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A la meva familia,
Ala meva germana,

A tots i totes que m’han fet créixer.
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Quan, encara a Lleida, les nits estrellades mirava el cel,

en una época que, tot i no ser massa llunyana,

encara teniem temps per recrear-nos en activitats

tan senzilles com aquesta,

em preguntava qué hi devia haver més enlla del nostre planeta.
M’inquietava el pensament que potser en algun d’aquells astres
que jo veia unicament com petits puntets en la celistia,

hi pogués haver algu que potser en aquell moment

es feia una pregunta similar”.

- Joan Oré
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INTRODUCCIO

* 1.L'OBESITAT

'obesitat sha convertit en les darreres décades en un dels principals problemes de salut publica a

nivell mundial. Daccés a aliments de poca qualitat nutricional i hipercalorics® juntament amb

un augment del sedentarisme es presenten com els dos principals factors contribuents a aquesta
epidémia. La ciéncia dels aliments en els darrers anys ha assolit un maxim desenvolupant una multitud
d’innovacions que han permes facilitar I'accés i la rapidesa als aliments perd en molts d'ells amb una manca
de qualitat nutricional. Les darreres dades de 'Organitzacié mundial de la Salut mostren que la malnu-
trici6 a nivell mundial sobrepassa la desnutricié* fet que podria justificar entre altres, que hi ha un accés al
aliments pero la seleccié d’aquests que se nefectua per part de la poblacié no és I'adequat. D’altra banda, la
manca d'exercici fisic i mobilitat en general no milloren la situacié. Uautomatitzacié de processos i I'aug-
ment de les tecnologies informatiques, els desplagaments en automobils, han incrementat el sedentarisme®
i, per tant, aix0 fa que la despesa denergia en el comput global del dia és redueixi. Tots dos factors porten a
un balang denergia positiu que es traduird en un augment del pes corporal en forma de greix*®. Lexcés de
teixit adipés pot donar lloc a una disfuncié del propi teixit. Alhora I'acumulacié de greix ectdpic al voltant
dels drgans com el fetge, el muscul o el cor, és un factor de risc molt important en el desenvolupament d’al-
tres malalties croniques greus’. Aquest context ha portat que en els darrers anys es produeixi un augment
de la prevalenca de lobesitat® i en conseqiiéncia un augment de la prevalenca de les principal patologies
associades com: la diabetis Mellitus tipus IT (DM2)? la hipertensié arterial (HTA)™ les dislipemies (DL)™"
la sindrome d’apnea obstructiva cronica (SAOS)™" o la sindrome metabolica (SM)'** també s’hagin vist

incrementades no només en ledat adulta siné algunes delles en ledat infantil'®'”.

<100
10.0-19.9
20.0-29.9

2300

Mo aplica

Mo dades

« Figura 1: Prevalenga d obesitat en adults majors de 18 anys , 1975-2016. (Dades obtingudes del informe de la OMS 2016).
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INTRODUCCIO

* 1.1 Situacié actual: Epidemiologia

e+ 1.1.1 Mundial

El darrer informe publicat per la OMS T'any 2016 mostra que la prevalenca dobesitat gairebé s’ha
triplicat des de 'any 19752. Les darreres dades referents al mateix any situen el sobreprés (amb un
valor d'IMC superior a 25 kg/m?) en poblacié adulta major de 18 anys al voltant del 39% (més de
1900 milions) amb una distribucié del 39% homes i 40% en dones. D’aquest 30% de sobrepés, el
13% representa la poblacié amb obesitat (IMC 30 kg/m?) (més de 650 milions) amb una distribucié
11% en homes i un 15 % en dones. Cal afegir, que la majoria de la poblacié mundial resideix en paisos

on actualment la mortalitat per sobrepés i obesitat és superior a la mortalitat per desnutricié.

Tot i que inicialment el sobrepes i lobesitat es consideraven un problema propi dels paisos amb un
ingrés promig elevat 18, actualment lexcés de pes en general ja es troba en paisos amb un nivell d’in-
gressos mitja i baix, especialment en els entorns urbans més que en els rurals'?. El nombre de lactants
iinfants menors de 5 anys a tot el mén amb obesitat i sobrepés va augmentar de 32 milions, 'any 1990
a 41 milions 'any 2016. Un exemple, d’aquest fenomen es déna en el continent africa 21 on el nombre
de nens menors de 5 anys amb sobrepés ha augmentat de 5,4 a 10,3 milions entre 1990 i 2016%.

B2, 1%

w BaIs
T — 3

ELT

86

53,5%

0

A%A%

ar e

Sobrepes Europa " Obesitat Europa " Sobrepés Mundial ™ Obesitat Mundial

* Figura 2 Evolucid de la prevalenca de sobrepes (IMC superior a 25 kg/m2 ) i obesitat promig mundial i a Europa
per anys en adults (+18 anys).(Dades obtingudes del informe de la OMS 2016).
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Els paisos amb economies emergents, la prevalenca dobesitat i sobrepés infantil es troba al voltant
del 30% en l'edat preescolar. Si es mantenen les tendéncies actuals, el nombre de nens entre 5-17 anys
amb sobrepés assoliria valors del 15,8% (268 milions) dels quals el 5,4% (91 milions) serien obesos

per a l'any 2025%.

¢ 1.1.2 Europa

Els valors de prevalenca a nivell Europeu es presenten més critics respecte als mundials. L'any 2016,
el percentatge de poblacié amb sobrepés a Europa es trobava al voltant del 62,3% on la distribucié
era del 66% en homes i 58,8 % en dones, dels qual un 25,3% corresponia a poblacié amb obesitat
23,4% homes i 27,1% dones. Entre els anys 1990-2010, la contribucié de lobesitat i el sobrepés en la
mortalitat va augmentar fins al 39%. La prevalenca d'obesitat infantila Europa entre els anys 2007-
2008 indicaven uns valors de 6-26,6% en nens i 4,6-17,3% en nenes respectivament. Cal esmentar

que la prevalenca va ser més elevada en els paisos del sud d’Europa que els del nord.

Les dades obtingudes en la darrera enquesta de salut 2016-2017 mostren que la prevalenca de sobre-
pés a Espanya és del 39,8%, dobesitat del 31,2 % i 3,2% obesitat morbida, en poblacié infantil de 6 a
9 anys dedat?. Els valors obtinguts del recent estudi ALADINO 2015 mostren que el percentatges
de sobrepés i obesitat es troben al voltant del 23,2% (22,4% en nens i 23,9% en nenes) i 18% (20,4%
en nens i 15,8 en nenes), respectivament®. Entre els resultats del estudi cal destacar que a partir dels
7 anys les prevalences de sobrepés i obesitat s6n significativament superiors que en la resta dedats

com ja s’havia observat en els primer resultats del estudi de 20112>%,

*«1.1.3 Catalunya

A Catalunya, el 49,2% de la poblacié entre 18-74 anys presentava excés de pes del qual 34,8% amb
sobrepés i 14,4 % obesitat, segons les dades de lenquesta de Salut referent a I'any 2016. Mentre que
el sobrepes afecta més als homes (42,8%) que a les dones (26,9%), els percentatges dobesitat son
similars en tots dos sexes (14,7% en homes i 14,2% en dones). Tant en homes com en dones la pre-
valenga del sobrepés i obesitat augmenta amb ledat27. L'any 2016, en la poblacié menor de 19 anys,

la prevalenca dexcés de pes era del 32,9% dels qual 18,6% referiria a sobrepés i el 14,3% a lobesitat.
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El sobrepés en edat infantil es distribueix de la mateixa manera en nens (18,8%) i nenes (18,3%),

mentre que lobesitat afecta més als nens (17,4%) que a les nenes (11,1%).

Cal esmentar que l'obesitat infantil presenta un clar gradient social®. El nivell socioecondmic
del nucli familiar de 'infant hi influeix molt presentant valors del 8% en classes socials benes-

tants i arribant fins al 15,9% en families amb dificultats economiques®.

34,5%

35,3%

34,6%

33,1%

34,3%

35,2%

35,8%

34, 7%

36,0%

Obesitat total ™ Sobrepes total

* Figura 3: Dades de prevalenca de sobrepés i obesitat a Catalunya des de 2006-2017 segons [ enquesta de salut**.

* 1.2 Implicacions de 'Obesitat

La preocupacié de l'emergent epidémia de lobesitat és 'augment directament proporcional que sesta
produint en altres malalties croniques on lexcés de pes és el principal factor desencadenant #*. La
complexitat doncs de tractament en pacients amb obesitat i altres patologies és més gran del que
inicialment pot suposar. Tot i que s’ha vist que es poden produir diverses alteracions® el desenvolupa-

ment de cada una delles dependra fonamentalment del pacient i del temps d’evolucié d’aquest excés
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16,31,32

de pes. Per aquest motiu la prevencié en ledat infantil és clau per no només reduir lepidémia

sin6 endarrerir al maxim l'aparicié d’aquestes complicacions en cas de que es produeixi el sobrepes®*.

* » 1.2.1 Principals alteracions associades

a) Resisténcia a la insulina i diabetis Mellitus tipus 2

Linsulina és una hormona produida pel pancreas que contribueix a que la glucosa procedent de la in-
gesta d’aliments, pugui ser adsorbida per les cél-lules amb la finalitat que en puguin obtenir energia per
realitzar els processos fisiologics necessaris. En lobesitat, lestat inflamatori que es desencadena també
pot produir alteracions en altres drgans com el pancreas interferint en la produccié i secrecié d’hor-

mones2%3435

, especialment la insulina, la qual veura reduida la seva efectivitat. Aquesta disrupcié podra
generar dues situacions que, mantingudes en el temps, esdevindran l'aparicié de la DM2**. Lefectivitat
de la insulina es pot veure alterada o bé perqué lorganisme no produeix suficient hormona causant una
acumulaci6 de la glucosa en la sang degut a la impossibilitat de que les cél-lules puguin incorporar-la o

bé, que es produeixi més insulina de 'habitual en resposta a nivells elevats de glicémia pero les cél-lules

no responen als seus efectes esdevenint també un acumulacié de glucosa en sang™.

b) Hipertensié arterial
L’HTA es produeix quan la pressié de la sang que circula per les artéries és massa elevada de ma-
nera continuada, i augmenta la pressié contra les parets. Afecta al voltant del 25% de la poblacié

mundial i sestima que 'any 2025 aquet valor sera proper al 60% segons les tendéncies actuals®’. A

39

Espanya la prevalenca en poblacié adulta és del 42,6% ¥ i un 18,2% en edat infantil (4-6 anys)
i és una de les malalties més abundants en les societats industrialitzades essent una de les pri-
meres causes de morbimortalitat®. La hipertensié arterial és el factor de risc cardiovascular més

important ja que incrementa el risc de patir malalties com l'ictus o l'infart agut de miocardi*. No

es coneixen les causes de 'HTA, perd hi ha alguns factors que s'hi relacionen. El tabac #4142 l'ex-

47,48

cés de pes**, la ingesta de sal i alcohol’”*#, el sedentarisme** o la preséncia d’estrés® hi estan

relacionats en el seu desenvolupament. El risc pero s’'incrementa si alhora es troben en presencia

152

de patologies com hipercolesterolémia®™, malaltia cardiovascular® o renal®?, i /o preséncia d’ante-

cedents familiars d’hipertensi6®.
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¢) Dislipémia aterogéna

La dislipémia aterogénica (DA) és una alteracié lipidica i lipoproteica associada a un risc cardiovas-
cular elevat i es troba caracteritzada per I'associacié d’uns nivells de colesterol d’alta densitat (HDL)
reduits, uns nivells de triacilglicerids (TAG) elevats™ aixi com una concentracié elevada de particules
de colesterol de baixa densitat (LDL) (fenotip lipoproteic aterogenic) amb o sense increment mo-
derat de LDL*. La DA, tot i que és especialment prevalent en pacient amb antecedents d'episodis
cardiovasculars, freqiientment s’associa amb la presencia d’altres patologies com la DM?, l'obesitat,
el SM i la hiperlipémia familiar combinada, situacions en totes elles molt lligades a la resisténcia a
la insulina. El desenvolupament d’aquesta alteracié produeix una hipertrigliceridémia causada per
l'augment de la sintesi hepatica de TAG i la disminucié del catabolisme periféric que també expli-

quen altres alteracions lipoproteiques associades.

d) Altres alteracions associades a lobesitat
Lexcés de pes també s’ha associat amb el desenvolupament d’altres patologies i trastorns en lorganisme.

En la taula 1 s'indiquen alguns d’ells.

ALTERACIO PATOLOGIES

+ METABOLIQUES * Resisténcia a la insulina i DM2
* Dislipemies (hipercolesterolémia
i triacigliceridémia)
* Hiperuricémia

« CARDIAQUES * Malaltia cardiovascular i arteriosclerotica
I RESPIRATORIES * Cardiopatia isquémica
e Malaltia cerebrovascular
« HTA

* Insuficiéncia cardiaca congestiva
* Insuficiéncia venosa periférica
* Malaltia tromboembolica

+ GINECOLOGIQUES * SAOS

* Disfuncié menstrual

* Sindrome d’ovari poliquistic
* Infertilitat

* Augment del risc perinatal

* Incontinéncia urinaria
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* DIGESTIVES * Colelitiasi
* Esteatosi hepatica
* Esteatohepatitis no alcoholica
* Cirrosi
* Reflux gastroesofagic

* Hernia hiatal

« MUSCOLO * Artrosi
ESQUELETIQUES * Lesions articulars

* Deformitats ossies

*« AL'TRES * Cancer (mama, endometri, colon i rony6)
* Cutanies (Acantosi nigricans)
* Psicologiques i emocionals

* TCA
N .

* Taula 1: Patologies associades descrites a lexcés de pes il obesitat classificades segons el sistema en lorganisme que afecten.

e ¢ 1.2.2 Cost de l'obesitat

La repercussié de les conseqiiéncies de 'obesitat a nivell poblacional es tradueixen en un increment
de la despesa sanitaria tant dels costos directes i com dels indirectes de la patologia, que s’ha estimat
que representen entre un 2 i un 7% del cost total sanitari en paisos desenvolupats *. Diferents
estudis han observat que aquesta despesa augmenta a mesura que augmenta I'index de massa corporal
(IMC), especialment quan aquest valor es superior a 35 kg/m?* que correspon a l'obesitat grau II i
majors. Aquesta situacié és molt similar a l'observada en altres estudis internacionals **%”.

Segons les aproximacions realitzades per Espallardo et al, la probabilitat de que una persona amb
obesitat de grau II o superior acudeixi a un metge d’atencié primaria o rebi visites d’atencié domiciliaria
és gairebé el doble que una persona amb normopées™ . En la figura 4 es representa el Gs que realitzen els
diferents usuaris en les diferents arees hospitalaries segons el seu IMC. A Espanya, els costos médics
augmenten un 26% en pacients amb obesitat extrema (IMC 50 kg/m?)*. També sha demostrat
que els costos derivats de 'obesitat sén superiors si es tenen en compte les principals comorbiditats
associades® . Aquests representen entre el 41-46% dels costos totals. Els costos indirectes restants es

troben relacionats amb les pérdues de productivitat laboral®. En la figra 4 s'observa la despesa sanitaria

per cada area de salut i IMC. S’enten per obesitat A, obesitat morbida i Obesitat B, 'obesitat extrema.
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* Figura 4: Despesa sanitaria en % de les diferents arees de tractament hospitalari segons el IMC del pacients.
(Figura editada®).

* 1.3 Fisiopatologia de 'Obesitat

Lobesitat és una malaltia inflamatoria cronica produida per un excés de pes en forma de greix esdevingut
per un desequilibri en el balang denergia ingerida i consumida®**-%%. Quan aquest desequilibri energgtic és
positiu s'afavoreixen en lorganisme els processos demmagatzematge d'energia (Adenosin trifostat (ATP))

en forma de TAG a l'interior dels adipocits i produint un augment en el teixit adipés blanct?%.

** 1.3.1. Diagnostic

A nivell d’atencié primaria el diagnostic de lobesitat sefectua poc tot i 'augment de la prevalenca
de la malatia®®*®’. Habitualment és motiu d’atencié i diagnostic quan alguna de les principals comor-
biditats s’hi troben presents (DM2, HTA, SAOS, DL o SM) i s6n motiu de consulta a lespecialista

metge endocri. Tot i aixi, les eines de les que es disposa a nivell de la practica clinica per a I'avaluacié
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del grau adipositat del pacient son escasses. L'index de massa corporal (IMC)%%¢ ¢ el perimetre

de cintura (PC)®% s6n les dues mesures més utilitzades actualment per al seu diagnostic clinic”®".

a) Index de massa corporal

Tot i que hi ha disponibles técniques avangades d’imatge en la practica clinica l'indicador més utilit-
zar per la seva simplicitat és 'IMC. Aquest index és defineix com el quocient entre el pes corporal en
kilograms dividit per I'alcada en metres al quadrat. El valor resultant sera classificat en una de les 8
categories establertes que es traduira en una aproximaci6 del estat nutricional del pacient. Lobesitat
és diagnostica quan aquest valor es superior a 30 kg/m? (taula 2) i en valors superiors categoritza el
tipus d’obesitat en I,ILIII o morbida i IV o extrema. Aquest valor pero cal prendre’l amb compte ja
que es una estimaci6 del pes respecte I'alcada de cada individu i en ocasions, aquesta proporcionalitat
no és manté ja que no es diferéncia entre el pes procedent de la massa magra (muscul) de la massa
adiposa. Un exemple d’aquesta no proporcionalitat és dona en individus que practiquen el culturis-
me els quals poden presentar un valor elevat, arribant a ser de més de 30 perd degut a un augment i

hipertrofia de la massa muscular i no de teixit adip6s.

VALOR D’IMC CLASSIFICACIO

* <18,5 * Pes insuficient
* 18,5-24,9 * Normopés
* 25-26,9 * Sobrepés grau I
* 27-29,9 * Sobrepés grau II (preobesitat)
* 30-34,9 * Obesitat de tipus I
* 35-39,9 * Obesitat de tipus II
* 40-49,9 * Obesitat de tipus III (morbida)
L * 550 * Obesitat de tipus IV (extrema) )

« Taula 2: Criteri de classificacid del estat nutricional en funcié del valor de IMC. (Dades extretes de la SEEDO 2017)
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b) Perimetre de cintura

Cada cop més i de manera complementaria al IMC sefectua la mesura del perimetre de cintura (PC)™.
Aquesta proporciona una idea de la distribucié corporal del greix i permet contribuir a la classificacié
del tipus d'obesitat. Els valors de referéncia de perimetre de cintura en homes és de 102 cm i en dones
de 88 cm”. Valors superiors a aquests, segons el sexe del pacient, indicarien un increment del risc cardio-
vascular i una distribucié central de lobesitat’™. Categoritzar el tipus d'obesitat permet proporcionar una
idea en la distribucié d’aquest excés de pes i per tant establir el possible risc cardiovascular i metabolic
del pacient”™. Principalment hi ha dos tipus d'obesitat segons la distribuci6 del teixit adipés: la ginoide
o de pera (figura 5.A) i l'androide o de poma (figura 5.B). En el primer cas, 'acumulacié majoritaria
de greix es dona en les extremitats sobretot en la regié dels malucs i en les cames™. També s'anomena
obesitat periferica i presenta conseqiiéncies per a salut, perd en menor grau que 'androide. Contribueix
perd a l'aparicié d’insuficiéncia venosa o artrosi entre d’altres. En el segon cas, 'acumulaci6 del greix es
produira en la zona abdominal, pit i regié lumbar. També anomenada obesitat central és la més associa-
da a la aparicié de les principals comorbiditats associades a lobesitat com les malalties cardiovasculars,
HTA , SAOS o DM2%. Aixo succeeix ja que aquesta adipositat es produeix en la zona visceral i per tant
de manera molt propera als drgans. Tot i que tots dos tipus pot afectar als dos sexes, lobesitat androide

és més freqiient en homes i la ginoide en dones. En la figura 5 es troben representats les dues tipologies.

A) B

* Figura 5: Representacid de les dues principals tipologies d obesitat. A) Ginoide o perifeérica i B) Androide o central.
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* ¢ 1.3.2 Factors determinants de lobesitat

A diferéncia d’altres patologies endocrines, lobesitat poligénica és una malaltia multifactorial®
i és la forma d’obesitat més prevalent. Aquesta es troba probablement establerta com a resultat
d’una interaccié entre els factors genétics, epigenétics i ambientals”. En contraposicié a aques-
ta, existeix el que s'anomena obesitat monogeénica i obesitat sindromica les quals no es troben
influenciades per 'entorn” i representen una prevalenca molt baixa de la patologia (2-3%). En
aquesta fraccié s’han descrit fins a 'actualitat” sindromes diferents on els més caracteritzats s6n
la sindrome de Prader-Willi, la sindrome de Bardet-Bield, osteodistrofia hereditaria Albright i

la sindome Wilms-Tumor Aniridia®.

En obesitat poligénica, els factors que hi intervenen es poden englobar en dos grans grups: el pri-
mer dells es troba format pels factors d'origen endogen i que formen part del pacient i en segon
lloc, els exdgens els quals venen donats i/o produits del entorn del pacient. Els factors endogens
que influencien en el desenvolupament de la obesitat sén: l'edat, el sexe, I¢tnia i la carrega genética i
epigenética parenteral. Ledat és un dels factors que s’ha observat que presenta una correlacié positiva
amb la prevalenca dobesitat?’’®. D’altra banda, el sexe també influeix en el desenvolupament de la
malaltia essent més prevalent en homes que en dones en el qual presenta una tipologia diferent com
s’ha descrit anteriorment. La ¢tnia ha esdevingut també un factor que hi pot contribuir. Informes
publicats per la_American Diabetis Association lany 2015 expliquen que determinades étnies tendeixen
a augmentar de pes i aquestes diferencies poden ser observades des de l'edat infantil”®*. Aixi doncs,
als Estats Units la prevalenca de sobrepés i obesitat en hispans, afroamericans i indis americans és
més elevada que en caucasics. Dades d’estudis recents mostren la possible associaci6 entre obesitat i
gens en determinades cohorts. Lany 2007 es va demostrar la primera associacié entre el gen FTO i
les caracteristiques de lobesitat®. Lefecte d’aquest I'al-lel creixent de 'TIMC era lleugerament menor
en poblacions d’ascendéncia no europea (Africans i asiatics). Tot i aixi encara es coneix poc, i encara
menys la forma en com influeixen els al‘lels de risc en la formacié de la proteina FTO®. En relacié
a lobesitat monogeénica, també s’han pogut associar variants dels gens leptina (LEP), el receptor de
la leptina (LEPR), el receptor de la melanocortina (IMC4R)?, la proteina covertasa subtiisina/kexina

tipus 1 (PCSK1) i la pro-opimelacortina (POMC)®. Respecte a la transmissié de fenotips adquirits,
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aquesta podria estar regulada pels mecanismes epigenétics denominada heréncia epigenética

transgeneracional® que refereix a la transmissié d’un fenotip a la seglient linia generacional®.
Estudis realitzats en ratolins per tal d’establir mecanismes epigenétics de I'obesitat, mostren que
la malnutricié intrauterina produeix canvis en les cél'lules germinals que posteriorment seran
transmeses i mantingudes en les cél'lules somatiques, el que influird tant en la salut com en el

risc de patir certes malalties en la descendéncia®.

Els factors exdgens engloben el tipus d’alimentacié, el grau d’activitat fisica i la condicié de la
mateixa, la presencia de estrés®” o les hores de son®, els habits nocius del pacient com el consum de
alcohol®! o tabac™ i/0 la presencia de altres malalties i/o medicaments®. Cal destacar que tots ells
jugaran un paper clau en el desenvolupament de la malaltia. analogia de que els factors endogens
s6n 'arma carregada i els exogens son els que la disparen és un bon exemple per entendre que la
predisposicié no marca tenir o no una malaltia perd si que ho fara si no la prevenim com es degut
en el cas devitar els exogens. Aixi doncs, la prevencié i tractament inicial de lobesitat es focalitzara
principalment en educacié nutricional per tal de que el pacient tinigui eines per modificar la seva ali-
mentacid, en recomanar incrementar l'activitat fisica i evitar el sedentarisme, en realitzar un correcte
descans que garanteixi la recuperacié de lorganisme, en portar a terme una vida lliure de estrés en
qualsevol dels seus ambits (laboral, familiar, etc.) i evitar conductes dependents de substancies com

alcohol o el tabac, les quals contribueixen no només en l'aparicié de lobesitat siné altres malalties

41,42,94 95,96

associades com les cardiovasculars o el cancer
* * 1.3.3 Tractament obesitat

Donades les dades epidemiologiques de I'obesitat i el sobrepés mundials és d’imminent prioritat
establir una estratégia que permeti refrenar aquest augment actual i desenvolupar un tractament
eficac per tal de combatre la malaltia ja instaurada en pacients. Malgrat aquesta necessitat, avui
en dia les eines de que es disposen sén escasses i poc efectives’. Per aquest motiu la prevencié
es presenta com una bona alternativa per refrenar la creixen epidémia i evitar-ne l'aparicié®.
Efectuar intervencions en plans de salut a nivell de promocié de la salut no només en termes

d’alimentacié i prescripcié d’exercici fisic siné també en altres aspectes com garantir un bon
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descans i evitar la aparicié de lestrés podria contribuir-hi. Tot i que en el tractament actual és
inefectiu?, la dieta i l'exercici fisic també contribueixen a la seva millora de manera sinérgica®.
Programes com l'estudi ALADINO (2011,2013, 2015) o lestrategia NAOS sén alguns exem-
ples d’intervencions poblacionals enfocats en l'edat infantil i juvenil per tal de millorar lestil de
vida mitjancant 'adopcié d’habits saludables. Els resultats d’aquestes intervencions s’ha vist
que sén efectives en la cohort de estudi en la qual s’apliquen pero aquests beneficis no s'observen
en la poblacié general degut a la complexitat del problema. Contrariament, s’ha vist que mesu-
res més globals i especialment des de un punt de vista economic tenen un efecte practicament
immediat. Un exemple que actualment ha estat aplicat en paisos com Mexic” el Regne Unit!®
o recentment també a Catalunya és 'increment dels impostos en les begudes ensucrades. Els
primers resultats obtinguts a Catalunya des de la seva implantacié en maig de 2017 mostren
una reduccié del 22% en el consum total de begudes ensucrades respecte abans de la entrada en
vigor mar¢ de 2017'%". Aquesta mesura, a més es troba promoguda per 'OMS'?. Lorganitzacié
Mundial de la Salut va recomanar en el seu darrer informe de 2016, incrementar fins a un 20%
els impostos sobre aquestes begudes per tal de reduir la ingesta de sucres afegits®>. En el mateix
informe també es proposaven mesures per tal de millorar la dieta de la poblacié abaratint els
preus de fruites i verdures fresques entre un 10-30% de l'actual i un increment dels impostos
dels aliments amb un elevat contingut de greixos saturats, greixos hidrogenats i sal, aix{ com

incrementar el preu del tabac.

a) Tractament de l'obesitat: abordatge clinic

a. Pla d’alimentacié i nutricié

El tractament dieteétic en 'obesitat inclou diverses mesures enfocades a revertir I'excés de pes del
teixit adipés. Aquestes modificacions poden ser de tipus quantitatiu (reduint les racions dels ali-
ments i per tant 'aportacié total d'energia), o de tipus qualitatiu (variant la proporcié dels dife-
rents nutrients), o bé de tipus mixta que combina totes dues estratégies. El canvi en 'alimentacié
del pacient obés ha d’anar dirigit a la disminucié del greix corporal, preservant la massa magra
a llarg termini, prevenint el guany de pes i englobar-se en un canvi d’habits que aconsegueixin

alhora reduir i millorar les comorbiditats incrementant la qualitat de vida del pacient.
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b. Pla d’exercici fisic

Actualment encara no esta clar el grau d’'implicacié que podria tenir l'exercici fisic en patologies com

lobesitat. La seva practica de manera regular aporta no només un a millora de la condicié fisica del

pacient sin6 també una millora psicolodgica que principalment tindran un efecte a nivell de reduccié
‘estrés i millora del autoestima. En un metaanalisis es va observar que tot i la incorporacié d'exercici

fisic no incrementava significativament la pérdua de pes, si que contribuia a llarg termini (més de 6

mesos) en el manteniment del pes.

c. Pla de tractament farmacologic

Els farmacs en l'obesitat es troben indicats en pacients amb un IMC superior a 28 kg/m? amb
presencia de comorbiditats majors®® i quan no s’han assolit els objectius de pérdua de pes. Des
de 2015 a Espanya es disposa, a banda del Orlistat® aprovat 'any 1998, de Liraglutida 3,0
(Saxenda®) i una combinacié de bupropion (360 mg) amb maltrexona (16-32 mg) (Mysimba®)
per al tractament de lobesitat. La informacié detallada de cada un d’aquests farmacs es recull

en la taula 3:

FAMILIA DOSI | INHIBIDORS COMBINACIODE | AGONISTES
FORMULACIO | DE LALIPASA | ANTAGOSNISTES | DELRECEPTOR

PANCREATICA | OPIOIDES/ GLP-1HUMA”
ANTIDEPRESIU
“AMINOCETONA”
* Nom genéric * Orlistat 60 mg * Naltrexona/ * Liraglutida
1120 mg bupropion 8 mg/ 6mg/ml
90 mg tabletes
* Mesuradepes | *2,5kg (60 mg) *2,0-4,1kg *5,8-59kg
perduten *3,4kg (120 mg) (32 mg/ 360 mg)
comparacié amb
el placebo
\ v,

* Taula 3: Farmacs aprovats per la EMA (European Medicine Agency) per al tractament a mig i llarg termini de
Lobesitat (Dades obtingudes de la SEEDO 2017).
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) Protocol d’actuacio clinic

Ladopcié d’un estil de vida saludable sera clau i necessari no només durant el procés de
tractament siné al llarg de la vida dels pacients. Cal esmentar perd que aquesta modificacié
d’habits no es exclusiva per a l'obesitat ja que s’ha vist que la seva adopcié contribueix a ga-
rantir un bon estat de salut general prevenint l'aparicié d’altres patologies. Freqiientment en
pacients amb obesitat, els plans d’alimentacié i exercici fisic sén inefectius per a la pérdua de
pes®!. En aquests casos, en pacients no respondedors es decideix la administracié de farmacs.
Ladherencia perd a aquests tractaments és molt baixa degut a la preséncia d’efectes secunda-
ris, fet que produeix 'abandonament del tractament. Tot i aixi, ens els casos favorables, en els
quals es produeixi una bona adheréncia al tractament tant farmacologic com d’estil de vida
saludable, la pérdua de pes habitualment no sera suficient. En aquests casos i ja complint amb

les caracteristiques dels pacients es planteja com a darrera via per a la pérdua de pes; la cirurgia

bariatrica (CB) (Taula 4).

DIETA

EXERCICI
FISIC

FARMACS

CIRURGIA %
\BARLZ\TRICA

* Taula 4: Plans d’actuacid disponibles en funcié del IMC del pacient per tal de revertir [obesitat.

(*si bi ha presencia de comorbilitats).
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* » 1.3.4.1 Cirurgia bariatrica
En un conjunt ampli de técniques restrictives, malabsortives o mixtes destinades a reduir el volum
fisicament de la ingesta o reducci6 fisica de la absorcié de determinats nutrients per tal de produir

una pérdua de pes i una millora metabolica'®

. Els mecanismes d’acci6 de la CB s6n complexes i in-
volucren multiples senyals neuroendocrines que exerceixen efectes tant en el sistema nervids central
com en oOrgans periférics. La seleccié d’un tipus de técnica dependra en gran part de les condicions
fisiologiques del pacient i de les seves comorbiditats presents, i de la preferéncia del metge cirurgia’.

En la figura 6 sobserven les principals técniques quirdrgiques aplicades.

* » 1.3.4.1.1 Técniques restrictives

Les técniques restrictives sén procediments quirdrgics que porten a una reduccié del volum de la ca-
vitat gastrica induint d’aquesta manera la pérdua de pes ja que es produeix una limitacié drastica de
la ingesta d’aliments'®. En aquest grup s’inclouen diverses técniques com la banda gastrica ajustable

o la gastroplastia tubular plicada, perd la més utilitzada es la gastrectomia vertical'®.

a) Gastrectomia vertical laparoscopia
La gastrectomia vertical laparoscopica (SG) es reconeguda com una de les técniques estandard per

103,105,106

al tractament de l'obesitat morbida i s’ha convertit en un procediment molt comu degut

al seus avantatges enfront del bypass gastric'”

. La gastrectomia vertical és una técnica senzilla,
efectiva, reproduible i de baixa morbimortalitat'®. Aixo fa que sigui la primera opcié medica que
es prengui per al tractament de l'obesitat morbida amb presencia alhora de certs trastorns meta-
bolics. Aquesta técnica consisteix en extirpar 2/3 parts del estémac i adaptar-lo a una morfologia

en forma de tub o manega. La pérdua de pes es podra produir a través de 3 mecanismes relacionats

amb el canvi de morfologia:

* * » Menor capacitat de l'estomac per contenir aliments

e « » Eliminacio parcial o total de les cél*lules epitelials gastriques productores de I’hormona grbelina,

implicada en el mecanisme de la sacietat i la gana.
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e« » Enlentiment del buidatge gastric
* » 1.3.4.1.2 Técniques malabsortives
A diferéncia de les anteriors, les técniques malabsotives consisteixen en realitzar modificacions en
els tracte intestinal per tal d’alterar la absorci6 dels nutrients ingerits'®. Aquestes sén rarament apli-
cades individualment i és habitual que es combinin amb técniques restrictives com el SG. Aquest
conjunt de procediments presenta una série de desavantatges que generalment porten a deficiéncies

110 5§

iel calci'®

vitaminiques com la A,D' E i K i minerals com el ferro , principalment, el que porta a
suplementar'!! de per vida els pacients sotmesos a aquests procediments. En aquest grup, cal destacar
la derivacié biliopancreatica de Scopinaro la qual principalment consisteix en efectuar una inten-
sa malabsorcié de greix''?, el bypass duodenoileal generalment aplicat en anastomosi generalment

d’una SG habitualment aplicada a cirurgies de revisié'™.

* » 1.3.4.3 Tecniques mixtes

Consisteix en la combinaci6 de técniques dels dos grups anteriors per tal de generar sinérgies en la pérdua
de pes. Inicialment es realitza la restriccié del estémac (SG) i posteriorment es porta a terme el componen
malabsortiu que consistird la majoria dels casos en la modificacié del transit intestinal, saltant les primeres
regions del intesti prim obligant als nutrients a circular en la zona més distal la qual presenta menys capa-

citat d’absorcié especialment de carbohidrats i lipids aixi com alguns micronutrients com el ferro o el zinc.

a) Bypass Gastric

El bypass gastric o el Roux en Y bypass (BPG) és la técnica de cirurgia bariatrica més utilitzada arreu
del moén, arribant a representar el 45%'* dels procediments quirtrgics dobesitat'®. Es considera
d’elecci6 prioritaria degut a la seva baixa morbimortalitat, i per presentar bons resultats a llarg termi-
ni'® juntament amb una bona qualitat de vida dels pacients i estd especialment indicat en pacients
amb preséncia de reflux gastroesofagic!’® i DM2'. Aquesta técnica consisteix en efectuar no només
una reduccié del estémac mitjangant una SG siné que alhora es realitza una modificacié del transits
intestinal evitant el duod¢ (primera part del intesti prim) o el jeju (segona part del intesti prim)'*1”
produint una malabsorcié de la majoria dels nutrients, limitant aixi la quantitat de calories absorbides

en lorganisme, entre altres mecanismes'*7118
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* Figura 6: Representacid grifica
de les principals tecniques quirirgiques

aplicades en cirurgia bariatrica.

A) Banda gastrica ajustable.
B) gastrectomia vertical.

C) Derivacié Biliopancreatica
de Scopinaro.

D) Bypass gastric.

(Imatges extretes de ASMBS).

* Justificaci6 de la Cirurgia bariatrica

El tractament dietétic juntament amb les modificacions de lestil de vida, exercici i terapia conductual,
aix{ com el tractament farmacoldgic, es poden assolir pérdues de pes del 10%"'", que sense cap mena de
dubte contribueixen a la millora de les principals comorbiditats associades'®. A llarg termini pero, aquests
tractaments acostumen a tenir resultants desalentadors. Els estudis mostren que la major part dels pa-
cients amb obesitat morbida que han intentat perdre pes, el tornen a recuperar en un periode superior a 5
anys posteriors a la intervencié. En aquesta situacié, sha vist la necessitat de trobar un tractament efectiu
per tal de revertir lobesitat ja instaurada en el pacient aixi com les principals comorbilitats donat que el
compliement i el seguiment dietetic i farmacoldgic no sén suficients. Fins al moment, la CB és Iinic trac-
tament que pot millorar aquestes expectatives a llarg termini en pacients amb obesitat morbida'®?'. Una
comparativa entre els procediments quirdrgics i no quirdrgics (firmacs, dieta i exercici fisic) mostra que la
CB és un tractament cost-efectiu en termes de pérdua de pes i reduccié de les comorbiditats presents com
la malaltia cardiovascular, les complicacions associades a la DM2, reduccié de l'aparicié d’aquestes a llarg
termini i en definitiva una reduccié de la morbimortalitat en general'?>7%,

C) Indicacions de la cirurgia bariatrica

Inicialment, els criteris d’indicacié de la CB per al tractament de Iobesitat es van establir per quan el pes
corporal excedia uns 45 kg o el 100% del pes ideal del pacient. A partir de 'any 1991, un comité dexpert del
National Institutes of Health (NIH) estadounidenc va considerar que un pacient amb obesitat era candidat a

la cirurgia bariatrica quan el valor de IMC igual o superior a 40 kg/m? 0 35 kg/m? ! i que alhora presentessin
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problemes meédics com malalties cardiovasculars, DIVI?, esteatosi hepatica, SAQOS, alteracions respiratories,
osteoartritis, altreraciéns gastrointestinals o problemes renals, entre altres1. A banda d’aquestes considera-
cions minimes, diverses societats cientifiques han establert que els pacients han de reunir una série de requi-
sits addicionals que garanteixin Iexit a llarg termini de la cirurgia. Alvarado et al va observar que la pérdua de
pes prequirtrgica es troabava associada a una major peérdua ponderal del pes 'any posterior a la cirurgia>%".
Enlataula 6 es mostren els criteris de seleccié que els pacients amb obesitat morbida que haurien de complir
per a ser candidats a la CB. No obstant existeixen situacions que a raé del risc-benefici shan de plantejar de

manera individual en el context de lequip multidisciplinari, com seria per exemple el tractament de Tobesitat

128-130

morbida en adolescents o aquells altres casos que superen el llindar maxim dedat (65 anys)™5*1%.

CRITERIS GENERALS DE SELECCIO PER A LA CB

* Edat del pacient entre 18-60 anys.
* Valor de IMC igual o superior a 240 kg/m2 o 235 kg/m2 si hi ha presencia de comorbi-
ditats majors associades, susceptibles de millorar després de la perdua ponderal de pes.
* Obesitat morbida establerta en = 5 anys.
* Fracassos recurrents als tractaments conservadors del estil de vida degudament
supervisats.
* Abséncia de trastorns endocrins que siguin causa d'obesitat.
* » Estabilitat psicologica
* » Abseéncia d’abus d’alcohol o drogues
* * Abséncia d’alteracions psiquiatriques majors (esquizofrénia, psicosi), retras
mental, TCA).
» » Capacitat per a comprendre els mecanismes a través dels quals es perd pes
amb la cirurgia i entendre que no sempre s’assoleixen bons resultats.
* » Capacitat per comprendre que l'objectiu de la cirurgia no es assolir el pes ideal.
* » Compromis d’adhesié a les normes de seguiment després de la cirurgia, amb
la capacitat personal de portar-les a terme o suport social i familiar que
contribueixi a garantir una adequada adheréncia.
* » Consentiment informat després d’haver rebut tota la informaci6 necessaria
(oral i escrita).
* Evitar la gestaci6 durant al menys el primer any post cirurgia en el cas de les

Y dones en edat fertil. )

* Taula 5: Criteris d'inclusié dels pacients candidats a la CB™.

La mortalitat de la CB realitzada per equips experimentats actualment és inferior a '1% i la
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morbiditat quirdrgica inferior al 10%?>'2%134 Cal remarcar que es tracta d’una cirurgia fun-
cional no reversible que altera 'anatomia natural del aparell digestiu i que en la majoria dels
casos es produeix una malabsorcié intestinal. Tot i que els beneficis estétics sén importants
no sén el objectiu de la CB aixi com I'assoliment del pes ideal, ja que aquest darrer només hi

arriben la meitat dels casos.

Les alteracions nutricionals poden arribar a ser importants segons el tipus de técnica aplicada
de manera que el seguiment médic posterior a la CB sera calu per tal de poder detectar possi-
bles trastorns que puguin apareixer, com la deficiéncia de vitamines i/o alguns minerals)'3513,
A partir dels 60 anys, la realitzacié de la CB en pacients amb obesitat esta destinada a aquells

que clarament puguin beneficiar d’'una millora en la qualitat de vida®™'3.

D) Cirurgia i diabetis amb IMC entre 30-35 kg/m2
La CB contribueix a la remissi6 parcial o total de la DM2%#21%7 entre un 50-80% dels

casos en funcié dels criteris escollits (diferents punts de tall de HbA1c) i quan el IMC és
> 35 kg/m?* 1%,

Tot i que no existeix una unanimitat en recomanar la cirurgia bariatrica per sota de un IMC
de 35 kg/m?, algunes societats cientifiques consideren que la cirurgia podria ser indicada en

pacients amb un dificil control metabolic'*®

després d’haver optimitzar el tractament medic',
especialment quan coexisteixin altres comorbiditats que incrementin el risc cardiometabolic

del pacient.

2. TEIXIT ADIPOS

n lorganisme d’humans i altres mamifers el teixit adipés (TA) es pot classificar en
tres tipologies principals segons la seva aparenga: el teixit adipés blanc (TAB), teixit
adipés beige o brite i el teixit adipés marré (TAM)™*142  En la figura 7 es troben

representades esquematicament les tipologies existents.
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Adipocit blanc Adipocit beige Adipocit marré

Ve e
X g: )
i, W

Gota lipidica Nucli Mitocondria

O ™

e Figura 7: Esquema de lestructura cel-lular de les diferents tipologies d’adipocits presents en lorganisme

buma. (Figura adaptada de Chalmers et al 2018)

* 2.1 Teixit adipos blanc

En els humans aquests diposits de TAB es produeixen en varies regions, perd principalment es
defineixen la subcutania (TAB,) i la visceral (TAB,) o també anomenada intrabdominal 0143714,
Tot i aquesta simplificacié, cal esmentar que hi ha distincions clares entre els diposits viscerals que es
poden classificar en perigonadals, mesenterics i retroperitoneals **#. E] diposits de TABS represen-
ten un 80% del greix corporal i es troben de manera continua sota la pell generant regions de major
acumulacié com els glutis i maluc'® la zona craneofacioal (periorbital) i 'abdoment™?. Cal destacar

pero que les caracteristiques metaboliques i endocrines de cada dipdsit sén diferents!**4

per exem-
ple, els diposits de glutis i mames sén més sensibles a I'accié del estrogens, en canvi els de l'esquena i
coll s6n més sensibles als glucocorticoides, els diposits TAB,, (intrabdominals o ectopics) presenten
una major secrecié d’adipoquines relacionat amb lobesitat i la DM? mentre que el TAB presenta

una menor secrecié d’adipoquines pro inflamatories'®.

e+ 2.1.1 Estructura
La unitat funcional principal del TAB sén els adipocits blancs. Aquestes estructures cellulars em-

magatzemen lexcedent d’energia en forma de TAG exercint una funcié de reserva energetica de lor-
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ganisme que podra ser alliberada en situacions de déficit energetic, ja sigui per un augment de les necessitats
energetiques, un augment del increment dels requeriments, o un déficit d’ingesta com els periodes de dejuni.
Contrariament, en aquelles situacions les quals esdevinguin un excés denergia afavoriran la sintesi de TAG
i per tan la seva acumulacié en linterior de les cel'lules d’aquest teixit. Dacumulacié de TAG es produeix en
una Unica vesicula lipidica de gran mida i de morfologia unilocular ubicada en el citoplasma del adipocit;

aixo fara que per laugment de volum de la reserva de lipids, la resta dorganuls cel-lulars es trobin desplagats.

Tot i que la principal unitat funcional del TAB és I'adipocit blanc no és la tnica unitat cellular que shi troba
present ni tampoc la més abundant'®. Sha descrit presencia d’altres tipus com les cél-lules mare, preadipocits
(adipocits immadurs), macrofags, limfocits i cel-lules endotelials'*#7148, Per tant, la proporci6 dels diferents

tipus cel'lulars presents en aquesta fraccié poden variar segons la situacié fisiologica i la localitzacié del diposit.

* ¢ 2.1.2 Funcions generals

Principalment els adipocits blancs actuaran com a mecanisme esmorteidor del balang energetic'* : em-
magatzemaran energia (lipogénesi) i efectuaran la mobilitzaci6 de les reserves energetiques quan aquestes
siguin demandades per lorganisme (lipolisi)'****. Aquestes dues funcions tant oposades es troben regu-
lades pel balang de l'organisme en funci6 de la ingesta calorica que realitza el subjecte i de l'activitat fisica
que desenvolupa l'individu. Lenergia consumida pot desglossar-se en diferents parts: la taxa metabolica

basal, 'accié dinamica i lactivitat fisica®™*? tal i com es representa esquematicament en la figura 8.

DESPESA ENERGETICA

Efecte térmic dels
Metabolisme ”]"‘“e.“'s fte."mgé““i Activitat
basal obligatoria)5-10% fisica
&= manteniment variable
= T -
&} 60-60% ermogenesi 20-40%
facultativa
10-15%

GET=GER+W=(MB+ADE)+W
* Balang energetic= energia incorporada (ingerida)-energia consumida (GET)

&

e Figura 8: Esquema sobre la composicié de la despesa energetica total.
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Un resultat positiu en el balang denergia causat per exemple per una ingesta excessiva de carbohidrats i en una
situacié en la qual les reserves de glicogen es trobin plenes o bé una manca d’activitat fisica faran que aquest excés
denergia semmagatzemi en forma de TAG. A curt termini el fetge i el muscul podran emmagatzemar aquest
excedent en forma de glicogen pero si la ingesta ha estat elevada i les reserves es troben saturades, lencarregat
de guardar aquesta energia serd el TA. Aquesta situacié mantinguda en el temps conduird a una hipertrofia
(augment de la mida dels adipocits) i a una hiperplasia (augment del nombre d’adipocits diferenciats) del TA-
B*que finalment es traduira en un augment del pes corporal de l'individu. Per contra, si el balang energetic
resultant és negatiu, el TAB mobilitzara les reserves de TAG per tal de que lorganisme pugui utilitzar els acids

grassos lliures (AGL) com a substrat en el procés de la B-oxidaci6 i obtenir-ne energia en forma d’ATP.

La societat actual afavoreix que en la major part de poblacié tingui tendéncia a presentar un resultat po-
sitiu d’aquest balang. Lelevat consum de productes processat delevada densitat calorica, un augment del
sedentarisme i manca d’activitat fisica, manca d’hores de son i un entorn el qual ha esdevingut conforta-
ble especialment en els mesos de baixes temperatures son algunes de les causes que influeixen en aquest
resultat'?7* que porten a que la majoria de la poblacié porti a terme una ingesta calorica superior a la
necessaria i a que lactivitat fisica sigui inferior a la necessaria per tal de poder compensar aquest excedent
i alhora, la termoestabilitat en la que vivim contribueix a que la termogeénesi facultativa o basal, sigui in-

ferior. Aquesta situacié mantinguda en el temps acaba generant un excés de pes?**s’

. En la patologia de
lobesitat, el TAB pot arribar a representar al voltant del 50% del pes corporal del pacient **® i com a con-
sequiencia d’aquest excés d’adipositat, la seva funcionalitat es podra veure alterada contribuint a I'aparicié

d’altres alteracions fisiologiques habitualment presents en la patologia™?*.

EI'TAB per tant de pacients amb obesitat presenta una morfologia i un funcionament diferent a un individu
sa i amb normopes'®. Aixo es degut a la adaptacié dels processos de I'organisme a un balang energetic positiu
entre els quals sagrupen en : expansié del teixit adipés a través de la regulacié del adipdcit a través dels pro-
cessos d’hiperplasia i d” hipertrofia, un augment de la infiltraci6 de les cél'lules immunitaries en el TA i una
modificaci6 de la matriu extracel-lular que permeti adaptar de manera adequada aquestes modificacions en el
teixit 11, Actualment, estd ampliament estes el concepte de que Iobesitat és una malaltia inflamatoria croni-

ca produida per la alteracié d’aquests mecanismes homeostatics que finalment portaran a una disfuncionalitat
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del teixit1°*'%? caracteritzada principalment per; 1) una alteracié de la secreci6 de citoquines (adipo-
quines)”®® que en aquestes circumstancies seran fonamentalment proninflamatories?) un excés en
lemmagatzemament de lipids i adipogenesi, aixi com una 3) angiogénesi hipoxia local'®, i 4) fibrosi
del TA %, La lipotoxicitat resultats d’aquestes alteracions i la limitacié en lexpandibilitat del TAB

portaran a una disrupcié en 'homeostasi del metabolisme del organisme’®.

Obesitat cronica
Macrofags
predominants M1

Inici Obesitat
Infiltracié primerenca
de cel.lules immunes

Normopes
Macrofags
predominants M2

Byt @ Macrofags M1 1 Adipocits
& Macrofags M2 ) Adipocits moribunds
& Limfocit T CD8+ = Capillars sanguinis
@ Neutrofils Matriu extracel. lular
* Mastocits

* Figura 9: Esquema de les diferencies en la SVF present en el TAB segons la progressio de la inflamacié del teixit
adipés blanc en lobesitat.

* ¢ 2.1.3 Funcié endocrina

El teixit adipés juga un paper important en ’homeostasi de lipids del organisme'®. Tal i com s’ha comentat
anteriorment, en situacions d’abundancia calorica el teixit adipés emmagatzemara els AGL a través de la seva
esterificacié amb una molecula de glicerol per formar TAG i aquests seran alliberats del teixit en situacions
de escassetat energetica. Uany 1995 amb el descobriment de la leptina i de les seves funcions bioldgiques es
va originar el concepte del paper del teixit adipds blanc com a drgan endocri'®. La seva funcié reguladora
en el metabolisme ve determinada per la produccié de molécules i compostos bioactius també anomenades
adipoquines, les quals presenten una acci6 autrocrina i paracrina'®. adipocit segrega diverses citoquines i
susbtancies bioactives que presentaran una acci6 local i sistémica degut a la circulacié sanguinia del teixit,
i contribuird a mantenir les funcions habituals de lorganisme. Malgrat que la quantitat que es secreta en

abséncia de patologia és molt baixa, en determinades malalties croniques com Iobesitat pot tenir una major

64
Tesi doctoral



INTRODUCCIO

importancia ja que la quantitat de TA sera superior i el seu perfil secretor'®. Actualment s’han identi-
ficat multitud d’adipoquines.Tots elles s'integren en un xarxa de comunicacions amb els altres teixits
i organs com el muscul esquelétic, escorca suprarenal, el cervell i el sistema nerviés simpatic elements
implicats en els mecanismes de lequilibri energgtic, la immunitat, el metabolisme lipidic i 'hemostasia.

En la taula 6 es recullen algunes de les molécules descrites i el seu principal efecte en lorganisme:

MOL.LECULA EFECTES ‘

* Lipoproteina lipasa (LPL) Metabolisme lipidic
* Hormona sensible ala lipasa (HSL) Metabolisme lipidic
* Perilipina Metabolisme lipidic
* Proteina d’unié adipocitaria (aP2) Metabolisme lipidic
* Proteina d’unié al retinol (RBP) Metabolisme lipidic
*IL-6 Inflammacié, arteroesclerosi,
resisténcia a la insulina
* Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) Inflammacié, arteroesclerosi,
resisténcia a la insulina
* Adipsina/ASP Resposta immunologica a lestrés
* Metallothionein Resposta immunologica a lestrés
* Angiotensinogen Homeostasi vascular
* Inhibidor del activador del Homeostasi vascular
plasmindgeno-1 (PAI-1)
* Adiponectina Inflammacié, arteroesclerosi,
resisténcia a la insulina
* Proliferador del peroxisoma- Metabolisme lipidic, inflamaci,
receptor activat gamma (PPAR-Y) homeostasis vascular, metabolisme lipids
* Proteina C reactiva (PCR) Inflammacié, arteroesclerosi, resisténcia a la insulina
* Factor de creixement de la insulina 1 (IGF-1) | Metabolisme lipidic, resisténcia a la insulina
* Factor de creixement transformador Adhesio cel'lular i migraci, creixement
beta (TGF-b) i diferenciacio.
* Monobutyrin Vasodilatacié de microvasos
* Uncoupling proteins (UCP) Balang energetic, regulaci térmica
* Hormones esteroidees Metabolisme lipidic, resisténcia a la insulina _
* Leptina Ingesta d’aliments, reproduccid, angiogénesi, inmunitat
* Resistina Inflamacié, resisténcia a la insulina
* Apelina Resisténcia a la insulina
* Visfatina Resisténcia ala insulina _
L Zinc-a2-glicoproteina (ZAG) Metabolime lipidic, caquéxia en cancer )

* Taula 6: Principals adipoquines descrites i el seu principal efecte en lorganisme'®.
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Entre les molécules més rellevants i les més estudiades fins al dia d’avui, destaca la leptina, I'adipo-

nectina i interleuquina ¢ (I1-6).

La leptina és una hormona produida principalment pel teixit adipés i els seus nivells circulants en Torga-
nisme es troben correlacionats amb la quantitat de greix corporal i reflecteixen lestat energetic del mateix
167 També $'ha vist més recentment que aquesta hormona juga un paper importat en estats de déficit
energetic com el periodes de dejuni o la lipoatrofia induida per lexercici els quals es troben associats a
deficiéncies de 'hormona aixi com amb infertilitat, anomalies neuroendocrines, disfuncié metabolica, im-
munosupressié i pérdua de massa 0ssia'®”'®. Laccié de la hormona és predominantment en hipotalem i

en el nucli arquejat, ja que es troba expressat el receptor de la molécula lencarregat de la regulacié de la sin-

tesi dels diferents neuropeptids implicats en el control de la ingesta d’aliments i homeostasi energetica'®’.

Ladiponectina és una hormona sintetitzada pel teixit adip6s implicada en el metabolisme de la glucosa i
dels acids grassos. S’ha vist que la seva presencia en teixits com el fetge i muscul esquelétic incrementen
la sensibilitat a la insulina'®’. Els nivells plasmatics d’aquesta molécula shan vist reduits en individus
amb obesitat, especialment aquells pacients amb una obesitat tipus central o androide i correlacionen de
manera inversa amb la resisténcia a la insulina '”°. Thipoadinopectinemia s’ha associat de manera inde-
pendent amb la sindrome metabolica més que cap altre marcador inflamatori '™ i també en altres estats

metabolics relacionats amb la resisténcia a la insulina com; la DL, 1a malaltia cardiovascular i la HTA'.

LIL-6 és una citoquina produida pels adipocits i altres cellules (fibroblasts, preadipocits, cél-lules
endotelials i monocits) en el teixit adipés, principalment el subcutani. La seva presencia en el teixit
s’ha correlacionat amb lobesitat, la resisténcia a la insulina, la hiperlipemia i THTA. Alhora també

s’ha correlacionat de amb els nivells de secrecié d’adiponectina.

* » 2.1.4 Funcié inmunomoduladora
El teixit adipds presenta una funcié inmunomoduladora ja que entre les adipoquines que segrega també shi
troben proteines tant pro com antiinflamatories amb capacitat de modificar la sensibilitat a la insulina tant

a nivell local com a nivell sistémic de tot lorganisme . Lexpansié del teixit adipés que es produeix durant
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lobesitat incrementa la seva capacitat d’actuar com teixit immunologic i controlar la inflamacié i el metabo-
lisme sistémic. En pacients amb obesitat i presencia de comorbiditats elevades concentracions de proteines
C3, proteines C reactives complementaries i IL-6, aixi com una disminucié de 'adiponectina en comparacié
amb pacients amb obesitat perd metabdlicament sans'’2. També s’ha observat un increment de les concen-
tracions plasmatiques de INF-y, 1 TNF-a en pacients amb obesitat i presencia de comorbiditats'”. Alhora
s'ha descrit que el TAB d’aquests pacients incrementa lexpressié del marcador de diferenciaci6 de macrofags
68 (CD68+),1 una menor resisténcia a la traccid, fet que pot ser indicatiu de fibrosi'”. Aquests estudis sug-

gereixen que les alteracions associades a lobesitat es troben regulades a través de mecanismes inflamaoris'™’.

El sistema immunitari innat realitza la primera funcié de barrera i defensa de lorganisme a l'entrada
de agents patogens i de lesions. Aquest sistema es troba principalment format per cél'lules mieloides
tipus monocits i macrdfags que alhora constitueixen la major porcié cel-lular de la SVF del TAB™.
Altres cél-lules infiltrades del sistema immunitari innat seran les cél-lules dendritiques, mastocits,

cel'lules Natural Killer (NK) i els granulocits (basofils, eosinofils i neutrofils).

Els macrofags son una subpoblacié heterogénia i sobserven dos tipus segons el seu perfil de secrecié de
citoquines: el primers son els macrofags tipus 1 (IM1) o classicament activats i els macrdfags tipus 2 (M2)
o alternativament activats. Els primers exerceixen una primera funcié barrera de defensa del organisme
davant de agents patogens estimulada per la presencia de factors proinflamatoris com IFN-y i els lipopo-
lisacarids (LPS)'. Els M1 secretaran citoquines en les que s'inclouran IL-6, IL-1, la proteina quemo-
tractant de mondcits (MCP-1), NOS induible i TNF-a'¢*7, D’altra banda, els M2 es troben involucrats
en la reparacié i regeneracié de la inflamacié del teixit i secretaran citoquines antiinflamatories com IL-4
i IL-13. Diversos estudis mostren que la inflamacié del TAB induida per lobesitat es troba associada
a un augment dels marcadors de M1 i una reduccié dels M2'0177178 Tot i que en ocasions els M2 no és
redueixen siné que la proporcié M1/M2 afavoreix un estat pro-inflamatori*'”. Sha observat tant en
individus amb normopés com en models de rosegadors que principalment presenten un fenotip predomi-
nantment de M2, i quan s'indueix lobesitat aquest es polaritza rapidament a M1'7*'®. Contrariament,
la proliferaci6 del peroxisoma activador del receptor (PPAR-y) induira el fenotip M2 exercint un efecte

protector de Iactivacié de M1' que es traduira en una millora de la intolerancia a la glucosa'®. Actualment
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encara no esta clar quines son els les senyals de regulacié del reclutament de macrofags en el TAB pero
la secrecié de quimiocines han estat proposades com a possibles mecanisme de reclutament de macrofags
en el TAB'™. En humans, la infiltracié de macrofags es produeix més freqientment en el TABV que en
el TABS, relacionant la inflamacié del teixit adipds a la resisténcia a la insulina'®i per tant la reduccié de

la infiltraci6 es troba lligada a una millora de ’homeostasi de la glucosa després de la pérdua de pes'®.

En els darrers anys, sha observat que sistema immunitari adquirit podria tenir un paper important en la
inflamacié del teixit adip6s °*1%. Aquest es troba format per cel-lules limfoides que representen un 10% de
les céllules que conformen la SVF del TAB i inclou céllules T, céllules B, cél-lules NK, cel-lules assassines
naturals T (NKT) i cellules limfoides innates del tipus 2'®. La funcié dels limfocits B i T és fonamental

per al desenvolupament de la memoria de la resposta immunitaria.

En el TAB, les cel'lules CD4+ s6n classificades principalment en dos subtipus; classiques cel'lules T-hel-
perl (Th1) i T-helper2 (Th2). Tot i que actualment s’han identificat altres subtipus com t-helperl7 (th17),
cellules T inductores de regulaci6 (iTreg) i céllules reguladores tipus 1 (Tr1) entre altres tipus. Les céllules
Th1 i Th17 alliberen INF-y i IL-17 que estimulen les funcions proinflamatories dels macrofags M1 que
alliberaran IL-6 i TNF-a. Contrariament, de manera antiinflamatoria les céllules Th2 i les Treg produiran
IL-4,1L-10 1 IL-13 regulant la funcié dels macrofags i afavorint la diferenciacié dels mateixos cap al fenotip
M2 "7, Laugment de céllules Th1 en el TAB,, podria alhora contribuir a la activacié de la inflamacié local
cel'lular abans que es produeixi el reclutament de macrofags. Aixd suggereix la importancia d’aquestes cél-lu-
les en l'inici i perpetuaci6 de la inflamacié del TAB com a responsable principal de la resisténcia a la insulina
1% En humans i en rosegadors sha vist que un exhauriment dels nivells de Treg en el TAB,, s’ha associat a
un estat d'inflamacié per obesitat aixi com una major infiltracié de cel-lules T i cellules NK'. En canvi el

possible paper dels limfocits B en la Inflamaciéi del TAM ila regulacié de la glicémia encara no s’ha establert.

*2.2 Teixit adipés marré
Respecte al teixit adipés marré (TAM), la seva existeéncia ha estat reconeguda des de fa décades en

140,187,188

nounats . Durant el periode neonatal aquest teixit es troba en diposits prominents destacant espe-

cialment l'interescapular, el qual presenta una funcié termogeénica que proporcionara calor en les primeres
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etapes de la vida. Aquest perd s'anird atrofiant amb ledat, essent reemplacat per TAB ja en ledat adul-
ta“01%8, Considerant aquesta hipotesi, fins fa poc, es donava per fet que el TAM actiu era practicament
inexistent en humans adults perd s’ha observat recentment que podria no ser aixi 189. Aquest teixit
podria reapargixer en determinades situacions d’aclimataci6 continua al fred o bé en situacions patologi-
ques com el cas del desenvolupament del Feocromocitoma, tumor produit en les glandules suprarenals,

que generen una sobreproduccié de catecolamines, molécules principalment activadores del TAM™.

A diferencia del TAB, la localitzacié del TAM es troba de manera especifica en determinades regions del
organisme i la quantitat depén de cada individu i de les seves caracteristiques'**'*!. En nadons, la principal
regi6 es la interescapular mentre que en adults els principals diposits que sobserven es troben en la zona
cervical profunda, molt propera al muscul ongus colli*'%. Existeixen també uns diposits del TAM indui-

194,195

bles o teixit adipds beixe en les regions supraclavicular, paravertebral, peritiroidal, mediastinal/pe-

riaortic i zona cervical intermédial*'%

, els quals apareixeran quan mantingui un estimul termogénic com
exposicié al fred, la administracié de determinats farmacs per a patologies tiroidees o altres medicaments
que contenen B-adrenergics, la presencia de patologies com determinades tipologies de cancer o abrasions

191 §

ila realitzacié d'exercici fisic, tot i que aquest darrer no esta encara del tot clar'*?’,

importants

*+2.2.1 Estructura

EI'TAM es troba format per principalment per la seva unitat estructural principal que és ladipocit marr6 41%.
De la mateixa manera que el TAB, conté un elevat nombre altres tipologies cel'lulars en els seus diposits com
preadipocits o céllules precursores, neurones, cél lules immunitaries, cél-lules musculars llises i céllules endote-
lials vasculars per tal de poder portar a terme la seva funcié®®8, Aquesta estructura cel-lular, a diferencia del
blanc, presenta una menor mida ja que la seva funcié principal es dissipar calor en forma denergia i no
emmagatzemar-1a'’*'. Aixo fa que en comptes dobservar una vesicula unilocular en el seu citoplasma
sobservin moltes vesicules lipidiques donant una aparen¢a multilocular. El procés de dissipacié denergia
es produeix gracies a la presencia de la proteina desacobladora 1 (UCP1) present en la membrana mito-

condrial interna dels mitocondris'®*2"

,organuls presents en major quantitat que en el TAB i responsables
també de proporcionar aquest color marré a I'adipdcit. El diposits del TAM es troben altament irrigats

e innervats, aix0 fa que l'activacié de la termogeénesi es trobi controlada per les fibres nervioses de tipus
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noradrenérgic que estan en sinapsis sobre els mateixos, de manera que quan el sistema nervids percebi una

necessitat de produir calor, enviara les senyals adients™®.

* »2.2.2 Funcié termogeénica

La dissipacié de calor a través del consum denergia, altrament anomenada a termogenesi, és la funcié
principal del TAM®®, i evolutivament es creu que la seva preséncia podria haver suposat un avantatge per
a sobreviure en periodes de fred hivernal?®2%. D’aquesta manera podrien romandre actius durant la nit i
adaptar-se a la supervivéncia en dietes deficients en macronutrients essencials. Els animals homeoterms,
en els quals s'inclouen els humans, quan sexposen a baixes temperatures ambientals la demanda de calor
per part de lorganisme augmenta per tal de compensar la transferéncia térmica de calor amb lentorn i
poder mantenir estable la seva temperatura corporal®®. La zona de termoneutralitat és aquella en la que
no s'indueixen mecanismes de regulacié de la temperatura corporal a l'al¢a (termogenesi) ni a la baixa
(dissipaci6 evaporativa de calor) i serd on la taxa metabolica de I'individu es trobi a nivells basals. La pro-
duccié de calor també anomenada activacié de la termogenesi esdevé a través d’un procés de combustié
dels substrats aixi com altres reaccions bioquimiques exotérmiques que tenen lloc en les cél'lules del orga-
nisme. Quan es produeix una reduccié progressiva de la temperatura ambiental, els processos metabolics i
fisiologics s'activen amb lobjectiu de reduir la pérdua de calor i augmentar la produccié de calor endogen.
La combinacié d’aquests dos mecanismes garantiran que la temperatura central del organisme es man-
tingui sobre 37 °C. Els processos implicats perd poden dividir-se en dos; el “Shivering thermogenesis” (ST)
i el “Non shivering thermogenesis” (NST)*™. Aquests mecanismes seran importants especialment quan el
cos no pugui portar a terme exercici fisic o quan aquest no sigui possible com per exemple en situacions
de sobreesforg fisic o limitacié a la ingesta d’aliments. Fins 'any 2009, es creia que la produccié de calor en
humans durant lexposicié al fred era exclusivament generada a través del ST mentre que la contribucié
del NST era practicament nul'la?*?, tot i que préviament ja hi havia estudis que posaven de manifest la
contribucié del TAM en la NST 2%, Aquesta hipotesi va ser refutada en el moment que es va demostrar la
presencia de TAM actiu en humans adults, ja que aquest teixit és el principal productor de NST. Els estu-
dis portats a terme per Cypress et al, no només varen demostrar que el TAM es trobava en quantitats
significatives en adults siné que en determinades patologies com la obesitat aquest teixit podia no

trobar-se actiu després d’una exposicié al fred'®’.
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El sistema termoregulador sera el responsable d’iniciar aquests mecanismes. Lactivacié del procés de
termogenesi requereix d’una serie de processos neuronals que es desencadenen amb la percepcié del
fred. Aquest factor generard unes respostes amb la finalitat de contrarestar 'accié d’aquest estimul
sobre lorganisme i mantenir la temperatura del organisme, especialment en aquells organs vitals®®.
Aquest sistema consisteix en un eix aferent sensorial, un centre d’integracié i eix cami eferent®®.
Davant de lestimul de fred, la pell activa els receptors ‘femperature-sensitive transient receptor ion
chanels“ (thermoTRP) presents en les terminacions nervioses lliures localitzades en la dermis i la epi-
dermis?2211, Aquest estimul es transportat fins al talem i al cortex cerebral a través de la medul'la
espinal?'? | per a la percepcié conscient i la deteccié dels canvis en la temperatura de la pell, i arribara
a l'area predptica del hipotalem per tal d’activar les respostes homeostatiques necessaries per activar
els mecanismes reguladors al fred*?'3: vasoconstriccié cutania, TAM (o NST) i ST. La temperatura

erd necessaria per activar a cada un d’aquests processos varia i dependra del efector generat?4, en
)

ocasions el llindar d’activacié entre dos d’aquests processos podra ser molt proper.
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e Figura 10: Esquema del mecanisme d’activacié de la termogénesi i els principals organs i teixits implicats en la
transmissid de la senyal. (Figura editada de Blondin et al 2014)
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S’han identificat diferents tipus de thermoTRPs on cada un d’ells és sensible a un determinat
rang estret de temperatura, perd que en conjunt engloben temperatures que oscil'len entre
les innocues o de confort fins a nocives o doloroses?>. A banda de trobar-se ubicats subcu-
taniament, els thermoTRP també s’expressen entre les fibres nervioses aferents ubicades en
I'abdomen i visceres, la medulla espinal i I'hipotalem, que proporcionaran informacié sobre

lestat térmic de lorganisme?0216.

Els receptors tant periférics com centrals, mostren un augment considerable en la activitat de
I'impuls nerviés després de la reduccié de la temperatura ambiental o de la pell seguit d’una
descarrega continua quan la temperatura es manté constant, fet que demostra una adaptacié

aguda al estimul®2.

Larea peri6ptica de I'hipotalem es reconeguda com el principal centre de termoregulacié en
el qual s’integren les diferents senyals aferents i es generen les respostes termoreguladores
com; les vasomotores de la pell, lestimul d’activacié del TAM i la tremolor durant l'exposicié
al fred?®. En condicions ambientals neutrals, les neurones sensibles a la calor sén tonicament

actives en 'area peridptica inhibint els efectors termogenics (TAM etc.).

Aquesta tonicitat s’anird perdent a mesura que es vagi reduint la temperatura de la pell activant la les
neurones efectores encarregades de transportar la senyal encarregada de generar la resposta al fred. En
humans la sortida neuronal del nucli de Raphé, situat en la medul'la, sembla augmentar en funcié de
la disminucié de la temperatura de la pell?’”. Cal esmentar pero, que tot que els termoefectors en fred
tenen una entrada aferent comu, es controlen de manera independent entre si i la seva activacié es
produeix en parallel en llindars de temperatura diferents. Un exemple d’aquest fenomen és produeix
després del relleu del Raphé medullar: les neurones premotores simpatiques activades proporcionen un
estimul d’excitacié a les neurones pregangliolars simpatiques en el nucli intermediolateral per tal d’im-
pulsar l'activacié del TAM i les respostes CVC, mentre que les neurones promotores en aquesta mateixa
regié medul'lar proporcionen una entrada a les neurones somatomotores del astra ventral que excita les

neurones motores alfa i gamma necessaries per a 'accié de tremolar del individu?'®2"*-
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* ¢ 2.2.3 Funcié endocrina

El1 TAM presenta una elevada plasticitat per tal d’adaptar-se als canvis de condicions nutri-
cionals i térmiques'”. Quan aquest teixit activa la termogénesi experimenta un augment dels
seus diposits a través dels fenomens de hiperplasia i hipertrofia'®. A banda de la seva funcié
termogenica també desenvolupa un paper d’organ secretor que estd reconegut des de temps
enrere perd no havia estat objecte d'estudi. Inicialment, es va considerar que aquest paper
secretor era limitat ja que la quantitat d’adipoquines que generava era molt baix, com per

exemple la Leptina'?®!.

Aquest concepte era erroni donat que es va assumir que el perfil de molécules secretades en
q p q q p

el TAM era el mateix que en el TAB, tot i presentar funcions fisioldogiques i metaboliques,
completament oposades??®. La secrecié de molécules del TAM déna suport a la realitzacié
de les principals funcions del teixit i per tant tenen relacié e implicacié en la produccié i

princip p p p

diferenciacié d’adipdcits marrons'”. Actualment, s’ha vist que aquestes molécules , també
anomenades “batoquines” , podrien estar implicades en processos de regulacié tant autocrins

com paracrins de l'organisme.

Quan es produeix l'activacié de la termogenesi a través de l'activacié NST després del estimul®?, el
cos experimenta un conjunt d'adaptacions metaboliques sistémiques, entre les quals s’inclouen

una disminucié de la glucémia i una sensibilitacié a la insulina???

, que permetra una millor
absorcié de la glucosa a nivell sistémic??. A nivell local es produeix un increment de la lipdlisis
intracel-lular que generara AGL per tal d'obtenir energia per a la sintesi de noves cél-lules del
teixit. També es produira un alliberament de AG per part dels adipocits marrons, aquest tin-
dran un efecte regulador a nivell local i sist¢émic del organisme'”. El perfil secretor del TAM
actuard a tres nivells; funcié autocrina, endocrina, i paracrina'®*?2223_Els factors autocrins
presenten un efecte a nivell local en els propis adipocits marrons i beixe que segregaran durant

la termogénesi. Aquests factors autocirns detectats poden ser classificats en 2 grups. En la taula

7 es recullen els principals factors no peptidics i peptidics.
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+ Oxid nitric (NO)
* Prostaglandines
i molécules relacionades
* Adenosina
* Endocanabinoids
¢ acid 12,13-Dihidroxi-9Z-Octadecanoic (12,13-diHome)

FACTORS AUTOCRINS PEPTIDICS

* Proteines morfogenétiques de 'os (BMPs)
* Peptidase M20 Domain Containing 1 (PM20D1)
* Fragment SLIT2-C
¢ Follistatina
* Rcepetor de lipoproteines de baixa densitat, forma soluble del LR11 (sLR11)
¢ Factor de diferenciacié6 de creixement 8 (GDF8 / Miostatina)
* Angiopoietin-Like 8 (ANGPTLS)
¢ Chemerin
* Endotelina-1
L Fibroblast growth factor 2 (FGF-2)

\

*Taula 7: Factors autocrins descrits peptidics i no peptidics descrits en els adipocits marrons i beige?™.

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, en el TAM es troben diferents tipologies celulars. Aques-
tes s'ajusten a lestructura del TAM i proporcionen al teixit el flux sanguini i la innervacié
necessaria per al seu funcionament '* S’ha observant que els factors que s’alliberen desde els

adipdcits marréns i beixe actuen sobre totes aquestes tipologies cel-lulars ubicades dins del TAM

i alhora implicades en process de embruniment. En la taula 8 s’inclouen alguns d’ells.

FACTORS PARACRINS EN EL TAM

¢ Factor vascular de creixement endotelial A (VEGF-A)
* Peroxid d’Hidrogen (H202)

* Factor de creixement nerviés (NGF)

* Meteorin-like (MTRNL)

Taula 8: Factors paracrins secretats pels adipocits marrons i beixe, descrits™®

S’ha observant que el TAM també segrega factors que actuen sobre cél-lules i organs distants pre-

sentant un efecte sistémic. Algunes d’aquestes molecules es llisten a continuacié, taula 9.
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 FACTORSENDOCRINSDELTAM

¢ Triiodotironina (T3)

* Factor de creixement de fibroblasts 21 (FGF-21)

* Neuregulina-4 (NRG4)

¢ Factor de creixmenet de la insulina 1 (IGF-1)

* Interleuquina 6 (IL-6)

* Proteina d’uni6 al retinol 4 (RBP-4)

* Insulin-Like Growth Factor-Binding Protein-2 (IGFBP-2)

* miRNA exosomal
_ W,

* Taula 9: Factors endocrins secretats pels adiocits marrons i beixe descrits™”.

*2.2.3 Funcié immunomoduladora

A diferéncia del TAB, el TAM presenta una certa resisténcia a desencadenar el processos d’inflama-
ci6 en condicions d’obesitat. Aixd sobserva a través d’'una menor infiltracié de macrofags i una menor
expressi6 en general de cellules immunitaries'’*?. Estudis realitzats en ratolins perd mostren que,
si aquestes condicions d'obesitat es mantenen en el temps, els animals acaben desenvolupant I'infla-
macié del TAM i presentaren uns nivells en marcadors inflamatoris, com TNF-aq, elevats?*. Aquest
fet es reflectira amb la preséncia de cél'lules proinflamatories infiltrades en el teixit que seran en gran
part les encarregades de segregar aquestes molécules tot i que també podran provenir de la secrecié
per part dels adipdcits marrons els quals s’ha vist que presenten capacitat per secretar TNF-o i

MCP-1, entre altres??.

La absorcié de glucosa és un procediment essencial per TAM, ja que aquesta és el substrat directe per

227

a desenvolupar la funcié termogénica®’ i també, de manera indirecta, ja que subministra els compos-

tos intermedis de la lipogénesi per tal de generar AGL que actuaran com a substrat en el procés de

generacié de calor!?$22

. Laparici6 de la situacié inflamatoria, produira una alteracié en aquests pro-
cessos entre els quals destaca la perdua de la sensibilitat a la insulina®”??. L'efecte de TNF-a sobre

I'absorcié de glucosa mostra un desenvolupament de la resisténcia a la insulina a través de la interac-
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ci6 de la molécula amb els seus receptors (TNFR) presents a la superficie dels adipocits marrons 176.
Alhora, TNF-a altera altres mecanismes no dependents de la insulina per a 'absorci6 de glucosa del
TAM. Entre aquests destaca la alteracié de FGF-21 que regula i afavoreix els processos d’absorcié
de glucosa a través del transportador GLUT1 present en els adipocits marrons??. La afectacié a la
sensibilitzacié de FGF-21 provoca també una reduccié en la expressié del seu co-receptor B-Klotho,
necessari per a les accions de FGF-21%*°. A banda de la seva accié sobre el metabolisme de 'adipocit
les citoquines generades alteren la propia funcié termogenica. En estudis realitzats en ratolins amb
obesitat induida a través de la dieta mostren a una reduccié dels nivells dexpressic UCP-1?%, tot i
que en determinats graus d’inflamacié s'observa un increment de la expressié de UCP-1 i de la capa-
citat termogenica del TAM?!. Tanmateix, la termogeénesi induida pel fred es troba greument afec-
tada en pacients amb obesitat*’. Aixi doncs el mecanismes proinflamatoris en el TAM es produeix
de manera similar que en el TAB'”. La reduccié de la termogenesi i el desenvolupament de lestat de
resisténcia a la insulina es produeix com a resultat de infiltracié de macrofags en el TAM deguda al

desencadenament del procés inflamatori.

Recentment en un estudi portat a terme en ratolins va determinar que el TAM presenta la capacitat
de produir quimiocines reguladores durant la termoggnesi com la quimiocina lligada'* o CXCL"232,
Aquesta citoquina és alliberada per I'adipocit marré amb la finalitat de reclutar macrofags M? %2 els
quals s’ha vist que presenten un paper antiinflamatori amb funcions de reparacié i regeneracié del
teixit afectat'. En el mateix estudi també es va observar que aquesta molécula promovia l'embru-
niment del TAB i millorava 'homeostasi de la glucosa a través de la millora de la sensibilitat a la

insulina en ratolins amb obesitat induida a través d’una dieta alta en greixos*2.

* 2.3 Teixit adip6s beix o brite

**2.3.1 Estructura

Actualment, s'inclou una tercera categoria en la classificacié de la tipologia d’adipocits; el beige o
brite (Brown in white) o també anomenats adipdcits induibles'®. La denominacié ve de la coloracié
intermeédia que adopten entre els blancs i els marrons. Per tant es consideren adipocits blancs que

presenten la capacitat de produir calor sota uns estimuls termogénesi'®?** de la mateixa manera que
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el TAM, ja que presenten uns nivells dexpressié i activitat d’ UCP-1, elevats®*?. Tot i aquesta si-
militud en la seva funcionalitat, existeixen diferéncies importants entre els adipocits que conformen
en el teixit adipés marré del beige que els fa considerar-se dues tipologies cel'lulars diferenciades®.
En analisis bioenergetics realitzats en adipocits marrons i blancs, sobserva que totes dues tipologies
cel'lulars tenen capacitat per generar calor en forma de dissipacié denergia perd presenten una gran
part de la seva cadena respiratoria desacoblada. Es a dir, que els adipocits beige estan programats per
a ser bifuncionals®?; tenen capacitat per emmagatzemar energia en abséncia d’estimuls termogenics

i alhora s6n capagos de passar a produir calor si lorganisme ho requereix.

* ¢ 2.3.2 Funcié termogénica

La capacitat de dissipar energia en forma de calor, constitueix el procés morfologic dembruniment o
browning que es desencadena en en presencia de determinats factors estresors essent el més impor-
tant la aclimatacié a baixes temperatures (4-6°C) , tot i que també, la administracié de farmacs on
el principi actiu és I'agonista p3-adrenergic utilitzat en el tractament de 'HTA, podria contribuir-hi
130.236 Terapéuticament és d’inters analitzar els procediments per tal d’induir aquesta formacié d’adi-
pocits beige ja que podria resultar una contribucié a la termogenesi basal, i per tant podria contribuir
en el descobriment de noves dianes terapéutiques per la obesitat i/o la DM2 2535, Actualment, hi
ha dues teories no necessariament excloents que es podrien proposar com a possibles estratégies de
desenvolupament d’ adipocits beige. La primera delles, postula que la formacié es produeix després

1236237

de produir un estimul en les cel'lules precursores (adipdcits blancs mentre que la segona manté

que és produeix una conversié dels adipdcits ja existents de manera inactiva a un estat actiu segons

la presencia d'estimuls’?%¢. Una tercera possibilitat podria ser que es produissin totes dues alhora®®.

En aquesta darrera teoria pero caldria tenir molt en compte el context en el qual es produeix: tipus
p

destimul, la seva duracié, el tipus de diposit analitzat o la proximitat del sistema nerviés simpatic**.

Els estimuls que desencadenen la termogenesis a través principalment d’aquesta activitat nerviosa

simpatica 2%, és la responsable d’induir el desenvolupament d’adipocits beixe. Alhora, cal considerar

239

Iacci6 sobre els receptors B-adrenérgics®’, ja que és, sens dubte, un dels reguladors centrals en aquests

processos. També s’ha observat que l'accié de diverses hormones i factors que regulen la despesa
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energetica podrien també estar implicats®®. En la taula 10 es mostren algunes d’aquestes molécules
que afecten a l'activacié del TAM i dels adipocits beige i que podrien ser particularment prometedo-

res en el desenvolupament terapéutic.

MOLECULES INDUCTORES DE TERMOGENESI

¢ Irisina

* Fibroblast growth factor 21 (FGF-21)

* Péptids natriurétics

* Taula 10: Molécules inductores de la termogenesi en adipocits marrons i beixe descrites’”.

*3.ONCOSTATINAM

a oncostatina m (OSM) és una citoquina pertanyent a familia de la glicoproteina™°

(Gp130)%0241, Aquest és un ampli grup de molécules en les que s’inclouen: IL-6, IL-

11,IL-27,IL-30, IL-31, factor inhibitori de leucémia (LIF), factor neurotréfic ciliar
(CNTPF), cardiotrofina-1 (CT-1), citoquina unida a la cardiotrofina (CLC), neuropoietina (NP)
i OSM?*¥2422 Totes elles presenten dos components fonamentals que les fan pertanyer a gp130.
El primer d’ells és la presencia d’una subunitat transmembrana comuna, la glicoproteina gp130,
la qual es troba present en cada un del seus receptors i, la segona és la preséncia d’una estructura
helicoidal de 4 parts la qual contribuira a la especificitat d’unié de la molécula al seu corresponent
receptor. Aquestes molecules activen els gens implicats en els processos cel-lulars de diferencia-
ci6, supervivéncia, apoptosi i proliferacié®* implicats en la activacié de vies de senyalitzacié de
processos bioldogics com processos d’hematopoiesi, activitat immunitaria, inflamacié, embaras,

reproduccié, sistema cardiovascular, formacié d’osteoclasts i supervivéncia neuronal*#,

Originariament ’'OSM va ser identificada com un agent terapéutic contra el cancer per la seva

activitat citostatica en cél-lules tumorals humanes que alhora li va donar nom. Posteriorment,
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i de la mateixa manera que la resta de molécules pertanyents a la familia de les gp130, es va
observar que OSM també es trobava implicada en altres processos biologics de l'organisme?®.
A diferencia pero de la resta de citoquines presenta la seva propia subunitat de receptor B es-
pecific (OSMRB) que s’heterodimeritza amb el de gp130 de manera que no es poden produir
interferéncies amb altres citoquines de la familia. A més, és aquesta subunitat p 'encarregada de
modular la majoria dels processos de OSM?*¢2#_Una altra propietat tnica de aquesta citoquina
és la seva capacitat per involucrar diferents receptors complexes en ratolins i humans. En éssers
humans OSM és la tnica citoquina pertanyen a gp130 que pot unir-se a dos receptors diferents:
el complex del receptor B(LIFRPB)/LIF i el complex gp130/OSMRB2#:24824 A diferencia de la
humana, la murina Gnicament pot unir-se al complex receptor gp130/OSMRP i no al analeg

similar al descrit en humans.

La produccié OSM procedeix principalment de mondcits i macrdfags actius, limfocits T, cél-lu-
les dendritiques i neutrofils 2. També perd s’ha documentat que les cél-lules hematopoétiques
del moll de I'0s poden produir-ne aixi com les cél'lules mesenquimals, que alhora també poden
sintetitzar el receptor. Sha observat que OSM es produida per les cél'lules immunitaries infiltra-
des en el TAB i no pels adipocits, tot i que els adipocits presenten expressié del seu receptor?®.

S’ han detectat nivells elevats circulants d’ OSM, en determinades patologies inflamatories com

esclerosi sistémica, la periodontitis, la malaltia hepatica, lupus sistémic eritematés i obesitat**.

A més, tant en humans com en ratolins s’ha observat que els nivells dexpressi6 i de proteina
d’OSM es troben elevats en el context d'obesitat i/o DM22#:2%. Aquests correlacionen de mane-
ra positiva amb un augment de pes i de resisténcia a la insulina**. Indirectament, també poden

activar altres factors com PAI-1 que contribuira a un augment del risc cardiovascular®.

A banda dels efectes paracrins en el TAB, lefecte sistémic podria tenir repercussions també en
el TAM. En treballs previs del grup realitzats en ratolins s’ha observat que després d’una dieta
rica en greix , I’ expressié en el TAM d’ OSM i d’altres gens relacionats amb la inflamacié com el

TNF-q, ccl2 0 MCP-1, augmenten mentre que l'expressié del principal gen indicador de activa-
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cié de termogenesi (UCP-1) es redueix®!. En el mateix estudi es va avaluar l'efecte directe de la
citoquina sobre el TAM. 'administracié OSM en la regié interescapular a través de 'implanta-
ci6 d’'una minibomba produia un augment dels nivells dexpressié de gens inflamatoris (TNF-a,

»1 Draltra banda, quan es va

ccl2 1 I1-6) i una alteracié dels gens implicats en el metabolisme
realitzar el mateix experiment en ratolins perd implantant la bomba en el TAB inguinal dels
animals i van exposar-los al fred (com a mecanisme per tal d’activar la termogénesi) els resultats
que es van obtenir varen ser un deteriorament del procés dembruniment®!. Recentment s’ha
vist que la preséncia ’OSM és un dels factors que inhibeixen I'adipogénesi i per tant la seva
preséncia tendeix a limitar l'expansi6 del teixit adipds contribuint a un desequilibri metabolic.
A nivell in vito s’ha demostrat que es un factor de disfuncié del teixit adipds i per tant presenta

un paper important en el desenvolupament de les comorbiditats associades a l'obesitat com la

resisténcia a la insulina.

« 4. METODES DE DETECCIO DEL TEIXIT ADIPOS MARRO

1 redescrobiment del TAM en individus adults ha suposat un replantejament en I'impli-

caci6é d’aquest teixit en el metabolisme i el seu paper potencial com a diana terapéutica en

patologies com lobesitat'®. Actualment i per tal de contribuir al estudi, cada cop més estan
sorgint possibles nous métodes de detecci6 i quantificacié de la seva activitat®. Aquests metodes
d’imatge sén forga diferents entre ells perd donada la invasivitat d’alguns, la seva aplicabilitat es
veura limitada en funcié de la poblacié destudi*>?*3. Cal tenir en compte un aspecte important que
en l'actualitat es troba en debat, és el tipus de métode o procediment per dur a terme lestimulacié
del TAM per tal de poder ser detectat?®*?>*. En aquest cas trobarem també dos grans grups; el primer
dells englobara totes aquelles metodologies estandard en les quals no es té en compte la variacié
interindividual perd permet treballar a una temperatura constant i els anomenats individualitzats els

quals tindran en compte la sensacié del fred i el llindar de tremolor de cada individu®**?,

* 4.1 Exposici6 al fred com a estimul inductor per a la seva deteccié

La deteccié retrospectiva del TAM de manera espontania en humans mitjangant ¥F-FDG a

80
Tesi doctoral



INTRODUCCIO

temperatura ambient oscil'la entre el 6,8-8,5%%7. La prevalenca d’activacié de la termogenesi
del TAM en humans quan sexposen al fred, oscil-La entre 20-100%. A banda del fred , com
s’ha comentat en apartats anteriors, l'activitat del TAM pot ser augmentada amb 'as d’altres
factors estimulants com per exemple després de 'administracié d’elevades dosis de epinefrina
o agonistes B-adrenérgics pero els efectes d’aquests compostos sobre el TAM acostumen a ser
inferiors si es compara amb l'exposicié al fred i incrementen el risc d’aparicié d’efectes adversos

com l'augment de la freqiiéncia cardiaca i la pressié arterial.

Per aquest motiu, l'exposicié al fred és el mecanisme més utilitzat alhora d’avaluar i quan-
tificar la activitat termogénica del TAM®¢. La manca de protocols de referéncia fa que la
variabilitat de métodes d’exposicié utilitzats sigui molt gran i per tant no es puguin com-
parar molts dels resultats obtinguts en els diferents estudis realitzats. Aquesta variacié es
produeix principalment pel tipus del métode d’imatge que es fara servir. Per exemple, una
termografia infraroja (IR) podra detectar en la regié supraclavicular canvis de temperatura
induits per haver introduit una de les mans en aigua freda durans un minuts, mentre que
si s'utilitza un PET-CT ™F estatic sera necessari al menys 60 minuts d’exposicié al fred
despreés d’administrar el radiotracador en vena per veure’l en el TAM. Generalment, les
temperatures utilitzades per a realitzar aquests estimuls s6n diferents, essent més elevades
en aquells protocols en els quals s'exposa tot el cos al fred i més baixen en aquelles que
només s’exposa una extremitat o dues ja que lefecte és distal. Aixi doncs, trobem dos tipus

de métodes d’estimul de fred:

* » 4.1.1 Metodes estandaritzats

En aquests conjunt de procediments s’exposen tots els individus a la mateixa temperatura i dura-
ci6 del fred. En aquests métodes per tant s'observaran diferéncies d’activacié del TAM entre els
subjectes i la tremolor a qualsevol temperatura establerta ja que depén de multiples factors com
lestat d’aclimatacié al fred de cada pacient i les diferencies morfologiques del mateix (relacié
superficie-volum), percentatge de massa muscul esquelétic), volum de capa de greix subcutania

ila resposta vasoactiva.
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¢ * 4.1.2 Métodes Individualitzats

En base a les limitacions que presenten els métodes estandaritzants s’ha plantejat utilitzar els
meétodes individualitzats. Aquests principalment busquen adaptar la temperatura d’activacié de
termogeénesi a cada subjecte. El procediment per fer-ho consisteix en obtenir primerament el
valor de temperatura llindar a partir del qual el subjecte comenga a tremolar pel fred i s’incre-
menten un parell de graus. Per tal de poder estandarditzar aquest métode és necessari utilitzar
técniques complementaries objectives com 'EMG, el qual avalua i enregistra 'activitat electri-
ca produida pels musculs esquelétics a nivell superficial. Ara bé, aquest no permet detectar la
tremolor produida a nivell de musculatura profunda de manera que es tendeix a sobreestima la
implicacié del fred en l'establiment de la temperatura llindar entre la termogeénesis i la tremolor

per a cada individu®®.

* 4.2 Meétodes de imatge per a la deteccié i quantificacié del teixit adipés marré

* * 4.2.1 Métodes Invasius

Lus del PET-CT amb ¥F-FDG ha estat la metodologia més utilitzada en la identificacié ana-
tomica del TAM en humans i la més aplicada en estudis clinics'®. Aquesta técnica combina la
radiodensié de la TC i la imatge estatica del PET amb 'absorcié de la glucosa marcada amb
BEF-FDG la qual s’injecta préviament. Les dades que sobtenen premeten establir una corba d’ac-

tivitat en el temps de la taxa de metabolisme de la glucosa marcada (**F-FDG) en el TAM?256.38,

e ¢ 4.2.2 Metodes no invasius
Eticament en I'avaluacié del TAM en individus sans o nens, no és permet 'us de técniques en les
’ p
quals s’apliquin radiacions necessaries per a dur a terme el PET-CT ni tampoc la administracié
de glucosa marcada. Per aquest motiu s’han presentant una série de técniques alternatives. A
g p

continuacié sesmenten les principals.

**+4.2.2.1 Imatge per ressonancia magneética

La MRI es basa en realitzar diferents mesures de diferents propietats fisiques com la densitat del
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BAT i teixit colindants en els que s'inclou el TAB i el muscul esquelétic a través de les seqiien-
cies de polsos®?. ' MRI presenta també l'inconvenient en diferenciar TAB de TAM i d’aquest
darrer entre actiu ¢ inactiu donada la seva proximitat en els llindars de densitat de protons®’.
Per tal de millorar 'analisi amb MRI s’ha plantejat la possibilitat de combinar aquesta meto-
dologia amb la administracié de ®F-FDG. S’ha vist perd que el possible benefici que es podria

extreure de combinar la administracié del radiotragador amb la ressonancia magnética podria no

ser tant prometedora com es pensava en un principi.

* ¢ 4.2.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética de protons

Lespectroscopia de ressonancia magnética de protons (1H MRS) és una tecnica no invasiva i
no radioactiva que permet mesurar la temperatura del teixit basant-se en un canvi en el pic de
freqiiéncia de la ressonancia magnética del proté d’aigua. Ara bé, la seva limitacié potencial és
la impossibilitat d’analitzar ROIs individuals amb una resolucié espacial baixa 1-3 cm el que

pot portar a certes dificultats en estudis longitudinals degut a la propia heterogeneitat del teixit.

*+4.2.2.3 Espectroscopia infrarojallunyana (Near Infrared espectroscopi) NIRS

Lespectroscopia infraroja llunyana és una técnica d’imatge optica no invasiva sensible als
canvis hemodinamics que tenen lloc per exemple amb l'activacié del TAM (és a dir les fluc-
tuacions en el flux sanguini, volum i oxigenacié). Alguns estudis han realitzat determinacions
del TAM amb aquesta metodologia 260 perd s’ha vist que la seva sensibilitat per detectar
canvis fins i tot en metodologies més avancades com l'espectroscopia de resolucié d’infraroig
proper (NIRTRS) no era capag de detectar canvis en el TAM si s’avaluava abans i després de

lexposicié al fred.

e *¢4.2.2.4 Contrast d’ultrasé

El contrast d’ultraso (CU) és una técnica no invasiva que pot mesurar el flux sanguini i la perfu-
si6 a través de 'administracié de microbombolles?'. Habitualment la CU es aplicada a 'avalua-
ci6 del flux sanguini del miocardi en humans?? i la seva utilitzaci6 s’ha estés per a la deteccié del

TAM?!, Actualment perd es requereixen més estudis sobre aquest s addicional de la tecnica.
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**¢4.2.2.5 Mesura de la temperatura de la dermis
En lactualitat existeixen altres métodes per a la deteccié de canvis de temperatura en la dermis

263,264

propera al TAM. Estudis realitzats en infants i adults s’han portat a terme amb la termo-

)263,265,266

grafia infraroja (IRT i/0 la utilitzacié de sensors de temperatura autdnoms com els iBu-
ttons (sensors de temperatura)**?%. Presenten una potencial sensibilitat de deteccié, confereixen
unes metodologies segures per a 'analitzador i el subjecte d’estudi, sén facilment portables i per-
meten realitzar multiples mesures en un mateix analisi per determinar les possibles fluctuacions

de temperatura en l'area d’interes.

* 4.3 Termografia Infraroja

En els darrers anys la termografia infraroja s’ha convertit en una tecnologia clau i assequible
amb multiples aplicacions en diferents ambits professionals com per exemple des de el diagnos-
tic d’eficiéncia energética en instal-lacions industrials i edificis, fins a la realitzacié de diagnostics
meédics, recerca, art i seguretat268. Lelevat cost dels primers models que varen sortir al mercat
impedien la seva aplicacié amb finalitats didactiques pero en els darrers dies el desenvolupament
de models de cameres més assequibles a fet possible de publicacions que ofereixen propostes de

la seva aplicacié i sistemes.

* *» 4.3.1 Fonament de la termografia infraroja

Lespectre electromagnétic representat en la figura 11 és el conjunt de tota la varietat de ra-
diacions optiques existents. Cada una d’elles pot ser descomposada en tres magnituds que li
confereixen les propietats: la freqiiencia (Vv), la longitud d’'ona A\ i lenergia que produeixen
(E). Aquestes tres propietats es troben relacionades per la constant de Planck (4) i la velocitat
de la llum (c). Aixi doncs, les radiacions amb una baixa longitud d’ona i una elevada frequiencia
seran les més energétiques com per exemple els raig gamma o X. Mentre que aquelles amb una
elevada longitud d’ona i una baixa freqiiéncia seran les menys energétiques, en aquesta tipologia
de radiacions trobariem les de radio. L'ull huma perd només pot percebre les longituds d’ona co-
rresponents al espectre visible que es troba comprés entre 380 nm i 740 nm la resta de radiacions

fora d’aquests rangs sén invisibles per als humans.
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La radiacié infraroja és el conjunt de radiacions dptiques compreses de manera inferior al espec-
tre visible entre les longituds d'ona 1 mm-1,4 um. Generalment les radiacions fora del espectre
visible no sén detectades per I'ull huma pero algunes com els infraroges poden ser percebudes a
tavés de la sensacié térmica (emeten calor). Aixi doncs a major radiacié infraroja emesa per un
cos, major temperatura presentara el mateix. La termografia infraroja (IRT) és basa en la me-
sura d’aquesta radiacié que es emesa pels cossos i 'enregistra en forma d’imatges que contenen

aquesta informacio.
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* Figura 11: Esquema del conjunt de l'espectre electromagnétic.

* Imatge Térmica

La tecnologia infraroja ha desenvolupat dispositius Optics que detecten i mesuren la radiacié in-
fraroja emesa pels cossos. Els objectes amb una elevada emissivitat tenen una baixa reflectancia
ila seva temperatura es mesurable a través de la camera térmica. D’aquesta manera, a partir de
la mesura de la radiacié emesa es possible obtenir la temperatura superficial de qualsevol objecte
i mostrar-la en forma d’imatge®. Les diferents tonalitats i colors que ofereixen les imatges
térmiques corresponent a diferents temperatures superficials de lobjecte. A l'incrementar la

temperatura d’un cos la longitud d'ona emesa per la seva radiacié es va reduint.
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* *4.3.2 Termografia infraroja i teixit adipos marré

Lactivacié del TAM després de l'exposicié a un estimul com el fred, incrementa la despesa ener-
getica del organisme i incrementa la produccié de calor per tal produir la transferéncia de calor a
la regié adjacent de la dermis de manera rapida®*. Lemissié de calor confereix al TAM la propie-
tat necessaria per tal de poder ser avaluat a través de I'IRT, en els diposits més propers a la regié
subcutania com els ubicats en la zona supraclavicular®. Els resultats més recents suggereixen
que existeix una superposicié anatdmica significativa entre I'area més calida que recobreix la
regié supraclavicular d’humans, segons els resultats detectats per IRT, i 'area de captacié maxi-
ma de glucosa, segons el que es va identificar en les tomografies PET-CT amb18F-FDG252%7,
Laugment de temperatura perd s’ha vist que és més facilment detectat en individus adults i nens

amb un baix percentatge de greix corporal que en adults i nens obesos?°.

Alhora, estudis portats a terme per Lee et al varen demostrar que 'IRT és una metodologia per
tal d’avaluar les variacions d’activacié del TAM després d’exposar els subjectes a un estimul de
fred i que el valor de temperatura de la pell en la regi6 supraclavicular es va mantenir en compa-
raci6é d’una regié de control com la del mediasti, on la temperatura es va disminuir . Ramage
va mostrar que aquesta activacié a més era similar a l'obtinguda en un PET-CT?*2. Resultats
similars varen ser obtinguts per Haq et al els quals varen observar que I'IRT és una metodologia
valida per a I'avaluacié de la variacié de temperatura en la mateixa regi6é després d’una exposicié

al fred en humans adults i que alhora aquesta canvi de temperatura pot ser reproduible”.

Tot i el debat actual, en els ultims anys I'IRT s’ha establert com una eina important i validada
per a la mesura de l'activacié del TAM en humans?” degut a les seves multiples avantatges en-
front la PET-CT. La simplicitat del métode, el baix cost de la determinacié i la manca d’us de
radiacions ionitzants han permés que sestengui en el seu Us en cohorts de individus de estudi
que inicialment no es podia plantejar®®. Tanmateix encara hi han reptes per tal de millorar
aquesta técnica i garantir la reproductibilitat, aixi com la possible interferéncia de calor dels

272,274
)

teixit col-lidants i el protocol de consens en la adquisicié de imatges que permeti la com-

paracié entre estudis.
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ntre els potencials mecanismes de la millora de l'estat metabolic experimentat pels
pacients amb obesitat sotmesos a una cirurgia bariatrica, podria trobar-se la modu-
lacié de la citoquina inflamatoria OSM. El bloqueig especific d’aquesta citoquina
podria doncs, millorar l'estat inflamatori del teixit adipés blanc i marré i, contribuir alhora,
a la millora de la resisténcia a la insulina que pot ser desenvolupada en condicions d’obesitat.
Per ultim, s’hipotetitza que la IRT podria ser un meétode per a I'avaluacié de la activitat ter-
mogenica del teixit adipés marrd en pacients amb obesitat, contribuint al prondstic de la CB i

proporcionant informacié addicional a la prioritzacié de pacients candidats a la CB.

En aquesta tesis s’Than plantejat 3 objectius principals;
* I. Mesurar els nivells d’OSM circulants en pacients amb obesitat abans i després de la cirur-

gia bariatrica i avaluar la seva implicacié en la millora metabolica dels mateixos.

e I1. Avaluar i descriure els efectes del tratactament amb OSM en adipocits humans y d’una
immunoneutralitzacié amb anticos ’OSM in vivo en ratolins C57BL6/] després d’induir

obesitat a través d’una dieta alta en greix.

e II1. Estudiar els canvis en 'activacié termogenica del teixit adipés marré supraclavicular de
pacients amb obesitat, abans i després de la cirurgia, i avaluar la potencial aplicacié de la ter-

mografia infraroja en la practica clinica per tal de predir la possible resposta a la CB.
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* Oncostatin m impairs brown adipose tissue thermogenic function

and the browning of subcutaneous white adipose tissue
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Oncostatin m Impairs Brown Adipose Tissue
Thermogenic Function and the Browning
of Subcutaneous White Adipose Tissue

David Sdnchez-Infantes’®, Rubdn Cﬂ'f{;'ua""**. Marion Pe_vrmr’""", Irene Piguer-Garcia’,
Jacqueline M. Stephens’, and Francesc Villarroya® ™

Objective: Since oncostatin m (OSM) is elevated in adipose tissue in conditions of obesity and type 2
diabetes in mice and humans, the aim of this study was to determine whether this cytokine plays a cru-
cial role in the impairment of brown adipose tissue (BAT) activity and browning capacity that has been
observed in people with obesity.

Methods: C57BL/6J mice rendered obese by high-fat diet, their lean controls, and C57BL/6J mice fed a
standard diet and implanted subcutanecusly with a mini pump through a surgical procedure to deliver
OSM or placebo were used. Preadipocytes or fully differentiated brown adipocytes were treated with
OSM or vehicle with or without norepinephrine before harvesting. RNA was extracted and processed for
gPCR analysis. Media from mature adipocytes was also collected to measure glycerol levels.

Results: Studies demonstrated that OSM gene expression was increased in BAT of mice fed a high-fat
diet. In addition, exogenous OSM impaired BAT activity and the browning capacity of white adipose tis-
sue in vitro and in wvo.

Conclusions: Overall, the results reveal a negative role for OSM on BAT and on the browning of white
adipose tissue. Therefore, further studies are necessary to demonstrate whether OSM inhibition is a
potential treatment for metabolic disorders.

Olbesily [2017] 25, 8503 doi10.1002/cby. 21670

adipocytes (B). Moreover, we reported that OSM was no detectable
in adipose tissue of healthy lean human subjects but was elevated in
patients with obesity where adipose tissue OSM protein levels
directly comelmed with body mass index and insulin resistance (&),

Introduction

Oncostatin m (OSM) is a gpl30 cytokine that shares substantial
sequence wentity with leukemia inhibitory factor (1) and can modu-
late a variety of biological processes such as liver development and
regeneration (2.3), hepatic insulin resistance and sweatosis (4),
inflammation (5), and cardiomyocyte dedifferentiation and remeodel-
ing {(6). However, unlike other gpl30 cylokines, OSM has its own

The increased risk of breast cancer associated with obesity has been
widely reported, and the key mechanisms linking the obese state
with cancer etinlogy are being actively investigated (9). Recenly. it

speciflic receplor, OSME, that heterodimerizes with gpl30 (7) and
mediates the majority of O5M actions. Recently, we demonstrated
that O5M is prodeced in white adipose tissue (WAT) under obese
conditions in mice and humans and has proinflammatory roles on

has been shown that OSM is secreted by stromal vascular cells in
breast adipose fissue, and its inhibition by neutralizing antibody in
animal medels of breast cancer led to various improvements, includ-
ing decreased peni-tumoral angiogenesis and cellular scattering (10).
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In addition to breast cancer, clevated O5M levels have been associ-
ated with many other types of cancers including ovarian cancer,
Ewing sarcoma, and prostate cancer (11).

Ohbesity is the primary disease involving fat cells, but obesity is also a
major risk factor for the developmen of serious and costly diseases
such as type 2 diabetes mellitus (T2DM), cardiovascular disease,
hypertension, and metabolic syndrome. Disruption of adipose tissue
expansion can lead to aliered adipokine secretion and profoundly con-
tribute 1o the development of metabolic diseases (12), In obesity asso-
ciated with metabolic inflammation, there s a continual state of
chronic low-grade inflammation in adipose tissue that is characterized
by the presence of various promnflammatory immune cells (13) that
secrete inflammatory cytokines, in conditions of obesity and T2DM.
Similar to TNF and IL-6, OSM is an immune cell-derived cytokine in
WAT where it promotes metabolic dysfunction. Understanding the
cross talk between immune cells and adipocytes and their contribution
1o obesity and insulin resistance is an important area of mvestigtion.

The amount and activity of brown adipose tissue (BAT) and the brown-
ing of subcutaneous WAT (appearance of thermogenic beige/brite adi-
pocytes in WAT depots) have been associated with protection against
obesity and improvement of associated metabolic alierations (14),
These effects of BAT are raditonally attributed to its capacity o oxi-
dize fany acids and glucose to sustain thermogenesis. However, BAT,
similar to WAT, has also been recognized to secrete endocrine factors
with potential bencficial effects on metabolism referned 1o as “hrown
adipokines “or “batokines™ (14). Until recently, it was largely accepted
that, in humans, BAT only exists in children and disappears with age,
bt pesitron emission tomography scanning has revealed the existence
of sctive BAT in adults {15.16). Moreover, most of the adult BAT is
derived from WAT cells that could potentially acquire the beige/brite
thermogenic phenotype. The possibility of converling energy-storing
white adipocyles into energy-consuming beige/brite fat cells is a rele-
vant topic in current research to achieve protection against obesity and
the associated metabolic alterations (17-19),

Some recemt studies have documented metabolically beneficial effects of
O5M on adipocytes and glucese wolerance (20-22), However, the major-
ity of studies have supported a role of O3M 1o promote metabolic dys-
function (4.8,23) To further understand the actions of OSM in metabolic
disease states, we examined the ability of OSM o modulate BAT and
the browning of WAT. Our novel sudies revealed that both in brown
and white adipocytes, (O5M is able 1o impair both BAT activity and the
browning process and 1o affect thermogenic gene expression, adipokine
secretion, insulin sensitivity, and glucose and lipid metabolism,

Methods

Mice

Animals used in this study (r = 4-8) included C3TBLAG) mice cither
remdered obese by high-fat diet (HFD) alongside their lean controls
(Jackson Laboratories) or mice (Charles River) fed a standard dict
and implanted subcutaneously with micro-esmotic pumps. The HFD
used contained 60% keal from fat (Research Diets Inc; [D12492),
Control diet contained 10°% keal from fat (Research Diet Inc.:
124508}, Both diets contained 10% keal from protein with the bal-
ance in caloric intake provided by differences in carbohydrate con-
tent. HFD feeding began on 6-week-old mice and extended unil

The Role of Dncostatin m in Brown Adipose Tisswe Sdwche:-Ifamres er al.

their sacrifice after 12 weeks. Tissues were collectied for todal RNA,
prodein, of microscopy analysis,

Micro-osmotic pumps {Alzet 10070, Charles River) were surgically
implanted subcutaneously over interscapular BAT or adjacent 1o
inguinal WAT (iWAT) 1w deliver OSM at a dose of 12 ngfg of
mouse weight per day or PBS during 7 days, Mice used in this
experiment were kept at basal conditions (21°C. ambient tempera-
ture). Since these animals were not at thermonewtrality, it is
cxpected that the BAT from control and treated mice was in an acti-
vated condition reguired to examine the ability of O5M 10 down-
regulate BAT activity. In iWAT-implanted mice, animals were
placed in a cold environment (4°C) 1o induce browning (24). Animal
care and use was approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee at Pennington Biomedical Research Center and the
European Community Council Directive S36/60%EEC. All experi-
mental procedures were approved by the Institutional Animal Care
and Use Commuittee of the University of Barcelona.

Cell culture

Immonalized BAT preadipocytes from CSTBLAG] mice (25) were
grown in DMEM supplememted with 10% feial bovine serum (FBS)
and 1% penicillinéstreptomycin (Ff8) (Life Technologies). Upon
reaching confluence, a differentiation cockiail containing 0.5 mmol/
L 3-isobutyl-methylxanthine (IBMX), 1 pmol/l. dexamethasone,
insulin (20 nM}), and T3 (1 nM)y was used to induce differentiation
us previously described (25). Cells were maimained in this medium
for & days until they became fully differentinted. Preadipocytes o
fully differentiated brown adipocytes were treated with | nb mouse
recombinant OSM (R&D Systems) or vehicle with or without 0.5
M nomepinephrine (NE) before harvesting. RNA was extracted and
processed for gPCR analysis. Media from mature adipocyles was
also collected to measune free glycerol levels (FGOTO0 kit, Sigma).

RMNA and protein isolation

Epididymal WAT (eWAT), i'WAT, and interscapular BAT were col-
lected in liguid nitrogen. Samples from BAT and iWAT wene fixed in
4% formaldehyde as well 1o perform hematoxylin-gosin staining. Total
RENA was extracted from tissue or harvested cell cultures using a
column-affinity based methodology (NucleoSpin RNA 1L Macherey-
Magel, Diiren, Germany). RNA vield was determined by speciropho-
tometry (NanoDrop). 500 ng of total RNA wene retrotranscribed into
cDNA using random hexamer primers and Multiscribe reverse iran-
scriptase (TagMan reverse transcription reagents, Thermo Fisher Scien-
tific), following the manufaciurer’s instructions, Platinum Quantitative
PCR SuperMix-UDG with ROX reagent (Themo Fisher) was used as
masier mix reagent and expression levels of each gene of interest wene
assessed with the following specific TagMan probes (Thermo Fisher):
Ower (MmD] 193966_m 1), Ownr (Mm307326_ml}, monocyte che-
moattraciant prodein-1 (Cel2) (MmO0441242_mlj, uncoupled proscin 1
(Lepd ) (MmO _ml), peroxisome proliferator-activated recep-
tor-gamma coactivator (Pged =) (MmO0447183_m1), perilipin 1 (Plinf)
(MmONS586T2_ml), homwone sensitive lipase (Lipe) (Mmv0495359_
ml), fatty ackd synthase (Fas) (MmO0662319_mi), fibroblast
growth factor 21 (Fg20) (MmO0840165_gl), beta Klotho (Ki)
(MmOETII22_ml), interleukin 6 (11-6) (MmO046191_ml), T-hox |
(Thely  (MmOO44894%_m1),  Leptin  (Lep)  (MmOD434759_ml),
wmor necrosis  factor-alpha  (Tnfa) (MmINKA3I258_ml) and J5S
(H=99999901_s1). Relative expression of each mRNA was quantified
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Figure 1 CSM mANA levels am slovited in BAT from mice fed HFD for 12 weeks, Relative mAkA abundance was assessed in BAT fom mice fed
HFD of nommal dist jor 12 weeks 1o measure Osm, Osmy, Tnf, Col2, Uop!, Ppole and Fparg. Data were nomalized to 185, and differencas wene
deterTnined via Student’s [-lest whne 8 F vahes of <0.05 was considered significant. n = 8. "F < 0,05

using the ABI 7500 Real-Time PCR System (Themo Fisher) Transcript
levels were normalized to that of housckeeping gene 185, For protein
analysis, tissues were homegenized in a buffer containing 10 nmol/L.
HEPES, 5 mmol/L. ethylendiamine tetraacetic acid, 5 mmol/L dithio-
threitol, and 5 mmol/L. MgCl; supplemented with protease inhibitors
(Complete-mini. Roche) Total prodein was measured by Ponceau stain-
ing. Interbeukin=6, insulin, leptin, wtal plasminogen activator inhibitor-1
{PAI-1), resistin and O5M were measured using a MILLIPLEX® MAP
Mouse Metabolic Disease Multiplex Assay (Luminex 200"™, Millipore
Corporation, MADKMAG-TIK and MCVD2ZMAG-TTK, respectively

Statistical analysis

Results are expressed as mean = SEM. Differences between specified
groups were analyzed using the two-tailed Sdent’s rtest. A P value
of less than 0.05 was considered statistically significant. Hematoxylin-
eosin staining  quantification of adipocytes was performed on the
Image J Software Suite,

Results

Osm and Osmr mRMNA expression are increased
in BAT from mice following HFD

The mRNA levels of Qsm were increased and the mRNA levels of its
specific receplor Csnre did not change significantly {despite a

tendency to be increased) in BAT from mice fed a HFD for 12 weeks
{Figure 1). These mice also showed a decrease in U'opd and a non-
significant wend of lower levels of Pgelx and Pparg mENA (Figure
I} As expecied, we observed a significant increase in mRNA levels
of Taf and Cof2 in BAT from mice fed a HFD for 12 weeks compared
with the control group (1.3 =02 vs, 37203 n=T, F=0077, and
L2202 vz 33209 =T, Pe=004], respectively, arbitrary units
relative 1o 185 rRNA), confimming the expected inflammation and the
reduction of thermogenic activity of BAT with HFD.

OSM affects inflammatory state and lipid
homeostasis in BAT

In order to determine the action of OSM on BAT, micro-osmatic
pumps were placed adjacent 1o interscapular BAT 1o deliver vehicle
or OSM for 1 week in vive, As shown in Figure 2, we observed a
decrease in the mRNA expression of Fgf2/ and Bmp&h in BAT, as
compared with mice receiving vehicle. Although O5SM induced a
decrease in BAT Fg2/ mBMNA levels, there were no substantial
changes in circulating levels of FGF21 (Figure 2B). In addition, no
changes in the expression of transcripts for the thermogenic markers
Uepd, Pgelx, or Pparg were observed, Increased mBMNA expression
for penes encoding inflasmmatory cyiokines including Thf, Cef2, and
H-6 was observed in BAT following OSM administration (Figure
20 A histological analysis revealed that OSM treated mice had
decreased lipid storage in BAT (Figure 2D and mice receiving
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Figure 2 Admiristration of exogenous OSM to BAT by cemolic micno-pump impairs the mRMA, axpression of genes involved in BAT
acthvity and produces an inflammatory state. () A2 T and Brpdh mBNA levels were dacreasad in BAT from C57/BIG mica receh-
ing OEM for 1wk by osmotic defivery Systems imicro-cemotic purmps] in BAT al room fermperature, Featve mANA inels wne
Bssessed in BAT from mice reoehing OSM o PES for 1 week 10 measune Lioe T, Fgi2?, M, and Bmpb, n = &, (B) FGF21 circulat-
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TABLE 1 Circulating parameter levels in mice

Room temperature 4°C
Meatabolic parameters and Mean Mean Mean Mean
inflammatory markers CTL £ SEM OSM = SEM P CTL £ SEM 0OSM = SEM P
Insulin {ng/mL) 1.06 =015 123011 0416 147 =019 114 =010 0.136
TAG (mg/dL) 153 + 1548 1775+ 1594 0148 16225+ 592 157 .83 = 1049 0.758
Leptin (ngfmL) 214 %045 0.54 0,12 0.005" 077 =015 069 =013 0.726
Total PAI-1 {ng/mL) 1.78+0.33 197 +0.35 0.728 0.81+019 1.78+0.33 0.097
ILG {pgimL) SE0X 238 2981 £ 8.78 0.028" 19.67 = 3.56 12.96 = 3.56 0.279
Resistin {ng/mL) 1.81+0.19 1.77 047 0953 2544029 211 025 0.329
P < (L0,
“P a0,

0O5M had decreased mRNA levels of lipid homeostasis genes such
as Srelyff, Fasa, Lipe, and Plin! (Figure 2E). The expression of
Fef2l, Kb, Ucpl, Pparg, or Thal was not altered in iWAT (data
ot shown). The level of expression of Col2 and Thf was also simi-
lar in both groups in inguinal adipose tissue (data not shown). How-
ever, decreased levels of leptin and increased levels of IL-6 in serum
were also observed in OSM treated mice (Table 1) Measurement of
Lepr transeript levels revealed a significant reduction both in BAT
(n=7, P=0041} and WAT (n =7, P = 0.0001). OSM protein lev-
els were not detected in serum or adipose depots of the mice afier
1 week of delivering by micro-oamotic pump located in BAT, Col-
lectively, our results demonstrate that OSM expression can affect
both the lipid metabolism and the inflammatory state of BAT, How-
ever, targeted delivery of OSM 10 BAT did not have a direct impact
on distant organs such as iIWAT.

OSM negatively impacts browning of iWAT
following cold exposure

To assess the actions of OSM on the process of browning of iWAT,
mice were fed a standard diet and a mini pump delivering PBS or
O5M was inserted directly adpacent o IWAT. Following placement of
mini pumps, mice were exposed to cold for 1 week to further activate
thermogenesis pathways, Histological analysis revealed the presence
of brown-like (multilocular) adipocyte accumulation in iIWAT follow-
ing cold exposure. Moreover, significantly larger white adipocytes
were found in the IWAT from mice treated with OSM compared with
the control group (Figure 34 ). The quantification of brown-like adipo-
cyle accumulation showed a decrease in iIWAT of mice receiving
O5M (71.5% of multilecular adipocytes in control group vs. 25.3% in
OSM wreated mice ) (Figure 2B). The area of unilocular adipocyles was
significantly higher in mice treated with O5M compared with the con-
irol group (Figure 3B), In addition, mice implanted with OSM-
delivering micro-osmotic pumps 10 iWAT exhibited lower levels of
Uepl mBNA (Figure 3C) but this effect did mot reach statistical signif-
icance (P = 0081} Similar levels of Pgels were observed in both
comditions. A marked decrease in Thad and an increase i Gludd
expression were observed in iWAT of OSM treated mice, In addition,
the mRNA levels of Col2 and Trf were similar in both groups (Figure
3. A histological analysis of the BAT from these mice did not indi-
cate any profound differences afier cold exposure between control

mice and those with OSM delivery w0 iIWAT (Figure 4A). Also, no
substantial changes in Uepd mRNA in BAT were observed between
control and iWAT O5M treatment. A clear and significant increass in
the mRENA levels of Pgela, Pparg, Fgi2l, and BmpSlr was observed
in the BAT of the iWAT OSM weated group (Figure 4B). Circulating
levels of FGF21 were unchanged (data not shown) and no significant
differences in Trf and -6 mBNA levels were observed in BAT
(Figure 4B). OSM protein levels were not detected in serum or adipose
depots after 1 week of OSM delivery by micro-osmatic pump located
in iWAT,

OSM reduces brown adipocyte

differentiation in vitro

C57Bl6 preadipocytes were differentiated imo brown adipocyles as
previously described (25) Exposure to OSM throughout the differ-
entiation process resulted in o reduction in the number of differenti-
ated adipocytes as assessed by microscopy morphalogy (lipid vacuo-
lae accumulation) {(Figure 3A). Consistent with these observations,
we also observed lower mRNA levels of Pgelz in OSM weated cells
as compared with the control group after 10 days (Figure 5B). We
also examined the effects of OSM on fully differentiated brown adi-
pocyles and on their responsiveness (o the thermogenic activator
ME. As expected, NE treatment of mature brown sdipocytes resulted
in an increase in the expression of Ucpld and Pgoelx mRNA levels,
The incubation of brown adipocyies with OSM significantly reduced
the basal expression of Uopf, Peola, and Pparg transcripis and also
impaired the ability of NE to induce several genes including Uepf
amd Pgely (Figure 5C). Free glyceral concentrations in media from
mature brown adipocytes were similar in the vehicle and O5M
treated groups suggesting no significant alterations in lipolysis (daa
not shown), As expected, NE treatment increased glycerol levels,
but the presence of OSM did not aler NE-induced glyceral hydroly-
si% in these adipocytes (data not shown).

Discussion

Inereased BAT recruitment and activation have been linked to
improvemenis in energy balance and glucose and lipid metabolism
(26), Moreover, the browning capacity of subcutaneous iWAT has
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also been associated with improvements in melabolic function (9),
Some studies have also reported an impairment of BAT function
under inflammatory conditions (27,28). However, the role of O5M
in BAT and browning activity has nod been previously studied, Our
novel observations demonstrate that OSM can impair BAT differen-
tiation and function and can alter IWAT browning capacity i vitro
and fn wive.

We previously reported that OSM is secreted by macrophages pres-
ent in WAT and that OSM expression is increased in epididymal
WAT of mice fed a HFD (8). In this study, we demonstrate that
O5M is also increased in BAT of mice fed a HFD. In addition, the
presence of (OSM is strongly correlated with parameters associated
with reduced BAT activity, To further analyze the effects of OSM
on BAT in vive, we subcutancously implanted micro-osmotic pumps
adjpcent to BAT in mice 1o locally administer a constant dose of
(SM. The animals were housed at 21°C and therefore there was
some BAT activation ender these experimental conditions (26); it
allowed us 10 examine the potential repressive effects of OSM on
BAT function that would had not been feasible with mice at thermo-
neutrality, a condition where BAT activity is suppressed.

OSM exposure induced a significant decrease in the expression of
Fgf21 and Bapdh mRNA in BAT. Both FGF21 and BMPEb are fac-
tors secreted by BAT with important roles in glucose metabolism,
browning, and improvements in metabolic status (25,29 30). How-
ever, we did not ohserve changes in other thermogenic gencs in
brown Tt following OSM wremtment. In addition, the OSM deliverad
to BAT produced o significant increase in the expression of inflam-
matory markers such as Trf, Col2, fi-6, amd {I-18. These data sug-
gest that OSM changes BAT paracrine functions by preventing the
relense of prothermogenic signals while inducing the release of

BAT-deleterious proinflammatory cylokines, These observations ane
highly consistent with proinflammatory actions of OSM on adipo-
cytes and WAT (3,10} 25 well as on bone marrow cells (31). More-
over, histological analysis of BAT revealed that OSM induced an
alered brown adipocyte structure associaled with a reduction in
lipid droplet-containing cells, We observed decreased expression of
Flinl, Lipe, and Fase in BAT from OSM treated mice that was con-
sistent with our histological observations., The decreased leptin
serum levels was consistent with the reduced expression of leptin in
BAT and WAT thw we observed in our experimental semting of
O5M delivery 1o BAT. Considering the minor contribution of BAT
to systemic leptin levels (32), it is possible that alterations in BAT
seeretory function, such as those noted above, may influence other
tissues including WAT and its leptin secretion capacity.

Our observations are nol consistent with studies that have indicated
a metabolically favorable role for OSM in obesity (20-22). This
apparent discrepancy may be a resull of the very high doses of
O5M used in those studies. In our swdy, the mice received a dose
of O5M that was calculated 1o be delivered daily (12 ngfg of weight
of mouse) for 1 week, which is less than the dose administrated by
other groups. Presumably, OSM bound to its specific receplor pres-
em in brown adipocyies and produced the observed effects. It is not
surprising 1o us that the levels of OSM were very undetectable in
tissues and serum since our study was performed in lean mice, Also,
cylokines such as OSM are labile and are typically imemalized and
degraded after receplor engagement.

In addition 1o evaluating the capability of OSM w affect the browning
process, micro-osmotic pumps  constantly  releasing OSM were
implanted in the subcutancous IWAT of mice and they were cold
exposed 1o initiate the process of browning (24), OSM treatment
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decreased the mRMNA levels of The!, o specific gene related to the
presence of beige B (33), Moreover, analvsis of subcutaneous WAT
revealed fewer browning areas in the mice receiving O5SM (71.5% of
multilocular adipocytes in control group vs. 25.3% in mice receiving

O8M) and larger white adipocyte arca, cormoborating the hypothesis
that increased OSM impairs the iWAT browning process, inhibats
brownfbeige adipogenesis, and appears 1o promote hypertrophy of adi-
pocyies, The increased expression of glucose transporter Gl in
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OSM-administered animals possibly reflects enhanced glucose uptake
1 sustain lipogenesis and lipid droplet enlargement in this condition,
Activation of thermogenesis in BAT and brownybrite adipocyies pres-
ent in WAT has been shown to contribute to the control of body
weight and glucose homeostasis, owing 1o the high capacity of brown
adipocytes to oxidize fanty acids and glucose (14,26). Therefore, it is
conceivable that the excess OSM secreted by macrophages and T cells
present in WAT and BAT could contribute to the development of obe-
sity and insulin resistance by inhibiting brown adipocyte differentia-
tion and thermogenic function.

In mice receiving OSM in iWAT, we found signs of BAT thermo-
genic activation, whereas iWAT showed impaired browning, The
repression of iIWAT browning is likely 10 be due to the direct effecs
of OSM whereas BAT activation may occur as a compensatory pro-
cess, reactive o iWAT browning impairment, This scenario has
been previously found in other animal models where inhibition of
IWAT browning occurred (300 Conversely, a lick of BAT has been
associated with the induction of browning in IWAT, also consistent
with a compensatory mechanism o maintain energy  expenditure
homeostasis (34-36)

Cell-antonomous effects of O5M on brown adipocyies did not indicate
any positive effects on thermogenic activation, but the opposite, When

brown preadipocytes were incubated with OSM, we observed a clear
impairment in brown adipocyee differentiation as shown by decreased
lipid accumulation and decreased expression of Pparg and FPgefz
expression, OSM treatment of fully differentised brown adipocyles
reduced the expression of the thermogenic genes Ucpf and Pgel o and
blunted their induction by NE. a thermogenic mediator, However,
OSM was not able 1o decrease the glycerol levels in the media, indi-
cating a lack of direct functional effect on lipolysis. These data dem-
onstrate that OSM is able toact on brown adipocytes and is associaed
with reduction in BAT thermogenic activation and differentiation.

Owerall, our results reveal a novel negative role for OSM en BAT acti-
vation amd on the browning process of IWAT. Since O5M is elevated
in obesity and T2DM in mice and humans (&), this cytokine may also
mediate its effect by playing a role in the impairment of BAT abun-
dance and the reduced browning capacity reponted in people with obe-
sity (37.38), Future studies are mernited to determine whether inhibition
of O5M is a suitable target For treaiment of metabolic disorders. O
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* Oncostatin m impairs brown adipose tissue thermogenic function and the browning of subcu-

taneous white adipose tissue.

Sdnchez-Infantes D, Cereijo R, Peyrou M, Piquer-Garcia I, Stephens JM, Villarroya F Obesity (Sil-
ver Spring). 2017 Jan;25(1):85-93. doi: 10.1002/0by.21679. Epub 2016 Oct 5.

S’ha vist que ’OSM es troba elevada en el teixit adipés en condicions dobesitat i DM2 tant en
ratolins com en humans. Lobjectiu destudi es determinar el possible efecte perjudicial d’aquesta
citoquina en la capacitat d’activacié del TAM i la capacitat dembruniment que ja ha estat descrita

en pacients amb obesitat.

Els experiments in vivo, es va induir obesitat en un grup de ratolins C57BL/6] a través d’'una dieta
alta en greix i un altre es va mantenir amb una dieta estandard. En tots dos grups es varen implantar
quirdrgicament unes mini bombes perfusores per tal d’administrar de manera localitzada OSM i en
altres PBS. Respecte al experiment in wvitro, els preadipocits o els adipdcits completament diferen-
ciats a marrd varen ser tractats amb o sense OSM vehiculitzada amb o sense norepinefrina abans de

portar a terme el cultiu dels mateixos.

* Resultats:
-Expressié genica d’OSM i de 'TOSMR en el TAM

- Després de 12 setmanes amb una dieta alta en greix es produia un augment significatiu d'expressié
genica de la citoquina en el TAM, mentre que lexpressié del receptor inicament mostrava una ten-

déncia a incrementar-se.

- El principal marcador dembruniment UCP-1, tendia a reduir-se en el TAM dels animals tractats

amb OSM, aixi com pgcl-a i pparg.

- També es va observar un increment en els nivells d'expressié dels principals marcadors d’inflamacié
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ccl2 i tnf en el TAM traduint-se en una reduccié de l'activitat termogeénica del mateix.

- Implicacié de TOSM en l'estat inflamatori i ’homeostasi de lipids
* * La reduccié de FGF-21 i Bmp8b en el TAM del grup alimentat amb dieta alta en greix
i tractat amb OSM respecte al grup control.
* * No es van observar canvis en lexpressié de UCP-1, pgcl-a i pparg en el TAM.
* * Es va observar un increment en l'expressié génica dels principals marcadors d’inflamacié
de tnf, ccl2 i IL-6.
* * A nivell histologic el grup control mostrava una morfologia més multilocular que el grup
tractat amb la citoquina.
* + El grup en el qual es va administrar OSM en el TAM es va observar una reduccié de

lexpressié dels gens relacionats amb I'homeostasi de lipids.

- Els ratolins tractats també varen presentar una reduccié dels nivells de leptina circulants i un aug-
ment dels nivells de IL-6.

- Paper de 'OSM en el procés dembruniment del TAB inguinal després de lexposicié al fred

- A nivell histologic el grup tractat amb OSM presentava un BAT inguinal amb menor morfologia
multilocular que el grup tractat amb placebo tot i havent exposat els dos grups al fred.

- Alhora els adipdcits en el grup intervingut eren més grans i I'area ocupada per la morfologia uni-
locular també era superior al control.

- Els nivells dexpressié de UCP-1 tendien a ser inferiors en el grup amb OSM respecte del grup
control. Resultats similars es varen obtenir per a pgcl-a.

- Els nivells d’inflamacié varen ser similars tant el grup control com el grup tractat amb OSM.

- UOSM redueix a nivell in vitro la diferenciacié dels adipocits marrons

- Lexposicié dels preadipocits a TOSM redueix la quantitat d’adipocits diferenciats.

- Conseqiientment els nivells dexpressié de pgel-a van ser inferiors en el grup tractat amb la cito-
quina que en el grup control després de 10 dies de tractament.

- Els adipocits marrons diferenciats tractats amb norepinefrina van augmentar el nivell d’expressié
d’'UCP-1 i pgcl-a mentre que la incubacié conjunta amb OSM és van reduir els nivells i a més

lefecte de la norepinefrina es va observar reduit.
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* Opposite changes in meteorin-like and oncostatin m levels are

associated with metabolic improvements after bariatric surgery
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SHORT COMMUNICATION

Opposite changes in meteorin-like and oncostatin m levels are
associated with metabolic improvements after bariatric surgery

5 Pellitera’”, | Piquer-Garcia'”, G Ferrer-Curriu®™”, R Puig’, E Martinez', P Moreno”, J Tarasca”, J Balibrea®, C Lerin®, M Puig-Domingo’,

F villarraya™, & Planavila™® and D Sanchez-infantes'

Bariatric surgery is currently the most effective therapy for type 2 diabetes. However, the mechanisms underlying its beneficial

effects remain elusive. Here we studied the effects of bariatric surgery on circulating metearin-like (Metrnl) and oncostatin m (O5M)
levels, two hormones intimately linked to energy homeostasis, Metrnl and OSM levels were assessed at baseling, 6 and 12 months
after laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG) in 25 patients with obesity, as well as in 33 normal-weight controls. At baseline, patients
with obesity showed lower Metrnl and higher O5M levels compared to controls. LSG increased Metrnl and decreased O5M levels, in
comrelation to improvements in glucese and lipid homeostasis. Our data indicate that LSG conversely modulated Metrnl and O5M
levels, and suggest that a dual approach modulating these two molecules might provide a novel strategy for obesity and type 2

diabetes treatment.

International Journal of Obesiry (2018) 42, 919-922; dok10.1038/1j0.2017.268

INTRODUCTION

Bariatric surgery Is currently the most effective therapy for type 2
diabetes.’™ A main benefit of bariatric surgery is activation of
brown adipose tissue (BAT) and browning of white adipose tissue
(WAT), leading to increased energy expenditure, weight loss and
an  overall improvement  in systemic  glucose  and  lipid
metabeolism,*® However, the mechanisms contributing to these
beneficial effects are poorly understood,

Metearin-like (Metrnl) and oncostatin m (OSM) are two
hormones  intimately  linked to BAT activity and WAT
browning.™® Metrrl, a protein secreted In response 1o exercise
and cold exposure by skeletal muscle and WAT, promotes WAT
browning, increasing energy expenditure and improving glucose
tolerance.” OSM, a pro-inflammatory gp130 cytokine highly
expréssed in obesity and t].rfe 2 diabetes,” impairs BAT activity
and lessens WAT browning.” Here we show that levels of these
two molecules are conversely modulated in response to laparo-
scopic sleeve gastrectomy (LSG), resulting in a browning-prone
environment that can potentially contribute 10 improved meta-
bolic status.

MATERIALS AND METHODS

Study design

The primary end point was to study the modulation of Metml and
CEM in a retrospective cohort of patients with obesity before and
after bariatric swrgery. The Institutional Ethics Committee, in
accordance with the Declaration of Helsinki, approved the study

[CP15/00106 and EO-12-048). All participants signed the written
informed consent before collecting clinical data. Twenty-five
patients with morbid obesity (B male and 17 female] were
selected to evaluate circulating levels of Metml and O5M
according 1o several criteria, including having serem samples at
basal, & and 12 months post surgery and having been operated
with the same type of bariatric surgery (L5G), Hormone levels were
determined after a 12 h fast at baseline, and at 6 and 12 months
after L5G. L5G removed more than 70% of patient's stomach
volume by transecting along the greater curvature from 5 cm
proximal to the pylorous up to the His” angle, using a 36 Fr bougie
as a calibrator. The rest of the gastrointestinal tract was left intact,
with nutrients following the normal rowte. All patients were
clinically evaluated at all time points following the institutional
protocol for bariatric surgery. Thirty-three nomal-weight healthy
subjects (28 male and 5 female) were incleded as controls,
Demographic and clinical data, including age, history of diabetes,
hypertension, chronic obstructive apnea and medication were
prospectively recorded (Table 1).

Measurements

Endocrine-metabolic parameters were analyzed at the Hospital's
certified core laboratory. Metrnl levels were measured with an
enzyme-linked immunosorbent assay kit (RED Systems, Mlnnaanp-nlls,
MM, USA) that was previously used by other researchers,’” and
O5M levels with MILLIPLEX MAP Human Cardiovascular Disease
Magnetic Bead Panel 1 (Luminex 200, Millipore Corporation,
Burlington, MA, USAL
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Table 1. Chnical and anthropometric parameters from 33 lean control subjects and 25 patients with obesity before and 6 and 12 months afier
laparoscopy sleeve gastrectomy
Lean n=33) Obese (n= 25"
Bazal & months 12 mnths
Agge (years) 4549 49 +9
BMI (kg m ) 22652704 423162 381" 306£12°
Glucose (mg dl ") B7 =7 111 +28° o0 = 16" o0+ 147
brsuiliny fmll 17" 604 384 279+ 200" 86 +4.8° 734 36"
HBATC (%) 5.25 £ 022° 6O7 076" 5.54 & 065" 5.5 20267
HOMA-IR 131 + 1005 685 + 465" 201 £ 1267 164 £081°
TAG (mg di™ ) &= 40" 137 £ 68° 97 = 33" 84237"
Total Cho (mg di~ ') 191 =34 177+ 38 184.= 35 178 =46
I-!N.-Chnqrngdl':l = 185 45+ 11* 51 e 10 4.5 14"
LOL-Cha (mg di ™' MGz 35 109 +35 114+ 33 G5 28
THF- {Log pg ml~ ‘1 — 149 £0.23* 186+ 016" 1400157
IL-6 {Log pg mil ') — 101 +048 123+030 107 +0.44
CRP (Log mg 1™ ") — 08 + 04GR 058 +0.74" 023+ 056" - 023 £047%

patient recehved insulin, and ondy 2 received metformin,

P < 0.5 was contidered significant for sl anabyses.

Abbreviations: BML body mass indes; Cha, cholestercl CRF, C-reactive protein: HbA g, hemoglobin Alc HDL, high-density lipoprotein: HOMA-IR, homeastatic
medel assessmentinsulin resistance; IL-6, ineleuking: LDL low-density Bpoprotein TAG, triglycerides; THF-x, tumor necrodss factor-asipha, Data are
mean +5.d, Two-talled Student’s rlest was applied to determine statistical significance between patients with obesity and lean group. *From 25 patients
participating in this study, 14 presented type 2 diabetes, 14 presanted hypertension and 10 presented chronks cbstructive apnea. At 12 months, not a singhs

YStatistical differences beteeen lean and obese group at basal, ‘Differences between lean and obese
group at & months. “Differences between bean and abese group a1 12 months, Cne-way anabysis of variance with repeated measurerments with Tukeys past
Fac test was applied 1o analyze data from patients with obesity at basal, & and 12 months; different lethers mean statistical significance between groups.

Statistical analysis

Unless otherwise stated, data are presented as mean x s.d, Metml
and OSM data were log-transformed and mwltivariate linear
regression analysis adjusting for age, sex, basal BMI and type 2
diabetes status implemented in B 3.3.2 (2006, B Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria), Two-talled Student’s -test
was applied for group comparison of dinical variables. Where
three or mone groups were present, one-way analysis of variance
[AMOVA) with repeated measurements and Tukey's post hoc test
were wed o determine statistical significance, P <005 was
considered significant for all analyses.

RESULTS

Clinkcal and anthropometric parameters of the 25 patients with
obesity and 33 controls are shown in Table 1. Metrnl levels were
lower in patients with obesity compared to normal-weight
subjects, and significantly increased 12 months after LSG lone-
way ANOVA P <0013, although still below levels in nosmal-
weight subjects (Figure Tal. Circulating O5M levels were decreased
12 months after surgery (one-way AMOVA P=0.043; Figure 1a).
Undetectable levels of this protein were found in normal-weight
individuals. Mo gender dimorphism was observed in levels of
these two molecules, and no differences were found between
normoglycemic patients with obesity compared to those with
type I diabetes i(data not shown), Notably, surgery-induced
changes in Metrnl and OSM levels were inversely correlated to
each ather (re=051, P=0.009, Figure 1b) Adjustment for pre-
surgery BMI, age, sex and type 2 diabetes status did not
substantially modify the unadjusted estimates (fstd=-0.53,
F=0/013, Supplementary Tables 51 and 52). At 12 months, Metrmnl
levels were inversely correlated to glucose homeostasis variables,
including HbAlC, insulin  levels and homeostatic  model
assessment-ingulin resistance  (HOMA-IR;  Figuwree  1c and
Supplementary Table 51 for covariate adjusted estimates), The
increase of Metml was associated with lower HOMA-IR values
evaluated at 12 months after LSG (Supplementary Table 51).
Furthermore, the decrease in O5M was directly associated

International Journal of Obesity (2018) 919-922

with improvements in lipid metabolism, induding changes in
low-density  ipoprotein  (LDL-cholesterod  levels  (Figure 1d;
Supplementary Table 52). Finally, the decrease in O5SM was also
associated with lower LDL-cholesteral levels, triglycerides levels
and insulin levels evaluated at 12 months after LSG (Figure 1d;
Supplementary Table 52), althowgh adjustment for pre-surgery
BMI, age, sex and type 2 diabetes status slightly weakened some
of the corelations. The decrease in other pro-inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor (TNF) alpha, interlewkin-
& or C-reactive protein was not associated with Improvements in
lipid metabolism (Supplementary Figure S1).

CONCLUSIONS

Here we report for the first time that bariatric surgery modulates
baoth Metrnl and O5M levels in patients with obesity. Furthermaore,
we show that changes in levels of both molecules were inversely
correlated o each other, strongly suggesting an orchestrated
regulation of these two hormones after LSG. Motably, surgery-
induced changes in Metrnl and O5M were associated with
improvements in glucose homeostasis, The increase in Metml
after L5G was directly comelated to increased insulin sensitivity
[assessed by HOMAAR), which i consistent with the study from LI
et al’® reporting an insulin-sensitizing effect of Metrmnl in mice.
Moreover, althowgh surgery decreased levels of several inflam-
matory cytokines (TNF alpha, interleukin- and C-reactive protein),
only O5M significantly comelated to ameliorated lipid metabolism.
Specifically, the decrease in circulating OSM levels was associated
with improvements in fasting insulin levels, as well as in LDL and
triglyceride levels. These results support the notion that reduced
05M levels have beneficial effects on metabolism. Indeed, O5M
antagonism has been proposed as a strategy to improve type 2
diabetes state, restoring bone marrow function.'’ Moreover, D5M
blockade was also efficient in imprwlrﬁ inflammation in a mouse
madel of inflammatory bowel disease.” Higher Metrnl and lower
OSM levels are strongly linked to improved BAT activity, WAT
browning and increased energy expenditure™® Thus, we can

© 1018 Macrnlan Publishers Limited, pan of Spanger Nature
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Figure 1. Circudating Metrnl and O5M levels in patients with obesity are modulated after L5G. (a) Circulating bevels of Metrnl and OSM in
normal-weight individuals (n= 33, white barsl and in patients with obesity (n=25] at baseline (gray bars) and & (black bars) and
12 months (striped bars) after LSG. Data représent mean +2em. *, Two-tailed Student’s r-test P < Q0001 noemakweight subjects wversus basal
group, ‘ One-weay ANOVA with repeated measurements and Tukey's post hoc test P 005 wirsus basal group, [b) Deltd values of these
malecules showed a strong inverse comelation (r=—0.51; P=0.009). (€] Metral levels at 12 months comelated inversely with HBATC, insulin
levels and HOMA-IR. (d) Surgery-induced changes in O5M levels correlated directly with changes in LDL-cholesterol, and with LOL-cholestenol

levels and trighrcenides levels evaluated at 12 months after LSG.

speculate that surgery-induced modulation of these two mole-
cules might favor a browning-prone state in patients with obesity,
potentially contributing to improvements in energy homeostasis
and metabolic health,

Together, cur data demonstrate an orchestrated modulation of
Metrnl and O5SM after LSG, and suggest a potential mechanistic
role for these two molecules in the beneficial effects of LSG. As
this modulation was not correlated to BMI changes, and previous
studies have reported that metabolic improvements after bariatric
surgery are produced before a significant body weight reduction
(reviewed in Cummings and Cohen’), other mechanisms besides
conventional weight boss should be after these results, All patients
in this study were subjected to L5G, a technique without a
malabsorptive component, Determining whether modulation of
Metrnl and O5M also occur after other types of bariatric surgery
will be subject of future studies. Further studies are warranted to
determine whether a dual approach modulating Metrnl and O5M
might provide a novel therapeutic strategy for obesity and type 2
diabetes.

© 308 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Natwne
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* Opposite changes in meteorin-like and oncostatin m levels are associated with metabolic

improvements after bariatric surgery.

Pellitero S, Piguer-Garcia I, Ferrer-Curriu G, Puig R, Martinez E, Moreno P, Tarascé J, Balibrea ],
Lerin C, Puig-Domingo M, Villarroya F, Planavila A, Sdnchez-Infantes DInt | Obes (Lond). 2018
Apr;42(4):91 9-922. doi: 10.1038/ij0.2017.268. Epub 2017 Oct 30.

La cirurgia bariatrica és actualment la terapia més efectiva per a la remissié de la DM2 en l'obesitat.
Malgrat aixo, els mecanismes a través dels quals es produeix s6n encara for¢a desconeguts. En aquest
estudi es va determinar i analitzar els efectes de la SG en els nivells circulants de 'OSM 1i la meteo-

rin-like, totes dues molécules implicades en el metabolisme energétic.

* Resultats:

- Els nivells OSM es van reduir significativament en els pacients amb obesitat 12 mesos després de
la cirurgia mentre que en el grup control no es van detectar nivells de la citoquina.

- Contrariament, els nivells de la meteorin-like detectats en pacients obesos a temps basal eren infe-
riors respecte al control perd aquests augmentaven significativament 12 mesos després de la cirurgia
tot i sent encara inferiors als del grup control.

- S’ha observat que totes dues molecules es troben inversament correlacionades.

- Els nivells de meteorin-like a 12 mesos correlacionen inversament amb els principals parametres
d’homeostasi de la glucosa. A més, I'increment de aquesta molécula a 12 mesos correlaciona amb
nivells baixos de THOMA-IR a 12 mesos després de la SG.

- A més la reduccié6 d'OSM va estar directament associada amb la millora del metabolisme lipidic
12 mesos després de la cirurgia.

- També es va observar una reduccié d’altres parametres inflamatoris (TNF-a, I1-6 i PCR) perd que
no varen correlacionar amb la millora del perfil lipidic.

Els resultats indiquen que la SG modula els nivells de meteorina-like i d’OSM. Aquests resultats
suggereixen una regulacié inversa d’aquestes molécules que es podria presentar com una possible

estratégia d’abordatge terapéutic de lobesitat i la DIM2.
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Abstract

* Background

Oncostatin M (OSM) plays a key role in inflammation, but its regulation and function during obe-
sity is not fully understood. We evaluated the levels of OSM in patients with obesity and altered
glycemia. We also examined the effects of OSM on human adipocytes and assessed whether OSM

immunoneutralization could revert metabolic impairments caused by a high-fat diet (HFD) in mice.

* Methods
28 patients with severe obesity were included and stratified into two groups: normoglycemics

and hyperglycemics. White adipose tissue was obtained to examine OSM gene expression.

Human adipocytes were used to evaluate the effect of OSM in the inflammatory response, and

HFD-fed C57BL/6] mice were injected with anti-OSM antibody to evaluate its effects.

* Results

OSM expression was elevated in subcutaneous and visceral fat from patients with obesity and
hyperglycemia, and correlated with G/uz4 mRNA levels, insulin, HOMA-IR, and inflam-
matory markers. OSM inhibited adipogenesis and induced inflammation in human adipo-
cytes. Finally, OSM receptor KO mice had increased G/ur4 mRNA levels in adipose tissue,
and OSM immunoneutralization resulted in a reduction of glucose levels and Cc/2 expression

in adipose tissue from mice fed a HFD.
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* Conclusions
OSM contributes to the inflammatory state during obesity and may be involved in the deve-

lopment of insulin resistance.

* Introduction

Obesity has reached epidemic proportions worldwide, and its prevalence has doubled in the last 30
years. In developed countries, the prevalence of obesity affects more than 25% of the population,
whereas a remarkable 60% of the population is overweight (1). White adipose tissue (WAT) is a
crucial regulator of energy balance and glucose homeostasis, owing to its function as a lipid-storing
and endocrine organ. Obesity is characterized by chronic, low-grade adipose tissue inflammation
accompanied by the increased presence of various pro-inflammatory immune cells, including ma-
crophages (2). The first wave of macrophage accumulation in WAT during the early phase of obesity
is essential for healthy expansion and remodeling of adipose tissue (3). However, chronic infiltra-
tion of adipose tissue by macrophages, their polarization from a M2 anti-inflammatory state to a
M1 inflammatory state, and increased expression and secretion of pro-inflammatory cytokines have
been shown to negatively impact systemic glucose homeostasis (4-7). Moreover, the inflammatory
processes may affect the browning capacity of WAT and by this means may also contribute to obesi-
ty-associated metabolic disease. Indeed, it has been demonstrated that the immune cell infiltration of
subcutaneous WAT creates a deleterious inflammatory microenvironment that impairs the capacity
of precursor cells to differentiate into thermogenically active beige adipocytes (8). Understanding the
cross talk between immune cells and adipocytes in the context of obesity is essential to define the

pathological bases of metabolic diseases such as insulin resistance and type 2 diabetes.

In last decade, oncostatin M (OSM) has appeared as a relevant factor in the pathophysiology of obesity
and other diseases (9). Indeed, it has been reported that OSM is an important target for breast cancer
and inflammatory bowel disease (10; 11). In support of this notion, OSM immunoneutralization in
animal models can improve these diseases. OSM is a gp130 cytokine with its own specific receptor,
OSMR, that heterodimerizes with gp130 and mediates the majority of OSM actions (12). OSM sha-

res substantial sequence identity with leukemia inhibitory factor (LIF) (13) and can modulate a variety
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of biological processes, such as liver development and regeneration (14; 15), hepatic insulin resistance

and steatosis (16), inflammation (17), and cardiomyocyte dedifferentiation and remodeling (18).

Previously, we demonstrated that OSM was overproduced in WAT under obese conditions in
mice and humans (19). In addition, we observed that OSM treatment inhibited adipogenesis in

brown adipose tissue (BAT) and browning of WAT in vitro and in vivo using murine models (20).

In this study, we report for the first time increased OSM expression in WAT from patients with
obesity and pre-diabetes compared to normoglycemic patients with the same degree of obesity. Mo-
reover, we demonstrate that OSM impairs human adipocyte differentiation and promotes an in-
flammatory state. Finally, we show that OSM immunoneutralization reduces blood glucose levels in

obese mice in close association with a decrease in the expression of Cc/2 in BAT/WAT.

* Materials and Methods

Human subject characteristics

28 patients with severe obesity (body mass index &gt; 40 kg/m? or &gt; 35 kg/m? and comorbidities in-
cluding type 2 diabetes, hypertension or dyslipemia) were included in this study. Patients with obesity were
stratified into two groups according to their fasting glycemia: normoglycemic patients (glucose&lt;100
mg/dL) (n=16) and hyperglycemic patients (glucose &gt;100mg/dL) (n=12). All patients were evaluated
by the same endocrinology specialist (S.P) according to criteria for bariatric surgery formulated in Spanish
Position Statement between Obesity, Endocrinology, Diabetes and Surgery Societies (21). Demographic

and clinical data, including age, history of diabetes, and hypertension were recorded for all subjects.

Serum samples and tissues
Serum samples from the study subjects were collected after a 12h fasting period. All samples were stored

at -80°C in the Biobank of the Health Sciences Research Institute Germans Trias i Pujol Foundation.

Subcutaneous and visceral WAT (sWAT and vWAT, respectively) samples from the abdominal re-

gion were included in this study. WAT samples from patients with obesity were collected during
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bariatric surgery. All samples were immediately frozen at -80°C.

The Institutional Ethics Committee, in accordance with the Declaration of Helsinki, approved the
study (P116-025). All participants gave their written informed consent before collecting clinical data

and samples.

Human serological analysis
Glucose and insulin levels, and lipid profiles (total cholesterol, HDL and LDL cholesterol, and tri-
glycerides) were measured in the certified core clinical laboratory at the hospital. The Homeostatic

model assessment-insulin resistance (HOMA-IR) was calculated with the following formula:

Human SGBS cell differentiation and treatment with OSM

Simpson Golabi Behmel Syndrome (SGBS) human preadipocytes (22) were differentiated to beige
adipose cells as reported previously (23). Briefly, pre-adipocytes were maintained with DMEM/F12
supplemented with 10% heat inactivated FBS, 32 pM biotin and 16 pM pantothenic acid. To induce
their differentiation, cells were incubated with DMEM/F12 supplemented with 32 uM biotin, 16
pM pantothenic acid, 25nM dexamethasone, 500 pM IBMX, 2 pM rosiglitazone, 10 pg/mL trans-
ferrin, 20 mM insulin, 100 nM cortisol and 0.2 nM T3 for 7 days and incubated with DMEM/F12
supplemented with 32 pM biotin, 16 pM panthotenic acid, 10 pg/mL transferrin, 20 pM insulin,
100 nM cortisol and 0.2 nM T3 for 7 additional days or until they reached more than 90% of diffe-
rentiation. Where indicated, cells were treated with 1 mM cAMP (Sigma-Aldrich) and 1nM OSM
for 6 and 24h or with 1 uM CL316.243 (Cayman Chemicals) for 24h for acute response. Cells were

treated with 1nM OSM during all differentiation processes for chronic response studies.

Gene expression analyses

Total RNA was extracted from the whole tissue or cells using a column-affinity based methodology
(NucleoSpin RNA II; Macherey-Nagel, Duren, Germany). 500 ng of total RNA were retrotranscribed
into cDNA using random hexamer primers and Multiscribe reverse transcriptase (TagMan reverse

transcription reagents, Thermo Fisher Scientific), following the manufacturer’s instructions. Platinum
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Quantitative PCR SuperMix-UDG with ROX reagent (Themo Fisher) was used as master mix reagent
and expression levels of each gene of interest were assessed with the specific TagMan probes (Thermo

Fisher) (Table 2). Gene expression was calculated by ddCt method and expressed in arbitrary units.

Animal studies

* Immunoneutralization study

Animals used in this study included male C57BL/6] mice fed a high-fat diet (HFD) 60% kcal from fat
(Research Diets Inc; D12492). A group of male mice fed a low-fat diet (10% keal from fat (Research
Diet Inc; D12450B)) was used as a diet control. HFD feeding began at 8- weeks of age and extended for
a 9-week period. After 7 weeks of HFD feeding, animals were randomized in two groups: a) mice recei-
ving an intraperitoneal injection twice a week for a total dose of 250 pg anti-OSM antibody (PA547022;
Thermo Fisher Scientific, United States) over 2 weeks; b) mice receiving an intraperitoneal injection twice
aweek for a total dose 0of 250 pg IgG non-specific antibody (PA547309; Thermo Fisher Scientific, United
States) over 2 weeks. Antibody dosing was based on a previous study performed by Lapeire ez al (10).

Tissues were collected for total RNA analysis. All experimental procedures were approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Barcelona following the princi-

ples outlined in the Declaration of Helsinki for animal experimental investigation.

* Glucose and insulin tolerance tests

For glucose tolerance test (GT'T), mice were first fasted for 12 h. Then, mice were injected intrape-
ritoneally with glucose (2 g/Kg body weight) and blood glucose was measured at 0, 30, 60, 90 and
120 min. For insulin tolerance tests (ITT), mice were fasted for 5 h and then blood glucose was
measured at 0, 30, 60, 90 and 120 min following an intraperitoneal injection of insulin (0.85 U/Kg

of body weight). Glucose levels were measured in blood using an ELITE glucometer (Bayer, Spain).

* Rodent serological analysis
Blood was obtained by cardiac puncture and centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes at 4 °C to obtain

serum. Total cholesterol and triglyceride levels were quantified by using commercial kits based on the

122
Tesi doctoral



PUBLICACIONS

Trinder method (FAR Diagnostics, Verona, Italy). Non-esterified fatty acids (NEFA) were measured in
serum samples with the NEFA-C kit (Wako Chemicals, Neuss, Germany). Insulin levels were deter-
mined with an ultra-sensitive mouse insulin ELISA kit (Crystal Chem, Zaandam, The Netherlands).

* Osmr™° mice

Male adipocyte-specific Osmr knockout (Osmr™© ; n=6) and littermate floxed control (Osmr/; n=6)
mice on a C57BL/6] background, generated as described previously (24; 25), were fed a HFD (45%
calories from fat; Research Diets; D12451) for 20 weeks, beginning at 6 weeks of age. Body weights
were obtained weekly. After 20 weeks of feeding, blood glucose levels were obtained after a 4-hour

fast, mice euthanized, and inguinal white adipose tissue (iWAT) collected for gene expression analyses.

* Statistical analysis

Data are presented as mean + SD or SEM (humans and mice, respectively). Correlation analyses was
implemented in SPSS Statistics, IBM. Statistical significance was determined using a two-tailed
t-test, a Mann-Whitney U-test for non-parametric data, or a one-way ANOVA with Tukey’s post-

hoc test for more than two groups. P&lt;0.05 was considered significant for all analyses.

Results
OSM is elevated in sSWAT and vWAT from hyperglycemic patients with obesity and correlates with Glut4,
Ccl2, Nos2 and Pail mRNA levels.

We have previously demonstrated that OSM expression is elevated in conditions of severe obesity (19). Howe-
ver, the relationship between adipose tissue OSM expression and glycemia in patients with obesity has not
been explored. Here, in an independent cohort of patients with severe obesity (Table 1), we have analyzed
whether OSM levels correlate with altered glucose homeostasis in obesity, by comparing WAT OSM expres-
sion levels in hyperglycemic and normoglycemic patients. We observed that the mRNA levels of OSM were
increased in sWAT and vWAT from hyperglycemic patients when compared to OSM levels in normogly-
cemic patients (Figure 1A). We also found a decrease in Gluz4 mRNA levels in WAT from patients with
hyperglycemia (Figure 1B),and an inverse correlation with OSM mRNA levels (Figure 1C). Moreover, OSM
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expression correlated with other inflammatory molecules, such as Cc/2, Tfd, and Col6 (a marker of fibrosis)

(Figure 1D-F), but no correlation with Nos2 and Pail expression was observed (Figures 1G and 1H).

In addition, we found direct positive correlations between OSM expression and insulin levels or HO-
MA-IR in sWAT (Figures 2A and B) but not in vVWAT (Figures 2D and E), suggesting that OSM
expression in sSWAT is associated with reduced insulin sensitivity in obesity. Interestingly, no significant

correlations were observed between OSM levels in sSWAT or vWAT and body weight (Figures 2C and F).

OSM inbhibits differentiation and induces inflammatory markers in human adipocytes

The effects of OSM on human adipogenesis have not been previously reported. Therefore, cells were
treated with human recombinant OSM during differentiation (chronic exposure) or after cells were
completely differentiated into mature adipocytes (acute exposure). As shown in Figure 3A, we obser-
ved a complete inhibition in adipogenesis with OSM treatment. OSMRP was expressed in both pre
and mature adipocytes, with higher levels in preadipocytes (Figure 3B). In addition, acute treatment
of mature adipocytes with OSM produced significant increases in Cc/2, Pail and Il-6 expression, and
a significant decrease in G/uz4 at 24 hours (Figure 3C). Col6 and Adipog gene expression levels were
not significantly regulated by OSM treatment (Figure 3D).

Osmr™° mice exhibit enhanced sWAT Glut4 mRNA levels compared to Osmv™ controls

Since OSM was clevated in the sSWAT of patients with obesity and insulin resistance, and since
OSM treatment decreased Glut4 gene expression and increased inflammatory gene expression in
human adipocytes, we next sought to evaluate the in vivo effects of diminished adipocyte OSM sig-
naling on these parameters. To accomplish this, we used HFD-fed Osm7™*© and Osm#™” control mice.
Importantly, body weights did not significantly differ between genotypes (Figure 4A). We did obser-
ve a significant increase in sWAT Gluz4 mRNA levels in Osmr™© mice compared to floxed control

mice (Figure 4B). Inflammatory markers Cc/2, Nos2 and Pail were not modulated (Figure 4C-E).

OSM immunoneutralization reduces Ccl2 expression in white and brown adipose tissue and normali-

zes glucose levels in diet-induced obese mice
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We aimed to evaluate the effect of systemic OSM inhibition on WAT and glucose homeostasis. To
achieve this goal, we administered an anti-OSM antibody for 2 weeks to mice that had been fed a
HFD for 7 weeks. Lower levels of phospho p44/42 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)
(p-ERK1/2), a transcription factor activated by OSM, were observed in mice treated with anti-OSM
(supplementary Figure S2). Mice treated with the anti-OSM antibody had lower glucose levels com-
pared to anti-IgG control group, and these levels were similar to those mice fed a low-fat control
diet (Figure 5A). Insulin levels showed a tendency to be higher in the anti-OSM antibody group

compared to anti-IgG group and was different than low-fat control diet (Figure 5B).

Consistent with our in vitro data in human adipocytes, we observed that administration of an an-
ti-OSM neutralizing antibody lowered Ccl2 gene expression in eWAT and BAT of HFD-fed mice
when compared to HFD-fed mice given the anti-IgG control antibody (Figures 5D and E). There
were no differences in Ccl2 expression in iWAT (Figure 5F). PAI1 expression increased in BAT
with HFD and was normalized after OSM immunonetralization (Figure 5G), and no changes were

found in WAT (Figures 5 H and I).

Moreover, we did not observe changes in Glut4 mRNA levels in the 3 groups of study (Figure 5C).
As expected, compared to mice fed a low-fat control diet, HFD-fed mice exhibited impaired glucose
homeostasis (Suplemmentary Figure S2A) in close association with the development of obesity. Com-
pared to treatment with anti-IgG antibody, treatment with anti-OSM antibody for two weeks did not
induce any significant changes in glucose tolerance or insulin sensitivity (Suplemmentary Figure S2B).
Similarly, no differences in body weight or food intake were observed between IgG or anti-OSM an-
tibody-treated mice (Suplemmentary Figure S2C-D). WAT and BAT weights were similar in both
groups of HFD-fed mice, independently of treatment (Supplementary Figures S3A-C). Moreover, no
differences in Ppary expression were observed in WAT and BAT from either group on HFD (Supple-
mentary Figures S3D-F). Adipocyte size in WAT was not affected by the treatments (data not shown).

Discussion

In this study, we report for the first time that OSM is differentially expressed in hyperglycemic patients
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with obesity when compared to normoglycemic patients with a similar degree of obesity. In addition,
we demonstrate that OSM inhibits human adipogenesis, reduces G/uz4 expression, and induces an in-
flammatory state in human adipocytes. Consistent with these observations, our data also demonstrate
that Osmr™° mice show higher levels of G/uz4 compared to floxed controls, and that OSM immuno-

neutralization reduces inflammatory markers and decreases basal glucose levels in obese mice.

In the last decade, the enigmatic concept of “healthy obesity” has emerged in the field of metabolism
(26). Whether healthy obesity is only a transient state in the progression towards metabolic disease
is controversial and still a subject of strong debate. But, it is clear that some patients maintain normal
glucose homeostasis in presence of obesity (27). Metabolically healthy patients with obesity are cha-
racterized by the absence of metabolic complications such as dyslipidemia, insulin resistance, and un-
favorable inflammatory profiles (28). Whereas dietary composition and physical activity are factors
that have been related to metabolic health in patients with obesity, numerous studies have provided
evidence that implicate chronic inflammation, particularly in adipose tissue, as a key factor in de-
termining an unfavorable metabolic outcome in patients. Indeed, higher levels of pro-inflammatory
cytokines, including C-reactive protein, I1-6, Pail or Tnfa have been reported in unhealthy obesity

compared with healthy obesity (29; 30).

In this regard, OSM, a cytokine from the IL-6 family, has been described to be produced by adipose
tissue and highly expressed in WAT of mouse models of diet-induced and genetic obesity, as well as
in humans (19). Our data showing that increased expression of OSM in WAT correlates with mar-
kers of metabolic disease, including decreased G/uz4 expression, hyperglycemia, hypersulinemia, and
increased HOMA-IR in patients with obesity, suggests that OSM is a marker of unhealthy obesity.
The correlation of OSM levels in sWAT with glycemia in patients but not with body weight may
seem somewhat paradoxical given the finding that OSM negatively acts on precursor cells to inhibit
adipocyte differentiation in vitro. A regulatory role of OSM on adipose tissue mass is supported by
studies in mice lacking whole body OSM receptor (OSMRP), which show increased fat mass (31;
32). However, in humans, the causal factors underlying the development of fat accretion in obesity are

yet to be fully determined, and genetic or relative to life style (hypercaloric diets, sedentarism) may
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override the protective effect of OSM. On the other hand, the lack of any effect on body weight and
adipose tissue mass in mice treated with an anti-OSM neutralizing antibody could be simply due to
the short period of treatment (only two weeks) or the dosage used. Either the dose or time might

account for the inability of OSM immunoneutralization to induce any substantial changes in fat mass.

A major finding of our study is the observation of direct correlations between OSM and inflam-
matory markers such as Ccl2 in WAT of patients. These results are in accordance with our previous
data and with studies by other researchers that reported a pro-inflammatory role for OSM (10; 11;
19). Moreover, the effect of OSM in inducing these inflammatory genes in human adipocytes stron-

gly suggests a potential role for OSM in adipose tissue inflammation.

Another major finding of our work is the elevation of sSWAT G/uz4 expression in Osmr™© mice
compared to floxed controls. This data is supported by the decreased WAT Glut4 expression
in patients with obesity and hyperglycemia, the inverse correlation with OSM expression, and
the response to direct OSM exposure in human adipocytes, suggesting a potential contribution
of this cytokine to impaired insulin sensitivity. This elevation in Glut4 is unique to sWAT; as
no differences were previously observed in vWAT Glut4 expression in Osmr™° mice (24). This
depot-specific expression pattern provides additional support for the possible protective role of
sWAT, especially considering the increased vVWAT inflammation observed in Osmr™° mice on

both HFD and chow diets (24; 25).

Work by Elks ez al using C57BL/6] mice demonstrated that OSM is primarily expressed in adipose
tissue immune cells, and that OSMR is also expressed in cellular components of the adipose tissue
immune system (25). Interestingly, however, Osmr expression increases only in adipocytes with HFD
feeding (25). Further work using the adipocyte-specific Osm7*© mouse model showed significant
increases in adipose tissue Osm expression in Osmr™© mice compared to Osm#™ controls, along
with increased adipose tissue inflammation. These findings suggest that since OSM could not bind
OSMR on adipocytes, it was instead acting on other cell types in adipose tissue to promote inflam-

mation and insulin reistance (24; 25).

127

Tesi doctoral




PUBLICACIONS

Taking into account studies indicating that adipocyte OSMRP signaling is important for adipose
tissue homeostasis (24; 25), we examined the effects of OSM immunoneutralization on metabolic
parameters in diet-induced obese mice. Anti-OSM treatment reduced the HFD- induced induction

of Ccl2 in vWAT and BAT, and also decreased Pail expression in BAT.

Moreover, glucose levels were normalized in HFD-fed mice after the OSM immunonetralization,
although treatment with the anti-OSM antibody did not significantly alter whole body glucose tole-
rance or insulin sensitivity. Since we did not observe changes in G/u#4 expression, the mechanisms by
which OSM neutralization normalized glucose levels in HFD-induced obese mice are still unclear,
but may involve a reduction in the local adipose tissue inflammatory state and a consequent impro-

vement in adipocyte insulin sensitivity.

However, the contribution of other tissues in response to treatment with this antibody cannot be dis-
regarded. For example, the observed increase in insulin levels in anti-OSM treated mice could suggest
direct effects on pancreatic p-cells. Moreover, a decrease in hepatic gluconeogenesis is also compatible
with our observations. OSM released by Kupffer cells in response to prostaglandin E2 has been shown

to inhibit hepatic insulin signaling and to promote abnormal lipid accumulation (16).

In conclusion, OSM is elevated in adipose tissue from patients with obesity and impaired glucose me-

tabolism and inversely correlates with Glut4 expression in this tissue.

OSM promotes an inflammatory state during obesity, likely through the inhibition of adipogenesis and
directly reduces the mRNA levels of G/uz4 and induces inflammatory markers in human adipocytes.
Finally, Osmr™® mice showed elevated levels of G/uz4, and OSM immunoneutralization reduced adipo-
se tissue Cc/2 and Pail expression in obese mice, and normalized glucose levels. Further studies will be

necessary to decipher whether OSM can be a therapeutic target in preventing the development of T2D.
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* Figure legends

Figure 1: OSM expression is significantly elevated in sWAT and vWAT from hyperglycemic pa-
tients and correlates with Glut4, Ccl2, Tnfo and Col6 gene expression.

A-B) Gene expression analysis of OSM and Glut4 in sWAT and vWAT from normoglycemic
patients with obesity and hyperglycemic patients with obesity. C-H) Correlations between OSM
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expression and Gluz4, Ccl2, Tnfa, Col6, Nos2 and Pail gene expression. Expression levels are norma-
lized to the reference gene Ppia. Data are presented in arbitrary units as means # s.e.m.

* p&lt;0.05 vs. normoglycemic obesity group.

Figure 2: OSM gene expression correlates with insulin and HOMA-IR in sWAT but not in vWAT.
Correlations between OSM expression in sWAT (A-C) and vWAT (D-F) and insulin levels, HO-
MA-IR and body weight. Expression levels are normalized to the reference gene Ppia. Data are

presented in arbitrary units as means * s.e.m.

Figure 3: OSM inhibits human adipogenesis and induces pro-inflammatory gene expression in
mature human adipocytes.

A) Representative optical microscopy images from beige adipocytes treated with 1 nM OSM since
day 1 of differentiation. *p&lt;0.05 relative to control. B) Relative mRNA levels of OSMR in prea-
dipocytes and mature adipocytes. C) Relative mRNA levels of Ccl2, Pail, I1-6 and Glut4 in human
cells treated with 1nM OSM for 6 or 24 h. D) Relative mRNA levels of Col6 and Adipog. Expression

levels are normalized to the reference gene Ppia. The bars represent means * s.e.m.

Figure 4: Osmr™© mice exhibit elevated Glut4 mRNA levels, but no changes in inflammatory
markers, compared to floxed controls

A-D) Relative mRNA levels of Glut4, Nos2, Ccl2 and Pail in iWAT from HFD-fed Osmr™© mice
and Osmr®® controls. Data are presented in arbitrary units as means * s.e.m. Expression levels

are normalized to the reference gene Ppia. * p&lt;0.05 vs. Osmr™® control mice.

Figure 5: OSM immunoneutralization decreased Cc/2 expression in WAT and BAT and norma-
lized glucose levels.

A and B) Glucose and insulin levels in feeding conditions. C-F) Relative mRNA levels of Cc/2 and Pail
in WAT and BAT. The 3 groups correspond to: mice fed low fat control diet (control diet), mice fed a
HFD and treated with unspecific IgG (HFD control), and mice fed a HFD and treated with anti-OSM

Ab (HFD Ab). Data are presented in arbitrary units as means * s.e.m. ™ p&lt;0.05 vs control diet.
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* Table 1: Anthropometric and metabolic parameters of human subjects.

Normo Hyper
(n=26) (n=19)
Mcan + SD Mcan + SD
Age (years) 48+11 52+10
Sex (Female/Male) 20/6 14/5
History of T2D no 7 T2D/12 pre-T2D
History of Hypertension (yes/not) 9/17 7/12
Weight (Kg) 108+19 117+39
Height (cm) 163=0.1 16120.3
Waist circumference (cm) 131112 146+37.3%
Body mass index (Kg/m~) 41+8 8 43+10.8
Glucose (mg/dL) 01+5 152+46%
Insulin (m.u.int/L) 63+3.4 7.74+4.0
HbAlc (%) 53+0.4 5.8+0.2%
HOMA-IR (%) 14108 2.5+1.3%
Triglyceride (mg/dL) 135+41 161+£77
LDL-cholesterol (mg/dL) 95 +27 119+23%
HDL-cholesterol (mg/dL) 41+11 42410
Total cholesterol (mg/dL) 163434 191+30%
HMW-adiponectin (ng/mL) 3016+1849 2884+1835
Leptin (ng/mL) 549425.1 42.8+135

Data are shown as mean + (SD). T2D, type 2 diabetes. HbA1c, glycated hemoglobin; HOMA-IR, Homeostatic model Asses-
sment-insulin resistance; Low-density lipoprotein; HDL-Cho, High-density lipoprotein; HMW-adiponectin, high molecular

weight adiponectin.”p value< 0.05

Insulin (n=20 normo and 10 hyper); HbA1c (n= 22 normo and 20 hyper); HOMA-IR (n= 20 normo and 10 hyper); Triglyceride
(n=25 normo and 11 hyper); LDL-cholesterol (n= 24 normo and 12 hyper); HDL-cholesterol (n= 24 normo and 12 hyper); Total
cholesterol (n= 25 normo and 12 hyper); HMW-adiponectin (n= 13 normo and 8 hyper); Leptin (n= 13 normo and 8 hyper).
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* Supplementary Table S2. Correlations between OSM mRNA levels and clinical variables.

sWAT Adjusted*
Variables r p val
Body mass index 0.73 0.09
Body weight 0.87 0.02
Insulin 0.31 0.54
HbAlc 0.76 0.08
Glucose 0.42 0.40
HOMA-IR 0.51 0.29
Triglycerides -0.01 0.98
Total cholesterol -0.05 0.92
HDL-cholesterol -0.20 0.70
LDL-cholesterol -0.09 0.85
vVWAT Adjusted*
Variables r p val
Body mass index 0.65 0.02
Body weight 0.66 0.02
Insulin 0.01 0.97
HbAlc 0.49 0.11
Glucose -0.05 0.86
HOMA-IR 0.20 0.54
Triglycerides -0.12 0.71
Total cholesterol 0.17 0.61
HDL-cholesterol -0.18 0.59
LDL-cholesterol 0.25 0.45

Multivariate linear regression was used to assess potential associations between OSM mRINA levels and physiologic
variables. Bold font indicates p<0.05. Hb1Ac; Glycated hemoglobin (%). HOMA-IR; Homeostatic model assessment.
*Model adjusted for age and sex.
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* Supplementary Figure S3: Decreased phosphorylation of p44/p42 MAPK in WAT due to OSM immunoneutralization.
Immunodetection of phospho-p44/p42 MAPK (upper bands) and total p44/p42 MAPK (lower bands) in WAT (30
g protein) of mice fed control diet (LFD), mice fed a HFD and treated with unspecific IgG (HFD crtl Ab), and mice
fed a HFD and treated with anti-OSM Ab (HFD OSM Ab).
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o Supplementary Figure S4: Inflammatory markers are increased in HFD groups, but anti-OSM antibody partially
improves this negative effect. Relative mRNA levels of pro-inflammatory Osm and receptor OsmrB, Tnfo, and Nos2
(A-D) and anti-inflammatory 1110 (E) in eWAT. F and G) Microscopy image and quantification of immunostaining
F4/80. The 3 groups correspond to: mice fed low fat control diet (control diet), mice fed a HFD and treated with unspecific
IgG (HFD control), and mice fed a HFD and treated with anti-OSM Ab (HFD Ab). Data are presented in arbitrary

units as means * s.e.m. (n= 6 mice per group and analytical assays performed in triplicate) * p&it;0.05 vs control diet.
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* Supplementary Figure 85: Glucose homeostasis, body weight and food intake. A-B) Glucose tolerance test and area under

the curve in mice fed a control diet or HFD. C-D) Body weight gain and food intake average from the 3 groups: mice fed a
control diet (control diet), mice fed a HFD and treated with unspecific IgG (HFD control), and mice fed a HFD and treated
with anti-OSM Ab (HFD Ab). Data are presented as means with corresponding standard error. * p&51t;0.05 vs. control group.
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* Supplementary Figure §6: WAT and BAT tissue weight and Ppary expression.

A-C) eWAT, iWAT and BAT weight after sacrifice. D-F) Relative mRNA levels of Ppary in eWAT, iWAT and BAT.
The 3 groups correspond to: mice fed a control diet (Control diet), mice fed a HFD and treated with unspecific IgG
(HFD control), and mice fed a HFD and treated with anti-OSM Ab (HFD Ab). Data are presented in arbitrary
units as means with corresponding standard error. * p&3It;0.05 vs control group. 141
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* A role for Oncostatin M in the development of insulin resistance in obesity

Piquer-Garcia I, Cammpderros L, Taxeras SD, Gavalda-Navarro A, Pardo R, Vila M, Pellitero S,
Martinez E, Tarascé J, Moreno P, Villarroya J, Gonzilez L, Rodriguez S, Vives-Pi M, Lerin C, Elks
C, Stephens JM, Puig-Domingo M, Villarroya F, Villena JA, Sanchez-Infantes D.

L’OSM és una citoquina proinflamatoria la qual presenta un paper important en la inflamacio.
Tot i aix9, la seva contribucié en aquest procés no esta completament descrita. Lobjectiu que
s’ha plantejat es avaluar els nivells ’OSM en pacients amb obesitat i presencia d’alteracions
en 'homeostasi de la glucosa, el seu efecte en adipocits humans i si la seva inmunoneutralit-

zacié podria revertir el deteriorament metabolic causat per una dieta en alt contingut en greix.

Resultats

L’OSM en el teixit adipds blanc subcutani de pacients obesos amb hiperglucémia.

* Els nivells d’expressié génica de OSM en el teixit TAB subcutani de pacients amb obesitat i
alteracié de la glucosa presentaven uns valors incrementats respecte al grup de pacients obesos
amb normoglucémia.

* Els nivells d’expressié OSM van correlacionar de manera directa amb insulina i HOMA-IR
perd no amb el pes corporal.

* Lexpressié d’OSM també va correlacionar amb marcadors d’inflamacié com ccl2, NOS2 i
PAI-1 perd no amb colé.

* No es van observar diferencies d’expressié en TAB visceral entre els grups de pacients amb

obesitat amb o sense hiperglucémia tot i que si que s'observen correlacions amb ccl2 o NOS2.

L’OSM inhibeix la diferenciacié i indueix inflamacié en adipocits humans

* OSM recombinant inhibeix la diferenciacié de les cél'lules SGBS humanes després d’una
exposicié cronica i en adipocits madurs després d’una exposicié aguda a la citoquina.

* El receptor OSMRPp va expressar-se tant en preadipocits com adipocits madurs perd els

nivells varen ser més elevats en preadipocits.
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* Els adipocits madurs després del tractament agut de 24 hores amb OSM varen augmentar

els nivells dels marcadors d’inflamacié i es varen reduir els de glut4.

Linmunoneutralitzacié d’OSM redueix els nivells dexpressi6 de ccl2 en teixit adipds blanc i marré
* El tractament amb anticos d’OSM no va induir canvis en la tolerancia a la glucosa ni en la
sensibilitat a la insulina.

* Els animals tractats amb I'anticos van presentar uns nivells de glicémia inferiors que el grup
alimentat amb una dieta alta en greix i tractats amb un anticds inespecific, assolint nivells
similars als del grup control.

* Els nivells d’insulina van presentar una tendéncia a incrementar-se en el grup tractat amb
anti-OSM que el grup tractat amb l'anticos inespecific.

* Dadministracié del anticos-OSM reduia l'expressié del gen d’inflamacié ccl2 en el TAB

epididimal i el TAM respecte al grup anti-inspecific.

LOSM podria contribuir a lestat inflamatori durant lobesitat i podria estar implicat en el desen-
volupament de la resisténcia a la insulina. Per tant, la seva inhibicié farmacologica en condicions

dobesitat podria ser un potencial d’aplicaci6 en la prevencié de la diabetis mellitus tipus 2.
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* Use of infrared thermography to estimate brown fat
activation after a cooling protocol in patients with seve-

re obesity that underwent bariatric surgery
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Abstract

Introduction

Obesity has reached epidemic proportions worldwide, and its prevalence has doubled in the last 30 years.
In contrast to the energy-storing role of white adipose tissue (WAT), brown adipose tissue (BAT) acts as
the main site of non-shivering thermogenesis in mammals, and has been reported to play a major role in
protection against obesity and associated metabolic alterations in rodents. Infrared thermography (IRT)
has been proposed as a novel non-invasive, safe, cheap and quick method to estimate BAT thermogenic
activation in humans. Here, we determined for the first time the thermogenic activation of BAT using

IRT in patients with severe obesity in response to two different types of bariatric surgery (BS).

Methods
Supraclavicular BAT thermogenic activation was evaluated using the IRT in a cohort of 31patients (50 +
10 years-old, BMI= 44.5 + 7.8) at baseline and 6 months after BS. Clinical parameters were determined

at different time points and correlations among them were studied.

Results

BAT thermogenic activation by IRT was increased at 6 months after laparoscopy sleeve gastrectomy
(LSG) while patients undergoing to a roux-en-Y gastric bypass (RYGB) did not change their ther-
mogenic response. Moreover, patients with higher thermogenic activation before BS were those who

showed more weight loss one year later.

Conclusions
Ovur study reports a higher effect of LSG technique compared to RYGB on BAT activation, and a link between

the extent of BAT activation at baseline and success of the surgery in achieving weight lost 12 months later.

Introduction
Increased body mass is associated with numerous metabolic diseases, including type 2 diabetes (T2D).
Thus, it is not surprising to find out that, concomitantly with the dramatic increase in obesity, T2D has

become the most common metabolic disorder in the world, being recognized as one of the deadliest
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non-communicable diseases worldwide. Nowadays, it has been estimated that approximately 350 million
people has diabetes, representing almost 10% of the world population (WHO 2017). White adipose tissue
(WAT) is involved in the regulation of energy balance and glucose homeostasis, owing to its function as
a lipid-storing and endocrine organ. Numerous studies have demonstrated that abnormal WAT function
is linked to obesity, whole body insulin resistance and T2D (Apostolopoulos et al., 2016). However, few

studies have comprehensively addressed the effect of obesity and weight loss in the thermogenic capacity.

In contrast to the energy-storing role of WAT, brown adipose tissue (BAT) acts as the main site of
non-shivering thermogenesis in mammals due to the presence of uncoupling protein-1 (UCP1) in mi-
tochondria of brown adipocytes, which uncouples mitochondrial oxidative processes and generates heat
(Villarroya ef al., 2013). BAT plays a major role in protection against obesity and associated metabolic
alterations in rodents due to its draining of glucose and lipids from circulation to sustain thermogenesis
(Bartelt et al., 2011; Peirce ef al., 2013). Moreover, sustained thermogenic activation leads also to the
so-called ‘browning’ of adipose tissue: the appearance of beige (brown adipocyte-like) adipocytes in
anatomical sites corresponding to WAT depots (Petrovi et al., 2010; Wu et al., 2012). Chronic exercise,
cold exposure and chronic p3-adrenergic stimulation have been shown to promote browning of WAT
in experimental models (Wankhade et al., 2016). A higher capacity of browning has been directly asso-
ciated with protection against experimental obesity and improved glucose tolerance in mice (Seale ez al.,
2011). Moreover, BAT has been also reported to secrete endocrine regulatory factors which contribute,
in addition to the intrinsic energy expending properties of BAT, to the healthy effects of active BAT on
systemic metabolism (Villarroya ef al., 2017; Cereijo and Sinchez-Infantes, 2017). Laparoscopy sleeve
gastrectomy (LSG) and Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) are two types of bariatric surgery (BS), the
most effective therapy to avert obesity and T2D currently available at present (Aron-Wisnewsky ez al.,
2009; Pontiroli and Morabito, 2011; Poitou ez al., 2015; Cummings and Cohen, 2016). One of the con-
sequences of BS is activation of BAT and browning of WAT, which is hypothesized to contribute to the
increased energy expenditure, weight loss, and overall improvement in systemic glucose and lipid meta-
bolism after BS (Vijgen ez al., 2012; Rachid et al., 2015). In 2009, several studies confirmed that active
BAT is present in adult humans, and that, accordingly, BAT activity is reduced in patients with obesity
(Cypess ez al., 2009; Saito et al., 2009; Van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen KA et al., 2009).
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One of the techniques currently used to quantify BAT is positron emission tomography with 2-
deoxy-2-[fluorine-18] fluoro-D-glucose integrated with computed tomography (18F- FDGPET-
CT). Despite being considered the “gold-standard” to measure BAT/beige activity, it is an expensive,
time-consuming and very invasive technique (Chen et al., 2016). Currently, the lack of non-invasive
and low-cost methods to measure BAT activation before and after BS in patients makes difficult to

implement this parameter in the clinical practice for a better evaluation of the patients.

In the last years, infrared thermography (IRT) has been proposed as a novel non- invasive, safe, cheap and
quick method to estimate BAT thermogenic activation in humans (reviewed in Law et al., 2018). IRT
uses the heat-emitting properties of BAT and the relatively superficial position of the supraclavicular BAT
depot. A rise in supraclavicular temperatures after cold exposure has been demonstrated, and several stu-
dies correlated IRT data obtained in supraclavicular skin surface with BAT activity as determined using
PET scans (Robinson e#al., 2014; Symonds et al., 2012; Salem et al.,2016; Lee et al.,2011). In this study,
we determined for the first time the thermogenic activation of BAT using IRT in patients with severe

obesity and the role of two different types of BS techniques.

Research design and methods

Subject cobort and surgical interventions

A cohort of 31 patients (19 females/12 males, aged= 50 + 10 years-old, BMI= 44.5 + 7.8) with severe
obesity were included in this study, and were stratified into two groups according to the type of BS they
underwent: 1) LSG (n= 15), in which the stomach is transected vertically from 5cm proximal to the
pylorous up to the His’ angle, using a 36Fr bougie as a calibrator. Hence, more than 70% of patient’s
stomach (mainly fundus and body) volume is removed without modifying the rest of gastrointestinal
tract (GIT) (Gagner et al., 2016) 2) RYGB (n= 16), where the surgeons tailor a 40-60 mL gastric
pouch that is anastomosed to the previously divided jejunum distal to the ligament of Treitz. Recons-
truction of the GIT was completed in a “Y” configuration with a distal jejuno-jejunostomy (Kaijser et
al., 2018). All patients were evaluated by the same endocrinology specialist (S.P) according to criteria
formulated in Spanish Position Statement between Obesity, Endocrinology, Diabetes and Surgery

Societies (Sabench Pereferrer et al., 2017). Demographic and clinical data, including age, diabetes, and
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hypertension were recorded for all participants at baseline, 6 and 12 months after BS.

Study Visits and Protocols
For IRT acquisition participants went to a specific room where body area object of evaluation was unco-
vered and sat-down during 5 min in a thermoneutral ambient for acclimatization (24.3 = 1.6°C). When

necessary, participants were asked to tie their hair up to make the supraclavicular area visible.

For the cold protocol 2 measurements were performed, before and after the introduction their left
hand in cold water at 17°C during 5 minutes to stimulate BAT activation. For every measurement,
we took 1 thermal image using a FLIR T420 infrared camera (FLIR T420 Systems AB, Sweden)

with thermal resolution set at 320 x 240 pixels.

Participants remained seated in an upright position, with arms relaxed on both sides of the legs. After
calculation of optimal distances, the camera was placed 1 m from the midpoint of the chair for the image.

The image was taken in perpendicular with the body region of interest (ROI).

Analysis of IRT

The ROI were manually drew the supraclavicular region. All ROIs were performed using the FLIR Re-
searchIR Max software version 4.40.6.24 for windows (FLIR Systems Inc., North Billerica, MA, USA).
Supraclavicular and sternal ROIs were derived from the image. All analyses were adjusted by atmospheric
temperature and relative humidity, which were measured at the beginning of each IRT session. For all thermal
images emissivity was set at 0.98. Minimum, maximum and mean values of each ROI were retained as varia-

bles. Supraclavicular temperature was normalized by sternum temperature for each participant at each time.

Serum samples

Serum samples from the study participants were collected after a 12h fasting period at baseline, 6 and
12 months after BS. All samples were stored at -80°C in the Biobanc of the Health Sciences Research
Institute Germans Trias i Pujol Foundation. The Institutional Ethics Committee, in accordance with the

Declaration of Helsinki, approved the study (PI116-025). All participants gave their written informed
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consent before the IRT and the collection of clinical data and samples.

Human serological analysis

Fasted glucose and insulin levels, glycated haemoglobin, lipid profile (total cholesterol, HDL and LDL
cholesterol, and triglycerides), urea, creatinine, and c-reactive protein were measured in the certified core
clinical laboratory at the hospital. Body mass index, waist circumference and blood pressure were me-

asured by endocrinologist and dietician. The Homeostatic model Assessment-insulin resistance (HO-

MA-IR) was calculated through the following formula:

Statistical analysis

Data are presented as mean + sem. Multivariate regression was implemented in R software. Statistical tests
were performed with GraphPad Prism 6.0. For comparisons between two experimental groups, two-tai-
led t-test was used. One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test was used for comparisons between
more than two groups. Grubbs test was used to remove outliers prior to statistical analyses. P&lt;0.05 was

considered as the threshold of statistical significance in all analyses.

Results

Clinical data from patients with obesity are shown in table 1. Patients were distributed according to the
type of surgery. As expected, both LSG and RYGB led to significantly weight loss and improved the
metabolic profile. The group of individuals operated by LSG displayed significant lower levels of glucose
and glycated hemoglobin before the surgery compared to the RYGB group.

BAT thermogenic capacity of patients with severe obesity increases after BS. Evidence of higher effects of the
LSG versus RYGB type of BS on the induction of BAT activation.

Next, the extend of supraclavicular BAT thermogenic activation in patients with severe obesity was es-
timated using IRT at baseline and 6 months after BS. We split our patient cohort into two groups ac-
cording to the type of surgery they underwent, and we observed that LSG but not RYGB increased the
capability to activate BAT at 6 months after surgery compared to the BAT activation capacity shown

before the operation (Figure 1A). Moreover, two examples of IRT images at baseline and 6 months after
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BS of one participant from LSG group and another from RYGB group are shown in Figure 2 (Figure 2).

IRT correlates with the success of the surgery in terms of the weight lost one year after BS
Following up our patients 12 months after BS, a positive correlation was found between BAT thermoge-

nic capacity before surgery and the weight loss changes at 12 months after BS (Figure 1B).

Discussion

In this study, we demonstrate for the first time usage of IRT as a novel non-invasive technique to esti-
mate BAT activation in patients with severe obesity undergoing BS. Due to IRT being a non-invasive
approach, a longitudinal approach could be used to estimate BAT] activity at several time points after BS

in patients with obesity.

Patients undergoing BS are currently evaluated before surgery in different aspects including endocri-
ne-metabolic status and psychological characteristics. However, it is still challenging to predict the
success of surgery because of the high variability in the extent of weight loss after surgery. Here, we
observed that high BAT thermogenic capacity before surgery is a predictive indicator of the weight
loss at 12 months after the operation. Therefore, we propose that this parameter, obtained through
a non-invasive method such as IRT, is worthy to be considered among the number of data that are
taken into account to evaluate the physiological and metabolic status of patients candidate to BS.
Moreover, it is known that BAT thermogenic activation inversely correlates with BMI (Cypess et
al., 2009). According with that, we have observed that at 6 months after BS, when patients have lost

around 50% of their initial weight, BAT thermogenic capacity increases.

Interestingly, we found differences in the effect in BAT activation depending of the type of surgery, being
patients undergoing LSG but not RYGB the ones who actually improved BAT activation capacity. It is
important to point out that RYGB has demonstrated better long-term results in patients with diabetes
(Scheuer e#al.,2017),and due to this fact, it is accepted in the clinical practice that this type of surgery must
be performed in patients with severe obesity and impaired glucose homeostasis. In our study, differences in

glucose levels and glycated hemoglobin were found between LSG and RYGB groups at baseline. Moreo-
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ver, the LSG group showed normal glucose levels despite of having the same degree of obesity in terms of
BMI compared to RYGB group. Considering that BAT has demonstrated its positive role in energy ex-
penditure and insulin sensitivity, contributing to a better metabolic state (Bartelt ezal.,2011), it is tempting
to speculate that the BAT of patients with normoglycemia would maintain a better function than patients
with pre-diabetes or diabetes in terms of endocrine activity. It could explain, at least in part, a better insulin
sensitivity and the increase in the capacity to activate BAT observed in LSG group compared to RYGB,
which might be contributing to the success of BS regarding weight loss. Other researchers have described
BAT activation measured by 18F-FDGPET-CT after a RYGB, but interestingly, a lack of hypothalamic
activity was described in these patients with obesity before and after the RYGB (Rachid ez al., 2015). Since
hypothalamic signaling to BAT is the main neural circuit involved in thermogenic activation of this tissue
(Nerdergaard &amp; Cannon, 2004), a potential explanation is that our protocol to expose patients to cold
stress (5 minutes with their hand in cold water) might not be enough to activate BAT thermogenesis in
the RYGB group compared to LSG group. Other mechanisms of action (e.g. specific changes in entero-
kine secretion, adipokine release or microbiota changes) could account for the systemic effects of RYGB
without involving central nervous BAT activation. Further studies should be developed to decipher the

potential different effect of LSG and RYGB in the capacity to activate BAT thermogenesis.

Despite the advantages described above, IRT-based estimation of BAT activity shows some limitations.
Some researchers have pointed out some flaws in the quantification of BAT activity by IRT in subjects
with obesity, suggesting that the changes in the layer of subcutaneous fat insulation could be a confounding
factor to measure BAT temperature (Sarasniemi e al., 2018). Although we assume this potential limitation
in our study, it is important to remark that we did not use basal temperature at the supraclavicular area as
index of BAT activity but the individual capacity to increase supraclavicular temperature before and after a
single bout of cold stress in every individual. As the fat layer is the same before and after the 5 min cold-sti-
mulus exposure in each individual patient, changes in fat layer width are not expected to significantly
influence our estimation. PET-scan-based measurement of BAT activity may potentially have less limita-
tions in this regard. However, using PET-scan techniques rises as well a number of concerns such as the
specific type of labeled metabolite used for the assay, stress associated with the scanning procedures, etc and

are obviously not feasible for dynamic repeated measuring in the same individual as performed in our study.
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In conclusion, we report for the first time that IRT-based estimation of BAT activity may be useful for
a follow-up of patients after BS in a non-invasive manner. Thus, we propose that quantification of active
BAT by IRT may be useful in clinical practice as an additional measurement to evaluate the metabolic

status and the potential success of BS in patients with obesity.
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* Figure legends

Figures 1.- BAT thermogenic capacity of patients with severe obesity increases after BS
and predicts higher weight lost at 12 months after BS.

A) Supraclavicular skin temperature was corrected by sternum temperature before and 5 mi-
nutes after cold exposure. Thermogenic activation measured as difference between 5 minutes
and O minutes is represented at basal time and 6 months after the two types of bariatric
surgery, SLG and RYGB. For this comparison, two-tailed t-test was used. B) Correlation be-
tween thermogenic activation before bariatric surgery and excesive weight loss was performed
in patients with obesity. Multivariate regression was implemented in R software. Statistical
tests were performed with GraphPad Prism 6.0. Grubbs test was used to remove outliers prior

to statistical analyses. ** p&lt; 0.01

Figures 2.- Example of IRT in 2 patients with severe obesity undergoing RYGB or LSG
respectively.

A) IRT before RYGB at 0 minutes; B) IRT before RYGB at 5 minutes of cold exposure;
C) IRT 6 months after RYGB at 0 minutes; D) IRT 6 months after RYGB at 5 minutes
of cold exposure. E) IRT before LSG at 0 minutes; F) IRT before LSG at 5 minutes of
cold exposure; G) IRT 6 months after LSG at 0 minutes; H) IRT 6 months after LSG at 5

minutes of cold exposure.
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* Table 1: Anthropometric and metabolic parameters from patients with morbid obesity before and after bari-

atric surgery.
Basal 6 months 12 months
LSG RYGB LSG RYGB LSG RYGB
Body mass index (kg/m’) 46.34 £9.79 42.7515.10 35.38£9.02" 31.82£5.34" | 32491887 30.08 +5.20"
Waist circumference {cm) 136.97 +14.15 | 130.95+11.84 | 117.66 + 16.54" | 105.82 £15.62" | 107.23 + 13.66° | 98.95+11.68"
Excess weight loss (%) 6.24+3.37 6.05 + 3.49 50.10+13.93" | 5853+15.22" | 60.92+19.16' | 68.11%15.01"
Glucose (mg/dl) 94.06 + 10.45 128.81 86.46+9.68 | 90.56+16.35° | 87.33+11.57 | 93.43%20.46"
44.55*
Glycated hemoglobin (%) 5.60 £ 0.38 6.27 + 1.01* 5.30 +0.32 5381050 5.28 +0.38 5.23+0.50"
Insulin (m.u.int./1) 11.02 £8.48 12,07 +7.32 10.38 £ 8.34 714427 7224547 6.63+5.54°
H tatic model t 287+221 450+399 2544211 163+ 1,13H 1.67 £ 1.66 151+ 1,23H
(HOMA-IR)
Triacylglycerides (mg/dI) 133.40 £46.59 | 130.50%35.19 | 97.46:39.40° | 100.68 +33.93" | 83.06+29.53" | 87.06+31.78"
Total cholesterol (mg/dI) 153.20£20.40 | 14537+33.63 | 181.20£45.69 | 164.12+34.92 | 187.73+44.29 | 162.31%27.37
LDL -cholesterol (mg/dI) 85.13 £ 20.41 82.80£34.47 | 113.60+4336 | 100.12+30.21 | 115.06+37.71 | 96.31+22.89
HDL-cholesterol (mg/dl) 41,07 £9.39 37.94+4.73 48.92 +7.93 48.91+22.22 | 56.90 + 14.52 49.90 £ 5.81
Creatinine (mg/dl) 0.91 + 0.64 0.84 +0.26 0.86 + 0.59 0.76+0.18 0.86 + 0.56 0.68 £0.15
Urea (mg/dl) 39.13 + 29.09 37.06 + 13.74 34.80 + 24.27 35.00 £ 7.65 36.33£23.11 | 36.0041035
C-reactive protein (mg/l) 8.89 £ 5.08 6.67 £ 5.17 7.12+£7.32 4224359 2.51+1.78" 2.87+4.05"
Systolic blood pressure (mmHg) 136+ 16 134+13 - - 126 +17 124 +13
Diastolic blood pressure (mmHg) B0+7 80+10 - - 78 +10 74+7

Data are shown as mean + SD. Two-tail Student’s t-test was applied to compare two groups, and one-way ANOVA

with Tukey’s post-hoc test was used for comparisons between more than two groups. *indicates p<0.05 between LSG and
RYGB; # indicates p<0.05 between 0-6 or 0-12 months postsurgery. LSG: laparoscopic sleeve gastrectomy; RYGB: roux-
en-Y gastric bypass; LDL-Cho: Low-density lipoprotein cholesterol; HDL-Cho: High-density lipoprotein cholesterol.
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* Use of infrared thermography to estimate brown adipose tissue activation in patients with

severe obesity: Differences between two bariatric surgery techniques

Pigquer-Garcia 1, Cereijo R, Pellitero S, Martinez E, Corral J, Taxeras SD, Tarascé J, Moreno P,
Puig-Domingo M, Serra D, Herrero L, Jiménez-Pavén D, Lerin C, Villarroya E, Sdnchez-Infantes D.

El TAM presenta un important paper en la prevencié de lobesitat. Sha demostrat en ratolins que la
seva activacié afavoreix el drentatge de substrats energétics com la glucosa i/ o els lipids al teixit per tal

de que aquest pugui mantenir actiu el process de termogenesi que en estat dobesitat es veuen afectats.

S’ha plantejat en aquest estudi determinar la activacié termogenica del TAM utilizant I'TRT en pacients
amb obesitat morbida en resposta a dos tipus diferents de CB.

* A nivell de parametres clinics els dos grups de pacients varen experimentar una pérdua de pes significa-
tiva i una millora metabolica.

* Després de 6 mesos de la cirurgia el grup de pacients sotmesos a SG varen presentar una major capacitat per
activar el TAM que el grup sotmés al procediment del BPG, respecte al que presentaven abans de la cirurgia.
* Sha estasblert una correlaci6 positiva entre el grau de sobrepés perdut i 'activacié termogenica del TAM,
12 mesos després de la CB.

La quantificaci6 del TAM a través de I'TRT en pacients amb obesitat morbida candidats a la CB podria
contribuir en la practica clinica aportant més informacié sobre el estat metabolic del pacient i proporcio-

nar una hipdtesi sobre léxit de la CB en els pacients amb obesitat morbida.
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* Discussi6 OSM

Lefecte ’OSM en el procés d'adipogénesi i en la funcionalitat dels adipocits madurs
S’ha observat que la administracié d’OSM a dosis fisiologiques inhibeix la diferenciacié dels prea-
dipocits a adipocits marrons en cultius cel'lulars, afectant els nivells dexpressié de pgcl-a; principal

marcador bioenergetic mitocondrial relacionat amb l'activacié de la termogenesi.

Aquests resultats concordarien amb l'efecte inhibitori observat de la citoquina sobre el mecanisme
d’adipogénesi en adipocits blancs 275,276 . Les citoquines que inhibeixen la diferenciacié presenten
un efecte negatiu en el metabolisme, que contribuiria al desencadenament dels processos d’hiper-
trofia i de resisténcia a la insulina en l'adipocit 159 . En aquest sentit s’ha vist que OSM presenta un
efecte inhibidor de l'adipogenesi en diferents linies cel-lulars, suggerint el seu efecte proinflamatori i
la seva possible contribucié en I'alteracié de la funcionalitat del teixit adipés i en el desenvolupament

de la resisténcia a la insulina.

Els nivells de OSM es troben incrementats en pacients amb obesitat i alteracié de la homeostasi de la
glucosa, i els seus nivells es redueixen després de la CB

Préviament, s’havia descrit que la produccié d’OSM es produeix en el teixit adipds i es troba regulada
en condicions d’obesitat. En una cohort de pacients amb obesitat morbida sotmesos a SG, es va po-
der descriure no només que es produeix una modulacié de la citocina siné que la seva reduccié arriba
a ser significativa 12 mesos després de la intervencié i que, en una cohort control, no es detectada.
Aquests resultats demostren que 'OSM es troba modulada en obesitat i que la CB tot i que a priori
es aplicada per raons de pes i estat metabolic té un clar efecte sobre la inflamacié del TA. A banda
dobservar una reduccié de la OSM després de la SG, es va observar un increment d’una molécula

promotora del embruniment del TAB: la Meteorin-like 2”7

. Els seus nivells varen augmentar signifi-
cativament als 12 mesos despres de la cirurgia tot i que els nivells circulants encara eren inferiors als
que presentaven el grup control. A més, es va observar que es produia una correlaci6 inversa entre els
nivells circulants de OSM i Meteorin-like. Aquesta modulacié oposada de totes dues molécules es

va associar amb una millora del estat metabolic als 12 mesos posteriors a la cirurgia. Aquests resultats
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suggereixen que la reduccié de OSM podria tenir un paper clau en la millora de la seva salut meta-

bolica del pacient sotmeés a la CB 277,

El desencadenament del estat inflamatori del TAB i la resisténcia a la insulina en el pacient amb obesi-
tat: processos d hipertrofia i hiperplasia del TA

La resisténcia a la insulina freqiientment es presenta en pacients amb obesitat, com a conseqiéncia
del desencadenament de l'inflamacié del TA. En l'analisi de TAB de pacients amb obesitat i hi-
perglucémia i amb obesitat i normoglicémia, es va obtenir que els primers presentaven uns nivells
d’expressi6 OSM superiors en el TABs respecte als normoglicémics. Els resultats concorden per tant
amb la hipotesi ja descrita, en la que s’ha observat que els pacients amb una major inflamacié del
TABs, presenten un pitjor estat metabolic explicat per la incapacitat del propi teixit per expandir-se
162278 § que esdevindra fenomens d’hipertrofia dels adipocits. Aquesta hipotesi s’ha vist refor¢ada a
través de les correlacions directes obtingudes entre OSM i els principals parametres d’hemostasia
de la glucosa com la insulina i THOMA-IR aixi com la no correlacié que presenta amb la massa
corporal. Per tant, la capacitat d'expansié del TABs exerceix un paper protector sobre la lipotoxicitat
sobre altres teixits %2 i la seva implicacié sobre el desenvolupament de lestat inflamatori del TA%®
. Per tant, pacients amb obesitat que presentessin una capacitat per expandir el TABs superior, po-
drien Unicament manifestar un excés d’adipositat sense alteracions metaboliques, el que actualment

s'anomena pacient obes sa?”.

Aquesta hipotesi es veu reforcada amb els resultats obtinguts en la present tesi. S’ha observat
que es produeixen diferéncies en els nivells dexpressié de pacients amb obesitat i hiperglicémia
i pacients amb obesitat i normoglicémia, amb uns graus d'obesitat similars. En el primer cas, els
pacients amb uns nivells de glucémia superiors, indicarien un estat metabolic més alterat esde-
vingut, entre altres factors, per major desenvolupament del estat inflamatori en els adipocits on
OSM hi resultaria implicada a través de la inhibici6 dels processos d’adipogenesi i una reduccié
en els nivells d’expressié de GLUT4. Aquestes observacions concorden amb les dades obtingu-
des en el model animal, el qual demostra que els nivells de GLUT4 sén superiors en ratolins

knockout per al OSMR que en el grup control.
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Tot i que actualment encara no es ben establert el procés d’inflamaci6 del TAB, s’ha vist que un feno-
tip format per un nombre d’adipocits reduits perd amb un elevat contingut en greix (hipertrofiades)
hi contribueixen®’ de fet, es suggereix que les diferéncies en la mida dels adipdcits podrien ser una
caracteristica important o fins i tot un factor predisposant al desenvolupament de la resisténcia a la
insulina i DM2%5628 independenment del IMC del pacient 82 . Alhora, la capacitat d'OSM per in-
hibir 'adipogénesi estaria també contibuint al desenvolupament de la resisténcia a la insulina. L’acu-
mulacié de greix visceral s’ha associat a un major estat inflamatori i a un major risc de desenvolupar
resisténcia a la insulina i alteracié en 'homeostasi de la glucosa %% . Alhora és en aquests diposits

viscerals on s'observa una major infiltracié de cél'lules immunitaries 253.

Entre elles es produeix un increment de les cél'lules T i macrofags responsables de la major part de la
secrecié de OSMV, citocina la qual s’ha vist en els resultats de la present tesi, es troba involucrada en

la disrupcié del metabolisme energetic.

En la present tesi s’ha vist que OSM es troba estretament relacionada amb lestat metabolic del pa-
cient amb obesitat, essent negativament correlacionada amb els principals parametres d’homeostasi

de la glucosa i positivament amb els principals marcadors d’inflamacié en el TA.

L’OSM produeix un empitjorament de la funci termogénica del TAM i de la seva capacitat dembru-
niment, y la seva inmunoneutralitzacio millora parcialment lestat metabolic en models experimentals.
En ratolins amb obesitat induida a través de la dieta s’ha vist que els nivells d’ expressié de la
citocina augmenten tant en el TAM com en el TAB. La administracié directa d’OSM sobre el
TAM en ratolins ha mostrat una reduccié dels principals gens d’activacié de la termogenesi aix{
com una reduccié en FGF-21 i un increment en l'expressié de gens relacionats amb processos
inflamatoris com TNF-a, ccl2 o IL-6 251 . La reduccié i inhibicié del procés de termogenesi
i adipogeénesi es podria traduir en una reduccié dels processos de catabolisme com la lipoli-
si, afavorint 'acumulacié de lipids en el teixit. Aquesta disrupcié en el metabolisme energétic
implicara una reduccié de la despesa energética del pacient amb obesitat que contribuira a un

increment del pes i/o el manteniment del mateix, a banda d’altres efectes proinflamatoris 2 .
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Els resultats obtinguts suggereixen que ’OSM podria estar inhibint la capacitat termogeénica i

funcié endocrina del TAM, contribuint a un empitjorament del estat metabolic.

Draltra banda, lexposicié al fred s’ha descrit com un dels principals factors contribuents al procés
dembruniment del TAB ja que indueix als adipdcits beixe a adoptar la funcionalitat del TAM per tal
d’augmentar la dissipacié de calor en forma d’energia a través de la termogeénesi 200,202,204 . El que
succeeix perd quan s’administra de manera localitzada aquesta OSM en el TAB inguinal dels ratolins
amb normopés també exposats al fred es que s'inhibeix el procés de marronitzacié i una reduccié en

els nivells dexpressié de UCP-1 respecte al grup control.

Donada la rellevancia del paper de la OSM en lobesitat especialment en el desenvolupament del
procés inflamatori del TA i de la RI, es va plantejar la inmunoneutralitzacié de la citoquina a través
de la utilitzacié del seu 'anticos especific. Després de la seva administracid, que es va portar a terme
després de que els animals haguessin desenvolupat el fenotip d’obesitat, es va obtenir que els nivells

d’expressié de ccl2, marcador d’inflamacid, es reduien tant en el TAM com en el TAB.

Donat a que no s’han observat canvis d’expressié6 del transportador GLUT4, els mecanismes a tra-
vés dels quals es produeix una normalitzacié de la glucémia en els ratolins amb obesitat induida a
través de la dieta es encara incert. Aquesta millora pero podria venir esdevinguda per una reduccié
dels processos inflamatoris en el teixit adipés aixi com una reduccié de la infiltracié de cel'lules
del sistema immunitari, que podria explicar-se a través de la reduccié del nivells de transcripcié de
MCP-1. Alhora, aquest efecte podria contribuir a la millora de la sensibilitat a la insulina en els
adipocits, lleugerament observada en els ratolins tractats. Cal esmentar, perd que no s’ha analitzat
els possibles efectes derivats del tractament sobre la resta de teixits. L’ increment dels nivells d’in-
sulina en els animals tractats podrien suggerir una acci6 directa sobre les cél'lules  pancreatiques
o bé, un reduccié6 dels processos de gluconeogenesi hepatica. En aquest sentit, les céllules kupffer
en resposta a la prostaglandina E2 alliberara OSM, el que ha estat proposat com a possible me-
canisme el qual inhibeix la senyalitzacié de la insulina hepatica contribuint d’aquesta manera a la

acumulacié de lipids anormal.
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* Discussi6 termografia

La termografia infraroja com meétode no invasiu i valid per a lestimacié de lactivitat del TAM en
pacients candidats a la CB.

El descobriment de l'activitat termogénica del TAM en humans adults 2% i la seva manca
d’activacié en persones amb obesitat ha portat a plantejar el possible paper del TAM en de-
terminades patologies metaboliques com lobesitat i/o la DM2. Tot i que la metodologia per
excel-léncia utilitzada per al seu estudi és el PET-SCAN, la seva aplicacié en estudis en po-
blacions control o infantil, la descarten no només per la seva invasivitat siné també per la seva
exposici6 a radiacions. Actualment la IRT s’ha establert com a metode validat en la determi-
nacié de l'activitat del TAM en humans adults 2 . Aquesta metodologia pero ja havia estat
utilitzada en estudis de poblacié infantil donada la seva innocuitat i la seva facil aplicabilitat
en 'ambit clinic 2° . Actualment, tot i la validacié del metode, la controvérsia es produeix en

el meétode d’estimulacié del TAM per tal de produir 'activacié de la termogeénesi a través de

lexposicié al fred.

L'activacié del TAM préviament a la CB podria contribuir a la prediccio de lexit de la intervencio
12 mesos despres de la mateixa.

El protocol clinic per a la CB estableix una série d’avaluacions endocrina metaboliques i psicold-
giques per tal de determinar la idoneitat de la propia cirurgia i el tipus de la mateixa. Malgrat les
valoracions prévies no hi ha garanties absolutes sobre l'¢xit posterior de la CB. En la present tesi
perd es va observar que la determinacié de l'activacié del TAM abans a I’ intervencié quirtrgica
podria proporcionar més dades sobre aquest exit. Els resultats obtinguts mostren, que aquells
pacients que presentaven una major activacié abans de la intervencié eren aquells que assolien
pérdues de sobrepés inicial majors. En la cohort de pacients estudiada s’ha observat que als 6
mesos posteriors a la CB, quan s’havia produit en la majoria dels subjectes una pérdua de sobre-

pés inicial del 50%, la capacitat termogénica del TAM augmentava.

Els pacients sotmesos a la tecnica quiriirgica del SG presenten una major activacié del TAM que
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els sotmesos al BPG.

Sorprenentment es van observar diferencies en l'activacié del TAM en funcié de la tecnica
quirurgica aplicada. Els pacients sotmesos al SG van ser els que més incrementaven la seva
activacié del TAM mentre que aquells sotmesos a un BPG, presentaven una menor activacié
després de la CB. Cal esmentar perd que la técnica del BPG es troba indicada en aquells pa-
cients amb obesitat i també alteracié de I'homedstasi de la glucosa ja que s’ha vist que a llarg
termini presenten un millor control metabdlic ?*. En tots dos grups els nivells de hemoglo-
bina glicosilada diferien essent més elevats en el grup BPG malgrat que els valors de IMC
eren similars. Tenint en compte que el TAM ha demostrat contribuir a la millora metabdlica
a través de la despesa energetica basal i la sensibilitat a la insulina®’, es podria pensar que
el TAM dels pacients amb normoglucémia i per tant sotmesos al SG mantindrien millor la
funcié termogenica del mateix que els pacients amb hiperglucémia amb prediabetis o diabetis.
Fet que podria explicar, parcialment una millor sensibilitat a la insulina i un augment en la
capacitat per activar el TAM observada en el grup SG, el que podria contribuir al éxit de la
CB. La resposta pero a aquests resultats no es tant trivial com inicialment es podria suposar ja
que estudis recents demostren que una manca d’activacié hipotaldmica en pacients sotmesos a

BPG podria explicar diferencies en la via a través de la qual es produeix l'activacié del TAM 2%,
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*I. La funcié d’OSM en la patologia de I'obesitat i la resisténcia a la insulina:

Els nivells circulants OSM es troben incrementats en pacients amb obesitat i la CB produeix una reduccié

significativa dels nivells inicials als 12 mesos posteriors a la CB.

* » La reducci6 dels nivells circulants I OSM correlaciona amb un millor perfil lipidic dels pacients.

* * Posterior a la CB sobserva una correlacié inversa entre la modulacié dels nivells ’OSM i la proteina
Meteorin-like, descrita com a factor promotor de I'activacié del TAM.

* « Els nivells dexpressié génica dOSM en pacients amb obesitat i hiperglicémia es troben més elevats que
en pacients amb el mateix grau dobesitat i normoglicémia.

* » Sobserva una correlaci6 directa entre els nivells dexpressié 'OSM en el TAB de pacients amb obesitat i

hiperglicémia i els marcadors d'inflamacié ccl2 aixi com una correlaci6 inversa amb el transporador GLUT4.

* I1. Els efectes directes  OSM sobre adipocits humans i murins i la seva posible inmunoneutralitzacié

en ratolins amb obesitat induida a través de la dieta rica en greix:

* » Dadministracié d'OSM en adipocits murins inhibeix el proces d’adipogenesi promovent el desenvolupa-
ment de lestat inflamatori.
* » Dadminsitracié directa d’OSM en ratolins altera la funcionalitat del TAM i produeix un bloqueig parcial
del procés dembruniment.
* » Linmunoneutralitzaci6 especifica dOSM en ratolins redueix els nivells d'inflamaci6 en el TAB i el TAM

i millora els nivells de glicémia.

* II1. Els canvis en I'activitat termogénica del TAM supraclavicular dels pacients amb obesitat

sotmesos a la CB:

* » Els pacients sotmesos a la técnica del SG presenten una major capacitat d’activacié termogenica del TAM
que els pacients sotmesos a la técnica del BPG.
* » Els pacients que presenten una major activacié del TAM prévia a la CB presenten una perdua de sobrepes

inicial superior els 12 primers mesos post cirurgia.
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‘obesitat és una patologia cronica que en les darreres décades s’ha incrementat de manera alarmant

al mén especialment en els paisos mes desenvolupats. Malgrat que la dieta i l'exercici fisic s6n dos

agents primordials en el tractament d’aquesta malaltia, la seva efectivitat en els pacients amb obe-
sitat morbida no sembla ser del tot eficient. Actualment i donat que a nivell farmacologic els recursos s6n
moltlimitats, la unica alternativa efica¢ a mig-llarg termini és la cirurgia bariatrica. El teixit adipés presenta
unes funcions reguladores en 'organisme. En la patologia de l'obesitat en la qual aquest teixit pot arribar
a suposar més de la meitat del pes corporal del pacient, la seva accié és d’important rellevancia. Els pro-
cessos d’hipertrofia e hiperplasia del teixit donaran resposta a la necessitat d'emmagatzematge d'energia
perd aquesta situacié mantinguda en el temps esdevindra una lipotoxicitat en altres teixits degut a la propia
incapacitat de continuar emmagatzemant aquesta energia en els adipocits. Es a partir d’aquest moment en
el que es produira el desencadenament de la resposta inflamatoria que generara una série de canvis en la
funcionalitat i perfil secretor del teixit. La polaritzacié de macrofags, 'angiogénesi o 'increment en la pro-
duccié de citoquines inflamatories com OSM sén alguns d’ells. COSM pertany a la familia de les gp-130
els nivells de la qual es troben incrementats en determinades patologies entre les quals es troba I'obesitat i
s’ha observat recentment que els nivells d’expressié d’aquesta proteina podrien estar correlacionats amb el

context de DM2 i/o resisténcia a la insulina, unes de les principals comorbiditats associades a la malaltia.

El teixit adipés marré redescobert fa alguns anys en humans adults, ha permés generar noves hipotesis
sobre I'increment de la epidémia actual d'obesitat. La funci6 basal del teixit adipés marré és I'activacié de
la termogeénesi basal i per tant de la despesa calorica basal com a resposta principalment d’estimul del fred.
En condicions d’obesitat s’ha vist que aquesta funcionalitat del teixit es troba disminuida o practicament

inhibida aixi com el seu perfil secretor.

Entre els potencials mecanismes de la millora de I'estat metabolic experimentat pels pacients amb obesitat
sotmesos a una cirurgia bariatrica, podria trobar-se la modulacié de la citoquina inflamatoria OSM. El
bloqueig especific d’aquesta citoquina podria doncs, millorar l'estat inflamatori del teixit adipés blanc i ma-
116 i, contribuir alhora, a la millora de la resisténcia a la insulina que pot ser desenvolupada en condicions
d’obesitat. Per dltim, s’hipotetitza que la termografia infraroja podria ser un métode per a I'avaluacié de la
activitat termogénica del teixit adipés marré en pacients amb obesitat, contribuint al pronostic de la cirur-

gia bariatrica i proporcionant informacié addicional a la prioritzacié de pacients candidats a la mateixa.
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