relativa de cada isoforma (total 10 isoformes). A les 

taules s’indiquen aquestes quantitats respecte al 100 % total (ombrejades 
en gris les quantitats relatives majoritàries). La localització de les taques es 

correspon amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la 

mitjana) de 2 rèpliques tècniques de l’rWAT de les lean i de 2 rèpliques 

tècniques de l’rWAT de les fafa. MW = Pes molecular aparent. 
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4.3.4.3 Discussió  

Hem classificat les rates Zucker en obeses (fafa) o primes (lean) seguint 

una sèrie de paràmetres característics: el pes corporal, l’existència o no 

d’hiperfàgia, la relació entre el pes dels teixits adiposos i el pes corporal, els 

nivells d’activitat LPL per fat pad i els nivells de TAG en plasma. També 

hem comprovat que la hiperglucèmia no és un paràmetre característic de 

les rates Zucker obeses i, per tant, no és útil per la seva caracterització 

[194, 288]. Segons la casa comercial que ens va subministrar els animals, 

a les 5 setmanes de vida ja es veu una diferència de pes corporal 

significativa per classificar-les. Ara bé, segons la nostra corba de 

creixement, no les podríem classificar sense equivocar-nos fins a les 9 o 10 

setmanes. Per tant, en aquest tipus de model experimental, és necessari fer 

un seguiment dels animals, amb els paràmetres descrits, per tal 

d’assegurar una correcta classificació dels mateixos al grup corresponent i 

no esbiaixar els experiments que se’n derivin. 

També hem vist que els nivells de TAG correlacionen amb el pes 

corporal i amb el BMI de les rates obeses i primes. És a dir, les rates 

obeses pesen més, tenen un BMI superior i uns nivells de TAG en plasma 

també més elevats que les rates primes. Aquest fet, si bé no és sorprenent, 

no està descrit en la literatura per les rates obeses per modificació genètica 

però si per les obeses per dieta de cafeteria [195, 196].  

Pel que fa als nostres resultats d’activitat LPL en els tipus de WAT 

estudiats, epididimal i retroperitoneal, hem corroborat que per a obtenir 

una diferència entre lean i fafa hem d’expressar aquesta activitat per fat 

pad [259-262, 289-291]. Si expressem l’activitat LPL per gram de teixit no 

hi ha diferències significatives entre les rates obeses i primes [259, 261, 

290, 292]. En principi, també seria possible expressar l’activitat LPL per 

cèl·lula per veure diferències significatives ja que en les Zucker obeses està 

descrit que les cèl·lules del teixit adipós tenen hipertròfia i també hi trobem 

hiperplàsia [258, 259, 289, 293]. 

D’altra banda, en el cas de les rates Zucker fafa no ha fet falta 

coprecipitar l’LPL amb BSA per poder-la detectar per 2DE, com sí era 

necessari en les mostres de WAT procedents en d’altres individus obesos 

(dones i  rates obeses per dieta de cafeteria). L’activitat LPL per gram de 

teixit dels homogenats de l’rWAT de les Zucker lean i fafa era elevada i 

similar, 195 i 217 mU/g tx, respectivament. En canvi, en els homogenats 

de l’scWAT de les dones normopes i obeses vam trobar una activitat LPL 

per gram de teixit inferior en les obeses, 72 i 15 mU/g tx, respectivament. 

En la mateixa línia vam trobar que en els homogenats de l’rWAT de les 

rates control i obeses per dieta de cafeteria l’activitat LPL per gram de teixit 

era inferior en les obeses, 169 i 29 mU/g tx, respectivament. És a dir, en 

els homogenats amb una activitat LPL per gram de teixit inferior a 30 

mU/g tx (dones obeses i rates obeses per dieta de cafeteria) no ha estat 

possible enfocar les isoformes sense, abans, coprecipitar l’LPL amb BSA. 

De manera general, doncs, podem dir que si hi ha menys activitat LPL (i 

probablement menys proteïna LPL) per gram de teixit, la precipitació de la 

proteïna i el seu posterior enfocament mitjançant 2DE són més complicats.   
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Tal i com havíem vist en les rates Wistar en l’estudi de l’obesitat induïda 

per dieta de cafeteria, amb les rates Zucker hem tornat a constatar que 

l’rWAT presenta isoformes de MW aparent a part de les isoformes de pI. Tal 

i com ja havíem comentat, aquestes isoformes podrien ser degudes a una 

glicosilació de l’LPL en aquest teixit. En un estudi realitzat en WAT de rates 

Zucker en el nostre grup [294], s’evidenciava que l’HL, enzim que pertany a 

la mateixa subfamília de lipases que l’LPL, presentava dues isoformes de 

MW aparent i s’especulava amb la possibilitat que poguessin ser degudes a 

diferents graus de glicosilació de la proteïna. Així, podria ser que com a 

mínim l’LPL i l’HL, ambdues de la TLGS, presentessin diferents graus de 

glicosilació en el WAT. L’altre membre de la TLGS, l’EL, presenta tres 

isoformes però són degudes a la maduració alternativa d’mRNA. La 

isoforma predominant és una forma glicosilada de 68 kDa, les altres dues 

deriven de la maduració alternativa de l’mRNA de la predominant resultant 

dues isoformes de 46 i 38 kDa, respectivament, que no tenen activitat 

lipasa com la predominant [295].  

El mètode de l’SS ens ha servit en aquest estudi per comprovar que 

totes les isoformes de l’LPL en l’rWAT de les rates Zucker (obeses i primes) 

són actives. Com ja hem comentat en la discussió de l’obesitat mòrbida, el 

fet de visualitzar amb el mètode de l’SS que totes les isoformes són actives i 

no haver diferències amb el patró trobat mitjançant la tècnica de WB 

queda justificat pels estudis previs fets per Bergo et al. [282], els quals 

postulaven una relació entre l’activitat LPL total i la massa total de 

proteïna LPL. De la mateixa manera que no vàrem poder comparar els 

nivells d’activitat de cada isoforma entre elles en els resultats obtinguts 

amb les dones normopès i les obeses, tampoc ho hem pogut fer en l’estudi 

d’obesitat induïda per modificació genètica. La justificació és la mateixa 

que hem donat en la discussió de les mostres humanes: l’activitat LPL 

incubada amb l’SS no era la mateixa en ambdós grups d’estudi, no podem 

conèixer si totes les isoformes tenen la mateixa afinitat pel GR de l’SS ni 

tampoc si l’ER de l’SS és reconegut per igual per totes elles i tampoc tenim 

la certesa de que el tag emeti sempre la mateixa intensitat de senyal 

fluorescent. Per poder comparar l’activitat lipolítica entre les isoformes de 

l’LPL i veure possibles diferències en quant a nivells d’activitat podríem: 

posar al punt alguna tècnica que ens permetés separar les isoformes i 

poder valorar l’activitat LPL pel mètode radioquímic de manera individual o 

bé, augmentar el nombre de rèpliques de 2DE-SS per a que poguéssim, per 

densitometria, quantificar la fluorescència emesa i estadísticament 

tinguéssim la certesa de que cada isoforma emet sempre la mateixa.  

Com en l’estudi de les rates obeses per dieta de cafeteria, no veiem 

diferències entre les Zucker obeses i les control pelque fa al nombre 

d’isoformes i els seus pI. No obstant, l’abundància relativa de les mateixes 

sembla, un altre cop, tenir una tendència a desplaçar-se cap a la zona més 

bàsica en la situació d’obesitat. Si ens fixem en les Zucker lean la quantitat 

relativa de les isoformes tendeix a estar més igualada en tot el rang de pH 

on es troben (43% zona àcida-neutra, 57% zona bàsica). En les Zucker 

fafa, en canvi, tendeix a desplaçar-se cap al rang bàsic (36% zona àcida-

neutre, 64% zona bàsica). De la mateixa manera que amb l’altre model 

murí d’obesitat, ens preguntem si l’experiment s’hagués perllongat una 
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mica més en el temps aquest desplaçament cap a la zona bàsica de les 

isoformes en les rates obeses seria o no més evident.   
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4.3.5 Conclusions 

Obesitat en humans 

✓ Hem descrit, per primera vegada, l’existència d’isoformes de pI de 

l’LPL en el WAT subcutani (scWAT) de dones normopès i d’obeses 

mòrbides. 

✓ Sorprenentment, el nombre d’ isoformes en l’scWAT és molt més baix 

que el trobat en altres fluids humans i teixits de rata. Hem 

hipotetitzat que la troballa de només dues isoformes de pI de l’LPL 

en el rang bàsic de pH en les dones obeses pot ser degut a: (i) la 

dificultat de precipitació i enfocament de la proteïna per la baixa 

activitat LPL del teixit i pel fet de tractar-se de mostres d’obesitat i/o 

(ii) la tendència de trobar una abundància relativa major en el rang 

bàsic de pH en la situació d’obesitat. 

✓ Totes les isoformes de pI de l’LPL, provinents d’una purificació 

parcial mitjançant cromatografia d’afinitat a HS, de l’scWAT de 

dones normopès i obeses mòrbides són actives.  

✓ Hem suggerit que existeix un augment de l’activitat LPL en l’scWAT 

de les dones obeses respecte les normopès, sempre que 

s’expressessin els valors respecte tot l’scWAT i no per gram de teixit. 

✓ Com a futura optimització en l’abordatge experimental de mostres de 

WAT d’obesos:  

• L’scWAT no és el teixit més adequat per estudiar l’obesitat, en 

un futur seria convenient, treballar amb el WAT visceral ja que 

és el que es relaciona directament amb la síndrome 

metabòlica. 

• L’LPL purificada parcialment per cromatografia d’afinitat a HS 

provinent de WAT d’individus obesos cal coprecipitar-la amb 

alguna altra proteïna per tal de visualitzar-la per 2DE. Aquest 

pas no és necessari en els individus normopès i se’n desconeix 

el motiu.  

Obesitat induïda per dieta de cafeteria 

✓ Hem descrit, per primera vegada, l’existència d’isoformes de pI i, 

també, de MW aparent de l’LPL en el WAT retroperitoneal (rWAT) de 

rata femella de la soca Wistar. 

✓ Les isoformes de pI de l’LPL de les rates obeses per dieta de cafeteria 

estan més representades en la zona bàsica de pH, mentre que les de 

les rates control tenen una representació molt similar en tot el rang. 

✓ Com a futura optimització en l’abordatge experimental d’aquest 

model d’obesitat:  
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• Caldria allargar el temps d’estudi (mínim 180 dies) amb una 

dieta de cafeteria per tal de veure una major activitat LPL en el 

WAT de les rates obeses i, conseqüentment, una probable 

major abundància de les isoformes d’LPL al rang bàsic de pH. 

Obesitat induïda per modificacio genètica 

✓ Respecte a la caracterització d’aquest model d’obesitat podem dir 

que:  

• Existeixen paràmetres inequívocs de classificació de les rates 

Zucker en obeses o primes com: el pes corporal, la quantitat 

d’ingesta, la relació entre la suma total dels pesos dels teixits 

adiposos respecte al pes corporal de l’animal, els TAG  

plasmàtics i els nivells d’activitat LPL per paquet de greix (fat 

pad). 

• Amb aquest estudi verifiquem el fet que per a veure diferències 

significatives d’activitat LPL entre les rates Zucker obeses i les 

primes cal expressar-la per fat pad i no per gram de teixit. 

• La glucèmia no és un paràmetre fiable per la classificació de 

les rates Zucker. 

✓ Hem descrit, per primera vegada, l’existència d’isoformes de pI i, 

també, de MW aparent de l’LPL en l’rWAT de rata mascle de la soca 

Zucker.  

✓ Les isoformes de pI de l’LPL de les rates obeses per modificació 

genètica estan més representades en la zona bàsica, mentre que les 

de les rates primes tenen una representació molt similar en tot el 

rang de pH. Això coincideix amb el resultat obtingut en el WAT del 

model d’obesitat per dieta de cafeteria. 

✓ Totes les isoformes de l’LPL (tant de pI com de MW aparent), 

provinents d’una purificació parcial mitjançant cromatografia 

d’afinitat a HS, de l’rWAT de rates Zucker són actives.  

Conclusions comunes en els estudis d’obesitat 

✓ És la primera vegada que es descriuen isoformes de pI i de MW 

aparent de l’LPL en l’rWAT  de rata. 

✓ Les isoformes de l’LPL provinents de la situació d’obesitat amb una 

baixa activitat LPL per gram de teixit (rates amb obesitat induïda per 

dieta de cafeteria i humanes amb obesitat mòrbida) són més difícils 

de precipitar i d’enfocar per 2DE que les provinents de la situació 

control. Aquest comportament metodològic no s’observa en mostres 

de WAT de no obesos i se’n desconeix el motiu. 



Resultats i discussió. Estudi patològic: obesitat. 

 

192 

 

✓ Hem comprovat que totes les isoformes de l’LPL, tant de pI com de 

MW aparent, provinents d’una purificació parcial per cromatografia 

d’afinitat a HS, són actives.  

✓ En general, amb l’obesitat, hi ha una major quantitat relativa 

d’isoformes amb pI bàsic.  
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L’enzim lipoproteïna lipasa (LPL) és un enzim àmpliament distribuït a 

l’organisme i és clau en el metabolisme lipídic. La seva funció principal és 

la hidròlisi de triacilglicèrids (TAG) circulants que formen part de 

quilomicrons (QM) i/o lipoproteïnes de molt baixa densitat (VLDL). L’enzim 

està sotmès a una regulació específica de teixit de manera que diferents 

situacions fisiològiques o patològiques modulen la seva activitat lipolítica 

en diferents teixits, redirigint així el flux de TAG circulants de l’organisme. 

Degut a l’acció enzimàtica de l’LPL els teixits capten àcids grassos no 

esterificats (NEFA) que utilitzen com a font d’energia o bé emmagatzemen, 

depenent de la naturalesa del teixit. L’LPL es troba en la seva forma 

madura i activa en la superfície luminal de l’endoteli capil·lar de la majoria 

de teixits extrahepàtics de l’organisme, de manera més important 

s’expressa als teixits adiposos blanc i marró (WAT i BAT), la glàndula 

mamària alletant, la musculatura esquelètica i el cor. 

questa tesi s’inicia a partir del descobriment, realitzat en el nostre 

grup de recerca, que l’LPL no és una sola proteïna sinó un conjunt 

d’isoformes de diferent punt isoelèctric (pI) i mateix pes molecular (MW) 

aparent [180]. En el nostre grup, preteníem explorar diferents aspectes 

relacionats amb aquesta descoberta com per exemple conèixer la 

distribució tissular de les isoformes de l’LPL en diferents espècies, l’origen 

molecular de les isoformes, les seves característiques funcionals, etc. Per 

intentar abastar tots aquests aspectes, es van iniciar dues tesis doctorals 

que van anar de la mà en tot el seu recorregut, la tesi d’en Pere Carulla 

[181] i la present tesi.  

La descoberta de les isoformes de pI de l’LPL es va fer en cor i 

plasma post-heparínic (PHP) de rata [180] i, més tard, també en teixit 

adipós de rata i macaco [181]. Seguint en la caracterització de la 

distribució de les isoformes tant en diferents espècies com en teixits, en 

aquesta tesi ens vam proposar com a primer objectiu determinar si les 

isoformes de l’LPL existien també en l’espècie humana, ja que la seva 

presència podria ser rellevant en l’estudi clínic de l’enzim. Hem confirmat 

l’existència d’un mínim de vuit isoformes de pI de l’LPL en el PHP 

d’humans. En aquest estudi en humans, hem descartat la possibilitat de 

que l’origen molecular de les isoformes de l’LPL pugui ser degut només a 

variacions al·lèliques (en el cas de la rata [181], es va descartar totalment 

aquesta opció estudiant un únic teixit d’un sol individu), ja que es 

presenten més de dues isoformes sempre en un únic individu. 

Vàrem realitzar la primera aproximació a l’estudi de la possible 

presència de les isoformes en humans utilitzant PHP perquè és una mostra 

que es pot obtenir de manera poc invasiva. A més, tenint en compte que 

l’LPL present al PHP està considerada com un recull de la forma madura de 

l’enzim de tots els teixits de l’organisme, la troballa al PHP ens indicaria 

que les isoformes de pI provenien probablement de diferents teixits en 

relació amb l’àmplia distribució de la proteïna en l’organisme. I encara 

més, com ja havíem caracteritzat les isoformes del PHP de rata [180], 

podríem fer una comparació entre espècies. 

A 
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La Figura 73. mostra que els patrons de les isoformes de pI de l’LPL del 

PHP de rates mascle i d’homes són similars, però no idèntics. Encara que 

el rang de pH en els dos patrons es mou entre els mateixos valors, 

l’abundància relativa de les isoformes de l’espècie humana és més alta en 

la zona bàsica de pH (al voltant de 8,00) i en l’espècie murina té una major 

representació en una zona de pH una mica més neutra (al voltant de 7,50). 

Tenint en compte que considerem el PHP com una mostra que recull l’LPL 

madura de tot l’organisme, el fet de trobar diferències en el patró 

d’isoformes en aquest fluid entre ambdues espècies suggereix que algun o 

alguns teixits de les dues espècies presenten un patró d’isoformes diferent 

o bé, que les diferències són degudes a la situació fisiològica en la que es 

troba cada espècie estudiada (com per exemple el dejuni/ingesta [181]).  

Figura 73. Comparativa del pI i la quantitat relativa de les isoformes 

de l’LPL en el plasma post-heparínic de rates mascle (A) i homes (B). 

Patró d’isoformes de l’LPL del (A) PHP de la Figura 47. (A) i del (B) PHP de 
la Figura 27.. La mida dels cercles representa la quantitat relativa de cada 

isoforma (A, total 8 isoformes; B, total 9 isoformes). A les taules s’indiquen 

aquestes quantitats respecte al 100 % total (ombrejades en gris les 

quantitats relatives majoritàries). La localització de les taques es correspon 

amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) 
de 2 rèpliques tècniques del PHP de rates mascle i de 4 rèpliques 

biològiques del PHP d’homes. MW = Pes molecular aparent. 
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Segons un article recent [296], l’activitat LPL trobada en el PHP d’un 

mateix gènere varia entre diferents espècies (ratolí, rata i conill). En aquest 

treball, el valor obtingut d’activitat LPL del PHP d’humans ha estat de 111 

mU/mL i la de rates 21 mU/mL. Aquest resultat està en consonància amb 

la variació trobada en el treball mencionat. De manera que les diferències 

d’activitat LPL observades en diferents espècies podrien estar relacionades 

amb les diferències que hem descrit en la distribució de les isoformes de pI 

de l’LPL del PHP d’humans i de rates. La diferència observada entre les 

dues espècies, podria indicar una lleugera divergència de les isoformes 

d’aquesta proteïna a nivell d’espècie. Per contrastar aquesta hipòtesi, 

caldria un estudi comparatiu de la distribució tissular de les isoformes de 

pI de l’LPL entre les dues espècies. 

om hem descrit abans, un altre aspecte a explorar relacionat amb 

l’existència de les isoformes, era la seva caracterització funcional. 

Actualment, no disposem de cap eina metodològica que ens permeti 

estudiar les isoformes de forma individual i, per tant, tampoc la seva funció 

individual. Per avançar en l’estudi de possibles diferències funcionals entre 

les isoformes de pI de l’LPL, vàrem realitzar aproximacions indirectes 

estudiant situacions fisiològiques o patològiques, en humans, en les quals 

l’LPL està regulada i té un rol clau a nivell funcional. Està descrit que 

l’expressió i l’activitat LPL depenen del teixit i de la situació fisiològica en la 

que es trobi l’animal [13], de manera que les isoformes també en podrien 

dependre. 

La primera de les aproximacions estudiades en aquest treball, va ser la 

situació fisiològica de l’alletament. Vam escollir aquesta situació perquè 

està descrit que l’LPL és un enzim clau en la distribució dels TAG 

circulants cap a la glàndula mamària alletant per a la síntesi de llet [87]. 

Per a realitzar aquesta aproximació funcional en l’alletament era necessari 

comparar els patrons d’isoformes de pI de l’LPL en un teixit i dos fluids 

implicats en el procés d’alletament: la llet, la glàndula mamària alletant i el 

PHP. S’ha descrit una elevada activitat LPL tant en la llet humana [88] com 

en la de rata [89], ara bé, també s’ha descrit que l’enzim sembla que no té 

cap funció en la llet i que només és un excedent procedent de la glàndula 

mamària alletant [90, 91]. Amb la voluntat d’estudiar la distribució de les 

isoformes de pI de l’LPL en diversos tipus de mostres humanes, vàrem 

iniciar aquesta aproximació analitzant les possibles isoformes de l’LPL en 

la llet materna humana. Hem descrit fins a vuit isoformes de pI de l’LPL 

en la llet de quatre donants amb un rang de pH d’entre 6,75 i 8,25, 

trobant-se les isoformes amb una major quantitat relativa en la zona 

neutra de pH. Els patrons d’isoformes de cada donant són molt similars 

entre ells, la qual cosa suggereix que el patró de les isoformes de pI de 

l’LPL de la llet humana està altament conservat. A més, hem avançat una 

mica més en l’origen de les isoformes de pI de l’LPL. En la tesi de Pere 

Carulla [181], es va descriure que un sol cor de rata presentava més de 

dues isoformes de pI, indicant això, que les isoformes no són degudes a 

variants al·lèliques ni tenen un origen multi-orgànic. Per tant, que el seu 

origen és degut, molt possiblement i de manera exclusiva, a modificacions 

C 
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post-traduccionals (PTM). Ara, corroborem aquest resultat en humans, ja 

que en cada mostra de llet (provinent d’un únic teixit) d’una sola donant 

existeixen més de dues isoformes. Així doncs, en el nostre grup de recerca, 

hem estudiat els possibles orígens de les heterogeneïtats d’aquestes 

isoformes de l’LPL concloent que: no corresponen a formes intermèdies de 

maduració intracel·lular, no són degudes a variacions al·lèliques, no tenen 

un origen multi-orgànic i l’origen no es pot atribuir a fosforilacions de la 

proteïna però, en part, sí que es pot explicar per diferents graus de 

glicosilacions [180, 181]. 

La naturalesa glicoproteica de l’LPL suggereix que la diversitat de les 

estructures glicosilades adjuntes podria explicar l’heterogeneïtat de pI 

observat. No obstant, la deglicosilació només redueix parcialment el 

nombre d’isoformes de pI de l’LPL en la rata [180] i en macaco [181], 

indicant que hi ha altres PTM involucrades. Hem de remarcar que l’LPL 

humana i de rata tenen 2 i 3 llocs de glicosilació predits, respectivament 

(utilitzant NetNGlyc 1.0, Centre for Biological Sequence Analysis, Technical 

University of Denmark, Kongens Lyngby, Dinamarca), excloent un lloc 

potencial, present en ambdues espècies, amb la seqüència Asn-Pro-Ser que 

és rarament glicosilada en eucariotes [13]. Segons això, esperaríem un 

major nombre d’isoformes en rata que no pas en humans. En canvi, el 

nombre d’isoformes que es troben en ambdues espècies és molt similar, 

indicant que altres PTM (diferents a la glicosilació) contribueixen a 

l’heterogeneïtat de pI observada. La fosforilació proteica és una PTM que 

s’ha associat prèviament a isoformes de pI d’altres proteïnes [297]. En el 

nostre grup d’investigació vàrem demostrar que la fosforilació no 

contribueix a l’heterogeneïtat de pI de l’LPL en rata [180] ni en macaco 

[181]. En un altre estudi realitzat pel nostre grup, vàrem identificar residus 

nitrats de tirosina en l’LPL de rata en resposta a una estimulació amb LPS 

[82], demostrant que l’LPL pot estar sotmesa a altres PTM in vivo.  

Per tant, la nitració de tirosines o l’acció d’altres PTM encara no 

identificades poden contribuir potencialment a l’heterogeneïtat de pI de 

l’LPL. Calen més estudis per elucidar les diferències moleculars entre les 

diferents isoformes de pI de l’LPL. Com que les PTM poden induir un canvi 

de pI, la diferència de pI entre les isoformes de l’LPL podria proporcionar la 

primera pista sobre el possible origen molecular d’aquesta heterogeneïtat.  

No podíem continuar l’estudi de caracterització funcional de les 

isoformes en l’alletament en humanes perquè, per raons òbvies, era 

impossible obtenir glàndula mamària alletant humana. Per obtenir-la, 

haguéssim hagut de recórrer a mastectomies però aquestes segurament 

estarien indicades per algun tipus de càncer de mama. Ja hem comentat, 

en la introducció d’aquesta tesi, que l’LPL pot tenir alguna influència en la 

leucèmia limfocítica crònica [168] i, també en té en el càncer de mama i el 

liposarcoma [298, 299], així, que no haguéssim pogut considerar aquestes 

mostres com controls del nostre estudi. És per aquest motiu, que vàrem 

traslladar aquest estudi d’aproximació funcional a la rata. L’anàlisi de les 

isoformes de l’LPL en la llet de rata ens va dur a un descobriment 

inesperat. En la llet de rata hem observat, a part d’isoformes de pI, 

isoformes de MW aparent. De manera, que hem descrit un primer conjunt 
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de cinc isoformes de pI amb un MW aparent de 56,2 kDa (el MW aparent 

esperat per l’LPL) i un segon conjunt de, també, cinc isoformes de pI amb 

un MW aparent de 62,5 kDa (MW aparent aproximadament un 10% 

superior a l’esperat). Pensem que aquestes isoformes de MW aparent, en 

part poden tenir el seu origen en la glicosilació. A més, de la mateixa 

manera que la lipasa sensible a sals biliars present en la llet humana 

presenta isoformes de MW aparent amb diferent grau de glicosilació, 

implicant això una preservació de les formes actives de l’enzim [255], en 

rata, les isoformes de MW aparent de l’LPL (probablement degudes a un alt 

grau de glicosilació) podrien tenir una implicació funcional similar.  

Vàrem continuar l’estudi d’aproximació funcional analitzant l’LPL de 

la glàndula mamària alletant de rata. Hem descrit fins a cinc isoformes 

de pI de l’LPL en la glàndula mamària alletant que es troben en un rang de 

pH d’entre 6,90 i 7,90. Tenint present que en treballs anteriors, s’ha 

especulat que l’LPL trobada a la llet materna és un excedent de la que 

presenta la glàndula mamària alletant o bé, hi és deguda a filtracions 

procedents de la glàndula, haguéssim esperat trobar un patró similar 

d’isoformes en la llet i en la glàndula mamària alletant, ja que el de la llet 

hauria d’incloure part, o totes, de les isoformes presents en la glàndula 

mamària alletant. Hem descrit, però, dos patrons que no són coincidents: 

la glàndula mamària alletant no presenta isoformes de MW aparent de 

l’LPL i les isoformes amb una major quantitat relativa en la llet es troben 

en la zona bàsica de pH i en la glàndula mamària alletant en la zona 

neutra. Tot això, ens suggereix que l’LPL de la llet pateix alguna o algunes 

PTM (una d’elles molt probablement la glicosilació) en la transició de la 

glàndula mamària a la llet o bé, en la mateixa llet. Plantegem doncs que 

existeix una possible regulació post-traduccional de les isoformes de l’LPL 

en la situació fisiològica de l’alletament.  

Existeix una transdiferenciació (diferenciació d’un tipus cel·lular a 

un altre, de manera directa o amb divisions cel·lulars, que difereix de la 

diferenciació de cèl·lules progenitores), d’adipòcits a cèl·lules epitelials 

secretores, reversible i fisiològica del WAT mamari a glàndula mamària 

alletant en l’adult [256]. En aquest context, proposaríem futurs 

experiments per estudiar la diferenciació del WAT mamari de rata verge a 

glàndula mamària de rata alletant (passem d’unes poques cèl·lules 

epitelials disperses a que siguin les majoritàries en el teixit [223]), per 

determinar si canvia el patró d’isoformes de l’LPL en aquest procés de 

diferenciació. 

Per finalitzar l’estudi d’aproximació per a la caracterització funcional 

de les isoformes utilitzant la situació fisiològica de l’alletament, hem descrit 

la presència de tres grups d’isoformes de diferent MW aparent (56,2; 58,5 i 

64,2 kDa), amb diverses isoformes de pI cadascun, en el PHP de les rates 

alletants. Era necessari estudiar el patró de les isoformes de l’LPL en el 

PHP de les rates alletants perquè l’LPL que es sintetitza a les cèl·lules 

epitelials de la glàndula mamària alletant és secretada a la llet o dirigida a 

les cèl·lules endotelials dels vasos sanguinis de la mateixa glàndula [45]. A 

més, aquest fluid podria tenir molta presència de les isoformes de la 

glàndula mamària, molt abundant i representativa en la femella alletant.  
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Només hem trobat coincidència, en pI i MW aparent, entre dues isoformes 

de la glàndula mamària alletant i dues isoformes del PHP de les alletants. 

Aquest fet suggereix que és molt complicat realitzar una associació directa 

entre les isoformes presents al PHP i el seu teixit d’origen. 

Per ampliar aquesta aproximació funcional, hem descrit, en el PHP 

de rates femella verges, la presència de fins a vuit isoformes de pI de 

l’LPL, situades en un rang de pH d’entre 6,40 i 8,10 i amb un MW aparent 

de 56,2 kDa, i dues isoformes a la banda més àcida del rang de pH amb un 

MW aparent de 62,5 kDa. Aquesta caracterització ens ha servit per 

comparar el patró de les seves isoformes amb el patró generat per les 

isoformes de l’LPL del PHP de les rates alletants. Hem comprovat 

diferències entre ambdós patrons degudes, possiblement, a la presència de 

les isoformes de l’LPL procedents de la glàndula mamària alletant en el 

PHP de les alletants. A més, suggerim que l’existència d’isoformes de MW 

aparent de l’LPL al PHP de les rates alletants i verges és deguda a PTM, 

possiblement a diferents graus de glicosilació, que ha patit la proteïna en el 

seu teixit de procedència. I encara més, la major complexitat observada en 

el patró de les isoformes de l’LPL del PHP de les alletants comparada amb 

la de les verges, suggereix que existeix una regulació específica de teixit de 

l’enzim en l’alletament.  

La segona de les aproximacions estudiades, en aquest treball, va ser la 

situació patològica de l’obesitat. Està àmpliament descrit que l’LPL és 

d’una importància cabdal en l’obesitat [12] i que la seva activitat 

enzimàtica, tant en humans com en rates, està augmentada en els 

individus que presenten aquesta patologia [13]. En aquest sentit, la 

comparació entre individus normopès i obesos mòrbids, de les possibles 

isoformes de pI de l’LPL del WAT ens permetria avançar de manera 

indirecta en la caracterització funcional de les mateixes. A més, amb 

l’estudi de les isoformes de l’LPL al WAT avançaríem en la descripció de la 

distribució tissular de les isoformes en humans.  

El WAT relacionat directament amb la síndrome metabòlica, és el 

WAT visceral (vWAT) [188, 189]. Degut a la impossibilitat d’obtenir aquest 

tipus d’adipós en els individus controls, vàrem utilitzar l’adipós subcutani 

(scWAT). També hem de remarcar que encara que, a priori, pensàvem 

realitzar l’estudi en ambdós gèneres, home i dona, durant el temps 

destinat a la recollida de mostres humanes no vàrem obtenir cap mostra 

d’scWAT d’home voluntari normopès. De manera que l’estudi s’ha realitzat 

en l’scWAT de dones.  

 Hem descrit l’existència d’un mínim de cinc isoformes de pI de l’LPL 

en l’scWAT de dones normopès amb un rang de pH d’entre 7,20 i 8,35, 

tenint la isoforma majoritària un pI neutre. En l’scWAT de dones obeses 

hem descrit dues isoformes de pI de l’LPL amb un pI de 8,15 i 8,35. Hem 

tingut dificultats per a enfocar per 2DE les isoformes de l’LPL provinents 

de les mostres d’scWAT d’humanes, sobretot les provinents de mostres 

d’obeses. Està descrit que l’activitat LPL en l’scWAT de dones és inferior a 

la d’altres tipus d’adipós [281]. La baixa activitat LPL trobada en els 

homogenats d’ambdues mostres, sobretot en el cas de les mostres 
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d’obeses, està en consonància amb aquests resultats previs. Suggerim que 

la baixa activitat LPL, en aquest teixit, és la causa dels problemes que hem 

tingut en l’enfocament de les isoformes, sobretot en el cas de les obeses. 

Tot i que el tipus de WAT no era el més adequat per l’estudi d’aquesta 

patologia i les dificultat per enfocar per 2DE les isoformes de l’LPL, hem 

proposat que en l’obesitat mòrbida en humans les isoformes de pI de l’LPL 

tendeixen augmentar la seva quantitat relativa al rang bàsic de pH.  

Degut a la impossibilitat d’obtenir el vWAT en els individus humans 

control, vàrem ampliar l’estudi d’aproximació funcional de les isoformes en 

l’obesitat a dos models experimentals d’obesitat en rata: rates Wistar amb 

inducció a l’obesitat per dieta de cafeteria i rates Zucker amb inducció a 

l’obesitat per modificació en el gen del receptor de la leptina. El WAT 

utilitzat en ambdós models murins d’obesitat va ser el retroperitoneal 

(rWAT). Abans de descriure i discutir els resultats trobats, hem d’esmentar 

un problema metodològic que, com acabem d’explicar, vàrem tenir sobretot 

en el cas del WAT de les dones obeses: el problema d’enfocament per 2DE 

de les isoformes en mostres amb baixa activitat LPL. En les mostres de 

WAT de les rates Wistar obeses induïdes a l’obesitat per dieta de cafeteria, 

vàrem observar el mateix problema, no així en les rates Wistar control. En 

canvi, en cap de les rates del model d’obesitat per modificació genètica 

(Zucker fafa i lean) vàrem tenir problemes d’enfocament. En resum, en les 

mostres de WAT amb una activitat LPL per gram de teixit inferior a 30 

mU/g tx (dones obeses i rates obeses per dieta de cafeteria) no ha estat 

possible enfocar per 2DE les isoformes de l’LPL. Vam solucionar aquest 

inconvenient amb la posada al punt de la coprecipitació del nostre pool 

d’LPL amb albúmina sèrica bovina lliure d’àcids grassos. 

 Vàrem realitzar l’estudi d’aproximació funcional de les isoformes 

utilitzant el model murí d’inducció a l’obesitat per dieta de cafeteria en 

rates Wistar femelles. En l’rWAT de les femelles controls, hem descrit fins a 

nou isoformes de pI de l’LPL amb un rang de pH d’entre 6,60 i 8,35 i un 

MW aparent de 56,2 kDa. A més, també hem descrit quatre isoformes amb 

un MW aparent de 62,5 kDa i uns pI situats en els extrems del rang de pH 

(6,60 i 6,75; 8,17 i 8,35). En el cas de l’rWAT de les rates femella obeses 

per dieta de cafeteria, hem descrit un altre cop nou isoformes de pI de l’LPL 

amb el mateix rang de pH i el mateix MW aparent que en les control. A 

més, també hem descrit cinc isoformes amb un MW aparent de 62,5 kDa i 

uns pI gairebé idèntics als de les rates control (la cinquena isoforma extra 

amb un pI de 7,90). La diferència entre els conjunts d’isoformes de MW 

aparent és de 6,3 kDa, un 10% aproximadament. Suggerim que aquesta 

diferència és deguda a la glicosilació de la proteïna però caldria comprovar-

ho mitjançant la deglicosilació de la proteïna. La comparació dels patrons 

de les isoformes de l’LPL entre les rates controls i les obeses ens mostra 

que no hi ha diferència quant a nombre d’isoformes ni en la distribució per 

pI o per MW aparent. Ara bé, hem descrit canvis en la quantitat relativa de 

les isoformes entre els grups estudiats. En les rates control les isoformes 

es troben en una major quantitat relativa en la zona de pH àcid-neutre, 

mentre que en les obeses per dieta de cafeteria tenen una tendència a 

desplaçar-se cap a la zona bàsica de pH. Aquest resultat està en 

consonància amb l’obtingut per les mostres d’scWAT de dones obeses. 
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L’estudi indirecte per la caracterització funcional de les isoformes de l’LPL 

pel model murí d’inducció a l’obesitat per modificació genètica el vam 

realitzar amb rates mascle Zucker. Hem descrit en l’rWAT d’ambdós grups 

d’estudi (lean i fafa) un mínim de vuit isoformes de pI amb un rang de pH 

d’entre 6,80 i 8,30 i amb un MW aparent de 56,2 kDa. A més, també hem 

descrit, en ambdós grups, dues isoformes amb pI bàsic i MW aparent de 

62,5 kDa. De la mateixa manera que en la comparativa entre els patrons 

d’isoformes d’LPL de rates control i obeses del model d’obesitat per dieta de 

cafeteria no vam observar diferències en el nombre d’isoformes ni en els 

seus pI o els seus MW aparents, en el model de les rates Zucker induïdes a 

l’obesitat per modificació genètica tampoc les hem observat. I, a més, la 

quantitat relativa de les isoformes torna a tenir una major representació en 

la zona bàsica de pH en l’obesitat.  

Aquesta tendència a augmentar la quantitat relativa de les isoformes 

de l’LPL amb pI bàsic en l’obesitat, reproduït en els tres models d’obesitat 

estudiats (model humà d’obesitat mòrbida, model murí d’inducció a 

l’obesitat per dieta de cafeteria i model murí d’inducció a l’obesitat per 

modificació genètica) com mostra la Figura 74., ens suggereix, de manera 

indirecta, que existeix una diversitat funcional de les isoformes de l’LPL 

en l’obesitat.   

En la literatura podem trobar exemples d’altres proteïnes les 

isoformes de les quals són diferents en relació a l’obesitat. Per exemple, la 

lipasa sensible a hormones té dues isoformes de MW aparent (130 i 85 

kDa) en l’esperma d’homes normopès [300]. Ara bé, en individus obesos no 

trobem la isoforma de 130 kDa. Els autors, expliquen que la falta 

d’aquesta isoforma en obesos comporta una baixa hidròlisi d’èsters de 

colesterol afavorint la seva acumulació en el citoplasma dels 

espermatozous que podria contribuir a una lipotoxicitat i a la infertilitat. 

Un altre exemple, en aquest cas d’isoformes de pI, el trobem en la proteïna 

DJ-1 en ratolins, el patró d’isoformes de la qual es veu modificat quan els 

animals segueixen una alimentació rica en greixos [301]. Amb aquesta 

dieta augmenta la quantitat relativa d’una de les isoformes de la DJ-1 i a 

més, s’ha descrit, en cervell i altres teixits perifèrics, que les isoformes de 

pI de la DJ-1 tendeixen a ser més àcides. Aquest canvi en el pI de les 

isoformes s’explica per dues PTM en un mateix residu, l’oxidació d’una 

cisteïna i la modificació d’un grup succinil.  

Tots aquests exemples suggereixen que la variació observada en el 

patró de les isoformes de l’LPL (l’augment de la quantitat relativa 

d’isoformes amb pI bàsic en el cas dels subjectes obesos), com podem 

observar en la Figura 74., ha de tenir alguna implicació funcional, així com 

s’ha suggerit en diferents situacions fisiològiques (dejuni i fred) en la tesi 

d’en Pere Carulla [181].   
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Figura 74. Comparativa del pI, el pes molecular i la quantitat relativa 
de les isoformes de l’LPL en el teixit adipós blanc retroperitoneal de 

rates femella obeses per dieta de cafeteria (A), rates mascle obeses per 

modificació genètica (B) i dones obeses mòrbides (C). Patró d’isoformes 

de l’LPL de (A) l’rWAT de la Figura 62. (B), de (B) l’rWAT de la Figura 72. (B) 

i de (C) l’scWAT de la Figura 58. (B). La mida dels cercles representa la 

quantitat relativa de cada isoforma (A, total 14 isoformes; B, total 10 
isoformes; C, total 2 isoformes). A les taules s’indiquen aquestes quantitats 

respecte al 100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives 

majoritàries). La localització de les taques es correlaciona amb el seu pI i el 

seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la mitjana) de 2 rèpliques 

tècniques de l’rWAT de rata obesa per dieta de cafeteria, de 2 rèpliques 

tècniques de l’rWAT de les fafa i de 2 rèpliques tècniques de l’scWAT de 
dones obeses. MW = Pes molecular aparent. 
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És conegut que l’activitat LPL de l’scWAT d’obesos mòrbids es restaura a 

nivells de normopès un any després d’haver-se sotmès a cirurgia bariàtrica 

i haver perdut pes [162]. Per tant, seria molt interessant poder realitzar un 

seguiment de l’evolució de les isoformes de l’LPL, en rates i en humans. 

Analitzar, primer, quin és el patró d’isoformes de l’LPL en el WAT 

d’individus o rates obeses i, un temps després d’haver estat operats per 

cirurgia bariàtrica i haver perdut pes, repetir l’anàlisi en els mateixos 

individus o rates. A priori, esperaríem que la tendència que observem en 

una situació d’obesitat (un augment de la quantitat relativa de les 

isoformes bàsiques), es revertís i el patró de les isoformes fos més similar al 

trobat en una situació normopès. 

ins del context de la caracterització funcional de les isoformes i per 

avançar en el seu coneixement, en el nostre grup vam estudiar 

algunes de les característiques funcionals més rellevants de l’LPL, com 

ara l’activitat lipolítica i l’afinitat per heparina, en les seves isoformes. En 

la present tesi, hem estudiat l’activitat lipolítica de les isoformes de pI de 

l’LPL presents en el WAT de l’espècie humana i de les rates Zucker. 

Per estudiar l’activitat lipolítica de cadascuna de les isoformes de l’LPL 

vàrem adaptar el mètode del substrat suïcida (SS) al nostre enzim. Convé 

destacar que amb l’adaptació del mètode de l’SS hem aconseguit l’eina que 

ens permet estudiar l’activitat de les isoformes de manera individual. Des 

de fa uns anys ens trobem en l’era de les “òmiques” (proteòmica, genòmica, 

lipidòmica, etc.) i estem bastant avesats a tenir un conjunt de dades 

proporcionades per totes les eines precises i sofisticades que tenim al 

nostre abast, però cal abordar també una interpretació funcional d’aquests 

resultats. Amb les isoformes de l’LPL ens trobem en aquest inici de donar 

resposta al perquè de cada isoforma, d’estudiar si la seva funció canvia en 

un estat fisiològic o patològic concret, o bé, si hi ha alguna relació amb la 

regulació específica de teixit de l’LPL. El mètode de l’SS ens ha obert doncs 

noves possibilitats per seguir estudiant l’LPL a nivell funcional. 

Hem comprovat que totes les isoformes de pI de l’LPL del WAT que 

observem en el WB són funcionalment actives ja que són les mateixes que 

visualitzem amb el mètode de l’SS. Aquest fet, confirma la relació d’activitat 

LPL total, obtinguda després de la cromatografia d’afinitat a HS, amb la 

massa total de proteïna LPL [282]. 

El fet de que totes les isoformes de pI de l’LPL siguin actives 

corrobora la resolució i utilitat de la metodologia emprada per purificar 

parcialment l’LPL, la cromatografia d’afinitat a HS, entenent que totes les 

isoformes de pI que s’han alliberat a 1,50 M de NaCl són actives i 

dimèriques. Enguany, però, Beigneux et al. [302] han posat en dubte el 

paradigma de la dimerització de l’LPL com a requisit per a que la proteïna 

sigui estable i enzimàticament activa. De fet, en el seu estudi proposen que 

les formes monomèriques de l’LPL també són actives. Es basen en la 

demostració, per ultracentrifugació en gradient de densitat, que en la unió 

de l’LPL a la glycosylphosphatidylInositol-anchored high density lipoprotein 

binding protein 1 (GPIHBP1) l’enzim té un MW aparent esperat per un 

D 
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monòmer, aproximadament uns 55 kDa. A més, proposen una nova funció 

pel factor madurador de lipases 1 (LMF1), la de facilitar la secreció de l’LPL 

assegurant un correcte empaquetament dels seus monòmers. Aquests 

autors també reformulen la funció de regulació sobre l’LPL de la proteïna 

semblant a les angiopoietines 4 (Angptl4), de forma que aquesta inactivaria 

l’enzim promovent el desempaquetament dels monòmers actius. Caldrien 

futures revisions sobre aquest estudi ja que la biologia cel·lular de l’LPL 

assumida fins ara canviaria substancialment.  

Fins ara, determinats autors [13, 14, 37, 38] parlen d’homodímers 

d’LPL i mai d’heterodímers atès que fins fa relativament pocs anys es 

pensava que l’LPL era una única proteïna. Com ja hem comentat, els 

estudis realitzats pel nostre grup, van revelar que l’LPL presenta un 

conjunt d’isoformes de pI diferent amb un mateix MW aparent [180]. 

Aleshores, es planteja el dubte de si aquests dímers són tots homodímers 

(la mateixa isoforma de pI forma el dímer) o heterodímers (diferents 

isoformes de pI formen el dímer) o bé, si són una combinació d’homodímers 

i heterodímers. 

En el grup de recerca, ens vam proposar també estudiar si les isoformes 

presentaven diferent afinitat a l’heparina per tal de poder-les separar 

durant la cromatografia d’afinitat a HS utilitzant gradients de NaCl que 

haguessin alliberat, de manera progressiva i gradual, les isoformes. 

Finalment, però, la hipòtesi d’aquest estudi funcional sobre la diferent 

afinitat a l’heparina de les isoformes de l’LPL no va resultar del tot certa tal 

i com apuntaven els resultats obtinguts en el treball experimental del 

Màster previ a l’inici d’aquesta tesi doctoral i com s’ha corroborat en la Tesi 

de Pere Carulla [181], en la qual s’ha demostrat que les isoformes del vWAT 

de macaco presenten una afinitat similar (que no idèntica) per heparina. A 

més, s’ha vist que la forma dimèrica i activa de l’LPL té fins a 6000 vegades 

més afinitat per l’heparina o els HSPG que les formes monomèriques i 

inactives, i aquest fet implica que la dimerització no només comporta major 

activitat sinó també una major unió a la superfície luminal de l’endoteli 

[33]. Per tant, fisiològicament parlant, tindria sentit que algunes isoformes 

de pI perdessin part de la seva afinitat ja que, a part de perdre activitat, 

també perdrien força d’interacció amb l’heparina o els HSPG implicant una 

desestabilització del dímer de la proteïna.  

 Aquesta particularitat, però, ens hagués permès treballar de manera 

individual amb les isoformes de pI aconseguint per exemple: una major 

cobertura a nivell de seqüència per cada isoforma de pI, conèixer de 

manera més acurada el valor del seu pI, conèixer si els dímers són homo o 

heterodímers o conèixer si totes les isoformes eren actives o si algunes ho 

eren més que d’altres aplicant el mètode radioquímic per cadascuna d’elles. 
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n aquesta tesi, hem trobat, de manera fortuïta i sorprenent, com les 

isoformes de l’LPL d’un mateix fluid i teixit varien entre gèneres. Per 

corroborar aquesta troballa hem estudiat i comparat el PHP i l’rWAT (PHP 

Figura 47. i rWAT Figura 63.) de rates mascle i femella.   

Hem descrit que existeixen diferències en el patró de les isoformes de 

l’LPL del PHP de rates mascle i femella (veure Figura 47.). En el PHP de 

rates mascle trobem un conjunt de, com a mínim, 8 isoformes de pI en un 

rang de pH que va de l’àcid-neutre al bàsic (de pH 6,70 a 8,40) i amb un 

MW aparent de 56,2 kDa. En canvi, en el PHP de les femelles trobem, com 

a mínim, 10 isoformes de pI distribuïdes en dos MW aparents diferents. 

Les isoformes de pI trobades al MW aparent de 56,2 kDa estan distribuïdes 

en un rang de pH similar (6,40 a 8,10) al dels mascles, ara bé, les dues 

isoformes de pI amb un MW aparent de 62,5 kDa es troben en la part més 

àcida del rang (6,40 i 6,55).  

També, hem descrit que existeixen diferències en el patró de les 

isoformes de l’LPL de l’rWAT de rates mascle i femella (veure Figura 63.). El 

rang de pH en el qual es troben les isoformes d’ambdós gèneres és similar 

però la distribució segons l’abundància relativa de cada isoforma divergeix. 

De manera que en les femelles les isoformes es distribueixen de manera 

similar en tot el rang de pH, en canvi, en els mascles hi ha una 

representació superior de les isoformes en la zona bàsica. A més, les 

isoformes de pI amb un MW aparent de 62,5 kDa en els mascles només es 

troben en la zona bàsica de pH, en canvi, en les femelles es troben en la 

zona bàsica i, també, en l’àcida. 

En humans, fa anys que s’ha demostrat que existeix una diferència 

d’activitat LPL en el PHP d’homes i dones (superior en dones) [303]. També, 

s’ha demostrat que existeix un biaix en l’activitat LPL en el PHP d’individus 

amb deficiència gènica d’LPL heterozigots segons si es tracta d’homes o de 

dones, s’ha vist que el gènere femení té una menor activitat LPL [304]. 

Altres estudis demostren que existeix una diferència d’activitat LPL en 

sèrum segons gènere (menor activitat en homes) en pacients amb 

proteïnúria i anèmia falciforme [305]. A més, s’ha descrit que el gènere 

femení té una activitat LPL major que el masculí comparant diferents tipus 

de WAT (subcutani i visceral) [281]. 

 En el nostre grup d’investigació, ja va quedar palès, en estudis 

realitzats fa 25 anys, que en rates Wistar existeix una diferència d’activitat 

LPL segons gènere en diversos teixits de l’organisme (teixit adipós blanc i 

marró, cor i cervell) en una situació basal [306]. Aquestes diferències 

s’especulava eren degudes a les hormones sexuals. Així, es referenciaven, 

diferències entre mascles i femelles degudes a diferències hormonals, com 

per exemple el fet de que en femelles la sensibilitat que tenen els adipòcits 

per estimular el metabolisme de la glucosa mitjançant insulina és major 

que en mascles. Convé ressaltar que aquestes diferències d’activitat LPL 

segons el gènere no van ser trobades en la soca de rates Sprague-Dawley. 

Un estudi d’enguany, confirma aquest últim resultat i, fins i tot, l’amplia a 

altres espècies (ratolí i conill) [296]. En efecte, les diferències d’activitat LPL 

segons gènere no s’observen doncs en totes les espècies i/o soques. 

E 
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Existeixen altres enzims que també divergeixen en el seus nivells d’activitat 

segons gènere. Un article publicat el 1991 [307], demostrava en rata com 

l’enzim hepàtic sulfotransferasa conjugat amb androsterona (androsterone-

sulfating sulfotransferase, AD-ST) és un oligòmer format per diverses 

subunitats i aquestes poden tenir diferents pI però totes tenen el mateix 

MW aparent. L’activitat d’aquest enzim en l’etapa adulta dels animals és 

més alt en les femelles que en els mascles [308]. Els mateixos autors, van 

demostrar que l’abundància relativa del pI d’aquestes isoformes varia en el 

desenvolupament de cries a adults en rates femella [308, 309]. Així, 

l’abundància relativa de les isoformes bàsiques es mantenia constant a 

mesura que els animals passaven de cries a adultes i, en canvi, la 

quantitat relativa de les isoformes àcides augmentava en l’edat adulta. 

Suggerien que aquestes isoformes de pI eren degudes a alguna PTM però 

no ho van arribar a demostrar.  

Postulem que, de la mateixa manera que hi ha diferències d’activitat 

LPL en el PHP d’homes i dones [303], el WAT d’homes i dones [281] i en 

diversos teixits (teixit adipós blanc i marró, cor i cervell) de rates mascle i 

femella [306], també podria haver diferències segons gènere en el patró de 

les seves isoformes tant en l’especie humana com en la murina.  

En aquest context, proposaríem futurs estudis per comparar els 

patrons d’isoformes d’LPL de més teixits de rates mascle i femella i, també, 

incloure l’espècie humana en la comparativa de gènere. 

e la mateixa manera que vam fer una comparativa entre patrons 

d’isoformes d’LPL entre gèneres vam decidir que, aprofitant els 

resultats que teníem, també la faríem entre tipus de WAT i entre soques 

de rata. D’aquesta manera, avançaríem en l’estudi de la distribució de les 

isoformes a nivell tissular i, a més, en la distribució de les isoformes en un 

mateix teixit entre soques.  

Estudis previs, en el nostre grup de recerca, mostren diferències 

d’activitat LPL entre el teixit adipós blanc epididimal (eWAT) i l’rWAT 

procedent de rates mascle adultes control [84]. Concretament, mostraven 

que l’activitat LPL per gram de teixit de l’eWAT era el doble que la de 

l’rWAT. En aquesta tesi hem obtingut uns valors d’activitat LPL de 578 

mU/g tx en el cas de l’eWAT i de 249 mU/g tx en l’rWAT. Per tant, hem 

corroborat que en l’eWAT hi ha el doble d’activitat LPL per gram de teixit 

que en l’rWAT. Per aquest motiu, no és sorprenent que si comparem el 

patró d’isoformes d’ambdós teixits aquest variï. Com observem a la Figura 

75. encara que els dos WAT tenen, com a mínim, deu isoformes de pI de 

l’LPL aquestes no coincideixen en pI ni en la distribució de la seva 

quantitat relativa.  

 

 

 

 

 

D 
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Figura 75. Comparativa del pI, pes molecular i quantitat relativa de 

les isoformes de l’LPL en el teixit adipós blanc epididimal (A) i en el 

retroperitoneal (B) de rata mascle. (A) Patró d’isoformes de pI de l’LPL de 

l’eWAT, adaptat de la Figura 16 de la Tesi de Pere Carulla [181] i (B) patró 

d’isoformes de l’LPL de l’rWAT de la Figura 63. (A). La mida dels cercles 
representa la quantitat relativa de cada isoforma (A, total 10 isoformes; B, 

total 10 isoformes). A les taules s’indiquen aquestes quantitats respecte al 

100 % total (ombrejades en gris les quantitats relatives majoritàries). La 

localització de les taques es correspon amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i 

SEM (error estàndard de la mitjana) de 3 rèpliques tècniques de l’eWAT de 

mascles i de 3 rèpliques tècniques de l’rWAT de mascles. MW = Pes 
molecular aparent. 

En efecte, en l’eWAT les isoformes més abundants es troben de manera 

majoritària en el rang neutre de pH (al voltant de 7,00), en canvi, en l’rWAT 

es troben en el rang bàsic (superior a 8,00). A més, en l’rWAT trobem 

isoformes de MW aparent en la zona bàsica que no observem en l’eWAT. 

Tractant-se de rates control, aquesta diferència en el patró de les isoformes 
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podria ser deguda a diferències en el microambient de cada teixit. De 

manera que, per exemple, diferències hormonals en ambdós teixits podrien 

provocar un canvi de pI de les isoformes de l’LPL. Aleshores, estaríem 

parlant no només d’una regulació específica de teixit per part de l’LPL sinó 

també d’una regulació específica de subtipus de teixit. 

 Recolzant aquesta troballa, un estudi previ mostra com diferents 

isoformes de pI i/o de MW de diferents proteïnes trobades a quatre tipus 

de WAT (retroperitoneal, mesentèric, epididimal i inguinal) de ratolins són 

diferents significativament entre elles segons el WAT en que es trobin [310]. 

Per exemple, l’anhidrasa carbònica 3 està formada per 4 isoformes de MW 

aparent que no es mostren en la mateixa quantitat relativa en els diferents 

WAT. Un altre exemple és l’apolipoproteïna A1, la qual està formada per 

tres isoformes de pI que no es troben tampoc en la mateixa quantitat 

relativa en els diferents WAT. El mateix passa amb les isoformes de la 

proteïna HSPβ1, la peroxiredoxina-2, l’actina, la subunitat β1 de 

l’hemoglobina i la proteïna 14-3-3 γ. Un treball en humans, que també 

dona suport a la nostra troballa, mostra la comparativa de proteomes de 

diferents localitzacions de l’scWAT en l’organisme [311]. Aquesta 

comparativa, posa de manifest que fins i tot existeixen diferències en la 

quantitat relativa d’isoformes de vàries proteïnes en un mateix tipus de 

teixit adipós blanc només variant la localització del mateix en l’organisme. 

Vam comparar les isoformes de l’LPL d’un mateix teixit, l’rWAT, trobades a 

dues soques diferents de rata controls, Wistar i Zucker. En la Figura 76. 

podem observar que ambdós patrons d’isoformes són molt similars, de fet, 

trobem el mateix nombre d’isoformes, aquestes tenen els mateixos pI i les 

seves abundàncies relatives respecte el total d’isoformes en cada cas són 

molt similars. Ambdues soques són no consanguínies, és a dir, no tenen 

una uniformitat fenotípica degut a que no tenen una igualtat genètica i la 

seva estabilitat gènica és molt baixa [312]. Aquesta marcada coincidència 

en els patrons de les isoformes de l’LPL en el mateix teixit en l’espècie 

rattus, ens suggereix que les isoformes estan altament conservades tot i ser 

soques no consanguínies.  
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Figura 76. Comparativa del pI, el pes molecular i la quantitat relativa 

de les isoformes de l’LPL en el teixit adipós blanc retroperitoneal de 

rates mascle de la soca Wistar control (A) i de la soca Zucker lean (B). 
Patró d’isoformes de l’LPL del (A) rWAT de la Figura 63. (A) i del (B) rWAT 

de la Figura 72. (B). La mida dels cercles representa la quantitat relativa 

de cada isoforma (A, total 10 isoformes; B, total 10 isoformes). A les taules 

s’indiquen aquestes quantitats respecte al 100 % total (ombrejades en gris 

les quantitats relatives majoritàries). La localització de les taques es 
correspon amb el seu pI i el seu MW. Mitjana i SEM (error estàndard de la 

mitjana) de 3 rèpliques tècniques de l’rWAT de les Wistar i de 2 rèpliques 

tècniques de l’rWAT de les Zucker. MW = Pes molecular aparent.                                     
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ecapitulant, els nostres resultats revelen l’existència d’isoformes de pI 

de l’LPL en humans obrint una nova dimensió en la biologia molecular 

de l’LPL. A més, apunten que l’origen molecular de les isoformes està 

relativament conservat entre l’espècie humana i la murina i no és degut a 

variacions al·lèliques. Degut a la impossibilitat, amb les eines 

metodològiques actuals, de poder estudiar la funció de cada isoforma per 

separat, hem avançat en la seva caracterització funcional de manera 

indirecta utilitzant dues situacions en les quals l’LPL és clau, l’alletament i 

l’obesitat. A més, com a part de l’estudi de la caracterització funcional, els 

nostres resultats demostren que totes les isoformes de l’LPL són 

enzimàticament actives.  

En aquesta tesi, doncs, hem demostrat que l’LPL és d’una 

complexitat superior a la descrita anteriorment, ja que també hem observat 

en alguns teixits de rata altres isoformes de diferent MW aparent. Per tant, 

en el futur caldrà emprar noves aproximacions, tant a nivell molecular com 

funcional, per comprendre el sentit biològic de les isoformes de l’LPL i les 

seves característiques moleculars. 
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1. En HUMANS, així com en rata i macaco, l’LPL també presenta 

isoformes de pI. Hem trobat isoformes de pI de l’LPL en PHP, llet i WAT 

subcutani d’humans. 

 

2. Totes les isoformes de l’LPL, tant de pI com de MW aparent, són 

enzimàticament actives un cop purificades parcialment mitjançant 

cromatografia d’afinitat a HS. Atès que hem aconseguit la posada al 

punt de la tècnica del substrat suïcida aplicada a l’LPL, hem pogut 

comprovar que totes les isoformes de l’LPL són funcionalment actives 

després de la purificació parcial de l’enzim. 

 

3. L’origen molecular de les isoformes de l’LPL està relativament 

conservat entre espècies i no és degut a variacions al·lèliques ni té 

un origen multi-orgànic. El patró de les isoformes de l’LPL en un 

mateix teixit és similar entre les dues espècies estudiades, la rata i la 

humana, tanmateix, no és idèntic. A més, hem comprovat la presència 

de més de dues isoformes de pI de l’LPL en una única mostra de llet 

humana (provinent d’una única glàndula mamària alletant) d’una sola 

donant. 

 

4. En alguns teixits de RATA coexisteixen, juntament amb les 

isoformes de pI de l’LPL, altres isoformes de diferent MW aparent. 

Postulem que probablement part de l’origen molecular d’aquestes 

isoformes s’explica per una modificació post-traduccional concreta, 

la glicosilació. Hem trobat isoformes de diferent MW aparent en rata 

en el següents fluids i teixit: llet, PHP de femella (verge i alletant) i rWAT 

d’ambdós gèneres en controls i en obesos (per dieta de cafeteria i per 

modificació genètica). La diferència de MW aparent, en kDa, entre els 

conjunts d’isoformes de pI és compatible amb una modificació post-

traduccional per glicosilació. 

 

5. En RATA, el patró d’isoformes de l’LPL varia entre gèneres i entre 

diferents tipus d’un mateix teixit. Hem observat, en rata, que les 

isoformes de l’LPL tenen un patró diferent entre mascles i femelles i, 

també, entre dos tipus de WAT, el retroperitoneal i l’epididimal. Aquest 

resultat suggereix una regulació diferent d’aquest enzim i les seves 

isoformes d’acord amb la localització del WAT i/o l’entorn hormonal 

predominant.   

 

6. En RATA, en els teixits implicats en l’alletament existeix 

probablement una important regulació post-traduccional de les 

isoformes de l’LPL. Donada (i) la presència d’isoformes de diferent MW 

aparent de l’LPL en la llet i no en el seu teixit d’origen, la glàndula 

mamària alletant, i (ii) la diferència observada entre els seus patrons 

d’isoformes de l’LPL, postulem que en l’alletament hi ha una regulació 

post-traduccional de les isoformes. A més, el patró d’isoformes obtingut 

en un mateix tipus de mostra, com el PHP, és diferent entre  la condició  

alletant vs. la no alletant. Aquest resultat suggereix una possible  

diversitat funcional de les isoformes de l’enzim, que podria determinar 

la regulació del patró segons el context fisiològic. 
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7. En HUMANS, l’LPL de la llet materna té una activitat específica tan 

elevada que es pot detectar per WB sense purificar parcialment. 

L’elevada activitat LPL respecte a la poca quantitat de proteïna total 

trobada a la llet humana, és a dir, l’elevada activitat específica de l’LPL 

en aquest fluid, possiblement facilita la detecció de la proteïna, 

mitjançant la tècnica de WB, de manera directa i sense necessitat de 

purificar-la parcialment mitjançant cromatografia d’afinitat a HS. En la 

llet de rata no s‘ha trobat aquest comportament. 

 

8. En l’obesitat (RATA i HUMANS) existeix una tendència cap a una 

major quantitat relativa d’isoformes de l’LPL de pI bàsic. Hem 

comprovat en WAT, i en els tres models d’obesitat estudiats, que les 

isoformes de l’LPL en aquesta situació patològica tendeixen a tenir una 

major representació, en quant a la seva quantitat relativa, en la zona 

bàsica de pH en les quals es troben. La implicació funcional es 

desconeix, però podria influir en l’augment de les reserves lipídiques en 

els obesos. 
 

9. En l’obesitat (RATA), el WAT retroperitoneal no presenta 

diferències en el nombre, el pI i el MW aparent de les isoformes de 

l’LPL amb la condició control. 
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a b s t r a c t

Lipoprotein lipase (LPL) hydrolyzes circulating triacylglycerols (TAG) into free fatty acids and glycerol. It
is present in almost all tissues and its tissue-specific regulation directs the flow of circulating TAG in the
body. We demonstrated in a previous study that, in rat heart and post-heparin plasma (PHP), LPL consists
of a pattern of more than 8 forms of the same apparent molecular weight, but different isoelectric point
(pI). In the present study we describe, for the first time, the existence of at least nine LPL pI isoforms in
human PHP, with apparent pI between 6.8 and 8.6. Separation and characterization of these forms was
carried out by 2DE combined with Western blotting and mass spectrometry (MALDI-TOF/MS and LC–
MS/MS). Further studies are needed to discover their molecular origin, the pattern of pI isoforms in
human tissues, their possible physiological functions and possible modifications of their pattern in differ-
ent pathologies.

� 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Lipoprotein lipase (LPL EC.3.1.1.34) is a glycoprotein enzyme
with a central role in lipid metabolism [1,2] that hydrolyzes circu-
lating triacylglycerols (TAG) from chylomicra and VLDL into free
fatty acids and monoacylglycerol. LPL is present in almost all extra-
hepatic tissues (the highest activities are found in adipose tissue,
heart and mammary gland) and its tissue-specific regulation,
which remains incompletely understood, channels the flow of cir-
culating TAG in the body [2]. LPL is synthesized and secreted by the
parenchymal cells of each tissue and is transported across the
endothelium to the vessel lumen by glycosylphosphatidylinosi-
tol-anchored high-density lipoprotein-binding protein 1
(GPIHBP1) [3,4], but the cellular mechanisms of this transport re-
main unclear [4,5]. On the luminal surface of the endothelium,
LPL is present in its mature and active form as a dimer bound to
endothelial heparan and dermatan sulphate chains through elec-
trostatic interactions [1]. After a short half life [6], LPL is inacti-

vated and released by a poorly characterized process from the
endothelium to the bloodstream, through which it travels before
being taken up and degraded by the liver [7]. Our previous results
suggest that the release of LPL to the bloodstream may constitute a
post-translational mechanism for tissue-specific LPL activity regu-
lation in physiological conditions like stress [8,9].

Despite progress in our understanding of LPL regulation [4], the
multiple aspects of LPL biology that remain unclear indicate that
we are still left with an incomplete characterization of the enzyme.
In recent years, the use of proteomic tools (i.e., two-dimensional
electroporesis (2DE) and mass spectrometry (MS)) in LPL research
(i) revealed the existence of more than 8 LPL isoforms of the same
apparent molecular weight but different pI in the rat heart [10]
uncovering a level of diversity previously unknown, (ii) enabled
the identification of a novel post-translational modification of the
enzyme [11], and (iii) yielded the first (partial) sequence to be de-
scribed from direct study of rat LPL protein [10].

In humans, the central role of LPL in the homeostasis of blood
lipids is evidenced by the disease outcomes of LPL dysfunction
[12], featured by hypertriglyceridemia, and an increased risk of
pancreatitis [13], and associated to pathological conditions like
atherosclerosis, obesity, Alzheimer’s disease and diabetes [1]. Over
100 mutations in the LPL gene resulting in total or partial loss of
LPL function have been described in humans [13]. Likewise, the
deficiency in LPL activity can also be derived from mutations in

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.02.028
0006-291X/� 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Abbreviations: GPIHPB1, glycosylphosphatidylinositol-anchored high-density
lipoprotein-binding protein 1; HL, hepatic lipase; LPL, lipoprotein lipase; PHP,
post-heparin plasma; TAG, triacylglycerol.
⇑ Corresponding author. Address: Department de Bioquímica i Biologia Molecu-

lar, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Av. Diagonal 643, E-08028
Barcelona, Spain. Fax: +34 93 402 15 59.

E-mail address: millobera@ub.edu (M. Llobera).

Biochemical and Biophysical Research Communications 445 (2014) 480–485

Contents lists available at ScienceDirect

Biochemical and Biophysical Research Communications

journal homepage: www.elsevier .com/locate /ybbrc

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbrc.2014.02.028&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.02.028
mailto:millobera@ub.edu
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.02.028
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.elsevier.com/locate/ybbrc


proteins that interact with LPL, such as the activating cofactor apo-
lipoprotein C-II or GPIHBP1 [14]. Heparin administration induces
the release of mature LPL from the endothelium to the bloodstream
and LPL activity in post-heparin plasma (PHP) is determined in the
diagnostic of LPL deficiency [12]. The recent development of gene
therapy to treat LPL deficiency in patients with familial chylomi-
cronemia underscores the efforts directed to combat LPL-related
disorders [14–16].

Given the importance of LPL in human health and disease, we
aimed to explore the existence of LPL isoforms in humans. Remark-
ably, most of the information about the LPL sequence is derived
from the LPL gene or transcript while studies on the human LPL
protein are scarce and based on LPL derived from milk [17,18],
whose function remains an open question [19]. Here, we analyzed
LPL in PHP from human healthy volunteers. Due to the complexity
and dynamic range of protein concentrations in human plasma
[20], we combined affinity-based purification strategies, 2DE and
MS to uncover the presence of LPL pI isoforms in humans.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

PHP was obtained from four healthy adult (between 20 and
30 years) men volunteers, with a body mass index between 18.5
and 25, through the Centre for Drug Research (CIM), Sant Pau Hos-
pital, Barcelona, Spain. The study was approved by the Ethics Com-
mittee on Research Involving Human Subjects of the Sant Pau-CIM
and the ‘‘Agencia Española del Medicamento y Productos Sanitari-
os’’ (EUDRA CT2007-007194-23). Informed consent was obtained
from all individuals.

2.2. PHP samples

After overnight fasting, post-heparin blood (240 mL) was ob-
tained 15 min after an intravenous injection of 50 U/kg heparin
(5% w/v sodium heparin, Rovi). Blood samples were kept on ice un-
til centrifugation (1620g, 10 min, 4 �C). The separated plasma was
immediately frozen and stored at �80 �C until analyzed. This
method has been widely used for over 50 years [21–23].

2.3. Heparin-Sepharose affinity chromatography

LPL was partially purified using heparin-Sepharose affinity
chromatography as described elsewhere [10,24]. Partially purified
LPL was precipitated using trichloroacetic acid followed by acetone
washing [25].

2.4. LPL activity assay

The assay of LPL activity has been described in detail elsewhere
[24,26]. One unit of lipase activity corresponds to the release of
1 lmol of oleate per minute at pH 8.5 and 25 �C. As hepatic lipase
in plasma cross-reacts with LPL lipolytic assay, PHP samples were
incubated 1:1 v/v with anti-HL serum for 120 min at 4 �C prior to
the assay. LPL activity was also determined in fractions of the hep-
arin-Sepharose chromatography. In this case, the incubation with
anti-hepatic lipase (HL) serum was omitted because HL and LPL
elute separately on the heparin-Sepharose chromatography
[27,28].

2.5. IgG depletion

Partially purified LPL from human PHP contained IgG that was
depleted from the sample using a column packed with 1 mL of

Protein G Sepharose (HiTrap Protein G HP, GE Healthcare) before
2DE. 7 mL of partially purified LPL from PHP were loaded to the
column at a flow rate of 0.7 mL/min. The IgG was retained in the
column and the flow through was collected.

2.6. One-dimensional electrophoresis

Chromatographic fractions of PHP were mixed with sample buf-
fer (250 mM Tris–HCl, pH 6.8, 40% v/v glycerol, 8% w/v SDS,
600 mM DTT and bromophenol blue) 3:1 v/v, boiled for 10 min
and applied to a 9% w/v polyacrylamide gel.

2.7. Two-dimensional electrophoresis

The sample, before or after IgG depletion, was processed as we
described elsewhere [10] and applied to rehydrated IPG strips. Iso-
electrofocusing was performed at 20 �C on IPGphor (GE Healthcare)
according to the following schedule: linear ramp to 500 V in 1 h, lin-
ear ramp to 1000 V in 1 h, linear ramp to 5000 V in 1 h and 5000 V
up to 25 KVh. After that IPG strips were cut at 7.5 cm from anode
(pH 6) and processed as we described before [10]. SDS–PAGE was
performed using 9% w/v polyacrylamide gel, the equilibrated strips
were loaded and sealed using a solution containing 0.5% w/v
agarose, 15 mM Tris, 0.1% w/v SDS, 192 mM glycine and bromophe-
nol blue using the Mini-Protean II Electrophoresis Cell (Bio-Rad).
The second dimension was carried out at 50 V for 30 min and at
150 V until the end of electrophoresis.

2.8. Silver staining of proteins in gel

Proteins were silver-stained using a staining procedure compat-
ible with mass spectrometry, as previously described [10].

2.9. LPL Western blot assay and quantification

We followed the method described by Casanovas et al. [10,29]
using monoclonal antibody 5D2 (1:2000 v/v, the kind gift of Dr.
J.D. Brunzell, University of Washington, Seattle, WA, USA).

The quantification was done on images of LPL 2DE Western blot.
To this end, the density of all spots in each film was measured by
densitometry (Multi Gauge Fujifilm). The relative abundance of
each spot/isoform was calculated relative to the total LPL content
in the sample. For each individual, three measurements from three
different membranes were averaged. In turn, each measurement
was calculated as the average of at least three different exposition
times (data not shown). In addition, we calculated the apparent pI
of each spot. Based on the linear pH gradient of the IPG strips, the
pI of each spot was inferred from the distance between the spot
and the anodic (pH 6) edge of the gel.

2.10. In-gel digestion

The spots of interest were excised from silver-stained gels and
subjected to in-gel digestion with trypsin (Promega), using a Digest
ProMS (Intavis Bioanalytical Instruments AG) and following stan-
dard procedures [30,31]. The process includes washes with ammo-
nium bicarbonate pH 7.8, reduction with DTT, alkylation with IAA
and enzyme digestion with trypsin (37 �C, 8 h). Tryptic peptides
were extracted with ACN/water (1/1, v/v) and 0.25% v/v TFA. Ex-
tracts were dried in a Speed-Vac and redissolved in 5 lL of ACN/
water (1/1, v/v) containing 0.1% v/v TFA.

2.11. Mass spectrometric protein identification

Proteins were identified with a MALDI-TOF/TOF mass spectrom-
eter (AB Sciex 4800) by peptide mass fingerprinting (PMF), as we
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described elsewhere [10]. MASCOT engine was used for searches.
All identifications were manually validated. The database used
for identification was UniprotKB/SwissProt restricted to human
proteins. The parameters used for the searches were trypsin
digestion, 2 missed cleavages, carbamidomethylation of cysteine,
oxidation of methionine and 25 ppm maximum error tolerance.

Some spots were also analysed by LC–MS/MS, using an LTQ-
Orbitrap high resolution mass spectrometer (ThermoFisher, San
Jose, CA). The instrument was set to perform a high resolution
(60,000 FWHM) MS scan in the range of m/z 400–1800 followed
by an MS/MS scan on each of the 8 most intense signals detected
on the MS scan. Proteome Discoverer 1.3 software was used for
protein identification.

3. Results

LPL activity in plasma after heparin administration (PHP) was
similar in all individuals (111 ± 11.2 mU/mL) and dramatically
higher than before heparin administration (0.7 ± 0.5 mU/mL). De-
spite the increased levels of LPL activity in PHP, the enzyme was
not detected by Western blot in crude samples (Fig. 1C). For this
reason, we partially purified LPL from human PHP by heparin-Se-
pharose affinity chromatography. The result of a representative
purification is shown in Fig. 1A. Fractions collected upon elution
with 1.5 M NaCl have high levels of LPL activity and a low amount
of total protein. The peak of lipolytic activity observed upon elution

with 0.75 M NaCl corresponds to HL activity, which has lower
affinity for heparin than LPL [27,28]. Importantly, the partial
purification enabled LPL detection by Western blot, which further
substantiated the presence of the enzyme exclusively in the
1.5 M NaCl eluate (Fig. 1C). The fractions collected at this peak of
1.5 M NaCl were pooled and used as the source of LPL to analyze
the possible presence of pI isoforms in human PHP.

The analysis of partially purified LPL by 2DE Western blot
(Fig. 2) revealed the existence of nine isoforms with an apparent
pI between 6.8 and 8.6. The pattern of LPL pI isoforms was remark-
ably similar between the four individuals studied. We speculate
that the stain observed on the left in Fig. 2 (individual 1) may be
LPL not focused due to the high amount of sample loaded to
facilitate the detection of minor spots.

Despite the presumed high specificity of the antibody used in
the Western blot (5D2) [32], the nonspecificity of other antibodies
against LPL detected in previous studies [29] prompted us to iden-
tify the spots detected in the Western blot analysis using MS. To
this end, proteins were separated by 2DE and silver-stained, and
the spots of interest were excised for protein identification by
PMF (Fig. 3A). IgG was initially identified in all spots (Table S1).
Notably, IgG is one of the most abundant proteins in human plas-
ma [33] and, despite partial LPL purification with heparin-Sephar-
ose affinity chromatography, IgG was present in the 1.5 M NaCl
eluate fractions. The heavy chain of this immunoglobulin has a
similar molecular weight [34] and pI to that of LPL [33]. For this

Fig. 1. Partial LPL purification from human PHP using heparin-Sepharose affinity chromatography. (A) Fractions were collected after a stepwise increase in NaCl
concentration, as indicated at the top. Total protein content (filled circles) and LPL activity (open circles) in fractions are given. SDS–PAGE and silver staining (B) and Western
blot against LPL (C) of fractions at different steps of the purification process are shown. The step and the amount of sample loaded are indicated above each lane.
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reason, both proteins overlap in the gel and the high abundance of
IgG hampers the identification of low-abundance underlying pro-
teins, including LPL. Therefore, prior to 2DE analysis, we depleted
the samples of this IgG by using HiTrap Protein G HP (Fig. 3B),
which enabled the identification of LPL isoforms by PMF and MS/
MS (Table S2 and Table S3).

Finally, to compare the pattern of LPL pI isoforms found in the
four individuals studied, we quantified the density of each spot
in each 2DE Western blot (Fig. 4). The variability found between
individuals (SEM in Fig. 4) was of the same order of magnitude
as in the three technical replicates from each individual (data not
shown), indicating that the variability observed between subjects
can mainly be attributed to the methodology used. Therefore, the
pattern of LPL isoforms (pI and relative amount) found in the four
individuals studied is very similar. The most abundant isoform
(33% of total LPL content) has an alkaline pI (8.01) whereas the
next two most abundant isoforms have neighbouring pIs (7.71
and 8.31). The theoretical pI calculated for mature human LPL

based on the amino acid sequence (http://web.expasy.org/com-
pute_pi/) is within this range (8.23).

4. Discussion

In the present study we describe for the first time the existence
of at least nine LPL pI isoforms in human PHP, with apparent pI be-
tween 6.8 and 8.6. The pattern of LPL isoforms (number and distri-
bution) is consistent across the individuals studied and similar to
that observed in other mammals [10], which suggests conserved
features in the molecular origin of this heterogeneity likely related
to the potential specific function and/or regulation of individual
isoforms.

The origin of LPL isoforms in humans is unknown. Human LPL is
encoded by a single gene [35]. In general terms, protein diversity
derived from a single gene can be originated at the DNA, RNA, or
protein level, due to allelic variations, alternative mRNA splicing
or differential PTMs, respectively [36]. The multiple number of hu-
man LPL isoforms observed in single individuals rules out the pos-
sibility that such heterogeneity is only due to allelic variants and
the conserved pattern between all individuals points towards an
alternative origin of these differences. Two LPL mRNA of different
sizes have been described in humans due to the alternative use
of 2 possible polyadenylation sites [35]. These 2 transcripts differ
in their translational efficiency but not in the final protein se-
quence encoded [37]. This scenario points towards the PTMs as
the most likely origin of LPL pI isoforms.

The glycoprotein nature of LPL suggests that the diversity of the
attached glycan structures may account for the pI heterogeneity ob-
served. However, deglycosylation only partially reduced the number
of LPL pI isoforms in the rat [10] indicating that other PTM may also
be involved. Notably, human and rat LPL have 2 and 3 predicted

Fig. 2. LPL pI isoforms in human PHP. 2DE Western blot against LPL of partially
purified LPL from human PHP. 2DE was performed using pH 6–11, 11 cm IPG strips
in the first dimension. Western blots belong to the four individuals studied (1–4).

Fig. 3. IgG depletion enables the identification of LPL isoforms using MS. Two-dimensional analysis and silver staining of partially purified LPL from human PHP before (A)
and after (B) IgG depletion. 2DE was performed using pH 6–11, 11 cm IPG strips in the first dimension. Spots excised and identified as LPL by PMF or LC–MS/MS are numbered
(Tables S1, S2 and S3 in Supplementary data).

Fig. 4. pI and relative abundance of the nine LPL isoforms found in human PHP. The bubble size represents the amount of each isoform relative to the total LPL content. The
location is according to their pI. SEM, standard error of the mean of n = 4.
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glycosylation sites, respectively (predicted using NetNGlyc 1.0, Cen-
tre for Biological Sequence Analysis, Technical University of Den-
mark, Kongens Lyngby, Denmark), excluding a potential site,
present in both species, with the Asn-Pro-Ser sequence that is rarely
glycosylated in eukaryotes [1]. Hence, an increased number of LPL pI
isoforms could be expected in the rat as the result of the higher num-
ber of combinations of glycan structures. By contrast, the number of
LPL isoforms in human PHP is similar to that of rat heart LPL and
higher than that of rat PHP, supporting the notion that other PTMs
may contribute to LPL pI heterogeneity. Protein phosphorylation is
a PTM previously associated to pI isoforms of other proteins [38].
However, we demonstrated that phosphorylation does not contrib-
ute to LPL pI heterogeneity in the rat [10]. In a recent study, we iden-
tified nitrated tyrosine residues in rat LPL in response to LPS
challenge [11], demonstrating that LPL can undergo other PTMs
in vivo. Hence, tyrosine nitration or other not yet identified PTMs
can potentially contribute to LPL pI heterogeneity, although further
research will be required to elucidate the molecular differences
between LPL isoforms. Since PTMs induce a pI shift, the pI difference
between LPL isoforms can provide the first small clue about the pos-
sible molecular origin of this heterogeneity. Finally, the presence of
LPL isoforms in a single tissue in the rat [10] suggests that the multi-
organ origin of LPL in PHP is not the source of LPL pI heterogeneity
observed in human PHP.

At the current time, the potential functional and/or regulatory
differences between LPL isoforms remain unexplored. However,
since LPL in PHP is derived from the massive release to the blood-
stream of mature LPL anchored to the endothelial lumen [7,39], the
presence of LPL pI isoforms in PHP indicates that a population of
mature LPL molecules with different net charges coexists at certain
pH. Importantly, the molecular binding between LPL and the hep-
aran sulfates in the endothelium is mediated by electrostatic inter-
actions [40], between basic residues in the LPL molecule and the
negative charge of sulfate groups in the proteoglycans. Hence,
the differential net charge between LPL isoforms may impinge
their heparin-binding affinity and play a role in the poorly under-
stood release of LPL from its binding site at the endothelium. Nota-
bly, the release of LPL from the endothelium has been proposed as
a physiological mechanism of tissue-specific LPL regulation [8,9]
underscoring the need to advance our understanding of this
process.

In conclusion, our results reveal the existence of LPL isoforms in
humans raising a new dimension in LPL biology. In light of these
results, elucidating the molecular nature and function of LPL pI iso-
forms emerges as a formidable task for future research with the
potential to contribute to our understanding of aspects of LPL biol-
ogy in physiological or pathological situations.
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