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1. INTRODUCCIO






Introduccio

1.1 L’obesitat: perspectiva historica

L’obesitat és una malaltia cronica i multifactorial que apareix com a resultat d’un
desequilibri entre la ingesta calorica i la despesa energetica, en benefici d’un balang
energétic positiu perllongat en el temps (Figura 1). En aquest equilibri hi intervenen tant

factors genétics com ambientals.

activitat
fisica

Il

DESPESA HH

H dieta ENTRADA D’ENERGIA
D’ENERGIA I

Figura 1. Balanc¢ energétic en I’obés. El balang energétic és la diferéncia entre I’energia que aporten els
aliments i ’energia que es gasta (ja sigui en activitat fisica, en taxa metabolica basal (BMR) o en
termogeénesi). En el cas dels obesos el balang energétic esta desplacat cap a la banda de les entrades.

El disseny de ’organisme i el metabolisme huma son el resultat de milions d’anys
d’evoluci6 biologica. Durant aquest temps, la seleccid natural ha triat aquelles
caracteristiques que han permes la supervivencia de I’espeécie humana i dels seus
ancestres. En la prehistoria, els hominids eren cacgadors i recol-lectors, la seva
alimentacio (és a dir, ’entrada d’energia) era rica en hidrats de carboni complexes i
fibra, 1 ’esfor¢ que els suposava aconseguir aquests aliments (és a dir, la sortida
d’energia) era important. D’aquesta manera la seleccid natural va acabar triant el que en
J.V. Neel, al 1962, va definir com a “genotip estalviador” [1], el qual es caracteritza per
permetre I’acumulacié en forma de greix de ’energia excedent consumida durant les
epoques d’abundancia d’aliments per poder-la fer servir durant les époques d’escassetat.
Amb el desenvolupament de D’agricultura i la ramaderia, I’esfor¢ que suposava
aconseguir aliments es va anar reduint progressivament, tot i aixo 1’home continuava
veient-se sotmes a periodes d’escassetat d’aliments deguts a condicions ambientals
adverses (guerres, pérdua de collites, epidémies, etc.); de manera que el fet de tenir el
genotip estalviador continuava sent un avantatge evolutiu. No ha estat fins al segle XIX,
amb I’inici de la revolucio industrial, que les condicions de vida de 1’ésser huma han
canviat drasticament. Poc a poc, la nostra dieta s’ha anat enriquint en aliments amb un
elevat contingut caldric i proteic, un elevat contingut en greixos saturats i hidrats de
carboni d’absorcié rapida; per contra, el nostre nivell d’activitat fisica s’ha reduit
considerablement i ha augmentat el sedentarisme. Resumint: les nostres entrades
d’energia han augmentat considerablement mentre que les sortides s’han reduit. El
resultat de tot aix0 €s que I’equilibri energetic que existia entre entrades 1 sortides
d’energia a I’organisme s’ha trencat, inclinant la balanga cap a les entrades.

Podriem dir que els nostres gens paleolitics 1 el nostre estil de vida modern estan en
conflicte i el resultat n’és 1’obesitat.



Introduccio

1.1.1 Epidemiologia: I’obesitat morbida

L’obesitat €s una malaltia que es caracteritza principalment per un excés de greix
corporal. Aixi doncs, es podrien definir com a persones obeses aquelles que tenen
percentatges de greix superiors als considerats normals o ideals, que son del 25% en
homes i del 33% en dones [2]. Tot i aix0, per definir el grau d’obesitat €s molt més
freqiient utilitzar I’index de Quetelet o index de massa corporal (BMI) [3], entés com el
quocient entre el pes d’un individu en kilograms, dividit entre la seva algada al quadrat
en metres. La classificacio que proposa I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), i que
va ser adoptada (amb algunes modificacions) el 1993 en el nostre pais per la Sociedad
Espanola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO), ¢s la que figura a la Taula 1.

Rang de BMI | Classificacio
<18.5 | Pes insuficient
18.5-24.9 | Normopes
25.0-26.9 | Sobrepes de grau |
27.0-29.9 | Sobrepés de grau II (preobesitat)
30.0-34.9 | Obesitat de tipus I
35.0-39.9 | Obesitat de tipus II
40.0-49.9 | Obesitat de tipus I1I (morbida)
>50 | Obesitat de tipus IV (extrema)

Taula 1. Criteri SEEDO per definir en graus ’obesitat adulta segons el BMI. Extret del Consens
SEEDO 2007 [4].

Segons aquesta classificacio, en la poblacié adulta espanyola (entre 25 i 64 anys) la
prevalenca del sobrepes ha passat d’un 12.4% al 2004 a un 39.4% el 2011 (46.4% en
homes 1 32.5% en dones) 1 la d’obesitat d’un 15.6% a un 22.9% (24.4% en homes i
21.4% en dones). Finalment, la prevalénca d’obesitat morbida ha passatd’un 0.63% (un
4.0% de la poblacié d’obesos) el 2004 a un 1.2% el 2011 (0.6% en homes i 1.8% en
dones), que representa el 5.2% de la poblacié d’obesos. Dades obtingudes dels estudis
DORICA [5] i ENRICA [6].

Va ser Van Itallie, als anys 80, el primer que va descriure I’obesitat morbida com
aquella obesitat que comprometia 1’esperanga de vida dels individus que la patien [7].
L’obesitat morbida és responsable d’un increment del 52% de la taxa de mortalitat en
els homes 1 d’un 62% en les dones, si es compara amb persones amb normopes [8]. Per
altra banda, 1’obesitat morbida predisposa a una elevada comorbilitat com ara la
resisténcia a la insulina (IR) que pot evolucionar a diabetes mellitus de tipus Il (DM),
dislipémies, fetge gras no alcoholic (NAFLD) i hipertensi6 arterial entre d’altres [9].

La utilitzaci6 del BMI per classificar I’estat d’obesitat es basa en associacions
epidemiologiques entre aquest index i la morbiditat i mortalitat que porta associades
[10]. El BMI potser no és el millor sistema per mesurar el grau d’obesitat ja que no pot
diferenciar entre I’excés de pes provocat per I’excés de greix o el provocat per una
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hipertrofia muscular (per exemple, en el cas dels atletes) o per un edema. Tampoc no és
una mesura de la composicid corporal (tot i que si que esta correlacionat amb el greix
corporal). Tot 1 aix0, s’accepta com a classificacid per al grau d’obesitat, ja que la forma
d’obtenir-lo és rapida, senzilla, no invasiva i1 econdomica. A més, s’ha demostrat que
presenta una relacid molt estreta amb els problemes de salut associats a 1’obesitat.
Segons Clegg 1 col-laboradors, el risc de mortalitat augmenta en un 50% per a un BMI
de 30 en comparacié a un individu normopés i es duplica a partir d’'un BMI de 35,
seguint a partir d’aqui una relacié lineal [11].

Els motius que poden portar a un individu a convertir-se en obés morbid poden ser
molt diversos, pero basicament es poden reduir a dues situacions: o bé existeix una
ingesta d’energia superior a la despesa, o bé tot i mantenir una ingesta d’energia estable,
la despesa disminueix. Estudis realitzats per en Prentice i1 col-laboradors [12] van
demostrar que per terme mig els obesos tenen taxes metaboliques més altes si es
comparen amb individus normopes, degut a que juntament amb el greix (teixit
metabolicament menys actiu) també augmenta la massa lliure de greix (teixit
metabolicament més actiu). D’aquest estudi es conclou que, al menys en una part de la
poblaci6é obesa, la causa de la seva obesitat no és un defecte de la despesa energética
sin6 un lleuger perd mantingut augment de la taxa d’ingesta energetica per sobre dels
valors considerats d’equilibri. Aquesta situacid pot empitjorar amb el temps, com en el
cas dels obesos morbids, si 1’acumulacié de greix dificulta la realitzacié d’activitat
fisica, ja que el consum energetic actiu encara disminueix més. Un cop assolida
I’obesitat morbida ¢€s freqilient que els individus se sotmetin a programes de pérdua de
pes. S’ha observat que un 50% dels pacients que se sotmeten a tractaments de perdua de
pes no invasius pateixen trastorns afectius (depressié 1 ansietat), que podrien ser
decisius en 1’elevat nombre d’abandonaments del tractament [13]. Pel que fa als
aspectes psicologics de 1’individu, hi ha autors que consideren que so6n un dels factors
causants de 1’obesitat, mentre que d’altres consideren que sén una conseqiiencia de la
discriminaci6 social que pateix 1’obes [14].

1.2 El teixit adipds blanc

Durant molt de temps s’ha considerat que el teixit adipos blanc (AT) era un teixit
més aviat passiu i basicament se li atribuia la funcié d’emmagatzemar energia en forma
de triacilglicerids (TAG) per proporcionar-la a la resta de 1’organisme en situacions de
deficit energetic. Tanmateix, en els darrers anys s’ha avangat de forma notoria en la
comprensio de la fisiopatologia d’aquest teixit. S’ha pogut comprovar que aquest no €s
simplement un reservori de greix, sind que €s un important organ endocri que participa
activament no només en el manteniment de I’homeostasi energetica, sind que també
regula diversos processos fisiologics implicats en el sistema de control de la glucémia,
el sistema immunitari i la reproduccié. Es per aixo que la seva alteracio, situacié que es
dona en casos com I’obesitat o les lipodistrofies, té conseqliencies negatives per a la
salut.
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1.2.1 Distribucio del greix corporal

El 1974, J. Vague va descriure que hi ha dos patrons de distribucié del greix
corporal: el ginoide, observat normalment en dones i 1’androide, més freqiient en els
homes [15]. En I’obesitat ginoide els diposits grassos s’acumulen a la zona femoral 1
dels glutis (distribucio periférica dels greixos) i generalment no va associada a un
augment del risc per a la salut. En canvi, en 1’obesitat de tipus androide els diposits
grassos s’acumulen a la zona abdominal (distribuci6 central dels greixos) i si que esta
associada a un augment de la morbimortalitat (Figura 2) [16-18]. Aixi doncs, dues
persones amb el mateix grau de sobrepés poden tenir una distribucié del greix corporal
diferent 1 per tant un risc de patir malalties associades diferent. Cal tenir present que tant
el sexe [19] com I’¢tnia [20] sén factors que afecten a la distribucio 1 al metabolisme de

I’AT.
9 /Og
Figura 2. Esquema que representa la
distribucié del greix en I’obesitat androide
(esquerra) i ginoide (dreta). A destacar que
en |’obesitat androide el contingut de greix
abdominal és superior que en la ginoide.

Adaptat de Foz M. i Formiguera X. [16].

L’AT abdominal inclou el greix subcutani situat a la regié abdominal i el greix
visceral, situat a la cavitat abdominal al voltant dels principals organs. Aquest darrer es
subdivideix en omental (al voltant de les visceres), mesenteric (al voltant de I’intesti) i
el retroperitoneal (al voltant dels ronyons). El greix visceral pot arribar a representar el
20% del greix corporal total en els homes i1 un 5-8% en les dones en els normopes [21].

El punt de tall per establir quan hi ha obesitat abdominal varia en funcio6 del criteri
que se segueixi; la primera definicié d’obesitat central la va proposar I’OMS basant-se
en el quocient cintura/maluc (WHR). Aixi, es parlava d’obesitat central quan el quocient
era igual o superior a 1 en homes i a 0.9 en dones [22]. La segona definicio,
probablement la més popular, la va proposar el tercer panell d’experts per a la deteccio,
avaluacio 1 tractament de la hipercolesterolémia en adults (NCEP-ATPIII) la qual es
basa només en el perimetre de la cintura. Segons aquesta definicid, existeix obesitat
central quan el perimetre de cintura esta per sobre de 102 cm en ’home i de 88 cm en la
dona [23]. Finalment, I’any 2005 la Federaci6 Internacional de Diabetes (IDF) va
introduir dos canvis: per una banda va disminuir els punts de tall per a la definicio
d’obesitat central i1 per altra banda va proposar diferents punts de tall en funcié de
I’¢tnia dels individus. Segons aquest criteri, en el cas dels europeus es parla d’obesitat
central quan el perimetre de cintura és superior a 94 cm en el cas del homes i a 80 cm en
el cas de les dones [24].
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1.2.2 Determinacio de les diferents masses grasses

Tot 1 la gran utilitat que presenta el BMI alhora d’establir el grau d’obesitat d’un
individu, es tracta més aviat d’un marcador de corpuléncia i no pas d’adipositat i a més,
no té en compte la distribucio regional del greix. Es per aixo que s’han desenvolupat
diverses metodologies per poder estudiar la composicid corporal i en especial les
quantitats de greix visceral.La composicid corporal en els obesos ¢és diferent de la d’un
individu amb normopeés: mentre que en un individu amb normopés la massa grassa pot
suposar un 20% del pes corporal (per tant la massa magra sera del 80%), en un obe¢s la
massa grassa pot arribar a suposar el 36.5% del pes corporal [8]. Aixo fa que a I’hora
d’estimar els diposits grassos no hi hagi unanimitat en variables com el nivell
d’hidrataci6 de I’AT, la densitat dels diferents teixits o la proporcid dels elements
quimics en aquests.

Actualment, un dels metodes més emprats per a I’estimacio de la composicio
corporal és la bioimpedancia, definida com 1’oposicid d’un conductor biologic al pas
d’un corrent altern. Es tracta d’una teécnica relativament econdomica, no invasiva i que es
basa en les propietats corporals d’impedancia. Mesura 1’aigua corporal aplicant unes
equacions predictives obtingudes mitjangant altres técniques de referéncia [25] 1 obté la
massa grassa de restar la massa total de I’organisme menys la massa lliure de greix
mesurada. Aquesta técnica perd, no esta recomanada per individus amb un BMI>35
kg/m2 [26], ja que per una banda encara no es disposa d’equacions predictives validades
per a aquesta poblacié i per altra banda, la técnica assumeix una hidratacio constant de
la massa lliure de greix, cosa que s’ha vist que esta alterada en el pacient obes [8, 27].
Aquest darrer inconvenient podria quedar resolt amb la bioimpedancia mutifreqiiéncia,
ja que treballa amb varies freqiiencies que van des de 5 a 1000 kHz i d’aquesta manera
té en compte les diferents freqliencies que es poden donar al teixit muscular [25].

Un altre metode que s’esta imposant en els darrers anys per a la mesura de la
composicid corporal €s la densitometria de doble fotdé dual (DEXA). Es tracta d’una
técnica amb un cost economic elevat 1 no invasiva que es basa en I’atenuaci6 fotonica
diferencial que presenten els teixits corporals, assumint que el cos esta dividit en tres
compartiments: os, teixit gras 1 teixit magre. Aquesta técnica, igual que la
bioimpedancia, també assumeix una hidratacié constant del teixit magre, perd no
I’utilitza per a la determinaci6 de la massa grassa. Alguns equips de DEXA permeten la
quantificacio de la massa grassa abdominal, pero no poden diferenciar entre subcutania i
visceral [28]. Tanmateix, 1’aplicaci6 d’aquesta técnica en pacients amb obesitat i
obesitat morbida presenta les segilients limitacions: amb gruixos superiors a 25 cm
(freqlientment observats en BMI>35 kg/m2) s’infraestima la massa grassa i I’AT situat
immediatament per sobre de I’0s no es pot determinar directament i1 s’ha d’extrapolar
dels teixits adjacents. Tot i aixd, la limitacié principal d’aquesta técnica a I’hora
d’analitzar individus amb obesitat morbida és que els aparells de mesura no tenen les
mides adaptades a les dimensions d’aquest tipus de pacients, dificultant 1’exploracié del
cos sencer [8].

La determinacio de la distribucid del greix corporal és cada cop més important en la
valoracié de la composicid corporal. Per aixd s’han desenvolupat diverses técniques,
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entre les que destaquen la tomografia computeritzada i1 la ressonancia magnética,
que permeten fer aquestes determinacions reduint la variabilitat interobservador. La
tomografia computeritzada es basa en 1’atenuacié que experimenten els rajos X quan
travessen les diferents estructures corporals, abans d’arribar als receptors de 1’aparell.
Aquests receptors tradueixen el senyal en diferents tonalitats de gris per a cada teixit. La
ressonancia magnética en canvi, no utilitza radiacions ionitzants, siné que mitjangant un
camp magnetic extern i polsos de radiofreqiiéncia aconsegueix captar |’energia
alliberada pels protons dels nuclis d’hidrogen del cos, quan aquests alliberen 1’energia
absorbida. L’alliberaci6 d’aquesta energia és captada per un receptor que la tradueix en
imatge. L ’avantatge que té la ressonancia magnetica sobre la tomografia computeritzada
¢és que en la primera el senyal produit pel greix és el més alt d’entre tots els teixits 1 aixo
permet diferenciar bé entre el greix subcutani i el visceral de forma automatica [29].
Aquests metodes perod, tenen un cost elevat i no és facil emprar-los en la rutina clinica.

Tot i disposar d’aquestes técniques, avui en dia encara continua sent imprescindible
la valoraci6é antropomeétrica del pacient. A part de les mesures necessaries per al calcul
del BMI, la mesura dels perimetres de cintura i maluc i el posterior calcul del seu
quocient (perimetre de cintura/perimetre de maluc) per obtenir el WHR permet
diferenciar entre obesitat androide (WHR>1 en homes 1 >0.9 en dones) o ginoide
(WHR<1 en homes i <0.9 en dones) [30]. A més, un forma senzilla i economica
d’obtenir una estimacid del risc que presenta un individu amb obesitat central ¢és
mitjancant la mesura del perimetre de la cintura. Aquesta mesura té ben establerts els
punts de tall [31]. Tanmateix, aquest tipus de mesures no estan exemptes de limitacions:
la relacio directa entre el BMI i el perimetre de la cintura en el pacient obes disminueix
de forma progressiva a partir de BMI>35 kg/m” probablement degut a dificultats
propiament técniques del sistema de mesura (en un pacient obés morbid el greix
abdominal freqiientment penja per sota de les referéncies anatomiques on s’han de
prendre aquestes mesures).

Per altra banda, hi ha autors que han desenvolupat formules predictives tant de la
massa de greix total, com de la subcutania i la visceral a partir de mesures
antropometriques senzilles [8, 32-34].

1.2.3 Fisiologia del teixit adipos

Des d’un punt de vista histologic, I’AT esta format per adipocits madurs,
preadipocits en diferents estadis de diferenciacio, cel-lules mesenquimatiques,
endotelials 1 neuronals, 1 cél-lules del sistema immune; totes elles incloses dins d’una
matriu extracel-lular (col-lagen 1 metal-loproteases) [35].

L’adipocit, la unitat basica de I’AT, té el seu origen en una c¢l-lula precursora de
tipus fibroblast: el preadipocit. El preadipocit, sota I’efecte de diferents hormones
(insulina i glucocorticoides), citoquines, factors de creixement (factor de creixement
insulinic-1) i1 nutrients (acids grassos, vitamina A), inicia un procés de diferenciacio
morfoldgica i funcional fins a convertir-se en adipocit madur. En aquesta fase de
I’adipogenesi és molt important I’expressid de factors de transcripcid com ara el
receptor activador de la proliferacid peroxisomal (PPAR)y o el factor depenent de la
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determinacio 1 diferenciacio adipocitaria (SREBP), ja que son els reguladors centrals de
la transcripcié durant la diferenciacid adipocitaria [36].

L’adipogenesi, o procés de creacid de nous adipocits, té lloc al llarg de tota la vida
d’un individu 1 és clau en el manteniment del nombre de cél-lules a I’AT (en els adults,
aproximadament el 10% dels adipocits es renova anualment, independentment del BMI,
amb una vida mitjana de 10 anys) [37]. L’adipocit pot créixer en mida (hipertrofia) i/o
en nombre (hiperplasia), i tots dos processos estan relacionats [38]. El nombre
d’adipocits presents a I’AT 1 el seu volum son els factors determinants per establir la
massa grassa d’un individu, fet que queda demostrat per que la massa grassa i el volum
adipocitari tenen una relaci6 curvilinia (Figura 3) [37, 39].
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Figura 3. Relaci6 curvilinia entre el volum adipocitari i la massa grassa. Adaptat d’Arner, E. i
col-laboradors [39].

S’ha descrit que el nombre d’adipocits queda fixat durant la infancia i la pubertat i
es manté constant durant 1’edat adulta (tant en individus normopés com en individus
obesos); fins i tot, després d’una pérdua de pes important (18 = 11%). Es a dir, que en
els adults el que varia ¢és el volum dels adipocits [37]. Tanmateix, s’ha de destacar que
hi ha autors que han descrit que hi ha individus que presenten un AT més aviat
hiperplasic (amb un elevat nombre d’adipocits perd petits) 1 taxes altes de recanvi
cel-lular, i individus amb un AT hipertrofic (amb un nombre d’adipdcits menor perod
més grans) i taxes de renovacio baixes [39].

1.2.4 Principals lipases del teixit adipés
1.2.4.1 Triacilglicerol lipasa de I’adipés

L’any 2004, tres laboratoris van identificar simultaniament la triacilglicerol lipasa
de I’adip6s (ATGL), una proteina de 54 KDa [40-42], també coneguda amb el nom de
desnutrina o fosfolipasa A (. L’ATGL és un enzim que s’expressa principalment a
I’AT, tot i que també s’ha trobat en menor quantitat a muscul esqueletic i cardiac,
macrofags i a testicles [43]. A les cel-lules que tenen gotes lipidiques, com els adipocits,
es troba inactiva tant al citosol com associada a les gotes lipidiques.

Hi ha evidéncies de que ’ATGL catalitza de forma selectiva el primer pas de la
hidrolisi dels TAG, donant lloc a la formacié de diacilglicerols (DAG) 1 acids grassos
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no esterificats (NEFA). L’activitat TAG-hidrolasa és 10 vegades superior a la DAG-
hidrolasa i no presenta activitat envers altres substrats com ara els EC [42]. En humans,
per accio dels glucocorticoides, el péptid natriurétic o mitjangant els receptors [-
adrenérgics [44, 45], s’allibera el cofactor de I’ATGL (la proteina CGI-58) 1 s’inicia
I’activitat TAG hidrolasa. La insulina i el factor de necrosi tumoral o (TNFa) inhibeixen
I’expressio de I’ATGL; el dejuni i els agonistes PPARa i PPARy I’augmenten [43]. Es
creu que I’ATGL esta principalment implicada en la lipolisi basal.

Els ratolins knock-out (KO) per ’ATGL tenen més massa adiposa, 1’activitat TAG-
hidrolasa a ’AT esta reduida en un 80% 1 son més sensibles al fred, ja que els seus
adipocits no son capacos de mobilitzar suficients reserves energetiques. Com que tenen
una disponibilitat de NEFA reduida com a font d’energia, aquests animals presenten un
augment en la utilitzaci6 dels carbohidrats i aixd va acompanyat d’una millor tolerancia
a la glucosa i una major sensibilitat a la insulina. Per altra banda, aquest ratolins
acumulen TAG a la practica totalitat dels teixits del cos, fet que els provoca una mort
prematura [46]. Pel que fa als humans deficients en ATGL, desenvolupen una malaltia
que cursa amb miopatia 1 acumulacio anomala de lipids neutres als teixits, pero
contrariament al que succeeix en ratoli, no son obesos [43]; aix0 fa pensar que la lipolisi
a I’AT mitjancant ’ATGL en humans no €s tan importat com en ratoli.

1.2.4.2 Lipasa sensible a hormones

La lipasa sensible a hormones (HSL) és un enzim citoplasmatic de 84 KDa que es
troba expressat a AT, muscul esquelétic, pancrees, testicles i macrofags [45]. Tot i que
presenta activitat lipasica envers una gran varietat de substrats (TAG, DAG, EC i de
retinol), presenta una especificitat de substrat deu vegades més alta pels DAG que pels
TAG [43].

Per que I’HSL pugui exercir la seva activitat és necessari que transloqui del citosol
cap a la superficie de les gotes lipidiques. S’ha vist que per que aquesta translocacio
tingui lloc és necessaria la fosforil-lacié de 1’enzim per la proteina quinasa A, com a
conseqiiéncia d’una activacio B-adrenergica. Un cop a la membrana de la gota lipidica,
la perilipina A fosforil-lada afavorira I’entrada en contacte de I’HSL amb els seus
substrats. La insulina inhibeix 1’activitat de I’HSL. A més, també esta inhibida per
TNFa i resistina i activada per interleuquina 6 (IL-6), leptina i PPAR-y, implicant aixi la
senyalitzaci6 inflamatdria en el mecanisme de control lipolitic [45].

Els ratolins KO per HSL presenten una disminucié de la massa grassa i una
acumulacié de DAG a I’AT. Aixo, sumat al fet que aquests ratolins encara mantinguin
certa activitat TAG hidrolasa estimulable per catecolamines (40-50% de la dels no
mutats) fa pensar que ’HSL ¢és I’enzim limitant per a la hidrolisi dels DAG, mentre que
la mobilitzacié dels TAG requereix d’una segona lipasa. Aquests ratolins estan protegits
contra I’obesitat provocada per dietes riques en greixos. Sorprenentment, la sensibilitat
a la insulina en aquests ratolins no es veu afectada [43, 45].
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1.2.4.3 Lipoproteina lipasa

La lipoproteina lipasa (LPL) és un enzim glicoproeic de 55 KDa que es troba
expressat a AT, cor, muscul esquelétic, pulmd, glandula mamaria alletant, cervell, ronyo
1 macrofags. La funci6 principal de I’'LPL ¢és la d’hidrolitzar els TAG dels quilomicrons
(QM) i les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) per generar NEFA que puguin
ser utilitzats pels teixits. A més, també s’ha descrit que té activitat fosfolipasa, que
facilita I’accés de I’enzim al nucli de la lipoproteina [47].

L’LPL se sintetitza al parénquima dels teixits en els que es localitza. Posteriorment,
se secreta a I’espai intersticial 1, per un mecanisme que encara es desconeix, transloca
fins a la llum de ’endoteli. Hi ha autors que suggereixen que aquest transport el duen a
terme proteoglicans de tipus heparan sulfat (HSPG) [48], mentre que d’altres
suggereixen que qui fa de llangcadora entre les cel-lules del parénquima de ’AT o del
muscul i la cara luminal de les cel-lules de ’endoteli és la proteina d’unid a glicosil-
fosfatidil-inositol d’HDL de tipus 1 (GPIHBP1) [49]. Tradicionalment s’ha pensat que
un cop arriba a la llum dels vasos sanguinis I’LPL hi queda ancorada en la seva forma
homodimeérica (activa) mitjancant cadenes d’HSPG [50]. Tanmateix, aquest model esta
canviant, ja que alguns autors han suggerit un model en el que els HSPG, que unirien
I’LPL amb baixa afinitat, facilitarien la transferéncia de I’enzim cap a la GPIHBPI, que
t¢ 10 vegades més afinitat per I'LPL que els HSPG [48, 51]. Estudis recents
suggereixen que aquesta proteina, juntament amb [’apolipoproteina (apo) AV, és la
principal plataforma per que I’LPL pugui hidrolitzar els TAG de les lipoproteines riques
en TAG [51, 52].

L’apoAV regula la hidrolisi de les lipoproteines riques en TAG mitjancant la
inhibicié de la produccié hepatica de VLDL o facilitant la interaccié de I’LPL amb
aquestes lipoproteines [53]. Per altra banda, la relacié entre la quantitat d’apoCII i
apoClII present a les lipoproteines riques en TAG és un altre modulador de I’activitat de
I’LPL. Quan la balanca es decanta cap a 1’apoCIl, els QM i les VLDL sén bons
substrats per ’LPL i en canvi, quan proporcionalment hi ha més apoClIIl, aquestes
lipoproteines deixen de ser un bon substrat per I’enzim.

Unes altres proteines que modulen D’activitat de ’LPL a DI’endoteli son les
proteines semblants a angiopoietina 3 i 4 (ANGPTL 3 i 4). Aquestes proteines
promouen la monomeritzacié de ’LPL de manera que en disminueixen la seva activitat
[54].

Després d’una vida mitja curta, I’LPL s’allibera al torrent sanguini 1 es transporta,
majoritariament en forma inactiva i monomerica, associada a lipoproteines circulants
(sobretot lipoproteines de baixa densitat o LDL 1 lipoproteines d’alta densitat o HDL),
fins al fetge, on finalment és captada i degrada [55].

A nivell transcripcional els SREBP 11 2 i els PPAR a iy activen I’expressié d’LPL
i el TNFa a fetge I’activa [56], mentre que a la resta de teixits I’inhibeix [57]. A nivell
fisiologic, ’LPL esta sotmesa a una regulacié especifica de teixit que permet dirigir la
distribucio dels substrats lipidics entre els diferents teixits i adaptar-la al context
metabolic de I’organisme. Aixi doncs, s’ha descrit que després d’una ingesta (nivells
alts d’insulina) I’AT presenta uns nivells d’activitat LPL elevats que afavoreixen la
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captacid6 de NEFA 1 ’acumulacié de TAG en aquest teixit; mentre que en el dejuni
(nivells elevats de glucagd), I’activitat LPL disminueix a I’AT perd augmenta a cor i
muscul esquelétic, de manera que es produeix un flux de TAG cap aquests teixits per
satisfer les seves demandes energetiques. Els glucocorticoides provoquen un augment
de P’activitat LPL tant a ’AT com a cor, mentre que les catecolamines provoquen un
augment a muscul (cardiac i esquelétic) i una disminucié a I’AT [58].

L’LPL tissular pot tenir un efecte antiaterogénic ja que afavoreix la maduraci6 de
les HDL, mentre que L’LPL dels macrofags pot tenir un efecte proaterogenic afavorint
la formacio6 de cél-lules escumoses [57].

1.2.5 Principals adipocitoquines del teixit adipds

Com hem dit abans, I’AT cada cop s’entén més com un organ endocri actiu més
que no pas un simple reservori energetic. Els adipocits produeixen i secreten diverses
proteines, anomenades adipocitoquines, que actuen com a veritables hormones
responsables de la regulacio de la ingesta i de la despesa energética. A més, s’ha vist
que algunes d’aquestes adipocitoquines també estan implicades en processos
inflamatoris 1 arteriosclerotics (Figura 4). A continuacid es presenten algunes de les
adipocitoquines més importants.

Aterosclerosi
Obesitat
Artritis reumatoide
DM
],D any hep atic Obesitat
Malaties cardiovasculars NAFELD
1 OSA
Adiponectina Aterosclerosi
Artritis?
Resistina DM?
NEFA
CHOL
Aterosclerosi R
) PAIl . Artritis reumatoide
—> ..
Malaltles S VEGF Leptina Hepatitis
cardiovasculars -
Inflamacio
Citoquines:
1L1 . .
= ILIRA Visfatina
. 1L6
Inflamacio DM
Dislipemia / 1;5 lF Oa d.Altre.s . \ Artritis reumatoide
Malalties adip oq;nnes. Sepsis
cadiovasculars épe na Dany pulmonar
aspina
Omentina
Hepcidina

Figura 4. Adipoquines secretades per ’AT. Les adipoquines secretades per ’AT estan esdevenint
mediadores del metabolisme, de la resposta immune i de la inflamacio. NEFA, acids grassos no
esterificats; CHOL, colesterol; DM, diabetes mellitus de tipus 2; NAFLD, fetge gras no alcohdlic; OSA,
apnea obstructiva de la son; PAIl, activados de 1’inhibidor del plasmindgen de tipus 1; VEGF, factor de
creixement endotelial vascular; IL, interleuquina; TNF, factor de necrosi tumoral. Adaptat de Lago F. i
col-laboradors [59].
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1.2.5.1 Leptina

La leptina és una adipocitoquina de 16 KDa que es sintetitza principalment als
adipocits, tot 1 que també se n’ha vist expressio a teixit adipés marro, estdbmac, muscul
esquelétic, fetge 1 glandula mamaria [60, 61]. Com a citoquina anorexigenica, les seves
funcions principals a nivell central soén les de disminuir la ingesta d’aliments i
augmentar el consum d’energia mitjangant ’estimulacié a I’hipotalem de factors
anorexigeénics, com el transcrit regulat per cocaina i amfetamina (CART) i la
propiomelanocortina (POMC) i inhibint factors orexigénics, com el neuropéptid Y
(NPY) i la proteina relacionada amb agouti (AgRP) [59]. Per altra banda, la leptina
també té accions a nivell sistemic/periféric com ara augmentar 1’oxidacio dels NEFA a
fetge o interferir en la senyalitzacié del receptor d’insulina [61]. A més, la leptina actua
com a sensor del balang energetic de I’organisme: en situacio d’equilibri energetic (és a
dir, en una situacié en la que el pes corporal es manté estable) la concentracid
plasmatica de leptina reflecteix la massa grassa total; mentre que en una situacié de
desequilibri energetic (guany o pérdua de pes) els augments o disminucions de la
concentracio de leptina indiquen al sistema nervids central que s’estd emmagatzemant
un excés d’energia (o que hi ha un déficit d’energia en cas de pérdua de pes); en aquesta
situacio, els nivells de leptina no reflecteixen ’adipositat [60, 62]. En contra del que
s’esperaria, en els obesos els nivells de leptina es troben augmentats [62].

1.2.5.2 Adiponectina

L’adiponectina ¢és una adipocitoquina de 30 KDa (pes molecular del monomer)
sintetitzada a ’AT. Existeixen adiponectines de diferents pesos moleculars en funcié de
la quantitat de monomers que s’associin i s’esta estudiant si aquestes tenen
funcionalitats diferents [63]. La seva funcio6 principal és la de sensibilitzar I’organisme
envers la insulina; per una banda augmenta la transduccié del senyal del receptor
d’insulina (Ins;) incrementant 1’expressié de molécules implicades en el transport de
NEFA (CD36) i la seva oxidacio (acetilCoA oxidasa), i la dissipaci6 d’energia
(proteina desacobladora de la cadena de transport d’electrons o UCP2). Per altra banda,
via PPARa 1 AMP quinasa, augmenta la captacié de glucosa i 1’oxidacié de NEFA a
muscul 1 inhibeix la sintesi hepatica de glucosa. En conjunt, comporta un augment del
consum de TAG, per tant en redueix la seva lipotoxicitat [63, 64]. L adiponectina també
té activitat antiaterogénica i antiinflamatoria [65]. S’ha descrit que existeix una
correlacid inversa entre 1’adiponectina 1 1’obesitat, 1 en particular amb 1’obesitat central
[64].

1.2.5.3 Resistina

La resistina és una proteina dimérica de 12.5 KDa secretada de forma especifica a
I’AT. En models murins s ha vist que inhibeix la captacio tissular de glucosa estimulada
per insulina, alhora que augmenta les concentracions plasmatiques de glucosa i insulina.
Per altra banda, la resistina inhibeix la diferenciacié adipocitaria i estimula la secrecio
de citoquines proinflamatories com TNFa, IL6 1 IL12 [21, 66].
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El fet de trobar valors de resistina incrementats en ratolins obesos va fer que se la
proposés com a nexe d’uni6 entre 1’obesitat 1 la IR [61], pero estudis més recents han
posat en dubte aquesta hipotesi [59]. En humans perd, s’ha vist que s’expressa
preferencialment a les cel-lules de 1’estroma vascular presents a I’AT (monocits 1
macrofags) més que als adipocits, 1 la majoria d’estudis no troben correlacié entre les
concentracions plasmatiques de resistina i el BMI o la IR [21, 59, 61], tot i que hi ha
autors que discrepen [67].

1.2.5.4 Factor de necrosi tumoral a

El TNFa ¢és una citoquina proinflamatoria que es produeix en diversos tipus
cel-lulars. En el cas de I’AT, es troba expressada pels adipocits, perd sobretot pels
macrofags residents al teixit. La seva expressio és similar a I’AT subcutani i al visceral
en el cas d’individus normopes; perd en 1’obes, en general es troba sobreexpressada,
amb un marcat increment a I’AT visceral en comparacié amb el subcutani [21, 66, 68].

Aquesta citoquina promou la IR interferint en la cascada de senyalitzacid del
receptor d’insulina [21, 69]. A més, inhibeix ’activitat LPL a I’AT, activa I’expressio
d’HSL 1 disminueix la del transportador de glucosa (GLUT) 4, a banda d’inhibir la
diferenciacio adipocitaria. Per tot aixo s’ha proposat que el TNFa podria ser un
regulador de la mida dels adipocits [68, 70].

1.2.5.5 Interleuquina 6

La IL6 ¢és una citoquina que igual que TNFoa es produida per diversos tipus
cel-lulars. S’ha descrit que el 30% de I’IL6 plasmatica prové de I’AT, amb una major
aportacié del visceral. Tanmateix, dins d’aquest teixit només el 10% de la produccio6
d’IL6 la fan els adipocits [21], la resta és produida per cél-lules de la fraccio estromal:
mondcits 1 macrofags, cel-lules endotelials 1 fibroblasts [66, 70].

Es tracta d’una proteina pleiotropica. Una de les seves funcions principals ¢és
I’estimulacié de la sintesi hepatica de proteina C reactiva (CRP). Alhora, també
augmenta la secrecid hepatica de VLDL, promovent la hipertrigliceridémia que sovint
s’observa en els obesos i promou la IR disminuint la senyalitzacié del receptor d’inulina
[69, 71]. A més, inhibeix I’activitat LPL a I’AT induint una major captacio6 de lipids per
part dels macrofags, de manera que augmenta el nombre de cél-lules escumoses. Per tot
aixo0, s’ha proposat la IL6 com a nexe d’unid entre I’obesitat, la inflamacié i un major
risc de malaltia cardiovascular [21, 68]. S’han observat concentracions plasmatiques
d’IL6 elevades en individus obesos 1 aquest parametre presenta una bona correlacio amb
el percentatge de greix corporal [21, 68].

1.2.5.6 Visfatina

La visfatina és una proteina sintetitzada principalment a I’AT visceral [72], tot i que
hi ha autors que no han detectat diferéncies d’expressio entre I’AT subcutani i el
visceral [73]. També s’ha descrit expressio a fetge, muscul esquelétic i medul-la espinal
[59].
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Inicialment, es va considerar insulinomimetica [72], perd actualment hi ha molta
controversia pel que fa al paper que juga aquesta adipoquina en la regulacié de la IR 1
I’obesitat. Existeixen estudis que descriuen un augment dels nivells d’expressio de
visfatina a I’AT visceral durant el desenvolupament de la IR i I’obesitat [72], mentre
que d’altres no detecten cap alteracid [73] o fins i tot detecten un descens [74].

Per altra banda, s’ha descrit que la visfatina pot estimular la sintesi d’altres
citoquines proinflamatories com ara TNFa, IL1 i IL6, pel que podria estar relacionada
amb la inflamacio cronica de baix grau que sovint acompanya 1’obesitat [59].

1.2.5.7 Activador de I’inhibidor del plasminogen de tipus I

L’activador de I’inhibidor del plasminogen de tipus I (PAI1) és una proteina de fase
aguda sintetitzada a I’AT, majoritariament al visceral; tot i que també se’n sintetitza a
hepatocits, cel-lules endotelials i plaquetes [68, 75]. Es tracta d’un factor clau en la
regulacio de la fibrinolisi, ja que inhibeix la degradacid de la fibrina impedint la
dissolucio dels coaguls [76].

S’ha descrit que PAIl es troba augmentat en els obesos 1 els nivells plasmatics
correlacionen amb el BMI 1 el greix visceral [76, 77]. Per aixo, es creu que PAIl
contribueix al desenvolupament de complicacions tromboemboliques i a I’augment del
risc cardiovascular que acompanya 1’obesitat i el sobrepes [68].

1.2.6 Diferencies entre teixit adipos subcutani i adipds visceral

Les conseqiiencies de 1’obesitat per a la salut depenen en gran part del lloc del cos
on estigui dipositat el greix. El greix que es troba localitzat a la zona visceral €s diferent
del que es troba a les zones subcutanies, tant pel que fa al tipus de cel-lules, com pel que
fa a la funcid endocrina, a la capacitat lipolitica i a la capacitat de resposta a insulina i a
altres hormones; de manera que I’AT visceral esta associat amb un risc de comorbilitat
més elevat en comparacié amb I’AT subcutani [23, 78].

A nivell anatomic, ’AT visceral té limitada la seva expansid per la preseéncia dels
organs interns, representa una font d’energia de rapid accés i aboca els seus metabolits
(principalment NEFA 1 adipoquines) directament al fetge a través de la vena porta.
Aquest fet contrasta amb I’ AT subcutani, el qual esta drenat per les venes sistémiques i
no té cap limitacio fisica per a la seva expansio. S’ha suggerit que evolutivament, I’AT
subcutani es va desenvolupar més en les dones per poder disposar d’una bona reserva
energética durant I’embaras, mentre que en homes va predominar més el
desenvolupament de I’AT visceral per permetre un accés rapid a I’energia durant la caga
[18].

A nivell cellular hi ha discrepancies pel que fa a la mida dels adipocits. Hi ha
autors que han descrit que en dones, els adipocits de I’AT subcutani sébn més grans que
els del visceral, perd que a mesura que augmenta el grau d’obesitat (BMI) aquesta
diferencia tendeix a desaparcixer [79]. Altres autors en canvi, han descrit que en homes
els adipocits de I’AT visceral tenen un diametre major que els del subcutani; tot 1 aixo
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també observen una convergéncia a mesura que augmenta el perimetre de cintura [80].
El que si que es troba generalment acceptat és que en 1’obesitat els adipocits de tots dos
diposits grassos augmenten de mida [21, 68].

Per altra banda, s’ha descrit que I’AT subcutani t€ una capacitat de diferenciacid
major que el visceral [81] 1 aix0 fa que disposi d’un major percentatge de cél-lules
petites, les quals capten els NEFA i els TAG amb més avidesa i son més sensibles a la
insulina [82]. En I’AT visceral, com que té una menor capacitat de diferenciacio, el
percentatge de cel-lules grans és major. Aquest tipus d’adipocits tenen tendéncia a ser
resistents a la insulina 1 en conseqiiéncia, resistents als efectes antilipolitics d’aquesta
[83].

A banda d’aix0, I’AT visceral es caracteritza per estar més vascularitzat i innervat
[69] 1 presentar un major nombre de cel-lules de I’estroma (macrofags, limfocits,
neutrofils, cél-lules T) [84].

A nivell molecular, els adipocits tenen receptors que s’activen ja sigui per via
endocrina (hormones), paracrina (adipoquines) o a través d’estimuls provinents del
sistema nervios central (receptors adrenergics). Existeix una variacid regional en la
distribuci6 dels receptors de glucocorticoides, sent més abundants a I’AT visceral [85].
El glucocorticoides, a mitja i llarg termini, provoquen un augment de la ingesta i del pes
corporal, indueixen IR i hiperinsulinémia, 1 estimulen la lipogénesi. L’enzim 11
hidroxiesteroid deshidrogenasa de tipus 1 (11BHSDI1), que transforma la cortisona
inactiva a cortisol, presenta una activitat augmentada a I’AT [86]. En cultiu primari,
s’ha descrit una major activitat de I’enzim en cel-lules provinents de I’AT visceral en
comparacio amb les de I’AT subcutani [87].

Les catecolamines, els activadors de la lipolisi més potents en humans, modulen
I’activitat lipolitica ja sigui activant-la via els receptors adrenergics Bi, B2 1 B3, 0 bé
inhibint-la a través de receptors adrenérgics o, Aixi , pel que fa als receptors
adrenérgics, els de tipus B, en general son més abundats al visceral que al subcutani; i en
el cas d’individus amb obesitat el receptor adrenergic 3 (propi del visceral) es troba
especialment activat. Tot plegat fa que I’AT visceral en general i en I’obesitat en
particular sigui més sensible a 1’activacio de la lipolisi per catecolamines [88]. Pel que
fa als receptors de tipus ay, els individus amb normopés no presenten diferéncies entre
els diposits grassos en els nivells d’activitat; en canvi, en els pacients obesos, I’activitat
d’aquest receptor al visceral es troba disminuida de manera que el teixit és menys
sensible als efectes antilipolitics a través d’aquesta via [68].

Respecte a 1’acci6 de la insulina, en individus amb normopes el greix subcutani €s
més sensible a I’accid antilipolitica d’aquesta hormona [78]. En canvi, en I’individu
obés aquesta sensibilitat es perd (i de forma més notable al visceral) degut, segons han
descrit alguns autors, a una perdua de la transduccio6 del senyal a través del substrat del
receptor d’insulina 1 (IRS1), i aix0 es tradueix en una menor inhibicié de ’'HSL [21].
Per altra banda, hi ha autors que han descrit que I’AT visceral presenta una taxa de
captacio de glucosa superior a la de I’AT subcutani, fet que es podria explicar per una
major expressioé de GLUT 4 [89].
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Pel que fa a la secreci6 d’adipoquines, també existeixen diferéncies en la capacitat
secretora d’ambdos AT. Mentre que I’AT subcutani ¢€s la principal font de leptina [19] 1
adiponectina [90]; I’AT visceral, comparativament, secreta més citoquines
proinflamatories com ara TNFa, CRP, IL6 o PAII. La leptina estimula la lipolisi a I’AT
tant in vitro com in vivo. L’AT subcutani és més sensible als efectes lipolitics de la
leptina que I’AT visceral [21].

Finalment, hi ha moltes discrepancies pel que fa a I’activitat de les lipases. Part de
les diferéncies que s’observen entre estudis es deu a la manera en com s’expressen els
resultats, segons sigui per numero de cél-lules, per area cel-lular o per contingut de
TAG. En general, s’accepta que a mesura que els adipocits augmenten de mida també
augmenta la seva activitat lipasica [53, 68, 91]. S’ha descrit que en dones obeses
I’activitat LPL per cel-lula és més baixa a ’AT visceral en comparaci6 amb el
subcutani, en un rang ampli d’adipositat i tenint en compte diferents distribucions del
greix [79]. Per contra, en homes I’activitat LPL per cel-lula és superior a I’AT visceral,
tot 1 que les diferéncies entre els dos diposits grassos es van reduint fins desapareixer en
individus amb obesitat morbida [80]. Aixi doncs, aquest perfil reflectiria el fet que les
dones acumulen greix preferentment a la zona subcutania, mentre que els homes ho fan
a la zona visceral. Pel que fa a I’HSL, s’ha descrit un patr6 d’activitat (tant basal com
activada) similar al descrit per a I’'LPL [79, 80, 91]. Tot i aix0, cal tenir present que
altres autors han descrit que en individus amb normopé€s no existeixen diferéncies en
I’expressio ni de ’'LPL, ni de I’HSL entre I’AT subcutani i visceral [92]; i d’altres han
fet les mateixes observacions en individus obesos [91, 93]. L’ATGL no es creu que
estigui implicada en el desenvolupament i/o resolucié de 1’obesitat en humans [45, 94].

A nivell funcional, els individus amb obesitat central tenen tendéncia a presentar
un conjunt d’alteracions metaboliques com ara: IR, hiperinsulinémia,
hipertrigliceridémia, concentracions baixes de colesterol d’HDL (HDLc) 1, tot i que els
valors de colesterol d’LDL (LDLc) acostumen a ser normals, presenten un augment en
la proporci6 d’LDL petites i denses (sdLDL), aixi com un augment de 1’apoB per
inhibici6 de la seva degradacié [95]. Per altra banda, els individus amb obesitat central
en el periode postabsortiu presenten un augment de la lipolisi als adipocits, perque
I’efecte supressor que hauria d’exercir la insulina sobre I’HSL esta disminuit [68].

Darrerament s’especula amb la idea que el resultat net de ’augment de la lipdlisi i
de la disminuci6 de I’esterificacio dels NEFA a I’AT ¢és el desviament de NEFA cap a
teixits no adiposos com ara el fetge, el muscul, el cor o el pancrees. L’acumulacié
d’acids grassos en teixits que no estan metabolicament preparats per a tal finalitat pot
provocar lipotoxicitat [95]. L’augment de TAG a muscul pot produir IR si el muscul no
esta preparat per consumir tota aquesta energia. En el cas dels obesos, s’ha descrit que
la capacitat oxidativa muscular tant en dejuni com durant 1’exercici fisic esta disminuida
[96]. A fetge, ’augment del flux de NEFA procedent dels adipocits viscerals afavoreix
I’augment de la produccio i secrecié de VLDL [95]. Per altra banda, els NEFA secretats
pels adipocits viscerals impedeixen les accions de la insulina a fetge (inhibicio de la
GNG 1 glicogenolisi 1 estimulacié de la glicogeénesi) 1 inhibeixen 1’extraccid hepatica
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d’insulina, de manera que els individus que presenten una obesitat abdominal, tenen
tendencia a patir hiperglucémia, hiperinsulinémia i IR (deguda a una major produccid
de glucosa per part del fetge 1 una disminuci6 de la captacid periférica de glucosa) [69,
95]. A més, s’ha descrit que I’obesitat central actua de forma sinérgica amb altres
factors diabetogens com ara els antecedents familiars de DM [97].

1.3 Comorbilitats

Com ja s’ha comentat anteriorment, I’obesitat ¢és el resultat d’un desequilibri entre
la ingesta calorica i la despesa energetica, de manera que ’excés de combustible que
circula per I’organisme no només s’emmagatzema a I’AT sind que també es diposita de
forma ectopica a altres teixits com el fetge, el muscul, el pancrees i1 els ronyons.
L’emmagatzematge ectopic de TAG esta clarament associat amb IR, dislipémia,
hipertensio arterial i esteatosi hepatica, entre d’altres comorbilitats.

1.3.1 Alteracions del metabolisme glucidic

Els sucres presents a la dieta es poden dividir en mono-, di- o polisacarids. Les
amilases salival 1 pancreatica i1 les glucosidases de I’intesti degraden els sucres
complexos fins a monosacarids (glucosa principalment, galactosa i fructosa). El
transport de glucosa a través de I’epiteli intestinal es duu a terme mitjangant
transportadors de glucosa. N’existeixen dos tipus: els de la familia dels SGLT o
cotransportadors de sodi-glucosa i els de la familia de transportadors per difusio
facilitada o GLUT. Un cop a I’interior de les c¢l-lules els sucres les travessen, i gracies
al transportador GLUT2 situat a la cara basal dels enterocits, passen als capil-lars
sanguinis de les vellositats intestinals i d’aquests cap al fetge, a través de la vena porta.

La concentracié de glucosa en sang esta estretament regulada per tres hormones: la
insulina, el glucagd i1 I’adrenalina. En un individu sa, després d’una ingesta, les
concentracions de glucosa plasmatiques augmenten i1 aixo fa que les cel-lules B-
pancreatiques secretin insulina. Si P’aportacié de glucosa és important, el fetge la
captara a través del receptor GLUT2 i I’emmagatzemara en forma de reserva de
glicogen a través del procés conegut com glicogenesi. Tanmateix, el fetge capta
principalment el lactat produit a les cel-lules intestinals per a la sintesi de glicogen i
deixa que la glucosa arribi a la resta de teixits extrahepatics. A muscul, la captacio de
glucosa té lloc a través de GLUT]I, 3 i 4. Un cop a dins, la glucosa o s’oxida per obtenir
energia o s’emmagatzema en forma de glicogen. Finalment, a I’AT la insulina estimula
la migracio del receptor GLUT4 cap a la membrana plasmatica, de manera que
s’afavoreix la captacid de glucosa per emmagatzemar-la en forma de TAG, gracies al
procés de la lipogenesi.

Quan I’organisme detecta que els nivells de glucosa en sang son baixos, com per
exemple en un periode postabsortiu o davant d’una demanda important d’energia
(exercici), els nivells d’insulina baixen i els de glucag6 i adrenalina augmenten, aixo
activa la mobilitzaci6 de les reserves de glicogen (glicogenolisi), que passara a glucosa.
El muscul consumira la glucosa que n’obtingui, mentre que el fetge 1’exportara per a
que I'utilitzin la resta de teixits.
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Finalment, a fetge té lloc el procés anabolic de la gluconeogénesi (GNG) en el que
en situacions de dejuni o exercici intens, es produeix glucosa a partir d’acid lactic,
piravic 1 glicerol. Si la glucosa no es necessita immediatament s’emmagatzemara en
forma de glicogen. La GNG esta regulada pel glucagd i sovint esta associada amb la
cetosi.

1.3.1.1 Resistencia a insulina i diabetes melliuts tipus 11

Estudis epidemioldgics han demostrat que I’obesitat es troba associada amb la IR, 1
que la prevalenga de la DM augmenta a mesura que augmenta el BMI, fins i tot quan
només hi ha un lleuger sobrepes, tal i com es mostra a la Figura 5 [98].
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Hi ha nombrosos estudis que demostren que la IR precedeix al desenvolupament de
la hiperglicémia i a I’aparicié de la DM en aquells individus en els que les cel-lules -
pancreatiques no son capaces de compensar la IR [99]. Tot i que la patogénesi de la DM
¢s molt complexa, es creu que esta provocada principalment per dos factors: la IR i la
disfuncié de les cel-lules B [100]. A mesura que augmenta la IR, les cél-lules B-
pancreatiques han d’incrementar la seva activitat (secretar més insulina) per mantenir
estable la glucémia (estat d’hiperinsulinémia). Aixi doncs, es podria definir la IR com
aquell estat en el que es requereix més insulina per obtenir els efectes biologics que
s’aconsegueixen amb menys insulina en un individu sa. Aixi doncs, qualsevol defecte
en la cascada de senyalitzacio de la insulina pot provocar IR.

La DM es caracteritza per la reduccid, amb el pas del temps, tant de la massa com
de la capacitat secretora de les cel-lules . Aquesta reduccid progressiva en la secrecio
d’insulina déna lloc a un augment dels nivells de glucosa en sang (hiperglucémia). Hi
ha evidéncies que demostren que el deteriorament de la funcié B-pancreatica precedeix
la hiperglucémia; aixi doncs, s’ha descrit que la funcié dels illots B-pancreatics en el
moment del diagnostic es troba reduida en un 50%, independentment del grau d’IR
[100]. En un estudi en el que es comparava el volum de les cel-lules B, es va veure que
aquest estava reduit en individus obesos amb una tolerancia aberrant a la glucosa en
comparacié amb individus sans, i encara més reduit en obesos amb DM; fet que
atribuien a una major apoptosi [101].
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A nivell molecular, quan la insulina interacciona amb el receptor d’insulina s’inicia
una cascada de senyalitzacié que comencga per la fosforilaci6 d’aquest en els residus
tirosina, el que provoca I’activacio de les proteines IRS. Si els IRS es fosforilen en
residus de tirosina s’activen i la cascada de senyalitzacidé continua, si es fosforilen en

residus de serina s’inhibeixen.

La IR a muscul redueix la capacitat de captacio de glucosa estimulada per insulina i
evita I’emmagatzematge dels carbohidrats en forma de glicogen, que son redirigits cap
al fetge per fer lipogenesi, mentre que a fetge comporta un augment de la GNG i
inhibeix la sintesi de glicogen [102].

Per establir quan hi ha IR o0 DM existeixen una s¢rie de mesures /0 observacions
que es poden realitzar:

Clamp euglicémic-hiperinsulinémic: considerada la prova de referéncia per al
diagnostic de la IR, va ser descrita per DeFronzo i col-laboradors el 1979 [103].
Consisteix en la infusi6 de glucosa per via venosa per tal de mantenir la
concentracio plasmatica d’insulina per sobre de la normal. Alhora, es mesura la
concentracio de glucosa cada 2-5 minuts, per infundir glucosa a un ritme tal que
permeti mantenir la glucémia al voltant de 5 mM. El resultat per a una persona
sana de 35 anys normope¢s és d’1 mg/Kg/min, valors superiors indicarien IR.

Test de tolerancia oral de glucosa: els valors normals per una prova amb 75 g
de glucosa son inferiors a 7,8 mmol/L (<140mg/dL). Els valors de glucosa que
indiquen DM s6n iguals o superiors a 11,1 mmol/L (=200 mg/dL).

Determinaci6 de ’hemoglobina glicosilada: el fet que les persones amb DM
tinguin nivells de glucosa superiors als normals fa que I’excés de glucosa penetri
dins dels globuls vermells 1 s’uneixi a les moleécules d’hemoglobina. Aquest
parametre dona idea dels nivells promitjos de glucosa en sang dels darrers 2-3
mesos. Aixi, s’estableix que hi ha IR quan els nivells d’hemoglobina glicosilada
es troben entre el 5.7 1 el 6.4% 1 DM quan es troben per sobre del 6.5%.

Determinaci6 del HOMA-IR (de I’anglés Homeostasis Model Assesment of
Insulin Resitance): es tracta d’un metode simple 1 econdmic que va ser proposat
el 1985 per Mathews i col-laboradors [104]. Consisteix en una estimacio de la
sensibilitat a la insulina a partir d’un model matematic que t€ en compte les
concentracions plasmatiques de glucosa i1 insulina en dejuni. L’algoritme
assumeix que un individu normopes amb una edat inferior a 35 anys, té una
funcid de les cel-lules B-pancreatiques del 100% 1 una IR d’1. D’aquesta manera
valors majors o iguals a 3.8 de HOMA implicaran una sensibilitat a la insulina
baixa, ¢és a dir, IR [105]. Si comparem aquest metode amb el clamp euglicémic-
hiperinsulinémic trobem que presenta una correlaci6 de 0.88 [104].
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. Index QUICKI: utilitza un calcul matematic a partir de les concentracions de
glucosa 1 insulina (1/[log insulina (mU/L) x log glucosa (mg/dL)]) per calcular
la sensibilitat a la insulina [106].

1.3.1.2 Possibles mecanismes implicats en la resisténcia a la insulina

Els factors o els mecanismes que porten a la compensacid de la IR per part de les
cel-lules B-pancreatiques, i/o0 els mecanismes que porten a la disfuncié d’aquestes
cellules en els obesos encara no es comprenen del tot, és per aixd que s’han elaborat
diverses hipotesi:

¢ Glucotoxicitat

La glucotoxicitat es podria definir com el dany irreversible causat per una exposicid
cronica a nivells de glucosa superiors als fisiologics, acompanyada d’una disminucié de
la sintesi 1 secrecid d’insulina provocada per una expressié genica disminuida [107]. Per
una banda, la hiperglucémia indueix la generacid d’espécies reactives de 1’oxigen
(ROS), les quals provoquen estrés oxidatiu als illots B-pancreatics, ja que aquests
expressen nivells molt baixos d’enzims antioxidants [100]. Per altra banda, els nivells
alts de glucosa també provoquen un augment de la glicosilacié d’algunes proteines que
acaben per alterar la cascada de senyalitzacio de la insulina [108].

- Lipotoxicitat

Al 1963, en Randle i col-laboradors van postular que la disponibilitat de lipids com
a font d’energia, generava uns senyals metabolics que disminuien la utilitzacio de
glucosa mitjangant la inhibicié d’enzims clau implicats en el procés de glucolisi [109].
Tanmateix, en els individus obesos, a mesura que I’AT es va expandint es va tornant
insulinoresistent i el resultat és una reduccidé en la captacid dels lipids i la glucosa
procedents de la dieta i una manca d’inhibicié de la lipolisi [102]. La manca de resposta
a la insulina es troba incrementada en I’AT visceral [69].

L’endarreriment en la captacido de NEFA per part de I’AT i I’augment de la lipolisi
porta a un augment cronic dels nivells de NEFA circulants que es poden acabar
dipositant de forma ectopica en teixits com ara el muscul i el fetge, induint i/o agreujant
la IR (Figura 6) [110].
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Figura 6 Efectes adversos d’una lipolisi i una concentracié de NEFA circulants augmentada. NEFA,
acids grassos no esterificats; TAG, triacilglicerols; GNG gluconeogenesi. Adaptat de Ibrahim, M. M.
[69].

Fins i tot hi ha autors que suggereixen que no €s tant important la quantitat de lipids
dipositada de forma ectopica sind el tipus de lipids que s’hi acumulen. La captacio de
NEFA, via mecanismes de flip-flop o mitjangant proteines transportadores, té com a
resultat I’aparicié de diferents especies de lipids a I’interior de la cel-lula. Entre totes
aquestes especies, aquelles que es creu podrien estar implicades en el desenvolupament
de la lipotoxicitat son els acils CoA, els DAG i les ceramides. Tots ells son capacos
d’interferir a diferents nivells de la cascada de senyalitzacio de la insulina a través de les
proteines quinasa C [110, 111]. A més, es creu que les ceramides per una banda son
capaces d’afavorir la producci6 d’especies reactives de 1’oxigen (ROS), i per altra banda
activen les vies de senyalitzacio inflamatories [102].

+ Inflamacio

Hi ha nombroses evideéncies de que 1’obesitat es troba lligada a un estat
proinflamatori lleu i cronic. Aquesta resposta inflamatoria sembla que es troba
especialment activada a I’AT [66, 112], tot i que altres organs (com el fetge) també
poden jugar un paper important [113].

Un fet destacable del procés inflamatori que s’ha observat en individus obesos ¢€s la
infiltracié de cél-lules del sistema immune a I’AT com ara neutrofils, eosinofils i
principalment macrofags [114, 115]. S’ha suggerit que un AT hipertrofic, a banda de
tenir una taxa de lipolisi incrementada, també presenta una major vascularitzacié. Tot i
aixd, no aconsegueix evitar uns majors index d’hipoxia, una taxa d’apoptosi
incrementada i un augment en la secrecié d’adipoquines, algunes de les quals funcionen
com a senyals de reclutament de macrofags i altres cel-lules del sistema immune [116].
L’examen de mostres d’AT procedents d’individus obesos, tant murins com humans,
han demostrat un augment de la infiltracié de macrofags, els quals tendeixen a tenir una
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disposicio en corona al voltant d’adipocits que es creu son necrotics i/o0 apoptotics [117,
118].

Aquests macrofags infiltrats son els responsables de gran part de la produccid local
de TNFa, i d’una part important de la producciéo d’IL6 1 de ’augment d’activitat de
I’0xid nitric sintasa induible (iNOS) [115]. Aquestes citoquines modifiquen la
senyalitzaci6 de la insulina a través de serin/treonin fosfatases que actuen sobre I’IRS1
[66].

Altres adipoquines que també s’ha vist que modifiquen la senyalitzacié de la
insulina son: la leptina, els nivells plasmatics de la qual, aixi com els nivells d’expressid
a ’AT es troben fortament associats amb el BMI i la massa grassa en 1’obesitat [119]; 1
I’adiponectina, que afavoreix la sensibilitzaci6 a la insulina disminuint la lipogeénesi i
promovent la B-oxidaci6, alhora que redueix I’expressi6 de TNFa [66]. A part
d’aquestes adipoquines, existeixen d’altres que estan implicades en el procés inflamatori
que acompanya |’obesitat com ara la CRP, el PAI1 o la visfatina [59, 67].

Inflamacio de I’AT
Infiltracio de macrofags
Aterosclerosi Resisténcia a insulina

-

leptina

+

=8

Fetge _' Muscul
insulinoresistent insulinoresistent

Figura 7. Secrecié d’adipoquines a I’AT d’individus obesos amb IR. Adaptat de Bastard J. P. i
col-laboradors [66].

« Incretines

Les incretines s’han definit com les hormones gastrointestinals que estimulen
I’alliberament d’insulina després d’una ingesta, i la connexio entre I’intesti 1 els illots -
pancreatics es coneix amb el nom d’eix enteroinsular [120]. En 1’actualitat es coneixen
dues incretines: el peptid similar al glucagd 1 (GLP1) i el péptid insulinotropic depenent
de glucosa (GIP). GLP1 es secreta a les cel-lules L de I’ileum distal i activa la secrecio
d’insulina alhora que inhibeix la de glucagd; a més, retarda el buidament gastric, actua
al sistema nervidés central induint sacietat i disminuint la ingesta, augmenta la
glicogénesi a hepatocits i muscul i augmenta la lipogénesi a I’AT [120]. Els nivells de
GLP1 es troben disminuits en ’obesitat i més reduits encara en la DM [121]. GIP es
secreta a les cel-lules K de I’intesti proximal en resposta a una ingesta rica en lipids i

23



Introduccio

carbohidrats, actua sobre els illots B-pancreatics de forma similar a com ho fa GLP1
perd amb menys intensitat; per contra, no actua sobre el buidament gastric [121].

Es va observar que en individus sotmesos a cirurgia bariatrica la millora de la IR es
donava abans que la perdua de pes fos significativa i a rel d’aquestes observacions es
van desenvolupar dues hipotesi: la de I’intesti distal (o hindgut hypothesis) [122]
postula que el fet de que I’aliment arribi semidigerit al jeja distal promou la secreci6 de
les incretines. En canvi, la hipotesi de I’intesti proximal (o foregut hypothesis) [123]
postula que amb la cirurgia s’exclou la zona responsable de la producciéo de la
hormona/proteina responsable de causar la DM [124]. A partir d’aquesta hipotesi s’ha
desenvolupat la teoria de les antiincretines (Figura 8), segons la qual en condicions
normals, els nutrients provocarien 1’estimulacio de la secrecid d’incretines a 1’intesti
proximal, que alhora estimularien la secreci6 d’insulina; al mateix temps es produiria un
senyal contraregulatori per part de les antiincretines, per tal de prevenir situacions
d’hipoglucémia. L’aparici6 de la DM esdevindria del trencament de 1’equilibri entre
incretines 1 antiincretines amb una prevalenga del senyal de les segones [125].

Ingestade
glucosai lipids

# antiincretines () incretines —

Figura 8. Representaci6 de la

Secreci6 d’1nsu11nav_ hipotesi de les antiincretines. Explica
IQ les alteracions del metabolisme de la
Acci6 de la insulina glucosa en pacients amb DM.
l@ Modificat de Rubino F. i Gagner M.
[126].

Creixementde cél-lules B

«  Hipotesi de ’expandibilitat del teixit adipés

Segons aquesta hipotesi, la manca de capacitat de I’AT per expandir-se un cop
assolit un cert nivells, més que no pas 1’obesitat per se, fies el factor clau que lliga un
balan¢ energetic possitiu amb la DM. Vidal-Puig i col-laboradors postulen que cada
individu t¢ una capacitat limitada d’emmagatzematge d’energia a I’AT, que esta
determinada tant per factors genétics com ambientals. Un cop I’AT assoleix el seu limit,
deixa d’emmagatzemar energia de forma eficient de manera que els lipids s’acumulen
en altres teixits. L’acumulacié ectopica de lipids a cel-lules no adiposes provoca
lipotoxicitat 1 comporta IR, apoptosi 1 inflamaci6 [127],englobant aixi diversos dels
factors descrits anteriorment (Figura 9).

24



Introduccio

Augmentde la capacitat Acumulacio de Augment del nombre o de
Pérdua de d’emmagatzematge de Oxidacié de I’excés de lipids la funcio de les cél-lules
pes I'AT lipids i de forma segura B-pancreatiques

Augment

A lacid i
Balang Fallida de del flux i o Compensaci6 Fallida de la
Sti ’ i i dela céllul 3 -
energgtlc Iexp?nsm ! N delipids N lipids a > ¢lace ‘u'a ; cel lulzjl B
positiu de’AT capa .. p-pancreatica pancreatica
teixits no teixits no /'
adiposos
adiposos P
Augmentde la
demanda d’insulina

7

IR

Inflamaci6 local Hiperglucémia

Figura 9. Diagrama que resumeix com un balang¢ energétic positiu pot portar a la DM. Adaptat de
Virtue S. i Vidal-Puig A. [127].

1.3.2 Alteracions del metabolisme lipidic

Després d’una ingesta, els lipids presents a la dieta s’hidrolitzen per accio de les
lipases lingual i pancreatica i s’emulsionen amb les sals biliars. D’aquesta manera, els
TAG, mitjancant varies hidrolisi, passen en primer terme a DAG, després a
monoacilglicerols (MAG) 1 finalment a glicerol i NEFA; una acumulacié excessiva
d’aquest darrer compost (per sobre de 500 uM) pot resultar toxica per a I’organisme
degut a les seves propietats detergents [128]. Els NEFA de cadena curta difonen per les
cel-lules epitelials de les vellositats intestinals, passen als capil-lars sanguinis 1 arriben al
fetge per la vena porta [129] per ser empaquetats a les VLDL. Els NEFA de cadena
llarga (C12-C20), en canvi, es transporten en micel-les cap a les cel-lules epitelials de
les vellositats intestinals on es reconverteixen a TAG. Els TAG, juntament amb el
colesterol i els EC surten de les cél-lules intestinals cap a la limfa i posteriorment, cap al
torrent sanguini empaquetats dins dels QM.

Els QM madurs tenen apoB48, apoAl, apoE, apoCII i apoCIIl. Els QM sén
reconeguts per I’LPL gracies a I’apoCIl, que actua com a cofactor [130]. Per acci6 de la
insulina, I’LPL de I’AT hidrolitza els TAG dels QM 1, amb 1’accié conjunta de la 2-
monoacilglicerol hidrolasa 1 1’albumina plasmatica, els NEFA poden ser captats. Els
NEFA juntament amb el glicerol-3-fosfat, es poden reesterificar per ser emmagatzemats
com a TAG.

Tradicionalment s’ha considerat que els NEFA de cadena llarga travessen la
membrana plasmatica de les cél-lules per difusio passiva/simple, mitjangant el procés de
flip-flop [131]. Tanmateix, s’ha observat que el procés de captaci6 de NEFA per part
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dels adipocits esta facilitat per proteines transportadores, amb més del 90% del transport
realitzant-se per vies saturables [132]. Pel que fa als teixits muscular i hepatic també
s’han descrit resultats que apunten en la mateixa direccido [133]. Recentment, s’ha
suggerit 1’existéncia de diverses proteines de membrana que actuen com a
transportadores de NEFA com ara caveolina 1, la familia de proteines FATP (proteines
transportadores d’acid grassos), FABPpm (proteina de membrana plasmatica d’uni6 a
acids grassos) o FAT/CD36 (translocasa d’acids grassos). De totes elles, la que ha estat
considerada I’enzim clau del transport de NEFA de cadena llarga és FAT/CD36.
L’expressio de FAT/CD36 esta regulada per PPARy [134]. S’ha descrit que en ratolins
deficients per aquesta proteina, la captacid6 de NEFA a muscul es redueix de ’ordre del
40-75% 1 a I’AT de ’ordre del 60-70% [135]; 1 en el cas de I’AT, el transport saturable
de NEFA es perd [136]. També s’ha descrit una reduccié de 1’expressio de FAT/CD36
en casos de lipolisi cronica [137]. Per altra banda, s’ha vist que aquesta proteina esta
implicada en inflamacid, aterosclerosi i angiogenesi [138].

A mesura que ’LPL exerceix la seva funcio, els QM van disminuint de mida ja que
es redueix el seu contingut de TAG i1 EC, alhora que I’excés de material de superficie
que se’n deriva se separa per donar lloc a HDL naixents [139]. Per altra banda, a mesura
que els QM van circulant pel torrent sanguini, la CETP (proteina de transferéncia
d’esters de colesterol) intercanvia TAG dels QM amb els EC de les HDL. Finalment, els
QM es transformen en romanents de QM (QMTr) rics en apoE, la qual permet que siguin
captats pel fetge mitjancant el receptor d’LDL, el receptor LRP i la lipasa hepatica (HL)
(Figura 10) [140].

L’HL, una glicoproteina d’uns 65 KDa [141], se sintetitza principalment a fetge 1 es
localitza a les cel-lules parenquimatiques dels sinusoids hepatics, tot i que també es
troba expressada a macrofags [142]. Exerceix les seves funcions tant a fetge com a
ovaris 1 glandules adrenals, on hi arriba a través del torrent sanguini 1 s’acumula gracies
a la seva capacitat per unir-se a HSPG [141, 143].

L’enzim presenta activitat TAG hidrolasa aixi com fosfolipasa Al i1 es troba
involucrat en diferents estadis del metabolisme de les lipoproteines. L’impacte de ’'HL
en el metabolisme de les lipoproteines variara en funcié de la quantitat i naturalesa dels
substrats potencials de 1’enzim i de la seva activitat relativa envers proteines de
transferéncia com ara el receptor escombriaire de tipus 1 (SRB1) o la CETP.

La principal funci6 de I’HL és la de mantenir ’homeostasi intracel-lular del
colesterol modulant la composicié dels QMr, les IDL (lipoproteines de densitat
intermitja), les LDL i les HDL. Una altra funcié de I’HL és la de promoure, juntament
amb els HSPG, I’LDLr 1 I’LRP, la captacié de romanents de lipoproteines amb apoB i
les HDL, independentment de la preséncia d’apoE [142].

A nivell transcripcional I’enzim es troba inhibit per factors de transcripcio del tipus
SREBP [143]. A nivell hormonal, I’HL esta inhibida pels glucocorticoides (a excepcid
de les glandules adrenals), per les catecolamines (adrenalina), per la leptina i pel
colesterol. La seva resposta a insulina encara roman controvertida [141]. A més,
I’activitat de ’enzim esta modulada per diverses lipoproteines com ara 1’apoAl que

26



Introduccio

I’inhibiria i ’apoE que I’activaria; la implicacio d’altres lipoproteines encara no esta del
tot clara.

Els individus deficients en HL presenten nivells de TAG i1 CHOL elevats aixi com
un perfil lipoproteic caracteritzat per VLDL grans, 1 LDL 1 HDL grans, enriquides en
TAG i fosfolipids (PL), i pobres en apoE [144].

Quan I’organisme necessita mobilitzar les reserves energetiques, per accidé del
glucag6 /o I’adrenalina, s’activa I’adenilat ciclasa, aixo provoca un augment de I’AMP
ciclic (cAMP), que alhora provocara 1’activacio a I’AT d’una série de lipases: I’HSL i1
I’ATGL. Aquestes catalitzen la hidrolisi dels TAG emmagatzemats a les gotes
lipidiques del citosol dels adipocits, a NEFA 1 glicerol (lipolisi). Es creu que la
perilipina, proteina localitzada a la superficie de la gota lipidica, juga un paper clau en
aquest procés [145], tant com a supressora de la lipolisi basal com a component
indispensable per a que ’estimulacié de la lipolisi sigui complerta [146]. Existeixen
vies de senyalitzacid alternatives que també son capaces de produir un augment del
cAMP com ara la senyalitzacio a través de citoquines [43].

El glicerol produit en la lipolisi travessa la membrana cel-lular de 1’adipocit per
difusi6 facilitada a través 1’aquaporina 7 (AQP7) i és captat pel fetge a través de
I’aquaporina 9 (AQP9) on s’utilitza per GNG o es fosforil-la per sintetitzar TAG [147].
Els NEFA difonen i/o son transportats a través de la membrana de I’adipocit i1 entren al
torrent sanguini. Viatgen en sang, units en gran part a albimina, cap a altres teixits on
seran captats: en el cas del muscul principalment s’oxidaran per obtenir energia (B-
oxidacio) i en el cas del fetge, s’acilaran per accid de la tiocinasa acil coenzim A
sintetasa (ACS), i juntament amb el glicerol es reesterificaran a TAG 1 es
reempaquetaran en forma de VLDL per ser distribuits a la resta de teixits.

Les VLDL madures tenen apoB100, apoE, apoCII i apoCIIl. El fet de tenir
I’apoCll, igual que en el cas dels QM, permet que aquestes lipoproteines siguin un bon
substrat per ’LPL. A mesura que els TAG es van hidrolitzant, les VLDL disminueixen
la seva mida i es converteixen en IDL, captades generalment pel fetge mitjangant
I’LDLr hepatic i en menor mesura pels receptors de VLDL extrahepatics. Les IDL son
un bon substrat per I’HL la qual hidrolitza els PL i TAG d’aquestes particules
transformant-les en LDL.

Les LDL només tenen apoB100 i estan formades principalment per EC i PL.
Gracies a que I’LDLr esta present a la practica totalitat de les cél-lules de I’organisme,
les LDL sén la principal font de colesterol (Figura 10).
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Figura 10. Representacié esquematica del transport de lipids exogens (en taronja) i endogens (en
verd). QMn, quilomicré naixent; QM, quilomicrd; QMr, romanent de quilomicré; VLDLn, lipoproteina
de molt baixa densitat naixent; VLDL, lipoproteina de molt baixa densitat; IDL, lipoproteina de densitat
intermitja; LDL, lipoproteina d’alta densitat; HDL, lipoproteina d’alta densitat; TAG, triacilglicerol;
NEFA, acids grassos no esterificats; CHOL, colesterol; TAG, triacilglicerol; EC, ésters de colesterol; KB,
cossos cetonics; CETP, proteina transferidora d’ésters de colesterol; LPL, lipoproteina lipasa; HL, lipasa
hepatica; LDLr, receptor d’LDL; LRP, receptor d’apolipoproteina E/ proteina similar al receptor d’LDL.

Per altra banda, a mesura que les VLDL perden components del nucli, el material
de superficie que sobra se separa per donar lloc a les HDL naixents. La maduracio6
d’aquestes lipoproteines comporta tant 1’adquisici6 de TAG 1 apolipoproteines
provinents de les lipoproteines riques en TAG, com 1’adquisicié de colesterol lliure
(FC) 1, en menor mesura, de PL provinents de les membranes cel-lulars dels teixits.
Quan el colesterol lliure de la superficie de les HDL s’esterifica per accio de 1’enzim L-
carnitin acil transferasa, passa al nucli 1 d’aquesta manera les HDL maduren (HDL3)
[144]. Les HDL madures, les quals tenen apoAl, apoC i apoE, continuen interaccionant
amb les membranes dels teixits i adquireixen més FC, bé per difusiéo o bé mitjancant
I’SRBI1. A mesura que les HDL; adquireixen més lipids es transformen en particules
menys denses anomenades HDL,, el desti metabolic de les quals és el fetge. En la
captacio de les HDL, estan implicats tant el receptor SRB1 que capta de forma selectiva
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els EC, com I’HL que hidrolitza els TAG 1 els PL. Aquest procés es coneix amb el nom
de transport revers del colesterol i permet que I’EC de 1’organisme arribi al fetge per
ser eliminat en forma de sals biliars (Figura 11).

Teixits periférics
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Figura 11. Representacié esquematica del transport revers de colesterol. HDLn, lipoproteina d’alta
densitat naixent; HDL, lipoproteina d’alta densitat; TRL, lipoproteines riques en TAG; TAG,
triacilglicerol; FC, colesterol lliure; PL, fosfolipids; EC, ésters de colesterol; ABCAI, proteina
transportadora d’unio a ATP de tipus 1; SRBI1, receptor escombriaire de tipus Bl; CETP, proteina
transferidora d’¢ésters de colesterol; HL, lipasa hepatica.

A fetge, quan els nivells de glicogen son elevats i la taxa de B-oxidaci6 es manté
elevada (com seria el cas d’un periode postabsortiu relativament llarg), la produccio
d’acil CoA augmenta. Si aquest increment no pot ser assumit pel cicle dels acids
tricarboxilics, degut a que el consum d’hidrats de carboni és baix i per tant I’aportacio
d’oxalacetat també, llavors s’activa la producci6 de cossos cetonics, els quals podran ser
utilitzats pels teixits extrahepatics com a font d’energia.

1.3.2.1 Dislipémia
La dislipémia que s’observa en I’obesitat i en la sindrome metabolica (que es
descriura més endavant) té, a banda d’una lipémia postprandial elevada, tres trets
caracteristics que donen a I’individu que les presenta un major risc cardiometabolic
[23]:
- Nivells elevats de TAG a plasma (hipertrigliceridémia) deguts a un augment de
lipoproteines riques en TAG (VLDL, IDL i romanents).
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- Nivells baixos de colesterol d’HDL (HDLc).
- Aparicio d’sdLDL amb nivells de colesterol normals o lleugerament elevats.

Dues anomalies que també acostumen a acompanyar aquest tipus d’alteracions
metaboliques soén I’acumulacié de lipids a fetge (que es tractara en el segiient apartat) i
la IR. Es creu que el mecanisme principal pel qual s’expliquen bona part d’aquestes
alteracions ¢s la IR [148].

La hipertrigliceridémia observada esta associada a un augment de VLDL que pot
ser degut: a un augment de la taxa de secreci6 de VLDL a fetge, que alhora esta
condicionat per la taxa de sintesi d’apoB; a una disminuci6 de la taxa de lipolisi per part
de ’LPL; 1/0 a una disminucio de la taxa d’eliminacio dels romanents.

La insulina regula la formaci6 de VLDL controlant la concentracié de NEFA en
plasma, disminuint I’expressi6 de la proteina microsomal de transferéncia de TAG
(MTP) que catalitza la transferéncia de lipids neutres cap a les VLDL naixents, i
promovent la degradacio de part de ’apoB100 que es sintetitza. Com ja s’ha esmentat
anteriorment, la IR és freqlient en individus amb obesitat, de manera que la taxa de
NEFA incrementen la secrecio de VLDL. Per altra banda, la manca de resposta hepatica
a la insulina fa que la proteina MTP es sobreexpressi i augmenta la quantitat d’apoB100
disponible, promovent aixi [’ensamblatge de lipoproteines [149, 150]. En estats
d’hiperinsulinémia, la insulina pot inhibir la producciéo d’LPL a I’AT [151] i augmentar
els nivells d’apoClIIl, fet que s’ha observat en individus obesos [152]. Tot plegat
contribuiria a una disminucié de la captacié de TAG de les lipoproteines portadores
d’apoB. Per altra banda, I’apoCIII també pot inhibir la captaci6 de romanents per
I’LDLr allargant el temps de permanéncia d’aquests en sang [153].

Els nivells baixos d’HDLc es consideren secundaris a 1’augment de TAG. Els
mecanismes que porten a aquest augment encara son poc coneguts. Hi ha autors que han
suggerit la implicacid de la CETP, ja que els seus nivells (tant de massa com d’activitat)
es troben incrementats en individus amb obesitat 1 IR [154]. La CETP promou
I’intercanvi de TAG i EC entre les VLDL i les HDL. Les HDL resultants, riques en
TAG 1 pobres en colesterol, sobn més propenses a ser metabolitzades per I’'HL [155].
Aquesta teoria es veu recolzada pel fet que en individus obesos i amb IR s’ha descrit
una activitat LPL postheparinica disminuida, que proporcionaria un major nombre de
substrats per a la CETP [154].

Un altre mecanisme que ha estat proposat és la disminuci6 de la produccio hepatica
d’apoAl deguda bé als elevats nivells de NEFA que inhibirien la seva produccié [156],
o bé¢ a una elevada taxa de degradacio [148]. Per altra banda, tamb¢ s ha proposat que la
hiperinsulinémia pot produir una desestabilitzacié de la proteina transportadora d’uni6 a
ATP de tipus 1 (ABCALI), la qual és necessaria per a la formacié6 d’HDL madures i
funcionals [156].

L’aparici6 d’sdLDL també és secundaria a 1’elevacid dels nivells plasmatics de
TAG. El mecanisme implicat en la formacié d’aquestes LDL comporta la participaciod
de la CETP i ’HL. La CETP facilita la transferéncia de TAG des de VLDL altament
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carregades de TAG cap a les LDL, les quals s’enriqueixen en TAG 1 es converteixen en
molt bon substrat per a I’HL, que n’augmenta la lipolisi formant les sdLDL [149]. En
aquets procés també hi pot participar I’'LPL [148]. L’LDLr no pot captar les sdLDL de
forma eficient, de manera que el seu temps de residéncia a la circulacié augmenta. Aixo,
juntament amb el fet de que sén més susceptibles a les modificacions per oxidaci6 fa
que els seus nivells comportin un major risc cardiovascular [156].

1.3.2.2 Fetge gras no alcoholic

La malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD, de I’angleés non-alcoholic fatty
liver disease) representa un ampli espectre de malalties que van des de 1’esteatosi
benigna, passant per I’esteatohepatitis (NASH, de I’anglés non-alcoholic
steatohepatitis), fins a la cirrosi 1 el cancer hepatocel-lular, en els casos més greus.

Tot 1 que el NAFLD té similituds amb el dany hepatic provocat pel consum
excessiu d’alcohol, aquesta malaltia es desenvolupa en pacients que consumeixen
quantitats d’alcohol molt petites o nul-les. El NAFLD es caracteritza histologicament
per una acumulacio6 de greix al fetge superior al 5-10 % del seu pes, 1’aparicio de focus
d’inflamacio, cossos de Mallory, fibrosi i fins i tot cirrosi [157].

Per establir el diagnostic de NAFLD es disposa de diversos mecanismes:

« Enzims hepatics: nombrosos estudis han descrit concentracions elevades
d’aspartat aminotransferasa (AST) i d’alanina aminotransferasa (ALT) en els
pacients obesos morbids amb NAFLD i NASH, tot i que no troben relaci6 entre
NASH i la relaci6 AST/ALT [158]. Altres autors en canvi, no han vist valors de
transaminases fora del rang de normalitat en persones no obeses amb NAFLD
[159].

- Ecografia: aquesta técnica té una sensibilitat limitada quan el grau d’esteatosi es
troba per sota del 30% 1 es considera que t€ una gran variabilitat entre operadors
[160].

« Ressonancia magnética espectroscopica de protons: ¢és el millor metode no
invasiu per determinar la quantitat de lipids hepatics, perd és car i no pot
distingir entre I’esteatosi simple i la fibrosi.

« Meétodes predictius: es disposa de dos, el HAIR [161] que es basa en la
presencia d’hipertensio arterial, nivells d’ALT per sobre de 40 UI/L 1 IR; i el de
Campos 1 col-laboradors [162] que es basa en la preséncia d’hipertensio arterial,
DM, apnea del son, nivells d’ALT i AST per sobre de 27 UI/L i no pertanyer a
I’¢tnia afroamericana.

« Biopsia hepatica: és el millor métode per determinar el grau i I’estadi de la
malaltia, pero és invasiu i comporta un risc de morbilitat del 0.06-0.35 % 1 de
mortalitat del 0.1-0.01 % [160]. A partir de la biopsia es determinen el grau
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(dany provocat per la necroinflamaci6) i1 1’estadi (la preseéncia de fibrosi 1 de
remodelacid del parénquima) de la malaltia segons el sistema de classificacio de
Brunt (Taula 2 i Figura 12) [163, 164].

Caracteristiques
Esteatosi, principalment macrovesicular, fins en el 33% de la
Grau 1 biopsia, aparicio ocasional de balonitzaci6 a la zona
= (lleu) perivenular (zona 3), no es detecta inflamacio, cossos de
% Mallory dispersos.
@ . . G e
e Grau 2 Esteatosi entre el 33% i el 66% de la biopsia, balonitzacié
% obvia en la zona 3, inflamacid portal i intraacinar de lleugera a
e (moderada)
= moderada, cossos de Mallory abundants.
S
= Grau 3 Esteatosi en més del 66% de la bidpsia, balonitzacid,
inflamacié portal cronica de lleugera a moderada, cossos de
(severa) . . .. .
Mallory abundants i associats a hepatocits balonitzats.
. Fibrosi perisinusoidal i pericel-lular focal o extensiva a la zona
Estadi 1
- 3.
= . Fibrosi perisinusoidal i pericel-lular a la zona 3 amb fibrosi
S 3§ Estadi 2 el 1 e
55 periportal focal o extensiva.
g &= Estadi 3 Fibrosi perisinusoidal i pericel-lular a la zona 3 amb fibrosi
w portal i fibrosi en pont focal o extensiva .
Estadi 4 Cirrosi.

Taula 2. Sistema de classificacié del grau i ’estadi del NAFLD. L’esteatosi és 1’acumulacio
de TAG dins dels hepatocits en forma de grans gotes lipidiques que desplacen el contingut
intracel-lular (esteatosi macrovesicular) i en forma de gotetes petites (esteatosi microvesicular).
La balonitzacio és la preséncia d’hepatocits de mida més gran amb el citoplasma amb aspecte de
floculs. Els cossos de Mallory son agregats citoplasmatics. La fibrosi és una acumulacié de
matriu extracel-lular [160].

Figura 12. Imatges histologiques d’una biopsia hepatica (augment original x400). Imatge de
I’esquerra tenyida amb hematoxilina-eosina: I’esteatosi macro- i microvesicular esta barrejada. A,
cossos acidofils; B, balonitzaci6 (cel-lules grans amb el citoplasma tenyit d’un color més pal-lid);
M, cossos de Mallory. Imatge de la dreta tenyida amb tinci6 tricromica de Masson: es pot veure la
fibrosi al voltant de la vena central (CV) tenyida de blau. Fotografies extretes de Neuschwander-
Tetri B.A. 1 Caldwell S.H. [157].
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Per diagnosticar NASH cal com a minim tenir grau 1- estadi 1 [157]. Existeixen
altres sistemes de classificacié com ara el NIDDK NASH CRN que permet la seva
aplicacio en mostres tant adultes com pediatriques [160].

Un dels mecanismes més estesos per descriure la progressio del NAFLD a NASH
¢s la teoria del doble o del multiple impacte (Figura 13). Segons aquesta teoria el
primer impacte consistiria en I’acumulacié de TAG i1 NEFA als hepatocits deguda com
a minim a un dels processos segiients: 1. Un excés de NEFA provinents de la dieta; 2.
Un augment del flux de NEFA a fetge per augment de la lipolisi a ’AT (observat tant
en ’obesitat com en la IR); 3. Un augment de la lipogenesi de novo al fetge (també
observada en els obesos i1 en individus amb IR); 4. Una deficiéncia en la B-oxidacio dels
NEFA; i/0 S. Una sintesi o secrecid insuficient de VLDL [165-168].

Tradicionalment s’ha considerat que el primer impacte faria augmentar la
susceptibilitat del fetge pel segon impacte; perd actualment es creu que 1’acumulacié de
TAG a fetge és un mecanisme de defensa envers els efectes lipotoxics dels NEFA. Si
els acids grassos s’acumulessin en aquesta forma, promourien ’estrés oxidatiu i la
inflamaci6 [169]. No es té clar si la IR causa ’esteatosi hepatica o si ’acumulacié de
greix al fetge provoca una IR primaria al fetge 1 després apareix la IR periférica [166].

El segon impacte es caracteritzaria per ’aparici6 d’inflamaci6 i fibrosi, és a dir,
per I’evoluci6 de la malaltia cap a NASH. Tot 1 que els mecanismes que hi intervenen
encara no estan del tot clars, s’ha suggerit que hi podrien estar implicats diversos
factors. Per una banda, un cop s’ha establert I’esteatosi, la IR s’agreuja arribant a ser
una DM establerta. Per altra banda, augmenta 1’estrés oxidatiu hepatic degut a que es
satura la capacitat de B-oxidacio de NEFA i aixo fa augmentar la generacié de ROS
[170]. L’exposicié prolongada dels hepatocits als ROS genera un estat d’estrés oxidatiu
tal que provoca la disfuncié mitocondrial i la peroxidaci6 de lipids, que alhora potencia
els efectes nocius de 1’estreés oxidatiu [171, 172]. A més, I’excés de NEFA també
provoca inflamacié hepatica [169]. Aquesta inflamaci6 i I’augment de ROS estimulen
I’expressid de citoquines proinflamatories com ara TNFa, els nivells del qual
correlacionen amb la severitat histologica del NASH; IL6, que correlaciona
positivament amb els nivells d’inflamaci6 i fibrosi; 1 IL1P aixi com I’activacio de les
cel-lules de Kupffer [169]. IL6 i TNFa, les quals estan elevades tant en obesitat com en
IR, també ho estan en individus amb NAFLD i NASH [166]. La inflamacié també
provoca D’activaci6é de les cel-lules estrellades, les quals produeixen angiotensina II,
leptina 1 adiponectina, que participen en el desenvolupament i agreujament de la fibrosi
hepatica [171]. Tant la leptina com I’adiponectina poden influenciar la resposta
immune. L’adiponectina inhibeix la produccié de TNFa i1 estimula la produccio de
citoquines antiinflamatories com ara la IL10. A més, estimula la utilitzacié de glucosa,
I’oxidacié hepatica dels acids grassos i la cetogeénesi al fetge, alhora que inhibeix la
sintesi de colesterol i TAG. Com que els nivells detectats en individus amb NASH estan
per sota dels nivells normals, aquests efectes beneficiosos es perdrien [64, 173]. Els
nivells elevats de leptina detectats en pacients obesos i en pacients amb NASH podrien
contribuir a I’esteatosi empitjorant la IR, augmentant per tant els nivells circulants
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d’insulina, i/o alterant la senyalitzacié de la insulina de manera que es promogui
I’acumulacio6 de greixos intrahepatica [165].

A banda de tot el descrit anteriorment, alguns autors han suggerit que les bacteries
derivades de I’intesti prim també podrien afectar a un fetge esteatotic. Aquest és més
susceptible a la resposta inflamatoria que pot produir I’exposicié a lipopolisacarid o
endotoxina provinents de bactéries de I’intesti (que activen I’expressié de TNFa a les
cel-lules de Kupffer) [174], i aquesta resposta promouria 1’evolucid cap a estadis més
avancats de la malaltia. Aquest aspecte és especialment important en els malalts que es
sotmeten a operacions d’escur¢ament d’intesti, com és el cas d’alguns pacients amb
obesitat morbida [175].

L’augment d’estrés oxidatiu, de citoquines proinflamatories i de I’endotoxina
derivada de I’intesti, juntament amb el desequilibri en les adipoquines, acaben
provocant dany cel-lular i un desequilibri en la proliferacié de les cél-lules hepatiques
progenitores que condueix cap a la cirrosi (a aquest procés alguns autors 1’anomenen el
tercer impacte) [169].

Dieta Obesitat

T~

Disfuncio
mitocondrial

Estrés oxidatiu

Inflamacio
] B (| PAIL {CRP)

1 TAG

(Proteccio)

1 B-oxidacid 1 citoquines
Lipotoxicitat (o saturacio) Activacié NFkB proinflamatories
(TNFa, IL6, IL1B)
-
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Figura 13. Esquema representatiu de la hipotesi del multiple impacte. L’estrés oxidatiu que genera
I’acumulacio de NEFA al fetge indueix un estat proinflamatori que dificulta la regeneracié hepatica.
DNL, lipogenesi de novo; NEFA, acids grassos no esterificats; TAG, triacilglicerols; TNF, factor de
necrosi tumoral; IL, interleucina; NF, factor nuclear; LPS, lipopolisacarid. Adaptat de Dowman J.K. i
col-laboradors i Kotronen A. [169, 176].
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La prevalenca del NAFLD ha augmentat en paral-lel amb I’increment de casos
d’obesitat 1 DM, i esta esdevenint la causa més freqiient de malaltia hepatica en el mon
occidental [169]. La prevalenca del NAFLD ¢és del 15% al 30% en la poblaci6 general
[158, 159], mentre que la del NASH és d’aproximadament del 3% al 5 %. En la
poblacio obesa, I’esteatosi t¢ una prevalenca del 75% al 91% i el NASH del 25% al
70% [158, 166]. Aproximadament el 10% dels pacients amb NAFLD desenvolupen
NASH i el 8-26% dels pacients amb NASH evolucionen cap a cirrosi [177, 178];
finalment, entre del 4 al 27% dels casos amb NASH desenvolupen cancer
hepatocel-lular [179].

El NAFLD esta associat amb I’obesitat, la DM, la hiperlipémia, la hiperuricémia 1
els ovaris poliquistics, aixi com amb I’apnea del son i les lipodistrofies [157, 180].
També¢ es troba associat a un major risc de patir malaltia cardiovascular, hipertensio
arterial (tot i que no s’ha demostrat una associaci6 significativa) i dislipémies [158]. En
el cas concret de 1’obesitat, persones amb NAFLD tenen perimetres de cintura i BMI
superiors als de les persones sense NAFLD. Tanmateix, la distribucié del greix, en
concret I’AT visceral, sembla tenir una importancia més marcada en la patogenesi de la
malaltia, tant per la seva associacid amb la IR com per ser una possible font de NEFA;
fins al punt que I’acumulaci6 de greix en aquesta zona correlaciona positivament amb el
greix hepatic i la IR hepatica [166]. La severitat de I’esteatosi esta millor correlacionada
amb la quantitat d’AT visceral, en comparaci6 amb el BMI o el greix total, 1
correlaciona lleument amb 1I’AT subcutani [174]. Tot i aix0, hi ha estudis que no han
trobat cap relacio entre aquest diposit gras i el NAFLD [181].

Finalment, existeixen factors genctics que predisposen a I’acumulacié de greixos al
fetge. Variants del gen que codifica per a la adiponutrina estan associades a una major
acumulaci6 de lipids a fetge [182], variants del gen de I’apoCIII estan associades a una
major prevalenga del NAFLD [183] 1 variants de I’apoE a la de NASH [184].

1.3.3 Malalties cardiovasculars
1.3.3.1 Hipertensié arterial
Nombrosos estudis en humans i en animals confirmen que existeix una forta relacio
entre I’obesitat i la hipertensi6 arterial [185, 186], i que un factor de risc molt important
¢és ’obesitat visceral [187]. Entre els homes, la prevalenga de la hipertensi6 arterial és
del 15% per aquells amb un BMI<25 kg/m?, i del 42% per a un BMI>30 kg/m?; a les
dones aquests percentatges son del 15% 1 del 38%, respectivament [188].
La pressi6 sanguinia depén del volum de sang que el cor és capa¢ de bombejar per
minut, el qual es troba augmentat en els individus obesos [189]; i de la resisténcia
sistémica vascular, la qual podria estar afectada per nombrosos factors que es troben
alterats en els obesos (Figura 14):
- Inflamacié de baix grau causada per NEFA i adipoquines/citoquines (leptina,
adiponectina, resistina, IL6, TNFa, PAIl, entre d’altres) [190, 191].

- Efectes antinatriurctics de la insulina deguts a la hiperinsulinémia i la IR [191].

- Augment de I’activitat del sistema nervios simpatic degut a la hiperinsulinémia
[192] 1 a la hiperleptinemia [193].
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- Disfuncio endotelial deguda, entre d’altres, a que en 1’obesitat existeix una
bioactivitat de 1’0xid nitric (NO) reduida que provoca vasoconstriccio [194,
195].

- Sobreactivacié del sistema renina-angiotensina: els nivells d’angiotensinogen i

aldosterona es troben elevats en I’obesitat, especialment en 1’obesitat visceral
[196].

TInsulina

MEndotelinal | NOTNEFA PAldosterona TLeptina TRAS

| Vasoconstriccid ‘ Retencio de sodi
\ / iaigua

Hipertensié en I’obesitat

Figura 14. Mecanismes implicats en la hipertensié associada a obesitat. NO, oxid nitric; NEFA, acids
grassos no esterificats; SNS, sistema nervids simpatic; RAS, sistema renina-angiotensina. Adaptat de
Rahmouni K. i col-laboradors [193].

La pérdua de pes s’associa amb un descens dels nivells de pressio arterial, de
manera que per cada Kg de pes perdut la pressido arterial sistolica i1 diastolica
disminueixen aproximadament 1 mm Hg [197].

1.3.3.2 Arteriosclerosi

Tradicionalment s ha associat 1’arteriosclerosi amb la dislipémia. Els nivells elevats
de TAG, NEFA 1 sdLDL, juntament amb la hipertensi6 arterial i la IR que sovint
s’observen en els pacients obesos, comporten un major risc de patir una malaltia
cardiovascular.

Actualment es defensa la teoria de que I’arteriosclerosi també podria ser una
malaltia inflamatoria. La disfuncié endotelial provoca danys a [’endoteli que
afavoreixen I’adhesid de leucocits (cel-lules T 1 macrofags), els quals secreten factors de
creixement 1 citoquines proinflamatories (IL1 1 TNFa). Aquestes, juntament amb les
secretades per I’AT (leptina) [190], afavoreixen la proliferacié de nous macrofags i
cel-lules de I’estroma vascular. L’augment d’activitat que es dona a les lesions vasculars
provoca un augment de ROS que afavoreix la formacié d’LDL oxidades. Els macrofags
activats son capagos de captar-les i acaben convertint-se en les cél-lules escumoses que
formen les plaques d’ateroma [198].
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A banda dels factors de risc convencionals ja esmentats, existeixen altres factors,
alterats en els obesos, que augmenten el risc de patir arteriosclerosi i accidents
trombotics. A continuacid es destaquen alguns:

- Fibrinogen: proteina hepatica que determina la viscositat del plasma. Els seus
nivells es troben incrementats en individus obesos i amb sobrepés; presenta una
correlacio positiva amb el BMI i és un potent factor de risc per a malalties
cardiovasculars [199]. L’augment de la producci6 de fibrinogen en aquest tipus
de pacients s’associa amb la IR 1 amb I’AT visceral, ja que la IL6 que aquest
secreta n’estimula la sintesi [200]. Una perdua del 10% d’excés de pes
produeix una reduccio6 significativa dels nivells de fibrinogen [201].

- CRP: proteina sintetitzada principalment als hepatocits, en resposta a la
inflamaci6. Esta involucrada en processos arteriosclerotics a través de
mecanismes com 1’amplificacié del senyal inflamatori per activacidé del
complement, dany tissular i activacido de les cel-lules endotelials. Els seus
nivells plasmatics correlacionen positivament amb el BMI i el perimetre de
cintura [202].

- PAI1: factor procoagulant sintetitzat a I’AT (majoritariament al visceral [75]).
Es el principal inhibidor de I’activador tissular del plasminogen i de la
uroquinasa, 1 per tant inhibeix la fibrinolisi. En els obesos els seus nivells es
troben elevats i estan correlacionats amb el BMI i AT visceral [77]. La CRP
augmenta 1’expressio de PAIl [203].

L’estat protrombotic que hi ha en el procés arteriosclerotic comporta
hiperagregabilitat plaquetaria, hipercoagulabilitat i hipofibrinolisi [ 190].

1.3.4 Sindrome metabolica

Cap als anys 1923, Kylin va descriure per primera vegada que existia un conjunt de
desordres metabolics (hipertensio arterial, hiperglicémia i gota) que conferien un major
risc per patir malaltia cardiovascular. Més endavant, al 1947, en Vague va destacar que
I’adipositat de tipus androide es trobava freqlientment associada amb desordres
metabolics que comportaven major risc de patir DM 1 malalties cardiovasculars [15].
Tot 1 aix0, no va ser fins al 1988 que en Reaven va descriure a la confluéncia
d’hipertensio arterial, DM 1 dislipémia com a Sindrome X [204]. Amb els anys, a
aquesta sindrome també se 1’ha coneguda amb el nom de sindrome de resisténcia a la
insulina [205] o el quartet de la mort (aquesta darrera denominacié també incloia
I’obesitat androide com a caracteristica) [17]. No va ser fins al 1998 que ’OMS va fixar
uns criteris per definir el que van anomenar la sindrome metabolica. En aquesta primera
descripcio es considerava la IR com a factor desencadenant de la sindrome, 1 per tant la
contemplaven com a condici6 indispensable per al diagnostic. A banda, s’havien de
tenir dos dels seglients factors de risc: obesitat, hipertensio arterial, hipertrigliceridémia
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0 microalbuminuria [206]. En la descripcio del 2001 que va fer ’'NCEP-ATPIII, es van
modificar els requisits per establir la sindrome metabolica: la IR ja no era un factor
indispensable per al diagnostic de la sindrome, hi havia prou amb tenir 3 dels 5 primers
citats anteriorment, IR inclosa [23]. A I’any 2005, la IDF juntament amb la American
Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI) van
intentar consensuar una descripcid de la sindrome. Van establir que 1’obesitat visceral,
amb el perimetre de cintura com a indicador, era una condici6é indispensable per al
diagnostic de la sindrome, tot i que no van establir uns perimetres de circumferéncia
fixos sind que els van fixar en funci6 del grup étnic [24]. D’aquesta manera es donava
una importancia clau en el desenvolupament de la sindrome metabolica a I’obesitat.
Finalment, I’any 2009, 1’agrupacié de diverses entitats internacionals van aconseguir
consensuar una definicié de sindrome metabolica que van recollir en el document
“Harmonizing the Metabolic Syndrome” [31]. A la Taula 3 es pot veure I’evoluci6 dels
criteris que defineixen aquesta sindrome.

a ATPIII, 2001 b d Consens 2009 °
OMS, 1998 “ [206] (23] IDF, 2005 " [24] 31]
Glucosa
plasmaticaen > 110mg/dL (6.1mM) >110mg/dL® > 100mg/dL > 100mg/dL
dejuni
Perimetre de
. B >230Kg/m2 o bé .
ObESIt.at WHR>0.9 en homes i cintura > 102' Segf)ns' grup Segf)ns' grup
abdominal cm en homesia etnic etnic
a 0.85 en dones
88 cm en dones
e >150 mg/dL 5150 mg/dL >150 mg/dL o >150 mg/dL o
(1.7 mM) en tractament en tractament
<40 mg/dL <40 mg/dL en <40 mg/dL en
<35 mg/dL (0.9mM) (1.03mM) en homes i 50 homes i 50
HDLc en homes i 39 mg/dL homes i 50 mg/dL en mg/dL en
(1mM en dones) mg/dL (1.3 mM) dones, o en dones, o en
en dones tractament tractament
i6 > > >
Tens!o >140/90 mmHg >130/85 mmHg  >130/85 mmHg  >130/85 mmHg
arterial o en tractament o entractament o en tractament
Albumindria >20ug/min - - -

Taula 3. Evolucié del criteris clinics pel diagnostic de la Sindrome Metabolica. BMI, index de massa
corporal; WHR, index cintura/maluc; TAG, triacilglicérids. * En aquesta classificacié la IR era una
condici6 indispensable pel diagnostic de sindrome metabolica, a més calia tenir dos dels 5 parametres
restants. ° Pel diagnostic de la sindrome era necessari tenir 3 dels 5 parametres descrits. © En el 2003 la
American Diabetes Association va modificar aquest criteri i el va baixar a 100 mg/dL. 4 pel diagnostic de
la sindrome I’obesitat abdominal es una condicié indispensable, a més cal tenir 2 dels 4 parametres
restants. © Per diagnosticar la sindrome cal tenir al menys 3 dels 5 parametres especificats. " Per
poblacions caucasiques es poden agafar tant els criteris de la IDF (on perimetre de cintura en homes ha de
ser > 94 cm i en dones de 80 cm) o el de la AHA/NHLBI (on el perimetre de cintura ha de ser > 102 per
homes i 88 per dones), aquest Ultim criteri coincideix amb les directrius sobre obesitat del National
Institute of Health (NIH).

La prevalenca de la sindrome metabolica esta augmentant a tot el moéon [207]. S’ha
descrit que factors com el sexe, 1’edat i 1’¢tnia, a més de 1’estil de vida 1 I’estatus
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socioeconomic, influencien en la prevalenga de la malaltia. A banda d’aix0, també hem
vist que €és important el criteri de diagnostic que es segueixi (

Taula 3). Tot plegat fa que donar dades de prevalenga sigui una tasca complicada.
Per exemple, si busquem casos extrems, hi ha estudis que descriuen que en una poblacio
urbana la prevalenga de la sindrome metabolica va des del 8% a la India al 24% als
EEUU en el cas dels homes; i del 7% a Franca al 43% a Iran, en el cas de les dones
[208]. Pel que fa a Espanya, Lorenzo i col-laboradors van descriure unes prevalences del
22% en homes i del 28.8% en dones si es diagnosticaven els pacients segons el criteri
NCEP-ATPIIL; 1 del 27.3% en homes i del 31.7% en dones si se seguia el criteri de
I’IDF [209].

La sindrome metabolica és un factor predictiu de malaltia cardiovascular. Les
persones amb aquesta sindrome tenen al menys dues vegades més risc de desenvolupar
un succés cardiovascular, en comparacié amb les persones que no la tenen [8, 210]. Per
altra banda, entre els individus que pateixen sindrome metabolica el risc de patir DM és
5 vegades més elevat que en persones que no la pateixen [207]. A més del ja esmentat
risc cardiovascular i el de desenvolupar DM, els individus amb sindrome metabolica
també son més susceptibles a desenvolupar altres malalties com ara sindrome d’ovaris
poliquistics, sindrome d’apnea de la son, algunes formes de cancer i NAFLD [207]. En
aquest ultim cas, el contingut de greixos del fetge es troba significativament augmentat,
fins a 4 vegades, en pacients amb la sindrome metabolica comparat amb aquells que no
pateixen la sindrome; independentment de 1’edat, el sexe i el BMI [207, 211].

1.3.5 Altres comorbilitats

Hi ha altres malalties que també troben incrementada la seva prevalenca com a
conseqiiencia d’un excés de greix corporal. A continuacié es descriuran algunes d’elles
en funci6 de I’aparell al que afecten:

1.3.5.1 Aparell digestiu
+  Reflux gastroesofagic
En la poblaci6 general aquesta patologia té¢ una prevalenga del 8-26%. Estudis
com el NANHES van indicar que per cada increment de 5 punts de BMI el risc de
desenvolupar reflux augmentava 1.2 vegades [8]. Aixi doncs, tot i que les dades de
prevalenca son controvertides, estudis realitzats en la poblaci6 en general descriuen
que el 39% dels individus amb un BMI superior a 30 Kg/m® presenten la
simptomatologia; i si el BMI augmenta fins a 35-40 Kg/m® els simptomes
apareixen en el 53-61% dels casos [212]. Existeixen estudis on es proposa que
I’obesitat central (mesurada com a WHR) pot arribar a ser més importat com a
factor predictiu que el mateix BMI, ja que en aquest tipus d’obesitat augmentaria la
pressié intragastrica, predisposant I’individu al reflux. Al mateix temps, en
I’obesitat central se secreten nombroses citoquines que podrien afectar la motilitat
esofagogastrica. A més, patologies que sovint es presenten en 1’individu obés com
ara I’hernia de hiat, un buidat gastric irregular o una major relaxacié de I’esfinter
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esofagic, que propiciaria el reflux d’acid cap a 1’esofag, també contribuirien al
desenvolupament de la malaltia [213].

« Colelitiasi

Els obesos pateixen un excés de producci6 hepatica de colesterol, de manera que
per cada Kg extra de greix corporal se sintetitzen uns 20 mg de colesterol. Aixo fa
que la proporcio6 de colesterol respecte la de fosfolipids i acids biliars sigui major i
que per tant, les sals biliars siguin més litogéniques [8]. A més, la mida de la
vesicula biliar es troba augmentada i la contractibilitat disminuida. L’obesitat
presenta una forta associacié amb la formacié de pedres a la vesicula biliar, aixi
doncs, mentre que a la poblaci6 general la prevalenca de la malaltia oscil-la entre el
2% 1 el 15%, en els obesos augmenta fins al 21-41% (mesurat per ultrasonografia)
[214].

1.3.5.2 Aparell respiratori

L’excés de pes pot arribar a alterar la mecanica ventilatoria, 1’intercanvi de gasos i
la respiracié a nivell central i periféric. En els individus obesos el volum respiratori de
reserva disminueix com a conseqiiéncia de la pressid que exerceix sobre el diafragma el
greix acumulat a la regié abdominal. En casos d’obesitat extrema, també es poden veure
disminuides la capacitat vital i la capacitat pulmonar total. Les capacitats 1 volums
inspiratoris sobn normals. Els obesos dediquen al treball respiratori un percentatge de
consum d’oxigen molt elevat (ineficiencia respiratoria) que els confereix una
predisposicio a la fallida respiratoria davant de qualsevol problema pulmonar afegit. A
més, el patrd respiratori es troba alterat, augmentant la freqiiéncia respiratoria fins al
40% en el cas dels individus amb obesitat i fins al 60% en el cas de pacients amb
obesitat morbida [215].

+ Sindrome d’apnea obstructiva de la son

Aquesta sindrome es caracteritza per una obstruccié de les vies respiratories
deguda a una hipotonia de la musculatura palatina en la fase de la son REM. A
aquesta, es suma ’estretament de les vies aéries superiors deguda a ’acumulaci6 de
greix cervical. Provoca roncs nocturns, son superficial i hipersomnia dilirna
compensatoria. L’obesitat és el factor de risc més important per desenvolupar
aquesta malaltia 1, tot i que la prevalenca depen del grau d’obesitat, s’ha descrit que
per un BMI superior a 30 Kg/m2 la prevalenca en els homes és del 50% 1 en les
dones del 8%; i en 1’obesitat morbida del 80% en homes i del 50% en dones [215].
El tractament d’eleccio és 1’aplicacid de pressid continua positiva per via nasal.
S’ha vist que amb el tractament es produeix una disminuci6 dels nivells de leptina
circulants, tot i que encara no s’ha establert quina és la relacié directa [215]. La
sindrome esta associada a hipertensid arterial i malaltia cardiovascular. Una pérdua
de pes del 10% comporta una disminucié de I’index d’apnees/hipopnees del 26%.
Aquest index es calcula dividint el nimero d’apnees/hipopnees durant la son entre
el nombre d’hores dormides [216].
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« Sindrome d’hipoventilacié-obesitat

També conegut amb el nom de sindrome de Pickwick, es caracteritza per
hipoventilaciéo alveolar greu associada a hipoxémia (disminucido de la pressid
parcial d’oxigen en sang arterial) i/o0 hipercapnia (augment de la pressio parcial de
CO; en sang arterial) i somnoléncia diiirna en pacients amb un BMI superior a 30
Kg/m®. Com a causa de la malaltia es descriu una acci6 conjunta de la sobrecarrega
mecanica que comporta I’obesitat sobre la musculatura inspiratoria, una disminuci6
de la resposta ventilatoria a la hipoxémia o la hipercapnia i les possibles apnees
durant la nit (si existeixen) [215]. La prevalenca en individus amb obesitat es troba
al voltant del 30%.

1.3.5.3 Aparell reproductor

Per terme mig, les dones obeses tenen la menarquia abans que les dones amb
normopes i la menopausa més tard. A més, pateixen més freqlientment infertilitat per
alteracions menstruals o anovulaci6 (el risc relatiu de patir-la en les dones amb un BMI
superior a 27 kg/m* és de 3.1 comparat amb el de les dones amb normopés). Per altra
banda, presenten una produccio6 ovarica d’androgens elevada, com a conseqiiéncia de la
hiperinsulinémia que n’estimularia la produccio. Aproximadament el 50% de les dones
amb ovaris poliquistics presenta sobrepes o obesitat [§].

En el cas dels homes, existeix una major prevalenca d’oligospérmia, impoteéncia,
nivells baixos de testosterona i disminuci6 de la libido [217].

1.3.5.4 Aparell locomotor

L’obesitat esta associada amb un nombre elevat de patologies musculo-
esquelétiques (osteoartritis de genoll, maluc i ma, osteoporosi, tinel carpia, fascitis
plantar, lumbalgies, hérnies discals, etc.) [218]. Afecta principalment les articulacions
de carrega (regions intervertebrals, genolls, turmells, etc.) per una sobrecarrega
mecanica; tot 1 que tamb¢ apareix en altres articulacions, cosa que fa pensar que existeix
algun component de 1’obesitat que afecta directament al cartilag i al metabolisme ossi
[217]. La malaltia es pot manifestar de forma inflamatoria aguda (artritis) o en forma
cronica (artrosi) [218]. Sovint, la gravetat de la malaltia es correlaciona amb el nivell
d’obesitat [219]. Recentment, el Centre de Control de Malalties dels E.E.U.U. va
publicar un estudi en el que el 31% dels obesos adults havien estat diagnosticats
d’artritis en comparacié amb el 16% dels individus amb normopés [220].

1.3.5.5 Malalties neoplasiques

Nombrosos estudis han demostrat 1’associacié entre I’adipositat i un augment del
risc de cancer d’endometri, rony6, vesicula biliar (en dones), mama (en dones
postmenopausiques) i colon (en homes) [221]. Els mecanismes potencials implicats en
la carcinogénesi de 1’obesitat inclouen un augment dels nivells d’hormones endogenes
(esteroides, insulina, etc.) aixi com I’alteracié d’algunes adipoquines (leptina,
adiponectina) [8].
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1.4 Tractament de ’obesitat i pérdua de pes

L’obesitat es considera una malaltia cronica, de manera que els tractaments que es
proposin per prevenir-la o tractar-la cal que es puguin aplicar de per vida. El tractament
integral de I’obesitat consisteix en la millora dels habits alimentaris, I’increment de
I’activitat fisica, el suport conductual, I’administracié de farmacs en els casos en els que
sigui necessari i en el cas de I’obesitat morbida, la cirurgia bariatrica.

Per dur a terme aquests tractaments calen equips medics multidisciplinaris que
inclouen dietistes, psicolegs, psiquiatres endocrinolegs, infermeres, cirurgians i
anestesistes. A més, també son importants la familia i els grups de suport.

La finalitat dels tractaments es basa en fixar-se fites realitzables i crear expectatives
reals en el pacient per millorar [’obesitat existent i1 les comorbilitats associades,
disminuir el risc de desenvolupar noves comorbilitats 1 millorar la qualitat de vida en
general. Entre les fites més destacables es troben: evitar guanyar més pes, reduccio del
pes corporal minimitzant la perdua de massa magra, manteniment del pes a llarg termini
un cop s’ha assolit la pérdua de pes desitjada i finalment, aconseguir una reeducacio
alimentaria i conductual. Una perdua de pes inicial del 10% en un periode de 6 mesos es
considera adequada, ja que s’ha vist que millora I’hipertensié arterail, ’HDLc 1 el
control de la DM, a més de millorar els aspectes psicosocials del pacient [222].

Dels diferents tractaments en destaquem els segiients:

1.4.1 Dieta

Es important condixer les alteracions dels habits alimentaris dels pacients amb
obesitat o obesitat morbida. En funcio6 del tipus d’alteracio se’ls pot classificar segons la
Taula 4.

Tipus de menjador Descripcié
Bigs o “grans menjadors” fan grans menjars de plats tradicionals

ingereixen grans quantitats de dolgos i hidrats de
carboni

Fast foods o “ mals menjadors”  ingereixen grans quantitats de menjar rapid

Sweets o “llaminers”

Snakers o “picadors” piquen durant tot el dia

ingereixen menjars d’'un mateix grup de forma
constat i repetida

Bulimics pacients amb bulimia nerviosa

Bingers o “reiteratius”

Taula 4. Classificacio del tipus de menjadors en funci6 del tipus d’alteracié en ’habit alimentari
que presenten.

En DPactualitat existeixen diversos tipus de dietes per aconseguir perdre pes. La
majoria es basen en les dietes convencionals, caracteritzades per una disminucié en
I’aportacié d’energia i greixos i un augment de fibra; a banda d’aquestes també trobem
les dietes molt baixes en calories (VLCD, de I’angles very low calorie diet) i les basades
en I’index glicemic dels aliments.
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Les dietes convencionals es caracteritzen per mantenir una proporcidé de nutrients
equilibrada tot i ser baixes en calories. En general s’aconsella una reduccié de 500-600
Kcal/dia respecte a la ingesta habitual de 1’individu, el que acostuma a representar dietes
que aporten unes 1200-1500 Kcal/dia. Pel que fa a la composicid, acostumen a tenir un
45-55% de carbohidrats (la majoria complexos), un 15-25% de proteina, menys d’un
30% de lipids (menys del 7% saturats, 15-20% de monoinsaturats i la resta
poliinsaturats), menys de 30 g de colesterol i uns 20-40 g de fibra [4]. Pel que fa a les
vitamines i els minerals, cal mantenir les necessitats diaries recomanades i en cas de no
ser possible, aportar-les a través de suplements. Per terme mig es perden 8.5 Kg en 20-
24 setmanes [222].

Les dietes VLCD es caracteritzen per contenir menys de 800 Kcal/dia 1 70-100 g
de proteina/dia; proporcionen una perdua de pes a curt termini entre dues o tres vegades
superior si es comparen amb les dietes convencionals [223], preservant la massa grassa i
evitant els problemes d’un dejuni total. Per terme mig es perden uns 12 Kg en 12
setmanes. Aquestes dietes son utils sobretot en el cas de pacients amb obesitat morbida
que necessiten perdre pes rapidament per preparar-se pels procediments quirdrgics
[224]. Redueixen de forma aguda la hipertensi¢ arterial 1 milloren el perfil lipidic,
també s’ha documentat una millora de la IR 1 del control del metabolisme de la glucosa.
Tanmateix, aquest tipus de dieta presenta certes contraindicacions, aixi doncs no ¢és
convenient utilitzar-les en pacients amb problemes cardiacs, amb colelitiasi o amb
insuficiencia renal. A més, indueix una reducci6 en la massa 0ssia, hiperuricémia i gota.
Sempre s’han d’aplicar sota una estricta supervisié medica [222].

Les dietes basades en I’index glicémic es caracteritzen per promoure la ingesta
d’aliments amb un index glicémic baix. L’index glicemic és una propietat dels aliments
rics en carbohidrats que descriu I’increment dels nivells plasmatics de glucosa que es
doéna després de la ingesta d’un tipus d’aliment en concret. Els aliments amb un index
glicémic baix tenen taxes de digestid i absorcid lentes, de manera que prolonguen la
sensacio de sacietat en el temps 1 provoquen una menor resposta insulinica, ajudant aixi
a controlar la insulinémia [225].

1.4.2 Activitat fisica

Per que ’activitat fisica sigui eficag¢ en el tractament de la pérdua/manteniment del
pes cal que sigui d’una intensitat de 3.5-7 Kcal/min, i s’ha d’adaptar a 1’edat de
I’individu [4]. La recomanaci6é més freqilient en el cas dels obesos €s caminar durant 30-
60 minuts 5 o més dies a la setmana. Una metanalisi sobre programes de pérdua de pes
mitjangant I’exercici va revelar que I’exercici sol aconseguia una pérdua de pes de 3 Kg,
mentre que si es combinava amb dieta la pérdua era d’11 Kg [226].

L’activitat fisica, juntament amb una dieta adequada, afavoreix la pérdua de pes,
millora la tolerancia i la sensibilitat a la glucosa ja que millora la captaci6 de glucosa no
depenent d’insulina. A més, millora la relaci6 HDLc/LDLc perque augmenta 1’activitat
de ’LPL i disminueix els TAG plasmatics. Per altra banda, també prevé les malalties
cardiovasculars ja que augmenta la fibrinolisi, disminueix 1’agregacié plaquetaria,
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millora la captacié d’oxigen al cor i als teixits periférics, disminueix la taxa cardiaca
basal augmentant el to vagal 1 disminueix la pressio sanguinia [4, 227].

1.4.3 Farmacs

Els tractaments farmacologics dels que es disposa en 1’actualitat soén per

tractaments a llarg termini, ja que s’ha vist que si s’interromp el tractament es recupera
el pes perdut [228]. Es per aixo que es recomana que no s’utilitzi com a terapia aillada,
sind acompanyada de canvis en I’estil de vida (dieta i exercici). Alguns dels farmacs
més utilitzats es descriuen a continuacio:

Rimonabant: antagonista del receptor de cannabinoids I que inhibeix la ingesta
1 millora la glicemia i el perfil lipidic. Va ser retirat del mercat el 2008 per
provocar efectes secundaris psiquiatrics (ansietat i depressio) [224].

Sibutramina (Meridia): inhibeix selectivament la recaptacio de noradrenalina,
serotonina i en menor extensido de dopamina, de manera que redueix la ingesta 1
augmenta la termogenesi; també redueix els TAG, el colesterol total (CHOLy) i
I’LDLc, alhora que augmenta I’HDLc. Va ser retirat del mercat el 2010 per
provocar efectes secundaris cardiovasculars [4].

Orlistat (Xenical o Alli): inhibeix la lipasa pancreatica de manera que impedeix
la hidrolisi 1 absorcié dels greixos sense interferir en el metabolismes dels
hidrats de carboni, proteines i fosfolipids. Es efectiu en el manteniment de la
perdua de pes, pero té uns efectes minims si el pacient segueix una dieta baixa
en greixos [224].

Altres farmacs que no s’utilitzen per a la pérdua de pes, perd que son freqiients de

trobar en el tractament farmacologic de I’individu obés son:

Tiazolidinediones: augmenten ’accié de la insulina, estimulen la captacié de
glucosa, inhibeixen la GNG hepatica, estimulen 1’adipogénesi 1 disminueixen els
NEFA, el TNFa i la leptina. S’utilitzen pel tractament de la DM, perd provoquen
un lleuger augment de pes.

Metformina: redueix la produccié hepatica de glucosa i frena la progressio de la
intolerancia a la glucosa cap a DM. S’utilitza pel tractament de la IR.

Fibrats: exerceixen el seu efecte hipolipemiant mitjangcant la modulacio dels
PPAR. Serveixen pel tractament de la dislipémia.

Estatines: son inhibidors de ’'HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metilglutaril

CoA reductasa), enzim limitant en la sintesi intracel-lular del colesterol.
Serveixen pel tractament de la dislipémia.
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1.4.4 Cirurgia bariatrica
Malauradament, en el cas dels obesos morbids les mesures terapeutiques no
quirtrgiques tenen un index d’¢xit molt reduit, havent-se descrit fins a un 95% de fracas
terapeutic pel que fa a la reduccio de la morbilitat o a la millora de la supervivéncia [8].
L’objectiu principal de la cirurgia bariatrica és el de forgar la reeducacid dels habits
alimentaris de manera que s’aconsegueixi una reducci6é de 1’excés de pes maxima, en
relativament poc temps i de forma mantinguda [229]. No obstant aixo, el criteris
d’inclusi6 dins dels programes d’aquest tipus de cirurgia son estrictes [4, 229]:
«  BMI superior a 40 Kg/m” o entre 35-40 Kg/m® i patir una o més comorbilitats
associades a I’obesitat. Els obesos amb BMI superior a 50 Kg/m? son candidats
per a la cirurgia encara que no compleixin algun dels altres requisits.

« Fracas en dos o més intents de perdua de pes mitjancant modificacions de I’estil
de vida, duts a terme durant 6 o més mesos sota la supervisié d’un especialista.

« Edat entre 18 1 60 anys.

« Coneixement i acceptacid per part del pacient del risc quirargic (que ha de ser
inferior al del manteniment de la propia obesitat), dels canvis alimentaris que
comporta I’operacié 1 de 1’adhesid a un seguiment postoperatori adient.

« Valoraci6 psiquiatrica favorable (abséncia d’abus de drogues o alcohol, de retard
mental, psicosi, etc.).

« Haver demostrat que 1’individu pot perdre pes amb una dieta hipocalorica.

« Acceptacio 1 implicaci6 de la familia en el procediment terapéutic (no ¢és
imprescindible).

1.4.4.1 Tipus de cirurgia bariatrica

El concepte de cirurgia per la pérdua de pes va comengar cap als anys 50 amb el
bypass jejunoileal, que estava dissenyat per induir la malabsorcié dels nutrients. Tot i
que inicialment la técnica va tenir forca €xit, aviat es va abandonar per la gravetat dels
efectes secundaris (problemes electrolitics, deficiéncies nutricionals severes, nefrolitiasi,
fallada hepatica /0 complicacions autoimmunes). Cap els anys 60, gracies a Mason, va
emergir el concepte de bypass gastric a partir de 1’observacidé que pacients amb ulcera
sotmesos a gastrectomies perdien pes després de la cirurgia. A partir d’aqui, es van
desenvolupar diverses técniques com ara la banda gastrica ajustable (GB), la
gastroplastia vertical anellada (VBQ), la gastrectomia tubular o s/eeve (SG), la derivacid
biliopancreatica (BPD) i el bypass gastric en Y-de-Roux (RYGB) [230, 231].

Segons el seu mecanisme d’accio, la cirurgia bariatrica es pot classificar en:
malabsortiva, restrictiva o mixta (si barreja caracteristiques de les dues anteriors).

45



Introduccio

« Técniques malabsortives

Aquest tipus de técniques indueixen una disminucié de [’absorcid de nutrients
mitjangant la reduccié de la part funcional de D’intesti prim. Inclou la derivacid
jejunoileal. Actualment, aquests procediments estan en desus degut a 1’elevada taxa de
complicacions metaboliques que presenten (malnutricid, cirrosi hepatica, litiasi renal,
etc.), la majoria d’elles provocades per la nansa cega (Figura 15).
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Figura 15. Esquema d’un bypass jejunoileal. Font: www.cirugiabariatrica.com

«  Técniques restrictives

Aquest tipus de técniques redueixen la capacitat de I’estomac a uns 50 mL, de
manera que provoquen sensacid de sacietat més rapidament, i aquesta comporta una
disminuci6 de la ingesta calorica. Inclou la GB, la VBG 1 I’SG (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de les diferents técniques restrictives. A. Banda gastrica ajustable (GB). B.
Gastroplastia vertical anellada (VBG). C. Gastrectomia tubular (SG). Extret de Montes de Oca D.M.
[232].

«  Teécniques mixtes

En aquestes técniques es crea un petit reservori gastric, alhora que es realitza un
bypass del duod¢ i una petita part del jeju proximal. L’extrem distal del jeji es connecta
directament al reservori gastric, mentre que el proximal s’anastomosa al jeju distal.
D’aquesta manera queda una nansa alimentaria, una biliopancreatica i finalment un
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segment de conducte comu. Dins d’aquest tipus de cirurgia s’inclou la BPD ideada per
Scopinaro i la BPD amb una desviacié duodenal (modificacié de Marceau 1 Hess). En
tots dos procediments es fa una gastrectomia parcial deixant un reservori gastric de 100-
150 mL, de manera que es consideren técniques parcialment restrictives i preferentment
malabsortives (Figura 17).

Figura 17. Esquema de les diferents técniques malabsortives. A. Derivacié biliopancreatica
d’Scopinaro. B. Derivacio biliopancreatica amb desviaciéo duodenal. Extret de Montes de Oca D.M.[232]

Dintre d’aquesta categoria també trobem I’RYGB (Figura 18), que es caracteritza
per deixar un reservori gastric encara més petit (d’uns 20-30 mL), al qual s’anastomosa
la nansa alimentaria. Aquesta técnica es considera preferentment restrictiva 1
parcialment malabsortiva i és la que s’ha emprat per dur a terme 1’estudi que es presenta
en aquest treball.
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Figura 18. Esquema d’un bypass gastric en Y-de-Roux. La longitud de les nanses biliopancreatica i
alimentaria poden variar segons les necessitats del pacient. Font: www.sandiegomis.com.
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La BDP i el RYGBP es diferencien en el volum de romanent gastric que deixen i en
la longitud d’intesti que queda exposat al bolus alimentari i als sucs digestius, pero
tenen en comu I’exclusié del duode i el jeju proximal. D’aquesta manera, aquests dos
trams de I’intesti prim queden exclosos del contacte amb ’aliment i el bolus alimentari
semidigerit arriba abans al jeja distal [126].

1.4.4.2 Mortalitat i complicacions de la cirurgia bariatrica

La taxa de mortalitat varia entre el 0.1-0.2% per als primers 30 dies després de
I’operacio 1 del 0.1 al 4.6% després d’aquest periode inicial, en funcié de la técnica
emprada. Alguns factors determinants de la mortalitat son 1’experiéncia del cirurgia i
I’estat cardiorespiratori del pacient. Uns altres factors que també resulten importants son
I’edat i el sexe, els homes tenen un risc major de morir que les dones durant els 30
primers dies (3.7% vs. 1.5%), diferéncia que es manté passat aquest periode (7.5% vs.
3.75%) [224, 233].

Generalment, les complicacions de la cirurgia bariatrica es presenten de forma
inespecifica durant el periode postoperatori si estan relacionades amb la cirurgia, o a
llarg termini si estan relacionades amb problemes nutricionals i metabolics.

D’entre els problemes que apareixen a curt termini (primer mes) amb més
freqiliencia destaquen: el sagnat (es dona en el 4% dels casos), la infeccio de les ferides
(es dona en el 6.6% dels casos de cirurgia oberta i en el 2.9% dels casos de cirurgia per
laparoscopia), la dehiscéncia de sutures (es dona entre el 0.5 i el 3% dels casos), el
tromboembolisme pulmonar (es dona entre el 0.4 i el 3.1% dels casos, pero es pot evitar
amb un tractament d’anticoagulants injectables), I’obstruccié intestinal (es dona en un
3% dels casos) i I’estenosi de 1’anastomosi (es dona en menys del 6% dels casos) [228].
Els vomits i les nausees també apareixen durant aquest periode, entre el 20% 1 el 33%
dels casos, com a conseqiiencia de la reduccio de la capacitat de I’estbmac o com a
senyal d’avis d’estenosi.

Finalment, tamb¢ s’observa I’augment de la freqiiéncia de la sindrome de dumping
(es dona en el 50% dels casos). Es tracta d’una hipoglucemia provocada per la
hiperinsulinémia induida pel buidament rapid, cap a I’intesti prim, del contingut gastric
hiperosmotic 1 a mig digerir. Es pot minimitzar la seva incidéncia evitant aliments rics
en greixos o carbohidrats [233].

A més llarg termini, a banda dels vomits i les nausees, apareixen problemes com
ara la colelitiasi, que es dona entre el 22 1 el 71% dels casos. La majoria dels calculs son
de colesterol 1 estan produits per la retencio biliar [233]. Hi ha centres medics en els que
es realitza una colecistectomia durant la cirurgia bariatrica com a mesura profilactica.
També son freqiients els deficits nutricionals de ferro (6-33% dels casos), vitamina B12
(30% dels casos), folats (60% dels casos) 1 vitamina D (10-51% dels casos) [224, 233,
234]. Aquests deficits poden produir un hiperparatiroidisme secundari que
incrementaria el recanvi ossi i disminuiria la massa ossia als 3-9 mesos de la cirurgia
[235].
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1.4.4.3 Efectes de la cirurgia bariatrica i la pérdua de pes

La cirurgia bariatrica esta associada a la millora i/0 resoluci6 de moltes de les
comorbilitats associades amb [’obesitat, incloent-hi hipertensio arterial, IR, DM,
NAFLD, sindrome d’apnea obstructiva de la son, malalties cardiovasculars, artritis, la
sindrome de 1’ovari poliquistic, dislipémia, hiperuricémia i infertilitat [207].

En termes generals la cirurgia bariatrica redueix la mortalitat dels obesos morbids
en un 40%, si es compara amb obesos que no es sotmeten a cap tractament [224].

A nivell antropometric, es considera que la cirurgia bariatrica ha estat un €xit quan
s’assoleixen perdues de 1’excés de pes del 50% [236]. En ’estudi SOS (Swedish Obese
Subjects Study) [237, 238], en el que es va fer el seguiment a 4047 individus obesos a
101 15 anys, dels quals 2010 es van sotmetre a cirurgia bariatrica i 2037 van fer de grup
control (no van seguir cap tractament per a la perdua de pes), al grup d’operats s’ha
descrit una peérdua de pes d’entre 20- 40 Kg i una reducci6 de 10 - 15 Kg/m2 en el BMI
als 15 anys. La técnica quirtirgica que mostrava un percentatge de pérdua de pes més
important era el RYGB (Figura 19), fet que també s’ha observat en altres estudis [233].
En canvi, en la metanalisi de Buchwald i col-laboradors, la técnica que produeix un

major canvi en el pes i en el percentatge d’excés de pes perdut és la BPD (-39% 1 -70%,
respectivament) [239].

Control

|

Canvis en el pes (%)

Anys

Figura 19. Mitjanes del percentatge de canvi de pes durant un seguiment de 15 anys en funcié de la
técnica de cirurgia bariatrica aplicada. El grup control no ha rebut cap tractament. GB, banda gastrica
ajustable; VBG, gastroplastia vertical anellada; RYGB, bypass gastric en Y-de-Roux [238].

Des del punt de vista de les diferents comorbilitats:

Pel que faala IR i a la DM, s’ha descrit que el 77% dels pacients aconsegueixen la
remissio de la malaltia fins al punt de no necessitar medicacid, 1 un 9% més presenta
millores. En funcié de la técnica quirurgica emprada el percentatge de resolucid varia,
aixi doncs amb la BPD ¢és del 99%, amb el RYGB del 84%, amb la VBG del 72% i amb
la GB del 48% [239]. La disminuci6 de la ingesta calorica, la perdua de pes, la
malabsorci6 de greixos i carbohidrats o 1’alteracid en la secrecidé d’hormones intestinals
han estat proposats com a possibles mecanismes pels quals es produeix la millora en la
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sensibilitat a la insulina. Tanmateix, amb aquests tipus de tractament el retorn a la
euglucémia 1 als nivells normals d’insulina s’observen molt abans de que hagi tingut
lloc una perdua significativa de pes [121, 239], i aix0 fa pensar que el control de la DM
després d’una cirurgia de bypass gastrointestinal ¢s el resultat directe del
redireccionament dels nutrients a través de I’intesti [124].

De la mateixa manera, les dislipémies detectades en els pacients obesos milloren
després de la cirurgia bariatrica en més del 70% dels pacients [236], en el cas del RYGB
el percentatge de recuperacié és del 97% 1 en el de la BPD arriba fins al 99% [239].
S’observen disminucions significatives tant en TAG com en CHOLt i LDLc, mentre
que no s’observen canvis en I’HDLc [239].

En el cas del NAFLD, el bypass jejunoileal que s’utilitzava inicialment pel
tractament quirurgic de I’obesitat resultava en un augment de I’esteatosi, cirrosi 1 fallida
hepatica [240]. Pel que fa a les altres técniques bariatriques, hi ha estudis que descriuen
una major millora de la malaltia en pacients als que se’ls ha fet un bypass gastric [241],
mentre que en pacients operats per BPD, els resultats beneficiosos no estan tant clars, ja
que en una part dels pacients la fibrosi s’agreuja [242]. En general, s’ha descrit que
pérdues brusques de pes poden arribar a empitjorar el NAFLD, degut potser a la
massiva mobilitzacié de NEFA des de I’AT visceral, mentre que pérdues progressives el
milloren [243].

Si ens fixem en la hipertensié arterial, segons la metanalisi de Buchwald i
col-laboradors, entre el 52% 1 el 74% dels pacients afectats es recuperen després de la
cirurgia bariatrica, independentment del tipus de cirurgia emprat, i s’ha observat que la
remissid de la malaltia es dona més freqlientment en aquells individus en el que la
perdua d’excés de pes és major [240]. En I’estudi SOS es van obtenir resultats similars
[238].

També s’observen millores en altres comorbilitats com és el cas de la sindrome
d’apnea obstructiva de la son, en la que la patologia es resol en el 85.7% dels casos
[239].
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Objectius

Donat que en el moment en el que es va comengar 1’estudi (2004) gairebé no hi
havia estudis a Espanya que realitzessin un seguiment a llarg termini a obesos morbids
sotmesos a cirurgia bariatrica i que estudiessin el comportament de les comorbilitats
després de la cirurgia bariatrica ens vam plantejar el segiient objectiu principal:

Realitzar un estudi en pacients sotmesos a cirurgia bariatrica a nivell antropometric,
bioquimic 1, sempre que fos possible, genctic per aprofundir en el coneixement
bioquimic i molecular de I’obesitat morbida i de les comorbilitats (dislipémia, DM i
fetge gras) que I” acompanyen; posant especial interes en:

1. L’estudi del patré lipidic dels obesos i la seva evolucio després de la cirurgia
bariatrica.

2. La possible implicacio de I’'LPL i I’HL en el desenvolupament de I’esteatosi
hepatica associada a 1’obesitat.

3. La interrelaci6 que existeix entre I’AT i el fetge a nivell metabolic en aquest
tipus de pacient.
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Pacients, Materials i Métodes

En aquest apartat es descriu la metodologia emprada en la realitzaci6é d’aquesta tesi.
En primer lloc es descriu el disseny experimental (punt 3.1), els criteris de seleccio de
pacients (punt 3.2), el procediment quirargic realitzat pels cirurgians de I’Hospital
Universitari de la Vall d’Hebron (punt 3.3), el procediment per a 1’obtencid de les
mostres (tant de plasma com de teixits) (punt 3.4), la metodologia emprada en
I’obtencié de les mesures antropometriques i els index i parametres que d’elles se’n
deriven (punt 3.5), i les técniques emprades per a la preparacié d’algunes de les mostres
(extraccio de lipids, homogenat de teixits i aillament de lipoproteines) (punt 3.6).

Pel que fa a la determinaci6 de metabolits 1 proteines s’ha decidit descriure dins
d’aquest apartat aquelles metodologies que per la seva peculiaritat (tipus de mostra o
procediment) no es realitzaven de forma rutinaria a I’Hospital.

Aixi, en aquest apartat trobem la determinacié de metabolits plasmatics i/o tissulars
que ens permeten tenir una idea de I’estat del metabolisme en general, aixi com
parametres especifics del metabolisme glucidic i lipidic: TAG, NEFA, glicerol, CHOL,
FC i EC, PL, KB, NO, apolipoproteines (apoAl, apoAlIV i apoB), proteines implicades
en el control de la ingesta (adiponectina, grelina i leptina), proteines implicades en la
coagulacio sanguinia (PAIl), marcadors d’inflamaci6é (CRP), enzims (HL, HSL, LPL),
etc.

Per altra banda en aquest apartat també es descriu el procediment utilitzat per a
I’estudi de I’expressio genica i la determinacié de DNA total en teixit.

Aquella metodologia que forma part de la rutina hospitalaria es descriu breument a
I’Annex 1. En aquest s’inclou: la descripcid de les analitiques d’hematologia (comptatge
cel'lular 1 hemostasia), la descripci6 de les analitiques de bioquimica molt general
(gluceémia, insulina, transaminases, etc.) i la descripcid de les tincions histologiques
emprades per a la determinaci6 del grau d’esteatosi.

3.1 Disseny experimental

L’estudi s’ha dut a terme en un grup de 34 pacients (24 dones i 10 homes) amb
obesitat morbida que complien amb els criteris de 1’Hospital Universitari de la Vall
d’Hebron per ser sotmesos a cirurgia bariatrica.

L’estudi consisteix en el seguiment d’aquests pacients des d’un mes abans de
I’operacid fins a un any després d’aquesta. Es van prendre mostres de plasma aixi com
mesures antropometriques 1 més abans de 1’operacid. Durant I’operacié es van obtenir
diversos teixits (AT subcutani 1 visceral, fetge) per dur a terme les posteriors
valoracions. En aquest treball ens referirem a aquestes mostres com a punt “obes” o
“Ob”.

Durant I’any posterior a 1’operacié es van obtenir mostres de plasma i mesures
antropometriques a 1, 3, 6, 9 1 12 mesos postoperacid, mostres d’AT subcutani a 6 1 12
mesos 1 mostres de fetge a 12 mesos (només en aquells casos en que estava justificat).
En aquest treball ens referirem a aquestes mostres utilitzant el nimero de mes que
correspongui i una “M” (1M, 3M, 6M, 9M i 12M, respectivament).
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Tot el procés d’obtencid de mostres queda resumit a la Figura 20.

Obés (Ob) Pérdua de pes
A |
[ [N \
precirurgia cirurgia IM 3M 6M M 12M
1 1 1/ 1 ! 1 ! ! | ! ] | 1 ! 1 >
| | 77 | T | T T | T 1 | T T |
¢ Plasma *SAT ¢ Plasma * Plasma * Plasma ¢ Plasma * Plasma
*Mesures  ¢VAT * Mesures e Mesures * Mesures * Mesures * Mesures
antropo - *Fetge antropo - antropo - antropo - antropo - antropo -
metriques meétriques metriques metriques metriques metriques
* SAT * SAT

* Fetge*

Figura 20. Linia de temps per ’obtencié de les mostres. SAT, teixit adipos blanc subcutani; VAT,
teixit adipds blanc visceral. *Les mostres de fetge als 12 mesos només es van obtenir en aquells casos en
els que I’hepatoleg considerava necessaria la realitzacié d’una biopsia.

3.2 Seleccio de pacients

Els pacients havien de tenir una edat compresa entre els 20 1 els 65 anys, un BMI
superior a 40 kg/m?, obesitat morbida establerta durant els 5 anys anteriors a 1’operacio i
un pes estable durant els 3 mesos previs a I’inici de I’estudi. A més amés, havien hagut
de patir fracassos continuats amb tractaments de pérdua de pes més conservadors (dieta,
modificacions en I’estil de vida, etc.).

A tots els pacients, préviament a entrar a formar part de I’estudi, se’ls realitzava una
ecografia 1 un transit gastroduodenal per descartar litiasi biliar o hérnia de hiat, es
realitzava un electroencefalograma, una radiografia de torax i proves funcionals
respiratories. També es duia a terme un estudi psiquiatric i psicologic (nivell
d’intel-ligéncia, afectivitat, autoestima, etc.).

En cas que els pacients seguissin algun tipus de tractament hipoglucemiant o
hipolipemiant, aquest es va interrompre com a minim 72 hores abans de la intervencio.

Els criteris d’exclusié dels pacients han estat:

+ Indicis d’abus d’alcohol o drogues.

 Patir alguna alteracid psiquiatrica major (esquizofrénia, psicosi, etc.), retras

mental o trastorns del comportament alimentari tipus bulimia nerviosa.

« Patir malaltia neoplasica.

« Patir algun trastorn endocri (hiper- o hipotiroidisme, sindrome de Cushing, etc.),

tret dels derivats de la mateixa obesitat.

- Patir alguna malaltia renal, cardiaca o hepatica (tret de les derivades de la

mateixa obesitat).

« Patir alguna malaltia sistémica (hepatitis virica, SIDA, etc.).

+ Valoraci6 anestesica desfavorable.

Els pacients havien de tenir la capacitat per comprendre els mecanismes pels quals
es perd pes mitjancant una operacié d’aquest tipus, 1 havien d’entendre que no sempre

58



Pacients, Materials i Métodes

s’obtenen els resultats esperats. Finalment, s’havien de comprometre a adherir-se a les
normes de seguiment postoperatories.

Es van seleccionar 20 individus del Banc de Sang (10 homes i 10 dones) d’edats
similars als obesos com a grup control per a les valoracions plasmatiques.
Posteriorment, es van prendre mostres de 10 pacients amb normopes sotmesos a una
colecistectomia o una intervencié d’hérnia de hiat, i sense cap altra tipus de malaltia
com a grup control per a les valoracions tissulars.

L’estudi va ser acceptat pel comite etic de 1’Hospital de la Vall d’Hebron i tots els
pacients van donar el seu consentiment informat per participar-hi.

3.3 Procediment quirurgic
3.3.1 Bypass gastric
La intervencid que es va dur a terme va ser un RYGBP (Figura 21), també

coneguda amb el nom d’intervencidé Fobi-Capella [244, 245]. Es tracta d’una técnica
mixta que barreja la gastroplastia vertical descrita per Mason i Ito [246], amb el bypass
gastric vertical descrit per Torres 1 Oca [247]. Avui en dia, aquesta técnica es realitza
per laparoscopia, perd en el moment en el que es va dur a terme aquest estudi es
realitzava per laparotomia (cirurgia oberta).

La técnica, principalment restrictiva perd també malabsortiva, consisteix en la
creacio d’un petit reservori gastric a partir de la curvatura menor gastrica, que deixa
aillada la resta de ’estdbmac. La reconstruccid del transit es realitza mitjancant una
nansa de jeju en Y-de-Roux, €s a dir, primer ¢és talla I’intesti prim a uns 30-50 cm del
lligament de Treiz, la part proximal d’aquest es tanca mentre que la part distal
s’anastomosa al reservori gastric formant el conducte alimentari. Finalment, per
connectar el conducte biliopancreatic, es realitza una incisi6 a la part proximal de
I’intesti prim i una altra al peu del conducte alimentari, a una distancia entre 50 1 150 cm
de I’intesti gruixut, i s’uneixen. A partir d’aquest punt es forma el conducte comu per
on passaran tant les secrecions biliopancreatiques com el contingut gastric.

Un dels segments superiors de la Y, el conducte alimentari, és pel que passen els
aliments 1 la saliva des del reservori gastric fins a I’inici del conducte comu. El segon
segment superior de la Y correspon al conducte biliopancreatic, format pel segment
“derivat” en el que els aliments no entren en contacte amb la mucosa digestiva ni amb
les secrecions biliopancreatiques, de manera que es provoca malabsorcid, sobretot dels
greixos.
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Figura 21. Representacié esquematica d’un RYGBP. Cada color correspon a un segment diferent del
tracte digestiu.

< Conducte
comu

No existeix una teécnica estandard pel bypass perd en general s’accepten els
segiients punts:

« El reservori gastric ha de tenir entre 15 1 30 mL de capacitat, per afavorir la
sacietat precog, reduir la produccié local d’acid 1 minimitzar la possibilitat de
dilatacio amb el temps.

« La formaci6 de 1’Y-de-Roux ha de prevenir el reflux biliar.

- La distancia a la que es realitza la uni6 del conducte biliopancreatic amb 1’ileum
s’ha d’adaptar al grau d’obesitat. En el cas dels nostres individus, es va fer a uns
100-150 cm de I’angle de Treitz.

El procediment anestésic utilitzat esta estandarditzat per aquest tipus de cirurgia
(escandicaina a 1’1%)).

Un cop acabada I’operaci6 es va realitzar una profilaxis amb antibiotic (cefoxitina)
per evitar infeccions, 40 mg d’enoxaparina (heparina de baix pes molecular) per evitar
tromboembolismes i ranitidina (antiacid) per evitar lceres.

En el cas de I’heparina, el tractament es va continuar cada 12 hores durant els
primers quinze dies després de la intervencid i posteriorment una sola dosi de 60 mg
durant quinze dies més.

3.3.2 Dieta

Entre una setmana i un mes abans de la cirurgia (en funci6 de I’individu i sempre
sota criteris medics), els pacients van ser sotmesos a una dieta isocalorica calculada en
base als requeriments individuals. La dieta estava formada per un 50% d’hidrats de
carboni, un 20% de proteines i un 30% de lipids.
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Un cop duta a terme 1’operacid, els pacients es van sotmetre a una dieta estricta.
Durant el primer mes postintervencid, els pacients van haver de prendre una dieta
liquida, ja que el reservori gastric encara esta edematods i és necessari donar-1i temps per
que cicatritzi 1 es desinflami. La dieta liquida consta basicament d’aigua, sucs,
infusions, brou, etc., complementada amb uns preparats nutritius. Aquesta dieta consta
de 810 Kcal de les quals aproximadament el 45% prové d’hidrats de carboni, el 33% de
les proteines 1 el 22% dels lipids. Passat un mes de 1’operacid els pacients passen a
ingerir una dieta tova en la que s’afegeixen a la dieta liquida aliments solids bullits en
petites quantitats 1 ben mastegats. Aquesta dieta aporta 839 Kcal de les quals el 44%
prové dels hidrats de carboni, el 38% de les proteines i el 18% dels lipids. Passats dos
mesos, passen a ingerir una dieta triturada amb 844.5 Kcal de les quals el 41% prové
dels hidrats de carboni, el 31% de les proteines 1 el 28% dels lipids. Finalment, després
de 3 mesos de la intervencid els pacients passen a una dieta estandard de
manteniment de 825 Kcal, de les quals el 44% prové dels hidrats de carboni, el 34% de
les proteines i el 22% dels lipids.

3.4 Obtencié de mostres
3.4.1 Plasmes:

Les mostres de sang es van obtenir en dejuni, entre les 8 1 les 10 hores del mati. Es
van exrtraure de la vena antecubital en dos tipus de tubs diferents: uns heparinitzats per
a la realitzacié d’estudis enzimatics i uns altres amb citrat 3.8% en una proporci6 9:1
per estudis d’hemostasia. Es va separar el plasma immediatament per centrifugacio a
450 xg, durant 30 minuts a 4°C, es van fraccionar les mostres i es van congelar a -80°C
fins al seu processament.

En el cas dels controls només es va obtenir una mostra en tubs heparinitzats.

3.4.2 Teixits
Es van recollir mostres de teixits el dia de 1’operacio, 1 6 1 12 mesos després
d’aquesta (Figura 20).

Durant ’operacié es van recollir les seglients mostres de teixit:

« Dues biopsies de fetge, I’'una es va congelar immediatament en nitrogen liquid 1
I’altra, que es va processar a I’Hospital, es va fixar en formaldehid al 10% (v/v),
per a I’estudi histologic que determinaria 1’esteatosi hepatica.

« Una biopsia d’AT visceral.

« Una biopsia d’AT subcutani.

Totes les biopsies van ser congelades immediatament en nitrogen liquid.

Als 6 i 12 mesos de 1’operacio es va recollir una nova biopsia d’AT subcutani de la
zona abdominal, que es congelava immediatament en nitrogen liquid. Per obtenir la
biopsia es va administrar anestésia local subcutania (escandicaina a 1’1%).

A P’any de la intervencio es va recollir dues noves biopsies hepatiques mitjangant
una puncio6 percutania amb una agulla Hepafix. Totes les biopsies eren d’almenys 2 cm
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de llargada i tenien com a minim 8 tractes portals. Una de les biopsies es congelava
immediatament en nitrogen liquid i I’altra es fixava en formaldehid al 10% (v/v) per a la
posterior analisi histologica.

Les mostres que es van congelar en nitrogen liquid es van conservar a -80°C fins
a la seva utilitzacio.

En el cas dels individus del grup control, es van obtenir biopsies d’AT durant
una intervencio de colecistectomia o d’hérnia de hiat. També es va obtenir una mostra
de fetge control a partir de biopsies hepatiques per estudi d’hepatitis que resultaren
falsos positius.

3.5 Obtencio de mesures antropometriques
La realitzaci6 de mesures antropometriques en pacients amb obesitat morbida és
imprescindible per poder establir el seu grau d’obesitat.

3.5.1 Pes, alcada, index de massa corporal i excés de pes

La determinaci6 del pes es va realitzar amb una balanca. Els pacients es van pesar
amb roba interior 1 descalgos.

La determinacio de 1’alcada es va realitzar amb un estadiometre. El pacients es
col-locaven sobre una superficie plana, descalcos, amb els talons junts i el cap en el pla
horitzontal de Frankfort (posici6 anatomica estandard del crani huma).

Un cop es tenen aquests dos parametres es pot calcular el BMI amb la formula de
Quetelet [3], que permet classificar el grau d’obesitat dels pacients (Taula 1):

BMI = pes/al¢ada? (Kg/m?)

Pel que fa a la determinacio de 1’excés de pes, es va calcular a partir de la
diferencia entre el pes de I’individu 1 el pes teoric que hauria de tenir segons les taules
de la Metropolitan Life Insurance Company [248]. Les dades d’aquestes taules han estat
obtingudes a partir d’uns 4 milions d’individus dels E.E.U.U. i Canada. Les taules
proporcionen el pes “ideal” per a una algada determinada en funci6 del sexe i de tres
morfologies de cos establertes en funci6 de I’amplada del colze [249].

3.5.2 Perimetre de cintura, de maluc i index cintura-maluc

El perimetre de la cintura ¢s un indicador d’adipositat visceral (fonamentalment
greix mesentéric 1 dels epiplons). Es va mesurar amb una cinta meétrica col-locada a
I’alcada del punt mig entre 1’ultima costella i la cresta iliaca, al final d’una exhalacio
normal, amb el pacient de peu.

El perimetre del maluc reflecteix la quantitat de greix dipositada en aquesta regio,
la major part del qual és subcutani. Es va mesurar amb una cinta métrica col-locada a la
circumferéncia més ampla del maluc, a 1’al¢ada del trocanter major del fémur [250].
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El WHR ¢s un indicador del patr6é de distribucio del greix subcutani i es mesura
dividint el perimetre de la cintura entre el perimetre del maluc. Es considera que per les
dones un index inferior a 0.9 és saludable, mentre que pels homes ha de ser inferior a 1
[22].

3.5.3 Estimacio del percentatge de greix

Per estimar el percentatge de greix corporal s’ha utilitzat la féormula proposada
per Deuremberg 1 col-laboradors [32], que utilitza els parametres de I’edat, el sexe 1 el
BML

% greix corporal = (1.2 X BMI) + (0.23 X edat) — (10.8 X sexe) — 5.4

En la formula, on posa sexe s’ha de substituir per 1 en el cas dels homes o per 0 en
el cas de les dones; el BMI s’ha de posar en Kg/m” i I’edat en anys.

3.5.4 Estimacio de I’area de greix

Per obtenir les arees estimades de greix subcutani (AT subcutani), greix visceral
(AT visceral) 1 greix total (AT total) s’ha utilitzat les equacions proposades per Bonora i
col-laboradors [34], que utilitzen el BMI, I’edat i els perimetres de cintura i maluc.

area AT subcutani homes = —621 + (9.37 X BMI) + (5.51 X maluc) (cm?)
area AT subcutani dones = —332.9 + (24.5 x BMI) + (2.26 X edat) (cm?)

area AT visceral homes = —453.7 + (6.37 X cintura) (cm?)
area AT visceral dones = —370.5 + (4.04 X cintura) + (2.26 X edat) (cm?)

area AT total = areat AT subcutani + area AT visceral

A les formules, el BMI s’ha de posar en Kg/m?, ’edat en anys i les mesures de
cintura i maluc en cm.

3.5.5 Estimacio dels kilograms de greix
Per fer I’estimacio6 dels kilograms de greix total, subcutani i visceral es van utilitzar
les dades obtingudes als apartats 3.5.313.5.4:

greix total = (% greix total X Kg pes)/100 (Kg)
greix subcutani = Kg greix total x (cm?greix subcutani/cm? greix total) (Kg)
greix visceral = Kg greix total + Kg greix subcutani (Kg)

On el % de greix total s’ha obtingut a partir de I’equacio de Deurenberg i

col-laboradors [32] i les arees de greix subcutani i total a partir de les equacions de
Bonora i col-laboradors [34].
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3.6 Tractaments previs de les mostres
3.6.1 Extraccio de lipids

Fonament

Per dur a terme I’extraccid de lipids es va fer servir una modificacio [251] del
metode descrit per Hara i Radin [252]. Els lipids presents a la mostra (tros de teixit),
mitjangant una barreja de dissolvents organics de baixa toxicitat (hexa i isopropanol)
s’extrauen de les mostres de teixit. Tot seguit, se separen de la resta de components
hidrosolubles mitjangant I’us d’una solucidé aquosa de sulfat de sodi. Un cop s’evaporen
els dissolvents organics, s’obté un extracte de lipids sec.

Reactius
«  Barreja d’extraccio
o Hexa:Isopropanol (3:2; v/v) (tots dos de Panreac)
«  Sulfat de sodi 0.47 M (Merck)
«  Tampd d’emulsio, pH 7.5
o PIPES 28.88 mM (Sigma)
o MgCl6 H,O 57.76 mM (Sigma)
o Albimina lliure d’acids grassos 0.6 mg/mL (Sigma)
o Dodecil sulfat sodic (SDS) 10% (p/v) (Sigma)

Procediment

En el cas dels AT es van pesar uns 40 mg de teixit i en el cas dels fetges es van
pesar uns 30 mg de teixit, es van posar en tubs de vidre Pyrex amb tap de tefld i es va
afegir 1 mL de la barreja d’extraccio. Després d’una incubaci6 durant tota la nit en un
agitador orbital vertical, es van afegir 300 puL de sulfat de sodi i es va vortejar
energicament. Tot seguit, es va centrifugar a 400 xg durant 10 minuts a 15°C. Es van
pesar els tubs (buits) destinats a recollir la fase superior de 1’extraccid (pes inicial) i s’hi
va pipetejar la totalitat de la fase superior de 1’extraccio, on es troben els lipids dissolts
en hexa. A continuacio, es va assecar I’extracte amb N2 gas i es van tornar a pesar els
tubs (pes final).

Per poder dur a terme les valoracions, es van resuspendre les extraccions de lipids
d’AT en 40 mL de tampd d’emulsio i les de fetge en 2 mL de tampd d’emulsid. Per
aconseguir una emulsié ben feta, immediatament després de resuspendre les
extraccions, es van sonicar una vegada durant 30 segons i es va deixar agitant-se durant
tota la nit en un agitador orbital vertical. A I’endema, es va fer una nova sonicaci6é d’un
minut. Abans de procedir a I’analisi de les mostres cal comprovar que 1I’emulsio6 s’ha fet
correctament, €s a dir, que no hi ha gotes refringents.

Calculs

Per obtenir el % de lipids al teixit cal tenir en compte el pes del tub abans i després
d’assecar 1’extracte de lipids i el pes del teixit. Per calcular-ho cal aplicar la segilient
formula:
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es final — pes inicial
% lipids = pesf (9) - p @) x 100
pes teixit (g)

Un cop valorats els diferents metabolits cal aplicar la segiient formula per expressar
els resultats en mmol/g teixit:

mmol  mmol y 0.04 L resuspes
" g teixit Lresuspés g teixit
mmol mmol 0.002 L resuspes
fetge: — = — X —
g teixit L resuspes g teixit

3.6.2 Homogenat de teixits

Fonament del metode

Per a ’homogeneitzacio dels teixits s’ha utilitzat un disruptor de tipus politrd
(Ultra-Turrax T25, IKA-labortechnik; Staufen, Alemanya), el qual disgrega els teixits
de forma mecanica gracies a les ganivetes de les que disposa i trenca les cel-lules
gracies a que €s capag d’emetre ultrasons.

Reactius
«  Tampd6 EDH amb heparina, pH 7.5
o Ditiotreitol (DTT) 1 mM (Sigma)
o Acid etilen-diamino-tetraacétic (EDTA) 1 mM (Panreac)
o HEPES 10 mM (Roche Diagnostics)
o Heparina 5U/mL (USB)
« Tampo6 EDH sense heparina, pH 7.5
o DTT I mM (Sigma)
o EDTA 1 mM (Panreac)
o HEPES 10 mM (Roche Diagnostics)

Procediment

Els homogenats es van preparar en tampé6 EDH amb heparina o EDH sense

heparina segons la valoracio que es volgués dur a terme:

« EDH amb heparina en els homogenats d’AT per a la valoracid d’activitat
LPL 1 la determinacié de la resta de metabolits, 1 en els homogenats de fetge
per a la valoraci6 d’activitat LPL 1 HL 1 la determinaci6 de la resta de
metabolits.

« EDH sense heparina: en els homogenats d’AT per a la valoracié d’activitat
HSL.

La relacio entre el pes del teixit (expressat en grams) i el volum de tampd
(expressat en mL) va variar en funci6 del teixit:
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« En el cas de les mostres d’AT, tant subcutani com visceral, es van pesar uns 50
mg de teixit i es van homogeneitzar en 1 mL de tampé EDH amb o sense
heparina (dilucié 1/20), segons el que convingués.

« Enel cas de les mostres de fetge, les que pertanyien al moment de 1’operacio es
van pesar uns 50 mg i es van homogeneitzar en 500 pL de tampé EDH amb
heparina (dilucié 1/10). Les mostres d’un any es van pesar uns 10 mg i es van
homogeneitzar en 200 uL de tampo EDH amb heparina (dilucié 1/20).

Després de pesar les mostres en tubs de 3 mL, es va procedir a I’homogeneitzacid
amb el politré a la maxima poténcia (24000 min™). Es va fer en tres tandes de 5 segons,
fent una pausa de 15 segons entre cadascuna d’elles i sempre mantenint el tub en gel.
Tot seguit, es va transferir el contingut d’aquests tubs a tubs nous 1 es va centrifugar a
16000 xg, durant 4 minuts a 4°C. A continuacid es van recollir els sobrenedants en
aliquotes 1 es van congelar per la seva posterior analisi.

NOTA: en el cas de los mostres d’AT, i1 en algunes de fetge abans de poder recollir
el sobrenedant va ser necessari retirar la capa de greix que es formava per sobre, amb
I’ajut d’un bastonet amb cotons als extrems.

Calculs
Un cop valorats els diferents metabolits cal aplicar la segiient formula per expressar
els resultats en mmol/g teixit:

) mmol mmol 1L mL homogenat + g teixit
AT i fetge:

— = X X —
g teixit L homogenat 103mlL g teixit

3.6.3 Aillament de lipoproteines

Fonament del métode

Els lipids son molécules apolars (hidrofobiques) i per aixo el seu transport per
I’organisme, un medi aquds, requereix d’un mecanisme de transport especial: les
lipoproteines. Les lipoproteines son unes estructures amb un interior hidrofobic format
per TAG 1 EC, i una superficie hidrofilica formada per molecules amfipatiques com
colesterol (CHOL), PL i proteines.

El metode emprat per a 1’aillament de les lipoproteines circulants, posat al punt en
el nostre grup per a mostres de mida reduida [253], es basa en ’aprofitament de les
seves propietats diferencials de densitat per ultracentrifugacié seqiiencial. Les
lipoproteines es classifiquen en cinc tipus segons la seva densitat relativa (Taula 5):
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(0]\Y)] VLDL IDL LDL HDL
:elsof?me‘”'a’ >400 | 10-80 5-10 23 0.18-0.36
Densitat (g/cm™) <0.95 i 0.95-1.006 : 1.006-1.019 | 1.019-1.063 | 1.063-1.210

Composicié quimica (%)

Proteines 2 8 15 22 40 -55
Triacilglicerols 86 55 31 6 4
Colesterol lliure 2 7 7 8 4
Esters de colesterol 3 12 23 42 12 -20
Fosfolipids 7 18 22 22 25-30

Taula 5. Caracteristiques de les lipoproteines humanes. Adaptat del llibre Bioquimica de Van Holde
M. [254]).

Mitjancant 1’adici6 de KBr a la mostra s’incrementa la densitat d’aquesta, de
manera que al centrifugar a una velocitat elevada durant periodes de temps llargs, els
elements amb menor densitat floten 1 es poden recollir amb relativa facilitat. Amb
passos successius de centrifugacio i una densitat del medi creixent es poden aillar les
diferents fraccions de lipoproteines.

Reactius
« 25 mL de les solucions de NaBr, segons la Taula 6. En tots els casos es va
afegir EDTA a una concentraci6 final de 0.05% (p/v).

Densitat (g/mL) | g NaBr
1.006 0.225
1.040 1.431
1.063 1.463
2,210 7.085
1.400 13.573 Taula 6. Taula de densitats de NaBr per ’aillament

de lipoproteines humanes.

Donat que el NaBr és una sal molt higroscopica, la densitat es va verificar i
corregir en cas de ser necessari afegint aigua destil-lada o la sal solida.

Procediment

«  Preparacié de les VLDL: es van pipetejar 400 uL de plasma en un tub de
policarbonat de 3 mL 1 s’hi van afegir 1100 pL de la solucié de NaBr de
densitat 1.006 g/mL. Es van centrifugar les mostres durant 2 hores a 4°C a
33600 xg utilitzant una accelaracié “9-brake” 1 el programa 5 de la
ultracentrifuga RC-M120EX, amb el rotor d’angle fix RP100-AT4 (ambdos de
Sorvall Instruments, Buckinghamshire, Anglaterra). Un cop acabada la
centrifugaci6 es van recollir els 800 uL de la fraccid superior corresponents a
les VLDL, 1 es va mesurar el seu volum (VVLDL).

«  Preparacié de les LDL: la fracci6 inferior obtinguda en el pas anterior es va
transferir a un nou tub 1 es va calcular el volum per pes. Tot seguit es va ajustar
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la densitat a 1.04 g/mL amb la solucié de NaBr de 1.4 g/mL segons la segiient
formula:

Vnagr1.4 = Vop(d — dpr) /(1.4 — d)

On Vyapr 14 €s el volum que s ha d’afegir de la solucié de NaBr 1.4 g/mL
per augmentar la densitat inicial de la fracci6 inferior (dyf) fins a la densitat del
seglient pas de centrifugacid (d), que en aquest cas és 1.04 g/mL. Vi €s el
volum de la fraccio inferior mesurat.

A continuacio, es va enrasar el volum fins a 1.5 mL amb la solucié de
NaBr de 1.04 g/mL i es va fer una nova centrifugacié durant 2.5 h a 4°C a
336000 xg. Un cop acabada la centrifugaciéo es van recollir els 300 pL
superiors de sobrenedant corresponents a la fraccio d’LDL. Es va recollir la
fase superior corresponent a la fracci6 d’LDL i es va mesurar el seu volum
(VipL).

Preparacio de les HDL: es van agafar 700 uL de la fraccid inferior obtinguda
en el pas anterior i es van transferir a un nou tub. Es va ajustar la densitat a
1.21 g/mL tal i com s’ha descrit anteriorment i es va acabar ajustant el volum a
1.5 mL amb la soluci6 de NaBr d’1.21 g/mL. Es va fer una darrera
centrifugaci6 durant 3 h a 4°C a 336000 xg. Un cop acabada la centrifugacio es
van recollir 400 pL la fraccié superior corresponents a la fraccio d’HDL i es va
mesurar el seu volum (Vypr). Finalment, el volum restant corresponent a la
fraccid sense lipoproteines també es va passar a un nou tub.

Totes les fraccions es van guardar a -20°C fins a la seva analisi.

Calculs

A I’hora de mesurar els diferents parametres s’obté la concentracid en cada fraccio.

La dada que ens interessa és la quantitat de metabolit corresponent a cada fraccid
lipoproteica en relacio al plasma. Aixi doncs, els calculs que s’han d’aplicar son els
seglients:

mmol mmol x 1L Vyipr (mL)

———F VLDL =
mL plasma L fracci6 VLDL x 103ml x 0.4 mL plasma

mmol _ mmolx 1L VipL
mL plasma L fracci6 LDL x 103ml x 0.4 mL plasma
mmol mmol x 1L VupL 1.5=VpL

—— HDL =
mL plasma L fraccio HDL *100ml ¥ 07mL ¥ 04mL plasma

3.6.4 Observacio de lipoproteines per microscopia electronica

Fonament del metode

Per a I’observaci6 de les lipoproteines per microscopia electronica s’ha emprat el
metode de la tincid negativa segons els procediment de la gota [255].
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Aquest metode es basa en aplicar una capa homogenia d’un metall pesat per sobre
de la mostra de manera que després d’un assecament 1’estructura a observar apareix en
negatiu (clar sobre fons) en la imatge del microscopi.

Les observacions es van dur a terme a la Unitat de Crio-Microscopia dels Centres
Cientifics 1 Tecnologics de la Universitat de Barcelona.

Reactius

+ Reixetes de coure recobertes amb membranes de carbo
« Aigua bidestil-lada

« Acetat d’uranil 1%

Procediment

Es va posar una gota (5-20 pL) de la mostra obtinguda a I’apartat 3.6.3 a una
concentracio entre 0.1 i 1 mg/mL de proteina sobre un tros de parafilm. Després de
carregar la reixeta durant 5 minuts amb llum ultraviolada, es va col-locar sobre la
superficie de la gota una reixeta de coure d’entre 200 i 400 mesh recoberta amb carbd
(el carbd ha de quedar en contacte amb la mostra) i es va deixar adsorbir la mostra
durant 1 minut. Amb [’activacid de la reixeta s’aconsegueix que la mostra es reparteixi
millor per la reixeta.

A continuacio, es van fer 3 rentats de les reixetes durant 1 minut amb aigua
bidestil-lada. S’ha d’evitar que la reixeta s’assequi. Un cop finalitzats els rentats es van
posar 50 pL d’acetat d’uranil a 1’1% i es va incubar entre 30 i 90 segons.

Després d’assecar 1’excés d’agent de tincié amb un paper de filtre des del lateral de
la reixeta, es deixa que s’assequi completament la preparacié durant un minim de 2
hores.

Finalment les mostres es van observar al microscopi electronic de transmissié Jeol
JEM 1010 dels Centres Cientifics 1 Tecnologics de la UB.

3.7 Determinacio de metabolits
3.7.1 Acids grassos no esterificats

Fonament

Per a la determinacio dels NEFA s’ha utilitzat un métode enzimatic colorimetric
basat en el metode descrit per Shimizu i col-laboradors [256]. Els NEFA presents a la
mostra, per accio de I’acil-CoA sintetasa, es transformen en els seus respectius acil-CoA
en una reaccio depenent d’ATP. Els acil-CoA produits, per accio de I’acil-CoA oxidasa,
s’oxiden als seus respectius enoil-CoA, generant en la mateixa reaccid peroxid
d’hidrogen. Aquest peroxid, gracies a I’accid de la peroxidasa, reacciona amb el reactiu
de Trinder i es genera un producte (quinonaimina) amb un maxim d’absorbancia 550
nm. La concentraci6 d’aquest producte és proporcional al contingut de NEFA de la
mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre sén de 2.8 a 12.7
mg/dL en dones 1 de 2.8 a 16.9 mg/dL en homes.

69



Pacients, Materials i Métodes

Reactius

Kit NEFA F.S. (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim; Alemanya).

Components del kit:

o Reactiu R1: conté tamp6 de Good a pH 7, coenzim A, ATP, I’enzim acil-
CoA sintetasa, MgCl, i component d’acoblament de Trinder.

o Reactiu R2: conté tampd de Good a pH 7, els enzims acil-CoA oxidasa i
peroxidasa i component d’acoblament de Trinder.

Solucié mare de NEFA 1 mM (DiaSys Diagnostic Systems GmbH; Holzheim,

Alemanya).

Control intern: TrulabL (DiaSys Diagnostic Systems GmbH; Holzheim,

Alemanya).

Kit NEFA C (Wako Chemicals; Neuss, Alemanya). Components del kit:

o Reactiu A: cont¢ MgCl,, ATP, coenzim A, 4-aminoantipirina i 1’enzim
acil-CoA sintetasa.

o Reactiu B: conté anilina i els enzims acil-CoA oxidasa i peroxidasa.

Soluci6é mare d’acid oleic ImM.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma: les mostres es poden fer servir directament sense diluir.

Teixits: tant pels AT com pel fetge, després de fer una extraccio de lipids tal i com
s’indica a I’apartat 3.6.1, es van carregar sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit de DiaSys en 1’autoanalitzador Metrolab 2300
(RAL, Sant Joan Despi, Espanya; d’ara endavant Metrolab 2300). L’aparell utilitza 5
uL de mostra, als que afegeix 250 pL de Reactiu 1 1, passats 3 minuts, afegeix 60 uL de
Reactiu 2. Després d’una incubacié de 10 minuts realitza una lectura de punt-final
bicromatica a 546/600 nm.

Teixits: es van processar amb el kit de Wako en plaques de 96 pouets.

Es va preparar la patr6 a partir de la solucié mare d’acid oleic 1 mM fent un
banc de dilucions en aigua destil-lada a les seglients concentracions: 0, 0.1, 0.2,
0.4,0.6,0.81 1 mM.

Es van resuspendre els reactius A 1 B amb les solucions A i B, segons les
instruccions del kit.

Es van aplicar 5 pL de patr6 per triplicat, 5 uL del control intern diluit 1/3 per
duplicat o 5 pL. de mostra per duplicat. Seguidament, es van afegir 75 uL de
reactiu A a cada pou i es va incubar la placa, protegida de la llum, durant 10
minuts a 37°C amb agitacié suau. Després, es van afegir 150 pL de reactiu B i
es va incubar la placa de nou, protegida de la llum, durant 10 minuts a 37°C
amb agitaci6 suau. Transcorregut aquest temps, es va llegir I’absorbancia de la
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placa a 550 nm mitjangant el lector espectrofotométric de plaques (Sunrise,
Tecan; Salzburg, Austria), d’ara en endavant lector Tecan Sunrise.

Calculs

En el cas del plasma, I’aparell dona els resultats directament en mM. Per expressar-
los en mg/dL cal dividir-los entre 0.0354.

En el cas dels teixits, es va determinar la concentraci6 de NEFA de les mostres
interpolant el valor d’absorbancia de cada mostra a la recta patrd. Finalment, per
expressar els resultats en mmol NEFA/g teixit, cal aplicar la formula descrita a 1’apartat
3.6.1.

NOTA: un mol de NEFA equival a 274 g de NEFA.

3.7.2  Colesterol total

Fonament del metode

Per a la determinacio del colesterol total (CHOLy) s’ha utilitzat un meétode
enzimatic colorimeétric basat en el descrit per Allain i1 col-laboradors [257]. L’EC present
a la mostra, per accié de la colesterol esterasa, es transforma en acids grassos 1 FC, el
qual passa a colesterol-3-ona per acci6 de la colesterol oxidasa, reaccid en la que té lloc
la formacio de peroxid d’hidrogen. Aquest peroxid, gracies a 1’accio de la peroxidasa,
reacciona amb el fenol i la 4-aminoantipirina presents als reactius i genera un producte
(quinonaimina) amb un maxim d’absorbancia 500 nm. La concentracié d’aquest
producte €s proporcional al contingut de CHOLy de la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre soén de 125 a 220
mg/dL.

Reactius

«  Kit Colesterol S.P. (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya), que conté tampd
de Good pH 7, fenol, 4-aminoantipirina i els enzims colesterol esterasa,
colesterol oxidasa i peroxidasa.

«  Calibrador: Biocal (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya).

« Controls interns: Gernorm i Gerpath (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

«  Soluci6 mare de colesterol 2.6 mM.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: les mostres es poden fer servir directament
sense diluir.

Teixits: tant pels AT com pel fetge, després de fer una extraccio de lipids tal i com
s’indica a I’apartat 3.6.1, es van carregar sense diluir.
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Analisi de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: es van processar amb el kit de Gernon en
I’autoanalitzador Metrolab 2300. L’aparell utilitza 4 pLL de mostra, als que
afegeix 300 pL de reactiu. Després d’una incubacié de 5 minuts realitza una
lectura de punt-final bicromatica a 505/700 nm.

Teixits: es van processar amb el kit de Gernon en placa de 96 pouets.

« Es va preparar la patr6 a partir de la solucié mare de colesterol 2.6 mM fent un
banc de dilucions en aigua destil-lada a les segiients concentracions: 0, 0.08,
0.16, 0.325, 0.65, 1.3 1 2.6 mM.

« Es van aplicar 5 pL de patr6 per triplicat, SuL dels controls interns diluits 1/3
per duplicat o 5 uLL de mostra per duplicat. Seguidament, es van afegir 200 uL
de reactiu a cada pou i es va incubar la placa, protegida de la llum, durant 10
minuts a 37°C amb agitaci6 suau. Transcorregut aquest temps, es va llegir
I’absorbancia de la placa a 500 nm mitjancant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

En el cas del plasma, I’aparell dona els resultats directament en mM. En el cas de
les fraccions de lipoproteines cal aplicar les formules descrites a 1’apartat 3.6.3 per
poder expressar els resultats en mmol CHOLy a lipoproteina/mL plasma

En el cas dels teixits, es va determinar la concentracidé de CHOLt de les mostres
interpolant el valor de densitat Optica de cada mostra a la recta patr6. Finalment, per
expressar els resultats en mmol CHOL+/g teixit, cal aplicar les formules descrites a
I’apartat 3.6.1.

NOTA: un mol de CHOL equival a 387 g de CHOL.

3.7.3 Colesterol lliure i esterificat

Fonament del metode

Per a la determinaci6 del colesterol lliure (FC) s’ha utilitzat un métode enzimatic
colorimetric basat en el metode descrit per Stéhler i col-laboradors [258]. L’FC a la
mostra es transforma en colesterol-3-ona per accié de la colesterol oxidasa, reaccio6 en la
que té lloc la formaci6é de peroxid d’hidrogen. Aquest peroxid, gracies a 1’acci6 de la
peroxidasa, reacciona amb el fenol i la 4-aminoantipirina presents als reactius i genera
un producte (quinonaimina) amb un maxim d’absorbancia a 500 nm. La concentracid
d’aquest producte és proporcional al contingut d’FC de la mostra. La concentracié de
colesterol esterificat (EC) s’obté de restar el FC al CHOL.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquests parametres sén de 44 a 60

mg/dL per ’FC (entre el 22 i el 30% de la concentraci6 de CHOLy) i de 140 a 156
mg/dL per I’EC.
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Reactius
« Kit Colesterol libre F.S. (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim;
Alemanya), que conté tampd de Good pH 7, fenol, 4-aminoantipirina i els
enzims colesterol oxidasa i peroxidasa.
«  Calibrador: Biocal (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya).
«  Control intern: TrulabL (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya).
«  Kit Colesterol libre (Wako Chemicals; Neuss, Alemanya). Components del kit:
o Ampolla R1: 0.1% fenol 1 surfactants en tampd fosfat pH 7, 4-
aminifenazona, i els enzims colesterol oxidasa 1 peroxidasa.
o Ampolla CAL: solucié mare de colesterol 2.6 mM en isopropanol.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: les mostres es poden fer servir directament
sense diluir.

Teixits: tant pels AT com pel fetge, després de fer una extraccio de lipids tal i com
s’indica a I’apartat 3.6.1 tant els AT com els fetge es van carregar sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: es van processar amb el kit de Gernon en
I’autoanalitzador Metrolab 2300. L’aparell utilitza 4 uL de mostra, als que
afegeix 300 pL de reactiu. Després d’una incubacié de 5 minuts realitza una
lectura de punt-final bicromatica a 546/700 nm.

Teixits: es van processar amb el kit de Wako en placa de 96 pouets.

« Es va preparar la patr6 a partir de la solucié mare de colesterol 2.6 mM fent un
banc de dilucions en aigua destil-lada a les segiients concentracions: 0, 0.08,
0.16, 0.325, 0.65, 1.3 1 2.6 mM.

« Es van aplicar 10 pL de patrd per triplicat, 10 uL dels controls interns diluits
1/3 per duplicat o 10 pL. de mostra per duplicat. Seguidament es van afegir 200
pL de reactiu de I’ampolla R1 a cada pou i es va incubar la placa, protegida de
la llum, durant 15 minuts a 37°C amb agitaci6 suau. Transcorregut aquest
temps, es va llegir I’absorbancia de la placa a 500 nm mitjancant el lector de
plaques Tecan Sunrise.

Calculs

En el cas del plasma, 1’aparell dona els resultats directament en mM. En el cas de

les fraccions de lipoproteines cal aplicar les formules descrites a I’apartat 3.6.3 per
poder expressar els resultats en mmol FC a lipoproteina/mL plasma.

En el cas dels teixits, es va determinar la concentracio de FC de les mostres

interpolant el valor de densitat Optica de cada mostra a la recta patr6. Finalment, per
expressar els resultats en mmol FC/g teixit, cal aplicar les formules descrites a 1’apartat
3.6.1.
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Per obtenir la concentracié d’EC cal aplicar la segiient formula:
EC = CHOLy - FC

3.7.4 Cossos cetonics

Fonament del metode

La determinacié dels cossos cetonics (KB) es fa de forma indirecta mitjancgant la
quantificacié de B-hidroxibutirat. Aquesta determinaciéo esta basada en el metode
enzimatic descrit per Kientsch-Engel 1 col-laboradors [259]. El B-hidroxibutirat present
a la mostra es transforma en aceto-acetat per accid6 de la P-hidroxibutirat-
deshidrobenasa. En la reaccié es forma NADH+H  que reacciona amb un compost
oxidat (nitroblue tetrazolium o NTB), gracies a 1’accid de la diaforasa. L’NTB reduit té
un maxim d’absorbancia a 550 nm. La concentracié d’aquest compost reduit és
proporcional al contingut de KB de la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son de 0.21 a 2.81 mg/dL.

Reactius
« Kit B-hidroxibutirico F.S. (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim;
Alemanya). Components del kit:
o Reactiu R1: tamp6 a pH 8.4 i els enzims B-hidroxibutirat-deshidrogenasa
i diaforasa.
o Reactiu R2: NAD, acid oxalic i NTB
o Calibrador: B-hidroxibutirat | mM
+ Controls interns: Gernorm 1 Gerpath (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

Procediment
Preparacio de mostres
Plasma: les mostres es poden fer servir directament sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit de DiaSys en I’autoanalitzador Metrolab 2300.
L’aparell utilitza 8 pL de mostra als que afegeix 300 uL de Reactiu 1 i, passats
3 minuts, afegeix 75 puL de Reactiu 2. Després d’una incubacié de 5 minuts
realitza una lectura de punt-final a 550 nm.

Calculs
L’aparell dona els resultats directament en mM.

NOTA: un mol de KB equival a 104,2 g de KB.
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3.7.5 Fosfolipids

Fonament del métode

Per a la determinacid dels PL s’ha utilitzat un metode enzimatic colorimetric basat
en el descrit per Takayama i col-laboradors [260]. Els PL presents a la mostra (dels
quals la fosfatidil-colina, la lisofosfatidil-colina i 1’esfingomielina en representen el
95%) es trenquen per acci6 de la fosfolipasa-D, alliberant colina que, per acci6 de la
colina oxidasa, es transforma en betaina i peroxid d’hidrogen. Aquest peroxid, reacciona
amb la 4-aminoantipirina 1 1’acid tribromo hidroxibenzoic, per acci6 de la peroxidasa, 1
déna un producte amb un maxim d’absorbancia a 570 nm. La concentracié d’aquest
producte és proporcional al contingut de PL de la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son de 125 a 275 mg/dL.

Reactius
« Kit Fosfolipidos F.S. (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim;
Alemanya). Components del kit:
o Reactiu R1: tampo Tris pH 8, TBHBA i I’enzim colina oxidasa.
o Reactiu R2: tampo6 Tris pH 8, 4-aminoantipirina i els enzims fosfolipasa-
D 1 peroxidasa.
o Calibrador de fosfolipids 4 mM.
« Control intern: TrulabL (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim;
Alemanya).
- Kit Fosfolipids PL MPR2 (Roche Diagnostics, Mann-heim; Alemanya).
Components del kit:
o Reactiu 1: tampd amb fenol.
o Reactiu 2: enzims fosfolipasa-D, colina oxidasa 1 peroxidasa liofilitzats.
o Soluci6 mare de clorur de colina 3.88 mM.

Procediment

Preparacio de mostres

Fraccions de lipoproteines: les mostres es poden fer servir directament sense
diluir.

Teixits: tant pels AT com pel fetge, després de fer una extraccio de lipids tal i com
s’indica a I’apartat 3.6.1, es van carregar sense diluir.

Analisi de mostres

Fraccions de lipoproteines: es van processar amb el kit de DiaSys en
I’autoanalitzador Metrolab 2300. L’aparell utilitza 20 pL de mostra, als que
afegeix 240 pL de Reactiu 1 i, passats 5 minuts, afegeix 60 uL de Reactiu 2.
Després d’una incubacid de 5 minuts realitza una lectura de punt-final 550 nm.
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Teixits: es van processar amb el kit de Roche en placa de 96 pouets.

« Es va preparar la patré a partir de la solucié mare de clorur de colina 3.8 mM
fent un banc de dilucions en aigua destil-lada a les segiients concentracions: 0,
0.0061, 0.121, 0.485, 0.97, 1.94 1 3.88 mM.

« Es va preparar la barreja de reaccio dissolent una pastilla d’enzims liofilitzats
en 40 mL de Reactiu 1.

« Es van aplicar 10 pL de patr6 per triplicat, 10 pL del control intern diluit 1/3
per duplicat o 10 pLL de mostra per duplicat. Seguidament es van afegir 200 L
de barreja de reacci6 a cada pou i es va incubar la placa, protegida de la llum,
durant 15 minuts a 25°C, amb agitaci6 suau. Transcorregut aquest temps, es va
llegir I’absorbancia de la placa a 492 nm mitjangant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

En el cas de les fraccions de lipoproteines cal aplicar les formules descrites a
I’apartat 3.6.3 per poder expressar els resultats en mmol PL a fraccid lipoproteica/mL
plasma

En el cas dels teixits, es va determinar la concentracio de PL de les mostres
interpolant el valor d’absorbancia de cada mostra a la recta patrd. Finalment, per
expressar els resultats en mmol PL/g teixit, cal aplicar les formules descrites a 1’apartat
3.6.1.

NOTA: un mol de PL equival a 776 g de PL.

3.7.6 Glicerol

Fonament del métode

Per a la determinaci6 del glicerol s’ha utilitzat un metode enzimatic
espectrofotometric en el rang ultraviolat basat en el metode descrit per Garland i1
col-laboradors [261]. El glicerol present a la mostra, en preséncia d’ATP, es transforma
en glicerol-3-fosfat per accié de la glicerol-quinasa. En el segiient pas, el glicerol-3-
fosfat es transforma en dihidroxiacetona gracies a la glicerol-3-fosfat deshidrogenasa.
Aquesta darrera reaccid porta acoblada la reduccié del NAD" a NADH, el qual té
absorbancia a 340 nm. L’increment d’absorbancia a 340 nm, com a conseqjii¢ncia de la
formacio d’NADH, és proporcional al contingut de glicerol de la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son de 0.092 a 0.92 mg/dL.

Reactius

«  HCIO4 60% p/v (Panreac)

«  Tampo¢ glicina-hidracina (GHB)
o Glicina 0.2M (Roche)
o Hidroxid d’hidracina 1-hidrat 1M (Merk)
o MgCl, - 6H,O 2 mM (Panreac)
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« ATP 50 mM (Sigma-Aldrich)

«  NAD' 20 mM (Sigma-Aldrich)

«  Glicerol (Panreac)

«  Glicerol-quinasa (GK) 500 u/mL (Sigma)

«  Glicerol deshidrogenasa (GDH) 1700U (Roche)

« Controls interns: Gernorm i Gerpath (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma: per poder dur a terme aquesta técnica €s necessaria la prévia
desproteinitzacio de les mostres. Per fer-ho es va afegir HC1O4 60% (v/v) a la
mostra en una proporcid 70:3 (mostra:acid v/v, tenint en compte que es
recuperaran 2/3 del volum de mostra inicial).

Tot seguit es van vortejar les mostres durant uns segons i es van

centrifugar a 16000 xg durant 30 minuts a 4°C. Finalment, es van recollir els
sobrenedants i es van diluir entre 1/4 1 1/6 en tampd GHB.

Analisi de mostres

Plasmes: es van processar en placa de 96 pouets.

«  Es va preparar la patrd a partir de la solucié mare de glicerol 2.26 mM fent un
banc de dilucions en tamp6é GHB a les segiients concentracions: 0, 5, 10, 25,
50, 1501300 pM.

«  Es van aplicar 50 uL de patrd per triplicat, 50 pL dels controls interns diluits
1/3 per duplicat o 50 pL de mostra diluida per duplicat. Seguidament es van
afegir 160 pL de barreja de reaccid a cada pou i1 es va incubar la placa,
protegida de la llum, durant 5 minuts a 25°C amb agitacié suau. Transcorregut
aquest temps, es va llegir 1’absorbancia de la placa a 340 nm mitjangant el
lector Tecan Sunrise per saber la quantitat basal d’NADH (Absinicia).

A continuacid, es va diluir la GK 1/10 en aigua destil-lada i rapidament es
van afegir 6 pL a cada pouet i es va incubar de nou la placa, protegida de la
llum, durant 5 minuts a 25°C en agitacid. Tot seguit es va deixar la placa 30
minuts més, protegida de la llum i sense agitacio.

Finalment, després d’una nova agitaci6 de 5 minuts, es va llegir
I’absorbancia de la placa a 340 nm (Absgnar) mitjangant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

La diferéncia d’absorbancia entre I’ Absfina 1 I’ Absinicial €5 correspon a la reduccio de
I’'NAD"a NADH.

Es va determinar la concentracio de glicerol de les mostres interpolant 1’increment
d’absorbancia de cada mostra (Absgina - AbSinicial) @ 1a recta patrd. A les mostres diluides
es va corregir la concentracié obtinguda pel factor de dilucio.

NOTA: un mol de glicerol equival a 92,1 g de glicerol.
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3.7.7 Oxid nitric

Fonament del métode

Per a la determinaci6 de I’NO s’ha utilitzat una adaptaci6 de Ricart-Jané i1
col-laboradors [262] del métode descrit per Griess [263], sent aquest un meétode
indirecte que quantifica la concentracio de nitrit en solucid. L’NO del plasma, passa
rapidament a nitrat per accid de I’oxihemoglobina i altres factors oxidants. Tenint en
compte que el metode mesura nitrits, és necessari un pas previ de reduccié dels nitrats
dut a terme per la nitrat reductasa. El métode de Griess es basa en la reaccid dels nitrits
amb la sulfanilamida en medi acid, generant un catié diazoni que reacciona amb 1’N-(1-
naftil) etilendiamina per donar un compost azo amb un maxim d’absorbancia a 540 nm.
L’absorbancia a 540 nm ¢és proporcional al contingut de nitrits de la mostra.

Reactius
«  Tamp¢ fosfats 50 mM pH, 7.4
«  Tamp¢ fosfats 20 mM pH, 7.4 (per resuspendre 1’enzim i el cofactor)
«  Reactius de Griess:
o Reactiu de Griess A: N-(1-naftil) etilendiamina 0.2% (p/v)
o Reactiu de Griess B: sulfanilamida 2% (p/v) en H3PO4 al 5% (v/v)
«  Nitrat reductasa (Cayman Chemicals)
«  Cofactor de la nitrat reductasa (Cayman Chemicals)
«  Solucié mare de NaNO; 0.2 M

Procediment

Preparacio de mostres

Tant el citrat com 1’heparina poden portar a subestimar o sobreestimar la mesura de
nitrat present a la mostra [262]. Com que nosaltres no disposavem de mostres recollides
en cap altre anticoagulant, per a totes les mostres es va fer un blanc (pou amb tots els
reactius excepte 1’enzim i el cofactor) per obtenir les lectures inicials de cada mostra; i
una recuperacid (pou que a més de la mostra i tots els reactius conté una quantitat
addicional i coneguda de nitrat de sodi) per poder determinar si existeix qualsevol tipus
d’interferéncia en cada mostra en concret. Les mostres es poden aplicar sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar en placa de 96 pouets.

«  Es va preparar la patré a partir de la solucié mare de nitrat de sodi 0.2 M fent
un banc de dilucions en aigua bidestil-lada a les segilients concentracions: 0, 5,
10, 401200 uM.

«  Es van aplicar 50 pL de tampo fosfats 50 mM (pH 7.4) a tots els pouets de la
placa. Tot seguit, es van aplicar 50 uL de la patrd per triplicat o de la mostra
per quadruplicat. Als pouets destinats a determinar la recuperacid es van afegir
50 pL d’una solucié de concentracié coneguda de nitrat de sodi (10 pM en el
nostre cas), 1 a la resta de pouets es van afegir 50 uL d’aigua bidestil-lada per
corregir la diferéncia de volum.
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Després de reconstituir la nitrat reductasa i el cofactor seguint les
indicacions del fabricant, es van afegir 20 uL de I’enzim 1 20 pL del cofactor a
tots els pous, excepte als destinats a 1’obtencio del blanc de cada mostra. De
nou, per corregir el volum es van afegir 40 uL, en aquest cas de tamp6 fosfats
20 mM, als pous destinats als blancs. Es va incubar la placa, protegida de la
llum, durant 3 hores a 25°C. Transcorregut aquest temps, es va preparar el
reactiu de Griess complet necessari, barrejant els dos reactius (A 1 B) en una
proporcid 1:1 v/v, i es van afegir 100 uL a cada pouet. Finalment, es va incubar
la placa, protegida de la Illum, durant 10 minuts a 25°C i es va llegir
I’absorbancia de la placa a 540 nm mitjancant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

Es va determinar la concentracié de nitris de les mostres interpolant el valor
d’absorbancia de cada mostra a la recta patrd. Tot seguit es va restar la interpolacié del
blanc a la mostra. Per calcular la recuperacid, es va restar la interpolacié del blanc a la
recuperacio i es va aplicar la segiient formula:

" » recuperacié — mostra 100
recuperacié = X
0 P valor interpolat de 10 pM

Es van acceptar aquelles mostres amb recuperacions superiors a +20%.

3.7.8 Proteina
Fonament del metode
Per a la determinaci6 de proteina s’ha utilitzat un métode colorimétric basat en el
descrit per Bradford [264]. Les carregues positives de les proteines s’uneixen als grup
HSO5" del colorant de Coomassie G-250; aquesta reaccid es veu afavorida pel pH acid
del reactiu. El complex format presenta un maxim d’absorbancia a 595 nm. La
concentracio d’aquest complex és proporcional al contingut de proteina de la mostra.

Reactius
«  Reactiu Coomassie (Pierce; Rockford, IL, EUA).
«  Soluci6 mare d’albtimina sérica bovina (BSA) 2 mg/mL (Pierce; Rockford, IL,

EUA).

« Controls interns: Gernorm i1 Gerpath (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

Procediment

Preparacio de mostres
Fraccions de lipoproteines: en el cas de les VLDL i les LDL es poden fer servir
directament sense diluir i les HDL es van diluir 1/4.
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Analisi de mostres

Totes les mostres es van processar en placa de 96 pouets.

« Es va preparar la patr6 a partir de la solucié mare de BSA 2 mg/mL fent un
banc de dilucions en aigua destil-lada a les segiients concentracions: 0, 0.065,
0.125,0.25, 0.5, 0.6,0.751 1 mg/mL.

« Es van aplicar 5 pL de patrd per triplicat, 5 uL dels controls interns diluits
1/100 per duplicat o 5 pL de mostra diluida o no per duplicat. Seguidament, es
van afegir 300 pL de reactiu de Coomassie a cada pouet i es va incubar la
placa, protegida de la llum, durant 15 minuts a 25°C, amb agitacio suau.
Transcorregut aquest temps, es va llegir 1’absorbancia de la placa a 595 nm
mitjancant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

En tots els casos es va determinar la concentracid de proteina de les mostres
interpolant el valor de densitat Optica de cada mostra a la recta patrd. A les mostres
diluides es va corregir la concentraci6é obtinguda pel factor de diluci6. En el cas de les
fraccions de lipoproteines cal aplicar les formules descrites a 1’apartat 3.6.3 per poder
expressar els resultats en mg proteina a fraccid lipoproteica/mL plasma (alla on posa
mmol sera mg de proteina).

3.7.9  Triacilglicerids

Fonament del metode

Per a la determinaci6é dels TAG s’ha utilitzat un métode enzimatic colorimetric
basat en el descrit per Fossati i col-laboradors [265]. Els TAG presents a la mostra
s’hidrolitzen, per accidé de la lipoproteina lipasa, 1 donen NEFA 1 glicerol. Aquest
glicerol és fosforilat per la glicerol-quinasa a glicerol-3-fosfat, el qual reacciona amb la
glicerol-3-fosfat oxidasa generant-se dihidroxiacetona fosfat i1 peroxid d’hidrogen.
Aquest peroxid, gracies a 1’acci6 de la peroxidasa, reacciona amb el 4-clorofenol i la 4-
aminoantipirina presents al reactiu i genera un producte (quinonaimina) amb un maxim
d’absorbancia a 500 nm. La concentraci6 d’aquest producte és proporcional al contingut
de TAG de la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 37 a 200
mg/dL.

Reactius

«  Kit Triglicéridos S.P. (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya), que conté:
tampé de Good pH 7.2, 4-clorofenol, ATP, Mg™, 4-aminoantipirina i els
enzims lipoproteina lipasa, glicerol-quinasa, glicerol-3-fosfat oxidasa i
peroxidasa.

«  Calibrador Biocal (Gernon, RAL; Sant Joan Despi, Espanya)

+ Controls interns: Gernorm 1 Gerpath (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).
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«  Soluci6 mare de glicerol 2.26 mM.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: les mostres es poden fer servir directament
sense diluir.

Teixits: tant pels AT com pel fetge, després de fer una extraccio de lipids tal i com
s’indica a I’apartat 3.6.1, es van carregar sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma i fraccions de lipoproteines: es van processar amb el kit de Gernon en
I’autoanalitzador Metrolab 2300. L’aparell utilitza 4 pL. de mostra, als que
afegeix 300 pL de reactiu. Després d’una incubacié de 5 minuts realitza una
lectura de punt-final bicromatica a 550/750 nm.

Teixits: es van processar amb el kit de Gernon en plaques de 96 pouets.

« Es va preparar la patré a partir de la solucié mare de glicerol 2.26 mM fent un
banc de dilucions en aigua destil-lada a les segiients concentracions: 0, 0.035,
0.071, 0.141, 0.282, 0.565, 1.1312.26 mM.

« Es van aplicar 5 pL de patrd per triplicat, 5 uL del control intern diluit 1/3 per
duplicat o 5 puL de mostra per duplicat. Seguidament es van afegir 200 pL de
reactiu a cada pou i es va incubar la placa, protegida de la llum, durant 15
minuts a 37°C, amb agitaci6 suau. Transcorregut aquest temps, es va llegir
I’absorbancia de la placa a 500 nm mitjancant el lector Tecan Sunrise.

Calculs

En el cas del plasma i les fraccions de lipoporteines, I’aparell dona els resultats
directament en mM. En el cas de les fraccions de lipoproteines cal aplicar les féormules
descrites a 1’apartat 3.6.3 per poder expressar els resultats en mmol TAG a fraccid
lipoproteica/mL plasma.

En el cas dels teixits, es va determinar la concentracio de TAG de les mostres
interpolant el valor d’absorbancia de cada mostra a la recta patrd. Finalment, per
expressar els resultats en mmol TAG/g teixit, cal aplicar les formules descrites a
I’apartat 3.6.1.

NOTA: un mol de TAG equival a 885 g de TAG.

3.8 Determinaci6 d’altres proteines
3.8.1 Activador de I’inhibidor del plasminogen de tipus 1

Fonament del metode

Per a la determinacié de la concentraci6 de PAI-1 s’ha utilitzat un métode tipus
ELISA sandvitx directe basat en el descrit per Declerck i col-laboradors [266]. Els
pouets de la placa estan recoberts amb un anticos monoclonal contra PAI-1. En una
primera incubaci6 s’exposa el PAI-1 de la mostra a aquests anticossos. Tot seguit es duu
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a terme una segona incubaci® amb un anticos policlonal (secundari) contra PAI-1
marcat amb peroxidasa. Després d’eliminar tots els elements no units, s’afegeix el
substrat de la peroxidasa, la ortofenilendiamina (OPD), que al reaccionar amb la
peroxidasa donara un reactiu de color groc. Mitjancant I’acidificacié del medi
s’aconsegueix que ’OPD viri a taronja, amb un maxim d’absorbancia a 490 nm.
L’absorbancia a 490 nm ¢és proporcional a la concentracid de PAI-1 present a les
mostres.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son de 2 a 47 ng/mL.

Reactius

- IMUBIND Plasma PAI-1 ELISA (American diagnostica inc.; Pfungstadt,
Alemanya), que conté: placa de 96 pouets recoberts amb anticos primari, tampd
PET (PBS-EDTA-Tween 20), PAI-1 liofilitzat, plasma sense PAI-1 liofilitzat,
anticos conjugat concentrat i OPD.

« Aigua esteril bidestil-lada

« Soluci6 d’aturada, H,SO4 4.5 M (Panreac)

«  H0,30% (v/v) (Panreac)

Procediment
Preparacio de les mostres
Plasma: les mostres es van diluir entre 1/5 1 1/10 en aigua esteril bidestil-lada.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit d’ELISA d’American diagnostica inc. en
plaques de 96 pouets.

« Es va preparar el tampd de rentat PET diluint el contingut de I’ampolleta en 1
litre d’aigua estéril bidestil-lada; ’anticos conjugat es va diluir en tamp6é PET
en una proporcié 1/100 i la solucié de substrat es va preparar just abans de
necessitar-la barrejant 24 mL d’aigua esteril bidestil-lada, dos comprimits
d’OPD 130 uL d’H,0s,.

«  Un cop resuspés el PAI-1 liofilitzat (solucié mare a 50 ng/mL) es va preparar la
patr6 fent un banc de dilucions en aigua esteril bidestil-lada a les segiients
concentracions: 0, 6.25, 12.5, 251 50 ng/mL.

« Un cop atemperats tots els reactius, es va afegir 50 pL de tampd PET a tots els
pouets. Tot seguit, es van aplicar 20 pL de patré per duplicat, 20 uL del control
intern per duplicat o 20 pL de mostra diluida per duplicat. Després d’incubar la
placa durant una hora a 25°C, en la foscor i en agitacié horitzontal suau, i sense
buidar els pouets, es va afegir 50 pL d’anticos conjugat i1 es va fer una nova
incubacid igual que I’anterior. A continuacio, es van fer quatre rentats amb 300
pL de tampd PET i es va afegir 200 pL de soluci6é de substrat. Es va deixar
desenvolupar el color entre 10 1 20 minuts (els temps necessari per veure
diferéncies entre els pous de concentracid zero i la segiient concentracio) i es
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va aturar la reaccio afegint 50 pL de la solucié d’aturada. Finalment, després
d’una breu agitacio en horitzontal, es va llegir I’absorbancia de la placa a 490
nm mitjancant el lector espectrofotométric de plaques Triturus System (Grifols
International S.A.; Barcelona, Spain, d’ara en davant Triturus System).

Calculs

En tots els casos es va determinar la concentracié de PAI-1 a les mostres aplicant el
model de regressio no lineal de 4 parametres logistics o 4PL. Per poder utilitzar aquest
model, primer de tot cal transformar les concentracions de la patrdé a concentracions
logaritmiques, tot seguit s’interpola el valor d’absorbancia de cada mostra a la patro.
Finalment, es fa I’antilogaritme dels valors interpolats per obtenir ng PAI-1/mL. En el
cas de les mostres diluides es va corregir la concentracid obtinguda pel factor de dilucio.

3.8.2 Adiponectina

Fonament del metode

Per a la determinacié de la concentracié d’adiponectina s’ha utilitzat un metode
tipus ELISA competitiu directe basat en els descobriments de Nakano i col-laboradors
[267]. Els pouets de la placa estan recoberts amb adiponectina recombinant humana.
Primer de tot s’afegeixen la mostra i un anticos policlonal marcat amb peroxidasa contra
adiponectina humana, de manera que I’adiponectina present a la mostra competira per la
unio a I’anticos amb 1’adiponectina adsorbida als pouets de la placa. Després d’un rentat
per eliminar I’anticos no unit i el que s’ha unit a I’adiponectina de la mostra, s’afegeix
tetrametil-bencidina (TMB) que reaccionara amb la peroxidasa de 1’anticos unit a la
placa per donar un producte de color blau. Mitjancant I’acidificacié del medi
s’aconsegueix que el TMB viri a groc amb un maxim d’absorbancia a 450 nm.
L’absorbancia a aquesta longitud d’ona és inversament proporcional a la concentracio
d’adiponectina present a les mostres.

Els valors de referéncia per a aquest parametre en individus amb un BMI entre 25
130 son de 4.8 a 12.8 pg/mL en els homes i de 5.3 a 22.5 pg/mL en les dones.

Reactius

+ Human adiponectin ELISA (BioVendor GmBH; Heidelberg, Alemanya), que
conté: placa de 96 pouets recoberts amb adiponectina recombinant humana,
anticos conjugat en solucio, tamp6 de dilucid, tampd de rentat concentrat 10x,
TMB en soluci6 1 solucid d’aturada. El kit també conté una patré d’adiponectina
humana a les segiients concentracions: 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 51 10 pg/mL, un
control intern baix i un d’elevat.

« Aigua esteril bidestil-lada

Procediment

Preparacio de les mostres
Plasma: les mostres es van diluir 1/10 en tamp6 de dilucio.
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Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit d’ELISA de BioVendor en plaques de 96
pouets.

«  Es va preparar el tamp6 de rentat diluint el contingut de 1’ampolleta en 1 litre
d’aigua bidestil-lada estéril.

«  Un cop atemperats tots els reactius, es van aplicar 50 pL de patrd per duplicat,
50 pL dels controls interns per duplicat o 50 uL de mostra diluida per duplicat.
Tot seguit, es van afegir 50 uL de la solucié d’anticos conjugat a cada pouet.
Després d’incubar la placa durant dues hores a 25°C en la foscor 1 en agitacid
horitzontal suau es van fer tres rentats amb 300 puL de solucié de rentat diluida
1 es van afegir 200 pL de solucié de substrat. Es va deixar desenvolupar el
color entre 10 i 20 minuts (els temps necessari per veure diferéncies entre els
pous de concentracid zero i la segilient concentracid) i es va aturar la reaccid
afegint 50 puL de la solucio d’aturada. Finalment, després d’una breu agitacio
de la placa en horitzontal, es va llegir I’absorbancia de la placa a 450 nm
mitjancant el lector de plaques Triturus System.

Calculs

En tots els casos es va determinar la concentracio de PAI-1 aplicant el model de
regressio no lineal 4PL. Per poder utilitzar aquest model, primer de tot cal transformar
les concentracions de la patrd a concentracions logaritmiques, tot seguit s’interpola el
valor d’absorbancia de cada mostra a la patr6d. Finalment, es fa I’antilogaritme dels
valors interpolats per obtenir pug PAI-1/mL. A les mostres diluides es va corregir la
concentraci6 obtinguda pel factor de dilucio.

3.8.3 Apolipoproteina Al

Fonament del métode

Per a la determinaci6 de la concentracio d’apoAl en plasma s’ha utilitzat un metode
turbidimetric basat en el descrit per Marcovina i Alberts [268]. L’apoAl present a la
mostra s’uneix a 1’anticos anti-apoAl que conté el kit, els complexos antigen-anticos
formen particules molt petites que queden suspeses en el liquid de reaccié augmentant
la turbidesa de la mostra, que és detectada a 600 nm. L’absorbancia de la mostra a
aquesta longitud d’ona €s proporcional a la quantitat de apoAl present a la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son de 90 a 200 mg/dL.

Reactius

«  Apolipoproteina A1 método turbidimétrico (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya), que conté:
o Reactiu 1: tamp¢ Tris, polietilen-glicol 6000, NaCl.
o Reactiu 2: antiserum anti-ApoAl humana en tamp6 HEPES pH 7.4.

«  Apolipoproteins Al & B calibrators KIT (DIAgAM; Ghislengheim, Belgica).

«  Apolipoproteins Al & B control (DIAgAM; Ghislengheim, Belgica).

84



Pacients, Materials i Métodes

Procediment
Preparacio de mostres
Plasma: les mostres es poden fer servir directament sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: les mostres es van processar amb el kit de Gernon en I’autoanalitzador
Metrolab 2300. L’aparell utilitza 16 pL de mostra, als que afegeix 200 pL de
Reactiu 1 1, passats 20 segons, afegeix 40 puL de Reactiu 2. Després d’una
incubacio de 5 minuts realitza una lectura de punt-final a 600 nm.

Calculs
L’aparell dona els resultats directament en mg/dL plasma.

3.8.4 Apolipoproteina B

Fonament del metode

Per a la determinaci6 de la concentracié d’apoB en plasma s’ha utilitzat un métode
turbidimetric basat en el descrit per Marcovina i Alberts [268]. L’apoB present a la
mostra s’uneix a ’anticos anti-apoB que conté el kit, els complexos antigen-anticos
formen particules molt petites que queden suspeses en el liquid de reaccido augmentant
la turbidesa de la mostra, que ¢és detectada a 340 nm. L’absorbancia de la mostra a
aquesta longitud d’ona €s proporcional a la quantitat de apoB present a la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre sén de 60 a 133 mg/dL.

Reactius

«  Apolipoproteina B método turbidimétrico (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya), que conté:
o Reactiu 1: tamp6 Tris, polietilen-glicol 6000, polietilen-glicol 3500, NaCl.
o Reactiu 2: antisérum anti-ApoB humana en tampd HEPES pH 7.4.

«  Apolipoproteins Al & B calibrators KIT (DIAgAM; Ghislengheim, Belgica).

«  Apolipoproteins Al & B control (DIAgAM; Ghislengheim, Belgica).

Procediment
Preparacio de mostres
Plasma: les mostres es poden fer servir directament sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: les mostres es van processar amb el kit de Gernon en I’autoanalitzador
Metrolab 2300. L’aparell utilitza 20 pL. de mostra, als que afegeix 200 pL de Reactiu 1
1, passats 30 segons, afegeix 40 pL de Reactiu 2. Després d’una incubacié de 6.6 minuts
realitza una lectura de punt-final a 340 nm.
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Calculs

L’aparell dona els resultats directament en mg/dL plasma.

3.8.5 Grelina

Fonament del metode

Per a la determinacié de la grelina total en plasma (acilada i desacilada) s’ha
utilitzat un meétode de radioimmunoasaig (RIA) competitiu, amb ] com a radioisotop,
basat en el descrit per Hosoda i1 col-laboradors [269]. Primer de tot, és necessaria
I’extraccid de la grelina mitjancant una columna cromatografica amb C18. A 1’assaig,
s’incuben una concentracio fixa de grelina marcada amb una dilucié constant d’anticos
primari anti-grelina obtingut en conill, de manera que la quantitat de llocs d’uni6 de
I’antigen sigui un factor limitant. Quan s’afegeix la mostra al sistema, la grelina present
en aquesta competira amb la grelina marcada pels llocs d’unié a I’anticos. Tot seguit,
mitjancant 1’addicié d’un segon anticos anti-IgG de conill, s’aconsegueix precipitar per
centrifugacio els complexes antigen-anticos formats en el primer pas. Finalment, es
quantifica la radioactivitat present al pellet, que tindra una intensitat proporcional a les
desintegracions dels isotops de la mostra analitzada.

Els valors de referéncia per aquest assaig son de 50 a 250 pg/mL.

Reactius

«  Columnes Sep-Pak C18 (Water’s; Massatchusetts, USA).

«  Tampéd A: 1% d’acid trifluoroacetic (TFA).

«  Tampé B: 60% (v/v) acetonitril, 1% TFA 1 39% aigua destil-lada.

« Rabbit anti-ghrelin (Human) serum kit (Peninsula Laboratories Inc, Division of
Bachem; California, USA), que conté: tampd d’assaig 4x, anticOs primari anti-
grelina humana obtingut en conill, peptid de grelina humana (Gly-Ser-
Ser(octanoil)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn-Gln-Arg-Lys-Glu-
Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-GIn-Pro-Arg) per la patrd i marcat amb '*I,
anticos secundari anti-IgG de conill obtingut en cabra.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma: primer de tot es van equilibrar les columnes Sep-Pak C18 fent un rentat
amb ImL de tampd B, seguit de tres rentats d’1 mL amb el tampd A. Tot
seguit, | mL de les mostres recollides en tubs amb citrat es va acidificar amb 1
mL de tampd A per precipitar les proteines majoritaries com ara 1’albumina, 1
es va centrifugar a 450 xg en la centrifuga Z513K (Hermle Labortechnik
GmbH; Wehingen, Alemanya) durant 25 minuts a 4°C. Es van recollir els
sobrenedants. A continuaci6 es van passar els sobrenedants per a les columnes
deixant entrar la mostra per gravetat. Un cop havia entrat tota la mostra dins la
columna es van fer dos rentats de 3 mL amb el tamp6 A 1 es va eluir la grelina
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unida al C18 amb 3 mL del tamp6 B. A continuaci6 es va assecar 1’eluent amb
nitrogen gas i es va guardar el pelet a -20°C.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit de RIA de Peninsula Laboratories Inc. en tubs
de borosilicat.

«  Es va preparar la solucio mare del peptid de la grelina (no marcat) amb 1 mL
de tampo d’assaig 1x i es va preparar la patro amb les seglients concentracions:
1,2,4,8,16,32,641 128 pg/tub (100 pL per tub).

«  Esvaresuspendre I’anticos primari amb 13 mL de tamp6 d’assaig 1x.

«  Esvan resuspendre els pelets de les mostres amb 250 pL de tamp6 d’assaig 1x.

«  Es van pipetejar 200 pL de tampo d’assaig als tubs de comptes totals (CT) i als
d’uniod no especifica (NSB) i 100 pL als tubs d’uni6 total (Br). Alhora, es van
pipetejar 100 pL de mostra o patrd als tubs pertinents. Tots els tubs es van
processar sempre per duplicat. Tot seguit es van pipetejar 100 pL de I’anticos
primari a tots els tubs excepte als CT i als NSB, es van tapar els tubs i es van
deixar a 4°C durant tota la nit. A I’endema, un cop resuspées el peptid marcat
amb ' es van afegir 100 uL del péptid a cada tub, es van vortejar, es van
tapar 1 es van incubar de nou durant tota la nit a 4°C. Al dia segiient, un cop
resuspes 1’anticos secundari, es van afegir 100 pL a tots els tubs 1 es van
incubar durant 90 minuts a 25°C. A continuaci6 es van afegir 500 uL de tampd
d’assaig 1x a tots els tubs, es va vortejar i es van centrifugar tots els tubs a 450
xg durant 20 minuts a 4°C.

Finalment, es van retirar tots els sobrenedants, excepte els dels tubs CT i
es va realitzar el comptatge de les mostres en un comptador de radiacio y
(Precisely (Wizard TM) 1470 Automatic Gamma Counter; PerkinElmer;
Waltham, Massachusetts), utilitzant un protocol predefinit per a la
quantificacié de '*I en el que cada tub es compta durant 2 minuts.

Calculs

En tots els casos, excepte en els CT, es va restar als valors de dpm de les mostres la

mitjana de les dpm dels NSB. Tot seguit, prenent com a By el valor obtingut de restar

les dpm de les mostres Bt menys les dpm de les mostres NSB, es va calcular el

percentatge d’unié maxima per a cada punt de la patrd i cada mostra aplicant la seglient
formula:

% binding _ dpm de patr6 o mostra

x 100
B, dpm B,

Amb els percentatges d’unié maxima de la patr6 es va poder representar una corba
patrd sobre la que es van interpolar els valors de percentatge d’unié maxima de cada
mostra. Els resultats que s’obtenen d’aquesta interpolacié estan en pg/tub. Finalment,
s’han de corregir els valors obtinguts en la interpolacié multiplicant-los per 2.5 per
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obtenir les dades en pg/mL plasma (cada mostra, a les extraccions en columnes de C18,
es va resuspendre en 250 pL 1 després es van valorar 100 puL per duplicat).

3.8.6 Leptina

Fonament del metode

Per a la determinaci6 de la leptina en plasma s’ha utilitzat un RIA competitiu, amb
I com a radioisotop, basat en el descrit per Ma i col-laboradors [270]. A I’assaig,
s’incuba durant 24 hores una concentraci6 fixa de leptina marcada amb una dilucio
constant d’anticos primari anti-leptina obtingut en conill, de manera que la quantitat de
llocs d’uni6 de I’antigen sigui un factor limitant. Quan s’afegeix la mostra al sistema, la
leptina present en aquesta competira amb la leptina marcada pels llocs d’uni6 a
I’anticos. Tot seguit, mitjancant 1’addici6 d’un segon anticos anti-IgG de conill,
s’aconsegueix precipitar per centrifugacio els complexes antigen-anticos formats en el
primer pas. Finalment, es quantifica la radioactivitat present al pelet que tindra una
intensitat proporcional a les desintegracions dels isotops de la mostra analitzada.
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Els valors de referéncia per aquest assaig son d’1 a 15 ng/mL.

Reactius

«  Human leptin RIA kit (DRG Instruments GmBH; Marburg, Alemanya), que
conté: tampd d’assaig (0.05 M PBS, pH 7.4 amb EDTA 0.025 M, 0.08%
d’acida sodica, 0.05% Trit6 X-100 i 1% BSA), anticds primari anti-leptina
humana obtingut en conill, leptina humana marcada amb '*’I, tampo
d’hidratacio (amb IgG de conill), reactiu de precipitat (IgG anti-IgG de conill
obtingut en cabra). El kit també conté una patré de leptina humana a les
segiients concentracions: 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 1 100 ng/mL, un control intern
baix 1 un d’elevat.

Preparacio de mostres
Plasma: les mostres es van fer servir sense diluir.

Analisi de mostres

Plasma: es van processar amb el kit de RIA de DRG Instruments en tubs de
borosilicat.

« Es va preparar la solucié de leptina marcada resuspenent el liofilitzat amb 27
mL de tamp6 d’hidratacio.

«  Un cop atemperats tots els reactius, es van pipetejar 300 uL de tamp6 d’assaig
als tubs NSB, 200 pL als tubs B (tubs d’uni6 total) i 100 pL a la resta de tubs
(els de la patr6 i els de les mostres). Sempre s’han processat tots els tubs per
duplicat. A continuacid, es van afegir 100 pL de patrd, control o mostra als
tubs pertinents i 100 uL de leptina marcada amb 121 a tots els tubs (als CT), als
NBS, als Bt i a la resta de tubs). Tot seguit, es van afegir 100 pL d’anitcos
primari a tots els tubs, excepte als CT 1 als NBS, es va vortejar i es va incubar
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durant tota la nit a 4°C. A I’endema, es va afegir 1 mL de reactiu de precipitat a
tots els tubs excepte als CT, es va vortejar 1 es va incubar durant 20 minuts a
4°C. Transcorregut aquest temps, es van centrifugar tots els tubs excepte els
CT, durant 20 minuts a 4°C i a 450 xg i es va retirar el sobrenedant (excepte en
els tubs CT) per decantacid parant compte de que el pelet no es desenganxés
del tub.

Finalment, es va assecar el pelet i es va realitzar el comptatge de les
mostres en un comptador de radiacid6 y (Precisely (Wizard TM) 1470
Automatic Gamma Counter; PerkinElmer; Waltham, Massachusetts), utilitzant
un protocol predefinit per a la quantificacié de I en el que cada tub es
compta durant 2 minuts.

Calculs

En tots els casos, excepte en els CT, es va restar als valors de dpm de les mostres la
mitjana de les dpm dels NSB. Tot seguit, prenent com a By el valor obtingut de restar
les dpm de les mostres menys les dpm de les mostres NSB, es va calcular el percentatge
d’uni6 maxima per a cada punt de la patrd 1 cada mostra aplicant la segiient formula:

% binding _ dpm de patr6 o mostra

x 100
B, dpm B,

Amb els percentatges d’unié maxima de la patr6 es va poder representar una corba
patr6 sobre la que es van interpolar els valors de percentatge d’uni6 maxima de cada
mostra. Els resultats s’obtenen en ng/mL plasma.

3.8.7 Proteina C reactiva

Fonament del métode

Per a la determinacio6 de la concentracido de CRP en plasma s’ha utilitzat un metode
turbidimetric basat en el descrit per Price i col-laboradors[271]. La CRP present a la
mostra s’uneix a ’anticos anti-CRP que conté el kit, els complexos antigen-anticos
formen particules molt petites que queden suspeses en el liquid de reaccié augmentant
la turbidesa de la mostra, que és detectada a 340 nm. L’absorbancia de la mostra a
aquesta longitud d’ona €s proporcional a la quantitat de CRP present a la mostra.

Els valors de referéncia per a aquest parametre son fins a 0.8 mg/dL.

Per a la determinaci6 de la quantitat de CRP en teixits s’ha utilitzat un metode tipus
ELISA sandvitx directe basat en el descrit per Shine i col-laboradors [272]. Els pouets
de la placa estan recoberts amb un anticds policlonal contra la CRP, en una primera
incubacid s’exposa la CRP de la mostra a aquests anticossos. Després d’un rentat per
eliminar totes les proteines que no hagin quedat unides a aquests anticossos es duu a
terme una segona incubacidé amb un segon anticos policlonal contra la CRP marcat amb
peroxidasa. Després d’eliminar I’excés d’anticos secundari s’afegeix el substrat de la
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peroxidasa, el TMB, que al reaccionar amb la peroxidasa donara un reactiu de color
blau. Mitjangant 1’acidificacié del medi s’aconsegueix que la TMB viri a groc amb un
maxim d’absorbancia a 450 nm. L’absorbancia a aquesta longitud d’ona és proporcional
a la concentracié de CRP en els homogenats de teixit.

Reactius

« PCR test inmunoturbidimétrico en suero (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya), que conté:

o Reactiu 1: tamp6 fosfat pH 7.4, polietilen-glicol 6000, NaCl.
o Reactiu 2: antiserum anti-CRP en tamp6 HEPES pH 7.4.

« Calibrador CRP método turbidimétrico (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

«  Controls interns: Turbitrol 1 1 Turbitrol 2 (Gernon, RAL; Sant Joan Despi,
Espanya).

« CRP ELISA kit (Immundiagnostik; Bensheim, Alemanya), que conté: placa de
96 pouets recoberts amb anticos primari, tamp6 de rentat concentrat 10x,
anticos secundari conjugat amb peroxidasa, patr6 de CRP, control intern,
tampo6 de dilucié de mostres, substrat TMB 1 soluci6 d’aturada.

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma: les mostres es poden fer servir directament sense diluir.

Teixits: en el cas dels AT i el fetge, després de fer un homogenat tal i com s’indica
a ’apartat 3.6.2 es van carregar els AT sense diluir i els fetges a una dilucio
entre 1/10 1 1/20.

Analisi de mostres

Plasma: les mostres es van processar amb el kit de Gernon en I’autoanalitzador
Metrolab 2300. L’aparell utilitza 25 pL de mostra, als que afegeix 250 pL de
Reactiu 1 1, passats 60 segons, afegeix 40 pL de Reactiu 2. Després d’una
incubaci6 de 6 minuts realitza una lectura de punt-final a 340 nm.

Teixits: es van processar amb el kit d’ELISA d’Immundiagnostik en plaques de 96
pouets.

« Es va preparar el tampd de rentat diluint 1/10 el tamp6 de rentat concentrat i es
va diluir ’anticos conjugat amb la peroxidasa 1/100 en tamp6 de rentat La
patrd, que ja estava preparada tenia les segiients concentracions: 0, 1.9, 5.6,
16.7, 50 1 150 ng/mL.

« Un cop atemperats tots els reactius, es va rentar la placa 5 vegades amb 250 uL
de tampo6 de rentat diluit. Tot seguit, es van aplicar 100 pL de patrdé per
duplicat, 100 pL del control intern per duplicat o 100 pL de mostra diluida per
duplicat. Després d’incubar la placa durant 1 hora a 25°C, en la foscor i en
agitacio horitzontal suau, es va rentar novament la placa amb 250 pL de tampo
de rentat diluit. Tot seguit es va afegir 100 uL d’anticos conjugat i es va fer una
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nova incubaci6 d’una hora a 25°C en la foscor 1 amb agitaci6é horitzontal suau.
A continuacid, es va fer un altre rentat igual que els anteriors i es van afegir
100 pL de substrat a cada pou. Després de deixar desenvolupar el color entre
10 1 20 minuts (els temps necessari per veure diferéncies entre els pous de
concentraci6 zero i la segilient concentracid) es va aturar la reacci6 afegint 50
pL de la soluci6 d’aturada.

Finalment, després d’una breu agitaci6 en horitzontal, es va llegir
I’absorbancia de la placa a 450 nm mitjangant el lector de plaques Triturus
System.

Calculs

En el cas dels plasmes, I’aparell dona els resultats directament en mg/L plasma. En
el cas dels teixits, es va determinar la concentraci6 de CRP aplicant el model de
regressio no lineal 4PL. Per poder utilitzar aquest model, primer de tot cal transformar
les concentracions de la patrd a concentracions logaritmiques, tot seguit s’interpola el
valor de densitat optica de cada mostra a la patrd. Finalment, es fa 1’antilogaritme dels
valors interpolats per obtenir els ng CRP/ mL homogenat i en el cas de les mostres
diluides es corregeix la concentracié obtinguda pel factor de dilucio.

Cal aplicar la seglient formula per poder donar els resultats en ng CRP/mg de teixit.

ng CRP ng CRP y mL homogenat + g teixit

mg teixit  mL homogenat mg teixit

3.9 Determinacio d’activitats lipases

Fonament del métode

Per a la determinacié de 1’activitat HL s’ha utilitzat un métode radioquimic basat en
el metode descrit per Julve 1 col-laboradors [273]. Per a la determinaci6 de 1’activitat
HSL s’ha utilitzat un metode radioquimic basat en el descrit per Ramirez 1
col-laboradors [274]. Finalment, per a la determinacié de I’activitat LPL s’ha utilitzat
una modificacid [275] del méetode descrit per Ramirez i col-laboradors [274].

Aquests metodes quantifiquen de forma especifica [’activitat triacilglicerol
hidrolasa de les lipases presents a les mostres. Per determinar aquesta activitat s’utilitza
un substrat amb trioleina (TO) marcada amb *H als acids grassos (glicerol tri[9,10-(n)-
H] oleat). Aixi doncs, s’incuba la mostra amb el substrat i, un cop duta a terme la
reaccio catalitica, se separen els NEFA dels TAG no hidrolitzats mitjangant un sistema
de reparticio liquid-liquid. Per aturar la reaccid, primer s’utilitza una barreja de
dissolvents organics i a continuacid, s’hi afegeix un tampo basic que afavoreix
I’extraccio dels NEFA. Al centrifugar aquesta barreja, s’afavoreix I’aparicié de dues
fases: una inferior (térbola) que conté cloroform i hepta que manté dissolta la trioleina
no hidrolitzada i una superior (més clara) que conté metanol, aigua, soluts idnics i els
acids grassos alliberats durant la reaccio.
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Finalment, cal recollir un volum de la fase superior i quantificar-ne la radioactivitat
mitjangant un sistema d’escintil-laci6 liquida que emet una radiaci6 luminica
d’intensitat proporcional a les desintegracions dels isotops de la mostra analitzada.

3.9.1 Activitat lipasa hepatica
Reactius

Tampo6 EDH amb heparina, pH 7.5

o DTT I mM (Sigma)

o EDTA 1 mM (Panreac)

o HEPES 10 mM (Roche Diagnostics)

o Heparina 5U/mL (USB)

Tampo6 HL, pH 8.5

o NaCl 1.34 M (Panreac)

o Albimina bovina lliure d’acids grassos 5.4% p/v (Sigma)

o Tris base 89.2 mM (Roche Diagnostics)

NOTA: el NaCl serveix per inhibir ’activitat lipoproteina lipasa.

Estoc de trioleina (TO*)

o Trioleina freda 500 mg (Sigma)

o Trioleina radioactiva S mCi/mL 0.3 mL (Amersham)
Aquestes quantitats de trioleina es dilueixen en 6 mL de Tolu¢ (Fluka) i se’n

determina I’activitat especifica de 1’estoc (dpm/nmol oleat).

Homogenat de fetge de rata (control positiu)

Homogenat de cor de rata (control negatiu)

Soluci6 d’aturada

o Metanol:Cloroform:Hepta (1.45:1.21:1; v/v/v) (Panreac)

Tampo borat-carbonat, pH 10.5

o H3;BO; 0.1 M (Merk)

o K,CO; 0.1 M (Sigma)

Liquid d’escintil-lacié (EcoLite, ICN)

Procediment
Preparacio de mostres
Plasma: es van diluir les mostres 1/5 en tampo EDH amb heparina barrejant 8 pLL

d’homogenat amb 32 pL de tampd EDH amb heparina.

Fetge: per fer els homogenats es va seguir el procediment descrit a I’apartat 3.6.2.

Tot seguit es va fer una diluci6é 1/5 de la mostra barrejant 8 nLL d’homogenat
amb 32 pL de tampd EDH amb heparina.

Preparacio del substrat
El volum de substrat necessari per a cada assaig es va determinar cada vegada,
tenint en compte que per cada tub calen 1.7 pL d’estoc de TO* i 51 puL de tampo HL i

que generalment es valoren les mostres per duplicat. Un cop calculada la quantitat de
TO* necessaria, aquesta es va pipetejar en un tub de vidre Pyrex, i es va evaporar el
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tolu¢ gasejant amb N, a la campana de gasos. Un cop seca, es va resuspendre en el
volum de tampo6 HL que fes falta i, mantenint el tub en gel, es va sonicar en 4 periodes
de 30 segons, separats per intervals de descans de 15 segons. Finalment, es va verificar
la correcta emulsi6 del substrat (ha de ser homogeni, sense gotes refringents).

A cada valoraci6 es van determinar els CT en 4 tubs en els que s’hi van pipetejar 25
uL de TO* més 4 mL de liquid d’escintil-lacié. Es van comptar igual que la resta de
mostres. Aquests vials serveixen per comprovar que el substrat s’ha preparat
correctament.

Analisi de mostres

A cada valoracio es van incloure (i) 4 tubs amb 17 pL de tamp6 EDH amb heparina
com a blancs de la valoracio, (i) 2 controls interassaig: homogenat de cor i de fetge
diluits 1/5 en tampd EDH amb heparina.

Es van pipetejar per duplicat 17 uL de les mostres o dels controls diluits 1/5 en tubs
de vidre. Tot seguit, deixant els tubs en gel, es va preparar el substrat tal i com s’ha
explicat anteriorment. Un cop es va tenir enllestit, tot prenent a la vegada les dues
répliques de cada mostra, es van afegir 50 uL de substrat a cada tub, es van agitar
suaument amb el vortex i1 es van incubar durant 30 minuts exactes en un bany a 25°C.
Transcorregut aquest temps, i respectant sempre 1’ordre inicial, es va aturar la reaccio
afegint a cada tub 1.2 mL de soluci6 d’aturada i 0.33 mL de tamp6 borat-carbonat. Tot
seguit, es van agitar els tubs 6 minuts a 1200 rpm en un obital-vibrador per invertir les
fases i1 es van centrifugar a 800 xg durant 10 minuts 1 a 4°C per facilitar la formaci6 de
les dues fases. La fase superior té un volum calculat de 0.859 mL. A continuacio, es van
recollir 300 pL de la fase superior i es van afegir als 4 mL de liquid d’escintil-lacié que
es tenien en vials d’escintil-lacid. Finalment, es va realitzar el comptatge de les mostres
en un comptador de radiacié B (Tri-Carb 2100TR, Packard Instrument Company,
Grove, IL, EUA), utilitzant un protocol predefinit per a la quantificacié de *H en el que
cada tub es compta durant 3 minuts.

Calculs

En tots els casos es va restar als valors de dpm de les mostres la mitjana de les dpm
dels blancs (produides per la hidrolisi espontania de la TO* i/o el soroll de fons de
I’aparell), d’aquesta manera es van obtenir les dpm netes amb les que es farien els
calculs posteriors. Es defineix com a unitat enzimatica (U) la quantitat d’enzim que
allibera 1 pmol de producte per minut a 25°C.

En el cas del plasma, I’activitat s’expressa en mU/mL i es va determinar seguit el
segiient calcul (FS, fase superior; AE, activitat especifica):

mU _ dpm netes y 0.859 mL FS o 5 mlL plasma dil. y 1 o 1
mL ~ 03mLFS "~ 0.017 mL plasma dil. 1 mL plasma 30 min. AE
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En el cas de les mostres de teixit, 1’activitat es pot expressar com a mU/g teixit i cal
tenir en compte la dilucid feta en homogeneitzar. Aixi doncs, cal aplicar el segiient

calcul:

mU  dpmnetes 0.859mL FS 5mL hom.dil. g teixit + x ml EDH 1 1

—= X X X X X —
g 0.3mLFS 0.017 mL mostra dil. 1 mL hom. g teixit 30 min. AE

3.9.2 Activitat lipasa sensible a hormones
Reactius

Tampo6 EDH, pH 7.5

o DTT I mM (Sigma)

o EDTA 1 mM (Panreac)

o HEPES 10 mM (Roche Diagnostics)

Tampo HSL, pH 7.5

o PIPES 27.9 mM (Sigma)

o MgCl, - 6H,0 55.8 mM (Panreac)

o Albumina bovina lliure d’acids grassos 0.6 mg/mL (Sigma)

o Protamina sulfat 28 mg/mL (Sigma)

NOTA: la protamina sulfat serveix per inhibir 1’activitat lipoproteina lipasa.

Estoc de trioleina (TO*)

o Trioleina freda 250 mg (Sigma)

o Trioleina radioactiva 5 mCi/mL 0.6 mL (Amersham)
Aquestes quantitats de trioleina es dilueixen en 8 mL de Tolu¢ (Fluka) i se’n

determina I’activitat especifica de 1’estoc (dpm/nmol oleat).

Homogenat de fetge de rata (control negatiu)

Homogenat de cor de rata (control positiu)

Soluci6 d’aturada

o Metanol:Cloroform:Hepta (1.45:1.21:1; v/v/v) (Panreac)

Tampo borat-carbonat pH 10.5

o H3;BO; 0.1 M (Merk)

o KyCO;30.1 M (Sigma)

Liquid d’escintil-lacié (EcoLite, ICN)

Procediment
Preparacio de mostres
AT: per fer els homogenats es va seguir el procediment descrit a 1’apartat 3.6.2.

Preparacio del substrat
El substrat per I’HSL es prepara igual que per la valoracié d’activitat HL pero
tenint en compte que per cada tub calen 1.2 uL d’estoc de TO* i 60 pL de tampo HSL i

que generalment es valoren les mostres per duplicat.
A cada valoraci6 es van determinar els CT en 4 tubs en els que s’hi van pipetejar 25
uL de TO* més 4 mL de liquid d’escintil-lacié. Es van comptar igual que la resta de
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mostres. Aquests vials serveixen per comprovar que el substrat s’ha preparat
correctament.

Analisi de mostres

A cada valoraci6 es van incloure (i) 4 tubs amb 7 pL de tampd EDH sense heparina
com a blancs de la valoraci6, (ii) 2 controls interassaig: homogenat de cor i de fetge
diluits 1/4 en tamp6d EDH sense heparina.

El procediment d’analisi de les mostres és el mateix que 1’utilitzat per valorar
I’activitat HL amb la diferéncia de que es van pipetejar per duplicat 7 pL de les mostres
o dels controls diluits 1/4 en tubs de vidre 1 es van afegir 60 uL de substrat a cada tub.

Calculs

En tots els casos es va restar als valors de dpm de les mostres la mitjana de les dpm
dels blancs (produides per la hidrolisi espontania de la TO* i/o el soroll de fons de
I’aparell, d’aquesta manera es van obtenir les dpm netes amb les que es farien els
calculs posteriors. Es defineix com a unitat enzimatica (U) la quantitat d’enzim que
allibera 1 pmol de producte per minut a 25°C.

En el cas de les mostres de teixit, I’activitat es pot expressar com mU/g teixit i cal
tenir en compte la dilucio feta en homogeneitzar. Aixi doncs cal aplicar el segiient
calcul:

mU  dpm netes 0.859mL FS g teixit + 1 ml EDH 1 1
— = X X X X —
g 0.3mLFS 0.007 mL homogenat. g teixit 30 min. AE

3.9.3 Activitat lipoproteina lipasa
Reactius
«  Tampd EDH amb heparina, pH 7.5
o DTT I mM (Sigma)
o EDTA 1 mM (Panreac)
o HEPES 10 mM (Roche Diagnostics)
o Heparina 5 U/mL (USB)
e  Tampo LPL, pH 7.5
o PIPES 28.8 mM (Sigma)
o MgCl, - 6H,0 57.8 mM (Panreac)
o Albumina bovina lliure d’acids grassos 0.6 mg/mL (Sigma)
« Tampo6 LPL, pH 7.5 especial fetge
o PIPES 28.8 mM (Sigma)
o MgCl, - 6H,0 57.8 mM (Panreac)
o Albumina bovina lliure d’acids grassos 0.6 mg/mL (Sigma)
o NaCl 1.34 M (Panreac)
o Protamina sulfat 28 mg/mL (Sigma)
NOTA: el NaCl i la protamina sulfat serveixen per inhibir 1’activitat LPL.
«  Estoc de trioleina (TO*)
o Trioleina freda 245.5 mg (Sigma)
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o Trioleina radioactiva 5 mCi/mL 0.6 mL (Amersham)
Aquestes quantitats de trioleina es dilueixen en 8 mL de Tolu¢ (Fluka) i se’n
determina 1’activitat especifica de 1’estoc (dpm/nmol oleat).
Homogenat de fetge de rata (control negatiu)
Homogenat de cor de rata (control positiu)
Sérum de rata preescalfat a 55°C, com a font d’apoCII
Antiserum de conill anti-lipasa hepatica de rata (R21), cedit per la Dra.
Monique Robert, Departament de Bioquimica 1 Biologia Molecular, Facultat de
Biologia, Universitat de Barcelona.
Soluci6 d’aturada
o Metanol:Cloroform:Hepta (1.45:1.21:1; v/v/v) (Panreac)
Tampo borat-carbonat pH 10.5
[0} H3BO3 0.1 M (Merk)
o K,CO;30.1 M (Sigma)
Liquid d’escintil-lacié (EcoLite, ICN)

Procediment
Preparacio de mostres
Plasma: com que es tracta de mostres que tenen activitat HL, és necessari inhibir-la

abans de poder comencar la valoraci6 d’activitat LPL propiament dita. Per fer-
ho, i intuint que les activitats serien relativament baixes, es van barrejar 18 pL
de plasma amb 2 pL antiserum R21. Tot seguit, es van incubar les mostres
durant 2 hores a 4°C.

Per fer els blancs d’aquest tipus de mostres es van diluir 2 pL d’antisérum
R21 en 18 pL de tampo EDH amb heparina i també es van incubar durant 2
hores a 4°C. D’aqui es van agafar els 7uL per continuar amb la valoracio.

Fetge: per fer els homogenats es va seguir el procediment descrit a I’apartat 3.6.2.

Les mostres es van fer servir sense diluir. Per fer els blancs d’aquest tipus de
mostres es van fer servir 7 puLL de tamp6 EDH amb heparina.

AT: per fer els homogenats es va seguir el procediment descrit a I’apartat 3.6.2. Tot

seguit, com es tracta de mostres sense activitat HL es va fer una dilucio 1/4 de
la mostra barrejant 5 pL d’homogenat amb 15 pL de tampdé EDH amb
heparina.

Per fer els blancs d’aquest tipus de mostres es van fer servir 7 uL de tampo
EDH amb heparina.

Preparacio del substrat

El substrat per I’LPL es prepara igual que per la valoracié d’activitat HL pero tenint
en compte que per cada tub calen 1.2 pL. d’estoc de TO* i 58 pL de tampd LPL i 2 pL.
de serum preescalfat; i que generalment es valoren les mostres per duplicat.

En el cas de les mostres de fetge, es van fer dues valoracions, una en la que el
substrat es va resuspendre en tampd LPL i en la que es mesurava I’activitat lipasa total 1
una segona valoracio en la que el substrat es va resuspendre en tampd LPL especial

96



Pacients, Materials i Métodes

fetge, tampd amb el que s’inhibeix I’activitat LPL de forma quimica (es valora
I’activitat lipasa que no prové de I’LPL).

A cada valoracio es van determinar els CT en 4 tubs en els que s’hi van pipetejar 25
uL de TO* més 4 mL de liquid d’escintil-lacié. Es van comptar igual que la resta de
mostres. Aquests vials serveixen per comprovar que el substrat s’ha preparat
correctament.

Analisi de mostres

A cada valoraci6 es van incloure (i) 4 tubs amb 7 uL de tamp6 EDH amb heparina
com a blancs de la valoracio (o en el cas de mostres amb activitat HL, 7 pLL de tampo
amb antiserum, tal i com s’ha descrit anteriorment (exceptuant el fetge)) (ii) 2 controls
interassaig: homogenats de cor i fetge diluits 1/4 en tamp6 EDH amb heparina.

El procediment d’analisi de les mostres és el mateix que I’utilitzat per valorar
I’activitat HL amb la diferéncia de que es van pipetejar per duplicat 7 pL de les mostres
o dels controls diluits 1/4 en tubs de vidre i es van afegir 60 uL de substrat a cada tub.

Calculs

En tots els casos es va restar als valors de dpm de les mostres la mitjana de les dpm
dels blancs (produides per la hidrolisi espontania de la TO* i/o el soroll de fons de
I’aparell, d’aquesta manera es van obtenir les dpm netes amb les que es farien els
calculs posteriors. Es defineix com a unitat enzimatica (U) la quantitat d’enzim que
allibera 1 umol de producte per minut a 25°C.

En el cas del plasma ’activitat s’expressa en mU/mL i es va determinar seguit el
seglient calcul (FS, fase superior; AE, activitat especifica):

mU  dpm netes 0.859mLFS 20 mL plasma dil. 1 1
— = X X X X —
mL 03mLFS 0.007mL plasma dil. 18 mL plasma 30 min. AE

En el cas de les mostres de teixit, I’activitat es pot expressar en mU/g teixit 1 cal
tenir en compte la dilucio feta en homogeneitzar. Aixi doncs cal aplicar el segiient

calcul:
mU _ dpm netes 9 0.859mL FS 9 4 mL hom.dil. y g teixit + ml EDH 9 1 9 1
g  03mLFS " 0.007 mL mostra dil. 1 mL hom. g teixit 30 min. AE

En el cas dels fetges, un cop aplicada la formula anterior a les dues valoracions, cal
restar D’activitat lipasa total menys 1’activitat lipasa valorada inhibint I’LPL per
aconseguir 1’activitat LPL.

3.10 Immunodeteccio d’apoAlV
Per dur a terme la immunodeteccié d’apoAlV, és necessaria la combinacié de dues

tecniques: ’electroforesi en condicions desnaturalitzants en gels d’acrilamida (SDS-
PAGE) 1 el Western blot.
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Fonament de I’SDS-PAGE

L’electroforesi en condicions desnaturalitzants €s una técnica que permet separar
les proteines segons el seu pes molecular. La técnica es basa en 1’ts d’un detergent
anionic, I’SDS, que desnaturalitza les proteines i se’ls hi uneix conferint-los una carrega
neta negativa proporcional a la seva massa. Per garantir que les proteines en solucio es
mantenen en la seva estructura primaria és necessaria 1’addicié d’un agent reductor com
el f-mercaptoetanol o el DTT, que trenquen els ponts disulfur i eviten que la
conformacié de la proteina interfereixi en la seva migracio a través del gel. D’aquesta
manera, es pot assumir que la distancia que recorre una proteina en el gel esta
directament relacionada amb el seu pes molecular.

Fonament del Western blot

El Western blot és una teécnica que permet detectar proteines de forma especifica
basant-se en I’especificitat de la unié d’un anticos al seu antigen. La detecci6 es fa sobre
una membrana en la que s’han transferit les proteines després d’haver estat separades
per electroforesi. Habitualment, en aquest tipus de técniques es combinen dos
anticossos, el primari que detecta de forma especifica la proteina d’intereés i1 el
secundari, que detecta de forma especifica 1’anticos primari i que porta unida una
peroxidasa. Aquesta peroxidasa reacciona amb un compost luminescent i permet la
detecci6 indirecta de la proteina d’interes.

Aquesta teécnica es pot emprar tant per a la determinaci6 del pes molecular d’una
proteina com per a comparar ’abundancia relativa d’una proteina entre diferents
mostres.

Reactius
«  Tampo fosfat sali 1x (PBS), pH 7.4
o NaCl 137 mM (Panreac)
o KCI12.7mM (Panreac)
o Na,HPO4 8.1 mM (Panreac)
o KH;PO4 1.5 mM (Panreac)
«  Tamp6 de mostra
o Tris-HC1 250 mM, pH 6.8
o Glicerol 40% (v/v) (Panreac)
o SDS 8% (p/v) (Merck)
o Traces de blau de bromofenol (Sigma)

Un cop feta aquesta barreja, es va diluir amb Tris-HCI pH 6.8 en una
proporcid 3:1 (Tampd de mostra: Tris:HCI) 1, just abans de fer-ho servir, es
va afegir DTT 150 mM (GE Healthcare).

«  Tamp¢ d’electroforesi 1x
o Glicina 192 mM (Panreac)
o Tris-Base 25 mM (Roche)
o SDS 0.1% (p/v) (Merck)

«  Tampd de transferéncia 1x
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o Glicina 380 mM (Panreac)

o Tris-base 50 mM (Roche)

o Metanol 20% (v/v) (Merck)

Tamp6 de bloqueig

o BSA Fracci6 V de Cohn 2% (p/v) (Sigma) en PBS 1x

Tampo de rentat

o Tween-20 0.25% (v/v) (Sigma) en PBS Ix.

Gel concentrador

Acrilamida/bisacrilamida (37.5:1 p/v) 4% (p/v) (BioRad)

Tris-HCI1 125 mM, pH 6.8

SDS 0.1% (Merck)

N,N,N’,N’-tetrametil-etilen-diamina (TEMED) 0.2% (v/v) (BioRad)
(NH4)28208 0.2% (p/V) (BioRad)

Gel separador

Acrilamida/bisacrilamida (37.5:1 p/v) 10% (p/v)

Tris-HC1 375 mM pH 8.8

SDS 0.1%

TEMED 0.1% (v/v) (BioRad)

(NH4)2SzOg 0.1% (p/V) (BIORad)

Anticos primari: antiserum anti-ApoAIV humana obtingut en conill
(desenvolupat en el nostre laboratori).

Anticos secundari: anticos anti-IgG de conill obtingut en porc (Dako)

Substrat de la peroxidasa SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate
(Pierce)

Marcador de pes molecular Precision Plus Protein Dual color Standards
(BioRad)

Metanol (Merck)

Aigua destil-lada

O O O O o

O O O O O

Procediment

Preparacio de mostres

Plasma: es va fer una dilucié 1/50 en tamp6 PBS.

Analisi de les mostres

Elaboracio dels gels: es va muntar el sistema de vidres en el suport per a la
polimeritzacié 1 es va comprovar la seva estanquitat. A continuacio, es va
preparar el gel separador segons la composicié indicada anteriorment 1 es va
abocar entre els dos vidres, evitant la formacié de bombolles, fins a 3/4 parts del
vidre petit. Tot seguit es va afegir lentament 1 mL d’aigua destil-lada i es va
deixar polimeritzar el gel durant una hora. Transcorregut aquest temps, es va
preparar el gel concentrador segons la composicid indicada anteriorment, es va
eixugar 1’aigua de sobre del gel separador amb paper de filtre 1 es va abocar la
soluci6 del gel concentrador entre els dos vidres. Immediatament es va col-locar
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la pinta evitant la formacié de bombolles 1 es va deixar polimeritzar durant una
hora.

« Desnaturalitzacio de les mostres: la mostra diluida es va barrejar amb el tampd
de mostra en una proporcié 1:1 (v:v). Tot seguit es van bullir les mostres a
100°C en un bany humit durant 5 minuts.

« Electroforesi: per dur a terme 1’electroforesi es va utilitzar el sistema Mini-
Protean II (BioRad; Californa, EUA). Un cop carregades les mostres i el
marcador de pes molecular al gel, es va dur a terme la separacié electroforctica
aplicant un amperatge costant de 35 mA per gel el temps necessari per que el
marcador de talla dels 25 kDa arribés a la part inferior del gel (aproximadament
90 minuts).

«  Western blot: per realitzar el Western blot es va utilitzar el sistema Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad; Californa, EUA). Un cop acabada
I’electroforesi es van equilibrar la membrana de fluorur de polivinil (Immobilon-
P, Millipore) activada amb metanol, el gel, les esponges i els papers Whatman
en tampd d’electroforesi durant 15 minuts. Tot seguit, es va muntar el sandvitx
de transferéncia col-locant els diferents components en el segiient ordre,
comencgant per I’extrem catdodic (negre): esponja, paper Whatman, gel,
membrana activada, paper Whatman i esponja; evitant la formaci6é de bombolles
entre els diferents elements del muntatge. Es va col-locar el sandvitx de
transferéncia dins de la cubeta plena amb tampd de transferéncia i es va
transferir durant 1 hora a un amperatge constant de 200 mA/gel. La transferéncia
es fa a 4°C.

Un cop finalitzada, es va bloquejar la membrana amb 100 mL de tamp6 de
bloqueig durant 50 minuts en un bany a 37°C i agitacio suau. A continuaciod, es
va incubar la membrana amb I’anticos primari a una dilucié 1/1000 en tampd6 de
bloqueig, en agitacio orbital a 4°C durant tota la nit.

A I’endema, es van fer cinc rentats de cinc minuts amb 100 mL de tamp¢6 de
rentat, en agitacio forta. A continuacid es va incubar la membrana amb 1’anticos
secundari a una diluci6 1/10000 en tampo6 de bloqueig durant dues hores a
temperatura ambient i en agitacid orbital, i es va tornar a rentar la membrana
igual que abans.

Finalment, es va incubar la membrana amb el substrat de la peroxidasa
(barrejant els dos components del substrat en una proporcié 1:1 v/v). La
luminescéncia resultant es va detectar mitjangant una pel-licula fotografica
revelada en un revelador automatic (FPM-100A Fujifilm; Tokyo, Japo).

Calculs

Calcul de I’abundancia relativa de la proteina

Primer de tot es van escanejar els films amb una resolucido de 300 dpi, es van
guardar en format .TIFF i, si era necessari, s’ajustava el contrast i la brillantor amb el
Photoshop®. Tot seguit, amb 1’ajut del programa MultiGauge v.3, es van seleccionar
aquelles bandes que es volien quantificar. El programa, per densitometria, calcula I’area
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sota la corba (AUC) que ocupa cada banda (en unitats arbitraries), que sera directament
proporcional a I’abundancia de la proteina a la mostra. Per obtenir I’abundancia relativa
només faltara dividir PAUC de la mostra problema entre I’AUC de la mostra de
referéncia.

3.11 Determinacio de I’expressio génica:
3.11.1 Extraccio d’RNA

Fonament del métode

Per a I’extraccio de I’RNA dels teixits (tant d’AT com de fetge) s’ha utilitzat un
meétode de separacid en fase liquida descrit per Chomczynski i Sacchi [276]. Durant
I’homogeneitzacid del teixit, el reactiu d’aillament Tripure (amb fenol) trenca les
cel-lules 1 desnaturalitza les endonucleases gracies a 1’accid del isotiocianat de
guanidina, que inhibeix les RNAases i preserva la integritat de ’RNA. Un cop s’afegeix
el cloroform, es formen tres fases: una superior aquosa que conté I’RNA, una
intermedia blanca i una inferior vermella i organica on es troben les proteines i el DNA.
L’RNA es recupera mitjangant la precipitacié amb isopropanol.

Reactius

« Tripure Isolation Reagent (Roche Diagnostics)

« Cloroform (Merck)

 Aigua bidestil-lada esteril

« Isopropanol (Merck)

« Etanol al 75% (v/v) en aigua bidestil-lada esteril (Panreac)

NOTA: tot el material que es fa servir ha de ser esteril 1 lliure d’RNAases.

Procediment

Analisi de mostres

Es va pesar un tros de teixit (uns 80 mg en el cas dels AT i uns 20 mg en el cas dels
fetges), evitant en tot moment que la mostra es descongelés. Tot seguit, utilitzant tubs
de polipropile de 3 mL es van homogeneitzar les mostres en 1 mL de Tripure utilitzant
un politr6 a la maxima potencia. Després d’incubar les mostres a 25°C durant 5 minuts
per permetre al Tripure trencar els complexes de nucleoproteines, es va fer una
centrifugacio de 3 minuts a 400 xg, per poder eliminar tot el greix present a les mostres.
Tot seguit, es van afegir 0.2 mL de cloroform i, després d’agitar vigorosament amb el
vortex durant 15 segons, es van centrifugar les mostres a 12000 xg, a 4°C, durant 15
minuts. Amb aix0 s’aconsegueixen les tres fases.

Es va traspassar tota la fase superior a un nou tub eppendorf i s’hi van afegir 0.5
mL d’isopropanol per precipitar 'RNA. Després d’agitar per inversio i incubar durant
10 minuts a 25°C, es va fer una nova centrifugaci6 igual que 1’anterior. A continuacio,
es va descartar el sobrenedant amb 1’ajut d’una pipeta i es van fer dos rentats amb 0.5
mL d’etanol al 75%, per eliminar totes les restes de fenol 1 isopropanol que poguessin
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quedar a les mostres; entre rentat i rentat es va fer una centrifugacié de 5 minuts a 4°C 1
a 12000 xg.

Un cop descartat el sobrenedant, es van assecar els pellets en un bany sec a 30°C 1
es van resuspendre en aigual bidestil-lada estéril: en 20 uL en el cas dels AT i en 70 pL
en el cas dels fetges.

Finalment, es va quantificar el contingut d’RNA de les mostres i es va obtenir una
primera indicaci6 del seu grau de puresa en un NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer; Thermo Fischer Scientific, USA). Aquest aparell dona la
concentracio directament en ng/mL, a més, també proporciona informacio6 sobre el grau
de contaminacidé per DNA i/o proteines, en el cas que la relacio d’absorbancies 260
nm/280 nm no estigui entre 1.8 1 2.0; o bé sobre el grau de contaminacié per algun
reactiu del procés (fenol, isopropanol, etc.) en el cas que la relacid d’absorbancies 260
nm/230 nm no es trobi entre 1.8 1 2.0.

Les mostres es van congelar a -20°C fins a la seva posterior utilitzacio.

Calculs

Un cop obtingudes les quantificacions de la concentracié d’RNA a les mostres, es
va aplicar la segiient féormula per coneixer els pg d’RNA que s’havien extret per g de
teixit.

Hg RNA g RNA y uL en els que es resuspenia
g teixit  pL resuspés g teixit

D’aquesta manera es podia veure si l’eficiéncia de 1’extraccié havia estat
homogenia en totes les mostres. S’obtenien uns 46 pg RNA/g teixit en el cas del teixit
adipds subcutani, uns 72 pg/ g teixit en el cas del visceral i uns 2.7 mg RNA/g de teixit
en el cas dels fetges.

3.11.2 Estudi de la qualitat de ’RNA

Donat que ’RNA ¢és una mol-lécula extremadament sensible a la decgradacio per
les RN Aases, proteases presents en el medi que ens envolta, es va creure convenient la
comprovacio de la qualitat de ’'RNA obtingut. Per aix0 es va analitzar la qualitat de
I’RNA al Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Madrid, Espanya). Els perfils que es
generen en aquest aparell aporten informacid sobre la concentracio de la mostra i
permeten una inspeccid visual de la integritat de ’'RNA.

Aquest aparell, mitjancant una separacio electroforctica de la mostra d’RNA genera
electropherogrames i1 una imatge de tipus gel a partir de la qual es pot calcular el
numero d’integritat de ’RNA o RIN. EI RIN va de 1’1 al 10. Un RIN proper a 10
implica que el grau de degradaci6 és baix, per a la realitzaci6 de la reaccio en cadena de
la polimerasa (PCR) en temps real es recomana utilitzar mostres amb un RIN per sobre
de 7. A més, el sistema tamb¢ proporciona la relaci6 entre els dos RNA ribosomics, un
altre parametre utilitzat per con¢ixer la qualitat de ’'RNA, la qual ha de ser propera a 2
[277].
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Figura 22. Exemple de resultats obtinguts amb el Bioanalyzer 2100. A. Imatge corresponent als
electropherogrames d’una mostra intacta (RIN 10) i una mostra amb un grau de degradaci6 considerable
(RIN 3). B. Imatge corresponent al gel d’aquestes dues mostres. Adaptat de Mueller i col-laboradors
[277].

En el nostre cas, per a les mostres d’AT el RIN promig va ser de 7.3 i la relacid
28s/18s rRNA va ser d’1.2. Per a les mostres de fetge el RIN promig va ser de 8.1 1 la
relacid 28s/18s rRNA va ser d’1.3.

3.11.3 Retrotranscripcio

Fonament del metode

Per dur a terme la retrotranscripcid6 de les mostres d’RNA s’ha utilitzat la
modificacié de D’Alessio i col-laboradors [278] d’un meétode descrit per Gubler i
col-laboradors [279]. Aquesta técnica permet passar ’'RNA de les mostres a cDNA. Per
fer-ho s’utilitza la retrotranscriptasa reversa MultiScribe, un enzim recombinant del
virus de la leucémia murina de Moloney (rMoMuLV). Aquest enzim és una DNA
polimerasa depenent d’RNA que utilitza les cadenes senzilles ’RNA com a motllo per
sintetitzar una cadena complementaria de DNA (cDNA) a partir d’uns encebadors.
Aquest enzim té la peculiaritat de que no disposa de I’activitat 3’5’ exonucleasa,

En aquest tipus de reaccions es considera que I’eficiéncia és del 100%, per tant,
cada molécula d’RNA sera retrotranscrita a una moleécula de cDNA.

Reactius

« High-capacity cDNA reverse transcrition kit (Applied Biosystems; USA).
Components del kit:

Tampo de retrotranscripceié 10x

Barreja de desoxiribonucleotids tri-fosfat (AINTP) 25x

Encebadors aleatoris (Random primers) 10x

Retrotranscriptasa reversa MultiScribe

Inhibidors d’RNAases (RNAsin)

Aigua bidestil-lada esteril

O O O O O o
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La barreja de tots aquests components en les proporcions adequades
s’anomena RT Master Mix.
NOTA: tot el material que es fa servir ha de ser esteril 1 lliure d’RNAases.

Procediment

Preparacio de mostres

Per dur a terme aquesta técnica €s important tenir present que ¢s altament
recomanable retrotranscriure alhora totes aquelles mostres que posteriorment s’hagin
d’analitzar juntes per PCR en temps real, ja que d’aquesta manera s’eviten possibles
variacions provocades per diferéncies en I’eficiéncia de retrotranscripcio.

Tant en el cas de la retrotranscripcid de mostres d’AT com en el de mostres de
fetge, es van retrotranscriure un total de 400 ng d’RNA per mostra. Per tant, es va haver
d’ajustar la concentracid de totes les mostres a 40 ng/pL amb aigua bidestil-lada esteril.
Un cop es van tenir diluides, es va comprovar que la concentracio fos la correcta al
Nanodrop, acceptant una concentraci6 de 40 ng/uL + 5% (¢€s a dir, entre 38 1 42 ng/uL).

Processament de mostres
« Preparacio6 de I’RT Master Mix:

La retrotranscripcid es va fer en un volum de 20 pL, dels quals 10 pL serien
de la mostra diluida en el pas anterior i 10 pL serien de I’'RT Master Mix. Per
una sola mostra, I’RT Master Mix ha de tenir: 2 pL de tampd de
retrotranscripcio, 0.8 pL de barreja de ANTP, 2 pL de Random primers, 1 pL de
transcriptasa reserva MultiScribe, 1 pL. d’RNAsin i 3.2 uL d’aigua bidestil-lada
esteril.

Es va preparar la barreja d’RT Master Mix en funcié del nombre de mostres
que es volien retrotranscriure i es van fer les barreges en tubs eppendorf de 0.2
mL, aptes per termociclador.

+ Retrotranscripcio:

Just abans de col-locar els tubs a I’aparell se’ls va fer un spin amb la
centrifuga Epp8510R (Eppendorf, Hanburg, Alemanya) per assegurar que no
quedava liquid per les parets del tub. La restrotranscripcié propiament dita es va
dur a terme en al Termociclador (GeneAmp® System 2700; AppliedBiosystems,
USA). Les condicions de retrotranscripcio eren les que es descriuen a laTaula 7:

| Pas 1 Pas 2 Pas 3 Pas 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C  4°C
Temps 10 min. 120 min. 5min. 0

Taula 7. Condicions del termociclador per dur a terme la retrotranscripcié de ’RNA a
c¢DNA en les mostres d’AT i fetge.

Un cop finalitzada la retrotranscripcié es van fer dues aliquotes de cada
mostra i es van congelar a -80°C fins a la seva posterior utilitzacio.
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3.11.4 PCR en temps real

Fonament del métode

Per dur a terme la PCR en temps real s’ha utilitzat la modificacié que van fer
Higuchi i col-laboradors [280] del metode descrit per Saiki i col-laboradors [281].
Aquesta técnica permet quantificar de forma relativa els nivells d’expressié dels gens
estudiats. La técnica ideada als anys 80 per Kary Mullis consisteix en realitzar copies
d’un determinat fragment de DNA d’entre 70 1 600 parells de bases, gracies a I’acci6 de
les DNA polimerases termoresistents (en el nostre cas la Thermus aquaticus o Taq),
aquest procés també es coneix amb el nom d’amplificacié del DNA.

L’amplificacié del material genétic consta de 3 fases: inicialitzacio,
desnaturalitzacio 1 hibridacio i1 elongacid. En la primera fase té lloc un augment de la
temperatura fins a 95°C que permet activar I’enzim polimerasa. En la segona fase, que
es realitza a 95-97°C, es separen les dues cadenes de material genomic, ja siguin les
d’RNA-cDNA obtingudes a la retrotranscripcid o bé els complexes cDNA-cDNA
obtinguts als successius passos de la PCR. En la tercera fase s’utilitzen uns encebadors
especifics (el directe o 5’23’ i el revers 3°>5) del gen que es vol estudiar. Aquests
tenen una seqiiéncia complementaria del gen d’interés i s’uneixen a la cadena motllo de
cDNA mitjancant unions estables de ponts d’hidrogen; per que aquest pas tingui lloc €s
necessari que la temperatura estigui entre 56 1 60°C.

Un cop formats els complexos de doble cadena, aquests son reconeguts per la
polimerasa i I’enzim pot comengar a sintetitzar DNA. Els encebadors actuen com a limit
de la regio a amplificar, de manera que durant I’elongacio, la polimerasa sintetitza el
fragment de DNA que es troba entre els dos encebadors.

Les fases dos i tres es repeteixen un total de 40 vegades o cicles (Ct); d’aquesta
manera s’obté una amplificaci6é exponencial del material genétic en qliestio.

L’avantatge de la PCR en temps real és que permet monitorar 1’amplificacio del
cDNA a mesura que aquesta té lloc. En el nostre cas, aixd €s possible gracies a la
tecnologia de les sondes TagMan. Aquestes sondes son fragments de 18 a 22 parells de
bases complementaries al gen d’interés que hibriden entre els dos encebadors. Les
sondes porten unit a I’extrem 5’ un fluordfor (fluoresceina o FAM, en el nostre cas) i a
I’extrem 3’ un silenciador (rodamina o TAMRA, en el nostre cas), de manera que
mentre la sonda romangui intacta, la transferéncia d’energia de ressonancia Forster
(FRET) del fluorofor és captada pel silenciador i no s’emet senyal fluorescent. Durant la
PCR, la Taq polimerasa replica la cadena a la que s’ha unit la sonda i, gracies a
I’activitat 5’3 exonucleasa de la Taq, la sonda ¢és degradada, el silenciador s’allunya
del fluorofor i la fluorescencia d’aquest pot ser detectada per 1’aparell. Aquesta teécnica
es realitza en termocicladors adaptats per poder captar fluoresceéncia.

La fluoresceéncia augmenta en cada cicle de forma proporcional a la taxa de
degradacio de les sondes, que alhora €s equivalent a la quantitat de cDNA especific del
gen estudiat present a la mostra.
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Reactius/ Material especific
« Aigua bidestil-lada esteril

« Gene Expression Master Mix 2x (Applied Biosystems; USA). Components del

kit:

o AmpliTaq Gold DNA polimerasa ultrapura
o dNTP (10 mM de cadascun)
o Referencia passiva ROX
NOTA: tot el material que es fa servir ha de ser esteril 1 lliure d’RNAases.
« Targetes TLDA (Applied BioSystems; USA) amb encebadors liofilitzats (Taula

8 1 Taula 9)

Nom de la proteina Nom del gen Referencia Longitud
Leptina Ob Hs00174877 ml 74
Adiponectina AdipoQ Hs00605917 m1 71
Lipoproteina lipasa (LPL) LPL Hs00173425 ml 103
Triacilglicerol lipasa  de
Padipés (ATGL) PNPLA2 Hs00386101 ml 116
Lipasa sensible a hormones
(HSL) LIPE Hs00943410 m1 71
e HSDI1BI | Hs00194153 ml 77

eshidrogenasa 1
Receptor de glucosa 4 GLUT4 Hs00168966 m1 89
Aquaporina 7 AQP7 Hs00357359 ml 103
Proteina d’uni6 a acids
grassos 4 FABP4 Hs01086177 ml 96
Receptor d’insulina IR Hs00961560 ml 91
Sintasa d’oxid nitric 3
(endotelial) (eNOS) NOS3 Hs01574659 ml 107
Sintasa d’oxid nitric 2
(induible) (iNOS) NOS2 Hs01075529 ml 67
Cluster de diferenciaci6 360 | 3o paAT 1500354519 m1 83
Translocasa d’acids grassos -
Interleuquina 6 IL6 Hs00174131 ml 95
Factor de necrosi tumoral a
(TNFa) TNFa Hs00174128 ml 80
Activador de l’inhibidor del
plasminogen tipus 1 (PAI1) SERPINE1 Hs01126606 m1 79
Hypoxantina
fosforibosiltransferasa 1 HPRTI Hs99999909_ml 100
Gliceraldehid 3 fosfat
el e GAPDH Hs99999905 m1 122
Importina 8 IPO8 Hs00183533 ml 71

Taula 8. Gens analitzats a I’AT. En la primera columna apareix el nom del gen, en la segona 1’acronim
daquest, en la tercera la refereéncia dels encebadors i en la qualta la longitud del fragment amplificat. Els
tres darrers gens es van proposar com a controls.
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Nom de la proteina Nom del gen Referencia Longitud
Lipoproteina lipasa (LPL) LPL Hs00173425 ml 103
Lipasa hepatica (HL) LIPC Hs00165106_m1 78
Triacilglicerol lipasa de
I’adipés (ATGL) PNPLA2 Hs00386101 ml 116
Receptor de lipoproteines de
baixa densitat LDLR Hs01092525 ml 116
Apolipoproteina B APOB Hs01071205 ml 100
3-hidroxi3-metilglutaryl- HMGCR ~ Hs00168352 ml = 67
Coenzim A reductasa =
Citocrom P450, familia 7,
subfamilia A, polipéptid 1 CYP7A1 Hs00167982 ml 66
Receptor escombriaire de | g-App] | Hs00969818 ml 104
classe B, membre 1 =
Sintasa d’oxid nitric 3
(endotelial) (eNOS) NOS3 Hs00167166_m1 80
Sintasa d’0xid nitric 2A
(induible) (iNOS) NOS2A Hs00167248 ml 74
Cluster de diferenciacié 36 0 | ~h30pAT | Hg01567186 m1 = 126
Translocasa d’acids grassos -

Factor de necrosi tumoral o TNFa Hs00174128 ml 80
Carnitina palmitoil CPTIA  Hs00157079 ml 85
transferasa 1A -

Activador de P’inhibidor del

plasminogen tipus 1 (PAIL) SERPINE1 Hs01126606 m1 79
L1p hidroxi esteroid HSD11BI  Hs00194153 ml 77
deshidrogenasa 1

Interleucina 6 IL6 Hs00174131 ml 95
60S Proteina ribosomal

acidica PO RPLPO Hs99999902 m1 105
Gliceraldehid 3 fosfat GAPDH Hs99999905 ml 122
deshidrogenasa -

Ciclofilina A PPIA Hs99999904 m1 98

Taula 9. Gens analitzats al fetge. En la primera columna apareix el nom del gen, en la segona 1’acronim
daquest, en la tercera la referéncia dels encebadors i en la qualta la longitud del fragment amplificat. Els
tres darrers gens es van proposar com a controls.

En aquestes targetes s’han triat aquells gens que ens permetien estudiar les vies
metaboliques (lipidiques i glucidiques) dels teixits, aixi com alguns dels gens que hem
considerat importants en el desenvolupament de les comorbilitats associades a
’obesitat.

NOTA: Tagman disposa de diversos tipus d’encebadors, en el nostre cas s’han fet
servir el de tipus m (els encebadors pertanyen a exons diferents i les sondes estan
formades per material genctic dels dos exons, de manera que s’evita I’amplificacio de
DNA genomic).
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Procediment

Per dur a terme 1’analisi de ’expressio génica en els diferents teixits (AT 1 fetge)
mitjangant la PCR en temps real, es van fer servir les TLDA (Tagman Low Density
Array).

« Les mostres es van diluir en aigua bidestil-lada esteril fins a una concentracid de
20 ng/pL.

« Es van barrejar 55 pL de la mostra diluida amb 55 pL de la Gene Expression
Master Mix 1 es van carregar 100 puL de la barreja a cada canal de la TLDA. Tot
seguit, es van centrifugar les plaques durant 1 minut a 330 xg (multifuga 3L
Heraeus) dues vegades, per que es distribuis la barreja de mostra i Master Mix
per tots els pouets de la TLDA. Es van segellar les TLDA amb 1’ajut del
segellador de plaques TLDA d’Applied BioSystems. Finalment, es van col-locar
les plaques al termociclador AbiPrism 7900 Sequence Detector System (Applied
BioSystems, USA) i es va seguir el programa descrit a la Taula 10:

Fase3  Fase4

‘ Fase 1 Fase 2

40 cicles
Temperatura | 50°C =~ 95°C 97°C | 59.7°C
Temps 2min. 10min. 30segons | min.

Taula 10. Condicions per dur a terme la PCR en temps real en les mostres d’AT i fetge.

Calculs

2 -AACT: 2'[(CT gp — Cr gmtractat — (Ct gp— CT gy)control]

...... ’. J.:_gq—-r11-1't_:—_;rrrﬂ4a_.
el .
o
i
Crtractat /.
CH / Crcontrol
"y £ GP
L s
% E Crcontrol i Cycontrol,
£3 GH \ GP
= o ;
2 : 3 threshold
S o
m m ;_"-F-r_..""-' -~
> Cicles

Figura 23. Bases matematiques del métode 2**“". Aquest métode permet la quantificacié relativa (la
mostra “tractament” és X vegades la mostra “control””) mitjancant la mesura dels cicles que creuen la linia
de llindar o threshold. Les diferéncies comparatives entre el gen d’interés i el gen control o housekeeping
per cada mostra permeten la comparaci6 entre mostres. A destacar que els gens control (linies puntejades)
no varien de Cr de forma significativa amb el tractament. GH, gen housekeeping o control; GP gen
problema. Adaptat de Vanguilder H. D. i col-laboradors [282].
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Amb aquesta técnica s’obtenen, per a cada mostra, grafiques similars a la de la
Figura 23. A partir d’aquestes grafiques s’estableix un llindar de fluorescencia
(threshold); és a dir, a partir d’on es considera que la fluorescéncia detectada €s superior
al soroll de fons. El cicle en el que la fluorescéncia detectada a les mostres creui aquest
llindar és el que anomenem Ct.

El metode més utilitzat a I’hora de realitzar 1’analisi de les dades obtingudes en una
PCR en temps real és I’anomenat 2" [283]. Aquest métode requereix que es
compleixin dues condicions: per una banda assumeix que 1’eficiéncia de la reaccid €s
del 100% per a tots els gens, és a dir, que a cada cicle la quantitat de cDNA es duplica.
Aquesta circumstancia es compleix, en el cas del gens TagMan, per a fragments
d’amplificaci6 menors de 150 parells de bases. Per altra banda, és necessaria
I’existéncia d’un gen control endogen, també conegut com a gen housekeeping. El tret
diferencial d’aquest gen és que els seus nivells d’expressié s’han de mantenir constants,
independentment de les condicions experimentals (tractaments a comparar, teixits entre
els que comparar, etc.).

Inicialment es partia de tres gens candidats a gens control per teixit, en el cas del
fetge eren GAPDH, RPLPO 1 PPIA i en el cas de I’AT eren GAPDH, HPRT 1 IPOS8. Per
establir quins gens s’utilitzarien com a controls es van mirar les seves Cr en les
diferents situacions estudiades i la desviacid estandard que aquestes presentaven.

Els resultats obtinguts van ser els que es mostren a la Taula 11:

CrFetge Cr AT
RPLP0 | GAPDH | PPIA HPRT1 | GAPDH | IPOS
Ob 2436 | 2447 | 23,57 SAT Ob 28,50 23,86 27,88
SAT 6M 28,60 24,19 28,15
12M 2505 | 2544 | 24,09 SAT 12M 28,67 24,26 28,12
VAT Ob 28,75 24,04 27,89
C 2497 | 2537 | 2436 SAT C 29,08 24,55 28,37
VAT C 29,18 24,58 28,30
Mitjana | 24,79 2509 | 24,01 Mitjana 28,80 24,25 28,12
SD 0,38 0,54 | 040 SD 0,27 0,28 0,20

Taula 11. Relacié de Ct obtingudes per als tres gens control, en cada teixit i per a cada situacio.
AT, teixit adipds; Ob, mostres pertanyents al grup d’obesos a I’inici de 1’estudi; 12M, mostres pertanyents
al grup d’obesos 12 mesos després de la intervencio; C mostres pentanyens al grup control;. SAT, teixit
adipods subcutani; VAT, teixit adipos visceral.

Es van donar per valids aquells gens que presentaven una desviacié estandard
inferior al 0.5%. Aixi doncs, per realitzar I’estudi d’expressio es van triar els segiients
gens control per a cada teixit:

«  Fetge: RPLPO i PPIA
« AT: HPRT, GAPDH i IPOS8
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En el cas del gen GAPDH, els fabricants de les TLDA 1’afegeixen com a control
positiu de les plaques, per tant s’havia d’incloure obligatoriament en el disseny d’aquest
tipus de plaques.

Com que les mostres es van processar per duplicat, el primer que es va fer va ser
calcular les mitjanes de les Cr per a cada gen. Un cop es tenen les mitjanes, es resten les
Cr del gen problema menys les Ct del gen control endogen, per obtenir I’increment de
Cr respecte el gen control (ACt). Tot seguit, es calcula I’antilogaritme, per convertir les
dades exponencials en lineals, és a dir que es calcula el 2*' per a cada mostra i a
continuacio, es calcula la mitjana del 2"*“' per a cada grup. Finalment, es divideixen les
mitjanes del 2"*“ de cada grup entre la del grup control (aquell que es tria com a 100%
de I’expressio). Si volem expressar els resultats en percentatge, cal multiplicar per 100
els valors obtinguts en el darrer calcul.

3.12 Quantificacio de DNA (métode DABA)

Fonament del metode

Per a la determinacio del DNA total en teixit s ha utilitzat un metode fluorimetric
basat en el descrit per Vytasek i col-laboradors [284]. Un cop homogeneitzades les
mostres, es realitza una hidrolisi en medi acid per alliberar les riboses i les desoxiriboses
dels acids nucléics. Amb un canvi de pH, les desoxiriboses presents a la mostra
reaccionen de forma especifica amb 1’acid 3-5-diaminobenzoic (DABA) per formar un
compost fluorescent que absorbeix a una longitud d’ona de 410 nm i emet a 520 nm. La
concentracio del compost fluorescent és proporcional al contingut de DNA de la mostra.

Reactius

« NaOH 1 M (Panreac)

« NaOH 0.2 M (Panreac)

« NaOH 5 mM (Panreac)

+  NayCO; 10 mM (Panreac) en NaOH 1M

«  DABA 20% en aigua destil-lada (ICN Biomedicals)

« DNA de tim de vedella 1 mg/mL en Tris-HCI pH 7.6 (Sigma)
«  HCIO4 60 % (v/v) 1 M (Panreac)

« HCI IM (Panreac)

Procediment

Preparacio de mostres

Teixits: tant en el cas dels AT com en el cas dels fetges es va fer un homogenat tal i
com s’indica a ’apartat 2.5.

Analisi de mostres
« Es va preparar la patrd a partir de la soluciéo mare de DNA de tim de vedella 1
mg/mL, fent un banc de dilucions en NaOH 0.2 M a les segiients
concentracions: 0, 10, 20, 30, 40, 50 1 60 ug DNA/mL.
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+ Com a minim una hora abans d’utilitzar-la, es va preparar la barreja de reaccid
barrejant 1 volum de DABA 20% amb 3 volums de Na,CO3; 10 mM en NaOH
1M, tenint en compte que calen 200 uL per a cada tub de mostra.

« Encel cas de la patr6 es van pipetejar 100 uL de cada punt per duplicat en tubs
eppendorf. En el cas de les mostres, 20 pL de I’homogenat més 80 pL de
NaOH 0.2 M per duplicat. Tot seguit, es van afegir 100 uL d’HCIO4 1 M a
cada tub i es van incubar durant 20 minuts a 70°C en agitacié moderada. Un
cop transcorregut aquest temps, es van refredar els tubs en gel i es van afegir
200 pL de la barreja de reaccid a cada tub. Es va incubar durant una hora, a
37°C en agitacidé moderada i1 es van centrifugar els tubs durant 4 minuts a 1200
xg a 25°C. Finalment, en tubs Corning de vidre en els que préviament s’havia
afegit 2.5 mL d’HCI 1M, es van passar 300 pL del sobrenedant i es va llegir la
fluoresceéncia emesa per I’estandard i les mostres a 520 nm, utilitzant una
longitud d’ona d’excitaci6 de 410 nm al fluorimetre Shimadzu RF-5001 PC
Spectrofluorophotocmeter (Shimadzu Europa GmbH; Duisburg, Alemanya).

Calculs

Per poder donar els resultats en pg DNA/gram teixit cal aplicar la segiient férmula:

Hg DNA ng DNA y mL homogenat + g teixit
g teixit mL homogenat g teixit

Aquesta mesura dona una idea de la mida de les cél-lules al teixit (assumint que el
contingut de DNA per c¢l-lula és constant).

El fet de tenir la quantitat de DNA per gram de teixit, també ens permet expressar
els resultats del metabolits 1 proteines obtinguts en teixit per ug de DNA, el que ve a ser
una equivaleéncia d’expressar els resultats per cel-lula.

3.13 Determinacio del HOMA-IR

Per a la determinaci6 de la resisténcia a la insulina s’ha utilitzat el model matematic
del HOMA-IR proposat per Matthews i col-laboradors [104]. Per poder aplicar aquest
model s’utilitzen els valors de glucémia (mg/dL) i1 insulinémia (mUI/L) obtinguts
després d’una nit en dejuni (s’han de fer tres determinacions consecutives a intervals de
5 minuts). Tot seguit s’aplica la seglient formula:

mg mUlI . .
_ ngucosa X—T— insulina

HOMA — IR 205

Es considera que un HOMA-IR superior a 3.8 indica resisténcia a la insulina [105].
Per poder establir de forma clara una resisténcia a la insulina, aquest criteri s’ha de
complementar amb altres parametres com son: glucosa en dejuni superior a 110 mg/dL 1
dos o més dels segiients parametres; pressio arterial sistolica (PAS)>140 mm Hg i
diastolica (DAS)>90 mm Hg; IMC>30 kg/m? i/o TAG > 150 mg/dL.
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3.14 Metodes estadistics i suport informatic

Els resultats de cada grup experimental s’expressen com a mitjana i error estandard.
Per estudiar 1’existéncia de diferéncies significatives entre els diferents punts de presa
de mostres primer de tot es va aplicar el test de normalitat de Shapiro-Wills per les
dades de cada temps. En el cas de no complir normalitat es va fer una transformacio
logaritmica de les dades i es va repetir el test de normalitat.

En el cas de complir normalitat, per estudiar ’existéncia de diferéncies entre les
mostres preses a diferents temps i les diferéncies entre aquests 1 el grup control es va
realitzar una analisi de la variancia (ANOVA) d’un factor (temps) amb un posttest de
Tukey. En cas que les dades no s’ajustessin a una distribucié normal es va realitzar una
analisi no paramétrica de les dades aplicant el test de Kluskall-Wallis 1 un posttest de
Dunns.

En el cas d’existir només dos temps a analitzar (com per exemple en el cas de les
dades referents a I’AT visceral, diferéncies entre I’AT visceral i el subcutani o les dades
hepatiques), per determinar I’existéncia de diferéncies significatives entre els diferents
grups es va realitzar un T d’Student en el cas que les dades s’ajustessin a una distribucio
normal 1 un test de Mann-Whitney si aquestes no s’ajustaven a una distribucié normal.
En ambdoés casos, la comparacié es feia de dades aparellades si es comparaven dos
diposits grassos del mateix individu o de dades no aparellades en la resta dels casos.

El grau de significacié s’indica amb una “0” si les diferéncies son respecte al grup
obés; amb “17, “3”, “6” 1 “9” si les diferéncies son respecte 1, 3, 6 0 9 mesos
respectivament (taules de I’Annex II); amb una “c” si les diferéncies son respecte al
control 1 amb una “x” si les diferéncies es troben entre I’AT subcutani i el visceral de
I’obées. Finalment, el grau de significacid s’indica amb un simbol si p<0.05, dos simbols
si p<0.01 1 tres simbols si p<0.001.

Les correlacions (r) entre els diferents parametres s’han estudiat amb el test Pearson
per a variables continues.

Per a I’analisi de les dades estadistiques es va utilitzar el programa GraphPad Prism
5 (GraphPad Software; California, EUA).
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Resultats i Discussio

Els resultats que es presenten a continuacid corresponen a I’estudi realitzat en
pacients amb obesitat morbida sotmesos a una operacié de cirurgia bariatrica per
laparatomia del tipus bypass gastric en Y-de-Roux a I’Hospital Universitari de la Vall
d’Hebron. A aquests pacients se’ls va fer un seguiment des d’un mes abans de
I’operacid fins a 12 mesos després. Es van estudiar diversos parametres antropomeétrics,
aixi com aquells parametres relacionats amb el metabolisme glucidic i lipidic, i els
parametres inflamatoris que es van considerar clau per fer el seguiment de les diferents
comorbilitats associades a 1’obesitat.

El grup estudiat esta format per 34 individus amb obesitat morbida (24 dones i 10
homes) amb una mitjana d’edat de 45+2 anys (de 21 a 61 anys). El1 65% (22 individus)
presentaven IR, dels quals el 46% tenien DM; el 65% (22 individus) patien algun tipus
de dislipemia, el 85% (29 individus) patien hipertensi6 arterial 1 el 97% (33 individus)
patien NAFLD. Dels 34 pacients, el 82% (28 individus) tenien sindrome metabolica
(segons criteris del Consens 2009 [31], tant si es té en compte el perimetre de cintura
proposat per I’IDF com el de I’NIH).

Sempre que ha estat possible, s’han comparat les dades obtingudes en els obesos
amb les d’un grup d’individus control, en cas de no disposar d’aquestes dades, s’han
comparat amb els limits de referéncia considerats normals per a cada parametre segons
els metodes emprats.

4.1 Parametres antropometrics i greixos corporals

Per classificar els individus que participaven en I’estudi en funcio del seu grau
d’obesitat es van avaluar les segilients mesures antropometriques: pes corporal, BMI,
percentatge d’excés de pes, perimetres de cintura i maluc i WHR.

4.1.1 Pes corporal

La primera mesura que tractarem ¢€s el pes corporal (Figura 24). A I'inici de
I’estudi els pacients obesos tenien un pes mitja de 130+3.4 Kg. Després de la
intervencid, el pes va anar disminuint de forma progressiva fins als 12 mesos de
I’operacié on la mitjana de Kg perduts va ser de 47.6+2.1 Kg, fins assolir un pes
corporal mitja de 82.14+2.9 Kg.

1607 Panova<0.0001
1407 00
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Ob 1M 3M oM M 12M

Figura 24. Evolucié del pes en la poblacioé estudiada. Comparacions respecte a 1’obés mitjancant
ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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4.1.2 index de massa corporal

A partir de les mesures del pes, 1 tenint en compte 1’algada de cada individu, vam
calcular el BMI (Figura 25). A I’inici de ’estudi la mitjana de BMI dels pacients es
situava en 48.8+0.9 kg/m’: el 44% tenien un BMI per sobre de 50 kg/m?*; el 50% el
tenien entre 50 1 40 Kg/m2 i només dos individus (6%) presentaven un BMI inferior a
40 Kg/m”.

Al primer mes, només dos pacients continuaven tenint un BMI per sobre de 50
Kg/m®. Als 12 mesos de 1’operacié hi va haver una disminucié mitjana del BMI del
36%. En aquest punt, el 50% dels individus presentaven una obesitat moderada (tipus I i
1), el 21% només patien sobrepes i el 12% havien aconseguit normalitzar el pes.

601
Panova<0.0001
507
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I |
. 000
I I 000 |
Ob M M 6M M 12M
Figura 25. Evolucié del BMI en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris correspon a un BMI

de normopés. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Tres simbols
p<0.001.
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Només hi va haver dos individus que a I’any de 1’operaci6 encara tenien el BMI per
sobre de 40 Kg/m?, tot i aixi aquests havien aconseguit una reduccié de BMI del 24% y
del 30%, respectivament.

4.1.3 Percentatge d’excés de pes

Quan s’analitza el percentatge d’excés de pes (Figura 26) que presentaven els
individus, es pot veure com a partir del sis¢ mes ja es va aconseguir reduir el
percentatge d’excés de pes per sota del 50%. Aquesta dada és important perque en
I’ambit clinic es considera que la cirurgia ha estat un €xit quan s’assoleixen valors
d’excés de pes inferiors al 50% [236].

Els dos individus que als 12 mesos encara tenien un BMI per sobre de 40 Kg/m” no
van aconseguir la reduccio del percentatge d’excés de pes Optima, quedant-se en valors
del 70 i del 79%, respectivament.
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Figura 26. Percentatge d’excés de pes en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris correspon
al percentatge a partir del qual es considera que una intervenci6 de pérdua de pes per cirurgia bariatrica ha
estat un exit. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Tres simbols

p<0.001.

4.1.4 Perimetre de cintura

Pel que fa al perimetre de cintura (Figura 27), a I’inici de I’estudi els individus
presentaven un valor mitja de 136.1£2.3 cm, molt per sobre del que I’'NIH considera
com a llindar per establir obesitat central (102 cm en homes i 88 cm en dones). Al final
de I’estudi es va aconseguir una disminuci6 significativa de gairebé 38 cm, on el 35%
dels individus (tenint en compte el génere) havia aconseguit valors inferiors al llindar
d’obesitat central.
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Figura 27. Evolucié del perimetre de cintura en la poblacio estudiada. Les linies verda i porpra
corresponen al perimetre de cintura que I’NIH considera com a limit per definir obesitat central en homes
i dones, respectivament. Comparacions respecte a 1’obés mitjancant ANOVA 1 posttest de Tukey. Tres

simbols p<0.001.

4.1.5 Perimetre de maluc

El perimetre de maluc (Figura 28), que en un inici presentava un valor mitja de
145.0+2.3 cm, també¢ va disminuir de forma significativa amb la cirurgia. Als 12 mesos
el valor mitja era de 117.8+3.1 cm.
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Figura 28. Evoluci6 del perimetre de maluc en la poblacié estudiada. Comparacions respecte a 1’obés
mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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4.1.6 Index cintura-maluc
A partir de tots dos perimetres vam calcular el WHR (Figura 29), parametre que

ens permet establir el tipus d’obesitat (androide o ginoide). A I’inici de 1’estudi els
homes presentaven de mitjana un WHR de 1.01+0.03 cm, mentre que el de les dones era
de 0.93+0.01 cm mostrant aixi una lleu tendéncia cap a 1’obesitat de tipus androide en
ambdos sexes [285]. Tot 1 que hi ha una disminucié del WHR del 5% durant el periode
estudiat, 1 en conjunt ’ANOVA resulta significativa; no existeixen diferéncies
significatives entre el WHR a I’inici 1 al final de tractament.
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Figura 29. Index cintura-maluc (WHR) de la poblacié estudiada. Comparacions respecte a ’obés
mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01.

El BMI presenta una correlacid positiva molt elevada (p<0.001) tant amb el
perimetre de cintura com amb el de maluc (r=0.88 1 0.92, respectivament); alhora també
presenta una correlacio positiva (p<0.05) amb el WHR (r=0.25).

4.1.7 Percentatge de greix corporal

Tot 1 que el BMI és el parametre més ampliament acceptat per a la classificacio i
diagnostic de 1’obesitat, la seva precisié a I’hora de detectar un excés d’adipositat en la
poblaci6é general adulta és limitada. Per a un mateix BMI existeix una variabilitat
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interpersonal significativa en el percentatge de greix corporal, sobretot en els casos de
BMI per sobre de 30 Kg/m” [286]. A més, el BMI no pot reflectir les diferéncies en
I’adipositat regional o tenir en compte 1’efecte d’un augment de la massa muscular [98].
Es per aix0 que també s’estudien els greixos corporals.

Diversos autors [32, 33, 287, 288] han proposat formules per estimar el percentatge
de greix corporal a partir de mesures antropomeétriques com ara ’algada, el pes, el BMI,
els perimetres de cintura, maluc o canell, i dels plecs cutanis de biceps, triceps, el
suprailiac 1 el subescapular. Per a les estimacions del greix corporal, en aquest treball
s’ha triat la formula de Deurenberg [32], que utilitza el BMI i té¢ en compte ’edat 1 el
sexe de I’individu.

En el cas dels nostres pacients, el percentatge de greix corporal mitja (Figura 30)
a I’inici de I’estudi era del 60.3%=0.6, i va anar disminuint progressivament fins que als
12 mesos era del 39.1%=+1.6. Si tenim en compte el sexe, a I’inici de I’estudi els homes
presentaven un percentatge de greix corporal del 49.7%+2.0, mentre que per a les dones
era del 64.8%=1.3. En tots dos sexes aquest parametre va anar disminuint fins arribar a
valors del 31.1%=2.1 en els homes 1 42.5%=1.5 en les dones; és a dir, que va haver una
reduccid del 37% en els homes i1 del 34% en les dones.
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Figura 30. Percentatge de greix corporal segons la formula de Deurenberg. Comparacions respecte a
I’obés mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Tres simbols p<0.001.

El percentatge de greix corporal correlaciona de forma positiva (p<0.001) amb el
pes (r=0.45), el BMI (1=0.74) 1 amb els perimetres de cintura (r=0.68) i maluc (r=0.80);
en canvi no presenta cap correlacié amb el WHR.

4.1.8 Distribucio dels greixos corporals

De la mateixa manera que amb el percentatge de greix corporal, també s’han descrit
formules que permeten estimar la quantitat de greix que correspon al compartiment
subcutani 1 al visceral a partir de parametres antropomeétrics [34, 289-291]. En aquest
treball s’han utilitzat les proposades per Bonora i col-laboradors [34], en les que per
mesurar I’AT subcutani es té en compte el BMI, el perimetre de maluc i 1’edat, 1 per
mesurar el AT visceral s’utilitza el perimetre de cintura i ’edat.
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Els resultats obtinguts amb les féormules de Bonora es mostren a la Figura 31.
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Figura 31. Pes de greix total, visceral i subcutani segons les formules de Bonora i col'laboradors.
TAT, teixit adipos total; SAT, teixit adipos subcutani; VAT, teixit adipds visceral. En negre es mostren
els Kg de greix subcutani i en gris els corresponents a greix visceral. La suma de tots dos representa els
Kg de greix totals. Comparacions respecte a I’obés mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols
p<0.01, tres simbols p<0.001 i n.s., no significatiu.

En I’obes, I’AT subcutani representava aproximadament el 76% del greix corporal,
mentre que el 24% restant correspondria al visceral. A I’inici de ’estudi, I’AT subcutani
corresponia a un pes estimat de 58+2.8 Kg i va anar disminuint fins als 28.4+2.3 Kg al
final de I’estudi (una reduccio significativa del 51%). Per altra banda, I’AT visceral a
I’inici del tractament tenia un pes estimat mitja de 21.4+1.3 Kg, 1 als 12 mesos de la
intervencio de 4.4+1.0 Kg (una reducci6 significativa del 79%).

La massa de greix subcutani es correlaciona de forma positiva (p<0.001) amb el pes
corporal (r=0.64), el BMI (r=0.78), els perimetres de cintura (r=0.63) i maluc (r=0.71) i
amb els Kg de greix visceral (r=0.56); cal destacar que el greix subcutani no
correlaciona amb el WHR. Per altra banda, els Kg de greix visceral a més de
correlacionar positivament (p<0.001) amb el pes corporal (r=0.76), els perimetres de
cintura (r=0.72) i maluc (r=0.47), tamb¢ ho fa amb el WHR (1=0.53).

4.1.9 Discussio sobre parametres antropométrics i greixos corporals

Hem pogut veure com després del RYGB el nostre grup de pacients ha perdut pes
de forma progressiva, com a conseqiiencia de la disminucio de la ingesta (deguda a la
reduccié del nimero de calories que ingereixen i la menor capacitat de I’estomac) i la
reduccié en 1’absorcié dels aliments ingerits (per I’escur¢ament de 1’intesti). Aquesta
perdua es dona tant als diposits de greix subcutani (reducci6 del perimetre de maluc i
dels Kg d’AT subcutani) com als de greix visceral (reducci6 dels perimetre de cintura i
dels Kg d’AT visceral).
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Actualment el RYGB es considera la teécnica d’eleccid per al tractament de
I’obesitat morbida, ja que aconsegueix una perdua de pes de forma relativament rapida i
permanent. En estudis com el SOS [237] s’ha descrit que la maxima pérdua de pes
s’aconsegueix entre el primer i el segon any després de la intervencid, essent la pérdua
més alta del 32+8% aconseguida per RYGB, seguida d’un 25+9% obtinguda mitjangant
VBG i d’un 20+10% ’aconseguida per GB [237]. Pel que fa a la durada de la pérdua de
pes, hi ha pocs estudis que hagin documentat els efectes de la cirurgia bariatrica a llarg
termini. De nou, a I’estudi SOS es mostra que la perdua de pes es va mantenir en el 74%
dels individus transcorreguts 10 anys de la intervencio, sempre que els individus
controlessin la dieta. Altres estudis on es realitzava un seguiment fins a 5 anys
postoperacid observen una recuperacid de pes d’aproximadament el 8% en el 50% dels
individus 2 anys després d’una operacidé de RYGB, independentment del sexe, I’edat i
del BMI inicial; a partir d’aquell moment el pes s’estabilitza fins al final de 1’estudi
[292]. El percentatge de disminucio del BMI que observem en els nostres individus és
similar al descrit a la bibliografia per aquest tipus d’operacié [65, 239, 293]. Passa el
mateix amb el WHR, on es descriuen reduccions d’entre el 7 i el 9% [294, 295].

Donat que la classificaci6 actual de I’obesitat basada en parametres antropometrics
no acaba d’avaluar correctament el risc per a la salut que comporta 1’excés de pes,
recentment Sharma 1 Kusher han proposat un nou sistema per classificar I’obesitat en 5
estadis diferents, I’Edmonton Obesity Staging System (EOSS) [296], que es basa en la
morbilitat 1 en el perfil de risc per a la salut de cada individu per establir el risc de
mortalitat provocat per I’excés d’adipositat. Actualment s’estan duent a terme estudis
poblacionals per determinar la robustesa i eficiéncia del métode, perd sembla que la
classificacio que estableix encaixa millor amb el tipus de tractament que necessiten els
pacients (a mesura que augmenta I’estadi cal un tractament més agressiu) [297, 298].

Inicialment es creia que la pérdua de pes provocada pel RYGB es devia a que els
aliments no entraven en contacte amb les secrecions biliopancreatiques fins que no
arribaven a la nansa comuna, 1 aquest fet provocava una malnutricié que portava
associada la pérdua de pes [230]. Tanmateix, s’ha vist que marcadors sérics nutricionals
com I’albiimina o I’analisi de greixos fecals en quest tipus de pacients sébn normals, de
manera que, tot i que la intervencid inicialment provoca un cert grau de malabsorcio
(sobretot de ferro, vitamina D 1 B12) [224, 299], I’intesti s’adapta rapidament a la nova
disposicié [300]. A més, en D’actualitat s’administren suplements nutricionals que
complementen la dieta i aporten tots aquells elements que podrien ser deficitaris en els
obesos [236].

Aixi doncs, en la perdua de pes, a més de la malabsorcio hi intervenen altres factors
que actuen sinergicament. Un d’aquests factors ¢€s la restriccid gastrica que afavoreix
I’aparici6 d’una sensacio de sacietat primerenca, promovent d’aquesta manera ingestes
més petites [230, 293]. D’altra banda, també s’ha observat que en els pacients sotmesos
a aquest tipus de cirurgia es dona un canvi en les preferéncies alimentaries que
contribuiria a la perdua de pes. Per exemple, I’aparicio de la sindrome de dumping amb
la ingesta d’aliments rics en sucres, desenvoluparia certa aversid per aquest tipus
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d’aliments. A més, també hi ha estudis que descriuen que els individus sotmesos a
RYGB experimenten canvis en la palatabilitat dels aliments [293].

Un darrer apunt sobre la perdua de pes mitjangant el RYGB és que en el cas dels
nostres individus 1’operacid es realitzava per cirurgia oberta, mentre que actualment és
molt més freqiient realitzar-la per laparoscopia. Hi ha estudis que han demostrat que pel
que fa a la pérdua de pes, no hi ha diferéncies entre els dos tipus d’intervencions [301].

Pel que fa als greixos corporals, la formula emprada per al calcul del percentatge de
greix corporal té un valor de prediccié del 79%; tot i que per BMI superiors a 30 kg/m?
la féormula sobreestima el percentatge de greix corporal, i la sobreestimacid es fa
estadisticament significativa a partir de BMI superiors a 33 Kg/m® [32], que serien la
majoria de les nostres dades. Estudis posteriors al de Deurenberg han demostrat que
altres formules com les de Lean i col-laboradors [33] presenten una major robustesa tot i
tenir un valor predictiu inferior (78% en els homes 1 70% en les dones). Tanmateix, les
diferéncies entre els percentatges de greix corporal observats i els estimats en 1’estudi de
Deuremberg eren inferiors al 2% i els valors de prediccid sempre es trobaven dins de
I’interval de confianga del 95% [32]. A més, en el nostre cas, aquesta formula era la que
ens permetia realitzar un major nombre d’estimacions. Segons un estudi dut a terme per
Martin-Moreno i col-laboradors en el que es comparava el valor predictiu de diverses
formules per estimar el percentatge de greix corporal en comparacidé amb la
bioimpedancia electrica, la formula emprada en aquesta tesi sobreestima el percentatge
de greix corporal en un 1.8% [302].

A I’any 2000, en Gallagher i col-laboradors van establir uns rangs de normalitat pel
percentatge de greix corporal fent concordar les estimacions de greix corporal
obtingudes per DEXA amb la classificacio d’obesitat a partir del BMI [303]. D’aquesta
manera van establir que en el cas del homes el percentatge de greix saludable es troba
entre el 8% 1 el 25%. A T’inici del tractament els nostres pacients es troben gairebé un
50% per sobre del que es consideraria saludable; al final de 1’estudi, tot i que continuen
presentant un excés de massa grassa es troben només un 20% per sobre. En el cas de les
dones, el rang de percentatges que es considera saludable va de 21% a 38%. Aixi doncs,
a ’inici del tractament es troben un 44% per sobre del valor desitjable i aquest excés es
redueix fins al 15% a I’any de la intervencid. En resum, cap dels dos sexes aconsegueix
reduir ’excés de massa grassa fins a nivells considerats saludables, perd després d’un
any de la intervencio aconsegueixen una reduccio mitjana del 36% (Panova<0.0001).

A la bibliografia, per a intervencions de bypass gastric s’han descrit perdues del
percentatge de massa grassa d’entre el 26% 1 el 60% (mesurades per bioimpedancia i
DEXA) [304, 305], de manera que la pérdua que observem en els nostres pacients esta
dintre del rang descrit.

La féormula emprada per al calcul dels Kg de greix té un valor de prediccio per ’AT
subcutani del 87% tant en homes com en dones; mentre que pel visceral en homes ¢és del
56% 1 en dones del 68% de manera que les formules tendeixen a sobreestimar les
quantitats de visceral. Les formules han estat testades per BMI superiors i inferiors a 30
kg/m” sense que es veiés afectada la seva capacitat de prediccio [34]. Altres autors, com
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Bouza i col-laboradors [291] han descrit formules amb un valor de prediccio superior
pel que fa a ’AT visceral (62% en ambdos sexes), pero al utilitzar-les es redueix el
nombre d’estimacions que podem dur a terme en aquest treball. Tanmateix, les
diferéncies entre els percentatges de greix al visceral obtinguts utilitzant les formules de
tots dos autors no difereixen de forma significativa.

La relacio entre I’AT subcutani i visceral es manté constat al llarg de tot I’estudi, fet
que també han descrit altres autors [306, 307]. S6n nombrosos els autors que han descrit
una major pérdua d’AT visceral que de subcutani després de la intervencio,
independentment del tipus d’intervencié que s’hagi fet per induir la pérdua de pes
(dieta, dieta 1 exercici, GB o RYGB) i de la técnica que s’hagi emprat per obtenir les
estimacions dels diposits grassos (tomografia computeritzada, ultrasonografia,
ressonancia magnetica, etc.) [306-309]. En el cas del RYGB, s’han descrit pérdues a
I’any de la intervenci6 al voltant del 70% per I’AT visceral i del 40% pel subcutani
[306, 307, 309], valors similars als observats en el nostre grup de pacients. Matsuzawa i
col-laboradors van proposar I’index Kg d’AT visceral/Kg d’AT subcutani com a
indicador d’obesitat abdominal en cas de ser superior a 0.4 [289]. En els nostres
pacients és de 0.37 a I’inici de I’estudi i de 0.15 als 12 mesos de la intervencid, indicant
una reducci6 de I’obesitat visceral dels individus.

4.2 Hormones reguladores de la ingesta

La ingesta (és a dir, ’entrada d’energia) i la seva regulaci6 també sén factors
importants alhora d’estudiar la pérdua de pes en una poblacié d’obesos morbids. Aixi
doncs, vam estudiar els nivells de les principals hormones/peptids reguladores de la
ingesta (leptina, grelina i adiponectina).

4.2.1 Leptina

En el nostre cas, els nivells de leptina (Figura 32) a I’inici de I’estudi eren de
36.9+4.0 ng/mL, molt per sobre del que es consideren valors de referéncia per a aquest
parametre (1-15 ng/mL). Només un mes després de la intervencio, els nivells de leptina
es van reduir un 36% (23.8+2.9 ng/mL); als 6 mesos la disminuci6 respecte I’obés era
significativa i als 9 mesos ja es trobaven dins del rang de normalitat (12.0+1.7 ng/mL).
Als 12 mesos de la intervencio, els nivells de leptina eren de 8.0+1.4 ng/mL, un 78%
més baixos en comparacié a I’inici de I’estudi. En conjunt la reducci6é resulta
estadisticament significativa.

La leptina en 1’obés correlaciona positivament amb el percentatge de greix corporal
(p<0.001, r=0.61), amb el BMI i el percentatge d’excés de pes (p<0.01, r=0.47 1 r=0.45,
respectivament) 1 amb els Kg de greix total i subcutani (p<0.05, =0.37 1 r=0.46,
respectivament). Mentre que si tenim en compte tot el periode estudiat, correlaciona de
forma positiva (p<0.001) amb el BMI (r=0.70), els perimetres de cintura (r=0.55) i
maluc (r=0.64), el percentatge d’excés de pes (r=0.61), els Kg de greix corporal
(r=0.61), greix subcutani (r=0.66) i greix visceral (r=0.38) i1 tots els parametres
relacionats amb el metabolisme glucidic: glucosa (p<0.05, r=0.17), insulina (p<0.01,
=0.19) i HOMA-IR (p<0.05, r=0.18). A més, la concentraci6 plasmatica de leptina
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correlaciona de forma molt marcada amb la quantitat de lipid total a ’AT subcutani
(p<0.001, r=0.48), pero no amb la de I’AT visceral.

457 Panova<0.0001
40 1
= 35 1
E 30
£ 251
] - 000
'E ig - 000
5y 000
- 10 1
: lia
0 -
Ob M M 6M ™M 12M

Figura 32. Concentracié plasmatica de leptina en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant Kruskal-Wallis 1 posttest de
Dunn. Tres simbols p<0.001.

Si ens fixem en ’expressid genica d’aquesta adipocitoquina a I’AT (Figura 33),
veiem que en el cas del subcutani els nivells en I’obes es troben un 42% per sobre dels
valors dels control. Passats 6 mesos de la intervencio, els valors a I’AT subcutani
disminueixen un 46% 1 passen a ser similars als del grup control. En conjunt el descens
es significatiu. Pel que fa al I’AT visceral, no s’observen diferéncies significatives
respecte el grup control. Si comparem I’expressido de leptina entre els dos diposits
grassos en 1’obeés veiem que aquesta és gairebé el doble a I’AT subcutani que a I’AT
visceral (p<0.001), mentre que no hi ha diferéncies en el grup control. L’expressio de
leptina correlaciona amb la quantitat de lipid total per ce¢l-lula tant a I’AT subcutani com
al visceral (p<0.05, r=0.29 1 r=0.41, respectivament).
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Figura 33. Expressié de leptina a AT subcutani i visceral de la poblacié estudiada. La zona
ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obes (0) i el control
(c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey; comparacions entre AT subcutani i visceral de I’obés (x)
mitjangant t d’Student. Un simbol p<0.05, tres simbols p<0.001 i n.s., no significatiu.
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Curiosament, en 1’obes la leptina plasmatica no correlaciona amb 1’expressio del
gen ni a AT subcutani ni a visceral. Si tenim en compte tot el periode estudiat, la leptina
plasmatica es correlaciona amb I’expressido de la leptina a I’AT subcutani (p<0.01,
r=0.39). Per altra banda, I’expressi6 de leptina a I’AT subcutani correlaciona millor que
la leptina plasmatica amb els nivells d’insulina (p<0.001, r=0.42) i amb el HOMA-IR
(p<0.01, r=0.37).

4.2.2 Grelina

La grelina és un péptid que se secreta principalment al fundus de 1’estomac, tot 1
que també se n’ha vist expressié a glandula pituitaria, hipotalem, pancrees, pulmo,
cel-lules immunitaries i ronyons. Sent un péptid orexigenic, la seva funci6 principal a
curt termini és la d’augmentar la ingesta i el pes corporal a través de I’estimulacio del
NPY i de I’AgRP (antagonitzant d’aquesta manera 1’acci6 de la leptina). A llarg termini,
la grelina regula el metabolisme energétic. A més, la grelina estimula 1’alliberament
d’hormona de creixement i indueix un augment de les concentracions seériques
d’hormona adrenocorticotropa (ACTH), cortisol, aldosterona i catecolamines [60].

Els valors mitjans de grelina a plasma (Figura 34) a I’inici de ’estudi eren de
70.7£7.0 pg/mL, valors que es troben en la part baixa del rang de normalitat (50-250
pg/mL). Després de la intervencio, la concentracio plasmatica de grelina presentava una
tendeéncia a augmentar, sense arribar a ser significativa fins al dotz¢ mes, en el que els
valors de grelina eren de 125.5+13.0 pg/mL (un 77% més alts en comparacié amb I’inici
de I’estudi). En conjunt, I’augment resulta estadisticament significatiu.
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Figura 34. Concentracié de grelina plasmatica en la poblaci6 estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos
simbols p<0.01.

La grelina, en el nostre cas, correlaciona (p<0.01) negativament amb el BMI (r=-
0.21) i els Kg de greix total (r=-0.25) i els de visceral (r=-0.31). També¢ ho fa de forma
menys significativa (p<0.05) amb el pes corporal (r=-0.18), el percentatge d’excés de
pes (r=-0.19), els Kg de greix subcutani (r=-0.29), la insulina (r=-0.19) i el HOMA-IR
(r=-0.17). En canvi no presenta correlacié amb la glucosa.
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4.2.3 Adiponectina
Pel que fa als nivells d’adiponectina a plasma (Figura 35), a I’inici de I’estudi eren
d’11.2+1.0 pg/mL, que tot 1 estar dins del rang de normalitat (4.8-22.5 pg/mL) eren
estadisticament diferents (p<0.05) dels obtinguts en el grup control (18.1£2.3 pg/mL).
Els nivells d’adiponectina es mantenen constants durant el primer més després de la
intervencid 1 als 6 mesos d’aquesta s’observa un augment significatiu (14.8 +1.2
png/mL) que fa que els valors siguin més propers al grup control. Finalment, als 12
mesos, amb un increment del 82%, s’assoleixen diferéncies estadisticament
significatives en comparacid amb 1’obés (20.4+1.6 pg/mL). En conjunt 1’augment
resulta estadisticament significatiu.
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Figura 35. Concentracié plasmatica d’adiponectina en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en
gris indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Un simbol
p<0.05, dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

En I’obes, 1’adiponectina no correlaciona amb cap dels parametres antropometrics
estudiats, fet que també han vist altres autors [67]. Tanmateix, tenint en compte tot el
periode estudiat, I’adiponectina correlaciona negativament (p<<0.001) amb el BMI (r=-
0.50), el perimetre de cintura (r=-0.53), el percentatge d’excés de pes (r=-0.40) i els Kg
de greix corporal (r=-0.31); també presenta una correlaci6 més lleu (p<0.01) amb el
perimetre de maluc (r=-0.45) i la massa de greix visceral (r=-0.42); la massa de greix
subcutani presenta una correlacio encara més lleu (p<0.05, r=-0.29).

Pel que fa als nivells d’expressidé d’adiponectina (Figura 36), I’AT subcutani de
I’obes presenta nivells d’expressid inferiors als del grup control, igual que amb
I’adiponectina plasmatica, tot i que no arriben a ser estadisticament significatius. Als 6
mesos de la intervencid, els nivells pugen fins a ser similars als controls. L’ AT visceral
de I’obes, expressa un 20% menys d’adiponectina (p<0.05) en comparacid6 amb el
subcutani i no presenta diferéncies significatives en comparacié amb el grup control.
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Figura 36. Expressio d’adiponectina a AT subcutani i visceral de la poblacié estudiada. La zona
ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte al control (c)
mitjancant ANOVA i posttest de Tukey; comparacions entre AT subcutani i visceral de I’obés (x)
mitjancant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05 i n.s., no significatiu.

Tant si tenim en compte només I’obes com tot el periode estudiat, I’adiponectina
plasmatica no correlaciona amb 1’expressié d’aquesta adipocitoquina ni a I’AT
subcutani ni al visceral. Les concentracions d’adiponectina plasmatica correlacionen
millor amb els parametres del metabolisme glucidic mesurats que no pas les mesures
d’expressid. A diferéncia de la leptina, que presenta correlacio amb ka quantitat de
I’ipid per cel-lula (p<0.05; r=0.29 a ’AT subcutani i 1=0.41 a ’AT visceral), I’expressio
d’adiponectina a ’AT no presenta cap correlaci6 amb el lipid per cel-lula en cap dels
dos adiposos.

4.2.4 Discussio sobre les hormones reguladores de la ingesta

El grup d’obesos presenta els nivells de leptina, grelina i adiponectina alterats. Tot i
que a priori la leptina és anorexigenica, els nivells en els obesos es troben incrementats,
aixo podria estar indicant cert grau de resistencia als efectes d’aquesta (de forma similar
al que passa amb la insulina i la IR). Per contra, la grelina (orexigenica) presenta uns
nivells en el rang baix de la normalitat fet que es podria interpretar com una resposta
regulatoria de I’organisme per tal d’evitar les accions del peptid (estimular la ingesta 1
reduir la utilitzaci6 de lipids com a font d’energia). Pel que fa a I’adiponectina, la seva
disminuci6 podria estar reflectint una disfuncié de I’AT (fenomen que observarem més
endavant amb altres parametres), i al perdre’s els seus efectes insulinosensibilitzadors,
afavoreix ’aparicio de la IR. Amb la perdua de pes, totes tres hormones normalitzen els
seus valors.

S’ha descrit que una concentracié de leptina elevada no evita 1’obesitat, és a dir,
que D’obesitat no és conseqiiencia d’un deficit de leptina sindé més aviat de certa
resisténcia a les accions d’aquesta, ja que la hiperleptinémia no és capag¢ de normalitzar
la massa adiposa [310, 311]. Aixi doncs, nombrosos autors han descrit que amb
I’obesitat els nivells de leptina augmenten de forma considerable [61, 62, 67, 312]. De
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la mateixa manera que nosaltres, hi ha autors que tamb¢ han descrit un descens en els
nivells d’aquesta adipocitoquina després d’una intervencio per perdre pes [62, 67], en
alguns casos fins 1 tot per sota dels nivells de normalitat. El fet que els nivells de leptina
siguin normals, tot i que els individus encara tenen una massa de greix elevada,
concorda amb els efectes que té un balang energétic negatiu sobre la produccid de
leptina, independentment del grau d’adipositat [313].

Els efectes que la leptina té sobre el metabolisme son controvertits ja que per una
banda s’ha vist que a nivell del sistema nervids central la leptina afavoreix o mimetitza
els efectes de la insulina (I’administracié de leptina en animals ob/ob o db/db reverteix
la IR [314]), pero a nivell periferic la leptina contraposa els efectes lipogenics i
glicogeénics de la insulina, alhora que augmenta 1’oxidacié de NEFA [315]. A més,
recentment s’ha demostrat que existeix un encreuament en les vies de senyalitzacid de
la leptina i la insulina [315].

Es creu que en el cas dels obesos s’estableix una resisténcia a la leptina a nivell del
sistema nervids central degut a que el transport d’aquesta adipocitoquina cap al cervell
esta mediat per un transportador saturable i com a conseqiiencia d’aixo n’augmenten els
nivells [315]. Aix0 fa que els efectes de la leptina a nivell central, on I’hormona ¢és
proinsulinica, es trobin atenuats, €s a dir no hi ha una bona inhibicié de la ingesta ni un
bon control de la termogeénesi, disminuint la taxa metabolica basal. En canvi, la
sensibilitat vers la leptina a nivell periféric, on ’hormona té efectes antiinsulinics no es
trobaria alterada, pel que els efectes antiinsulinics es veurien potenciats (s’inhibiria la
secreci6 d’insulina a les cél-lules B-pancreatiques i s’estimularia ’oxidacié d’acids
grassos a muscul) [315].

Els nivells baixos de grelina en els pacients obesos han estat ampliament descrits en
la bibliografia [60, 316]; a més aquest tipus de pacients no mostren els pics de grelina
previs als apats, 1 els nivells d’hormona no disminueixen després d’una ingesta [60,
316].

Hi ha autors que han descrit una disminuci6é de la concentracié plasmatica de la
grelina activa als sis mesos d’un RYGB [317]. Nosaltres en canvi, tot i que només s’ha
deixat la part de I’estomac més propera a ’esofag i practicament s’ha aillat la totalitat
del fundus del contacte amb els aliments, hem vist que les concentracions de grelina no
només no disminueixen, sind que augmenten de forma significativa als 12 mesos de la
intervencio. Una possible explicacio és que la secrecid d’aquest peptid augmenti en els
teixits extragastrics, tal i com han suggerit alguns autors [318]. Aquest augment podria
estar regulat per un balang energetic negatiu més que pel pes corporal o per la quantitat
de greix; ja que s’ha observat un augment en la concentracié plasmatica de grelina tant
en pacients sotmesos a dieta per perdre pes, com en aquells pacients sotmesos a bypass
gastric que presenten pérdua de pes [62].

Pel que fa a la implicacio6 de la grelina en el metabolisme lipidic, s’ha descrit que la
grelina pot modular el metabolisme periféric dels lipids a I’AT a través del sistema
nervids simpatic estimulant gens lipogenics (LPL, sintasa d’acids grassos) i1 inhibint
I’expressio d’enzims clau de 1’oxidacié dels greixos com la CPT1 [319], perd com
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veurem més endavant (Figura 60), nosaltres no hem observat aquest tipus de regulacié
sobre ’LPL de I’AT. Pel que fa a la implicacié d’aquest peéptid en ’homeostasi de la
glucosa no hi ha una postura clara. Hi ha autors que defensen que la grelina disminueix
la secreci6 d’insulina [320], que ’augmenta [321], i fins i tot, hi ha autors que defensen
que D’efecte de la grelina sobre la secrecid d’insulina depén de la concentracio de
I’hormona [322]. Fins i tot hi ha autors que han proposat que la proporcid entre grelina
acilada i desacilada seria la clau per a la regulacid, aixi en els obesos s’observarien
valors de grelina total 1 desacilada baixos i1 de grelina acilada relativament elevats, el
que portaria a una situacido d’IR [323], mentre que després d’una intervencio de bypass
gastric els valors de grelina acilada disminuirien [317, 324] i els de grelina total 1
desacilada podrien mantenir-se constants o augmentar, afavorint la sensibilitzacio a la
insulina [325, 326].

Pel que fa a I’adiponectina, se n’han descrit nivells baixos en DM, malaltia
cardiovascular, hipertensio arterial, sindrome metabolica [63] 1 obesitat [64, 327], tot i
que el mecanisme que els regula encara es desconeix. Hi ha autors que han descrit que
una perdua de pes d’aproximadament el 10% és suficient per comengar a veure canvis
en la concentracidé plasmatica d’adiponectina [65]. Els nostres pacients assoleixen
aquesta perdua de pes al mes de la intervencio, pero els nivells d’adiponectina encara
continuen baixos. En el nostre cas, els canvis en la concentracié d’adiponectina no es
fan palesos fins que la peérdua de pes és aproximadament d’un 30% (sis¢ mes
postintervencio).

Cal destacar que en els nostres pacients, la concentracié d’adiponectina a plasma
correlaciona millor amb el greix visceral que amb el subcutani, alhora que guarda una
bona correlaci6 amb el HOMA-IR. Aquest fet ha portat a alguns autors a plantejar-se
que aquesta adipocitoquina pugui ser un bon indicador de sindrome metabolica o
d’alguns dels parametres que caracteritzen aquesta sindrome [328]. Cal destacar que tot
1 que el HOMA-IR presenta una bona correlacié amb 1’adiponectina, la concentraciod
plasmatica d’aquesta augmenta molt més lentament del que es dona la millora en la IR.
Alguns autors han suggerit que aquest fenomen podria ser degut a que la forma més
implicada en la IR és I’adiponectina d’elevat pes molecular (nosaltres hem mesurat la
total) [64].

Per altra banda, s’ha descrit que tant 1’obesitat com la hiperinsulinémia inhibeixen
I’expressio dels receptors d’adiponectina, de manera que en certa forma es redueix la
sensibilitat envers 1’adiponectina. Aixo, implica alhora un augment de la IR, i de forma
concomitant I’empitjorament de la hiperinsulinémia, creant d’aquesta manera un cercle
vicios [64]. Amb la cirurgia bariatrica, de forma directa (a través de les incretines) o
indirecta (millorant les funcions de I’AT), s’aconseguiria trencar aquesta dinamica.

4.3 Metabolisme glucidic: resistencia a la insulina i diabetis mellitus tipus II

Com a indicadors de I’estat del metabolisme dels glicids ens hem fixat en tres
parametres: la glucosa i la insulina plasmatiques 1 I’index HOMA-IR.
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4.3.1 Parametres plasmatics: glucosa i insulina

En I’obés, els nivells de glucosa plasmatica (Figura 37) eren de 125.9+9.3 mg/dL, 1
el 44% dels pacients presentaven uns nivells per sobre dels limits de normalitat. Només
un mes després de la cirurgia, els nivells de glucosa ja havien disminuit (96.343.6
mg/dL) fins a valors dins del rang de normalitat (71-110 mg/dL), i només el 12% dels
pacients presentaven valors de glucosa per sobre de 110 mg/dL. Els nivells es van
mantenir estables fins un any després de la intervencid, moment en que el grup de
pacients estudiat presenta uns valors de glucosa mitjans de 91.1£3.0 mg/dL, que suposa
una reduccid significativa des de I’inici del tractament del 28%.

Després de 12 mesos de la intervencido, només hi havia dos individus que
continuaven amb valors de glicémia elevats, 1 coincideixen amb els dos individus que
estaven tractats amb insulina a I’inici de ’estudi.
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Figura 37. Concentracié de glucosa plasmatica en la poblacio estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant Kruskal-Wallis 1 posttest de
Dunn. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Pel que fa a la insulina (Figura 38), a I’inici de 1’estudi la seva concentracio en
plasma es situava en 24.2+2.8 mUI/L; tot 1 que la mitjana es trobava per sota del limit
considerat hiperinsulinémia (27 mUI/mL), el 38% dels pacients la presentaven. Al mes
de la cirurgia, els valors d’insulina plasmatics van baixar a 13.9+1.6 mUI/L (una
reduccio del 43%) i només el 10% dels pacients patien hiperinsulinémia. Finalment, als
12 mesos els nivells d’insulina de tots els pacients s’havien normalitzat (8.2+0.8
mUI/mL). La disminuci6 del 66% observada respecte a I’inici del tractament és
estadisticament significativa.
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Figura 38. Concentracié d’insulina plasmatica en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris

indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Un
simbol p<0.05, dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

4.3.2 Index HOMA-IR
A partir dels dos parametres anteriors es va calcular el HOMA-IR (Figura 39).
Segons aquest index, a I’inici de 1’estudi el 65% dels individus estudiats presentaven
resisténcia a la insulina (HOMA-IR mitja de 7.4+1.0), aquest percentatge es va reduir a
menys de la meitat (26%) només un mes després de la intervencid, i al final de I’estudi
(HOMA-IR mitja de 1.8+0.2) només hi havia un individu que presentava un HOMA-IR
per sobre de 3.8 (coincideix que aquest mateix individu és un dels que encara patia
d’hiperglucémia), de manera que el 97% dels individus havien deixat de ser
insulinoresistents i cap d’ells rebia tractament farmacologic per la IR.
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Figura 39. index HOMA-IR de resisténcia a la insulina a la poblacié estudiada. La zona ombrejada

en gris indica el rang de valors que indiquen insulinoresisténcia. Comparacions respecte a 1’obés
mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

El HOMA-IR correlaciona (p<0.001) amb el BMI (r=0.45), el pes corporal
(r=0.48), els Kg de greix total (r=0.41), i els de visceral (r=0.52); i de forma menys
marcada (p<0.05) amb els Kg de greix subcutani (r=0.29). Es a dir, la IR esta
relacionada amb ’excés de pes. Cal destacar que el HOMA-IR també presenta una
correlacid positiva forta (p<0.001, r=0.45) amb el perimetre de cintura, mentre que no
existeix correlacido amb el perimetre de maluc, relacionant d’aquesta manera la IR amb
’obesitat central.
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Cal destacar que 1’adiponectina correlaciona fortament (p<<0.001) amb la insulina
(r=-0.37) i el HOMA-IR (r=-0.34) i més lleument (p<0.01) amb la glucosa (r=-0.28).

4.3.3 Discussio sobre metabolisme glucidic

A partir dels resultats observats veiem com les alteracions del metabolisme glucidic
que s’observaven en els obesos desapareixen després del RYGB. El resultat més
sorprenent el trobem només un mes després de la cirurgia. Durant aquest lapse de temps
¢és quan es produeix la major perdua de pes (11%), aixi com una important reduccio del
BMI (11%) 1 una gran perdua de Kg de greix corporal (20%). A més, tot i que el
percentatge d’excés de pes dels individus continua sent elevat (80%), el nombre
d’individus amb IR ha disminuit de forma notable.

El fet que el nombre d’individus amb IR continui disminuint fins al final de I’estudi
fa pensar que existeixen al menys dos mecanismes pels quals s’aconsegueix la
sensibilitzacié vers la insulina. En primera instancia actuaria un mecanisme immediat,
en el que creiem que hi pot estar involucrada la cirurgia. En segona instancia, podrien
estar implicats altres parametres, com ara I’adiponectina que ja hem vist que augmenta a
partir del sis€¢ més i que esta altament correlacionada amb els parametres del
metabolisme glucidic estudiats. Més endavant, veurem com hi ha altres parametres que
es troben alterats en 1’obés i que també podrien estar afectant la senyalitzacio de la
insulina.

El nexe de causabilitat que existeix entre 1’obesitat i la IR és complex i controvertit.
Sembla ser que 1’obesitat promou la IR, i alhora la IR facilita un major augment de pes.
Es a dir, que el risc d’IR augmenta a mesura que augmenta I’obesitat, i per altra banda
I’augment de pes com a causa de la sobrenutrici6 indueix IR [329].

Amb el RYGB s’aconsegueix una millora relativament rapida de la IR. En els
nostres pacients tant els valors de glicemia, com els d’insulinémia i HOMA-IR s’havien
normalitzat en el 74% dels casos només un mes després de la intervencid. Aquest fet ha
estat descrit recentment a la bibliografia [126, 240, 330], on s’observen diferents
percentatges de recuperacio en funcio de la técnica bariatrica emprada: 40% en el cas de
VBG, 60% en el cas de GB, 80% en el cas de RYGB 0 99% en el cas de BPD [239]; tot
1 que el mecanisme pel qual s’aconsegueix la millora encara es desconeix.

Hi ha autors que han suggerit que la millora podria estar produida per la perdua de
pes, ja que una disminucid del pes del 5-10% ¢és suficient per provocar millores en les
concentracions plasmatiques de glucosa i insulina [331]. Tanmateix, estudis recents duts
a terme per Rubino i col-laboradors descriuen una disminucié important dels nivells
d’aquests dos parametres abans que s’observi una perdua significativa de BMI [330].
Per altra banda, també s’ha suggerit que la millora de la IR podria ser deguda a la
restriccio calorica a la que es sotmeten els pacients després de la intervencio, ja que s’ha
vist que una disminucio6 de la ingesta calorica afecta profundament el metabolisme de la
glucosa [331]. Tanmateix, si aquests fossin els inics mecanismes, la millora de la IR
hauria de ser la mateixa independentment del tipus d’intervencio realitzada i1 ja hem vist
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que no és aixi [239]. Es per aixo que es proposen mecanismes alternatius, independents
del pes, per explicar la millora de la IR després de la cirurgia bariatrica.

A banda de la possible implicacié del metabolisme lipidic i la inflamacio, de les
que parlarem més endavant, hi ha estudis clinics preliminars que observen canvis en el
patré de secrecid hormonal de I’intesti pocs dies després d’'un RYGB que podrien
afectar la senyalitzaci6 de 1’eix enteroinsular tant a nivell de secreci6 d’insulina com de
sensibilitat a aquesta [120]. A partir d’aquestes observacions, s’ha postulat les hipotesi
de l’intesti distal i proximal 1 la teoria de les antiincretines (descrites a la introduccio).
Basant-se en aquestes hipotesi de treball, s’esta desenvolupant el que es coneix amb el
nom de cirurgia metabolica, un tipus d’intervencio en el que partint de la cirurgia
bariatrica, es vol resoldre la DM.

Actualment s’estan duent a terme procediments com el bypass duodeno-jejunal, en
el que se simula el bypass intestinal del RYGB sense realitzar la reduccié d’estomac.
Utilitzant aquesta técnica quirdrgica s’han obtingut millores importants en la glucemia i
en els nivells d’hemoglobina glicosilada, tant en models murins [124, 332] com humans
[333]. Tot i aixd, hi ha autors que no observen millora de la IR amb aquest tipus
d’intervencié [334]. Finalment, també s’ha desenvolupat una técnica minimament
invasiva que consisteix en la col-locacié per endoscopia, d’'una manega flexible de
plastic coneguda amb les sigles ELS (de I’angles endoluminal sleeve) que exclou
I’intesti prim proximal (duod¢ i jeju) del contacte amb els aliments; de nou, experiments
duts a terme en models murins [335] i humans [230, 336] aporten resultats prometedors
pel que fa a la millora de la tolerancia a la glucosa i la disminucio de la IR.

A banda d’aquest mecanismes, també s’estudien altres hipdtesi com ara la
desregulacié de la secreci6 de grelina [337], ’adiponectina [64] o el paper de la
microbiota intestinal [338, 339].

4.4 Metabolisme lipidic: dislipémia

Per a I’estudi de ’efecte de 1’operacié sobre el metabolisme lipidic en els obesos
hem analitzat diversos parametres tant a plasma com a teixits (AT i fetge). Els resultats
obtinguts son els que es presenten a continuacio.

4.4.1 Parametres plasmatics
«  Triacilglicerids

La hipertrigliceridémia és una afectacié que es troba sovint en els pacients amb
obesitat morbida [340]. En el nostre cas, els nivells de TAG (Figura 40) a I’inici de
I’estudi eren de 143.3+9.5 mg/dL; valors que es troben dins del rang de normalitat
utilitzat a I’hospital de la Vall d’Hebron (40-200 mg/dL). Tanmateix, si tenim en
compte els criteris de diagnostic de la sindrome metabolica adoptats tant per ’OMS,
com per ’'NCEP-ATPIII i I’IDF [31], a I’inici de ’estudi el 35% dels nostres individus
presentaven hipertrigliceridémia; a més, els valors dels obesos difereixen de forma
significativa dels detectats al grup control (71.6+9.6 mg/dL).
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Figura 40. Concentracié plasmatica de TAG a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols
p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Després de la intervencid, els nivells de TAG a plasma van comengar a disminuir,
pero la reduccié respecte 1’obés no va ser significativa fins al nove mes, on ees va
aconseguir una reducci6 del 32% (97.6+7.3 mg/dL). Tot 1 tenir valors estadisticament
diferents de I’obes, als 9 mesos els valors encara difereixen de forma significativa dels
del grup control, i aquestes diferéncies es mantenen fins al final de I’estudi, on
s’assoleix una reduccid dels valors plasmatics de TAG total del 34%. En general el
descens ¢és significatiu. Al finalitzar D’estudi cap dels nostres pacients patia
hipertrigliceridémia.

«  Colesterol

Pel que fa al CHOLy (Figura 41), a I’inici de I’estudi els nivells plasmatics eren de
210+7.3 mg/dL, dins del rang de normalitat (125 a 220 mg/dL) i similars als observats
al grup control.
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Figura 41. Concentraci6 plasmatica de colesterol total a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en
gris indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols
p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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Només un mes després de la intervencid es va produir una disminucié del 26%
respecte als valors inicials. Posteriorment, els nivells es van mantenir estables durant la
resta del periode estudiat (valors als 12 mesos: 162.2+4.9 mg/dL). A I’inici de I’estudi,
el 63% dels individus eren hipercolesterolémics, mentre que un any després de la
intervencid, només el 10% dels individus continuaven amb nivells de CHOLy per sobre
de 200 mg/dL.

Bona part del colesterol plasmatic es troba dins de les lipoproteines, concretament a
les LDL i les HDL. L’LDLc és basicament el que prové de la dieta i viatja cap als teixits
mentre que I’HDLc correspon a I’excedent de colesterol dels teixits que és transportat
cap a fetge.
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Figura 42. Concentraci6 plasmatica d’LDLc en la poblacié estudiada. La linia vermella indica el limit
de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte
a I’obés (o) i el control (c) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres simbols
p<0.001.

En el cas dels nostres pacients, pel que fa a I’LDLc (Figura 42), a I’inici de I’estudi
el 60% dels individus tenien els valors per sobre del limit de normalitat (<130 mg/dL),
amb un valor promig de 133.5+£5.2 mg/dL, tot i no diferir estadisticament del valor
detectat al grup control (121.049.7 mg/dL).

L’LDLc presenta un perfil similar al del CHOLt, disminueix de forma significativa
al primer mes postoperacio 1 els nivells es mantenen estables fins al final del periode
estudiat. Als 12 mesos de la intervencidé tots els individus presentaven nivells d’LDLc
per sota dels 130 mg/dL.

Tot i que els valors d’LDLc siguin relativament normals, s’ha vist que en casos en
que la concentracié de TAG esta per sobre de 130 mg/dL poden aparéixer sdLDL,
particules amb un clar caracter aterogénic degut a la seva menor capacitat d’unié a
I’LDLr, una major retencid a la paret arterial i una major susceptibilitat a la oxidacio
[156]. Aixi, grups com el de Yoshida i col-laboradors han descrit un index que permet
predir I’existéncia d’sdLDL utilitzant la relaci6 CHOL1/TAG [341]. Mitjancant aquest
index trobem que en 1’obes el 53% dels individus presentaven sdLDL. Tot 1 que un mes
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després de la intervencid el percentatge de pacients amb sdLDL va augmentar fins el
96%, a partir dels tercer mes, el nombre d’individus afectats va anar disminuint fins a
ser només del 31% als 12 mesos de 1’operacio.

L’HDLc (Figura 43) a I’inici de 1’estudi presentava uns valors promig de 47.9+1.8
mg/dL. De la mateixa manera que el CHOLy, aquest parametre es trobava per sobre del
llindar de normalitat (>40 mg/dL) i no difereixen dels valors obtinguts al grup control
(45.9+4.4 mg/dL).
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Figura 43. Concentraciéo plasmatica d’HDLc en la poblacié estudiada. La linia vermella indica el
limit de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions
respecte a 1’obeés (0) i el control (c) mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.05, dos
simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Inicialment, igual que passa amb el CHOLt i ’LDLc, al primer mes de I’operacié
es produeix una davallada dels nivells plasmatics, en aquest cas del 29% 1 els valors
(34.0+£1.2 mg/dL) arriben a ser estadisticament diferents dels del grup control.
Tanmateix, a mesura que avanca el temps, els valors es recuperen fins a situar-se en
nivells similars als de I’inici de 1’estudi, cosa que no passa amb els altres tipus de
colesterol. Al final de I’estudi, el 75% dels individus presentava uns nivells d’HDLc
normals.

Cal destacar que el Consens 2009 pel diagnostic de la sindrome metabolica
estableix llindars de risc diferents per ’HDLc en funcio6 del sexe (40 mg/dL per homes i
50 mg/dL per dones) [31]. Aixi doncs, si tenim en compte el sexe, a I’inici de 1’estudi el
50% dels homes i el 55% de les dones presentaven nivells d’HDLc per sota del llindar.
En canvi, 12 mesos després de la intervencio tots els homes presentaven nivells d’HDLc
dins de la normalitat, mentre que el 36% de les dones continuaven tenint valors d’HDLc
considerats de risc.

Si les concentracions plasmatiques de TAG son inferiors a 150 mg/dL, la
concentracio de colesterol plasmatica atribuible a les VLDL ¢és inferior a 30 mg/dL i per
tant es considera que la seva aportacio al conjunt de colesterol aterogénic és molt petita.
En canvi, quan les concentracions de colesterol son elevades, 1’aportacié de colesterol
de les VLDL cal tenir-la en compte [342]. Aixi, una altra manera d’expressar part del
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colesterol plasmatic que pot resultar interessant és el colesterol no-HDL (no-HDLc),
que s’obté de la diferéncia entre el CHOLy i I’HDLc 1 representa la mesura del
colesterol present a les LDL, les IDL, les VLDL i els romanents [343].

En el cas dels nostres pacients, en 1’obes els valors de no-HDLc (Figura 44) eren de
162.2+6.2 mg/dL, molt propers als valors limit de normalitat (<160 mg/dL) [344].
Tanmateix, només un mes després de la intervencid, de la mateixa manera que passa
amb el CHOLy i I’'LDLc, es va produir una davallada de la concentracid plasmatica del
28%, assolint valors estadisticament diferents dels de 1’obés (117.5£9.1 mg/dL). De
nou, els valors es van mantenir estables fins a la fi del periode estudiat, on eren de
111.2+4.2 mg/dL, un 31% més baixos que en I’obes.
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Figura 44. Concentraci6 plasmatica de colesterol no-HDL en la poblacié estudiada. La linia vermella
indica el limit de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols
p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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L’estudi de determinats lipids valorats individualment com ara I’HDLc disminuit,
els TAG augmentats, o I’LDLc augmentat es consideren clarament indicadors de risc
cardiovascular, tal i com va quedar demostrat al Framingham Heart Study [345].
Tanmateix, diversos estudis epidemiologics han demostrat que les relacions entre els
diferents lipids s6n millors predictores d’aterosclerosi i de malaltia cardiovascular
[343].

Aixi doncs, a partir de les diferents concentracions de colesterol plasmatiques es
poden calcular diverses relacions entre el colesterol present a les lipoproteines
considerades aterogeéniques (VLDL, LDL, IDL) i les considerades antiaterogeéniques
(HDL). Aquestes relacions permeten establir el nivell de risc cardiovascular dels nostres
pacients (Figura 45).
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Figura 45. Relacions entre el colesterol de particules aterogéniques i el de particules no
aterogéniques en la poblacié estudiada. Comparacions respecte a 1’obés (o) mitjancant ANOVA i
posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Segons aquest indicador, es pot veure clarament com el risc cardiovascular
disminueix a partir del tercer més de la intervencid, independentment de la relacié que
es faci servir.

Observant els resultats a nivell individual, els dos individus que al finalitzar I’estudi
encara tenien un BMI per sobre de 40 kg/m” eren els que patien una hipertrigliceridémia
1 una hipercolesterolémia més marcades a I’inici de 1’estudi i continuaven patint-les 12
mesos després de la intervencid. A més, també presentaven nivells elevats d’LDLc 1 no-
HDLc tant a I’inici com al final de I’estudi. Per contra, tot i que mitjangant 1’index de
Yoshida (CHOL/TAG) es detectava una preséncia marcada d’sdLDL a I’inici de
I’estudi, aquestes desapareixien amb la intervencio.

« Apolipoproteines AIi B

L’apoB representa la majoria del contingut proteic de les LDL, les IDL i les VLDL,
mentre que 1’apoAl és la principal apolipoproteina de les HDL; de manera que ens
permeten mesurar la quantitat d’aquestes lipoproteines de forma indirecta. Per altra
banda, la relaci6 apoB/apoAl també resulta un valu6s marcador de risc aterogénic [343].

A D’inici de I’estudi, els nostres pacients presentaven uns nivells plasmatics d’apoAl
(Figura 46) de 185.6+5.0 mg/dL, dins del rang de normalitat (90-200 mg/dL) i eren
similars als del grup control (197.5+6.4 mg/dL). En canvi, al més de la intervenci6 es va
produir una davallada estadisticament significativa del 32% (valors de 126.443.6
mg/dL). Tanmateix, els valors d’aquest parametres es van recuperar lentament i als 12
mesos eren com a I’inici de I’estudi.
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Figura 46. Concentraci6 plasmatica d’apoAl en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Un simbol
p<0.05 i tres simbols p<0.001.

L’apoAl correlaciona fortament amb I’HDLc (p<0.001, r=0.90). A més, també
correlaciona de forma molt significativa en tots tres casos (p<0.001) amb el CHOLt
(r=0.47), ’'LDLc (r=0.35) 1 amb I’adiponectina (r=0.31).

L’apoB (Figura 47), a I’inici de I’estudi presentava uns valors de 85.1+3.0 mg/dL,
que tot 1 trobar-se dins del rang de normalitat (60-133 mg/dL), son estadisticament
diferents als del grup control (68.4+4.9 mg/dL, p<0.05). Després de la intervencio, els
nivells d’apoB van anar disminuint de forma significativa i als 12 mesos, després d’una
reduccid del 25%, van assolir valors de 68.4+49 mg/dL.
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Figura 47. Concentraci6 plasmatica d’apoB a la poblaci6 estudiada. La zona ombrejada en gris indica
el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions
respecte a 1’obeés (0) i el control (c) mitjangcant ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.05, dos
simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

L’apoB presenta una correlacié molt bona amb I’LDLc¢ (p<0.001, r=0.90). A més,
també correlaciona (p<0.001) amb els nivells plasmatics de TAG (r=0.39) i els de
CHOLy (r=0.85).
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Per altra banda, I’apoB correlaciona fortament (p<0.001) amb diversos parametres
antropometrics com ara el BMI (r=0.58), el perimetre de cintura (r=0.55), el percentatge
d’excés de pes (r=0.39), el greix total (r=0.37) 1 el greix visceral (r=0.42), i de forma
menys significativa amb el greix subcutani (p<0.01, r=0.38); relacionant aquest
parametre amb |’obesitat, sobretot amb la visceral.

La relacio apoB/apoAl (Figura 48) reflecteix el balang entre dos processos
completament oposats: el transport de colesterol cap a teixits perifeérics on sera
internalitzat 1 el transport revers de colesterol cap a fetge. Com més gran sigui aquesta
relacio, major sera la quantitat de colesterol que viatjara en lipoproteines aterogeniques
[343], de manera que aporta una informaci6 similar a la de les relacions entre els
diferents tipus de colesterol de la Figura 45.
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Figura 48. Relacié apoB/apoAl en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en taronja correspon als
valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest
de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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Es pot veure com en 1’obes, els valors es trobaven un 24% per sobre dels del grup
control, 1 tot 1 que al mes de la intervencio es va produir un augment (fet que també
queda reflectit a les relacions CHOL/HDLc 1 no-HDLc/HDLc), al sis mesos la relacié
va disminuir per sota dels nivells de 1’obes. Finalment, als 12 mesos, amb un descens
del 24% respecte I’obées, es va situar en valors com els del grup control.

« Apolipoproteina AIV

L’apoAIV forma part de les HDL i se la descriu com una apolipoproteina
antiaterogénica, a més s’expressa gairebé unicament a ’intesti [346]. Es per aixo que
vam voler estudiar el seu comportament amb la cirurgia bariatrica.

Els nivells d’apoAIV a plasma (Figura 49) en ’obés son similars als del grup
control. Tot i que un mes després de la cirurgia es produeix una forta davallada (del
43%), als 3 mesos els valors comencen a recuperar-se fins arribar a valors similars als
de I’inici de I’estudi.
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Figura 49. Percentatge d’apoAIV a plasma en la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als
valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obes (0) i el control (c) mitjancant ANOVA i posttest
de Tukey. Un simbol p<0.05.

«  Acids grassos lliures i glicerol

Els NEFA son el producte de la hidrolisi a través del qual els TAG emmagatzemats
a I’AT es transporten fins als seus llocs d’utilitzacié. Tenint en compte que la quantitat
d’AT en els obesos es troba altament incrementada, voliem saber si aquest fet tindria
alguna repercussio en la concentracio plasmatica de NEFA i glicerol.

En I’obes, els nivells de NEFA plasmatics (Figura 50) es trobaven lleugerament per
sobre dels nivells de normalitat (2.8-12.7 mg/dL per dones i 2.8-16.9 mg/dL per
homes). Si tenim en compte el sexe, el 73% de les dones 1 el 59% dels homes
presentaven els nivells de NEFA per sobre del limit de normalitat. Un mes després de la
intervencid es va produir un increment de NEFA del 55%, perod posteriorment els
nivells van tornar a disminuir i als 12 mesos es trobaven dins del rang de normalitat.
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Figura 50. Concentracié plasmatica de NEFA a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Tres simbols
p<0.001.
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Pel que fa al glicerol (Figura 51), en 1’obés els valors es trobaven molt per sobre
dels limits de normalitat, i tot i que amb la intervencid es va produir una davallada no
significativa del 19%, als 12 mesos no s’arriben a assolir concentracions de glicerol
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considerades normals. El glicerol esta altament correlacionat amb els NEFA (p<0.001,
=0.52).
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Figura 51. Concentracié plasmatica de glicerol a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Tres simbols
p<0.001.

«  Cossos cetonics

En els casos de dejuni prolongat la produccié de KB augmenta, de manera que
I’organisme els pugui utilitzar com a font d’energia. Donat que els nostres individus, un
cop operats redueixen la ingesta calorica de forma considerable i perden pes de forma
relativament rapida, vam voler estudiar el comportament d’aquest metabolit.

En el cas dels KB (Figura 52), s’observa un comportament similar al dels NEFA.
Tot 1 que a I’inici de I’estudi els valors es trobaven dins del rang de normalitat i eren
similars als del grup control, un mes després de la intervencio es va produir un augment
molt marcat (13 vegades). Tanmateix, als 6 mesos, tot i presentar valors més alts que els
controls, la concentracié de KB a sang havia disminuit a 2.39+0.59 mg/dL 1 als 12
mesos ja no presentaven diferéncies respecte als valors observats al grup control. Els
KB presenten molt bona correlacié amb els NEFA (p<0.001, r=0.55).
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Figura 52. Concentracié plasmatica de KB en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris indica
el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions
respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangcant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres
simbols p<0.001.
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4.4.2 Lipoproteines: mida

Després de realitzar 1’aillament de les diferents lipoproteines del plasma dels
pacients, es va analitzar la seva composicidé (TAG, PL, proteina, FC i EC) 1 a partir
d’aquestes dades es va fer una estimaci6 de la seva mida, tenint en compte que els
principals components del nucli de les lipoproteines son els TAG i el EC, mentre que a
la superficie s’hi troben els PL, la proteina i I’FC.

Com es pot veure a la Figura 53, la mida de les VLDL augmenta després de
I’operacio, aixi com la de les LDL. Per contra, les HDL mantenen la seva mida al llarg
de tot I’estudi.
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Figura 53. Estimacio de la mida de les lipoproteines. Comparacions respecte a 1’obés (o) mitjangant
ANOVA i posttest de Dunn. Un simbol p<0.05.

Vam voler comparar visualment aquestes dades amb les obtingudes mitjancant
microscopia electronica (Figura 54).

VLDL

LDL

HDL

Figura 54. Imatge de microscopia electronica de les lipoproteines a diferents temps. Les imatges es
van obtenir a 150 augments i la barra correspon a 200 nm.
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Es pot veure com sobretot les VLDL de I’obés sén més petites en comparacié amb
les dels 12 mesos després de la cirurgia i els individus normopés. Mentre que les HDL

sembla que mantenen la seva mida, tot i que a la fotografia obtinguda no s’aprecia gaire
bé.

4.4.3 Lipases

Les principals moduladores de la concentracid plasmatica i tissular de lipids son les
lipases. L’LPL ¢és I’enzim clau en la captaci6 de lipids presents a les lipoproteines per
part dels teixits, a més quan aquest enzim s’allibera del seu lloc d’ancoratge als
capil-lars viatja per sang fins al fetge per ser eliminat. L’HL per la seva banda, esta
altament implicada en el metabolisme de ’HDLc.

- Lipoproteina lipasa

L’activitat LPL es pot detectar al plasma preheparinic, tot i que gairebé el 90% de
I’enzim es troba en la seva forma inactiva [347]. L’abseéncia de correlacioé entre les
activitats pre- i posthepariniques de I’LPL suggereix que el conjunt d’LPL plasmatica i
endotelial no es troba en equilibri [348]. Es per aixo que el significat clinic de I’LPL
preheparinica avui en dia encara és un tema controvertit, de manera que vam voler
estudiar la seva possible implicacié en 1’obesitat i/o la perdua de pes.
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Figura 55. Activitat LPL preheparinica a plasma en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en
taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a ’obés (o) i el control (c)
mitjangant ANOVA i posttest de Dunn.

En el cas dels nostres pacients, es pot veure com en 1’obés els nivells d’activitat
LPL preheparinica (Figura 55) no difereixen dels del grup control. Passat un més de la
intervencid es produeix un lleuger augment de [Dactivitat, que no arriba a ser
estadisticament significatiu. El comportament d’aquest parametre és erratic al llarg del
periode estudiat, presentant lleus pujades i1 baixades que no es corresponen amb cap dels
parametres estudiats fins ara. Als 12 mesos, I’LPL presentava uns nivells d’activitat
preheparinica similars als de I’inici de 1’estudi.
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Figura 56. Concentraciéo d’LPL preheparinica a plasma en la poblacié estudiada. La zona ombrejada
en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c)
mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. n.s., no significatiu.

Pel que fa a la massa d’LPL preheparinica (Figura 56), no presenta correlaci
amb D’activitat detectada (p<0.775, r=-0.03), fet descrit per altres autors en individus
normopes [349]; 1 tot 1 presentar un lleuger descens al mes de la intervencid i una
posterior tendéncia a la recuperacio dels valors, no s’observen diferéncies significatives.
Els valors dels obesos son similars als del grup control.

« Lipasa hepatica
L’activitat HL preheparinica esta altament correlacionada amb la postheparinica, de

manera que pot ser una bona mesura del paper que juga I’enzim en el metabolisme de
les HDL i les LDL [348].
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Figura 57. Activitat HL a plasma de la poblacié estudiada. La zona ombrejada en taronja correspon

als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obes (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i
posttest de Dunn.
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En el cas dels nostres pacients, veiem que en I’obés I’activitat HL preheparinica
(Figura 57) era més alta que en el grup control, tot i no assolir significativitat
estadistica. Durant el primer mes posterior a la intervenci6 els nivells d’activitat HL van
comencgar a disminuir (11% respecte 1’obes), pero el descens més important es va
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observar al tercer mes (53% respecte 1’obes), moment en el que I’activitat s’estabilitza
fins al final del periode estudiat.

4.4.4 Discussio sobre dislipémies

En els nostres pacients s’observa clarament una dislipémia aterogenica,
caracteritzada per hipertrigliceridémia, nivells baixos d’HDLc, nivells elevats de
romanents de lipoproteines i sdLDL [350], després de I’operacio els nivells dels
diferents lipids recuperen els valors de normalitat i la dislipémia desapareix. Aquests
resultats es confirmen amb I’estudi de les relacions entre els diferents tipus de lipids
(Figura 45).

L’obesitat esta associada amb un major risc d’infart de miocardi i de malaltia
coronaria i en general, amb un major risc de malaltia cardiovascular [5, 238]. La
dislipémia aterogenica ¢€s un dels factors que contribueix a augmentar aquest risc; d’aqui
que sigui de gran interes estudiar els parametres lipidics en els individus amb obesitat
morbida i la seva evoluci6 després de la cirurgia bariatrica [350].

Estudis realitzats amb la mateixa técnica quirargica que nosaltres també mostren
com la disminucio dels nivells de TAG, en major o menor mesura, és generalitzada;
pero el moment en el que la disminuci6 és estadisticament significativa varia d’un
estudi a I’altre. Aixi, estudis com el de Nguyen i col-laboradors [340] mostren un marcat
descens només un mes després de la intervencio i una reduccio total del 63% als 12
mesos, mentre que d’altres observen un descens del 50% en els nivells de TAG i
diferéncies significatives al sis¢ mes de la intervenci6 [351]. A llarg termini, estudis
com el SOS [238] mostren una reduccié mantinguda del 28% deu anys després de la
cirurgia.

Es creu que la IR que acompanya 1’obesitat podria ser la responsable de 1’elevacid
de TAG a plasma, ja que n’estimula la seva sintesi a fetge. La disminucio6 de la IR que
es dona després de la cirurgia, podria afavorir el descens dels TAG, tal i com han
suggerit alguns autors [351]. Aquest fet es reflectiria, en el nostre cas, per una correlacio
de p<0.01 i r=0.24 entre el HOMA-IR i els TAG a plasma.

En el cas del CHOLy trobem una situacio semblant a la dels TAG. En general
s’accepta que la pérdua de pes comporta un descens en els nivells de colesterol, pero el
moment en que aquest es dona varia en funcid de 1’estudi. Aixi doncs, autors com
Nguyen i col-laboradors [340] coincideixen amb nosaltres en observar un rapid descens
només un més després de la intervencid, mentre que d’altres com Brolin i col-laboradors
[351], tot 1 assolir una peérdua de 14 punts en el BMI i un 56% d’excés de pes perdut, als
12 mesos de la intervencié només veuen reduccions del 18% en el CHOL.

Pel que fa a I’efecte de la obesitat sobre els nivells d’LDLc, la majoria d’autors no
troben alteracions en aquest tipus de colesterol en els individus obesos amb sindrome
metabolica o IR [342]. En canvi, nosaltres els hem vist lleugerament incrementats. Si
ens fixem en els efectes de la cirurgia bariatrica, hi ha autors que descriuen
disminucions similars a les descrites per nosaltres amb la pérdua de pes [340, 352],
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mentre d’altres, com per exemple Zambon 1 col-laboradors [353], no veuen cap canvi
després de realitzar un seguiment de 12 mesos a un grup d’obesos morbids als que se’ls
havia provocat una perdua de pes de 34 Kg (que representen un descens del 25% del
pes) mitjancant una GB.

En el cas de ’'HDLc, Nguyen i col-laboradors observen una millora dels nivells
d’aquest colesterol en el 83% dels individus, perd no té en compte el sexe, de manera
que ¢és possible que aquesta dada estigui sobrevalorada [340]. En el nostre cas pero, el
nivells d’HDLc només es van trobar per sota del llindar recomanable durant els tres
mesos posteriors a la intervencid, mentre que tant en I’obes com a partir del sis¢ mes els
valors eren normals.

Avui en dia encara hi ha discrepancies sobre quins son els mecanismes implicats en
la reducci6 d’HDLc. Les tres hipotesi amb més forca son: a) Una davallada de la
produccio d’apoAl; b). Un augment de I’eliminacié de les HDL, secundari a un
augment d’activitat de la CETP; i ¢) Un augment de les VLDL.

a) Pel que fa a la disminuci6 d’apoAl hi ha autors que han suggerit una inhibicié de la
sintesi d’apoAl hepatica provocada pels elevats nivells de NEFA, sovint presents en els
obesos [156], o bé una elevada taxa de degradacido d’aquesta [148]. Per altra banda,
també hi ha autors que suggereixen una implicacié del metabolisme glucidic ja que, en
estudis in vivo 1 en linies cel-lulars d’hepatocits, s’ha vist que un excés de glucosa
suprimeix I’expressio del gen apoAl mentre que la insulina I’estimula. Aixi, en el cas
d’individus amb IR, la suma de la hiperglucemia més la manca de resposta a la insulina
podrien disminuir la quantitat d’apoAl disponible per ensamblar HDL [354]. En el
nostre cas, veiem com aquest no semblaria ser el mecanisme ja que els nivells d’apoAl
en I’obes son similars als del grup control.

b) La hipotesi de 1’augment de CETP es basa en que una major activitat d’aquest
enzim provocaria un major traspas de colesterol de les HDL cap a lipoproteines que el
necessitessin, convertint les HDL en millor substrat per ’'HL i afavorint la seva
degradacio. A més, s’ha descrit que la massa de I’enzim també¢ es troba augmentada
amb I’obesitat [154].

c) La hipotesi de 1’augment de VLDL defensa que per una banda el fetge
insulinoresistent produiria un excés de VLDL, alhora que la mateixa IR inhibiria la
recaptaci6 d’IDL, LDL 1 romanents, de manera que s’allargaria el seu temps de
residéncia a plasma. Aquesta darrera hipotesi esta estretament relacionada amb la de la
CETP, ja que les IDL, les VLDL 1 les LDL naixents serien les principals lipoproteines
receptores de I’HDLc [149, 150]. Tenint en compte que els nostres pacients pateixen
d’hipertrigliceridémia i presenten uns nivells d’apoB elevats, i que, com veurem més
endavant, ’LDLr es troba subexpressat en el nostre grup de pacients (Figura 78),
aquesta darrera hipotesi seria la que més s’ajustaria a la nostra realitat.
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La relaci6 CHOL{/HDLc sembla ser tan util com la de ’'LDLc/HDLc. La seva
similitud es pot explicar perqué aproximadament 2/3 parts del colesterol plasmatic es
troben a les LDL en condicions normals, i per tant el CHOL7 1 el d’LDL tenen valors
similars. En canvi, en els casos d’hipertrigliceridémia, és preferible utilitzar la relacié
CHOL/HDLc ja que la fracci6 de VLDL s’enriqueix en colesterol [149] i per tant la
relaci6 LDLc/HDLc tendeix a subestimar la magnitud de les alteracions en el
metabolisme de les lipoproteines [343]. Pel que fa a la relaci6 no-HDLc¢/HDLc, hi ha
autors que han suggerit que aquesta relacid representa una mesura més acurada del
colesterol present a les particules aterogeniques 1 que per tant és millor marcador de risc
cardiovascular [342]. En el nostre cas veiem com el perfil és molt similar al del
CHOL/HDLec.

En el cas dels nostres pacients (Figura 45), en tots tres casos es pot veure com la
relacié entre el CHOLY, el colesterol no-HDL o I’LDLc respecte a ’'HDLc disminueix
de forma significativa a partir del nové mes de la intervenci6; indicant aixi un canvi cap
a un perfil lipidic menys aterogénic, i per tant una disminucid del risc cardiovascular. El
pic que s’observa al més de la intervencio, tot i no ser estadisticament significatiu, es
correspon amb un augment de la preséncia d’sdLDL.

La reduccio dels TAG, del CHOLy 1 de les particules proaterogéniques es dona
només tres mesos després de la intervencio, mentre que I’augment de I’HDLc té lloc
tres mesos més tard. Aixi, la perdua de pes després de la cirurgia bariatrica és un
mecanisme efectiu per aconseguir una millora del perfil lipidic i per tant un descens en
el risc de patir malalties cardiovasculars. A més, s’ha vist que tot i que els pacients
recuperin part del pes perdut (fins a un 15% dos anys després de la intervencio) les
millores en el perfil lipidic es mantenen [351].

Existeixen poques dades a la bibliografia que descriguin la relacié de 1’apoAlV i
I’obesitat, aixi com els efectes que la cirurgia bariatrica té sobre aquesta lipoproteina.

En el nostre estudi, els nivells d’apoAlV, igual que els d’HDLc 1 apoAl, a I’inici
eren similars als del grup control, disminueixen de forma molt marcada al mes de la
intervencio (43%, 34% i 32%, respectivament), i es recuperen amb el temps. El descens
inicial podria estar causat per la reduccid de la superficie absortiva que produeix el
RYGB, ja que per una banda s’han descrit descensos molt importants dels nivells
d’apoAlIV plasmatica en pacients als que se’ls ha eliminat més del 50% de I’intesti prim
[355] 1 per altra banda, també s’ha descrit que deplecions del gen de I’apoAl (expressat
a intesti 1 fetge) provoquen un descens de I’HDLc [356]. Una altra causa que podria
provocar els descens observat és la nova dieta que segueixen els pacients després de
I’operacio, en la que es controlen els nivells de carbohidrats 1 de lipids [357]. Aquestes
dues hipotesi només explicarien el comportament d’aquests parametres parcialment ja
que el duode, que és la part d’intesti que queda exclosa del contacte amb els aliments en
el RYGB, no és el principal lloc de sintesi de ’apoAIV; i la composici6 de la dieta dels
pacients durant 1’any posterior a la intervencio no varia. Aixi doncs, resta per explicar
que succeeix després del primer mes.

148



Resultats i Discussio

Tanmateix, el nostre grup de recerca recentment ha descrit que en els humans,
I’apoAIV disminueix en casos d’atrofia intestinal, de manera que aquesta lipoproteina
¢s util com a indicador de la funcionalitat d’aquest organ [346, 358]. Podria ser que al
segment d’intesti prim corresponent a les nanses alimentaria i comuna que continuen
plenament funcionals després del RYGB, hi hagués un augment del nombre d’enterocits
o un major desenvolupament de les vellositats, de manera que es recuperaria part de la
superficie absortiva, i aix0 estaria reflectit en I’augment d’apoAIV.

Com hem vist en els nostres resultats, un altre tret caracteristic de la dislipémia
present a I’obesitat €s 1’elevacio de la concentracid plasmatica de NEFA, fet confirmat
per altres autors [359]. L’origen dels NEFA podria ser una lipolisi excessiva a I’AT dels
obesos, ja que com veurem més endavant (Figura 62) existeix una manca d’inhibicié de
la lipolisi, possiblement per part de la insulina, ja que a mesura que aquest teixit es va
expandint es va tornant insulinoresistent [ 102]. S ha descrit que la insulinoresisténcia de
I’AT és major en el teixit visceral que en el subcutani [68]. Aquest fet augmentaria el
flux de NEFA cap a fetge a través de la porta (hipotesi portal) i augmentaria
I’alliberaci6 de VLDL, reflectida per 1’elevada concentracié d’apoB detectada a la
nostra poblacié a I’inici de I’estudi. Aixo, alhora, faria que augmentessin els nivells de
TAG 1 colesterol circulants, tal i com hem vist que succeeix en els obesos.

L’elevada concentracié de NEFA en plasma pot produir IR tant a muascul esquelétic
com a fetge [69, 95]. A més, s’ha descrit que una exposicid cronica a elevades
concentracions de NEFA pot provocar lipotoxicitat a les cél-lules B-pancreatiques [100].
Tot plegat, ha portat a alguns autors a suggerir que 1’augment de NEFA en plasma ¢és el
principal factor modulador de la sensibilitat a la insulina de manera que els NEFA han
estat proposats com el principal nexe d’uni6 entre I’obesitat i la IR [68, 98, 111, 360].

Ja hem comentat que els NEFA plasmatics provenen de la lipolisi dels TAG a I’AT.
Donat que en els obesos aquest teixit representa un percentatge considerable de la massa
corporal, es podia pensar que les concentracions plasmatiques de NEFA podrien
incrementar en la mateixa proporcid. Cal destacar que en el nostre cas en canvi, tot i que
els individus obesos tenen un percentatge de greix del 60.3%, (més del doble del que es
descriu en individus normopes [32]), els seus nivells de NEFA només estan un 21% per
sobre dels del grup control. Hi ha estudis que suggereixen que les concentracions
plasmatiques de NEFA no tenen perqué augmentar en la mateixa proporcid que la
massa grassa. Aixi en 1’estudi d’Opie i1 col-laboradors [361] mentre el grup d’obesos
presentava unes concentracions plasmatiques de NEFA un 68% més altes que els
individus amb normopes, la diferéncia en la massa grassa era de 10 vegades. Altres
estudis tamb¢ han demostrat que no hi ha relacié entre les concentracions plasmatiques
de NEFA i el BMI o la massa grassa corporal [362].

Amb la cirurgia bariatrica els nivells de NEFA disminueixen, de manera que
teoricament la IR milloraria. Tot i aixd, segons les nostres dades, I’accié dels NEFA
sobre la IR no sembla tant evident, ja que la millora en la IR s’observa al primer mes
després de la intervencio i en canvi €s en aquest punt quan es dona un major increment
de la concentracido de NEFA plasmatica que hauria d’agreujar la situacié d’IR. Aquestes
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discrepancies entre els nivells de NEFA 1 la IR també han estat observades per altres
autors [359].

Per altra banda, cal tenir en compte que la totalitat dels nostres pacients patia algun
tipus de desordre alimentari a I’inici de I’estudi: el 44% estaven considerats bigs, el 9%
sweets, el 3% fast foods, el 21% snakers 1 el 38% bingers. Amb la intervencio es
produeix un canvi important en les pautes alimentaries dels pacients donat que passen a
seguir una dieta controlada (d’unes 850 Kcal), ja sigui liquida, tova o normal, amb una
composicid equilibrada (46% d’hidrats de carboni, 33% de proteina 1 21% de greixos).
Degut al tipus de cirurgia, en els pacients la sensaci6 de sacietat apareix quan nomeés
han ingerit petites quantitats d’aliment (la capacitat de 1’estobmac es troba molt reduida) 1
seria un procés més aviat mecanic. Per altra banda, I’absorcié de nutrients com els
glucids o les vitamines hidrosolubles és troba disminuida. Aquests canvis podrien dur a
I’organisme a interpretar, durant el periode posterior a la intervencid, que I’entrada
d’energia no ¢és suficient i afavoriria la mobilitzacié de reserves energetiques mitjangant
I’activacid de la lipolisi generalitzada a I’AT. Aquesta provocaria I’augment de NEFA
observat a plasma 1 en conseqiiéncia el de KB. De fet, hi ha autors que han demostrat un
augment de la produccié hepatica de KB quan es perfon aquest teixit amb una solucid
enriquida amb NEFA [363]. Entre el primer i el tercer mes, les reduccions en pes, BMI i
Kg de greix corporal (10%, 11% 1 21% respectivament) son similars a les que es
produeixen durant el primer mes, i tant la composicié de la dieta com la seva aportacid
energética no varien respecte al darrer periode estudiat. Aixi, podria existir una
adaptacio del metabolisme o de I’organisme al numero de calories ingerides de manera
que l’organisme ja no interpretaria que es troba en una situacié continua de
“pseudodejuni”, tot i que el balang energetic continui sent negatiu. A la bibliografia
trobem descrita 1’adaptacid de I’organisme a determinats tipus de dietes com ara, la rica
en greixos en el cas dels esportistes, que els porta a augmentar la seva capacitat
oxidativa [364] o I’adaptaci6 de la capacitat aerobica de 1’organisme a una dieta
cetogénica en un periode de 5-6 setmanes [365]. Caldrien més estudis per confirmar si
en els obesos s’esta donant una adaptacidé d’aquest tipus.

Pel que fa a les lipases a plasma, en els nostres pacients, I’activitat preheparinica de
I’LPL no sembla guardar relaci6 amb ’obesitat. En canvi, hi ha autors que atribueixen
un significat clinic a la massa preheparinica de I’enzim. Aixi, s’ha descrit una relacié
entre la massa preheparinica de I’LPL i la sindrome metabolica, de manera que a més
factors de la sindrome metabolica menys massa d’LPL preheparinica [366]. Altres
autors han relacionat una disminucid de la massa d’LPL preheparinica amb la preséncia
de DM [367]. En el cas dels nostres pacients, tot i que els valors dels que tenen IR sén
inferiors als dels no insulinoresistents (40.7£3.9 vs. 52.5+6.1 ng/mL), la diferéncia no
arriba a ser estadisticament significativa (p=0.12).

Hi ha autors que han suggerit que la massa d’LPL preheparinica a plasma, que
resulta de I’alliberacio de I’'LPL de I’endotel‘li, reflectiria de forma més fisiologica la
quantitat d’LPL funcional, en comparaci6 amb I’LPL postheparinica [347, 349].
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Olivecrona 1 col-laboradors van descriure que la massa preheparinica de 1I’LPL
correlacionava negativament amb la concentracié plasmatica de TAG 1 positivament
amb la d’HDLc en pacients amb infart de miocardi, mentre que aquesta relacid no
s’observava en individus sans [349]. En el nostre cas no s’observa cap correlacié6 amb
els TAG, pero si amb el CHOLt i I’LDLc (p<0.01, r=0.28 i 0.27, respectivament) i amb
I’HDLc i els NEFA (p<0.05, r=0.21 1 0.21, respectivament).

Respecte I’HL preheparinica a plasma, tot i que en el grup d’obesos s’observa una
tendencia a tenir activitats més elevades a I’inici de I’estudi, no detectem cap relacid ni
amb els parametres d’adipositat ni amb les concentracions plasmatiques dels metabolits
estudiats, a excepcid dels TAG (p<0.01, r=0.21). En principi, activitats altes d’HL
afavoririen el transport revers de colesterol, sent d’aquesta manera antiaterogeénica; pero
en el cas de la dislipemia que s’observa en 1’obés, I’elevada activitat HL afavoreix
I’aparicio d’un perfil lipidic més aterogenic ja que degut a un excés d’LDL (o VLDL) es
promou 1’augment de sdLDL relativament pobres en PL i colesterol, i la disminucié de
I’HDLc [144]. Aquestes alteracions afectarien tant la formaci6 de la placa
aterosclerotica i a la progressié de malalties cardiovasculars, com la taxa de transport
revers de colesterol [144].

Mentre que hi ha diversos estudis que mostren una relacié clara entre 1’activitat
postheparinica de I’HL 1 I’adipositat [368] hi ha molt poques dades referents a I’activitat
HL preheparinica, i molt menys en obesos. Alguns autors han descrit que esta
relacionada amb I’LDLc [369] 0 amb el BMI, el WHR i les concentracions d’HDLc i de
sdLDL [348]. Sorprenentment, en el cas dels nostres obesos, la relaci6 amb els
parametres lipidics del plasma es perd, pero en canvi trobem una forta correlacié6 amb
parametres com la glucosa (p<0.05, r=0.17), la insulina (p<0.01, r=0.23) i el HOMA-IR
(p<0.001, r=0.29). Tanmateix, no podem afirmar que existeixi una relaci6 directa entre
obesitat, IR i HL.

4.5 Metabolisme lipidic: teixit adipos

Un cop analitzat I’estat del plasma des del punt de vista del metabolisme lipidic,
ens vam fixar en ’AT, ja que en aquest teixit és on tedricament s’acumulen bona part
dels lipids absorbits i per tant, creiem que juga un paper important en el
desenvolupament de 1’obesitat i les seves comorbilitats.

4.5.1 Contingut de DNA

El contingut de DNA per gram de teixit, un indicador de cel-lularitat, en els obesos
era menor que en el grup control (en I’AT subcutani 68.9+2.5 vs. 94.3+4.4 ug DNA/mg
teixit, tot 1 no arribar a ser estadisticament significatiu; 1 en I’AT visceral 84.5+3.9 vs.
107.6£3.5 png DNA/mg teixit, p<0.05; respectivament). En el cas de I’AT subcutani va
augmentar progressivament després de I’operacio (76.1+7.2 ng DNA/mg teixit als sis
mesos 1 131.5£17.3 pg DNA/mg teixit al final de 1’estudi, Panova<0.0001). S’ha
d’assenyalar que tant al control com a I’obes, la quantitat de DNA per gram de teixit era
significativament inferior (p<0.01) a I’AT subcutani en comparacié amb el visceral.
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A continuaci6 es presenten les grafiques corresponents als TAG, CHOLy ,NEFA, i
PL (Figura 58) A, B, C i D, respectivament) tant a I’AT subcutani com al visceral.
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Figura 58. Concentracio de lipids a I’AT subcutani i visceral de la poblacié estudiada. A. TAG, B.
CHOLy, C. NEFA i D. PL a I’AT subcutani i visceral. La zona ombrejada en taronja correspon als valors
del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangcant ANOVA
i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i control (c) mitjangant ¢ d’Student. Un
simbol p<0.05, dos simbols p<0.01, tres simbols p<0.001 i n.s., no significatiu.

La concentracio de TAG (Figura 58 A) a I’ AT subcutani dels obesos era similar a la
del grup control, amb una tendéncia a ser més elevada, mentre que I’AT visceral
presentava una concentracié de TAG clarament superior a la del grup control. Després

152



Resultats i Discussio

de la intervencio, la quantitat de TAG al subcutani va disminuir de forma marcada
(reducci6 del 23% respecte obes).

En el cas d’analitzar els resultats per microgram de DNA (Taula 12), una manera
d’expressar el contingut lipidic per cel-lula, trobem que en I’AT subcutani I’obés tenia
1.8 vegades més TAG per cel-lula que el grup control i el valor es reduia en un 50% als
12 mesos de la intervencid. L’AT visceral, presentava 2 vegades més TAG per cél-lula
en comparacié amb el grup control. Si comparem tots dos dipdsits grassos en 1’obes,
I’AT visceral contenia un 12% menys de TAG per cel-lula en comparacio al subcutani.

La concentracio de CHOLT a I’AT subcutani es va mantenir constant durant tot el
periode estudiat, tant si s’expressa en mg CHOLT/mg de teixit (Figura 58 B), com si
s’expressa per cel-lula (Taula 12). No existeixen diferéncies respecte al control ni entre
els dos diposits grassos estudiats.
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Taula 12. Concentracié de lipids a ’AT de la poblacié estudiada. Comparacions en AT subcutani
respecte a I’obés (0) i el control (c) mitjancant ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT
subcutani (x) i control (¢) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01, tres simbols
p<0.001 i n.s., no significatiu.

En el cas dels NEFA, si expressem la concentracid per gram de teixit (Figura 58 C),
veiem com tant I’AT subcutani de 1’obés com el visceral presentaven uns valors
aproximadament 1.3 vegades més elevats en comparacié amb els diposits grassos del
grup control. Mentre que si s’expressen per ug de DNA (Taula 12), els valors obtinguts
en I’obes resulten el doble dels observats en el grup control.

Després de la intervencid, els NEFA per gram de teixit van experimentar una
davallada del 32%, perd van tornar a recuperar els valors inicials; mentre que si
s’expressen per pug de DNA presentaven un descens continuat, als sis mesos de la
intervencid es va observar un descens del 37% en la concentraci6 de NEFA a AT
subcutani 1 a I’any, els valors havien disminuint un 46%.

Si comparem els dos diposits grassos, I’AT subcutani de I’obés presentava una
major quantitat de NEFA que el visceral (aproximadament un 35% més) tant si
s’expressa per g de teixit com per ug de DNA (p<0.05 1 p<0.001, respectivament).
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Finalment, els PL per gram de teixit (Figura 58 D) es trobaven per sota dels nivells
del grup control en tots dos diposits grassos al llarg de tot 1’estudi, i després de la
cirurgia ’AT subcutani presentava una tendeéncia a disminuir encara més, tot i que el
descens no va arribar a ser estadisticament significatiu. Si s’expressen per pg de DNA
(Taula 12) s’observa una situacié similar a la dels NEFA: I’AT subcutani als sis mesos
mostrava una baixada significativa del 35% en els nivells de PL, i els valors
continuaven baixant fins que als 12 mesos eren un 56% inferiors en comparacié6 amb
’obes.

El contingut de lipids total per microgram de DNA (Figura 59), obtingut a partir
de la suma dels lipids anteriors, €és superior tant en I’AT subcutani (tendéncia), com en
el visceral en comparacié amb els controls. En el cas del subcutani, després de la
intervencio, la quantitat de lipid per cél-lula es va reduir a la meitat als 12 mesos.
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Figura 59. Quantitat de lipid total per cel-lula a AT subcutani i visceral de la poblacié estudiada.
La zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani
respecte a I’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT
subcutani de 1’obés (x) i en AT visceral respecte control (¢) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01 i
tres simbols p<0.001.

L’analisi d’aquestes dades en conjunt indiquen que en 1’obes les ceél-lules de I’AT,
tant del subcutani com del visceral, son més grans que les dels controls (per a una
mateixa quantitat de teixit es detecta menys DNA, ¢és a dir, un nombre inferior de
cel-lules; 1 a més, per cada cel-lula el contingut lipidic (sobretot TAG, NEFA 1 CHOL)
també es troba incrementat. Amb ’operacid, a mesura que va tenint lloc la pérdua de
pes, els adipocits redueixen la seva mida (el contingut de DNA per gram de teixit
augmenta) alhora que el contingut lipidic cel-lular disminueix. Es a dir, que la
hipertrofia de I’AT que s’observava en I’ob¢es remet després de la cirurgia bariatrica.

4.5.3 Lipases al teixit adipos: activitat i expressio

La massa de I’AT esta determinada per un equilibri dinamic entre
I’emmagatzematge de greixos i la lipolisi. El primer procés esta mediat basicament per
I’LPL, mentre que en la lipolisi hi intervé principalment ’HSL, i en menor mesura
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I’ATGL. Per aixo vam voler estudiar quina era la situaci6 d’aquestes lipases en els
individus obesos 1 com evolucionaven després de sotmetre’ls al RYGB.

- Lipoproteina lipasa

En I’AT subcutani de 1’obes, I’activitat LPL per gram de teixit (Figura 60 A) era
4 vegades superior a la detectada al grup control. De la mateixa manera, 1’activitat
observada a ’AT visceral dels obesos també es trobava molt per sobre dels valors del
grup control, concretament 5.4 vegades. No hem detectat diferéncies en els nivells
d’activitat entre els dos diposits grassos estudiats.
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Figura 60. Activitat LPL als diferents AT. La zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup
control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA 1 posttest
de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani de 1’obés (x) i en AT visceral respecte control (c)

mitjancant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01, tres simbols p<0.001 i u.a., unitats
arbitraries.

Per altra banda, I’activitat per ng de DNA (Figura 60 B) també es trobava
incrementada tant a I’AT subcutani com al visceral. En aquest cas, I’AT subcutani dels
obesos presenta una activitat lleugerament superior a la del visceral (p<0.05). Aquest fet
podria guardar relaci6 amb la mida de les cél-lules ja que el contingut de DNA per gram
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de teixit i I’activitat per ug de DNA presenten una bona correlacié (p<0.001, r=-0.70 en
el cas de AT subcutani 1 p<0.05, r=-0.29 en el cas de I’AT visceral), és a dir que la
capacitat per incorporar lipids en el teixit augmenta com més grans son els adipocits 1
aquest fenomen es donaria de forma més pronunciada a I’AT subcutani.

Si tenim en compte la quantitat de greix de cada diposit gras podem arribar a tenir
una estimacid de ’activitat LPL total en els AT estudiats (Figura 60 C). D’aquesta
manera veiem com en 1’obes la capacitat per emmagatzemar TAG a I’AT subcutani era
3.3 vegades superior que la de I’AT visceral.

Després de la cirurgia, ’activitat LPL (tant per gram de teixit com per pg de DNA)
van disminuir de forma molt marcada, de 1’ordre del 73% en tots dos casos, fins arribar
als valors observats en els individus control als 12 mesos després de la intervencid. En
la situacié de pérdua de pes, en la que les cel-lules es van fent més petites, veiem com
tamb¢ presenten una menor activitat LPL.

Per altra banda, es por veure com hi ha una disminuci6 de la capacitat d’entrada de
TAG a I’AT subcutani durant els mesos posteriors a la intervencio (Figura 60 C).

Si mirem 1I’expressié d’aquest enzim (Figura 61) podem veure com es manté
constant al llarg de tot 1’estudi i els nivells son similars als dels controls en tots dos AT.
En el cas de ’obes, els nivells d’expressid a I’AT visceral son 1.3 vegades més baixos
que en el subcutani (p<0.01), mentre que en el grup normopes els nivells d’expressio
son similars. L’activitat LPL a I’AT no esta correlacionada amb la seva expressio;
perqu¢ com ja s’ha descrit, la regulacid d’aquest enzim és fonamentalment
postraduccional [370].
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Figura 61. Expressié d’LPL als diferents diposits grassos. La zona ombrejada en taronja correspon als
valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant
ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani de I’obés (x) i en AT visceral
respecte control (¢) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01 i n.s., no significatiu.
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« Lipasa sensible a hormones

Si comparem [’activitat HSL per gram de teixit (Figura 62 A) observada en
I’obeés amb la del grup control, es pot veure com I’obes presentava 2.8 vegades més
activitat, tant a I’AT subcutani com al visceral, tot i tenir menys c¢l-lules per gram de
teixit. L activitat HSL a I’AT subcutani de 1’obés era similar a la del visceral, fet que
també¢ es donava al grup control.
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Figura 62. Activitat HSL als diferents AT. La zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup
control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant ANOVA i posttest
de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT visceral respecte control (c¢) mitjangant ¢
d’Student. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01, tres simbols p<0.001, n.s., no significatiu i u.a., unitats
arbitraries.

Per altra banda, I’activitat per pg de DNA (Figura 62 B) també¢ esta incrementada
en els obesos. A diferencia dels controls, I’AT subcutani presenta una major activitat
que el visceral. De nou, aquest fet podria guardar relaciéo amb la mida de les cel-lules ja
que el contingut de DNA per gram de teixit i I’activitat HSL per pg de DNA presenten
una bona correlacio en I’obes (p<0.001, r=-0.58 en el cas de I’AT subcutani 1 r=-0.56 en
el cas de I’AT visceral). Es a dir, que la capacitat per exportar lipids del teixit augmenta
com més grans son els adipocits de tots dos AT.
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Si tenim en compte la quantitat de greix de cada diposit gras, podem arribar a tenir
una estimacié de 1’activitat HSL total en els AT estudiats (Figura 62 C). D’aquesta
manera veiem com en 1’obes, la capacitat per exportar TAG de I’AT subcutani era 2.7
vegades superior que la de I’AT visceral.

Després de la cirurgia, 1’activitat HSL per gram de teixit a I’AT subcutani va
augmentar de forma progressiva, un 27% als 6 mesos i un 42% als 12 mesos (respecte
I’obés en tots dos casos), fins arribar a valors gairebé 4 vegades superiors als del grup
control. En aquest cas pero, tot i que les cél-lules s’anaven fent més petites a mesura que
els individus perdien pes, 1’activitat HSL per pg de DNA es va mantenir constament
elevada.

Per altra banda, es pot veure com la capacitat per hidrolitzar TAG a I’AT subcutani,
tot i que sembla que hi ha una disminucio als 6 mesos, es manté als nivells de I’inici de
I’estudi (Figura 62 C).

L’activitat HSL a I’AT subcutani correlaciona amb els NEFA plasmatics (p<0.01,
=0.32), perd no hi ha cap correlacié amb I’activitat de 1’enzim al visceral. A més,
I’activitat HSL per cel-lula també correlaciona amb la concentracié de NEFA a I’AT
(mg/pug DNA) (p<0.01 1 r=0.32 pel subcutani i p<0.05 i r=0.36 pel visceral).

Si mirem 1’expressi6 d’aquest enzim (Figura 63) podem veure com es va mantenir
constant al llarg de tot I’estudi i els nivells eren similars als dels controls en tots dos AT,
igual que passava amb I’LPL. En el cas de I’obés, els nivells d’expressié a I’ AT visceral
son 1.3 vegades més baixos que en el subcutani.
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Figura 63. Expressio d’HSL a AT subcutani i visceral. La zona ombrejada en taronja correspon als
valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant
ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT visceral respecte control
(c) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01 i n.s., no significatiu.
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«  Triacilglicerol lipasa de I’adip6s

Finalment, també es va estudiar ’expressio de ’ATGL als dos AT. Com es pot
veure a la Figura 64, els nivells d’expressio a tots dos diposits grassos son similars, i no
presenten diferéncies significatives respecte el grup control. Amb la intervencioé sembla
que hi ha una lleugera disminucid, perd no arriba a ser estadisticament significativa.
L’expressio de ’ATGL i ’HSL presenten una forta correlacio (p<0.001, r=0.90).
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Figura 64. Expressié6 d’ATGL a AT subcutani i visceral. La zona ombrejada en taronja correspon als
valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjangant
ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT visceral respecte control
(c) mitjangant ¢ d’Student. n.s., no significatiu.

4.5.4 Transportadors de metabolits

L’acci6 de les lipases genera un transit de metabolits (NEFA 1 glicerol) a través de
les membranes dels adipocits. Nosaltres hem estudiat 1’expressié d’un transportador de
glicerol ’AQ7 1 dos transportadors de NEFA (FABP4 i CD36).

Pel que fa a I’AQ7 (Figura 65), I’obés presenta valors normals, i no hi ha
diferéncies entre els dos diposits grassos. Amb la intervencio, els nivells van disminuir
un 27% als sis mesos, nivells en els que es va mantenir fins al final de I’estudi.
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Figura 65. Expressio d’AQ7 a I’AT de la poblacio estudiada. La zona ombrejada en taronja correspon
als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’ob¢s (0) i el control (¢) mitjancant
ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT visceral respecte control
(c) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01, tres simbols p<0.001 i n.s., no
significatiu.
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En el cas dels transportadors de NEFA (Figura 66), tant FABP4 com CD36
presenten una expressio similar en els obesos respecte el grup control. A més,
I’expressio en els obesos no varia amb la intervencid. Cal destacar pero, que en 1’obes,
tots dos transportadors van presentar nivells d’expressio a I’AT visceral inferiors als de
I’AT subcutani (p<0.05 en el cas de FAPB4 1 p<0.001 en el cas de CD36).
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Figura 66. Expressi6 de FABP4 i CD36 a I’AT de la poblacié estudiada. La zona ombrejada en
taronja correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (0) i el
control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT
visceral respecte control (¢) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05, tres simbols p<0.001 i n.s., no
significatiu.

4.5.5 Proteines implicades en la resposta a insulina

S’ha descrit que a mesura que augmenta la mida de les cél-lules la seva capacitat de
resposta a la insulina disminueix, €s a dir que el teixit es torna insulinoresistent [83].

En el nostre cas, aquest efecte no el veiem a nivell del receptor d’insulina (Figura
67), ja que la seva expressid a I’AT subcutani es manté constat al llarg de tot el periode
estudiat i és similar a la dels controls, tant a I’AT subcutani com al visceral.
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Figura 67. Expressié del receptor d’insulina a I’AT de la poblaci6 estudiada. La zona ombrejada en
taronja correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obés (o) i el
control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT
visceral respecte control (c) mitjancant ¢ d’Student. n.s., no significatiu.
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En canvi, si ens fixem en D’expressio de GLUT4 (Figura 68), el receptor que
s’encarrega de captar la glucosa en resposta a la insulina, veiem com en I’AT subcutani
de I’obés es troba molt menys expressat en comparacid amb el grup control (1.52
vegades menys) i en comparacié amb els valors obtinguts als 12 mesos (1.85 vegades
menys). Per altra banda, I’AT visceral de I’obés també presenta una expressio inferior a
I’observada en el grup control (2.25 vegades menys).
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Figura 68. Expressi6 de GLUT4 a I’AT de la poblacié estudiada. La zona ombrejada en taronja
correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a 1’obes (0) i el control (c)
mitjancant ANOVA 1 posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani (x) i en AT visceral
respecte control (c) mitjangant ¢ d’Student de dades no aparellades. Un simbol p<0.05, dos simbols
p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Tot plegat indica que en 1’obes tots dos teixits presenten una capacitat de captacid
de glucosa disminuida. Amb [’operacio, els nivells de GLUT4 a I’AT subcutani
augmenten un 85% arribant a valors similars als del grup control. Aquesta proteina ja ha
estat utilitzada com un indicador de la resposta a insulina d’aquest teixit per altres autors
[81].
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Que la IR estigui relacionada amb el contingut lipidic de I’AT queda reflectit en el
fet que I’expressio de GLUT4 a I’AT subcutani correlaciona negativament amb la
quantitat de lipid total en aquest teixit (p<0.01, r=-0.33). A més, un altre reflex de la
insulinoresistéencia de I’AT es troba en que [’expressi6 de GLUT4 al subcutani
correlaciona negativament amb la glucosa plasmatica (p<0.001, r=-0.41) amb la insulina
(p<0.01, r=-0.33) i amb el HOMA-IR (p<0.01, r=-0.41).

4.5.6 Discussio sobre metabolisme lipidic al teixit adipos

En el nostre cas, I’AT subcutani dels obesos té uns adipocits més grans, una
activitat LPL per cel-lula més elevada i una taxa de lipolisi basal (activitat HSL)
superior, en comparacido amb I’AT visceral. En relacié amb el grup normopes, 1’obes
presenta una major mida adipocitaria 1 unes activitats LPL 1 HSL incrementades.

Un any després de la intervencid, I’AT subcutani presenta una disminuci6 en la
mida dels adipocits 1 una activitat LPL normalitzada, perd en canvi I’activitat HSL
continua elevada.

Aixi doncs, els obesos tindrien una major capacitat per emmagatzemar TAG al seu
AT, sobretot al subcutani, tot i I’elevada activitat lipolitica de I’HSL. La pérdua de pes
es produiria per una banda per 1’activitat HSL mantinguda, perd sobretot per una
disminuci6 en I’entrada de TAG cap als adipocits.

Aquests fets estan en concordanga amb la idea proposada per alguns autors [80, 91,
371] que defensen que la mida dels adipocits €s un modulador critic del metabolisme
dels adipocits.

En general s’accepta que els obesos tenen adipocits més grans que els individus
amb normopes [372-374], tot i que hi ha autors que no ho comparteixen [373]. Quan
I’AT visceral ha d’augmentar la seva capacitat d’emmagatzematge ho fa principalment
incrementant el volum de les c¢l-lules. En canvi, I’AT subcutani, que presenta una
major sensibilitat a 1’acci6 de la insulina 1 una major capacitat de diferenciacio, en
primer terme augmenta la diferenciacid dels preadipocits a adipocits 1 en segon terme
augmenta el volum cel-lular [372]. A partir dels nostres resultats, no veiem indicis
d’hiperplasia a I’AT subcutani dels obesos (bassant-nos en les quantitats de PL per gram
de teixit), en canvi si que observem la hipertrofia en tots dos dipdsits grassos (hi ha
menys c¢l-lules per gram de teixit i aquestes contenen una major quantitat de lipid).

Cal destacar que hi ha autors com Freedland [81] o Virtue 1 Vidal-Puig [127] que
parlen d’un llindar d’expansi6 de I’AT a partir del qual aquest teixit deixa de poder
desenvolupar la seva funcié de forma normal. De fet, en I’estudi de Boivin 1
col-laboradors [80] es pot veure com a mesura que augmenta el BMI dels individus
estudiats (de 30.244.6 a 58.4+8.2 Kg/m?), I’activitat LPL de I’AT visceral (teixit en el
que els adipocits ja no augmenten més la mida) presenta una tendéncia a disminuir (de
55 a 45 mmol/10° cél-lules hora), mentre que en I’AT subcutani, on els adipdcits encara
no semblen haver arribat al limit de la seva mida, ’activitat LPL es manté constant.
Segons la teoria de I’expandibilitat de I’AT, quan s’assoleix el llindar, el teixit es torna
insulinoresistent i comenca a secretar citoquines proinflamatories, amb el conseqiient
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augment de la infiltracié de macrofags. De fet, en els nostres pacients els lipids totals
per cel-lula no correlacionen amb cap parametre d’IR, perd en canvi, els NEFA a I’AT
subcutani (que alguns autors han descrit com a possibles promotors de la resposta
inflamatoria [375]) correlacionen de forma marcada amb la insulina plasmatica (p<0.01
r=0.34) i amb el HOMA-IR (p<0.05, r=0.29).

Les correlacions que observem entre GLUT4 i els parametres d’IR ens estarien
indicant que I’AT de I’obés, sobretot el subcutani, presenta una IR molt marcada,
deguda possiblement a un excés de lipids que interferirien en la senyalitzaci6 del
receptor d’insulina. Amb la intervencid, la quantitat de lipid disminueix, la funcionalitat
del teixit es normalitzaria i la resposta a la insulina milloraria.

També¢ hi ha forca controversia pel que fa a les activitats lipasiques dels diferents
AT, havent-se descrit activitats augmentades, disminuides o iguals en I’AT subcutani
respecte I’AT visceral, tant per I’'LPL [79, 80, 92] com per I’HSL [79, 80, 376]; aixi
com en la comparaci6 d’activitats entre obesos i normopes i els efectes que té la perdua
de pes sobre aquests enzims [373].

Sovint s’especula que part d’aquestes diferéncies es deuen a la manera en com
s’expressen els resultats (per lipid total, per numero de cél-lules, per gram de teixit,
etc.). Nosaltres creiem que per poder donar una interpretacio més precisa de 1’activitat
enzimatica en un teixit, en casos com 1I’AT dels obesos en el que la hipertrofia del teixit
¢s un fenomen important i freqlient, és imprescindible donar els resultats no només per
gram de teixit sind que també cal expressar-los per cellula, i és a partir de la
interpretacié conjunta de les dades que es pot explicar de forma més precisa el qué esta
passant.

Dins de la variabilitat de dades que trobem a la bibliografia, també cal tenir en
compte variables com el nombre d’individus estudiats, el rang de BMI emprat, la
proporcid entre sexes [80], les diferéncies anatomiques dels llocs d’origen de les
mostres, el tipus de mostra que s’utilitzi (adipocits aillats, explants de teixit, linies
cel-lulars, etc.) o el tipus de parametre que es trii per descriure els resultats (activitat
enzimatica, alliberament de metabolits, sensibilitat/resisténcia a ’acci6 d’agonistes,
percentatge de resposta, etc.) [79].

Ja hem vist que I’activitat LPL per c¢l-lula augmenta a mesura que ’adipocit
incrementa la seva mida. Estudis com el de Tchernof i col-laboradors [79], realitzat
només en dones normopes, observaven que els adipocits de I’AT subcutani eren de
mitjana un 18% més grans (p<0.001) i presentaven un 34% més d’activitat. Fried i
col-laboradors [377] van trobar resultats similars en un estudi realitzat en 14 homes i 26
dones amb obesitat morbida en el que s’estudiava la mida adipocitaria i I’activitat LPL
per cel-lula en diferents localitzacions adiposes, tant subcutanies com viscerals. Aixi, en
el cas de les dones (BMI promig de 45.9 Kg/m?) els adipocits més grans es trobaven a
I’AT femoral, seguit del gluteal, I’abdominal, el mesentéric, 1’epigastric i el visceral i
I’activitat disminuia seguint el mateix ordre. En canvi, en els homes (BMI promig de
51.1 Kg/m?®) els adipocits més grans es trobaven a I’AT mesentéric, seguit per
I’abdominal, 1’epigastric, el femoral 1 el gluteal que tenen una mida similar; 1 finalment
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el visceral; mentre que ’activitat LPL era similar en els 5 primers diposits grassos i
notablement inferior al visceral. Es a dir, segons aquest estudi el sexe dels individus
sembla alterar en certa mesura la relacio entre activitat LPL 1 mida adipocitaria [53].

Si comparem els obesos amb els normopeés, hi ha autors que descriuen una activitat
LPL reduida a I’AT subcutani dels obesos [370]. Altres autors, en canvi observen un
increment notable (del 40%) en D’activitat LPL d’aquest teixit [378]. Donat que no
s’observen canvis en I’expressio de 1’enzim que depenguin del grau d’obesitat o de la
mida dels adipocits [53, 92, 373], aquest increment en els nivells d’activitat LPL podria
venir donat per una disminuci6 de I’ANGPL4, proteina que inhibeix I’activitat LPL 1
que es troba disminuida en individus amb sobrepes [379]. Altres factors que també
podrien jugar un paper important son la GPIHBP1, les citoquines, els glucocorticoides o
la sensibilitat a la insulina, tots ells alterats en 1’obesitat [53].

Hi ha autors que no troben una implicacié directa entre 1’activitat LPL 1 la
susceptibilitat a I’obesitat [380]. D’altres en canvi proposen que un increment d’activitat
LPL podria ser una resposta de 1’organisme per contrarestar I’excés de TAG presents a
plasma [381]. Tanmateix, un excés d’activitat LPL podria portar a la hiperplasia dels
adipocits que, duta a I’extrem, podria afectar al correcte funcionament de les cel-lules de
I’AT. Com hem comentat anteriorment, aixo implicaria una estimulaci6 de la secrecio
de citoquines proinflamatories [84] 1 una desregulacid de 1’expressi6 de factors
relacionats amb el processament de lipids, tal i com descriu Clemente-Postigo i
col-laboradors en un estudi realitzat en 38 individus amb obesitat morbida extrema
[382].

Pel que fa a ’activitat HSL, en general es descriuen un nivells d’activitat basal més
elevats a I’AT subcutani en comparacié amb el visceral [79, 91]. En canvi, quan
s’estimula ’activitat de 1’enzim per catecolamines, els nivells d’activitat son superiors a
I’AT visceral [80, 91, 383] degut a un major nombre de receptors B adrenergics 1 un
menor nombre de receptors o adrenérgics [78, 80].

Si ens fixem en les diferéncies entre obesos i normopeés, nombrosos autors
coincideixen amb nosaltres en que I’AT dels obesos presenta una taxa lipolitica basal
incrementada [45, 374, 384]. Tanmateix, encara se’n desconeixen les causes. Alguns
autors proposen que la IR que es desenvolupa en aquest teixit podria reduir I’efecte
inhibitori de la insulina sobre I’'HSL [45]. Altres autors, en canvi, proposen que
I’augment de la lipolisi podria estar promogut per la reduccié dels nivells de perilipina,
degut a I’augment de TNFa 1 altres citoquines proinflamatories que disminuirien la seva
transcripcio [84, 385]. L’augment de citoquines proinflamatories es veuria agreujat per
I’elevada activitat LPL que promouria la saturaci6 de la capacitat dels adipocits.

L’activitat HSL incrementada en els obesos també ha estat proposada per alguns
autors com una adaptacié de 1’organisme per mantenir la mida dels adipocits dintre
d’uns nivells que no alteressin el seu metabolisme [91]. Altres autors en canvi descriuen
que l’activitat lipolitica per Kg de greix en els obesos disminueix a mesura que
augmenta la massa grassa. Tanmateix, aquesta reduccié podria quedar parcialment
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emmascarada per un augment de la massa grassa total. Aquests autors proposen que la
disminucié de I’activitat lipolitica podria ser una adaptacio a llarg termini de
I’organisme a la hiperinsulinémia, de manera que es reduiria la quantitat de NEFA
abocats a la circulaci6 [362].

Per contra, 1’activitat HSL estimulada per catecolamines sovint es troba disminuida
en la poblaci6é obesa. Autors com Languin i col-laboradors [384] proposen que aquest
també podria ser un mecanisme adaptatiu de I’organisme per reduir la secrecid de
NEFA a plasma similar al proposat per Karpe i col-laboradors [362]. Tanmateix, la
disminuci6 de la resposta a catecolamines podria ser un defecte primari que conduiria al
desenvolupament de I’obesitat, ja que dificulta la mobilitzacio de greixos.

No hi ha gaires estudis publicats en els que s hagi realitzat un seguiment després de
la intervencid, 1 els que trobem es centren en I’AT subcutani, ja que per qiiestions
¢tiques no ¢€s viable obtenir mostres d’AT visceral a diferents temps. Tot 1 que sembla
haver coincidéncia en que la pérdua de pes no afecta per igual al subcutani d’homes i
dones, hi ha discrepancies pel que fa als resultats obtinguts. Mentre que Lofgren i
col-laboradors descriuen una disminucié (i normalitzacid) de la lipolisi basal 2 anys
després d’una GB en dones [374], Kolehmainen i col-laboradors no observen canvis 1
any després d’haver realitzat el mateix tipus d’intervencio [373]. En homes, en canvi,
Lofgren i col-laboradors no observen cap variacié pel que fa a 1’activitat HSL després
de la intervencid [374] mentre que Kolehmaninen 1 col-laboradors descriuen un descens
[373]. En cap d’aquests treballs s’estudia la mida dels adipocits, i aquest parametre
podria ser important alhora d’explicar les diferéncies detectades [79, 80].

En suport de ’activitat HSL mantinguda que observem en els nostres pacients
trobem que els transportadors de NEFA, tant FABP4 com CD36, tot i que no es troben
alterats respecte al grup control, mantenen estables els seus nivells d’expressid a I’AT
subcutani (tot i que CD36 sembla presentar una tendeéncia a disminuir als 6 mesos de la
intervencio), fet que permetria mantenir 1’exportacié de NEFA fora de ’AT.

La dada que sobta es I’AQ7, ja que tot i que I’activitat HSL es manté constant
després de la intervencio, aquest canal de glicerol redueix progressivament la seva
expressio després de la intervencid, fins i tot per sota dels nivells observats al grup
control. L’obesitat esta associada amb una disminuci6 de I’esterificaci6é dels NEFA tant
a I’AT com a muscul esquelétic. La incapacitat per emmagatzemar els NEFA de forma
adequada a I’AT podria iniciar una cascada d’events que portarien a la sobrecarrega de
NEFA als teixits no adiposos, una sobrecarrega de la via oxidativa i una acumulacio
d’especies lipidiques toxiques 1 TAG en aquests teixits que aniria acompanyada d’un
augment de la IR [386]. La disminuci6 de 1’AQ7 podria estar indicant que la
reesterificacid de NEFA a I’AT, alterada en els obesos, es podria estar normalitzant
durant la perdua de pes.

Després de la intervencio, els individus porten una dieta equilibrada i, en la majoria
dels casos, augmenten la seva activitat fisica. S’ha observat que I’activitat LPL a muscul
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després d’una perdua de pes es troba disminuida, en alguns casos més del 70% [53],
alhora que s’ha descrit una reducci6 de la capacitat oxidativa muscular en individus
obesos o que han perdut pes [387]. En aquesta situacid, una activitat HSL augmentada,
com la que observem en els nostres pacients, podria proporcionar a 1’organisme la
quantitat d’energia necessaria.

Un esquema de la situaci6 de I’AT abans i després de la cirurgia bariatrica és el que
es presenta a la Figura 69.
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Figura 69. Representacié esquematica del metabolisme lipidic a I’adipés de la poblacié estudiada.
Ins, insulina; QM, quilomicrons; VLDL, lipoproteines de molt baixa densitat; NEFA, acids grassos no
esterificats; TAG, triacilglicerids; LPL, lipoproteina lipasa; HSL, lipasa sensible a hormones. Les fletxes
indiquen la concentracié del metabolit a plasma o per cél-lula o bé I’activitat enzimatica per cél-lula en
comparacioé amb el grup normop¢s.

4.6 Metabolisme lipidic: NAFLD

Una alteraci6 freqiient en els obesos ¢s el fetge gras o NAFLD. Sovint se la descriu
com la manifestacio hepatica de la sindrome metabolica. Es per aixd que vam estudiar
en quin estat es trobava el fetge dels nostres pacients i quina evolucié presentaven
després de la cirurgia bariatrica.

4.6.1 Parametres plasmatics
+ Transaminases

Els nostres pacients van presentar en general uns nivells de transaminases (Taula
13) dintre dels rangs de normalitat, excepte I’ALT al mes de la intervencid que es
trobava lleugerament augmentada. Tot 1 aix0, als 3 mesos ja s’havia normalitzat.
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Ob 1M 3IM 6M 9M 12M Psnova
244426 | 357425 | 258420 | 199+12 194+1,1 | 20,6+16
AST(UI/L) <0,0001
ALT 339432 | 55154 @ 324+4,1 21,0422 184+14 | 202+1,9
<0,0001
(UI/L) 00 00 000 00
GGT | 43165 | 46496 | 250443 | 270+68 | 24473 | 172+16
<0,0001
(UI/L) 00 l 000 000 I 000 000

Taula 13. Concentracié de transaminases plasmatica en la poblacié estudiada. Comparacions
respecte a I’obés (0) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

Els nivells de gamma glutamil transpeptidasa (GGT) es trobaven en tots els casos
excepte un per sota dels valors de referéncia, permetent descartar I’existéncia d’una

esteatohepatitis alcoholica.

1.2 1 00 000 000

: I I [
Ob 1M 3IM 6M M 12M

0,8
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0,4

Figura 70. Quocient AST/ALT en la poblacié estudiada. La linia gris indica el valor llindar de

normalitat. Comparacions respecte a 1’obeés (o) mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. Tres simbols

p<0.001.

« Index AST/ALT

14 ;
’ Panova<0.0001 o
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Un quocient AST/ALT inferior a 1 ha estat proposat per alguns autors com a bon
indicador de patologia hepatica [388]. En el cas dels nostres pacients, a 1’inici de
I’estudi aquest quocient (Figura 70) es trobava per sota d’1 i, tot i mantenir el valor
estable durant el primer més posterior a la intervencio, va anar augmentant fins a valors
de normalitat durant el periode estudiat.

4.6.2 Histologia i classificacio de Brunt

De les biopsies obtingudes durant la intervencio i posteriorment als 12 mesos, es va
realitzar una histologia per poder determinar el grau i1 1’estadi de NAFLD. Un exemple
representatiu de les imatges observades ¢€s el que es mostra a la Figura 71.
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ESTEATOSI

FIBROSI

Figura 71. Imatges de microscopia de les biopsies analitzades. Les imatges superiors corresponen a
biopsies hepatiques tenyides amb osmi. Les imatges inferiors corresponen a biopsies hepatiques tenyides
amb picrosiri. Les fletxes grogues indiquen diposits lipidics i les negres zones fibrotiques.

En la imatge es pot observar com els diposits lipidics disminueixen de forma
drastica als 12 mesos de la intervencié, mentre que les zones fibrotiques, tot i que també
disminueixen ho fan en menor mesura.

Els resultats dels estudis d’histologia que es van dur a terme a I’Hospital de la Vall
d’Hebron es mostren a la Taula 14.

Grau o estadi
% d'individus en cada cas
0 1 2 3
. Ob 32 55 29 13
Esteatosi
12M 92 8 - -
. - Ob 35 39 23 3
Balonitzacio
12M 96 4 - =
Inflamacio Ob 3 90 6 -
lobulillar 12M 58 42 - -
Ob -
Inflamacié portal M 235 gz 10
Ob 3 61 29 6
Fibrosi
1orost 12M 33 46 17 4

Taula 14. Puntuacié histologica segons la classificacié de Brunt. El grau i I’estadi es classifiquen de
menor (0) a major (3) gravetat. Els resultats s’expressen en percentatge d’individus en cada cas.
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Es pot veure com en 1’obes, el 97% dels individus presentaven algun grau
d’esteatosi 1 en més del 90% dels casos també presentaven algun signe d’inflamacié o
fibrosi. Aixi, a I’inici de I’estudi el 3% dels individus presentaven només NAFLD 1 el
94% NASH. Als 12 mesos de la intervencio 1’esteatosi havia desaparegut en gairebé
tots els pacients excepte 4 (un d’ells presentava un BMI per sobre de 40 Kg/m2 al final
de I’estudi), que encara continuaven patint NASH. Cal destacar que tot i que I’estadi de
la fibrosi també millora en la majoria dels casos, és una afectacié que no s’acaba de
resoldre després de la intervencio.

4.6.3 DNA
La quantitat de DNA per gram de teixit va disminuir amb 1’operacio (1,9+£0,1 mg
DNA/g teixit en I’obés vs. 1,3+0,1 mg DNA/g teixit als 12 mesos; p=0.0007).

4.6.4 Composicio lipidica

Donat que el fetge és un altre teixit altament implicat en el metabolisme dels lipids,
1 aquests es trobem alterats al plasma i a AT dels obesos, vam voler estudiar la
composicio lipidica del fetge, igual que haviem fet amb I’AT.

Pel que fa als diferents components lipidics, TAG, CHOL (toal, lliure i esterificat),
NEFA i PL es presenten a la segiient grafica, tant en 1’obés com als 12M.
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Figura 72. Concentracio de lipids al fetge de la poblacié estudiada. A. Triacilglicerols, B. Colesterol
(total, lliure i esterificat), C. Acids grassos no esterificats i D. Fosfolipids. La linia taronja correspon als
valors del fetge control. Comparacions respecte a 1’ob¢s (0) mitjancant # d’Student. Tres simbols p<0.001
in.s., no significatiu.
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Tal 1 com es pot veure a la Figura 72, en general tots els lipids estudiats presenten
concentracions notablement elevades en 1’obés en comparacid als valors obtinguts al
fetge control.

Després de la intervencid, la quantitat de TAG per gram de teixit disminueix de
forma marcada (61%).

El CHOLy també presenta una reduccié important amb la intervencid (90%). La
reduccid es dona de forma més pronunciada a la fraccido d’EC (92%); mentre que I’FC
per g de teixit es redueix en un 54%.

Els PL, igual que la resta de lipids esmentats fins ara, també presenten un descens
pronunciat de la seva concentracid (aproximadament del 90%).

Una dada que crida ’atencio és el comportament dels NEFA. De tots els lipids
estudiats, aquests son els que presenten una disminucid menor per g de teixit (només un
13,4%). Es a dir, que mentre tots els lipids mostren una clara tendéncia a disminuir,
apropant els seus valors als observats al fetge control, i per tant indicant una tendéncia a
la normalitzaci6, els NEFA continuen clarament alterats 12 mesos després de la
intervencio.

No s’ha fet cap mesura de la taxa d’oxidacido dels NEFA pero I’expressio de
CPTI1A, ’enzim implicat en el transport dels NEFA cap a I’interior de la mitocondria
per a la seva posterior oxidacio, era similar en els obesos respecte al fetge control i la
seva expressio no es va alterar amb la intervencidé 100+4,7% en els obesos, 90,5+10,6%
als 12 M 1 75% en el fetge control).

A D’inici de I’estudi, els fetges dels individus obesos tenien un percentatge de lipids
al teixit (Figura 73) unes 8 vegades per sobre dels valors observats al fetge control i 4.2
vegades superior en comparacié amb els valors observats als 12 mesos de I’operacid
(descens del 76%), moment en el que els valors son similars als del control.

25 -
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Figura 73. Percentatge de lipids al fetge de la poblaci6 estudiada. La linia taronja correspon als valors
del fetge control. Comparacions respecte a I’obés (o) mitjangant ¢ d’Student. Tres simbols p<0.001.

El percentatge de lipids hepatics presenta una molt bona correlacié (p<0,001) tant
amb el contingut hepatic de TAG (1=0.91), com amb el de CHOLy (1=0.92) i amb els
NEFA (p<0.01, r=0,39). En el nostre cas, cal destacar que el percentatge de lipids a
fetge també correlaciona positivament amb mesures antropométriques com el BMI
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(p<0.01, r=0.41), el WHR (p<0.01, r=0.55) i els Kg de greix visceral (p<0.05, r=0.40)
establint una relacid entre 1’obesitat i la patologia del fetge gras. També presenta

correlacié amb parametres com la insulina o el HOMA-IR (p<0.05, r=0.37 1 r=0.38,
respectivament).

4.6.5 Lipases: activitat i expressio

De la mateixa manera que a I’AT, tamb¢ ens vam interessar per I’estat de les lipases
al fetge.

« Lipasa hepatica
La lipasa hepatica es troba implicada en el metabolisme de les lipoproteines, ja que
promou la captacio hepatica de ’HDLc. Donat que hem vist que tant la composicio

lipidics del fetge com ’HDLc es troben alterades en els obesos, vam voler coneixer
I’estat d’aquesta lipasa en els nostres pacients.
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Figura 74. Activitat i expressio de ’HL a fetge en la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als

valors del fetge control. Comparacions respecte a I’obés (o) mitjangant ¢ d’Student. Tres simbols p<0.001
in.s., no significatiu.

El fetge dels obesos morbids presentava gairebé el doble d’activitat HL per gram de
teixit que el fetge control, i ’activitat d’aquest enzim es va normalitzar als 12 mesos de
I’operacio (Figura 74 A).

En canvi, ’expressio de I’HL (Figura 74 B) no varia durant tot el periode estudiat 1
es manté¢ 1.6 vegades per sobre dels nivells d’expressio del fetge control. L’elevada

activitat HL que s’observa al fetge dels obesos podria estar directament implicada en
I’elevacié de TAG i PL en aquest organ.
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L’HL correlaciona amb parametres antropometrics com el BMI (p<0,001, r=0,52) 1
els Kg de greix total (p<0,01, r=0,45). A més, també correlaciona amb parametres
plasmatics com la leptina (p<0,01, r=0,40) i parametres hepatics com els NEFA
(p<0,05, r=0,36) o la CRP (p<0,05, r=0,38), ambdos possibles fonts d’inflamacid.

- Lipoproteina lipasa

La presencia d’LPL activa en el fetge adult és un fenomen poc habitual o gairebé
anecdotic, 1 generalment la que es detecta correspon a la que arriba pel torrent sanguini
per ser degradada. Tanmateix, el nostre grup ha descrit en model muri que en situacions
com el fetge de neonat de rata [389] o en un model de regeneracio hepatica en rata [390]
I’enzim no només hi és present en la seva forma activa sind que també s’hi troba
I’'mRNA.

Com que haviem detectat LPL hepatica en situacions patologiques, ens vam
preguntar si en el NALFD, malaltia en la que el contingut lipidic del fetge augmenta,
I’LPL podria estar jugant un paper clau.

El fetge dels obesos morbids també presenta el doble d’activitat LPL per gram de
teixit que el fetge control (Figura 75) 1 I’activitat de 1’enzim, disminueix un 25% als 12
mesos de la intervencio.
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Figura 75. Activitat i expressié de I’ LPL a fetge de la poblacié estudiada. La linia taronja correspon

als valors del fetge control. Comparacions respecte a 1’obés (o) mitjancant ¢ d’Student. Dos simbols
p<0.01.

Si ens mirem 1’expressié de PLPL a fetge (Figura 75) es pot observar com en

I’obes I’expressido d’LPL és perfectament detectable, mentre que als 12 mesos, igual que
al grup control, ’enzim gairebé no s’expressava.
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Donat que tant a I’any de la intervencid com en el fetge control es detecta activitat
de I’LPL perd no expressio de I’enzim, es podria dir que aquesta LPL és d’origen
extrahepatic, és la que prové de la resta de 1’organisme 1 arriba a fetge per ser
degradada.

L’activitat LPL a fetge presenta una bona correlacié amb el pes corporal (p<0.01,
r=0.44) 1 amb el perimetre de cintura (p<0.05, r=0.33). Per altra banda, no correlaciona
amb cap dels parametres lipidics de plasma, excepte els KB (p<0.05, r=-0.35). En canvi,
correlaciona amb la concentracid intrahepatica de NEFA (p<0.05, r=0.37). L’expressid
no correlaciona amb el percentatge de lipids a fetge ni amb els principals lipids
estudiats, pero si que presenta correlaci6 amb la concentracié plasmatica de TAG
(p<0.001, r=0.62) i de CHOLt (p<0.05, r=0.33).

«  Triacilglicerol lipasa de I’adipos

Tot 1 que I’expressio de ’ATGL és perfectament detectable a fetge, aquesta no
presenta cap variacié amb la intervencid (100+£3.6% en I’obés vs. 106.0£6.5% als 12
mesos, respecte 1’obes) ni diferéncies significatives en comparacié amb el fetge control
(105.9% d’expressio respecte 1’obes).

4.6.6 Proteines implicades en el metabolisme del colesterol a fetge
«  Hidroximetil-glutaril CoA reductasa

L’HMGCoA reductasa, I’enzim clau en la regulacié hepatica de colesterol, no va
presentar diferéncies significatives respecte els valors observats al fetge control
(100£12.2% en I’obes vs. 112.5% al fetge control) ni tenia alterada la seva expressio
amb la intervenci6 (123.14+21.0% d’expressio respecte 1’obes).

+  Receptor escombriaire de tipus B1
L’SRB1 (Figura 76) en canvi, va presentar un 27% més d’expressio en [’obes en
comparacio amb el fetge control 1 va continuar augmentant (p<0,01) als 12 mesos de la

intervencio.
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Figura 76. Expressié d’SRB1 a fetge de la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als valors del
fetge control. Comparacions respecte a I’obés (o) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01.
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« 7o hidroxilasa

La CYP7al (Figura 77), enzim limitant de la sintesi de sals biliars a partir de
CHOL, va presentar una expressio considerablement inferior a 1’observada al fetge
control, i encara va disminuir un 55% als 12 mesos de la intervencio.
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Figura 77. Expressio de la CYP70al al fetge de la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als
valors del fetge control. Comparacions respecte a 1’obés (0) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01.

Aix0 podria estar indicant una sintesi de sals biliars disminuida en 1’obés i que
encara es redueix més després de la intervencio. Als nostres pacients se’ls practica una
colecistectomia preventiva, ja que la incidéncia de litiasi biliar després d’una
intervencio de cirurgia bariatrica augmenta de forma significativa [391]. S’ha descrit
que una operacié d’aquest tipus augmenta 1’expressio de la Cyp7al [392]. Desconeixem
quina pot ser la causa del descens que observem en els nostres pacients.

4.6.7 Proteines implicades en el metabolisme hepatic de les lipoproteines
«  Receptor d’LDL

En I’obés, I’expressid hepatica de I’LDLr (Figura 78) es trobava un 106% per sota
de I'observada en la mostra control, i tot i que presentava una lleu tendéncia a
augmentar 12 mesos després de la intervencid, l’increment no arriba a ser
estadisticament significatiu, continuant aixi molt per sota dels nivells d’expressid
detectats en el fetge control.
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Figura 78. Expressio hepatica de ’LDLr en la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als
valors del fetge control. Comparacions respecte a I’obés (0) mitjancant ¢ d’Student. n.s., no significatiu.
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« Apolipoproteina B

L’apoB 100, apolipoproteina indispensable per a I’ensamblatge de les VLDL, va
presentar uns nivells d’expressid (Figura 79) un 16% inferiors als observats al fetge
control. Dotze mesos després de la intervencio els nivells es van normalitzar.
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Figura 79. Expressio hepatica d’apoB en la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als valors
del fetge control. Comparacions respecte a I’obés (o) mitjangant ¢ d’Student. Dos simbols p<0.01.

- CD36

Pel que fa al CD36 (Figura 80), un dels principals transportadors de NEFA del
fetge, en 1’obes es trobava un 54% per sobre dels valors observats al fetge control,
mentre que després de la intervencio es va produir una davallada del 35%, presentant
una clara tendencia a la normalitzaci6 dels valors.
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Figura 80. Expressio hepatica de CD36 en la poblacié estudiada. La linia taronja correspon als valors
del fetge control. Comparacions respecte a I’obés (0) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05.
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4.6.8 Discussio sobre NAFLD

El NAFLD ¢és una afectacié altament freqlient entre el nostre grup de pacients,
trobant-se en gairebé tots els casos. Tot i que la majoria d’ells presentaven un estat
avangat de la patologia (NASH), no es va detectar una alteracid palesa de les
transaminases. Aixo fa que la biopsia hepatica, tot 1 que invasiva, continui sent el millor
sistema de diagnostic per aquesta patologia.
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La majoria dels pacients amb NAFLD, independentment del grau de progressio de
la malaltia, sébn asimptomatics o presenten una lleu-moderada alteracio de les
transaminases, de manera que aquestes resulten un mal indicador pel diagnostic del
NAFLD [159, 178]. Altres factors que s’ha vist que estan fortament relacionats amb la
severitat del NAFLD son: la hipertrigliceridémia, nivells d’HDLc baixos [393] o la
presencia d’IR [394]; tots ells parametres que es troben alterats en major o menor grau
en els nostres pacients.

A banda dels resultats histologics, quan estudiem la composicié del fetge en els
nostres pacients observem com aquesta esta altament alterada.

Primerament, veiem com la quantitat de DNA per gram de teixit esta molt
augmentada respecte els valors detectats als 12 mesos. A diferéncia de I’AT, on la
quantitat de DNA per gram de teixit es pot interpretar com un indicador de la
cel-lularitat, en el cas del fetge aquesta dada no es pot interpretar de la mateixa manera,
ja que els hepatocits poden ser binucleats i presentar poliploidia [395] i desconeixem la
proporci6 de cada tipus cel-lular en els nostres pacients.

Aixi, una major quantitat de DNA per gram de teixit, el que podria estar indicant en
aquest cas ¢€s la preséncia de cel-lules de major mida o bé un major nombre de cé¢l-lules
poliploides. Aquest fenomen s’ha descrit com a habitual durant el procés d’envelliment
del fetge, pero també s’ha detectat en processos inflamatoris com 1’hepatitis 1 com
resposta a citoquines proinflamatories (TNFa o interferd-y) [395]

Per altra banda, la composici6 lipidica dels teixit també es troba alterada, trobant-se
concentracions incrementades de tots els lipids estudiats, en concordanga amb
I’esteatosi descrita en aquests pacients. L’excés de lipids (sobretot de NEFA 1 lipids
derivats de la hidrolisi dels TAG (DAG 1 ceramides) [110, 111], igual que en altres
teixits, podria provocar la inflamaci6 hepatica que observem en els nostres pacients.

L’esteatosi hepatica es desenvolupa quan la taxa d’entrada de NEFA (tant la
captacio com la sintesi i posterior esterificacié a TAG) és superior a la taxa de sortida
(oxidacio i secrecio), de manera que lipids com els TAG i els NEFA s’hi acumulen.

Aixi, alguns autors han descrit que en els obesos, la lipdlisi descontrolada de ’AT
deguda a la IR periferica proporciona un flux de NEFA incrementat i continu cap al
fetge [157]. Generalment, en I’estat postabsortiu, la principal font de NEFA (60%) és
I’AT, principalment el subcutani, mentre que el visceral només aporta el 5% dels
NEFA. En canvi, en els individus obesos s’ha descrit que 1’aportaci6 de NEFA del
visceral al fetge (teoria portal) pot arribar a representar el 20% [396]. Els resultats
obtinguts en els nostres pacients concorden amb aquesta teoria, ja que ens els obesos
hem observat una activitat HSL a I’AT, tant al subcutani com al visceral, molt per sobre
de I’observada en el grup dels normop¢s, tot i que aquest increment d’activitat lipolitica
només es tradueix en un lleuger ascens de la concentracié plasmatica de NEFA. Un
possible desti dels NEFA podria ser la incorporacioé a muscul per ser oxidats, pero hi ha
autors que han descrit que la capacitat oxidativa dels individus obesos es troba
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disminuida [387]. Una altra destinaci6 pels NEFA seria el fetge, que coincidiria amb els
resultats que hem observat.

L’increment detectat en 1’expressio de CD36 (un important regulador de la captacid
de NEFA del plasma) i la tendéncia en I’augment d’activitat de I’HL observades també
podrien estar implicades en I’augment de la captaci6é de lipids en aquest teixit. Hi ha
autors que també¢ atribueixen un paper en la captacié de lipids a I’LDLr (vist en ratolins)
[397], tot 1 que nosaltres no hem observat cap variacié en ’expressié d’aquesta proteina.

A més, nosaltres proposem que la preséncia d’LPL a fetge podria ser un altre factor
que promogués I’acumulacié de lipids a fetge 1 per tant I’aparicié/progressio del
NAFLD. S’ha descrit que TNFa pot provocar I’estimulacio de I’expressio d’LPL a fetge
[57], 1 com veurem més endavant, aquesta citoquina es troba sobreexpressada a fetge.
De fet, un augment d’LPL funcional a fetge afavoriria la captacié de I’excés de TAG
plasmatics presents a QM i1 VLDL, i aquests s’acumularien al fetge en forma de NEFA i
TAG promovent I’esteatosi. Els nostres resultats es veurien recolzats per la hipotesi del
drenatge hepatic de NEFA postulada per Berge i col-laboradors [398], on es suggereix
que els NEFA es deriven cap als hepatocits per ser oxidats o per ser convertits a KB
(nosaltres observem un increment molt marcat al mes de la intervencio). Segons aquesta
hipotesi I’increment d’expressi6 d’LPL a fetge seria un mecanisme de defensa
desenvolupat per redirigir ’acumulacié de lipids al fetge i reduir la pressido que fa la
hiperlipeémia plasmatica sobre altres teixit en els que podria provocar greus alteracions
(pancrees, muscul, etc). Quan el fetge deixa de ser esteatdtic no presenta expressio
d’LPL.

Fins i tot podria existir alguna relacid entre la IR hepatica i la sobreexpressié d’LPL
en aquest organ. Aixi, Kim i col-laboradors descriuen que la sobreexpressio d’LPL a
fetge provoca un augment indirecte dels DAG hepatics 1 aquests impedeixen la correcta
senyalitzacio hepatica de la insulina promovent-hi la IR [399]. Nosaltres observem que
parametres com la glucosa plasmatica o el HOMA-IR hi estan correlacionats (p<0,05,
=0,42 10,37, respectivament).

Una segona font de lipids a fetge és la lipogenesi de novo. L’excés d’hidrats de
carboni provinents de la dieta o de la resta de teixits de I’organisme que no els han
pogut captar per la IR, és derivat a fetge per a la sintesi de lipids. En els individus amb
normopes, la contribucié de la lipogénesi de novo als lipids hepatics €s petita (5%), perod
en els individus amb NAFLD pot arribar a ser del 23% [396] ja que, tot i que els
individus sovint presenten IR, paradoxalment la via continua sent sensible a
I’estimulacid per insulina i per tant es troba sobreestimulada [400].

Si ens fixem en les vies hepatiques de sortida dels lipids veurem com aquestes
també¢ es troben alterades en els nostres pacients. La principal és la secrecid a través de
les VLDL. En els nostres pacients s’observa un descens en 1’expressié de 1’apoB.
Aquesta inhibicié podria ser deguda a la hiperinsulinémia, ja que s’ha descrit que en
redueix 1’expressidé [401]. Tanmateix, aix0 no es tradueix en una disminuci6 de la
concentracio plasmatica d’apoB (Figura 47), el que esta indicant no només que s’esta
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regulant el recanvi de la proteina a nivell postraduccional sind que aquesta via de
secrecio hepatica de lipids es troba estimulada en el grup d’obesos estudiat. S’ha descrit
que la taxa de secrecido de VLDL en individus amb NAFLD esta augmentada, fins i tot
pot arribar a ser del doble en individus obesos amb NAFLD [168]. Tot i aix0, sembla
que aquest mecanisme acaba per saturar-se, de manera que no pot compensar I’augment
en I’entrada de greixos [168].

Pel que fa a altres mecanismes de sortida, s’ha observat que la B-oxidacié dels
NEFA es troba disminuida en els individus amb NAFLD, possiblement degut a la
inhibicié que provoca I’augment de malonilCoA sobre la CPT1 [172], tot i que no es
veu reflectit en els nostres resultats. Una alternativa proposada per alguns autors és
I’augment d’UCP2 [396] que permetria 1’eliminacié de 1’excés de NEFA. Per altra
banda, la condensacié de I’acetilCoA cap a la via de la cetogénesi, la qual trobem
altament incrementada, sobretot després del primer mes de la intervencid en el que
suposadament s’esta mobilitzant una gran quantitat de greixos, també ha estat
proposada com una via d’eliminacié de 1’excés de lipids [396].

Si ens centrem en la inflamaci6 hepatica, s’ha proposat que en el NASH associat a
I’obesitat, existeix una implicaci6 directa dels macrofags activats de I’AT en la
progressio de la malaltia. Per explicar la relacio es proposen dues hipotesi: la primera
d’elles postula que els macrofags activats de I’AT secretessin alguna molécula que
promogués la inflamacié en llocs remots (com ara el fetge). Una moleécula candidata
podria ser TNFa o IL6 [393, 402], tot i que els resultats obtinguts fins al moment so6n
discrepants ja que, com veurem més endavant, no sempre s’ha vist una implicacid
directa d’aquestes citoquines en el desenvolupament/millora del NASH [403]. La
segona hipotesi proposa que els macrofags promoguessin la inhibicid de la secrecid
d’algun factor. En aquest cas la proteina candidata seria I’adiponectina, molécula que es
troba reduida en els AT amb elevada infiltraci6 de macrofags. L’adiponectina estimula
I’oxidacio hepatica de NEFA 1 la cetogeénesi, mentre que inhibeix la sintesi de TAG 1
CHOL aixi com la secrecio de citoquines com TNFa [173], en els obesos aquesta
citoquina esta disminuida i per tant no pot dur a terme les seves funcions.

Pel que fa als efectes de la pérdua de pes sobre la funcid hepatica i la seva
morfologia, aquests varien en funcié del mecanisme emprat per aconseguir la perdua de
pes. Quan la pérdua de pes es dona rapidament s’observa un augment de les lesions
histologiques (com en el cas del bypass jejunoileal o a I’inici de la pérdua de pes
després d’un bypass gastric) degut a la rapida mobilitzaci6 de NEFA intra- o
extrahepatics [165, 241]. Aquest augment de NEFA es veu reflectit al plasma dels
nostres pacients 1 es podria traduir en I’augment de les transaminases al primer mes
després de la intervencié. En canvi, si la pérdua de pes €és gradual (com la que es
donaria uns mesos després de la cirurgia bariatrica) generalment s’observa una millora
del pronostic [165]. Hi ha autors que han descrit que la sobreexpressiéo d’ATGL millora
I’esteatosi [404], perd en el nostre cas no observem cap canvi en I’expressiéo d’aquest
enzim durant el periode estudiat.
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Amb la intervencié 1 la peérdua de pes la majoria dels parametres hepatics es
normalitzen, pero crida I’atencio que els NEFA al teixit continuen elevats. Aixo podria
ser degut a que la taxa lipolitica als AT, al menys al subcutani, encara continua
incrementada. Tanmateix, no disposem de les dades a I’AT visceral, que seria, en
principi, qui més n’aportaria, per poder-ho confirmar.

4.7 Inflamacio

Com ja s’ha comentat a la introduccié d’aquest treball, I’obesitat es troba lligada a
un cert grau d’inflamacio lleu i cronic [66, 112]. A la bibliografia existeixen nombrosos
marcadors d’inflamacié inespecifics com ara el recompte leucocitari, 1’albimina, la
fosfatasa alcalina, el fibrinogen [405].

A banda d’aquests, també vam voler estudiar el comportament d’altres marcadors
inflamatoris (PAI1, NO, CRP, IL6 i TNFa) que recentment han guanyat importancia en
el camp de I’obesitat.

4.7.1 Marcadors d’inflamacio inespecifics
« Recompte leucocitari i hematologia

Durant tot I’estudi els valors del recompte leucocitari (Figura 81) es troben dins
del rang de normalitat (4.10 a 9.90 x10° cél-lules/L). Tanmateix, en 1’obés, els valors
son de 8.44+0.06x10° cél-lules/L, mentre que tot just un mes després de la intervencié
baixen de forma significativa a 6.95+0.31x10° cél-lules/L.

Durant la resta del periode estudiat els nivells es mantenen estables. Als 12 mesos
eren de 6.88+0.32x10° cél-lules/L, un 18% més baixos que a Iinici de Iestudi.
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Figura 81. Recompte leucocitari en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris indica el rang de
normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjancant ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.05 i
dos simbols p<0.01.

La resta de parametres hematologics (Taula 15) es trobaven dintre dels rangs de

normalitat, tot i que en la majoria dels casos, els valors promitjos obtinguts eren porpers
al limit superior.
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Els parametres de la série vermella (hematies, hematocrit i hemoglobina) no van
experimentar cap variacié amb la cirurgia. Per contra, tots els recomptes de cel-lules de
la série blanca (leucocits, neutrofils, limfocits, monocits,eosinofils, basofils 1
reticulocits) van disminuir en major o menor mesura de forma significativa.

El nimero de plaquetes no va variar amb la intervencio, pero en canvi si que ho va
fer el seu volum mitja, mostrant un increment significatiu del 4.5%.

Ob 1M 3M 6M M 12M Referéncia| Panova
Hematies (x1 R 4.9+0,1 4,840,1 4.940,1 4,8+0,1 4,7+0,1 4,7+0,1 39-49 s
céllules/L) o -
VCM dels hematies 85,4+0,9 85,0+1,0 84,8+0,9 86,0+1,0 86,6+0,9 86,6+1,2
82,1 - 96,2 n.s.
(L)
. 41,3£0,5 40,9+£0,6 41,5£0,6 412406 40,9+0,6 40,9+0,7
Hematocrit (%) 359 - 44,1 n.s.
. 11,9+0,2 13,7+0,2 13,8+0,2 13,9+0,2 13,74£0,2 13,7402
Hemoglobina (g/dL) 11,8 - 14,7 ns.
Leucocits 8,4+0.4 7,0+£0,3 7,3+0,3 7,0£0,3 6,8+0,3 6,9£0,3
’ e o o 0 0 41-99 <0,01
(x10° céldules/L)
Neutrofils 52403 4,140,2 42402 4,3+0,3 3,9+0,2 42403
9 . . 14-6,5 <0,01
(x10" céllules/L) ° o0 °
Limfocits 2,4+0,1 2,040,1 2,3+0,1 2,1+0,1 2,1+0,1 2,1£0,1
9 . 12-34 <0,05
(x10” céldules/L)
Monocits 0,6+0,0 0,6+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,4+0,0 04+0,0
9 o 0 o 02-16 <0,001
(x10" céllules/L)
Eosinofils 0,2+£0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0
9 <0,7 <0,01
(x10° céldules/L)
Basofils 0,04+0,00 | 0,02+0,01 | 001001 | 001+0,01 | 0,01+0,01 | 0,01+0,01
9 . <02 <0,05
(x10" céllules/L)
Reticulocits 57,146,2 41,2450 35,4+4.1 29,0+4,0 29,1£3,0 27,7424
® oo o0 25-75 <0,001
(x10" céllules/L)
Plaquetes 286+12 282+17 275+13 272+13 279+17 268+12
o . 150 - 386 ns.
(x10° céldules/L)
8,9+0,2 10,1+0,2 10,2+0,3 9,702 9,6+0,2 9,3+02
VPM (iL) o0 . 74-104 | <0001

Taula 15. Resultats de les analitiques d’hematologia de la poblacié estudiada. A la penultima
columna es mostren els valors de referéncia de I’Hospital de la Vall d’Hebron per a aquests parametres.
Comparacions respecte a 1’obés (o) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey o Dunn segons s’escaigui. Un
simbol p<0,05, dos simbols p<0.01, tres simbols p<0.001 i n.s., no significatiu.

« Albumina

A Dlinici de Destudi, I’albimina plasmatica (Figura 82) presentava una
concentracio de 4.11+0.06 g/dL, dins del rang de normalitat (3.5-5.5 g/dL). Aquest
parametre es va mantenir estable durant tot el periode estudiat, presentant uns valors de
4.21£0.05 g/dL als 12 mesos de la intervencio.
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Figura 82. Concentracié d’albtiimina plasmatica a la poblaci6 estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’ob&s mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. n.s.,
no significatiu.

«  Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina presenta un comportament similar al de 1’albumina,
mantenint els seus valors estables i dins del rang de normalitat (40-140 IU/L) durant tot
el periode estudiat. L obés presentava uns valors de 77.6+3.6 IU/L i als 12 mesos de la
intervencio els valors eren de 87.5+3.9 IU/L (ANOVA no significativa).

« Fibrinogen

Pel que fa al fibrinogen (Figura 83), a I’inci de I’estudi els valors eren de
402.949.5 mg/dL, un 26% per sobre del limit superior de normalitat (230-320 mg/dL).
Després de I’operaci6 els nivells de fibrinogen es mantenen constants fins que al nove
més comencen a disminuir, assolint nivells de 343.3+11.9 mg/dL als 12 mesos. Tot i el
descens de gairebé el 15%, no es van aconseguir valors de normalitat.
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Figura 83. Concentracio plasmatica de fibrinogen en la poblaci6 estudiada. La zona ombrejada en
gris indica el rang inferior de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjancant ANOVA i posttest
de Tukey. Un simbol p<0.05 i dos simbols p<0.01.

En el nostre cas, els nivells de fibrinogen correlacionen (p=0.001) de forma positiva
amb el BMI (1=0.34) 1 el % d’excés de pes (r=0.30) 1 de forma no tan marcada (p<0.05)
amb el perimetre de cintura (r=0.33), el greix total (=0.22) 1 el greix visceral (r=0.30),

181



Resultats i Discussio

en canvi no presenta correlaci6 amb el greix subcutani, fet que relacionaria la
inflamacié amb I’obesitat central. Pel que fa als parametres glucidics, el fibrinogen
correlaciona de forma positiva amb la insulina (p<0.01, r=0.24) i amb el HOMA-IR
(p<0.05, r=0.21) 1 no presenta cap correlacié amb la glucosa.

4.7.2 Activador de I’inhibidor del plasminogen de tipus 1

Una altra proteina de fase aguda que s’ha estudiat en el nostre grup de pacients és el
PAIIl. Els nivells plasmatics de PAI1 (Figura 84) en els obesos van ser el doble dels
observats en els individus amb normopes (tot i no assolir significativitat estadistica), i
van anar disminuint progressivament després de la intervenci6 assolint valors fins 1 tot
inferiors als del grup control.
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Figura 84. Concentracié plasmatica de PAIl a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obes (0) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. Dos simbols
p<0.01 i tres simbols p<0.001.

En aquest cas també hem estudiat I’expressi6 de PAIl. Podem veure com en AT
subcutani dels obesos (Figura 85) no es van observar grans increments en I’expressio de
la proteina en comparacido amb el grup normopes, en canvi al visceral I’expressio en
I’obés era 1.7 vegades superior que al grup control. Tanmateix, en el cas de ’AT
subcutani, als 6 mesos de la intervencid es va produir una reducci6é ens els nivells
d’expressiod considerable (del 58%). En els obesos, PAIl s’expressa 1.9 vegades més al
subcutani que al visceral, mentre que en els controls no hi ha diferéncies significatives.

En canvi, en el cas del fetge (Figura 85), en els obesos I’expressio de PAIl es
trobava molt incrementada respecte al fetge control (3.2 vegades) i 12 mesos després de
la intervencio els nivells es van normalitzar, mostrant un descens de gairebé el 60%.

La concentracié plasmatica de PAIl presenta una molt bona correlacié (p<0.001)
amb D’expressid de la proteina a I’AT subcutani (r=0.53) i a fetge (r=0.57), no aixi amb
I’expressio a I’ AT visceral (p=0.82).
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Figura 85. Expressio de PAI1 a ’AT subcutani i visceral i afetge de la poblacié estudiada. La zona
ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a
I’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani
de I’obés (x) i AT visceral respecte control (¢) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05 i dos simbols
p<0.01.

4.7.3 Oxid nitric i sintases d’oxid nitric

L’NO en petites quantitats té propietats antiaterosclerotiques ja que regula
positivament el to vascular, inhibeix 1’agregaci6 plaquetaria, 1’adhesio de leucocits i la
peroxidacio de lipids [406]; perd una sobreproducci6 pot tenir efectes contraproduents,
provocant la disfuncié de les cél-lules endotelials i 1’oxidacid de biomolecules
(proteines, NEFA 1 DNA); podent provocar fins i tot la mort cel-lular [407].

A plasma, els valors d’NO mesurats com a concentraci6 de nitrats (Figura 86) en
I’obés eren 1.7 vegades inferiors als observats en els individus amb normopes. Al mes
de la intervencié van mostrar un augment significatiu (del 49%), assolint valors similars
als dels individus normopes, perod van tornar a disminuir als 6 mesos de la intervencio
mantenint-se aproximadament 1.7 vegades per sota dels valors del grup normopes fins
al final del periode estudiat.
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Figura 86. Concentracié plasmatica d’NO en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en taronja

correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjancant
ANOVA i posttest de Tukey. Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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Els nitrats son sintetitzats a partir d’arginina per les NOS. En aquest treball hem
estudiat I’expressio de la NOS induible (iNOS) i I’endotelial (eNOS) en els AT i el
fetge.

La iNOS, tant a AT com a fetge mostrava uns nivells d’expressi6 baixos, propers
als limit de deteccid de la técnica; en canvi, la eNOS era perfectament detectable.

En I’AT dels obesos (Figura 87) no s’observava una alteracié en 1’expressio de les
NOS estudiades en comparacié amb el grup normopes, ni al subcutani ni al visceral. Als
12 mesos en canvi, mentre que la iNOS mostrava una certa tendéncia a augmentar sense
arribar a ser significativa, la eNOS es va estabilitzar en valors un 31% inferiors als de
I’obes.

L’expressio d’iNOS a I’AT subcutani presenta una bona correlaciéo amb 1’expressiod
d’aquest enzim a I’AT visceral (p<0.01 1 =0.45), no aixi la eNOS (p=0.71).
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Figura 87. Expressi6o de les NOS induible i endotelial a ’AT de la poblacié estudiada. La zona
ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions en AT subcutani respecte a
I’obés (o) i el control (c) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey; en AT visceral respecte a AT subcutani

de I’obés (x) i AT visceral respecte control (c) mitjangant ¢ d’Student. Un simbol p<0.05, dos simbols
p<0.01 i n.s., no significatiu.
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Figura 88. Expressio de les NOS induible i endotelial a fetge de la poblacié estudiada. La linia

taronja correspon als valors del fetge control. Comparacions a 1’obés (0) mitjangant ¢ d’Student. Dos
simbols p<0.01 i n.s., no significatiu.

A fetge (Figura 88) en canvi, tot i que els valors d’expressid de les NOS sempre es
trobaven al voltant dels obtinguts en el fetge control. Amb la intervencio, la iNOS
presentava una tendencia a disminuir (descens en 1’expressio del 36%) mentre que la
eNOS mostrava un augment de 1’expressi6 del 25%.

No s’observa correlacido entre la concentraci6 d’NO plasmatica 1 1’expressio
enzimatica de cap de les dues NOS en cap dels teixits estudiats. Tampoc hi ha cap
correlacid entre I’NO plasmatic 1 els parametres antropometrics estudiats.

4.7.4 Proteina C reactiva

A banda dels marcadors ja esmentats, una altra proteina que recentment esta
guanyant importancia com a marcador de la inflamacio caracteristica de 1’obesitat és la
CRP.

La CRP (Figura 89), a I’inici de I’estudi, presentava valors a plasma de 21.3£1.8
mg/L, molt per sobre dels valors de normalitat (inferiors a 8 mg/L) 1 estadisticament
superiors als valors obtinguts en el grup control (6.9+0.9 mg/L), indicant d’aquesta
manera que la inflamacid es trobava present en els individus estudiats. Els valors
d’aquest parametre es van mantenir elevats al menys fins un mes després de la
intervencid. En canvi, als sis mesos d’aquesta es va detectar una disminucio
pronunciada (10.8£1.4 mg/L), que va continuar fins al final de I’estudi (4.2+0.6 mg/L)
on es van assolir valors dins del rang de normalitat. En general, la disminuci6 resulta
estadisticament significativa.
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Figura 89. Concentracié plasmatica de CRP en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat, la zona ombrejada en taronja correspon als valors del grup control.
Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (c) mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Tres simbols
p<0.001.

Si tenim en compte tot el periode estudiat, la CRP plasmatica presenta una
correlacid positiva forta (p<0.001) amb el BMI (r=0.53), els perimetre de cintura i
maluc (r=0.58 1 0.48, respectivament), amb el percentatge de greix total (=0.43), i amb
els Kg de greix subcutani i visceral (r=0.48 i 0.47, respectivament). A més, també
presenta una forta correlacié positiva (p<0.001) amb els parametres d’IR estudiats:
glucosa (r=0.34), insulina (r=0.35) i HOMA-IR (r=0.40). Finalment, la CRP mostra una
correlacié positiva amb el fibrinogen (p<0.001, r=0.54) mentre que correlaciona
negativament amb [’adiponectina (p<0.001, r=-0.37), corroborant les accions
contraposades d’aquestes dues proteines en comparacié amb 1’adiponectina pel que fa a
la inflamacio.

Les alteracions en la concentracid6 de CRP no només les hem vistes a nivell
plasmatic sin6 que a nivell tissular trobem una situacié similar (Figura 90). Aixi, a ’AT
subcutani la concentraci6 tissular de CRP és 5 vegades superior que en els controls
(0.21£0.03 vs. 0.04+0.02 ng/mg) i a ’AT visceral 6 vegades superior (0.24+0.03 vs.
0.04+0.03 ng/mg). De la mateixa manera, a fetge la CRP és 18 vegades superior en els
individus obesos que en els controls (3.68+0.52 vs. 0.20+0.08 ng/mg).

La CRP de plasma correlaciona positivament (p<0.001) amb la CRP a I’AT
subcutani (r=0.63), a AT visceral (r=0.59) 1 al fetge (r=0.73). Tamb¢ hi ha correlacio
entre la CRP a fetge 1 a ’AT subcutani en els obesos (p<0.001, r=0.64). En canvi no
existeix correlacio entre la CRP a I’AT subcutani i al visceral.

La CRP plasmatica també presenta una forta correlacié amb la concentracié de
NEFA a I’AT subcutani (p<0.001 i r=0.45) i amb la concentraci6é de lipid en aquest
teixit (0<0.01, r=0.36) aixi com amb el percentatge de lipids a fetge (p<0.001. r=0.61) i
amb la concentraci6 de NEFA en aquest teixit (p<0.05, r=0.31). No s’observa cap
correlacid entre la CRP plasmatica 1 I’AT visceral.
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Figura 90. Concentracions tissulars de CRP en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en taronja
correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obés (0) i el control (¢) mitjancant
Kruskal-Wallis i posttest de Dunn. Dos simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.

4.7.5 Interleuquina 6

Donat que I’expressi6 de CRP esta controlada per IL6, TNFa i glucocorticoides
[408, 409], vam estudiar la seva expressio en el nostre grup de pacients.

En el cas d’IL6 (Figura 91), tot i que les diferéncies no séon estadisticament
significatives, observem una tendéncia a que els obesos tinguin valors més elevats que
els controls a I’inici de I’estudi, tant a AT subcutani com a visceral, tal i com s’ha
descrit a la bibliografia [71, 114]. Per altra banda, també observem una tendeéncia a la
normalitzacié dels valors a I’any de la intervencid. La IL6 a subcutani correlaciona
(p<0.05) amb la del visceral (r=0.42). En el cas del fetge, lalL6 només es va poder
detectar de forma fiable en el 20% dels casos a I’inici de I’estudi, i a ’any de 1’operacio
cap individu presentava uns nivells d’expressio d’IL6 detectables amb les nostres
condicions de PCR; tampoc no es va poder detectar IL6 al fetge del grup control.
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Figura 91. Expressié d’IL6 a AT subcutani i visceral en la poblacié estudiada. La zona ombrejada en
taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte a 1’obés i el control mitjangant
Kruskal-Wallis i posttest de Dunn. n.s., no significatiu.
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4.7.6 Factor de necrosi tumoral a

Pel que fa a I’expressio de TNFa (Figura 92), no s’observen canvis significatius a
I’AT subcutani després de [’operacid, ni es detecten diferéncies en els nivells
d’expressié d’aquesta citoquina respecte al grup control, ni entre els dos dipdsits
grassos; fet descrit a la bibliografia [66, 92]. En canvi, a fetge si que s’observen
diferéncies significatives entre 1’obés i el grup control. Aquestes diferéncies
desapareixen a 1’any de la intervencio, perd el descens no arriba a ser estadisticament
significatiu.

Aquestes dades suggereixen que I’AT dels obesos, a diferéncia del fetge, no esta
directament implicat en 1’elevacié dels nivells plasmatics de TNFa descrita per alguns
autors [378].
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Figura 92. Expressio de TNFa a ’AT subcutani i visceral i al fetge de la poblacié estudiada. La zona
ombrejada en taronja correspon als valors del grup control. Comparacions respecte al control (c)
mitjancant Kruskal-Wallis i posttest de Dunn. Un simbol p<0.05 i n.s., no significatiu.

Mentre que I’expressié d’IL6 a I’AT subcutani correlaciona (p<0.01) amb el BMI 1
el greix total (r=0.33 1 0.34, respectivament), la IL6 de I’AT visceral i del fetge i TNFa
en els teixits estudiats no correlacionen amb cap dels parametres antropomeétrics
analitzats, fet que no coincideix amb altres autors els quals han descrit correlacions
positives entre 1’expressié de TNFa i el BMI o el percentatge de greix corporal [378].
Per altra banda, la IL6 d’AT subcutani correlaciona amb el fibrinogen (p<0.01. r=0.36) i
amb el TNFa d’AT visceral (p<0.05, r=0.42). TNFa al subcutani correlaciona amb la
CRP plasmatica (p<0.05, r=0.26). A ’AT visceral, existeix una forta correlacio entre la
IL6 i el TNFa d’aquest teixit (p<0.001, r=0.59), 1 també correlaciona amb el TNFa a
fetge (p<0.01, r=0.49). Tot 1 que s’ha descrit que IL6 estimula la producci6 de CRP a
fetge [410], nosaltres no hem vist cap correlacid entre aquests dos parametres.
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4.7.7 Parametres relacionats amb els glucocorticoides
«  Hormona adrenocorticotropa

Els nivells d’ACTH, I’hormona que regula la produccio de cortisol a les glandules
adrenals, van presentar uns nivells dins del rang de normalitat (7-51 pg/mL) durant tot
el periode estudiat, perd van experimentar un descens estadisticament significatiu del
51% durant I’any posterior a I’operacio (Figura 93).
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Figura 93. Concentracié plasmatica d’ACTH a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA 1 posttest de Tukey. Dos
simbols p<0.01 i tres simbols p<0.001.
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« Cortisol
Pel que fa als corticoides, trobem que el cortisol a plasma (Figura 94) no presenta
una variacié estadisticament significativa després de ’operacié (15.2+1.0 a I’inici vs.
12.6+£0.6 png/dL al final de I’estudi) 1 els valors del parametre estan dins del rang de

normalitat (5-25 pg/dL) durant tot I’estudi.
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Figura 94. Concentracié plasmatica de cortisol a la poblacié estudiada. La zona ombrejada en gris
indica el rang de normalitat. Comparacions respecte a 1’obés mitjangant ANOVA i posttest de Tukey. n.s.,
no significatiu.
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« 11P hidroxiesteroid deshidrogenasa de tipus 1

Els glucocorticoides secretats generalment viatgen per la sang units a la proteina
d’uni6 a glucocorticoides (CBG). En el nostre cas no hem observat variacions
estadisticament significatives ni en la concentracié d’aquesta proteina a plasma
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(60.2+2.4 a I’inici vs. 58.8+3.0 ng/ulL) ni en la seva capacitat d’unidé a cortisol
(151.1£17.2 vs. 133.84+21.2 nmol cortisol/uL).

Donat que no es van detectar variacions en la CBG, ens vam plantejar estudiar els
nivells de cortisol tissulars de forma indirecta. Aixi, una font de cortisol és la que
s’obté, als teixits com el fetge i I’AT, de la conversid al cortisol a partir del metabolit
inactiu cortisona mitjangant 1’activitat de 1’1 1BHSD1 [86, 87]. En el nostre cas hem vist
que aquest enzim (Figura 95) es troba sobreexpressat a I’AT subcutani dels individus
obesos, 1 que després de la intervenci6 els nivells d’expressid de I’enzim disminueixen
de forma significativa en un 42%. Tant a fetge com a I’AT visceral no trobem
diferencies significatives respecte del grup control, ni variacions amb la cirurgia.
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Figura 95. Expressié relativa d’11HSDB1 a AT subcutani i visceral i a fetge en la poblacio
estudiada. Les zones ombrejades en taronja corresponen als valors del grup control. Comparacions
respecte a 1’obés (o) i al control (¢) mitjangant ANOVA i posttest de Tukey (TAB) o amb ¢ d’Student
(fetge). Un simbol p<0.05, dos simbols p<0.01 i n.s., no significatiu.

L’expressio de I’ 1BHSDI1 correlaciona amb els nivells de CRP a I’AT subcutani
(p<0.05, r=0.28). No s’observa cap correlacié amb els nivells de CRP ni a I’AT visceral
ni a fetge.

4.7.8 Discussio sobre marcadors d’inflamacio

En el cas dels marcadors inespecifics d’inflamacié, observem com en la majoria
dels casos (fibrinogen, PAI) els obesos presenten nivells elevats en major o menor
mesura 1 aquests es normalitzen després de la intervenci6. En altres casos, com en el
recompte leucocitari 1 altres parametres hematologics els valors es troben propers al
limit superior de normalitat sense arribar a superar-lo, perd s’observen canvis
significatius en les concentracions d’algunes tipologies cel-lulars (leucocits, limfocits,
mondcits). Tot 1 que els canvis observats en els parametres inflamatoris sén més lleus
que els que es donen en els processos inflamatoris aguts, la cronicitat d’aquest tipus
d’inflamacio pot ser clau en la progressié de 1’obesitat i les comorbilitats que porta
associades [405].

190



Resultats i Discussio

Hi ha estudis clinics que han aportat evidéncies de que els nivells de fibrinogen es
troben elevats en individus amb sobrepes i en obesos, 1 s’ha observat una correlacié
positiva entre el BMI i el fibrinogen, tanmateix es desconeix si s’estableix una relacio
de causa-efecte directa [410]. Tot i que no s’ha descrit la sintesi de fibrinogen a ’AT,
I’alliberacio6 de citoquines per part d’un AT amb la funci6 alterada podria influenciar la
produccio de fibrinogen a fetge. De fet, es coneix que ’AT visceral en particular,
provoca un augment de la sintesi de fibrinogen mitjancant la secrecié d’IL6 [200]. En
aquest aspecte, els nivells elevats de fibrinogen podrien reflectir I’estat d’inflamacié de
I’AT que s’associa amb la IR 1 I’obesitat [410].

Pel que fa als efectes de la peérdua de pes sobre els nivells de fibrinogen, els
resultats descrits a la bibliografia son controvertits. Hi ha autors que descriuen una
millora d’aquest parametre mentre que d’altres no observen cap efecte [410, 411].
Sembla ser que calen pérdues de com a minim el 10% del pes inicial per obtenir
reduccions significatives en els nivells d’aquesta proteina [201]. En el nostre cas no
observem cap diferéncia fins que la pérdua de pes no és del 34%.

A més de D’alteracid en la concentraci6 de fibrinogen, en els obesos el sistema
fibrinolitic es troba alterat en altres punts. Un elevat recompte leucocitari o la
concentracio plasmatica de NEFA alterada, provoquen danys als vasos sanguinis que
afavoreixen el procés de coagulacio. A més, els valors elevats de PAIl a plasma
impedeixen la degradacio de la fibrina, de manera que aquesta tendeix a polimeritzar i
formar trombos.

S’ha descrit que el fetge és una de les principals fonts de PAIl, juntament amb les
cel-lules endotelials [68]. En el cas dels nostres individus, la produccié hepatica de
PAIl es troba molt incrementada (al menys a nivell d’expressio), perod creiem que la
producci6 d’aquesta proteina a I’AT també pot contribuir de forma considerable a
I’increment dels nivells plasmatics de PAII.

Nosaltres hem observat que I’AT subcutani produeix més PAIl que el visceral, tot i
que hi ha autors que han descrit el contrari [412], potser degut a que el teixit que
empraven provenia d’individus amb normopes. Tanmateix, després de la intervencio,
els nivells d’expressi6 al subcutani disminueixen considerablement fins a nivells
similars als del visceral. Hi ha autors que relacionen els nivells de PAI1 amb 1’obesitat
visceral [68, 77], pero en el nostre cas les correlacions amb el BMI i els Kg de greix tant
subcutani com visceral eren similars i en canvi no en veiem amb el WHR.

S’ha proposat que I’increment de PAIl a plasma, en el cas dels obesos, es déu a la
inflamacié de ’AT [413]. De fet, en el cas dels nostres individus, I’expressioé de PAIl a
I’AT subcutani correlaciona amb la d’IL6 i al visceral amb la d’IL6 1 TNFa. Pero a més,
a fetge també correlaciona amb la de TNFa, fet que podria indicar que 1’esteatosi
hepatica que promou la inflamacié d’aquest organ també hi podria estar contribuint
[414].

Pel que fa a ’NO, cal destacar que presenta un comportament inesperat. Son
diversos els estudis que descriuen que [’obesitat es troba associada amb una
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sobreproduccié d’NO 1 l‘atribueixen a la sobreexpressio de la iNOS a I’AT subcutani,
principalment [407]. En el nostre cas no només no detectem 1’excés d’iNOS en 1’obes
sin6 que els nivells d’NO en plasma es troben per sota dels detectats al grup control i
continuen aixi als 12 mesos de la intervencio. Alguns autors ho atribueixen a que els
obesos tenen un excés d’inhibici6 de la producci6 d’NO [406]. Aixi, Lin i
col-laboradors també descriuen un descens significatiu del 44% en els nivells d’NO
després de la cirurgia bariatrica [406] pero, tot i que ho atribueixen a una disminuci6 de
la iINOS, no estudien directament I’expressio de I’enzim.

Per altra banda, al mes de la cirurgia s’observa un clar increment de la concentracié
d’NO en plasma. Durant el primer més posterior a la intervencio €s quan es produeix la
major perdua de pes (11%) 1 coincideix amb un dels majors descensos en la massa de
greix visceral (38%). Aix0 implicaria una gran mobilitzacié de greixos, reflectida per
I’increment de NEFA a plasma en aquest periode. S’ha descrit que aquests NEFA
podrien actuar com a substancies proinflamatories [108], estimulant 1’expressio d’iNOS,
la qual podria provocar I’augment d’NO a plasma. Malauradament no disposem de les
dades d’expressio de les NOS en aquest punt.

En el nostre cas, I’expressio de la iNOS a I’AT després del RYGB no es correspon
amb un increment de I’NO a plasma, tot 1 que en principi, I’expressié d’aquest enzim
implicaria un augment marcat de la producci6 d’NO. En canvi, la eNOS, que en teoria
proporciona nivells d’NO baixos (¢€s a dir, vasodilatadors i1 cardioprotectors), redueix la
seva expressio a ’AT. Tanmateix, la interpretacié d’aquesta reduccid és dificil, ja que
en principi, no té perque traduir-se en un descens de 1’activitat perque la funcionalitat
d’aquest enzim és depenent de calci-calmodulina [415]. Per altra banda, recentment s’ha
descrit que factors com ’adiponectina, la grelina o la leptina també poden modular la
funcio6 de la eNOS [415, 416]. Seria necessari un estudi amb més profunditat per acabar
d’aclarir el paper que estan jugant I’'NO i les NOS en la inflamaci6é 1 el risc
cardiovascular que acompanya I’obesitat.

Si ens fixem en la CRP, els canvis en el pes corporal i en el percentatge de greix es
troben associats positivament amb la reduccido de la CRP plasmatica. De fet, s’han
descrit disminucions dels nivells de CRP en individus que han perdut pes amb dieta o
exercici. Tanmateix, en el cas dels obesos morbids, la cirurgia bariatrica s’ha mostrat
com el tractament més efectiu a llarg termini per aconseguir reduccions estables de la
CRP plasmatica [417].

Hi ha autors que afirmen que la CRP només es produeix a fetge [408]. Els nostres
resultats confirmen que el fetge ¢és una font molt important de CRP [409]. Pero creiem
que, tot 1 que les quantitats detectades a AT son relativament més petites que a fetge, si
es té¢ en compte que I’AT representa el 61% del greix corporal, aquest teixit també pot
resultar una font important de CRP. Alhora, els resultats reafirmen que en els individus
obesos existeix un procés inflamatori que afecta al menys el fetge i ’AT i que aquest
procés inflamatori remet amb la perdua de pes [408].

Els resultats obtinguts de les citoquines proinflamatories IL6 1 TNFa suggereixen
que la IL6 procedent de I’AT (sobretot del subcutani) i el TNFa hepatic (no pas el de
I’AT) podrien estar implicades en I’augment de CRP observat en els obesos. El seu
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descens 12 mesos després de la intervencid tindria com a conseqiiéncia la disminucio6 de
la CRP tant a fetge com a AT 1 aixo provocaria el descens de la CRP a plasma.

En relacié amb el metabolisme glucidic, com que la IL6 utilitza les mateixes vies
de senyalitzacio que la insulina, el fet que n’augmenti la seva expressio en determinats
teixits podria fer que també augmentés el grau d’interferéncia, provocant d’aquesta
manera IR [71]. Per altra banda, TNFa fosforil-la I’'IRS1 en els residus de serina inhibint
la senyalitzaci6 de la insulina [66], de manera que si augmenta la seva concentracio
també hauria d’augmentar el grau d’interferéncia amb la senyalitzaci6 de la insulina.

Per altra banda, una CRP elevada es troba altament relacionada amb malalties
cardiovasculars, per I’efecte proinflamatori que produeix sobre 1’endoteli [418]. La CRP
uneix LDL (alterades en 1’obe¢s), que son capturades pels macrofags situats als llocs amb
dany endotelial donant lloc a cel-lules escumoses, les quals poden iniciar les plaques
d’ateroma [417]. Com que es tracta d’una proteina de fase aguda, la CRP pot induir la
produccio de molécules d’adhesio i la produccié de factors quimioatraients de monocits
a les cél-lules de I’endoteli promovent d’aquesta manera respostes locals inflamatories
(NO), agreujant aixi les plaques aterosclerotiques [417].

El disseny del nostre estudi no ens permet establir el paper concret que juguen els
parametres inflamatoris en 1’augment del risc cardiovascular, pero la relacié positiva
que hem detectat entre parametres proaterogenics com I’LDLc augmentat, I’HDLc
disminuit 1 PAIl elevat amb la CRP i el fibrinogen déna suport a la hipotesi que la
inflamacio6 podria jugar un paper directe en la etiologia de la malaltia cardiovascular en
’obesitat.

Finalment, tot i que els valors d’ACTH 1 cortisol es troben dins del rang de
normalitat per a cada parametre, es pot observar que existeix cert grau de desconnexid
en I’eix hipofisi-pituitaria-adrenal (HPA) ja que mentre els nivells d’ACTH
disminueixen després de la intervencio, els de cortisol, I’hormona efectora, no varien.
En general, en els individus obesos s’ha descrit que tant la produccidé com la taxa
d’eliminacié de cortisol es troben augmentades, [87]; tot i aix0, quan es valora el
cortisol circulant es troben nivells normals [419] o disminuits [420]. Es a dir, que
I’augment del recanvi de glucocorticoides observat en I’obesitat no va associat a un
augment dels nivells circulants; fet que coincideix amb els nostres resultats.

En canvi, s’ha descrit que 1’activitat de I’ IBHSD1 esta disminuida al fetge de
persones obeses i augmentada a I’AT subcutani [87], degut a I’augment d’IL6 1 TNFa
que I’estimulen [86, 87]. També s’ha descrit una major activitat enzimatica en cultius
primaris de cel-lules provinents de I’AT visceral, degut a un major nombre de receptors
de glucocorticoides [421], afavorint I’acumulacié de greix en aquesta zona [422].
Nosaltres pero, detectem 1’alteracidé de 1’expressio de I’ 11BHSD1 en I’AT subcutani
dels obesos, mentre que a I’AT visceral i al fetge els nivells son similars als del control.
Aixi, és possible que al menys en I’AT subcutani s’estigui produint un augment de la
produccid de cortisol independent de I’eix HPA.

Aixi doncs, es postula que la desregulacio de I’HPA 1 les alteracions perifériques
del metabolisme del cortisol podrien tenir un paper important en la patofisiologia de
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I’obesitat central [421]. A més, I’'increment en ’activitat de I’eix HPA podria tenir un
paper en I’establiment de la IR i la DM en individus obesos [421, 422].

En resum, els nivells elevats dels marcadors d’inflamacié CRP i fibrinogen podrien
ser la conseqiiéncia de la suma d’un augment d’IL6 i TNFo, juntament amb 1’increment
de produccié de corticoides a I’AT. Després de 1’operacid, totes dues citoquines
disminueixen la seva expressido degut a una disminuci6 de la inflamacio, reflectida per
un descens del fibrinogen i de la CRP (tant a plasma com a teixits). La disminucid
d’aquests parametres proinflamatoris també es veuria afavorida per la normalitzacié de
la funci6é de I’eix HPA que s’intueix amb els nostres resultats i que ja han descrit altres
autors, els quals han vist la normalitzaci6 en pacients sotmesos a cirurgia bariatrica
(VBG) [423].

Amb la perdua de pes, disminueixen els parametres proinflamatoris alhora que
augmenten els antiinflamatoris (adiponectina), de manera que les interferéncies en la
senyalitzacio del receptor d’insulina es redueixen o desapareixen i la sensibilitat a la
insulina millora [424].

4.8 Discussio final

En Dactualitat, existeix un gran nombre de treballs que se centren en 1’estudi de
I’obesitat 1 les comorbilitats que I’acompanyen (DM, dislipémia, esteatosi hepatica,
etc.), aixi com en els tractaments que s’han desenvolupat en els darrers anys per
combatre-la (des de modificacions en I’estil de vida fins a la cirurgia bariatrica).
Tanmateix, en la majoria dels casos aquests treballs se centren només en alguna de les
afectacions o en aspectes molt concrets d’aquestes. A més, tot i que la tendéncia esta
canviant, sovint els grups estudiats estan formats per un nombre reduit de pacients 1 es
fan seguiments a curt termini.

En el nostre treball hem pogut fer un seguiment complert a un grup de 34 individus
amb obesitat morbida des d’un mes abans de sotmetre’s a un RYGB fins a un any
després de la intervencid, establint periodes de control curts (al mes de la intervencid i
posteriorment cada 3 mesos), aconseguint un compliment del seguiment de les visites
per part dels pacients molt elevat.

A diferéncia d’altres treballs, hem pogut obtenir mostres (tant plasmatiques com
tissulars) dels mateixos pacients quan aquests encara eren obesos morbids i a mesura
que anaven perdent pes. Aix0, ens han permes abordar la problematica de I’obesitat
morbida 1 la seva evolucio després d’un procediment de cirurgia bariatrica des de
diferents punts de vista, aconseguint una visid0 global del metabolisme d’aquests
individus durant tot el periode estudiat, temps en el que la majoria dels individus han
aconseguit la resolucid de bona part de les comorbilitats que els afectaven.

Els nostres pacients, com hem pogut veure al llarg d’aquest treball, presentaven una
alteraci6 profunda del metabolisme glucidic i lipidic (Figura 96). En el cas dels obesos,
una ingesta caldrica excessiva o una taxa metabolica basal disminuida fan que existeixi
un excés de calories a I’organisme que generalment, es presenta en forma de TAG 1 que
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normalment, acaben emmagatzemant-se a I’AT. El fet de tenir una activitat LPL
augmentada en aquest teixit, tal 1 com hem demostrat, els permet captar lipids de forma
més eficient; tanmateix, aix0 no ¢€s suficient per normalitzar-ne les concentracions
plasmatiques.

Com a conseqiiéncia de I’augment de 1’entrada de lipids a I’AT, el teixit s’acaba
hipertrofiant, és a dir, que els adipocits tenen un major contingut lipidic i augmenten de
mida. Creiem que quan la hipertrofia es prolonga en el temps el teixit s’inflama, i tal i
com han descrit altres autors, s’hi infiltren macrofags [425], que serien en part els
responsables de 1’augment de la secrecid de citoquines (CRP, IL6, PAI1), algunes de les
quals interfereixen en la senyalitzaci6 de la insulina. De les conseqiiéncies més
importants que hem detectat a nivell de ’AT destaquem: el descens de la resposta de
GLUT4, que es tradueix en una disminucio de la captacié de la glucosa circulant i per
tant en hiperglucémia; i una lipolisi incrementada (major activitat HSL) que fa que ’AT
aboqui grans quantitats de NEFA al torrent sanguini, empitjorant la dislipémia.

Com que els NEFA en plasma poden arribar a ser altament toxics, 1’organisme
busca la manera de reduir-ne la concentracio.

Una primera via seria I’augment de la f-oxidacié a muscul, que nosaltres no hem
estudiat. Una segona via seria derivar els NEFA cap a fetge, un organ que en menor
mesura també esta preparat per metabolitzar els lipids.

Un cop els NEFA arriben al fetge, aquest els pot reesterificar i, juntament amb EC 1
apoB, tornar-los a posar en circulaci6 a disposicid de la resta de teixits en forma de
VLDL. Tanmateix, aquest sistema de canalitzacio dels NEFA ¢és saturable. En el cas
dels obesos morbids, el fetge no seria capa¢ d’assimilar ’allau de lipids, aixi que
aquests acabarien per acumular-s’hi, tal i com ho demostra I’analisi citologic i de la
composicid lipidica d’aquest teixit que hem dut a terme.

De la mateixa manera que en I’AT, Iacumulacié excessiva de lipids al fetge
(esteatosi) provocaria la inflamacio del teixit i ’augment de la secrecid de citoquines
proinflamatories (fibrinogen, CRP, PAI, TNFa) que alterarien la seva funci6. Un
exemple clar seria 1’aparici6 d’expressio d’LPL, la qual creiem que pot contribuir a la
captacio de lipids a fetge.

La dislipémia provocada per la incapacitat de I’AT 1 el fetge per metabolitzar
correctament 1’excés de lipids plasmatics faria que aquests acabessin per acumular-se de
forma ectopica en altres teixits (pancrees i muscul), provocant lipotoxicitat i IR [100].

Aquests resultats situen I’AT en una posicid clau en el desenvolupament de les
comorbilitats associades a 1’obesitat, tal i com s’ha suggerit en estudis recents [127,
417, 426].

Amb el RYGB es redueix tant la ingesta com 1’absorcié de nutrients, alhora que
comporta una reorganitzacié del tracte digestiu. Un dels efectes d’aquest tipus de
cirurgia que crida més I’atencid €s la millora de la IR, que sovint es dona molt abans
que hi hagi una pérdua de pes significativa. En primer terme, tot i que nosaltres no ho
hem estudiat directament, nombrosos autors han descrit el paper de les incretines en la
millora de la IR després de la cirurgia bariatrica; aquestes promourien una
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sensibilitzacio sistémica vers la insulina, independentment del pes i1 del greix corporal
[122, 123, 125, 126].

En segon terme, quan la perdua de pes ja €s un fet (Figura 97), I’AT ha comencat a
mobilitzar les reserves energetiques de forma eficient (es redueix 1’activitat LPL pero
I’HSL continua incrementada) i els adipocits recuperen la seva mida i composicid
normal. Aixd va acompanyat d’una disminuci6é de la inflamacié (els valors de CRP,
PAIl 1 IL6 es normalitzen). El fet que D’AT recuperi la seva capacitat per
emmagatzemar lipids alliberaria a la resta de teixits (fetge, muscul 1 pancrees) de la
pressio lipotoxica a la que estaven sotmesos, tal i com queda reflectit per exemple, en
I’elevat nombre d’individus que deixen de patir esteatosi i IR.
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Figura 96. Esquema resum del metabolisme en I’obés morbid i de la relacié que s’estableix entre
P’AT i el fetge. Les fletxes negres fines indiquen processos que es donen, les fletxes negres discontinues
indiquen processos que no es donen correctament, la fletxa vermella fina indica un procés que

normalment no es déna. Les fletxes vermelles indiquen parametres que es troben alterats i representen
un risc per a la salut. Les abreviatures es troben descrites a I’apartat sigles i abreviatures.
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Figura 97. Esquema resum del metabolisme en ’obés morbid a I’any de la intervencié de RYGP i
de la relacié que s’estableix entre I’AT i el fetge. Les fletxes negres fines indiquen processos que es
donen, les fletxes negres discontinues indiquen processos que no es donen correctament, la fletxa
vermella discontinua indica un procés que ja no es dona. Les fletxes vermelles ( ) indiquen parametres
que es troben alterats i representen un risc per a la salut, la fletxa taronaja (1) indica un paramere que es
troba alterat perd no té perqué representar un risc per a la salut, els simbols verds (+) indiquen
parametres que s’han normalitzat Les abreviatures es troben descrites a 1’apartat sigles i abreviatures.
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Conclusions

L’AT dels obesos morbids es troba hipertrofiat 1 inflamat. El deficit de
capacitat d’emmagatzematge a I’AT, reflectit per la dislipémia aterogénica que
pateix aquest tipus de pacient, faria que els lipids s’acumulessin en altres
teixits, promovent d’aquesta manera [’aparici6 de les comorbilitats
metaboliques que acompanyen 1’obesitat.

L’esteatosi present en els obesos es podria veure afavorida per 1’expressio
anomala d’LPL en aquest teixit. En 1’activacid d’aquesta expressid hi podria
intervenir el TNFa.

El RYGB ¢és una técnica de cirurgia bariatrica util per aconseguir reduccions de
pes sostingudes en el temps en pacients amb obesitat morbida. Aquesta
reducci6 es deu principalment a la peérdua de greix corporal.

La reduccio de I’excés de pes comporta la millora de les comorbilitats que

acompanyen 1’obesitat morbida:

a. La millora de la IR s’aconsegueix molt abans d’obtenir la pérdua de
I’excés de pes desitjada.

b. El perfil lipidic dels individus es normalitza en la majoria dels casos, de
manera que la dislipémia remet 1 el risc cardiovascular que comporta
disminueix. Aquesta millora es podria deure, en part, a la normalitzacio
gairebé total de la funcionalitat de I’AT 1 el fetge.
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Annex I: Determinacions realitzades de rutina a Vall d’Hebron

1. Analitiques d’hematologia
1.1 Comptatge cel-lular

Per a la determinacio dels comptatges cel-lulars s’ha utilitzat el meétode basat en el
Principi de Coulter [427]. Les cel-lules es compten i dimensionen mitjancant la mesura
del canvi en la resisténcia electrica que té lloc quan les cel-lules suspeses en un liquid
conductor (plasma amb anticoagulant) passen a través d’una obertura en la que s’aplica
un corrent eléctric. El recompte de cel-lules es realitza en una cambra amb 3 obertures a
través de les quals s’aplica un corrent continu entre dos eléctrodes. El pas de les
cel-lules actua com a aillant, de manera que es produeix un augment de la resisténcia
(disminuci6 del voltatge) entre els dos eléctrodes que provoca un impuls eléctric
mesurable, el valor del qual és proporcional a la mida de la cel-lula que 1’ha provocat.
Els comptatges es van realitzar a 1’analitzador hematologic Beckman Coulter LH 700
series de I’Hospital (Beckman Coulter; California, USA).

1.1.1 Série vermella

« Hematies o globuls vermells

Tots els impulsos mesurats entre 36 1 360 fL es consideren globuls vermells. Un
cop comptats els globuls vermells d’una mostra, es pot obtenir el volum corpuscular
mitja (VCM), que es correspon a la mitjana aritmética dels volums dels hematies
enregistrats.

Un cop s’ha obtingut el comptatge dels globuls vermells es pot calcular
I’hematocrit, ja que és el percentatge del volum total de la sang ocupat pels globuls
vermells.

Els valors de referéncia de ’Hospital per a aquests parametres son de 3.9x10"
a4.9x10"* hematies/L, de 82.1 a 96.2 fL pel VCM i de 35.9 a 44.1% d’hematdcrit.

+  Hemoglobina

Per a la determinacié de 1’hemoglobina present a la mostra s’ha utilitzat un
metode colorimetric. El reactiu que s’utilitza per lisar els eritrocits reacciona amb
I’hemoglobina present a la mostra formant un compost, la cianometahemoglobina,
que té un maxim d’absorbancia a 525 nm. L’absorbancia a aquesta longitud d’ona és
proporcional a la concentracié d’hemoglobina de la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 11.8 a 14.7
g/dL.

1.1.2 Série blanca
Tots els impulsos mesurats per sobre de 35 fL, després d’haver afegit a la mostra un
reactiu per lisar els globuls vermells, es consideren leucocits. Per poder classificar els
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leucocits en els seus cinc tipus (neutrofils, limfocits, monocits, eosinofils 1 basofils),
¢s a dir, per poder calcular el diferencial leucocitari, 1’aparell utilitza la tecnologia del
sistema de colat en buit. Aquesta tecnologia implica la fusi6 de la informaci6 recollida a
partir de tres components: el quimic, I’electronic i el matematic.

Component quimic: utilitza el reactiu Erithrolyse, una solucid hipotonica acida que

trenca els eritrocits i tot seguit s’afegeix un segon reactiu, el Stabilyse, una
solucid hipertonica alcalina que torna el medi al seu estat isotonic i neutralitza
el pH, de manera que els limfocits poden recuperar la seva mida 1 morfologia
normal.

Component electronic: obté les dades numeériques de tres caracteristiques
morfometriques dels leucocits: la impedancia, la conductivitat i la dispersid
laser. Es processen 8192 cél-lules.

« Impedancia: mesura la mida de les cél-lules segons el Principi de Coulter.
Les cél-lules amb impulsos mesurats entre 35 i 90 fL es consideren
limfocits, les que tenen impulsos entre 90 1 175 fL son monocits, eosindfils
o basofils i, finalment, les que tenen impulsos per sobre dels 175 fL son
neutrofils.

« Conductivitat: la quantitat de corrent que travessa una c¢l-lula quan s’aplica
un corrent de 23 MHz permet determinar la complexitat interna de la
cel-lula 1 la relaci6 nucli/citoplasma.

 Dispersio laser: la mesura de la dispersio d’un feix de llum a 655 nm, emesa
per un laser d’heli-ned, permet determinar la granulacié de I’interior de la
cel-lula.

Component matematic: I’aparell utilitza la metodologia d’analisi de contorns de les
poblacions Accugate (Beckman Coulter; California, USA).

Els resultats es poden donar en numero de cel-lules per litre de plasma o, en el cas
dels diferents subtipus cel-lulars, en percentatge respecte al nimero total de leucocits.

Els valors de referéncia de 1’Hospital per a aquests parametres son de 4.1 a
9.9x109 leucocits/L i dels diferents subtipus cel-lulars son els que es presenten a la
Taula 16.

Subtipus cel-lular x10°cells/L %
Neutrofils 1.4a6.5 40 a 80
Limfocits 1.2a34 20 a 50
Monocits 02al.6 2.8al6
Eosinofils <0.7 0.5all
Basofils <0.2 <2.1

Taula 16. Valors de referéncia de I’Hospital pels diferents tipus de leucocits.
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1.1.3 Reticulocits

Per a la determinacié del niimero de reticulocits també s’utilitza el sistema de colat

en buit, perd amb les segiients peculiaritats:

Component quimic: s’utilitza el blau de metile per tenyir els ribosomes i una
solucié de rentat que fa que els globuls vermells agafin forma d’esfera.
D’aquesta manera no interfereixen en les mesures de dispersio del laser.

Component electronic: obté les dades morfomeétriques de 32225 cel-lules.

Component matematic: tamb¢ utilitza 1’ Accugate.

Els resultats es poden donar en nimero de cél-lules/L o bé en nimero de reticulocits
per cada 1000 hematies.

Els valors de referéncia de 1’Hospital per aquest parametre son de 25 a 75x10°
reticulocits/L, o bé de 5 a 30 reticulocits/1000 hematies.

1.1.4 Plaquetes

Tots els impulsos mesurats entre 2 1 20 fL es consideren plaquetes. Un cop
comptades les plaquetes, es pot obtenir el volum plaquetari mitja (VPM) fent el
producte del nimero de plaquetes comptabilitzat pel valor del volum mitja enregistrat i
tot dividit entre el nimero total de plaquetes.

Els valors de referéncia de ’Hospital per a aquests parametres son de 150x109 a
386x109 plaquetes/L i de 7.4 a 10.4 fL pel VPM.

1.2 Hemostasia
1.2.1 Fibrinogen

Per a la determinacid de la concentraci6é de fibrinogen en plasma s’ha utilitzat el
metode descrit per Clauss [428]. El metode mesura el temps de transformacio del
fibrinogen del plasma a fibrina quan s’incuba el plasma, diluit 1:9 amb tampo citrat
d’Owren 1 en excés de trombina. La concentracid de fibrinogen és inversament
proporcional al temps de coagulaci6 mesurat per metodes mecanics per
I’autoanalitzador Amelung CS-400 (Grifols; Barcelona, Espanya).

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre soén de 230 a 320
mg/dL.

2 Analitiques bioquimica
2.1 Albumina

Per a la determinacié de la concentracié d’albimina en plasma s’ha utilitzat un
metode colorimétric basat en el descrit per Doumas i col-laboradors [429]. L’albimina
present a la mostra s’uneix al verd de bromocresol en medi acid. El complex que es
forma té un maxim d’absorbancia a 630 nm que és mesurat a 1’autoanalitzador AU 5400
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(Olympus Life and Material Science Europa GmbH; Clare, Irlanda). La concentracio
d’aquest complex és directament proporcional a I’albimina present a la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 3.4 a 4.8 g/dL.

2.2 Colesterol d’HDL

Per a la determinaci6 de la concentraci6 de ’HDLc s’ha utilitzat un metode
colorimetric enzimatic. L’apoB present als quilomicrons, a les VLDL 1 a les LDL ¢és
reconeguda per I’anticos anti-apoB del primer reactiu del kit, d’aquesta manera els
complexos antigen-anticos que es formen aconsegueixen bloquejar les reaccions
enzimatiques que tenen lloc en les lipoproteines quan s’afegeix el segon reactiu. Amb
I’addicié del segon reactiu, el colesterol de les HDL, per acci6 de la colesterol esterasa,
es transforma en NEFA 1 FC, el qual passa a colesterol-3-ona per acci6 de la colesterol
oxidasa, reaccio en la que té lloc la formacié de peroxid d’hidrogen. Aquest peroxid,
gracies a I’acci6 de la peroxidasa, reacciona amb un cromogen (el F-DAOS) que genera
un producte que pot ser detectat per 1’autoanalitzador AU 5400 (Olympus Life and
Material Science Europa GmbH; Clare, Irlanda). La concentracié d’aquest producte €s
proporcional al contingut d’HDLc de la mostra.

Els valors de referéncia de 1’Hospital per a aquest parametre son superiors a 40
mg/dL.

2.3 Colesterol d’LDL
Per a la determinacio de I’LDLc s’ha utilitzat la formula descrita per Friedewald 1

col-laboradors [430]. Aquesta formula utilitza les concentracions de CHOLt (mg/dL),
HDLc (mg/dL) i TAG (mg/dL).

mg LDLc
— " = C; — HDLc — (TAG/5)
dL

A D’Hospital, aquesta formula es fa servir en els casos en que la concentracié de
TAG a plasma ¢és inferior a 250 mg/dL. Quan la concentracié de TAG és superior a 250
mg/dL s’utilitza el procés de separacid seqiiencial de lipoproteines per
ultracentrifugacio descrit per Havel i col-laboradors [431] amb el que se separen les
diferents lipoproteines del plasma augmentant amb NaCl la densitat del solvent en la
que es troba diluit el plasma.

Els valors de referéncia de 1’Hospital per a aquest parametre son de menys de 130
mg/dL.

2.4 Cortisol

Per a la determinaci6 del cortisol en plasma s’ha utilitzat I’assaig immunoenzimatic
competitiu quimioluminiscent descrit per Lindstrom i col-laboradors [432]. El cortisol
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present a la mostra de plasma competeix amb el cortisol marcat amb fosfatasa alcalina
del kit per la uni6 als anticossos de la fase solida. La fosfatasa alcalina del cortisol que
s’hagi unit a la fase solida reaccionara amb un substrat quimioluminiscent i la
luminescéncia sera detectada amb I’autoanalitzador Immulite 2500 (Siemens Medical
Solutions Diagnostics; Los Angeles, EUA).

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 5 a 25 pg/dL.
Per fer la conversié a nM s’ha de multiplicar per 27.59 la concentracio en pg/mL.

2.5 Fosfatasa alcalina

Per a la determinacié de la fosfatasa alcalina s’ha utilitzat el metode descrit per Kay
[433] amb les modificacions de Bessey i1 col-laboradors [434]. La fosfatasa alcalina
present a la mostra hidrolitza el p-nitrofenil fosfat en preséncia d’ions Zinc, Magnesi i
2-amino-2-metil-1-propanol 1 doéna p-nitrofenol, un cromogen amb un maxim
d’absorbancia a 415 nm, que es va detectar amb 1’autoanalutzador AU5400 (Olympus
Life and Material Science Europa GmbH; Clare, Irlanda). La concentraci6 de fosfatasa
alcalina és proporcional a la formaci6 del p-nitrofenol.

Els valors de referéncia de I’Hospital per aquest parametre son entre 20 1 90 UI/L.

2.6 Glucosa

Per a la determinacié de la concentracié de glucosa en plasma s’ha utilitzat el
metode descrit per Barthelmai i Czok [435]. La glucosa present a la mostra es fosforil-la
en presencia d’ATP i passa a glucosa-6-fosfat per accié de I’hexoquinasa. La glucosa-6
fosfat, per acci6 de la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, s’oxida i es converteix en
gluconat-6-fosfat alhora que es produeix la reduccio de NAD"™ a NADH'", fet que es pot
mesurar en un autoanalitzador AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa
GmbH; Clare, Irlanda) a 340 nm. La concentraci6 de glucosa és proporcional a
I’augment d’absorbancia a 340 nm.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 71 a 110
mg/dL. Per fer la conversié a mM s’ha de dividir entre 18 la concentraci6é en mg/dL.

2.7 Hormona adrenocorticotropa

Per a la determinacié de 1’hormona adrenocorticotropa (ACTH) s’ha utilitzat
I’assaig immunoenzimatic quimioluminiscent descrit per Vogeser i col-laboradors
[436]. L’ACTH present a la mostra de plasma s’uneix en primer lloc a un anticos
policlonal de captura, unit a una fase solida. En un segon pas, s’afegeix un segon
anticos policlonal anti-ACTH marcat amb fosfatasa alcalina. Aquest enzim reaccionara
amb un substrat quimioluminiscent i1 la luminescéncia sera detectada amb
I’autoanalitzador Immulite 2500 (Siemens Medical Solutions Diagnostics; Los Angeles,
EUA).
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Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 7 a 51 pg/mL.
Per fer la conversié a pM s’ha de multiplicar per 0.222 la concentracio en pg/mL.

2.8 Insulina

Per a la determinaci6 d’insulina en plasma s’ha utilitzat un assaig immunoenzimatic
quimioluminiscent. El principi del métode és el mateix que s’ha descrit per ’ACTH. La
luminescéncia es va detectar amb 1’autoanalitzador Immulite 2500 (Siemens Medical
Solutions Diagnostics; Los Angeles, EUA).

Els valors de referéncia de ’Hospital per a aquest parametre sén de 6 a 27 mUI/L.
Per fer la conversié a pM s’ha de multiplicar per 7.217 la concentracio en pUl/mL.

2.9 Transaminases
2.9.1 Alanina aminotransferasa

Per a la determinaci6 de I’ALT, també coneguda com a glutamat-piruvat
transaminasa (GPT), s’ha utilitzat un métode enzimatic basat en el descrit per Henley i
Pollard [437] amb les modificacions de Gella i col-laboradors [438]. L’ALT present a la
mostra catalitza la transferéncia del grup amino des de 1’alanina fins al 2-oxoglutarat,
amb la formaci6 de piruvat i glutamat. En el segiient pas, el piruvat es transforma en
lactat gracies a la lactat deshidrogenasa. Aquesta darrera reaccid porta acoblada
’oxidaci6 del NADH, que té absorbancia a 340 nm, a NAD'. La disminuci6
d’absorbancia a 340 nm, com a conseqiiéncia de la formacié d’NAD", es va detectar en
I’autoanalitzador AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa GmbH; Clare,
Irlanda). La disminuci6 d’absorbancia a 340 nm ¢és inversament proporcional al
contingut d’ALT de la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 5 a 40 UI/L.

2.9.2 Aspartat aminotransferasa

Per a la determinacio de I’AST, també coneguda com a glutamat-oxalacetat
transaminasa (GOT), s’ha utilitzat un metode enzimatic basat en el descrit per Karmen i
col-laboradors [439] amb les modificacions de Gella i col-laboradors [438]. L’AST
present a la mostra catalitza la transferéncia del grup amino de [’aspartat al 2-
oxoglutarat, amb la formacié d’oxalacetat i glutamat. En el seglient pas, I’oxalacetat es
transforma en malat gracies a la malat deshidrogenasa. Aquesta darrera reaccid porta
acoblada 1’oxidacio del NADH, que t¢ absorbancia a 340 nm, a NAD+. La disminucio
d’absorbancia a 340 nm, com a conseqii¢ncia de la formaci6 d’NAD+, es va detectar a
I’autoanalitzador AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa GmbH; Clare,
Irlanda). La disminuci6 d’absorbancia a 340 nm ¢és inversament proporcional al
contingut d’AST de la mostra.

Els valors de referéncia de I’Hospital per a aquest parametre son de 5 a 37 UI/L.

236



Annex [

2.9.3 Gamma glutamil transpeptidasa

Per a la determinacidé de la GGT s’ha utilitzat un meétode enzimatic basat en el
descrit per Persijn i col-laboradors [440]. La GGT present a la mostra catalitza la
transfereéncia del grup y-glutamilic del y-glutamil-3-carboxil-4-nitroanilida a la glicil-
glicina, amb la formacié de 5-amino-2-nitrobenzoat. L’absorbancia d’aquests substrat a
405 nm es va detectar a I’autoanalitzador AU5400 (Olympus Life and Material Science
Europa GmbH; Clare, Irlanda). L’increment d’absorbancia és proporcional al contingut
de GGT de la mostra.

Els valors de referéncia de 1’Hospital per a aquest parametre son de menys de 55
UI/L.

3. Histologia

Un cop la mostra de fetge estava fixada en el formaldehid al 10% (v/v), una petita
part (3-5 mm) es va fixar amb acid osmic per a la quantificacio de 1’esteatosi. La resta
de la mostra es va incloure en parafina per poder-la tallar i realitzar les segiients
tincions:

« Hematoxilina-Eosina: es tracta d’una tinci6 en la que I’hematoxilina tenyeix les
estructures acides, com per exemple el nucli, de color blau-porpra, mentre que
les estructures basiques, com per exemple el citoplasma, queden tenyides de
color rosa. Aquesta tincid permet veure el nombre d’inclusions lipidiques que hi
ha al citoplasma dels hepatocits.

« Vermell de picrosiri: es tracta d’una tincié en la que el vermell de picrosiri
tenyeix les fibres de col-lagen. Aquesta tincid serveix per valorar 1’estadi de
fibrosi.

« Gordon-Sweet: es tracta d’una tincid en la que se sensibilitza la mostra per que
la plata pugui tenyir les fibres de reticulina del teixit conjuntiu. En un fetge sa
les fibres formen bandes continues, perd en un fetge necrotic/fibrotic les fibres
tenen un patr6 discontinu.

« Blau de Perls: es tracta d’una tincié en la que després d’un tractament de la
mostra amb acid clorhidric per que les proteines alliberin els ions ferrics,
s’afegeix ferrocianur potassic per que els ions precipitin donant un color blau-
verdds. Aquesta tincio serveix per valorar el nimero de diposits d’hemosiderina.

+ Tetraoxid d’osmi: es tracta d’una tinci6 en la que el tetradoxid d’osmi oxida els
lipids de la mostra formant un precipitat de color negre. Aquesta tincid permet
veure el grau d’esteatosi.

L’estudi de les preparacions es va dur a terme amb un microscopi Optic i es van
valorar les mostres segons 1’index de Brunt [163] per realitzar el diagnostic de NAFLD.
Es va aplicar el mateix index per les biopsies del moment de 1’operacié com per les d’un
any.
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Annex II. Taules de resultats

Taula 17. Parametres antropométrics:

Ob 1M 3M 6M IM 12M Pinova
130,0£3,4 | 1152432 103,5+2,8 934428 86,1430 82,1429
pes (Kg) 00 000 ooo, 111, ooo, 111, 33 ooo, 111, 333 <O’0001
5 48,8+0.9 43,6+0,8 38,7+0,8 35,0+0,8 32,0+£0,9 30,9+0,9
BMI (Kg/m’) 000 000, 11 000, 111, 3 000,111,333 | ooo, 111, 333, 6 <0,0001
] 136,1£2,3 | 1202+54 112,0+£3,7 105,1+4,5 91,443,0 98,5+2,9
cintura (cm) 000 000 ooo, 11, 3 000, 1, <O’0001
145,0£2,3 | 132,6+49 126,2+4,2 123,8+4,5 115,5+9,5 117,8+3,1
maluc (cm) o 000 o 000 <0,0001
0,95+0,01 | 091+0,01 0,89+0,02 0,84+0,02 0,80+0,01 0,90+0,02
WHR (u.a.) 0,0008
% excés de 101,7£3,9 80,0£3,7 60,034 46,0+3,2 33,9435 30,2+3,5
pes 000 000, 11 000, 111 ooo, 111, 333 ooo, 111, 333, 6 <0’0001
Taula 18. Greixos corporals:
Ob 1M M 6M IM 12M Panova
greix corporal 78,7£3,0 62,7£2,5 49,8+2,1 41,2+2.0 34,5£2,0 324+19
(Kg) 000 o000, 11 000, 111 ooo, 111, 333 o0oo, 111, 333 =0’03
greixsubcutani | 580428 | 46855 | 36,1435 332436 243450 | 284423
(Kg) 000 000 00 000 <0’0001
greix visceral 214+13 13,2426 12,919 11,5+1,6 54+19 4,42+1,03
(Kg) 00 00 000 <0,0001
greixcorporal | 60316 | 544x15 | 48116 439416 399416 | 39,1£16
(%) 000 000, 111 000,111, 33 000, 111, 33 <0’0001
greix corporal 64,8+1,3 58,0+1,2 52,7+1,1 48,1+1,3 314+1,5 42,5+1,5
dones (%) 00 000 000, 111 ooo, 111, 333 ooo, 111, 333, 6 <O’0001
greix corporal 49,7£2,0 44,0+1,9 37,5+1,7 33,8+2,0 314+19 31,1+2,1
homes (%) 000 000,11 000, 111 000, 111 <0’0001
greix subcutani 73,717 78,5+1,7 73,5£3,2 73,2431 82,6+2,8 77324
(%) n.s.
L. 273+1,7 21,5+1,7 26,5+3,2 26,8+3,1 17,4428 22,7824
greix visceral (%) n.s.
Taula 19. Hormones reguladores de la ingesta:
Ob M 3M M 9M 12M Control | Pinova
Adiponectina 11,2+£1,0 10,3£1,0 - 14,8+1,2 - 20,4+1,6 18,1£23
(ug/mL) 1 000, 111, 6 o 11 <0,0001
Leptina 369440 | 238429 | 184422 | 149420 | 102+17 @ 80xl4 -
(ng/mL) : 000 000, 11 ooo, 111, 33 <O’0001
Grelina 70,770 | 81,5£10,1 | 98,5£10,9 94,1£104 | 1023£12,1 | 1255£13,0 - ~0.0081
(pg/mL) | ! -
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Taula 20. Parametres de metabolisme glucidic:

Ob M 3M 6M oM 12M | Paowa
Glucosa 125,949.3 96,3+3,6 94,127 91,7423 90,5+2,0 91,1+3,0
<0,0001
(mg/dL) o 00 000 000 000
Insulina 242428 13,9+1,6 11,7+1,1 9,4+0,9 8,3+0,9 8,2+0,8
<0,0001
(mUI/L) 0 00 000 000 000
HOMA-IR 74+1,0 3,3+0,5 2,6+0,3 2,2+0,2 1,9+03 1,8+02
(u.a.) 00 000 000 000 000 <0,0001

Taula 21. Parametres lipidics a plasma:

Ob 1M 3M 6M IM 12M Control Panova
TAG 143,3£9,5 | 146,7+11,1 | 131,59,1 | 1154488 : 97,6+7.3 95,1£5,7 71,69,6
(mg/dL) oo, 11,3 oo, 11, 3 ooo, 111, 333, 666, 99, 12 <O’0001
CHOL 210,1£7,3 | 156,5£8,0 | 159,9+6,6 | 170,692 : 171,983 | 162,2+4.9 181,2£9,3 0.0001
<
(mg/dL) 000 000 00 00 000 >
HDLc 479+1,8 34012 | 383+12 | 445+19 | 492420 | 51,0+1.8 45,9+4.4
(mg/dL) 000 o 11 111, 33 111, 333 11 <0’0001
LDLc 1335852+ 91,7£7,1 = 97,1+5,7 : 103,173 | 99,5£58 | 922439 121,0£9,7
(mg/dL) 000 000 00 oo, 11, 3 000 <0’0001
no HDLc 1622462 | 1175491 | 122,046,1 | 126,1£8,1 | 1227474 | 1112442 1289+112 00001
(mg/dL) 00 00 00 000 000 4
442+0,13 | 4,68+0,25 | 4,27+0,18 | 3,87+0,15 | 3,56+0,15 | 2,23+0,10 4,52+0,43
Te/HDLe oo, 11, 3 000, 111, 333 1212 <0’0001
2,82+0,10 | 2,65£025 | 2,56+0,14 | 2,33+0,12 | 2,05+0,15 | 1,85+0,08 3,13+0,39
LDLc¢/HDLe ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ; ’ ’ ’ <0,0001

00 000, 11, 3 1212

3,44+0,12 | 3,68+0,25 @ 3,27+0,17 | 2,87+0,15 : 2,56+0,15 | 2,23+0,10 3,52+0,43

no-HDLc¢/HDLe 00, 11,3 | ooo, 111,333 1212 <0,0001
185,6+5,0 | 126,4+3,6 - 163,14£5,5 - 188,9+6,5 197,5+6,4
APOAI (mg/dL) 000 o, 111 111, 66 111, 666 <O’0001
85,130 | 704+34 - 69,7+3,9 - 64,1+2,6 68,4+4.9
ApoB (mg/dL) R o 000 0 <0,0001
0,46£0,02 | 0,57+0,04 - 0,42+0,03 - 0,35+£0,02 0.35+0,03
ApOB/ApAl 1 ooo, 111, 6 oo, 111 <O’0001
98,2+1,6 | 55,6£7,9 | 73,8+10,3 | 85,710,722 93,34+11,1 | 101,8+6,0 100
ApoALV (%) . ; X =0,0049
17,010 | 264+14 19,3£2,0 17,512 14,8+3,5 144+1,0 13,4+1,1
NEFA (mg/dL) 000 111 11 111 111 <O’0001
0,79+£0,14 | 9,95+1,54 - 2,39+0,59 - 1,14+0,18 0,97+0,30
KB (mg/dL) 000 000, 111 111 111, 66 <0’0001
195,0£2,8 | 165,8+5,0 - 176,7+0,5 - 173,3+6,2 205,1+4,0
PL (mg/dL) 000 o 0 111, 666, 121212 <O’0001
Glicerol 1,84+0,09 | 2,01+£0,11 - 1,53+0,09 - 1,49+0,09 0,54+0,11
(mg/dL) 11 11 000, 111, 666, 121212 <0,0001
Mida VLDL | 2,060,226 { 196+03 | 2,82£044 | 2,10+£0,32 | 4,07+5,00 | 3,41+0,65 -
=0,0015
(a.u.) o 11
. 0,67+0,03 | 0,74+0,104 . 1,27+049 | 1,21+031 | 1,53+046 | 1,11+0,26 -
Mida LDL (a.u.) s i =0,0014
Mida HDL | 0,14£001 | 0,15£001 | 0,19:0.04 | 0,17+0,03 | 0,13£003 | 0,17+021 -
n.s

(a.u.)
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Ob 1M 3IM oM IM 12M Control PANOVA
049+0,09 | 0,72+0,17 | 0,60+£0,05 | 0,68+0,07 | 0,70+0,11 | 0,55+0,06 0,42+£0,07
LPL (mU/mL) =0,0462
439+33 37,0+3,4 - 40,442.8 - 42,5432 42,0+2.8
LPL (ng/mL) n.s
3,39+0,63 | 3,03£046 | 1,61£022 | 1,83+046 | 1,65+0,27 | 1,88+0,23 2,37+0,36
HL (mU/mL) =0,0152
Taula 23. Composicié lipidica de I’AT subcutani i visceral:
AT subcutani AT visceral
¢ Student t Student
ob 6M 12M | Control | Puvova ob Control ueent 1SAT vs. VAT
Ob vs. control
TAG 480,9£16,1 | 390,6+27,1 | 297,0+46,5 | 370,2+£37,6 504,5+£244 | 335,5+454
(mglg teixit) N <0,0001 =0,0053 ns
CHOL; 562436 | 7106108 | 514463 | 52,0446 582466 | 47,7460
ns. ns. n.s
(mg/g teixit)
NEFA 65,3+4,8 444441 63,7494 47483 —0.0043 46,3+4.,6 35,8445 ~0.002
(mg/g teixit) oo o s o
PL 1332478 92,9+10,1 | 100,6+13,9 | 188,9+17,1 106,1£134 | 161,7+20,4
(mg/g teixit) o o 666, 121212 | <0,0001 n.s. n.s
TAG 7,1740,18 6,20+0,63 3,56+1,01 3,98+0,49 6,33+0,49 | 3,11£042
(mg/ng o 666 <0,0001 <0,0001 =0,0396
CHOL 0,86+£0,07 | 0,97+0,10 | 0,53+0,11 0,57+0,06 0,72+0,08 ; 0,44+0,06
(mg/ng 6 =0,0052 n.s. n.s
NEFA 1,01£0,09 | 0,64£0,07 | 0,55+0,07 | 0,51+0,08 0,61£0,07 | 0,31+0,05
(mg/ng . - . =0,0001 ns =0,0001
PL 2,03+0,14 | 1,31£0,15 | 0,90+0,17 | 2,00+0,19 1,37£0,19 = 1,50+0,19
(mg/ng w0 1212 <0,0001 n.s =0,0024
DNA 68,9425 76,0£72 | 131,5+17,1 | 943+44 84,4439 107,6+3,5
(nsg teixit) e <0,0001 <0,05 =0,0022
Lipid total 11,1+04 8,87+0,80 | 5,55+1,22 | 7,09+0,74 9,04+£0,63 | 5,39+0,61
(mglng oo 66 <0,0001 =0,0008 =0,0011
Taula 24. Lipases a ’AT subcutani i visceral:
AT subcutani AT visceral
¢ Student t Student
Ob oM 12M Control Panova Ob Control Ob vs. control SAT vs. VAT
329410 | 142+16 | 98+14 82+14 36,5433 | 68£10
LPL (mU/g txt) <0,0001 <0,0001 ns.
049+0,02 | 0,24+0,03 | 0,12+0,03 i 0,09+0,02 0,46+0,05 | 0,11+0,04
Lplbgli/ug 000 000 000 <0’0001 :0’0004 1S,
1889+121 469+90 302+117 - 569+51 -
LPL (mU AT) <0,0001 - <0,0001
328+1,6 | 41,6426 | 46,6+3,7 11,914 32,9+1,6 12,0414
HSL (mU/g txt) R 00 000, 666121212 <0,0001 <0,0001 n.s.
0,50+0,03 | 0,63£0,05 | 0,54+0,12 | 0,13+£0,02 0,41+0,02 | 0,11+0,01
HSI];I(VH:)I/ug ; ) X ; , , o > 021 00004 ; X , X <0,0001 ~0,0421
1883+149 | 1399+187 | 1826+346 - 692447 -
HSL (mU AT) n.s - <0,0001
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Taula 25. Transaminases:

Annex II

Ob 1M 3IM 6M IM 12M PAnova
244426 35,7+2,5 25,8420 19,9+1,2 19,4+1,1 20,6+1,6
AST(UI/L) 000 11 111 111 111 <0,0001
33,9+32 55,1£5.4 32,4441 21,0+£2,2 18,4+1,4 20,2+1,9
ALT (UI/L) 00 111 oo, 111, 3 oo0o, 111, 333 oo, 111, 3 <0’0001
0,8+0,0 0,7+0,0 0,9+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1
AST/ALT 1 000, 111 000, 111 000, 111 000, 111 <0’0001
43,1+6,5 46,4+9,6 25,0443 27,0+6,8 244473 17,2+1,6
GGT (UI/L) 0o, 1 000, 11 000, 111 000, 111 000, 111 <0’0001
Taula 26. Composici6 lipidica del fetge:
Ob 12M Control Otbs‘t)lsl.dle;;q Ob 12M Control (;bs‘t:dle;;[
TAG 77,7491 | 30,088 16,8 00001 TAG 438455 | 30,84%11,0 86
(mg/g teixit) ’ (ng/mg DNA) ns:
CHOLy 24,024 2,6;0,7 1,0 00001 CHOL; 134£16 | 2608 05 <0,0001
(mg/g teixit) (ng/mg DNA)
FC 28403 13408 0,1 00009 FC 1,5402 13403 0,1
(mg/g teixit) g (mg/pg DNA) s
EC 212424 1,8+0,5 0,9 EC 123£1,6 1,7+0,6 05
(mg/g teixit) <0001 | g/ug DNA) <0,0001
NEFA 145+12 | 11,5419 0,5 NEFA 7.9+0,7 9,6+1,9 03
(mg/g teixit) ns (mg/pg DNA) ns
PL 92,6+102 | 82+10 6.0 PL 52,146,6 74+12 3.1 8
(mg/g teixit) 000 <0,0001 (ng/mg DNA) =0,0004
Lipid total | 119,0+204 | 48302 69,1 Lipid total | 112,1x12,9 | 46,7128 125 B
(mglg teixit) 00001 1 1ng/mg DNA) =00108
19,942,0 48+10 24 DNA 1,9+0,1 1,3+0,1 28
% lipid <0,0001 .. =0,0007
(ng/mg teixit)
Taula 27. Lipases a fetge:
Ob M Control t Student
oMot op vs. 12M
HL 272,3+14,7 1 1369154 152,6 <0.0001
(mU/g teixit) ’
HL 145,3+7,6 | 103,3+12,1 87,0 0.0085
(mU/mg DNA) o
LPL 91,3+4,8 | 68,4+103 437 —0.0067
(mU/g teixit) o
LPL 492426 52,0+6,2 25,0
(mU/mg DNA) f-s
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Taula 28. Parametres hematologics:

Annex II

Ob M 3M 6M 9M 12M Panova
Hematies 49+0,1 | 4801 | 49+0.1 4,8+0,1 4740,1 | 47%0,1
(x10" celules/L) n.s.
VCM dels 854409 & 850+10 & 84809 = 86,0+1,0 866£09 | 86,6+12
hematies (fL) 1.8
- 413205 | 409406 | 415506 | 412406 409406 | 40.9+0,7
Hematocrit (%) n.s.
Hemoglobina | 11902 | 137+02 13802 13,902 13,7402 | 13,702
(g / dL) n.s.
Leucocits 8404 | 70£03 | 73+03 7,003 68£03 | 69403
(x10° céHules/L) o o 00 o —0,0049
Neutrofils 52103 | 4102 | 42402 4303 39402 | 42403
(x10° céHules/L) o 00 o =0,0053
Limfocits 2401 | 2001 | 230, 2,120,1 2,120,1 | 2,120,1
(x10° célules/L) =0,0360
Monocits 06£00 | 06£00 = 0500 0,5£0,0 0400 | 0400
(x10° céHules/L) o 00, 1 o =0,0004
Eosinofils 02400 | 02+00 | 0200 0,120,0 01200 | 02+0,0
(x10° céHules/L) ! ! 0,007
Basofils 0,04£0,00 | 002001 | 001001 = 001001 | 001001 & 001+0,01
(x10° céHules/L) =0,0420
Reticulocits 570462 | 412450 | 354+4.1 29,044,0 201430 | 277424
(x10° céHules/L) 00 00 =0,0005
Plaquetes 286+12 | 282417 | 275+13 272413 279£17 | 268412
(x10° cé Hules/L) 18-
VPM (L) 8.9+0,2 10,150,2 10,33;0,3 9’7f0’2 9,6+£0,2 9,3ﬂ3z0,2 00001
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Taula 29. Parametres inflamatoris:

Annex II

Ob M 3iM 6M oM 12M Control PANOVA
Fibrinogen 402,9+9,5 | 404,4+10,2 | 419,5+12,7 400,4+9,7 3539+11,7 343,3+11,9 -
1,33,6 11, 333, 66 <0,0001
(mg/mL) o, 1,33, oo, 11, 333,
L. 4,11+£0,06 : 4,11+0,06 | 4,06+0,05 4,07+0,05 4,20+0,07 | 4,21+0,05 -
Albumina (g/dL) n.s.
Fosfatasa alcalina | 77,6+3,6 87,0+4,3 81,8+3,7 88,9+4,0 91,6+4.4 87,539 -
n.s.
(IU/L)
21,3£1,8 21,929 - 10,8+1,4 - 4,2+0,6 6,9+0,9
CRP (mg/L) 000, 111 000, 111, 666 000, 111 <070001
CRP TABsc 0,21+0,03 - - 0,06+0,01 - 0,02+0,01 | 0,04+0,02
00 000 o <0’0001
(ng/mg)
0,24+0,03 - - - - - 0,04+0,03
CRP TABvc <0,0041
(ng/mg) o0
3,68+0,52 - - - - 0,15+0,08 | 0,20+0,08
CRP fetge . - ~0.0002
(ng/mg)
159,6+16,6 1 98,6+16,7 - 58,8+10,5 - 34,7455 | 78,9+10,4 ,
PAII (ng/mL) 000 000, 111 1212 S 0’0001
28,8+2.4 42,8+4.0 - 32,1£5,0 - 26,1£2,2 47,6+4,5
NO (uM) o 1 11 00, 66, 121212 <0,0001
28,2424 23,5+4.9 21,5+2.8 16,5+1,5 20,8+2,8 13,9+1,1 -
ACTH (pg/mL) 00 000 =0,0003
. 15,2+1,0 13,3£1,1 | 14,43+09 12,6+0,6 13,1+0,8 12,6+0,6 -
Cortisol (pg /dL) n.s.
60,2+2.4 559423 58,8+3,0 53,1+2,0
CBG (ng(uL) n.s.
binding CBG 151,1+17,2 128,9+16,1 133,8421,2 -
i n.s.

(nmolH*/uL)
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Taula 30. Expressio relativa dels gens estudiats a ’AT subcutani i visceral:

Annex II

AT subcutani

AT visceral

t-Student Ob

t-Student SAT

Ob 6M 12M Control | Pinova Ob Control vs. VAT
vs. Control
. 100,0£8,2 ¢ 54,3+6,9 52,0+6,7 58,0+8,7 53,9+7,1 443+17,5
Leptina 000 000 o <0,0001 n.s. <0,0001
) . 100,0£5,8 115,98,7 1129+6,6 | 133,6+20,7 7941£72 | 100,8+22,7
Adiponectina n.s. n.s. =0,0298
. 100,0£20,6 | 104,9+9,5 | 138,6+20,0 | 136,3+36,8 59,7+£7,6 82,5+21,2
NOSi n.s. n.s. =0,0298
100,0£7,0 : 64,5+5,1 68,9+6,1 | 107,7+11,0 87,3+4,6 90,7+14.,4
NOSe 00 o 66, 12 =0,0001 n.s. ns
100,044,6 | 77,7+53 79,6+6,5 84,5+14,0 60,3+5,1 66,9+14,8
CD36 o =0,0188 n.s. <0,0001
100,0+£8,5 | 1242+123 | 185,0+194 | 152,3+434 77387 | 174,3+433
GLUT4 000 =0,0020 =0,0058 =0,0301
100,0£29,6 ©  37,3+6,9 28,4437 423+11,1 5337428141 42,1140
IL6 n.s n.s ns
100,0£10,9 : 90,1£7,1 80,7+9,2 79,3+24,0 122,6+134 | 103,7+21,9
TNFa n.s. n.s. n.s.
100,0+5,5 79,8+6,9 100,6+8,8 | 103,9+20,9 76,170 | 104,9+288
LPL n.s. n.s. =0,0097
100,0£5,1 884+7,1 91,5469 | 112,3+183 74,2+7,1 87,6+18,7
HSL =0,0441 n.s =0,0047
100,0+5,1 85,6+7,1 80,9+£52 | 106,8+17,8 83,8£7,1 | 109,5+20,7
ATGL n.s. n.s n.s.
100,0£6,8 i 76,9+7,9 59,7€12,5 | 57,9+16,5 77,5+6,6 55,6426,5
11BHSD1 o o =0,0057 n.s. =0,0204
100,0+4,0 | 72,6+6,6 72,7+52 | 108,3+18,6 108,7+10,8 | 126,8+29,3
AQ7 000 o 6 1212 =0,0008 n.s. ns.
100,049 99,0490 87,5¢7,1 | 113,1+19,3 81,9£6,9 | 108,7+21,0
FABP4 n.s. n.s =0,0367
100,0+2,8 : 106,5+4,9 | 1052448 | 113,8+118 98,01+3,6 | 114,8+179
INSr n.s. n.s. n.s.
100,0+15,6 | 4235+6,8 | 432469 80,7+17.4 53,9493 312+14,8
PAI1 . o =0,0018 =0,0462 =0,0039
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Annex II

Taula 31. Expressio relativa dels gens estudiats al fetge:

Fetge
t -Student
Ob 12M Control
Ob vs. 12M
100,043,7 1272+11,5 73.8
SRB1 =0,0053
100,0£15,8 64,1122 79,6
iNOS n.s
100,0+3,8 125,3+16,2 1124
eNOS =0,0371
100,0+£8,4 74,0+12,1 45,7
CD36 =0,0332
. . 100,0+13,5 452+11,6 251
7ahidroxilasa =0,0042
100,0+£33,6 72,6+32,0 0
IL6 n.s
100,0+8,0 84,6+12,6 54,3
TNFa n.s
100,0+£22.2 6,9+5,0 0
LPL <0,0001
100,0+£5,5 100,6+11,1 63,3
HL n.s
100,0£3,6 106,0+6,5 105,9
ATGL n.s
100,0+2,5 98,9+6.1 88,7
11gHSD1 7 7 ’ n.s
100,0£8,6 123,6+22,8 206,5
LDLrec n.s
100,0+2,1 115,3+£5,3 116,6
ApoB =0,0027
100,0£12,2 123,1+£21,0 112,5
HMGCoA red n.s
100,0£17,0 41,3+9.9 31,2+7,1
PAIl1 =0,0011
100,0+4,7 90,5+£10,6 75
CPT1a n.s
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