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1.1 Resum

Diferents estudis epidemiologics evidencien un major risc de desenvolupar
hipertensié arterial (HTA) en subjectes amb baixes concentracions
circulants de 25 (OH) vitamina D3, Tant la HTA com la deficiéncia de la
vitamina D3 estan associades amb 1’obesitat. Es ben conegut que la pérdua
de pes comporta una reduccio de la tensio arterial (TA), pero la seva relacié
amb la vitamina D3 ha estat poc estudiada. El teixit adip6s podria jugar un
paper en la relacio entre obesitat, HTA i el metabolisme de la vitamina Ds.
En aquest treball es va analitzar 3 objectius: 1) L’associacio entre la
concentracid circulant de vitamina D3 i la TA a individus obesos i no
obesos, 2) si la concentracid circulant de vitamina D3 tenia relacié amb la
baixada de la TA després de pérdua de pes en pacients amb obesitat morbida
intervinguts per cirurgia bariatrica, i 3) 1’associaci6 entre 1I’expressio genica
del receptor de vitamina D (VDR) i la TA, i elements implicats amb la seva
fisiopatologia en el teixit adipds subcutani (SAT) i visceral (VAT).

El primer objectiu s’analitza a partir d’un estudi transversal retrospectiu de
509 subjectes (cohort formada per subjectes amb un ampli rang d’index de
massa corporal) on es va observar una associacio inversa entre la

concentraciod circulant de vitamina D3 i la xifra de TA sistolica i diastolica,
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pero al realitzar una regressio lineal multiple, les relacions entre les
concentracions circulants de vitamina D3 i la TA sistolica i TA diastolica no
van ser independents del grau d’obesitat i 1’edat dels subjectes. La
concentracio plasmatica de vitamina D3 va ser inferior en subjectes
catalogats com hipertensos (=135 i/o >85 mmHg o0 tractament
antihipertensiu) respecte als normotensos (15,5 + 9,2 vers 17,9 + 9,6;
p= 0,011 ng/ml).

El segon objectiu s’analitza a partir d’un estudi longitudinal retrospectiu de
169 subjectes, on es va observar una associacio inversa entre la concentracio
circulant de vitamina D3 previa a la cirurgia i la xifra de la TA diastdlica als
12 i 18 mesos després de la cirurgia bariatrica.

I el tercer objectiu s’analitza a partir d’un estudi restrospectiu de 1’expressio
genica del VDR en mostres de teixit adipds. En el teixit adipos visceral es
va objectivar una associacio positiva entre I’expressio génica del VDR i la
xifra de la TA sistolica (r= 0,282; p= 0,020), aixi com una associacio directa
amb 1’expressio genica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa)
(r= 0,264; p= 0,045) (n=121). A SAT també es va observar una associacio
positiva entre 1’expressid genica del VDR 1 D’expressido genica de la
interleuquina 10 (IL-10) (r= 0,616; p <0,001). Es de destacar que la
expressio relativa del VDR es va relacionar de forma inversa amb el grau de

[2]
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sensibilitat a la insulina tant en SAT (r= -0,54; p= 0,021) com en VAT
(r=-0,49; p= 0,037) en una cohort independent.

En conclusio, la concentracio circulant de vitamina D3 s’associa amb la xifra
de la TA en subjectes amb un ampli rang d’adipositat, pero aquesta
associacié no es va mantenir després d’ajustar-ho per possibles factors de
confusid en una regressid lineal maultiple. En subjectes amb obesitat
morbida, la concentracié circulant de vitamina D3 previa a la cirurgia (abans
de la perdua de pes) s’associa amb les xifres de TA diastolica als 12 1 18
mesos posteriors al procediment quirdrgic i la perdua de pes assolida. Una
major expressio genica del VDR al teixit adipés de pacients obesos es
relaciona amb diferents elements de la fisiopatologia de la HTA, com la
sensibilitat a la insulina i la inflamacio cronica de baix grau (TNF-alfa i

IL-10).
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1.2 Resumen

Diferentes estudios epidemioldgicos evidencian un mayor riesgo de
desarrollar hipertension arterial (HTA) en sujetos con bajas concentraciones
circulantes de 25(OH)vitamina D3 Tanto la HTA como la deficiencia de la
vitamina D3 estan asociadas con la obesidad. Es bien conocido que la
pérdida peso comporta una reduccién de la tensién arterial (TA), pero su
relacién con la vitamina D3 ha estado poco estudiada. El tejido adiposo
podria jugar un papel en la relacion entre obesidad, HTA, y el metabolismo
de la vitamina D3. En esta tesis se analiz6 3 objetivos: 1) La asociacién entre
la concentracion circulante de vitamina D3 y la TA en individuos obesos y
no obesos, 2) si la concentracién circulante de vitamina D3 tenia relacién
con la bajada de la TA después de la pérdida de peso en pacientes con
obesidad mérbida intervenidos por cirugia bariatrica, i 3) 1’asociacion entre
la expresidn génica del receptor de vitamina D (VDR) y la TA, y elementos
implicados con su fisiopatologia, en el tejido adiposo subcutaneo (SAT) y
visceral (VAT).

El primer objetivo se analiz6 a partir de un estudio transversal retrospectivo
de 509 sujetos (cohorte formada por sujetos con un amplio rango de indice
de masa corporal), donde se observé una asociacion inversa entre la

concentracion circulante de vitamina D3 y la cifra de TA sistélica y
[4]
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diastdlica, pero al realizar una regresion lineal multiple, las relaciones entre
las concentraciones circulantes de vitamina D3 y la TA sistolica y la TA
diastdlica no fueron independientes del grado de obesidad y de la edad de
los sujetos. La concentracion plasmaética de vitamina D3 fue inferior en
sujetos catalogados como hipertensos (>135 i/o0 >85 mmHg o0 con
tratamiento antihipertensivo) respecto a los normotensos (15,5 £+ 9,2 frente a
17,9 £ 9,6; p= 0,011 ng/ml).

El segundo objetivo se analiz6 a partir de un estudi longitudinal
retrospectivo donde se incluyé 169 sujetos, se observé una asociacion
inversa entre la concentracion circulante de vitamina D3 previa a la cirugia y
la cifra de la TA diastdlica a los 12 y 18 meses después de la cirugia
bariatrica.

Y el tercer objetivo se analiz6 a partir de un estudio retrospectivo de la
expresion genética del VDR en muestras de tejido adiposo, se objetivd una
asociacion positiva entre la expresion génica del VDR en VAT vy la cifra de
la TA sistolica (r= 0,282; p= 0,020), asi como una asociacion directa con la
expresion génica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) en VAT
(r= 0,264; p= 0,045) (n= 121). En el SAT también se observé una
asociacion positiva entre la expresion génica del VDR y la expresion génica
de la interleuguina 10 (IL-10) (r= 0,616; p <0,001). Es de destacar que la

[5]
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expresion relativa del VDR se relacion6 de forma inversa con el grado de
sensibilidad a la insulina tanto en SAT (r= -0,54; p= 0,021) como en
VAT(r=-0,49; p= 0,037) en una cohorte independiente.

En conclusion, la concentracion circulante de vitamina D3 se asocio con la
cifra de la TA en sujetos con un amplio rango de adiposidad, pero la
asociacion no se mantuvo después de ser ajustado por posibles factores de
confusion en una regresion lineal multiple. En sujetos con obesidad
morbida, la concentracién circulante de vitamina D3 previa a la cirugia
(antes de la pérdida de peso) se asocio con las cifras de la TA diastdlica a
los 12 y 18 meses posteriores al procedimiento quirargico y la pérdida de
peso lograda. Una mayor expresion génica del VDR en el tejido adiposo de
pacientes obesos se relaciona con diferentes elementos de la fisiopatologia
de la HTA, como la sensibilidad a la insulina y la inflamacién cronica de

bajo grado (TNF-alfa y IL-10).
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1.3 Summary

Several epidemiologic studies have evidenced an increased risk for the
development of hypertension in subjects with low serum vitamin Dj levels.
Both hypertension and vitamin D3 deficiency are associated with obesity.

It is well known that weight loss results in decreased blood pressure but
there are few studies in the literature about the potential relationship
between weight loss and serum vitamin D3 levels. The adipose tissue could
have a role in the relationship among obesity, hypertension and vitamin D3
metabolism. In this Thesis, we aimed : 1) To study the association between
serum vitamin D3 levels and blood pressure in obese and non obese
individuals. 2) To evaluate the effects of bariatric surgery-induced weight
loss on serum vitamin D3 levels and their relationship with blood pressure in
patients with morbid obesity. 3) To study the potential relationship among
vitamin D receptor (VDR) gene expression in subcutaneous (SAT) and
visceral adipose tissue (VAT), blood pressure and other elements implicated
in the pathophysiology of hypertension.

The first objective was studied in cross-sectional study in 509 subjects
(including a wide range of adiposity). We observed an inverse association
between serum vitamin D3 levels and systolic and diastolic blood pressure

levels, but multivariate regression analyses s showed that the association
[7]
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was not independent of the degree of obesity or age. The plasma levels of
vitamin D3 were lower among hypertensive subjects (>135 i/o >85 mmHg or
antihihypertensive treatment) compared with healthy group of subjects (15.5
+9.2vs. 17.9 £ 9.6; p= 0.011 ng/ml).

In a retrospective study of 169 subjects with morbid obesity, we observed an
inverse association between serum vitamin D levels before bariatric surgery
and diastolic blood pressure 12 and 18 months after bariatric surgery.

The third objective was studied also in subjects with morbid obesity. A
positive association between VAT VDR gene expression and systolic blood
pressure was found (r= 0,282; p= 0,020); VAT VDR mRNA levels were
also linked to VAT Tumour Necrosis factor Alfa (TNF-alpha) gene
expression (r=0,264; p= 0,045) (n=121); and SAT VDR mRNA levels were
linked to SAT interleukin 10 mRNA (IL-10) (r= 0,616; p <0,001). Insulin
sensitivity was associated with SAT (r= -0,54; p= 0,021) and VAT mRNA
levels (r=-0,49; p=0,037).

In conclusion, circulating vitamin D3 concentration was associated with
blood pressure in subjects with a wide range of adiposity, but the association
did not remain significant after adjusting for potencial confounders in a
multivariate regression analyses. In subjects with morbid obesity, baseline
pre-surgical serum vitamin D concentrations were associated with diastolic

[8]
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blood pressure 12 and 18 months after bariatric surgery. The increased gene
VDR expression in the adipose tissue of obese patients was related to
different elements of the hypertension pathophysiology, as insulin

sensitivity and chronic low grade inflammation (TNF-alpha and IL-10).






2. Introduccid







Introducci6

2.1 Vitamina D

2.1.1 Definicio

La vitamina D és un heterolipid insaponificable del grup dels esteroides que
es troba implicada en multiples funcions. Existeixen fonamentalment dues
vitamines D, la D3 o colecalciferol (Adams JS et al, 2010; Dusso AS et al,
2005), que prove de la dieta o0 es sintetitzada endogenament en 1’epidermis
per 1’accio de la radiaci6 solar (radiacié P ultravioleta, entre 290 i 315 nm)
sobre un precursor anomenat 7-dehidrocolesterol (provitamina D3), que a la
vegada procedeix del colesterol (DeLuca HF, 2004), i la vitamina D, o
ergocalciferol, que es forma també¢ a partir d’un compost d’origen vegetal
(plantes i fongs), I’ergosterol (provitamina D5).

En sentit estricte, la vitamina D3, més que una vitamina és una prohormona,
on la seva configuracié molecular és similar als esteroides classics (cortisol,
aldosterona, estradiol), ja que posseeix [’estructura basica de 1’anell
ciclopentanoperhidrofenantreno (Norman AW, 2008).

La principal font de vitamina D3 prové de I’exposicio de la pell a la llum
solar, i solament una petita part prové de la ingesta. Existeixen diverses
fonts naturals alimentaries riques en vitamina D, com son els peixos amb alt

contingut en greix (el salmé o la sardina), o oli de fetge de bacalla, entre
[10]
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altres. El colecalciferol procedent dels aliments s’absorbeix en el duodé i en
el jeja, gracies a les micel-les grasses que es formen en el intesti. Una
vegada a I’enterocit, la vitamina D3 s’incorpora als quilomicrons, arribant a
la circulacio sistemica limfatica, i finalment al fetge on succeeix una
hidroxilaci6 hepatica que dbéna lloc a la 25-hidroxivitamina D3
(25(OH)vitamina D3 o calcidiol). Aquesta conversié a calcidiol a nivell
hepatic també succeeix amb el colecalciferol sintetitzat en 1’epidermis
(60%) i la dermis (40%).

La 25(OH)vitamina D3 circulant té una vida mitja de 25 dies i és el
marcador biologic que millor reflecteix I’estat corporal de vitamina Dj
(Holick M, 1981; Prentice A et al, 2008). La 25(OH)vitamina D3 serveix
com a substrat per a I’enzim renal 1a-hidroxilasa (CYP27B1), el qual regula
la sintesi de la forma activa de la vitamina Dj; anomenada
1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(OH),vitamina D3 o calcitriol) (Bouillon R
et al, 2008). El major regulador d’aquest sistema ¢€s la hormona paratiroidea
(PTH) que, com a resposta a les concentracions de calci, incrementa la
formacio de 1,25(0OH),vitamina D3 (Christakos S et al, 2010).

En circulacio, tant la 25(OH)vitamina D3 com la 1,25(OH),vitamina D3 es
poden unir a diverses proteines plasmatiques, la principal és la proteina

d’uni6 a la vitamina D (DBP) que s’encarrega de més del 90% del seu

[11]
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transport (Norman AW, 2006), encara que també es pot trobar unida a
I’albimina o a les lipoproteines. La forma activa de la vitamina Ds,
1,25(0OH),vitamina D3, s’uneix a un receptor nuclear (receptor de vitamina
D, VDR) que no només s’ha trobat en el sistema gastrointestinal i hepatic,
sind també en molts altres teixits (Verhave G et al, 2010).

Al llarg dels anys s’ha establert que la vitamina Dz és essencial per a
I’absorcié de calci intestinal i desenvolupa un paper important en el
manteniment de la seva homeostasis, aixi com en el manteniment de la
integritat de 1’esquelet. A més, les baixes concentracions de
25(OH)vitamina D3 s’han trobat associades amb diverses malalties i factors
de risc cardiovasculars (Riachy R et al, 2006; Chiu KC et al, 2004). La
prevalenca de la hipovitaminosis D3 s’associa amb una exposicio baixa al
sol, combinada amb una ingesta pobre d’aliments que contenen vitamina D
0 processos que cursen amb una dolenta absorcié de les grasses
(http://www.uptodate.com/contents/overview-of-vitamin-d).

Diversos factors endogens i exogens poden afectar a la produccio de
calcitriol com sén: I’altitud i la latitud, I’estacié de I’any, la pigmentaciod
propia de I’individu, 1’edat, 1’obesitat i d’altres multiples factors, inclas
I’embaras o la lactancia (Chent S et al, 2007). S’ha descrit que la conversio

epidermica de 7-dehidrocolesterol a pre-vitamina D3 pot ser de 5 a 10

[12]
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vegades més eficient en una pell amb una fototip de tipus 11 (pell blanca)
que en una pell de fototip V (pell morena) (Chent S et al, 2007; Parra E,

2007).

2.1.2 Regulacio de la vitamina D

La regulaci6 de la biosintesis endogena de I’hormona D3 es centra
fonamentalment pels canvis d’expressio dels enzims hidroxilases a través
d’una serie de processos de retroalimentacio positiva i negativa (Plum LA et
al, 2009). Encara que el rony6 és el principal organ a on estan ubicats els
enzims hidroxilases, altres teixits i cel-lules, com els macrofags (Bikle DD,
2010; Morris HA et al, 2010) també poden portar a terme la sintesis de
calcitriol.

En el ronyd esta present I’enzim 24-hidroxilasa, un enzim inactivant, que
pot hidroxilar tant la 25(OH)vitamina D3 com la 1,25(OH),vitamina D3 pero
sent aquesta Ultima el substrat preferit. Especificament, la 24-hidroxilasa
limita la quantitat de 1,25(OH),vitamina D3 accelerant el catabolisme cap a
la 1,24,25-trihidroxivitamina D3, i llavors a acid calcitroic (forma inactiva),
que s’excreta per 1’orina. No obstant, també pot hidroxilar la

25(0OH)vitamina D3 per formar la 24,25-dihidroxivitamina D, disminuint la

[13]
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quantitat de 25(OH)vitamina D3 disponible per 1a-hidroxilasa (Christakos S
et al, 2010; Adams JS et al, 2010).

A diferencia de la 25-hidroxilacio a fetge, la la-hidroxilacié a ronyd és
regulada segons els requeriments de 1,25(OH),vitamina Ds. El calcitriol
suprimeix de forma directe la secrecié de la PTH per la glandula
paratiroidea, i regula negativament a la la-hidroxilasa (Dusso AS et al,
2005). Trobem situacions com per exemple, durant I’embaras, la lactancia i
el creixement, on la concentracio plasmatica de 1,25(OH),vitamina D3 esta
incrementada probablement per una sintesi augmentada a ronyd. La
la-hidroxilasa s’estimula tant per factors ionics (calci, fosfor, magnesi i
potassi) com hormonals (estrogens, prolactina, hormona del creixement,
insulina, calcitonina) perd sobretot, per 1’hormona paratiroidea (Norman
AW, 2008).

Hi ha evidencia, que al corregir-se el déficit de concentracié serica de calci,
es genera una regulacio a la baixa de 1,25(OH),vitamina D3-PTH a partir
del factor de creixement fibroblastic-23 (FGF-23), alliberat a partir de 1’0s
(St-Arnaud R, 2008). El FGF-23 suprimeix 1’expressio d’la-hidroxilasa
desencadenant una inhibicid en la sintesis de 1,25(OH),vitamina D3z a més
d’induir la 24-hidroxilasa al ronyd, amb la conseqient reduccidé de les

concentracions de vitamina Ds. La major activitat del FGF-23 s’ha associat

[14]
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a trastorns de pérdues de fosfat amb caracteristiques cliniques que inclouen
hipofosfatemia, baixes concentracions plasmatiques de 1,25(OH),vitamina
D3 i raquitisme/osteomalacia (Christakos S et al, 2010; Renkema KY et al,
2008).

La 1,25(OH),vitamina D3 sintetitzada interactuara amb el VDR generant

diversos efectes.

2.1.3 Mecanismes d’accio

El calcitriol és més hidrofil i té menor afinitat per la DBP que la
25(OH)vitamina D3 (Hougton LA et al, 2006), el que facilita el seu
proveiment als organs diana, a on el calcitriol exerceix els seus efectes
regulant la transcripcié génica mitjancant dos mecanismes: a través de la
unid a receptors nuclears (via genomica), i a través de la seva uni6é a un
receptor de membrana (via no genomica) (Norman AW, 2008).

El VDR és un membre de la familia de receptors nuclears hormonals,
familia que inclou altres receptors com els glucocorticoids, els
mineralcorticoids, hormones sexuals o tiroidals. Conté una regié d’uni6 al
lligand i una altre d’unié a I’ADN. El domini lligand localitzat en la porcié
COOH terminal del VDR es el responsable de la gran afinitat al calcitriol,

formant un complex heterodimer amb el receptor de I’acid retinoic (RXR).
[15]
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L’heterodimer VDR-RXR és el que interacciona amb els elements de
resposta de la vitamina D (VDRE) localitzats a la regio promotora de
diversos gens implicats en multiples vies metaboliques tot regulant la seva
expressio (Holick MF, 2003). El gen que codifica el VDR s’ubica en el
cromosa 12, conté 9 exons i es caracteritza per presentar polimorfismes
extensos. Existeix evidéncia que en les accions classiques de la vitamina Ds,
la resposta intervinguda pel calcitriol pot variar depenent d’aquests

polimorfismes en el VDR (Holick MF et al, 2011; Thomas MK et al, 2000).

2.1.3.1 Viagenomica

La 1,25(OH),vitamina D3 exerceix la seva acci6 unint-se a receptors
nuclears, més concretament, al VDR. Aquest receptor es troba en els teixits
implicats en 1’homeostasis de calci, com son el rony6, la paratiroides, els
osteoblasts i I’intesti, pero també s’ha trobat en altres teixits com
I’epidermis, el muscul, el pancrees o el teixit adipds (Bouillon R et al, 1995;
Verhave G et al, 2010) (taulal).

El VDR té la capacitat per unir-se a la 1,25(OH),vitamina D3, pero també a
la 25(OH)vitamina D3, encara que amb una afinitat fins a 100 vegades

menor (Brumbaugh PF et al, 1974; Mellon WS et al, 1979).

[16]
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Diversos factors influeixen en 1’activitat del complex de la vitamina Ds-
VDR com la taxa de captacié cel-lular i el catabolisme del calcitriol, les
concentracions del VDR, les seves modificacions post-traduccionals o la
disponibilitat nuclear d’altres components (Dusso AS et al, 1998) .

Les concentracions intracel-lulars del VDR resulten del balang entre la seva
sintesis i la seva degradacid. Existint una regulacié pel calcitriol i per altres
Iligands del VDR, com una regulacio heterogenia per factors hormonals i de
creixement que no s’uneixen al VDR. Aquests factors influiran en la taxa de
transcripcio del gen del VDR 1 /o0 en I’estabilitat del seu ARNm (Dusso AS

et al, 1998).

2.1.3.2 Viano gendomica

El calcitriol a més de regular I’expressié genica, també, té altres accions no
genomiques (resposta rapida) que succeeixen en un temps menor al
corresponent si es generen canvis en I’expressid genetica mitjancant el VDR
en la superficie cel-lular, en comptes de ser intervinguts a través de
receptors nuclears (Norman AW, 2006).

El paper de les accions no genomiques en la majoria de les cél-lules no és

completament conegut. No obstant, s’ha descrit efectes fisiologics de les
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multiples respostes rapides del calcitriol, com la capacitat d’estimular el pas

de calci a través de la membrana plasmatica (Norman AW, 1990).

SISTEMA

ORGANS | TEIXITS

Paratiroides Glandules
Sistema endocri Ceél-lules T tiroides suprarenals
Cél-lules B pancreatiques Hipofisi
Ceél-lules del mascul llis
arterial
Sistema cardiovascular Cardiomiocits
Ceél-lules endotelials
Ceél-lules tubulars
Sistema renal Aparell yuxtaglomerular
Pondrocits
Osteoblasts
Sistema mauscul esquelétic Co’ndrocns . "
Muscul estriat esqueletic
Sistema gastrointestinal i Esofag Intesti L
hepatic ’ Estomac ApElEle
Ovaris Gter Testicles
Sistema reproductor Placenta Epididim
Sistema immunologic Medul-la ossia - Timus
Limfocits Ti B
Sistema Respiratori Cél-lules alveolars pulmonars
Pell Queratinocits i foliculs pilosos
Sistema nervidés central Neurones
Retina .
A Teixit adipos il

Taulal: Teixits i organs amb expressié del receptor de vitamina D (VDR).
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2.2 Obesitat

2.2.1 Definicio

Un desequilibri entre la ingesta i la despesa energética porta a diverses
alteracions metaboliques i endocrines que resulten en un cimul anormal de
reserves lipidiques. Aquest procés es conegut com I’obesitat. L’obesitat és
una de les malalties metaboliques més comunes del nostre temps,
convertint-se en una epidemia tant en paisos desenvolupats com en paisos
en vies de desenvolupament. El seu progrés depén de factors tant genetics
(O’Rourke RW, 2014) com ambientals (Jiménez-Cruz A et al, 2013), on una
gran diversitat de gens relacionats amb el control del pes corporal estan
descrits al ser implicats en la regulacié de la gana, la despesa energética,
I’adipogénesis, entre altres. En quant als factors ambientals, existeix una
enorme variabilitat segons 1’edat, el lloc de residencia, i el nivell
socioeconomic i sociocultural.

Encara que 1’obesitat s’hagi considerat sempre conseqiiencia d’una
exagerada ingesta (Poppitt SD, 1995), altres agents com el sedentarisme
(Crawford DA et al, 1999) o I’estrés (Kyrou I et al, 2007) han anat guanyat

importancia. L’obesitat no solament es dona per una excessiva alimentacio

[19]
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sind també per uns dolents habits alimentaris, o per una ingesta excessiva de
productes d’animals, de greixos i de sucres (Miller WC et al, 1994). A més,
molécules com 1’acid retinoic i els acids grassos poden alterar 1’activitat de
factors de transcripcié encarregats de regular 1’expressi0 de gens que
controlen la diferenciacio, i la proliferacié dels adipocits (Felipe F et al,
2004).

L’index de massa corporal (IMC) és el parametre antropometric més
ampliament utilitzat per determinar el sobrepés i1 l’obesitat en adults
(Eknoyan G, 2008). L’IMC esta estretament relacionat amb el percentatge
de grassa corporal, i es determina mitjancant la formula IMC= pes/(altura)?,
on el pes en quilograms es divideix pel quadrat de ’altura en metres.

Dintre de la mateixa classificacié trobariem el criteri d’infrapes o
malnutricié definit amb un IMC inferior a 18,5 kg/m?.

L’IMC ¢és un parametre antropometric a tenir en compte en I’estudi de
I’individu obés, on un major valor d’IMC pot indicar més mortalitat (Flegal
KM et al, 2013), pero no tot I’augment de pes equivalent a un IMC major és
produit per un increment de teixit adipos, ja que amb la mesura d’IMC no es
pot discriminar si I’augment s’ha degut a un increment en teixit adipds,

muscular o a causa d’un edema (USDHHS, 1996).
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La Societat Espanyola per 1’Estudi de I’obesitat (SEEDO) ha realitzat certes
modificacions a la classificaciéo proposada per I’OMS (SEEDO, 2000),
proposant dues diferéncies importants (Salas—Salvado J et al, 2007 ) (taula
2):

1. El sobrepés és dividit en dues categories (sobrepés I: 25-26,9 kg/m?;
sobrepés I1: 27-29,9 kg/m?).

2. Introduccié d’ un grau d’obesitat per aquells pacients amb un IMC >50
kg/m?, anomenada obesitat grau IV o obesitat extrema.

Des del punt de vista quirargic, ’'IMC pot tenir rellevancia a 1’hora de
seleccionar la tecnica quirargica més apropiada, la Societat Americana de
Cirurgia Bariatrica inclou una categoria superior, la corresponent a
I’IMC =60 kg/m?.

El percentatge de greix corporal pot determinar-se a partir de I’'IMC
mitjangant 1’equaci6 de Deurenberg (Deurenberg P et al, 1991) segons la
qual el % de greix corporal = 1,2*(IMC) + 0,23* (edat)-10,8* (sexe)- 5,4,
on el sexe equival a 1 pels homes i 0 per les dones. Amb un error estandard
del 4%, i malgrat totes les irregularitats descrites (Deurenberg P et al, 2001),
aquesta equacio és capa¢ de detectar fins el 80% de variacid en el

percentatge de grassa corporal d’un mateix subjecte.
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Els percentatges de greix corporal superiors al 25% en homes i al 35% en
dones s’interpreten també com indicadors d’obesitat, 1 valors entre el 21 1 el
25% en homes i entre el 31 i el 35% en dones limiten rangs que defineixen
el sobrepés. Aquests criteris de classificacio, aixi com, la relacio existent
entre ’IMC 1 els percentatges de greix corporal poden diferir notablement
entre diverses poblacions (Fernandez-Real JM et al, 2001; Noahsen P et al,
2013).

La SEEDO recomana 1’as de 1’antropometria considerant valors subsidiaris
com el pes, la talla, les circumferéncies corporals (perimetre de cintura i
cadera), i els plecs cutanis segons 1’edat i el sexe, per diagnosticar i valorar
els casos d’obesitat. Existeixen nombrosos sistemes ampliament utilitzats
per professionals de la medicina i de I’esport per determinar la composicid
corporal, el percentatge de greix, i la seva aplicaci6 en estudis
epidemiologics (Moon JR et al, 2007).

Estudis epidemiologics, portats a terme durant els Gltims anys, conclouen
que les complicacions mes frequents en els pacients obesos estan
majoritariament relacionades amb la localitzacio de I’excés de greix, més
que de I’excedent de pes en si mateix (Montague CT et al, 2000).

En referencia aquest aspecte, la circumferéncia de la cintura (CC) i I’index

de cintura i maluc (ICC) son ampliament utilitzats com indicadors de

[22]
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I’obesitat abdominal en estudis sobre factors de risc vasculars i metabolics
(Berdasco A, 2002; Canoy D et al, 2007). L’ICC s’obté mitjancant la divisio
del perimetre de cintura, mesurat a 1’algada de 1’ultima costella flotant, pel
perimetre maxim de maluc, a ’algada dels glutis. Encara que no esta
clarament definit els valors a partir dels quals s’observa un augment del risc
cardiovascular i metabolic, s’ha proposat com valors delimitadors del risc
>1 en homes i >0.85 en dones. Estudis epidemiologics transversals de
diverses comunitats autonomes espanyoles situen el valor de risc C/C en >1

pels homes i >0.90 per les dones (Valenzuela A et al, 2004).

Valors IMC (Kg/m?)

Pes insuficient <18,5
Pes optim >18,5-24,9
Sobrepés grau | 25-26,9
Sobrepeés grau Il ( pre-obesitat) 27-29,9
Obesitat tipus | 30- 34,9
Obesitat tipus 11 35-39,9
Obesitat tipus 111 (morbida) 40-49,9
Obesitat tipus IV (extrema) >50

Taula 2. Tipus d’obesitat segons 1’index de massa corporal (IMC).

Aguells subjectes amb ICCs superiors presenten obesitat androide (cos en
forma de poma) associant-se a més risc de malalties cardiovasculars i

metaboliques (Chiprut R et al, 2001), mentre que, valors inferiors defineixen

[23]
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obesitat ginoide (cos en forma de pera). Respecte a la CC, les
recomanacions de les Guies Cliniques per 1’Obesitat de 1’Institut Nacional
de Salut dels EEUU (NIH), es consideren com punts de tall de CC, 88 cm
per dones i 102 cm per homes, amb punts d’alerta per a una accio
terapéutica a 80 cm per dones i 94 cm per homes.

Els marcadors antropometrics elevats, majoritariament, indiquen la
preséncia d’un teixit adipds hipertrofic i disfuncional amb una activitat
endocrina i inflamatoria afectant als organs que envolta i protegeix, a través
de l’alliberacio al torrent sanguini de totes les molecules que produeix (Bays

H et al, 2007).

2.2.2 Epidemiologia i complicacions associades

En I’altima década, la prevalenca de 1’obesitat ha augmentat tant en els
paisos desenvolupats com en vies de desenvolupament, i aquesta tendencia
no s’inclina al descens (OMS, http://www.who.int/es/).

Dades obtingudes de I’OMS indiquen que 1.600 milions de persones en el
mon presenten sobrepes i que com a minim 400 milions pateixen obesitat.
Es calcula que si la tendéncia no canvia, en aquest any 2015 hi haura 2.300
milions de persones amb sobrepés, entre les quals més de 700 milions seran

obeses (OMS, 2008).
[24]
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Estudis sobre 1’obesitat mostren 1’evolucid historica d’un problema de salut
de gran impacte mundial, aixi com I’important cost economic. Dos estudis
consecutius que tracten sobre 1’epidémia de 1’obesitat en els EEUU, The
National Health Examination Surgvery (NHES) i The National Health and
Nutrition Examination Surveys (NHANES), posen en relleu I’increment
exponencial d’obesitat en la poblacié americana com un indicador de tot el
mon occidental. Aquests estudis realitzats entre el 1960-1962 (NHES), el
1971-1975 (NHANES 1), el 1976-1980 (NHANES 1), i el 1999-2000
(NHANES 1999-2000) detectaren en adults d’entre 20 i 80 anys un alarmant
increment del percentatge d’obesos, que evolucionava de forma exponencial
passant del 14,6% al 30,4% amb 40 anys de diferéncia des de I’any 1960
(Wilborn C et al, 2005).

A Europa, la incidéncia de 1’obesitat oscil-la entre el 15 i el 20%. En el
nostre pais, estudis de la SEEDO ja descrivien en el 2005 en una mostra
aleatoria de la poblacio global espanyola entre 25 i 64 anys, una prevalenca
del 15,5% (el 13,2% dels homes i el 17,5% de les dones). Considerant un
increment considerable a partir dels 45 anys associat a baixos nivells
culturals i a ambits preferiblement urbans (Salas-Salvado J et al, 2006). En
conjunt, s’estima que 1’excés ponderal afecta al 54,7% de la poblacid

espanyola d’entre 25 i 64 anys (Aranceta-Bartrina J et al, 2005).

[25]
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A partir del 2003, entre un 5 i un 7% del total de la despesa anual en
consultes mediques van ser destinades a solucionar problemes derivats del
sobrepes 1 1’obesitat. En la Unié Europea, la despesa sanitaria derivada de
problemes vinculats a I’excés de pes corporal suposen ja més del 5% de la
despesa total en medicina clinica. Aquest problema segueix creixent any
darrera any (Scarborough P et al, 2011; Von Lengerke T et al, 2011;
McCormick B, 2007; Durden ED et al, 2008; Hojgaard B et al, 2008).

Existeix un risc augmentat en persones obeses de presentar certes malalties
en comparacid en persones amb un pes saludable. Segons el nivell de risc de
manifestar-les es classifiquen en tres categories. Risc molt augmentat (risc
relatiu >3): diabetis mellitus tipus 2 (DM2), dislipémia, resistencia a la
insulina (RI), dispnea, apnea del son, i malalties de la vesicula biliar. Risc
moderadament augmentat (risc relatiu 2 - 3): malalties cardiovasculars,
hipertensi¢ arterial (HTA), osteoartritis dels genolls, hiperuricémia, i gota. |
finalment, risc lleugerament augmentat (risc relatiu 1 a 2): cancer de colon,
cancer de mama en dones post-menopausiques, cancer d’endometri,
trastorns hormonals, sindrome d'ovaris poliquistics, trastorns de la fertilitat,
lumbalgia, i risc de complicacions d’anestésia (OMS, 2000). Una descripcio

més detallada de les consequencies per a la salut del sobrepés es presenta en
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I’estudi de Picot i col. (Picot J et al, 2009). A la taula 3 podem veure un
resum de les diferentes malalties.

Una de les patologies desencadenada per 1’obesitat és el sindrome
metabolic. L’OMS ha proposat una série de criteris pel diagnostic del
sindrome metabolic, com: glicemies en deju >110 mg/dl i/o postacarga
>140mg/dl, RI determinada per la captacié de glucosa per sota del percentil
25 en clamp euglicémic-hiperinsulinemic; HTA >140/90 mmHg;
dislipémia: triglicerids >150 mg/dl i/o colesterol-HDL<35 en homes i <39
en dones mg/dl; obesitat central: index cintura/cadera >0,9 en homes i >0,85
en dones, i/o IMC>30 kg/m?, i microalbumindria en excrecié enla primera
orina >20 mg/l de creatinina. No obstant, National Cholesterol Education
Program-Adult Treatment Panell 11 (ATP I1I) planteja altres criteris basats
en el dubte sobre si 1’obesitat ha de ser un factor obligatori, o si la RI ha de
ser confirmada: 1) No insulinoresisténcia comprovada, cintura >102 cm en
homes i >88 cm en dones, 2) dislipemia amb triglicerids >150 mg/dlo HDL
<40mg/dl en homes o <50mg/dl en dones, 3) HTA >130/95 mmHg, i 4)
glicemies en deju >110mg/dl (Bustamante C,2012).

El sindrome metabolic porta el problema de 1’obesitat al seu maxim

exponent quan es diagnostica DM2, apareixent greus problemes
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cardiovasculars o fins i tot mort prematura (Cuspidi C et al, 2008; Cuspidi C

et al, 2009).
Resisténcia a la insulina
Intolerancia a la glucosa i diabetis mellitus
Alteracions metaboliques tipus 2
Dislipémia
Hiperuricémia i gota
Alteracions endocrines Hiperandrogenisme, sindrome d’ovari poliquistic
Litiasis biliar

Alteracions hepato-digestives Esteatosis hepatica
Reflux gastroesofagic/hérnia hiat
Cardiopatia isquémica
Alteracions de la conduccid
Hipertensio arterial
Trombosis venosa
Alteracions hematologiques ~ Hipercoagulacio
Sindrome d’hipoventilacié de 1’obesitat
Sindrome apnea obstructiva del son
Neoplasia Endometri, cérvix, ovari, mama, prostata

Alteracions cardiovascular

Alteracions respiratories

Taula 3. Malalties associades a 1’obesitat
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2.3 Teixit adipos

2.3.1 Teixit adip6s blanc

El teixit adip6s blanc és el principal teixit encarregat d’emmagatzemar
energia en forma de lipids (Subramanian V et al, 2004) en situacions
d’excés d’energia. A més, €s capa¢ de mobilitzar aquests lipids quan
I’organisme els necessita. Aquest teixit esta considerat un organ homogeni
format per diposits de cél-lules adiposes i per altres cél-lules de suport. S’ha
descrit que aproximadament entre el 60% (subcutani) i el 80% de les
cel-lules del teixit adipds blanc dels subjectes obesos no son adipocits
madurs sind que corresponen a 1’estroma vascular (Tchoukalova YD et
al,2004). Les cel-lules que formen I’estroma vascular es troben els
preadipacits, cel-lules mares i cél-lules endotelials, on també s’ha descrit la
preséncia de neutrofils i macrofags. La proporcio dels diferents tipus
cel-lulars presents en I’estroma vascular poden variar segons la situaciod
fisiologica i la localitzacio del teixit adipos (Esteve Rafols M, 2014). En
humans, el teixit adipos blanc presenta certa heterogeneitat depenent de la
seva localitzacio. Essencialment es pot diferenciar el teixit adipds subcutani

i el visceral, pero també, el teixit visceral no intern (intramuscular,
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perimuscular, paravertebral) i altres teixits adiposos no viscerals (retro-
orbital, facial).

El teixit adipds subcutani és la capa que es troba entre la dermis i
I’aponeurosis 1 la fascia dels musculs, on s’inclou els teixit adipds mamari,
el qual constitueix al voltant d’un 80% del greix corporal (Godinez SA et al,
2002; Valenzuela A, 2004). El teixit adip6s visceral es troba a nivell
intratoracic  (intrapericardic i extrapericardic), intrabdominal-pélvic
[Intraperitoneal (omental i mesentéric). Extraperitoneal: intrabdominal
(preperitoneal i retroperitoneal), i intrapélvic (parametrial, retropubic,
paravesical, retrouteri, pararrectal, i retrorectal)] (Shen W et al, 2003; Pérez
Miguelsanz M.2 J et al, 2010). El teixit adipés visceral pot arribar a
representar entre el 5-10% del teixit adipds total tant en dones com en
homes (Sethi JK et al, 2007).

En el transcurs de la vida, el teixit adipés blanc va incrementant-se i
distribuint-se de forma diferent: mentre que al néixer pot representar un
17% del pes, en homes adults pot arribar a representar entre un 15 i 20% , i
en dones entre un 25 i 30%. La distribucio del teixit adipds és diferent
segons el sexe: En les dones predomina la regio inferior del cos (distribucid
ginoide), principalment en la zona subcutania, i en els homes s’acumula en

la meitat superior del cos, en les regions abdominals profundes (distribucio

[30]



Introducci6

androide). No obstant, pot donar-se situacions inverses segons factors
genetics.

Temps enrere, el teixit adipés blanc era considerat un organ poc actiu
encarregat d’emmagatzemar energia, on el seu estudi basicament es centrava
en la lipogenesis, en la lipolisis, i en la regulaci6 d’ambdos vies
metaboliques. El teixit adipds blanc participa en la regulacio del
metabolisme energetic en funcid dels senyals hormonals que rep i que ell
mateix emet (Ahima RS et al, 2000). En conseqliencia, amb el temps, el
teixit adipds ha anat guanyant importancia com a organ secretor i endocri,
amb la capacitat d’interactuar amb altres organs en la regulaci6 del control
fisiologic 1 metabolic. En els ultims anys s’han descrit molts senyals
produits i secretats pel teixit adip6s blanc (taula 4), encara que no tots ells
siguin alliberats pels adipocits, ja que altres cel-lules del teixit adipds com
els preadipocits i els macrofags també contribueixen.

En el teixit adipés blanc de subjectes obesos s’ha observat un augment en
I’expressi0 i en la segregacid de nombroses adipocines inflamatories
(Arita Y et al, 1999; Hajer GR et al, 2008; Acosta E, 2012). Degut al
desequilibri entre [’accid6 de les citocines inflamatories 1 de les
antiinflamatories s’afavoreix una situacié d’inflamacié cronica, que es veu

incrementada amb la infiltracié de macrofags en el teixit (Weisberg SP et al,
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2003). Agquests macrofags tendeixen a agregar-se i a formar cel-lules
gegants i hiperactives, tipiques dels desordres propis de la inflamacio. Les
cél-lules inflamatories infiltrades en el greix perpetuen la tumefaccio del
teixit adipds que, mitjancant diferents senyals paracrins i endocrins, activen
als adipocits pergqué produeixin tant mediadors inflamatoris com adipocines,
mantenint-se aixi un cicle de inflamacié-obesitat que continuament es

retroalimenta (Di Gregorio GB et al, 2005).

2.3.2 Teixit adipds i resisténcia a la insulina

Tant el teixit adipds subcutani com el visceral en estat d’obesitat i de RI
presenten major alliberacié d’acids grassos lliures (AGL) al torrent
circulatori. Un estudi experimental amb rates diabetiques indica que
’activacio espontania de la lipolisi en condicions d’estrés oxidatiu podria
explicar I’alta concentracié d’AGL en el plasma sanguini i, per tant, tenir un
paper significatiu en el desenvolupament de la RI (lvanov VV et al, 2015).
Hi ha evidéncia que indica que en els pacients diabétics s’accentua i
s’agreuja 1’alliberaci6 d’AGL, degut que la lipasa sensible a 1’hormona

(LSH) del teixit visceral respon menys a la inhibicio per la insulina (Galgani
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J et al, 2000), sent aquesta més expressada en el teixit visceral que el
subcutani (Van Harmelen V et al, 1997).

Tant la LSH com la lipasa de triglicerids estan fortament associades amb la
RI i la hiperinsulinemia en subjectes obesos, independentment de la massa
de greix (Jocken JW et al, 2007). Els AGL poden activar vies
proinflamatories afavorint el desenvolupament de la RI, ja que
contribueixen a la inhibicié del senyal de la insulina activant els receptors
transmembrana TLR (TLR2 i TLR4) (Senn JJ et al, 2006; Nguyen MT et al,
2007).

Els TLR (receptors tipus Toll) son receptors que tenen un paper central en la
deteccid de patdgens i en la iniciacio de la resposta inflamatoria (Xu D et al,
2004).

S’ha descrit que la secrecié d’una varietat de molécules actives per part del
teixit adipds, com la interleuquina 6 (I1L-6), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa), la resistina, la hiperleptinémia, i les concentracions baixes
d’adiponectina, contribueixen a un procés aterogenic i a la RI (Yu Li et al,
2013). Concretament, el TNF-alfa té un rol important en 1’establiment de la
RI.

ElI TNF-alfa és una citocina produida principalment pels monocits,

limfocits, teixit adipds, i muscul. Estudis in vivo han demostrat que el teixit
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adipds en rates obeses amb RI (Hotamisligil GS et al, 1994) i en humans
(Hotamisligil GS et al, 1995) produeix significativament major quantitat de
TNF-alfa local i sistémica, i la neutralitzacid6 d’aquesta en rates amb RI
produeix un augment de la captacio de glucosa en resposta a la insulina.
(Hotamisligil GS et al, 1994).

A la inversa, també s’ha pogut observar que una millora de la sensibilitat a
la insulina produeix una disminucio de les concentracions circulants de
TNF-alfa (Hukshorn CJ et al, 2004). També, el receptor-1 de TNF-alfa s’ha
correlacionat de manera positiva amb la RI (Guillemette L et al, 2014,
Garcia-Compean D et al, 2014).

S’ha demostrat que una pérdua de pes en subjectes obesos presenta una
disminucio del TNF-alfa (Bluher M et al, 2001). De fet, la fraccio soluble
circulant del receptor-2 del TNF-alfa ha estat correlacionat positivament
amb I’IMC i I’index cintura-cadera (Fernandez-Real JM, 1998). No obstant,
sembla ser no haver existit diferéncies entre les concentracions de TNF-alfa
entre els pacients amb 1 sense RI , quan ha estat corregit per I'IMC
(Bluher M et al, 2001). Tanmateix, també s’ha pogut observar com una
major tasa de transcripcié de TNF-alfa, en subjectes amb un polimorfisme
en la posicido 308 del seu promotor, s’associa a un increment de la massa

grassa i de la Rl (Fernandez-Real JM et al, 1997).
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Adipocina Funcié

Leptina Control de la ingesta, deposici6 de la grassa,
inflamacié

Neuropéptid y (NPY) Proliferacio de preadipocits

Adiponectina Sensibilitat a la insulina, inflamacio

Resistina Sensibilitat a la insulina, inflamacio

Visfatina Sensibilitat a la insulina, inflamacio

Omentina Sensibilitat a la insulina

Vaspina Sensibilitat a la insulina

Apelina Homeostasis vascular (vasodilatacio)

Adipsina Inflamacio

Proteina transportadora d’ésters
de colesterol(CEPT)
Lipoproteina lipasa (LPL)
Lipasa sensible a les hormones
(HSL)

Apoliproteina E(ApoE)

Proteina ligadora de retinol- 4
(RBP)

Angiotensinogen

Angiotensina Il

Enzim convertidora
d’angiotensina (ACE)

Inhibidor de I’activador del
plasminogen (PAI-1)
Interleuquines (IL-1pB, IL-4 ,IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18)

Proteina C reactiva (PCR)

Factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa)

Proteina quimioatraient de
monocits-1 (MCP-1)

Moleécula d’adhesio intercel-lular-
1 (ICAM-1)

Factor de creixement de I’endoteli
vascular (VEGF)

Factor de creixement
transformant beta (TGF B)

Metobolisme lipidic

Metabolisme lipidic
Metabolisme lipidic

Metabolisme lipidic
Metabolisme lipidic

Homeostasis vascular
Homeodstasis vascular
Homeostasis vascular

Homeostasis vascular

Inflamacié; També intervé la IL-1p en el
metabolisme energetic, en la sensibilitat a la insulina
i en el control de la ingesta.

Inflamaci6

Inflamacio, sensibilitat a la insulina

Incorporaci6 de macrofags al teixit

Activacié de macrofags

Angiogeénesis

creixement i

Migracio i adhesié cel-lular,

diferenciacio tissular

Taula 4. Adipocines secretades pel teixit adipds blanc i funci6 fisiologica adaptada (Esteve Rafols M,

2014).
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Adipocina Funcié
Factor de creixement nervios (NGF) Creixement i diferenciacié tissular
Factor de creixement de fibroblasts Proliferacid i diferenciacio, angiogenesis
(FGF)
Prostaglandina E2 Homeostasis vascular, inflamacio
Prostaglandina 12 Homeostasis vascular, inflamacié

Taula 4. Adipocines secretades pel teixit adip6s blanc i funci6 fisiologica adaptada (Esteve Rafols M,
2014).

Hi ha evidéncia que les concentracions d’ARNm de sortilina (proteina
implicada en el transport de la GLUT4) estan disminuides en el teixit adipds
dels pacients diabétics obesos, i el tractament amb TNF-alfa en els adipocits
humans disminueixen 1’expressio6 d’ARNm de sortilina, la qual cosa es
tradueix en una menor translocacio del GLUT4 cap a la membrana
plasmatica (Kaddai V et al, 2009) provocant una hiperglicémia circulant.

En I’ésser huma, el gen de la leptina es localitza en el cromosoma 7 i es
troba expressada principalment en el teixit adipds, pero també és produida
en la placenta, el mascul esquelétic, 1’epiteli gastric i mamari, i el cervell
(Zhang Y et al, 1994; Green ED et al, 1995, Firedman JM et al, 1998,
Ahima RS et al, 2000). S’ha demostrat que la leptina té efectes reductors del
pes i actua com un senyal de sacietat a nivell cerebral (Halaas JLet al, 1995;
Pelleymounter MA et al, 1995; Mantzoros CS, 1999). La literatura mostra
que la RI esta associada amb concentracions elevades de leptina (Llaneza-
Suarez D et al, 2014; Nehus E et al, 2014; Mirrakhimov EM et al, 2014), on
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aquesta associacio ¢s independent del grau d’adipositat i de la distribucio de
la grassa (Albala C et al, 2000). A més, s’ha observat una correlacio positiva
entre el receptor-2 del TNF-alfa (TNFR2) i la leptina (Vendrell J et al,
2005), on al identificar 4 al-lels diferents del TNFR2, s’ha indicat que la
presencia de 1’al-lel A2 en el gen del TNFR2 pot predisposar als subjectes a
I’obesitat i més altes concentracions de leptina (Fernandez-Real JM, 2000).
S’ha plantejat la possibilitat que la leptina podria mostrar eficacia pel
tractament de la diabetis mellitus, ja que baixa notablement la glucosa de la
sang i provoca uns efectes antidiabetics mitjancant la inhibicié del glucagd
(Friedman J et al, 2014).

La IL-6 és una citocina secretada per cel-lules immunitaries, fibroblasts,
cel-lules endotelials, miocits, i una varietat de cel-lules endocrines
(Fried SK et al, 1998). El teixit adipés contribueix el 10-35% d’IL-6
circulant (Mohamed-Ali V et al, 1997), on s’ha demostrat que el teixit
adipos visceral allibera de 2-3 vegades més d’IL-6 que el teixit adipds
abdominal subcutani (Weisberg SP et al, 2003; Mohamed-Ali V et al, 1998;
Makino T et al, 1998). La produccio de la IL-6 és estimulada principalment
pel TNF-alfa i les catecolamines, i es inhibida pels glucocorticoides, mentre

que la insulina no modifica la seva produccio (Marcano Y et al, 2006).
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Les seves concentracions plasmatiques s’han correlacionat amb 1’obesitat, la
intolerancia a la glucosa, i la Rl (Vozarova B et al, 2001; Kern PA et al,
2001; Perez MM, 2007; Pal M et al, 2014), i inclis té capacitat predictiva
del desenvolupament de la DM2 (Humphries SE et al, 2001). La IL-6
inhibeix 1’adipogenesis i estimula la lipolisis, augmentant la circulacid
d’AGL i disminuint ’adiponectina (Kershaw EE et al, 2004). Tant la IL-6
com el TNF-alfa redueix I’expressié de la lipoproteina lipasa, i podria tenir
un paper important en la regulacio de la captacié dels AGL pel teixit adipds
(Recasens M et al, 2004).

Encara que es desconeix el mecanisme exacte, la IL-6 podria estar
involucrada en la reduccié de I’expressié dels components de senyalitzacid
del receptor de la insulina, en I’activacié de 1’enzim tirosina fosfatasa, o en
la reducci6 de I’activacio de la proteina Quinasa B (PKB) provocant una
disminucio de la translocaci6é de GLUT 4 a la membrana plasmatica (Acosta
E, 2012).

L’adiponectina és una proteina de 244 aminoacids sintetitzada
especificament i en gran quantitat pel teixit adipdos amb propietats
antiinflamatories (Scherer PE et al, 1995; Maeda N et al, 2002). Aquesta
adipoquina esta molt expressada en el serum huma on representa el 0,01%

del total de les proteines plasmatiques. Encara que el seu paper fisiologic
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esta per definir, sembla ser que podria tenir un paper en la prevencio de la
RI, ja que els valors d’adiponectina s’han correlacionat negativament amb la
RI (Recasens M et al, 2004; Cankaya Set al, 2014); on unes concentracions
baixes d’adiponectina poden predir de forma independent el
desenvolupament futur de la Rl i de la DM2 (Spranger J et al, 2003;
Snehalatha C et al, 2003). De fet, hi ha evidéncia d’una correlaci6é negativa
entre 1’adiponectina plasmatica i la producci6é endogena de glucosa, la qual
cosa recolza un paper d’aquesta hormona en el metabolisme de la glucosa
(Stefan N et al, 2002). A més, la seva relacio amb la Rl o DM2 ha estat
confirmada per diferents estudis genetics ( Palomer X et al, 2005).

En preséncia d’obesitat, el teixit adipdés es troba infiltrat per un 60%
macrofags (weisberg SP et al, 2003), els quals formen part de mecanismes
fisiopatologics que participen en 1’establiment de la RI i de la DM2
(Tateya S et al, 2013). En relaci6 a la inflamacid s’ha descrit que 1’expansio
del teixit adipés no solament augmenta en el grau d’infiltraci6 dels
macrofags, sind que a més, provoca un canvi de polaritzacio dels macrofags
que passarien de tipus M2, amb un perfil secretor antiinflamatori, a tipus
M1, amb un perfil secretor proinflamatori (Olefsky JM et al, 2010). Aquests
ultims serien els responsables de 1’expressio de la majoria de les citocines

proinflamatories que es produeixen en el teixit adipos, com el TNF-alfa, la
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IL-6, la IL-8 i la IL-1b, on algunes estan relacionades amb [I’estat
d’inflamaci6 present en 1’obesitat (Weisberg SP et al, 2003), i amb la RI

(Kang K et al, 2008; Odegaard JI et al, 2008).

2.4 Hipertensio arterial

2.4.1 Definicio

La hipertensio arterial (HTA) és una malaltia cronica que consisteix en una
elevacio persistent de la tensié arterial (TA) per sobre o igual a 140/90
mmHg. Es denominada la plaga silenciosa del segle XXI, i per
minimitzar-la s’han dissenyat guies internacionals per al seu control i
tractament (Williams B, 2007).

En termes generals, la prevalenca de la HTA en els paisos europeus €s
d’aproximadament un 30-45% amb un marcat augment a edats més
avancades (Kearney PM et al, 2005; Danon-Hersch N et al, 2009). Es
preveu que per al 2025 la incidéncia d’individus hipertensos s’haura
incrementat fins a un 24% en paisos desenvolupats, i podra arribar fins a un
80% en paisos subdesenvolupats (Kearney PMet al, 2005). La mortalitat per

Ictus (malaltia cerebrovascular que afecta als vasos sanguinis que
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suministren sang al cervell) s’ha proposat com una de les malalties a
considerar en el control de la HTA, ja que s’ha descrit una forta relaci entre
la prevalencia de la HTA i la mortalitat per Ictus (Wolf-Maier K et al,
2003).

En adults, es diagnostica la HTA depenent de les xifres umbral de la tensio
arterial sistolica (TAS) i de la tensio arterial diastolica (TAd) en diferents
tipus de mesurament [en la consulta, en el Centre d’Atencid Primaria, i en el
domicili: PAC (pressio arterial clinica), MAPA (monitoratge en el Centre
d’Atenci6 Primaria de la pressi6 arterial), i AMPA (automesura de la pressio
arterial en que el pacient pot determinar la seva TA), respectivament](taula
5).

Mentre que en nens es diagnostica la HTA quan les xifres son superiors o
iguals a les corresponents al percentil 95 per als nens de la seva edat
(Mancia G et al,2013;Villar F et al, 1996).

La Guia Europea d’Hipertesio Arterial 2013 (Mancia G et al, 2013), per
ajudar a establir el diagnostic proposa la utilitzacio de técniques
complementaries com I’AMPA, o0 la MAPA de 24 hores; ja que aquests
mesuraments es correlacionen millor amb la lesié organica i sén superiors
en I’estimacié de la morbimortalitat cardiovascular que les propies mesures

presses en la consulta. Dit aix0, en I’actualitzacié de la Guia d’Hipertensio
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Arterial de National Institute for Clinical Excellence (NICE), els experts
consideren que si les xifres de la pressio arterial obtingudes en la PAC son
elevades (>140/90 mmHg), per confirmar el diagnostic s’hauria d’utilitzar la
MAPA, almenys en el periode ditirn (Higgins B et al, 2011; Lovibond K et
al, 2011). No obstant aix0, la Guia Europea d’Hipertensid Arterial del 2013
cita que la MAPA és considerada util pel diagnostic, pero la PAC (taula 6)
segueix sent el metode de referéncia pel cribratge, el diagnostic, i el maneig
general de la HTA (Mancia G et al, 2013), on aquesta, es basa en dos 0 més
determinacions de tensi6 arterial (TA) obtingudes de manera
protocol-litzada en dues visites separades com a minim (Mancia G et al,
2007).

Les persones obeses tenen major risc de desenvolupar patologies
cardiovasculars, per conseqiient, en 1’actual Guia Clinica Europea de la
Hipertensié Arterial ha tingut en compte com a factors utilitzats per
I’estratificacio del risc cardiovascular I’obesitat (IMC >30 kg/m?) i
I’obesitat abdominal (en caucasics, perimetre abdominal: homes > 102 cm,
dones > 88 cm).

Es rellevant el maneig acurat de la HTA en pacients obesos, ja que el risc
associat a I’augment de la xifra de TA ¢és directament proporcional a la

gravetat, cada augment de 2 mmHg esta associat a un 7% més de risc de

[42]



Introducci6

mortalitat per cardiopatia isquémica i a un 10% més de risc de mortalitat per

accident cerebrovascular (NICE 2011).

Categoria TAs TAd
TA en consulta > 140 ilo >90
TA Centre d’Atencio Primaria
Didrrna (o en vigilia) >135 i/o >85
Nocturna (o dormint) > 120 i/lo >70
24h >130 i/o >80
PA en domicili > 135 i/lo > 85

Taula 5. Valors umbrals d’hipertensid arterial en els diferents tipus de mesura de la tensi6 arterial.
TA: tensid arterial, TAs: tensid arterial sistolica, TAd: tensid arterial diastolica.

Categoria TAs (mmHQ) TAd (mmHg)
Optima <120 i <80
Normal 120-129 ifo 80-84

Normal- alta 130-139 ifo 85-89

HTA grau 1 140-159 ifo 90-99

HTA grau 2 160-179 ifo 100-109

HTA grau 3 > 180 ifo > 110

HTA sistolica aillada > 140 i <90

Taula 6. Definicid i classificacid de les xifres de tensio arterial en la consulta.

Categories d’hipertensio arterial segons la Societat Europea d’Hipertensio-Societat Europea de
Cardiologia 2013. Les categories es defineixen per la xifra més alta de pressié arterial, ja sigui
sistolica o diastolica. La hipertensio sistolica aillada s’ha de classificar-se en graus 1, 2, 3 segons les
xifres de TAs en els intervals indicats. HTA= hipertensio arterial.

Fins ara, I’objectiu d’inici de tractament terapéutic era una reduccio <140/90
mmHg en subjectes hipertensos amb risc moderat o baix, i <130/80 mmHg

en pacients amb diabetis, malalties cardiovasculars, insuficiencia renal amb

[43]




Introducci6

proteindria menor a 1g/dl o proteindria major a 1g/dl amb valors de TA
menors a 125/75 mmHg (Mancia G et al, 2007; De la Sierra A et al, 2008;
http://www.finisterra.com/guias2/hipertension_arterial.asp.).

En la present Guia de Practica Clinica de la hipertensié Arterial 2013,
I’objectiu de reducci6 ¢és simplificat a <140/90 mmHg. No obstant,
I’objectiu universal de la TAd <90mmHg exclou els individus diabetics que
ha de ser <85 mmHg i inclds 80-85 mmHg si és ben tolerat, a ’estar
associada amb una important disminuci6 de les complicacions
cardiovasculars (Reboldi G et al, 2011).

A la vellesa, es consideren acceptables les xifres de TAs entre 140 i 150
mmHg, encara que s’hauria de procurar establir una TAs <140 mmHg en
pacients amb malaltia cardiaca i cerebrovascular renal previa. Pacients amb
una proteinudria >0.5g/ 24 hores, es podria considerar ideal mantenir una TA

<130/80 mmHg. (Mancia G et al, 2013).

2.4.2 Hipertensio arterial i obesitat

La HTA associada a 1’obesitat és caracteritzada per un augment en el volum
de sang expulsat pel ventricle esquerre del cor en estat de sistole (contraccio
del batec cardiac), mentre que la resistencia periférica es manté o

s’incrementa lleugerament. L’obesitat té un paper en I’augment de la xifra
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de la TA, de fet, I’'IMC té una correlacid positiva amb la prevalenca a tenir
HTA (Nguyen NT et al, 2008; Ostchega Y et al, 2012), on s’ha observat que
un augment de pes de 10 kg s’associa amb un increment de 3 mmHg en la
TAs i de 2,3 mmHg en la TAd (Poirier P et al, 2006).

Les associacions entre I’obesitat i la HTA varien segons 1’edat, el sexe, i la
raca (Abadia CL et al, 2011). Diversos estudis han informat de les
diferéncies de geénere sobre I’efecte de I’obesitat i el canvi en el pes del cos
sobre la TA (Droyvold WB et al, 2005), on la dona obesa és més susceptible
als efectes advesos cardiovasculars (Kang IS et al, 2013). L’augment de la
TA és major quan ’obesitat té una distribucio abdominal (Kang IS et al,
2013).

La disfuncio endotelial és un dels diversos mecanismes que pot estar
involucrada en el desenvolupament de la HTA en els pacients obesos. En
primer lloc, en pacients obesos la concentracié d’oxid nitric (NO) es troba
disminuida, el qual es considera un dels vasodilatadors endogens més
potents al presentar diverses funcions com: intervenir en la regulacié del to
vascular, inhibir I’agregacio i 1’adhesié plaquetaria, i la proliferacio de les
cél-lules musculars (Raij L, 2006). En segon lloc, es dona un augment en la
concentracio de diverses adipocines que contribueixen a una reduccio en la

relaxacio de I’endoteli com: L’angiotensinogen, I’inhibidor de I’activador
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del plasminogen (PAI-1), la IL-6, el TNF-alfa, i la leptina (Rodriguez-
Rodriguez E et al, 2009).

El teixit adipds disfuncional degut a 1’obesitat produeix angiotensinogen i
angiotensina 11, contribuint un efecte sobre les xifres de la TA (Massiéra F
et al, 2001). Una perdua de pes del 5%, més una disminucié en la
circumferéncia de la cintura s’associa amb una disminuci6 de I’activitat de
tots els components del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), i
una disminucio del promig de la TA de 7mmHg (Engeli S et al, 2005).
L’angiotensinogen ¢és una glucoproteina de 452 aminoacids que circula com
a péptid biologicament inactiu produida sobretot pel fetge, pero també, pel
cor, pels ronyons, i pel teixit adipés. Mitjangant la renina, I’angiotensinogen
és convertit en angiotensina I, la qual constitueix el peptid precursor del
sistema renina angiotensina (SRA). La consequent produccié d’angiotensina
Il per ’enzima convertidora d’angiotensina (ECA) provoca un increment €n
I’hormona aldosterona, la qual presenta efectes hipertensors (Ferrario CM,
2006; Hitomi H et al, 2007).

L’angiotensina Il junt amb el TNF-alfa, els AGL, i la glucosa, augmenten la
produccié de PAI-1 al fetge, que, sumant-se amb la sobreproduccié de

PAI-1 per part del teixit adipos (Kohler HP et al, 2000) impedeix que es


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Massi%C3%A9ra%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11606482
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produeixi la fibrinolisis. Comportant aixi, un augment en el risc de patir
lesions arteriosclerotiques (Aso Y, 2007).

En els subjectes obesos, tant 1’angiotensinogen plasmatic com les
concentracions de renina es troben incrementades, aixi com I’ECA (Engeli S
et al, 2005). Els adipocits disfuncionals dels subjectes obesos produeixen
angiotensinogen i angiotensina lIl, tot contribuint a I’augment dels nivells
sistemics de pressio sanguinia (Massiéra F et al, 2001). L’angiotensina
podria impedir 1’activitat de la insulina intracel-lular de manera similar a
com ho fa el factor TNF-alfa i els AGL, reduint la captura de glucosa i
disminuint la diferenciacio dels adipocits (Ran J et al, 2006; Furuhashi M et
al, 2003).

En els Gltims anys s’han descrit evidéncies dels mecanismes encarregats de
controlar la relacié entre la HTA i 1’obesitat, pero encara no existeixen
suficients evidéncies que puguin indicar quin antihipertensiu és millor, la
qual cosa implica la necessitat de rigorosos assajos clinics que puguin
explicar la rad per la qual la HTA no es desenvolupa en tots els subjectes

obesos (Rahmouni K et al, 2005).
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2.4.3 Hipertensio arterial i resistencia a la insulina

Les accions de I’ AnglI sobre la sensibilitat a la insulina ha estat descrita en
maultiples estudis des de qué la RI ha estat considerada com un factor de risc
independent pel desenvolupament de malalties cardiovasculars com la HTA
i I’aterosclerosis (Marrero MB et al, 2004).

La insulina posseeix efectes vasodilatadors, antitrombotics, antiinflamatoris,
antioxidants i natriurétics, els quals son alterats en preséncia de la RI.

La RI no compleix tots els criteris de causalitat epidemiologica per
considerar-la “causa” de la HTA, perd no obstant, trobem estudis que
demostren una relacié molt estreta ambdds factors (Ferrannini E et al, 1987;
Lima M et al, 2010).

S’ha descrit 4 mecanismes conforme els pacients amb sindrome de RI
desencadenen HTA (Acevedo M, 2006):

1) Augmenta Dactivitat del sistema nerviés simpatic comportant una
estimulacio del débit cardiac, una vasoconstriccio dels vasos sanguinis, i a
nivell renal una absorcié de sodi i aigua. 2) S’altera el sistema renina-
angiotensina: Els adipocits dels pacients insulinoresistens obesos estan més
augmentats i produeixen meés angiotensinogen, i expressen meés receptors
d’angiotensina Il anomentats AT1. Quan 1I’Ang II actua sobre els seus

receptors AT1 és un estimul important per la formacié de radicals lliures
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d’oxigen en els vasos sanguinis, els quals afavoreix la produccié d’anid
superoxid i de peroxid d’hidrogen, com també la formacié de productes
avancats de glicosilacio, la qual cosa comporta a una glucotoxicitat de la
cel-lula B. aixi mateix, I’Ang II incrementa la produccio de citoquines i
factors de creixement fibrogenétics que contribueixen a la formacié de
plaques amiloides dintre de I’islot (Jaikaran ET et al, 2001). També, 3)
I’Ang II provoca un desequilibri entre els efectes vasodilatadors i 1’efecte
retenidor de sal de la insulina i 4) 1’obesitat intra abdominal esta associada
amb inflamacié i amb la disminucié de 1’adiponectina. L’adiponectina
redueix 1’expressi6 de molécules d’adhesid en les cél-lules endotelials 1 la
produccié de citoquines pels macrofags. Aquestes propietats a promogut el
concepte d’una molecula antiaterogenica o protectora cardiovascular

(Pajvani UB et al, 2004; Diez JJ et al, 2003).

2.4.4 Hipertensio arterial i citocines: TNF-alfa i IL-10

El TNF-alfa juga un paper en la fisiopatologia de la HTA associada a
I’obesitat, on les seves concentracions estan augmentades en pacients obesos
amb sindrome metabolic en comparacid6 amb els pacients obesos sense

sindrome metabolic (Xydakis AM et al, 2004).
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El TNF-alfa s’ha associat en patologies com la HTA (Cottam DR et al,
2004) a I’estimular la produccié de 1’endotelina (Kahaleh MB et al, 1997),
molecula que augmenta el to vascular (Kohan DE et al, 2008) i
I’angiotensinogen (Brasier AR et al, 1996) in vitro. Hi ha evidéncia que una
inhibicio de TNF-alfa millora la funcio endotelial vascular i disminueix la
rigidesa arterial en la dona menopausica amb deficiencia en estrogens
(Moreau KL et al, 2013). Un estudi experimental amb rates mostra que el
TNF-alfa en el ronyé augmenta la xifra de la TA induida per I’angiotensina
Il limitant 1’0xid nitric renal ( Zhang J et al, 2014). S’ha descrit també una
associacio entre la concentracio circulant de TNF-alfa i la xifra de la TA en

subjectes amb un rang d’adipositat corporal ampli (Zinman B et al, 1999).

En contraposicid, s’ha demostrat que la citocina antiinflamatoria
interleuquina 10 (IL-10) té un rol en el sistema cardiovascular. Un augment
de les seves concentracions seriques s’han associat amb una major
reactivitat vascular endotelial en pacients amb concentracions elevades de
proteina C reactiva, la qual cosa suggereix la importancia de 1’equilibri
pro/antiinflamatori en la funcié endotelial (Tziakas DN et al, 2007). També
s’ha observat una forta associacid entre els valors alts de ’expressio de la
IL-10 en lesions arteriosclerotiques i una reduccié de I’expressio de 1’0xid

nitric sintetasa (Mallat Z et al, 1999). Tinsley JHet al, en el seu estudi ha
[50]
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mostrat que I’administracié d’IL-10 normalitza la xifra de la TA i la funcid

endotelial en rates hipertenses embarassades (Tinsley JH et al, 2010).

2.5 Funcions biologiques de la vitamina D

2.5.1 Vitamina D i hipertensio arterial

Hi ha una variacio geografica i racial en quant a la HTA. S’observa una
increment de la HTA des del sud al nord en 1’hemisferi Nord. El déficit de
vitamina D induit per la radiaci6 UVB, com son la latitud i la pell fosca
estan associats amb 1’increment de la xifra de la TA (Rostand SG, 1997). En
aquest sentit, es publica un estudi en subjectes hipertensos no tractats que
varen ser sotmesos a radiacio UVB (3 vegades/setmana), on s’observa un
descens de 6 mmHg en la TAs i en la TAd en 6 setmanes, objectivant un
augment en els valors de concentracions circulants de 25(OH)vitamina Ds
en un 162% (Krause R et al, 1998). Respecte el color de la pell, s’ha vist
que la pigmentacid (la melanina) podria explicar el 25% de les diferéncies
en la xifrade la TA (Zhao G et al, 2010; Fiscella K et al, 2011).

L’associacio entre la xifra de la TA i la concentracio circulant de

25(0OH)vitamina D3 han estat documentats per estudis importants com
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NHANES 111 (Third National Health and Nutrition Examination Survery) en
EEUU (N=15.088), on s’observa una disminucio de la xifra de la TAs i TAd
en subjectes amb unes concentracions circulants de 25(OH)vitamina Dj
>85,7 nmol/l comparant-los amb unes concentracions <40 nmol/L. Aquests
resultats han estat validats per diferents i nombrosos investigadors (Martins
D et al, 2007; Williams DM et al, 2011; Fraser A et al, 2010; Forrest KYC
et al, 2011). No obstant, trobem estudis que no han trobat aquesta associacio
com l’autor Snijder MB et al, en I’any 2007.

Estudis epidemiologics demostren una probabilitat de desenvolupar HTA en
subjectes amb baixes concentracions circulants de 25(OH)vitamina D3 pero
no hi ha una relacio6 causa i efecte (Forman JP et al, 2007; Forman JP et al,
2008; Scragg R et al, 2007).

La relacio entre els factors de risc cardiovascular i les concentracions
circulants de vitamina D ha estat avaluada per estudis com NHANES Il
(Third National Health and Nutrition Examination Survery) en EEUU
(N=15.088), i pel Frammingham Offspring Study (N=1739). En I’estudi
NHANES IlI, els valors circulants de vitamina D3 <21ng/ml s’associaren
inversament amb la HTA, la diabetis, 1’obesitat, i la hipertriceridémia. En
I’estudi Framingham Offspring Study s’objectiva que els subjectes amb un

deficit de concentracions circulants de 25(OH)vitamina D3z (<10ng/ml)
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tenien mes risc de presentar malaltia cardiovascular respecte als subjectes
amb unes concentracions superiors a 15ng/ml (Wang T et al, 2008).

Una de les bases dels esdeveniments cardiovasculars és 1’aterosclerosis. Esta
descrit que la vitamina D3 redueix la inflamaci6 associada a 1’aterosclerosi,
controlant I’acci6 de diverses metal-loproteases involucrades en el procés de
calcificacio vascular tot millorant la funcié endotelial, i disminuint la

hipertrofia del teixit cardiac (Souberbielle JC et al, 2010; Li YC, 2011).

2.5.1.1 Mecanismes biologics que relacionen el deficit de vitamina D i
la hipertensio arterial

Els mecanismes biologics no sén del tot coneguts, perd hi ha coneixement
de I’existéncia de diverses vies fisiopatologiques per les quals la vitamina
D3 podria exercir efectes antihipertensius i vasculoprotectors.

La deficiencia de la vitamina D predisposa a una up-regulation del SRAA
(Li YC et al, 2002) desenvolupant hipertrofia ventricular esquerra,
hipertrofia de cél-lules del muscul vascular, insuficiéncia cardiaca
congestiva, 1 inflamacio vascular cronica (Scragg RK et al, 2010;
Ziettermann A et al, 2005; Ziettermann A et al, 2006; Holick MF, 2007;
Zittermann A et al, 2008). En estudis en ratolins, Yuang et al, mostra com

I’activacio del receptor de la vitamina D suprimia 1’expressio del gen de
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renina (Yuan W et al, 2007). Existeixen altres treballs realitzats en rates
Knockout pel receptor de la vitamina D i 1-o hidroxilasa, que indicaren un
augment de valors de renina, un augment de la xifra de la TA, i un
desenvolupament de la hipertrofia del ventricle esquerre (Yuan W et al,
2007; Xiang W et al, 2005; Simpson R.U et al, 2007; Zhou C et al, 2008).
En alguns d’estudis mostraren que el bloqueig del SRAA amb inhibidors de
I’ECA normalitzava la Xifra de la tensio arterial i la hipertrofia del ventricle
esquerre (Yuan W et al, 2007; Zhou C et al, 2008).

Aixi mateix, es mostra que 1’administraci6é de vitamina D i analegs redueix
la sintesis de renina (Li YC, 2003), produeix una disminucié de renina i
angiotensina Il (Lind L et al, 1989; Freundlich M et al, 2008), i hi ha una
regressio de la hipertrofia cardiaca en subjectes amb hemodialisis (Kim HW
et al, 2006), i una disminucio de la xifra de la TA (Judd SE et al, 2008).
L’associacid inversa entre la concentracio circulant de vitamina D3 i la HTA
podria ser explicada, per la parcipacié de la vitamina D3 biologicament
activa en la regulacié del sistema renina-angiotensina per la supressio
directa de I’expressio del gen de renina (Xiang W et al, 2005). Vaidya A et
al, en el seu estudi transversal de 233 subjectes hipertensos caucasics
informa que altes concentracions circulants de vitamina Dj estaven

associades de manera inversa amb I’activitat de renina plasmatica
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(Vaidya A et al, 2011). L’Ang Il regula la pressio arterial augmentant de
forma directa la resisténcia vascular periféria i de forma indirecta I’augment
del volum sistolic (Hunyady L et al, 2006). Forman JP et al, al comparar els
subjectes normotensos amb concentracions circulants suficients de
25(0OH)vitamina D3 (>30ng/ml) respecte subjectes normotensos amb
concentracions circulants insuficients de 25(OH)vitamina D3 (15 a 29 ng/ml)
i deficients (<15 ng/ml) observa que amb concentracions circulants no
suficients de 25(OH)vitamina D3 tenien més elevada I’Ang II (Forman JP et
al, 2010).

Un altre possible mecanisme d’uni6 entre la vitamina D3 i la HTA podria ser
per I’efecte de la vitamina D3 sobre les cel-lules de la paret vascular
(cél-lules endotelials, cél-lules del mascul llis vascular i macrofags), on
s’expressa el VDR i la 1a-hidroxilasa (Dusso AS et al, 2005; Peterlick M et
al, 2005; Medici D et al, 2008). Un estudi en humans demostra que la
disfuncio endotelial que presentaven els 23 individus amb concentracions
circulants de 25(OH)vitamina D3z <10 ng/ml varen millorar amb
I’administracid6 de tres dosis mensuals de 300.000 UI de colecalciferol
(Tarcin O et al, 2008).

| per altim, el déeficit de vitamina D produeix un augment secundari de la

PTH, la qual t¢ molts efectes sobre el sistema cardiovascular. Els
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mecanismes pels que la PTH pot produir HTA no son ben coneguts, pero
s’ha vist que augmenta la rigidesa de la paret arterial i promou canvis
aterosclerotics en els vasos, sobretot en pacients amb malaltia renal
(Soubassi LP et al, 2006).

En estudis experimentals amb rates s’ha observat també que la vitamina D3
biologicament activa disminueix la concentracié de calci citosolic en la
cél-lula endotelial (Wong MS et al, 2008). Quan hi ha una elevada
concentracio de calci en la cel-lula es produeix una alteracié en
I’homeostasis de la cel-lula per una fosforilacié de proteines, un augment de
concentracid d’oxid nitric i produccid de radicals lliures. El resultat final
d’aquesta activitat enzimatica anormal es una lesio de les estructures

vasculars.

2.5.1.2 Suplementacio de vitamina D i la tensio aterial

Vilamerswaran et al, en el seu estudi aleatoritzat analitza les variants
genetiques que afecten la concentracio circulant de 25(OH)vitamina D3 o el
substrat disponible (CYP2R1 i DHCRY) i observa que un augment de la
concentracio circulant de vitamina D3 s’associa a una disminuci6 de la TAs
de -0,10mmHg, i un canvi de -0,08 mmHg en la TAd (Vimaleswaran K et al,

2014).
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Actualment, no hi ha suficient evidencia solida per recomanar quines dosis
de suplementacio de vitamina D son les optimes per reduir la xifra de la
tensio arterial en la practica clinica. Sembla ser, que la vitamina D té un
major efecte reductor de la TAs de 3 mmHg, pero també s’ha demostat que
dosis minimes de 1000 Ul diaries també disminueix la TAd en 1,5 mmHg
(Tamez H et al, 2012).

Recentment Carrara D et al, en un estudi de 15 subjectes hipertensos no
tractats amb antihipertensius amb una suplementacié de 25.000 Ul de
colecalciferol un cop per setmana durant 2 mesos observa una reduccié dels
valors de renina plasmatica i d’aldosterona al finalitzar la suplementacié de

vitamina D3 (Carrara D et al, 2014).

2.5.2 Vitamina D i obesitat

Estudis de I’estatus de vitamina D3 han suggerit que existeix una relacid
inversa entre la deficiéncia de vitamina D3 i1 1’obesitat amb individus obesos
(Wood RJ, 2008; Ding C et al, 2012), on la 25(OH)vitamina D3 esta
relacionada amb una menor adipositat visceral i amb una disminucid de la
grandaria de 1’adipocit (Ding C et al, 2012).

La relacié entre I’obesitat i la forma biologicament activa de la vitamina D3

esta per clarificar, possiblement per la naturalesa dinamica de la produccid i
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la regulacié de I’hormona activa. No obstant, la concentracio plasmatica de
1,25(0OH),vitamina D3 en adults sans esta associada a major IMC i a major
massa grassa corporal (Ding C et al, 2012).

El calcitriol, que té un paper en el teixit adipés huma, i la presencia del
VDR en els adipocits permeten la supressio de la PTH. L’excés de PTH
observat en persones grans amb hiperparatiroidisme primari i secundari pot
promoure 1’augment de pes impedint la lipolisis induida per les
catecolamines ( Xue B et al, 2001; McCarty MF et al, 2003).

Estudis genétics tant en humans com en animals experimentals relacionen la
vitamina D3 i ’obesitat, i confirmen un paper important del VDR en el
control del metabolisme de 1’adipocit i en la regulacio del metabolisme
energeétic, suggerint que les alteracions de la funcié del VDR poden exercir
un paper en pacients amb obesitat (vinh quc Lu'o'ng K et al, 2013).
Respecte a la suplementaci6 de colecalciferol, no s’ha observat una
disminucio significativa del pes durant la seva administracié (Sneve M et al,
2008; Zittermann A et al, 2009), com tampoc s’ha demostrat un efecte sobre
les citocines i els marcadors d’inflamacio en els individus obesos (Jorde R et

al, 2010).
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2.5.3 Vitamina D i teixit adipés

Actualment, el teixit adipds és reconegut com un organ endocri actiu. Hi ha
recopilacié d’estudis sobre la relacio entre la vitamina D i I’adipogenesis.
Un estudi in vitro en preadipocits 3T3-L1 de ratoli ha demostrat que la
1,25(0OH),vitamina D3 inhibeix I’adipogénesis antagonitzant principalment
’activitat del PPARg i retenint el receptor nuclear retinoic X (RXR) (Kong
Jetal, 2006). S’ha observat que aquest efecte antiadipogénic del calcitriol té
una funcié oposada en el teixit huma, on la 1,25(OH),vitamina D3 promou la
diferenciacié dels preadipOcits subcutanis a través d’una expressio
augmentada dels marcadors adipogenics FABP4 (fatty acid-binding protein
4), LPL (Nimitphong H et al, 2012).

Davant uns adipocits hipertrofics s’observa una disminucié d’adiponectina i
una major secrecio de citocines proinflamatories i diverses interleugquines
(Maury E et al, 2010; Vlasova M et al, 2010). S’ha mostrat que tant en
estudis in vitro en cél-lules 3T3-L1 com en adipocits en humans, el calcitriol
inhibeix la inflamaci6 cronica en el teixit adipds a partir d’una inhibicié de
quimiocines, de citocines, i de la inhibicié de NF-kB (factor nuclear Kappa
B) i de les vies MAPK (proteines quinases activades per mitogen), les quals
impedeixen la transcripcid genica dels factors proinflamatoris (Mutt SJ et al,

2014).
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El VDR esta present en el teixit adipds, on recents descobriments amb
models de ratolins genéticament modificats indiquen un paper complexa de
la 1,25 (OH),vitamina D3 i del VDR en I’homeostasi energética (Mutt SJ et

al, 2014).
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Justificacio

La insuficiencia i deficiéncia de vitamina D3 en la poblacid espanyola adulta
en ambdos sexes és aproximadament del 50%, similar a I’existent en tot el
mon (Holick MF et al, 2007; Navarro C et al, 2014). En el nostre medi es
practica un estudi a Sabadell, ciutat de la comarca del Vallés Occidental
(Catalunya, Espanya), on es mostra una prevalenga d’hipovitaminosis D3 del
86% en la poblacié major de 65 anys. Les baixes concentracions circulants
de vitamina D3 en aquest grup de poblacié es correlacionaren de manera
inversa amb la prevalenga d’HTA (Almirall J et al, 2010). Aquests resultats
son similars als estudis transversals realitzats a diferents paisos del mon
(Burgaz A et al, 2011; Bhandari SK et al, 2011); per0 no esta clar si aquesta
associacid persisteix en el temps ( Pittas AG et al, 2010; Snijder MB et al,
2007).

Estudis realitzats en Espanya han demostrat una prevalenca de sobrepes del
34,2%, sent major en homes (43,9%) que en dones (25,7%), I una
prevalenca en 1’obesitat del 13,6% tant en homes com en dones (Rodriguez-
Rodriguez E et al, 2011) .

L’obesitat esta relacionada amb la hipovitaminosis D3 (Ding C et al, 2012) i
amb el risc d’HTA (Nguyen NT et al, 2008; Ostchega Y et al, 2012). La
deficiéncia de la vitamina D3 s’associa amb xifres de la TA elevades en

pacients amb obesitat morbida (Buchwald H et al, 2004), els quals tenen una
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prevalenca del déficit de vitamina D3 (20 ng/ml) del 60%, i quan aquests
pacients son induits a una pérdua de pes per cirurgia bariatrica és manté una
deficiencia del 44% o del 14% depenent la dosis suplementacio de vitamina
D3 (Carlin AM et al, 2006; Carlin AM et al, 2009). Hi ha poca evidéncia
sobre les concentracions plasmatiques de vitamina D3 i la xifra de la TA en
pacients sotmesos a cirurgia bariatrica. Un estudi longitudinal mostra que
I’estat nutricional de vitamina D impacta la taxa de resolucié de la HTA
despreés de la cirurgia bariatrica (Carlin AM et al, 2008).

Davant I’associacié entre la deficiencia de vitamina D3 circulant i les
diferentes patologies associades es recomana una suplementacio de vitamina
D3 per arribar a valors plasmatics optims (Ish-shalom S et al, 2008). Les
conclusions de diversos estudis casos-control son controvertits davant
’associacié entre suplementaci6é de vitamina D3 i la disminucio de la xifra
de la TAs a I’utilitzar variades dosis de vitamina D (Tamez H et al, 2013).

No obstant, hi han altres estudis en que aquests results no s’observen.

La vitamina D biologicament activa s’uneix al VDR, aquest receptor s’ha
descrit en diferents teixits i organs del cos (Norman AW et al, 2006; Plum
LA et al, 2010). Encara que I’expressié i accions del VDR ha estat
ampliament estudiades en cel-lules d’origen animal, molts pocs estudis han

indagat sobre ’expressié del VDR en el teixit adipds huma.
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No es coneix del tot si la preséncia de HTA condueix a una alteracio de les
concentracions circulants de vitamina D3 0 si aquesta té una relacié causal
en la regulacio de la TA. El proposit de la tesis és aprofundir 1’associacid
entre la TA i la la concentracio circulant de vitamina D3 en subjectes amb un
ampli rang de greix corporal, i en pacients amb obesitat-obesitat morbida
intervinguts de cirurgia bariatrica. Finalment, es va estudiar 1’expressio

génica VDR en el teixit visceral i subcutani en relacié amb la xifra de TA.






4. Hipotesis







Hipotesis

1. La concentraci6 de la vitamina D3 es relaciona amb la HTA

independentment del grau d’obesitat.

2. En pacients amb obesitat, ’expressio génica de VDR en el teixit
adipés s’associa amb la xifra de la tensio arterial i elements implicats

amb la seva fisiopatologia (citocines i sensibilitat a la insulina).






5. Objectius







Obijectius

1. Analitzar I’associacio6 entre la concentracié circulant de vitamina D3 i
la xifra de la tensié arterial en subjectes amb un ampli rang de greix

corporal en un estudi transversal retrospectiu.

2. Analitzar si la concentracid plasmatica de vitamina D3 té relacio
amb la xifra de la tensi6 arterial en pacients amb obesitat després de

la cirurgia bariatrica en un estudi longitudinal retrospectiu.

3. Analitzar I’associacié de ’expressio genctica de VDR amb la xifra
de la tensio arterial en el teixit adipds subcutani i visceral en pacients
amb obesitat, i amb elements implicats amb la seva fisiopatologia

(sensibilitat a la insulina, i citocines pro i antiinflamatories).






6. Metodologia
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6.1 Disseny de ’estudi, participants i enregistrament
de les dades.

*Cohort 1

Participants

Des de I’any 2010 fins a I’any 2013 inclos, es va realitzar un estudi
transversal retrospectiu de 509 subjectes sans caucasics de 21 a 66 anys amb
un IMC de 18 a 64 kg/m?de la poblaci6 assistida en I’hospital Josep Trueta.
Els subjectes varen ser estudiats pel Servei d’Endocrinologia de 1’hospital
Universitari Dr. Josep Trueta (Girona, Espanya).

Els criteris d’exclusi6 varen ser: 1) alteracio hepatica o renal i/o disfuncio de

la tiroides, 2) evidencia de malaltia cronica o 1’ts de medicament cronic i, 3)

malaltia aguda apareguda en el mes anterior.

*Cohort 2

Participants

Des de I’any 2000 fins a I’any 2012 inclos, es va realitzar un estudi
longitudinal retrospectiu de 169 pacients caucasics de 33 a 65 anys amb un
IMC >35 kg/m? intervinguts de cirurgia bariatrica. El pacients van ser

reclutats pel Servei d’Endocrinologia de 1’hospital Universitari Dr. Josep
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Trueta (Girona, Espanya) seguint els criteris d’inclusi6 i d’exclusié de la
Guia Clinica d’Actuaci6 en el Sobrepés i I’Obesitat en 1’adult de la regio
sanitaria de Girona (GirObSMet).

Criteris d’inclusié varen ser: 1) edat compresa entre 30 i 65 anys, 2) IMC

>40 kg/m? o IMC >35 kg/m? amb patologies majors associades, 3) capacitat
de comprensio per part dels pacients del procediment quirdrgic, aixi com
dels seus efectes i motivacid pel complex seguiment dietétic.

Criteris d’exclusio varen ser: 1) bulimia no controlada, 2) antecedents

psiquiatrics majors no controlats, 3) ingesta de drogues o alcohol superior a
80 gr/dia en homes i 40 gr/dia en dones, 4) risc anestésic no acceptable, i
com objectiu especific de I’estudi: 5) subjectes amb suplementacio de
vitamina D3 prévia a la cirurgia, 6) 1’ds de tractament amb
anticonvulsionants com el fenorbarbital o fenitoina o els seus analegs, i 7)
tots els pacients que no tenien enregistrades en les seves histories cliniques
la concentracio circulant de vitamina D3 o la xifra de la TA sistolica i
diastolica previa a la intervencio.

Enregistrament de les dades

Es va utilitzar les histories cliniques dels pacients per estudiar els valors
analitics com els antropometrics en els diferents periodes de temps: previa a

la cirurgiaien els 12, 18 i 24 mesos després de la intervencio (taula 1).
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Prévia Lo
. . Post cirurgia
cirurgia
12¢ 18¢ 24
mes mes mesos
Any de la intervencio *
Edat del pacient * * * *
Antecedents patologics *
Mesures antropometriques * * *
Mesures bioquimiques * * *
Concentracions circulants de 25(OH)vitamin D3 * * *
Suplementacié de vitamina D3 * * *

Taula 1: Periodes de temps de recollida de dades

*Cohort 3

Participants

Des de I’any 2000 fins al 2012 inclos, es va realitzar un estudi retrospectiu

de I’expressié genica del VDR en 121 pacients caucasics. Les mostres de

teixit adipos es van obtenir dels dipdsits de teixit adipds viscerals (VAT) i

subcutanis (SAT) (91 VAT 1 87 SAT) a partir d’una cirurgia electiva

(by-pass gastric, colecistectomia, i hernies umbilicals i inguinals). Els

pacients varen ser reclutats en el Servei d’Endocrinologia de 1’hospital

Universitari Dr. Josep Trueta (Girona, Espanya).

Criteris d’inclusié varen ser: 1) edat de 30 a 65 anys, 2) IMC >30 kg/m?, i 3)

la capacitat de comprendre els procediments de 1’estudi.
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Criteris d’exclusi6é varen ser: 1) malaltia cronica greu, 2) ingesta d'etanol
>20g/dia, i 3) malaltia i/o infeccio aguda apareguda en el mes anterior.

Tots els subjectes van donar el seu consentiment informat per escrit.

“Cohort 4

Participants

Del 2010 al 2013 es va reclutat 32 pacients del projecte multicentric
FLORINASH.

Els criteris d’inclusié varen ser: 1) pacients caucasics de 30 a 65 anys, 2)

IMC >30 kg/m?, 3) capacitat de comprendre els procediments de I’estudi.

Els criteris d’exclusid varen ser: 1) malaltia sistemica, 2) infeccio en el mes

anterior, 3) malaltia cronica greu, 4) ingesta d’etanol >20g per dia, o 5) I’Gs
de medicaments que poden interferir amb ’acci6 de la insulina.
Es va analitzar un subgrup de 18 pacients que no varen diferir del grup (14

homes i 4 dones).
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6.2 Procediments clinics

6.2.1 Calcul de I’index de massa corporal (IMC)
L’index de Massa Corporal es va calcular utilitzant la seguient formula:

IMC = Pes (kg) / Alcada (m?)
A on el pes es mesura en una bascula calibrada situada en una superficie
plana i llisa, col-locant al pacient en el centre de la balanca sense sabates ni
jaquetes o abrics. El pes s’expressa en kg i amb un decimal.
L’algada es mesura amb un tallimetre de bra¢ mobil situat en una superficie
llisa 1 dura. El pacient és col-locat d’esquena al tallimetre, amb els talons
junts, els glutis i els bracos a la barra fixa. EI brac mobil del tallimetre és
desplagat fins a la base de la superficie del cap del pacient, formant un angle

recte amb el bra¢ mobil del tallimetre. Els valors s’expressen en centimetres.

6.2.2 Mesura de la tensi¢ arterial

La TA es va mesurar segons el protocol de la Guia Clinica Espafiola de
Hipertension Arterial 2005 (SEH-LELHA). La técnica emprada pel
mesurament de la xifra de la TA és també la vigent al dia d’avui actualment

per la ESH/ESC guidelines for the management of arterial hypertension
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2013. Els pacients han d’estar en posicio fowler (assentats) o semifowler
(lleugera inclinacié) amb esquena i bracgos recolzats, i cames no creuades.
Fixant-se que el bragal estigui a I’altura del cor i cobreixi el 80% del
perimetre del brag (12-13 cm d’amplada i 35 cm de llarg). La lectura s’inicia
després d’un minim de 3- 5 minuts en repos i sense administracié previa de
farmacs amb efectes sobre la xifra de la TA. Es deixa un interval d’1-2
minuts entre les mesures. Si les xifres son molt diverses s’agafen medicions
addicionals. Es considera el calcul de la xifra promig de la TA si es creu
necessari. La tensio arterial s’expressa en mil-limetres de mercuri (mmHg).

Les mesures de la pressio arterial es varen registrar amb un
esfigmomanometre automatic.

Per classificar les categories d’hipertensio es va utilitzar la ESH/ESC
guidelines for the management of arterial hypertension 2013
(http://www.esh2013.org/wordpress/wp-content/uploads/2013/06/ESCESH-
Guidelines-2013.pdf)

Es important esmentar que els graus de la HTA descrits per la ESH/ESC
coincideixen amb la Guia de Practica de I’Institut Catala de la Salut.

Tenint present el tipus de pacient de 1’estudi es va definir hipertens amb una

TAs >135 mmHg i una TAd >85 mmHg o amb tractament hipotensor.
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6.2.3 Parametres analitics

Els procediments analitics realitzats en 1’estudi van ser mesurats en deju,
d’un minim de 8h. Tant el colesterol total, com colesterol-HDL i els
triglicérids es van determinar mitjancant un metode enzimatic colorimetric
en un analitzador Roche/Hitachi Cobas C. El colesterol-LDL es va obtenir
mitjancant 1’aplicacio de la formula Friedwald.

Les concentracions circulants de 25(OH)vitamina D3 es van determinar per
electroquimioluminiscéncia (Modular Analytics E170; Roche.). El
coeficient de variancia del séerum huma va ser de 4,5% i del control de
qualitat de 3,6 %.

La concentracio plasmatica d’hormona paratiroidea (PTH) es va determinar
per electroquimioluminiscéncia (Modular Analytics E170; Roche).

Les concentracions de glucosa plasmatiques basals van ser valorades amb
un espectrofotometre Beckman Glucose Analyzer 1l (Beckman Instruments;
Brea, Calif) segons un métode enzimatic colorimetric.

L’hemoglobina glicosilada (HbAIc) es va analitzar a partir d’'una mostra de
sang total amb EDTA potassic amb una tecnica inmunoquimica basada en la
inhibici6 de I’aglutinaci6 de particules de latex.

La sensibilitat a la insulina es va mesurar mitjancant el clamp euglicémic

hiperinsulinemic. Es va administrar per via intravenosa una perfussio
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continua d’insulina (Actrapid HM, Novo Nordisk, Copenhague, Dinamarca)
durant 120 minuts a 40 mUI /m* min, amb un resultat d’hiperinsulinémia
constant de 80 mUI/ml. La glucosa en sang arterialitzada es va obtenir cada
5 minuts, i la infusio de glucosa al 20 % (1,11M) es va ajustar per mantenir
les concentracions de glucosa en plasma a 5 mM. El ritme de la infusio de
glucosa sera proporcional a la sensibilitat a la insulina, i per tant,
inversament proporcional a la resisténcia a la insulina. La taxa de la captacid
de glucosa de tot el cos (valor M) es va calcular en 2 hores del clamp com la

taxa mitja de la infusié de glucosa de 80 a 120 minuts.

6.3 Teixit adipos

6.3.1 Obtencid i tractament del teixit adip6s

Les mostres de teixit adip6s subcutani i visceral van ser obtingudes
mitjancant cirurgia oberta o laparoscopia dels pacients reclutats en el servei
d’endocrinologia de I’Hospital Dr. Josep Trueta de Girona (Girona,
Espanya). Les mostes de teixit adipOs es van obtenir durant els procediments
quirdrgics electius per aquest ordre: Bypass gastric, colecistectomia i
operacions abdominals per reparar hernies inguinals i umbilicals. Es va

constatar I'abséncia de malaltia sistémica.Tots els subjectes van donar el seu
[73]



Metodologia

consentiment informat per escrit després que el proposit, la naturalesa i els
riscos potencials per a I'estudi els van ser explicats. Les mostres de teixit
adipds es van obtenir apartir de teixit adipds subcutani i visceral, es va
rentar, fragmentar i immediatament congelat en nitrogen liquid abans de ser

emmagatzemat a -80°C.

6.3.2 Estudi d’expressio génica

6.3.2.1 Extraccié de ’ARN

El primer pas de I’extraccié de I’ARN de teixit adipds congelat, va incloure
la retirada de les aliquotes préviament identificades, del congelador a -80°C,
i s’afegi a cada aliquota 600 ul de QIAzol® Lysis Reagent (QIAgen, EUA)
fred i es va voltejar durant 10 seg. El QIAzol® (o Trizol® segons la casa
comercial) és una barreja comercial fotosensible de guanidina, tiocianats,
fenols i alcohols que condiciona la degradacié de les cel-lules, permetent
I’extraccié del material nucleic integre. El QIAzol® estabilitza 1’ARN,
inactivant les ARNases que podrien degradar-los. Mitjangant 1’Gs d’un
homogeneitzador (Ultraturrax Werke®; Londres, Anglaterra), es va triturar

la mostra a nivell subcel-lular (maxima poténcia durant 20-40s).
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Després d’un periode de repos de 5 min es va afegir a la solucio 200 uL de
cloroform i es va agitar durant 15 seg. A continuacio, la solucié es va
centrifugar per un periode de 15 minuts a 4° i 1200 g. D’aquesta manera, la
barreja va perdre la seva homogeneitat per mostrar tres fases clarament
diferenciades de les quals, la fase superior, completament incolora d’aspecte
aquos, ¢€s la que contenia I’ARN dissolt i ja separat de la resta de molecules.
Va quedar una segona interfase blanca, constituida, en la seva practica
totalitat per I’ADN, 1 una hipofase vermellosa. Aquesta primera fase d’uns
~600 pL es va transferir a un nou Eppendorf® estéril i lliure d’ARNases on
es va barrejar amb un volum equivalent d’etanol absolut, fred i esteril. En
aquestes condicions, després de voltejar-lo vigorosament és possible que el
material genomic contingut en la solucié comenci a ser visible degut a la
desnaturalitzacio de les cadenes d’ARN: cal mantenir-lo dissolt abans de
passar la solucié per la RNeasy® Mini Spin column, una columneta
cromatografica col-locada a un tub de centrifuga de 2 mL. Van seguir una
seérie de rentats i centrifugacions a 8000 g durant 60 seg. a temperatura
ambient. Els tampons comercials que inclou el kit (Buffer RPE i RW1)
n’asseguren un rentat complert de restes lipidiques, proteiques i/o
fenoliques, per tal d’aconseguir una puresa optima. Una ultima centrifugacié

a maxima velocitat (14000 g) de 2 min garanteix assecament i neteja de la
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membrana polar, encara amb I’ARN atrapat. Finalment, es va transferir la
columna a un nou tub de col-leccié estéril (correctament etiquetat i amb tap)
i es va eluir ’ARN passant 50 uL d’aigua esteril RNase-free directament a
través del centre de la membrana i centrifugant a 8000 g, 1 min (RT). Es va
repetir el procés una segona vegada amb els mateixos 50 pL d’aigua per tal
de maximitzar-ne la concentracio i assegurar I’eficiéncia de 1’extraccio.

La puresa i concentraci6 de ’ARN obtingut s’estima mitjancant metodes
espectrofotométrics. EI  NanoDropTM (Thermo Fischer Scientific;
Wilmington, EUA) permet valorar de forma precisa la concentracié d’ARN
de la solucio final 1 la seva puresa a l’analitzar també altres espectres
d’absorcié per longituds d’ona diferents a les dels oligonucleotids (260 nm).
La puresa i concentracid d’ARN de la solucio final s’estimen de la mateixa
manera que I’ADN, per espectrofotometria, mesurant 1’absorbancia de la
mostra a diferents longituds d’ona. Per determinar-ne la integritat, parametre
extremadament important donada la fragilitat de I’ARN i la sensibilitat de
les determinacions que volen dur-se a terme a posteriori, pot fer-se correr
una petita mostra tenyida amb bromur d’etidi per un gel d’agarosa 1%. Al
gel s’hi ha de poder apreciar dues bandes clares, corresponents a I’ARN

ribosomic, subunitats 18S i 28S
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Figura 8. Diagrama de la integritat de I’ARN

Exemple del diagrama que proporciona el Bioanalyzer® representant la integritat de I’ARN d’una
soluci6 aquosa. Els pics corresponen a la presencia de les subunitats ribosomiques 18S i 28S i, la base
dels mateixos, un marcador de la integritat general de ’ARN. L’ARN Integrity Number (RIN) es
calcula a partir dels darrers i es considera optim perl’analisis d’expressio génica per sobre de 7,5. Al
costat de cada grafica, una representacié digital del qué seria ’equivalent en bandes d’un gel
d’agarosa.

Es molt més objectiva, especifica, replicativa i sensible I’estimacio de la
integritat i concentracié que s’assoleix a través del Bioanalyzer®, un
sofisticat sistema de caracteritzacidé de solucions d’acids nucleics. Un
Bioanalitzador (BioanalyzerTM, Agilent Technologies; Santa Clara, EUA)
és una plataforma microfluidica util per quantificar el grau de la degradacio

del material genomic obtingut (RIN number). Es basa en la preséncia
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relativa de les principals subunitats ribosomes, la 18S i la 28S, ambdues

molt abundants, per valorar la integritat de la mostra.

6.3.2.2 Retrotranscripciéo de ’ARN

Tot i I’abséncia d’ARNases, I’ARN en solucidé aquosa és extremadament
labil. Els cicles de congelacio i descongelacié comporten la formacié de
cristalls que poden fragmentar les sequéncies dels ribonucleotids i reduir a
I’hora de I’analisi per Rt-PCR, la presencia real de les mateixes. Donada
I’extremada sensibilitat de la tecnica, aquest fenomen, lligat a més a més, a
la naturalesa estructural de cada sequéncia, pot derivar en resultats i
interpretacions completament erronies. EI més indicat per evitar aquest error
és rebutjar qualsevol mostra d’ARN després del seu 3r cicle de
congelacié/descongelacio.

L’alternativa més adequada per allargar el temps de vida util d’aquests tipus
de mostres és la retrotranscripcié de I’ARN missatger (ARNm) a ADNc, un
ADN monocatenari sintetitzat a partir dels ARNm en suspensié perd molt
més estable, aguantant bé fins a 10 cicles de congelacio/descongelacié. Amb
aquesta finalitat, kits comercials com el High Capacity® cDNA Archive

Kit(Applied Biosystens; Dinamarca) permeten, mitjangant 1’Gs d’encebadors
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aleatoris, nucleotids lliures 1 una retrotranscriptasa termosensible
(temperatura optima 37°C), la total conversié de I’ARNm a ADNc. Aquests
primers aleatoris asseguren la sintesi d’una unica cadena d’ADNc a partir de
qualsevol espécie d’ARNmM existent a la mostra. Al final del proceés, totes i
cada una de les seqiiencies d’ARNmM hauran estat (tedricament)
transformades a ADNC.

Per exemple, per a retrotranscriure 50 uL de mostra (de 0,1 a 10 ug d’ARN
pur a concentracions entre 0,002 i 0,2 pg/ul) es realitza una MIX (50
uL/mostra) dels components del kit, sempre treballant sobre gel i en
condicions esterils. Aquests reactius son un tamp6 adient per promoure la
retrotranscripcio (10 x Reverse Transcription Buffer, 10 pL), la soluci6 de
desoxiribonucloeotids Iliures (25x dNTPs, 4 uL), una solucié d’encebadors
aleatoris (/0x Random Primers, 10 uL) i la retrotranscriptasa, normalment
de naturalesa virica i en suspensio alcoholica (MultiScribeTM Reverse
Transcriptase, 50 U/ul, 5 uL). Finalment s’enrasara amb 21 ul d’aigua
destil-lada RNAsa-free i es barrejaran les 2 solucions, els 50 puL. de mostra
amb els 50 pL de MIX, per obtenir 100 pL d’una solucié de 0,1-10 g
d’ADNCc pur.

La reaccio de retrotranscripcid consta de 2 etapes, una de melting o

associacio de sequeéncies complementaries (encebadors amb molécules
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d’ARNm) de 10 min a 25°C i una altra d’elongacidé de seqiiencies i
degradaci6 de molécules d’ARNm dirigida per 1’acci6 de les

retrotranscriptases a 37°C durant 120 min.

6.3.2.3 Analisi de ’expressié génica via Real-time PCR

La reaccid en cadena de la polimerasa a temps real (Rt-PCR) permet estimar
amb certa facilitat les concentracionsd’expressio relatius d’un gen
determinat. Cada assaig té una Unica sonda, especifica per un gen determinat
i situada al mig d’un amplico (la sequencia, especifica pel gen estudiat,
amplificada entre ambdds encebadors).

La PCR a temps reales realitza en un termociclador amb capacitat de fer
incidir sobre cada mostra un feix de llum d’una longitud d’ona determinada
i de detectar la fluorescencia emesa pel fluorocrom excitat. Aquest
termociclador és un aparell amb capacitat per escalfar i refredar rapidament
les mostres, que permet la replicacié exponencial d’una seqiiéncia especifica
d’ADNc, denominada amplico, aprofitant les qualitats fisicoquimiques dels
acids nucleics i les enzimatiques de I’ADN polimerasa.

Cada mostra d’ADNc, sintetitzada a partir de I’ARN extret es diluira a una

concentracio constant per tal de carregar, amb 11,25 uL de solucio, entre
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10-100 ng d’ADNCc. Nosaltres vam utilitzar 10 ng/ml d’ADNc a partir de 20
ng/ml d’ARN. A cada pouet s’aplicaran a continuacio 13,75 uL d’una MIX
constiturda per 12,5 uL. de TagMan® PCR Master Mix (solucid prefabricada
per AB amb la totalitat de components necessaris per dur a terme
I’amplificacié geénica, menys els encebadors) i 1,25 pL de 1’assaig o
combinacio de primers (i sonda) necessaris segons el gen estudiat.

La integritat de I’ADN, ’eficiéncia enzimatica i altres factors poden conduir
a una variabilitat que condueixi a un error en la quantificacid. Per aquest
motiu s’han desenvolupat sistemes d’estandarditzacid, com per exemple la
quantificacio relativa del gen d’estudi respecte a un altre anomenat
‘normalitzador’, que se selecciona degut a la seva expressid gairebé
constant, ja que solen estar involucrats en funcions basiques de la
supervivéncia cel-lular (gen d’expressid constitutiva). D’aquesta manera,
efectuant en cada experiment el mesurament dels gens d’interées i dividint-
los per ’expressio del gen normalitzador seleccionat, €s possible comparar
els primers tot i que no coneguem amb termes absoluts els seus nivells
d’expressio.

En el nostre cas concret, vam seleccionar la Ciclofilina A (Cyclophilin A,
PPIA; RefSeq. NM_002046.3). La seva expressid és constitutiva i

relativament constant, independent de I’estat metabolic de les cel-lules,
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especialment util, doncs, en 1’estudi dels patrons d’expressid. El seu Gis com
a gen normalitzador per a estudis d’expressio genica relativa en teixit adipds
ha estat extensivament validat en estudis anteriors (Ortega FJ et al, 2010;
Moreno-Navarrete JM et al, 2011; Ortega FJ et al, 2009).

Aixi doncs, per a cada determinaci6é (per duplicat) s’analitzara el control
endogen, també per duplicat. Desviacions estandard per sobre de 0,3 per a
qualsevol d’aquestes répliques invalidaran la proba en la mostra afectada.
Per resumir doncs el procés de la Rt- PCR, podem dir que consisteix en una
serie de canvis de temperatura que es repeteixen entre 40 vegades,
anomenats cicles. Teoricament en cada cicle s’obté el doble de producte, i
cada un d’ells t¢ un minim de 3 etapes: la primera, al voltant dels 95°,
permet la separacié dels acids nucleics de doble cadena, el segon, a una
temperatura al voltant dels 50-60°, permet 1’alineacié dels encebadors al
motlle d’ADN; i el tercer, a 68-72°, facilita la polimeritzacié per part de
I’ADN polimerasa. Les temperatures i el temps utilitzats en cada cicle
depenen de gran varietat de parametres com els encebadors i les sondes
utilitzades per la sintesi d’ADN, el tamany de I’amplic¢ etc.

De la corba de fluorescéncia resultant al llarg de 40 cicles d’amplificacio es
pot determinar un nivell limit de fluorescencia o threshold, arbitrari pero

constant per a cada gen/assaig, definit normalment com el valor de
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fluorescencia maxim que assoleix la corba sigmoidal cicles versus
fluorescéncia en la fase de creixement exponencial. El threshold cycle (valor
Ct) es defineix llavors per mostra i gen com els cicles necessaris per assolir
aquest punt i depen de la quantitat inicial del transcrit amplificat de forma
que, quan més transcrit hi ha a la solucié6 d’ADNc, menys cicles (|Cts)
caldran per assolir aquest threshold. La ACt es calcula llavors com la
diferencia entre el Ct del gen problema i el Ct obtingut pel control endogen
en una mateixa mostra. El valor de Ct pel control endogen sera teoricament
idéntic en totes les mostres analitzades de forma que la variacid entre
determinacions en el control endogen permetra per exemple corregir errors

de processament de les mostres (figura 9).

Canvis relatius entre mostra (entre individus, teixits o tractaments) respecte
al control endogen son determinats més tard a través de la férmula 2-ACt
segons les indicacions del proveidor (Livak and Schmittgen, 2001), de forma
que els valors d’expressio son expressats finalment com a ratio d’expressio

relativa respecte a l’expressio del control endogen, en aquest cas PPIA.
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Figura 9. Amplificacio dels transcrits d’ADNc.
6.3.3 Kits, reactius i assajos comercials. Equipament
Equip Marca Model Pais
Dispensador LabChip Agilent2100 Bioanalyzer Anglaterra
automatic
Cambra flux laminar | Telstar MINI-V/PCR Espanya
Cambra flux laminar | Captair Captair® Chem by erlab Espanya
Centrifuga Hettich Zentrifugen Hettich Universal 32R Alemanya
Congelador -20°C Bosch GSE36421 Espanya
Cubetes electroforesi Invitrogen XCell SurelockTM Espanya
Bioanalyzer® Drummord Pipet-Ais EUA
Espectrofotometre HITACHI U-1800 Japo
Espectrofotometre GeneQuant GeneQuant Pro Anglaterra
Taula 1
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Fabrica de Gel BAR-LINE BF-85-AS Espanya

Incubador PS Biotech Galaxy S Anglaterra

Joc micropipetes GILSON PipetMan Franca

Microcentrifuga Eppendorf 5415R Anglaterra
Centrifuge

Microcentrifuga Jouan Al4 Espanya

Micropipeta Nichiryo Nichipet 7000 40-200pL Xina

Microscopi Zeiss Axiovert 40 CFL EUA

Nevera Bosch Cooler Espanya

Ordinador portatil DELL Lattitude C810 Xina

Real- Time PCR Roche Diagnostics LC480 Alemanya

Termobloc SELECTA Tenbloc (x18 Espanya

Epperndorf®)

Termociclador Bio-Rad MyCycler Thermal Cycler Anglaterra

Ultracongelador - Sanyo MDF-U71V Japé

80°C

Ultrafragmentador IKA Ultraturrax Werke Anglaterra

Vortex Scientific Industrial Genie-2 EUA

Taula 1. Equipament del laboratori emprat pel desenvolupament d’aquest treball.
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Kit/Reactius Definicid Referéncia Casa Pais
RNeasy® Kit d’extraccié de RNA 74804 QIAgen EUA
Lipid

Tissue

Kit High- Kit de retrotranscripci6 4322171 Applied Anglaterra
Capacity® RNACDNA Biosystems

cDNA

Archive

TagMan® Per I’analisis de I’expressio | 4304437 Applied Anglaterra
PCR génica mitjangant primers Biosystems

Master Mix & sondes TagMan®

Taula 2. Reactius i kits comercials utilitzats per ’elaboracié dels bancs de mostres, 1’analisi i la
caracteritzacio molecular.

TagMan® Gen Seq. de referencia
Hs99999904_m1 PPIA NM_002046.3
Hs00172113 ml VDR NM_001017535.1
Hs01113624 g1 TNF-alfa NM_000594.3
Hs00961622_m1 IL-10 NM_000572.2

Taula 3. Assajos comercials desenvolupats i testats per Applied Biosystems (AB) per realitzar analisi
d’expressioé geénica mitjangant la tecnologia TagMan® (primers i sondes) o SybrGreen® (primers i
Sybr® Green, un fluorocrom especific pel marcatge del SDNA sintetitzat de novo).

6.4 Analisi estadistic

Tots els assaigs es varen realitzar almenys per duplicat i els resultats
s’expressaren amb la mitjana + desviacio estandard (SD) per a les variables
continues i per freqliencies per a les variables categoriques. Com a primer
pas en I’analisi estadistic, es varen probar la distribucio de la normal i si les
variables no seguien wuna distribuci6 normal es van transformar

logaritmicament. La relacio linial simple entre variables quantitatives
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s’analitzd amb models bivariables mitjangant el test de Pearson. Per
comparar parametres continus entre grups de subjectes es va utilitza el test
d’ANOVA per comparacions multiples quan 1’equiparabilitat de les
variances poden ser assumides, o el test t de Student i proves no
parametiques per a comparacions entre parelles. Es va utilitzar I’analisis de
regresio de lineal multiple per tenir en compte els possibles factors de
confusid. Per estudiar la relacio entre les variables s’utilitza el Model Lineal
Mixt considerant dades repetides. L’analisi estadistic es va realitzar
utilitzant el programa SPSS 16.0 (SPSS, Chicago IL, EUA) i el programa

SAS SYSTEM 9.2 per Windows.
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7.1 Primer objetiu. Vitamina D circulant i
hipertensio arterial

*Cohort 1

Les caracteristiques cliniques i antropometriques d’aquests subjectes es
mostren a la taula 1, formada per 509 subjectes caucasics, 158 homes i 351
dones, amb un interval d’IMC entre 20 i 52 kg/mz, i amb una mitjana d’edat
de 44,6 £ 10,0 anys.

A D’analitzar tota la mostra conjunta es va correlacionar de manera inversa la
concentracio plasmatica de vitamina D3 i la xifra de la tensi¢ arterial
sistolica i diastolica (r= -0,165; p <0,001 / r=-0,117; p= 0,012) (figura 1 i
2), pero al realitzar una regressid lineal maultiple, les relacions entre la
vitamina Djs circulant i la TAs i TAd no van ser independents del grau
d’obesitat i de I’edat dels subjectes (p= 0,404 i p= 0,217, repectivament).

Al classificar els subjectes segons els graus d’hipertensio arterial es va
observar que els pacients amb HTA definida ( TA >135 i/o >85 mmHg o
amb tractament hipotensor) (figura 3), HTA grau I, i HTA grau Il tenien
menys concentracié circulant de 25(OH)vitamina D3 respecte als
normotensos. (15,3 + 8,4 vers 17,6 + 9,5; p= 0,011/ 14,8 £ 7,8 vers 17,54 £

9,6; p=0,002/ 14,2 £ 9,5 vers 17,6 £ 9,5;p= 0,009, respectivament).
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Es va observar una diferencia significativa entre la concentracio plasmatica
de vitamina Ds i les xifres de TAd dicotomitzada. Els pacients amb la xifra
de la TAd >75 mmHg varen tenir menys concentracié serica de
25(0OH)vitamina D3 respecte als pacients amb la xifra de la TAd <75 mmHg

(15,1+ 8,2 vers 17,6 = 10,1; p= 0,006).

7.2 Segon Objectiu. Vitamina D circulant i
hipertensié arterial

*Cohort 2

La cohort 2 va ser formada per 169 pacients caucasics, 27 homes i 142
dones, amb una mitjana d’edat de 44,5 £ 9,9 (taula 2).

Es van observar diferencies significatives al comparar la variable de la xifra
de la TAs i de la TAd abans i després de la cirurgia bariatrica [amb els
diferents periodes de la post cirurgia (12, 18 i 24 mesos)]. Mentre que
ambdos tensions arterials varen disminuir significativament després de
I’operacio (TAs: 138,0 £ 18,0 vers 127,9 + 15,3; p <0,001 / TAd: 78,8 +
14,3 vers 72,3 + 10,3; p <0,001) les concentracions circulants de vitamina
D3 varen augmentar sota la suplementacié de vitamina D3 (22,7 £ 14,2 vers

26,3 £ 11,6; p= 0,003) (taula 2).



Pes Sobrepés Obesitat Obesitat P(t-student)
normal morbida
N=39 N=23 N=89 N=336
Pes normal- | Pes normal- | Pes normal-
sobrepés obesitat obesitat morbida
participants 509 (158 homes i 351 dones)
(N)
Edat 44,6+10,0
IMC (kg/m*) | 22.1+1.8 27,1415 36,8+2,7 | 46,4+4,8 <0,001 <0,001 <0,001
Glucosa(mg/dl) | 837+85 | 925+8,1 | 953+20,7 | 98,1+20,8 0,407 0,025 <0,001
Hb1Ac (%) 5,4+0,2 5,4+0,2 5,50,5 5,840,6 0,999 0,047 0,004
C-total (mg/dl) | 194 24431 | 196,4+37,0 | 188,8+35,8 | 191,7+33,3 0,996 0,886 0,282
C-LDL (mg/dl) | 109,0+37,6 | 121,4+33,0 | 116,8+30,0 | 119,1+29,5 0,497 0,617 0,981
C-HDL (mg/dl) | 71,0+17,0 | 58,3+145 | 49,4+13,7 | 47,5115 0,002 <0,001 <0,001
TG (mg/dI) 70,4291 | 83,5+27,1 | 112,5¢53,4 | 125,5+55,6 0,827 <0,001 <0,001
TAs (MmHQ) | 117,2+11,7 | 127,7+17,6 | 132,5+22,5 | 142,4+19,2 0,230 <0,001 <0,001
TAd(mmHg) | 64,6465 74,848,7 | 76,3t13,3 | 78,5+135 0,030 <0,001 <0,001
PTH(pg/ml) 37,3+14,2 | 43,9+14,0 | 52,2+17,6 | 56,0+20,4 0,639 0,001 <0,001
25(0OH)D,
(ng/ml) 254481 | 21,4465 | 16,4492 | 14,3%9,0 0,389 <0,001 <0,001

Taula 1.Valors antropometrics i bioquimics dels subjectes estudiats de la cohort 1.Analisi: el valor de p correspon sempre a la comparacid
entre dos grups. *IMC= index de massa corporal, Hb1Ac=hemoglobina glicosilada; C-total= colesterol total; C-LDL= lipids de baixa
densitat; C-HDL= lipids d’alta densitat; TG= triglicerids, TAs= tensio arterial sistolica; TAd= tensio arterial diastolica; PTH= hormona
paratiroidea; 25(OH)D,= concentracid plasmatica de vitamina D3,
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Malgrat no es va observar cap associacié significativa entre les
concentracions plasmatiques de vitamina D3 i les xifres de la TA tant
sistolica com diastolica dintre d’un mateix periode de temps, si que es va
mostrar diferéncies significatives al comparar les variables entre els
diferents periodes de temps. Per exemple, les concentracions circulants de
vitamina D3 basals o0 abans de la cirurgia es varen correlacionar de manera
inversa amb les xifres de la TAd en el 12e mes (r=-0,225; p= 0,016) i en el
18e mes (r= -0,295; p= 0,013) (figura 4 i 5, respectivament). Una altra
correlacio va ser la que es va mostrar entre la concentracié plasmatica de
vitamina D3 dels 24 mesos i la xifra de la TAd precirurgia (r= -0,274;
p=0,003).

A partir d’un Model Lineal Mixt es va estudiar la relacid entre la variable
TAs i les variables segients: la concentracio plasmatica de glucosa en dejd,
la suplementacio de vitamina D3 i I’edat.

Considerant el model de dades repetides es va mostrar que la xifra de la TAs
va dependre de I’edat (p= 0,003), de la concentracié plasmatica de glucosa
en deju (p= 0,029) i de la suplementacié de vitamina D3 (p= 0,003) en els
periodes inicial, 12 i 18 mesos (taula 3).

Com a molt tangencial, es va observar que els pacients que prengueren

suplementacid de vitamina D3 >1000 UI tingueren una xifra de la TAd més
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disminuida respecte als qué prengueren dosis de vitamina D3 <1000 Ul tant
als 18 mesos (p= 0,005) com als 24 mesos (p=0,020).

Davant les associacions que s’han descrit entre les concentracions seriques
de vitamina D3 i ambdds tensions arterials, es va separar la cohort de
pacients entre hipertensos (TAs >135 mmHg i/o TAd >85 mmHg i/o tractats
amb hipotensors) i normotensos (taula 4). Al comparar els dos grups
(hipertensos vers normotensos) es va observar en el periode previ a la
cirurgia una tendéncia d’associaci6 entre les concentracions circulants de
vitamina D3 (21,2 £ 12,9 vers 26,1 + 15,4; p= 0,055 ng/ml), i una diferéncia
significativa entre les xifres de la TAs (144,6 + 12,2 vers 120,0 + 9,0;
p <0,001). La xifra de la TAs va ser estadisiticament significativa en tots els
periodes post quirdrgics estudiats: al 12¢é mes (p= 0,007), al 18& mes
(p=0,008) i als 24 mesos (p= 0,033). Mentre que, la variable TAd només va
diferir significativament entre els grups estudiats a la precirurgia (p <0,001)
com als 18 mesos (p= 0,006), on va mostrar també una tendéncia als 12

mesos (p= 0,061).



Resultats

p (t-student)

Periode Precirurgia 12m 18 m 24 m — —— —
inicial-12m | inicial-18m [ inicial-24m
N 169 (27 homes i 142 dones)
Edat 445+99
IMC N=169 N=156 N=150 N=128
(Kg/m?) 454459 | 304+44 | 206+51 | 297+41 | <0001 <0,001 <0,001
Glucosa N=157 N=143 N=140
(mg/dl) 1040494 | 842+27 | 840+28 ; <0,001 <0,001 -
Colesterol total N=152 N=144 N=140
(mg/dl) 189,7+37,6 165,2+35,0 | 169,2+32,1 - <0,001 <0,001 -
C-LDL N=137 N=118 N=120
(mg/dl) 116,8+31,9 | 89,1+262 | 90,6+26,4 ; <0,001 <0,001 -
C-HDL N=143 N=124 N=125
(mg/dl) 52,1+12,7 | 60,6+194 | 62,3+14 . <0,001 <0,001 -
Triglicerids N=154 N=143 N=140
(mg/dl) 118,1+65,0 82,3+53,8 82,0+5,2 - <0,001 <0,001 -
TAs N=149 N=122 N=141 N=120
(mmHg) 138,0+18,0 129,4+16,4 | 128,1+16,9 | 127,9+15,3 <0,001 <0,001 <0,001
TAd N=149 N=122 N=141 N=120
(mmHg) 78,8+14,3 73,6+£9,4 74,4+10,4 72,3+10,3 <0,001 0,007 <0,001
Hormona paratiroidea N=76 N=84 N=83 N=84
(pg/ml) 46,2+25,1 42 9+15,4 50,1+22,8 50,1+22,6 0,109 0,943 <0,001
N=169 N=146 n=135 N=136
230110 (i) 227+142 | 2064388 | 258+11,6 | 263+11,6 | 0,022 0,003 0,003

taula2. Caracteristiques antropometriques i bioquimiques dels pacients estudiats de la cohort 2. Analisi: el valor de p correspon
sempre a la comparaci6 entre dos grups.N= niimero de participants; “IMC= index de massa corporal; C-LDL= lipids de baixa

densitat; C-HDL= lipids d’alta densitat; TAs= tensio arterial sistolica; TAd= tensi6 arterial diastolica; 25(OH)D3= concentracio
plasmatica de vitamina D3; m= mesos.
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Solution for Fixed Effects

Effect Estimate Standard Error| DF| tValue| Pr>|t
Intercept 111,57 5,7426 153 19,43 <0,0001
Edat 0,3301 0,1118 123 2,95 0,0035
Glucosa 0,06905 0,03145 213 2,20 0,0292
Suplementacid

de vitamina

D -0,00184 0,000621 213 -2,96 0,0034

Taula 3. Model Lineal Mixt considerant dades repetides.

Variable resposta: TAs

Variable explicativa: Concentracid plasmatica de glucosa basal, suplementacié de vitamina D; (D3
total) 1 edat i la seva interaccid (“*”).
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Figura 4. Concentraci6 circulant de vitamina D3 prévia
cirurgia vers la xifra de la tensi6 arterial diastolica als 12
mesos.
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Figura 5. Concentraci6 circulant de vitamina D5 prévia
cirurgia vers la xifra de la tensio arterial diastolica als 18
mesos.
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Hipertens No hipertens/normotens p (t-student)

Inicial ‘ 12m ‘ 18 m ‘ 24 m Inicial ‘ 12m ‘ 18 m ‘ 24m Inicial ‘ 12m ‘ 18m ‘ 24m
Edat 45,5+9,8 45,5+9,8
IMC N=96 N=92 N=86 N=76 N=45 N=42 N=41 N=32 0,003 0,129 | 0,117 | 0,176
(Kg/m2) 46,15,0 30,9+4,3 30,315,7 30,2+3,9 43,06,7 29,045,1 28,7+4,1 29,045,1
Glucosa N=94 N=87 N=87 N=44 N=36 N=35 - 0,990 0,307 | 0,779 -
(mgy/dl) 104,1423,6 83,6+19,0 84,3+28,2 - 104,2+39,6 88,1+27,8 83,0+9,7
CT N=91 N=87 N=86 N=43 N=37 N=35 0,691 0,301 | 0,757 -
(mg/d) 190,24351 | 167,7+359 | 170,5+32,8 - 187,5+39,6 160,3+36,1 | 1685+314 -
C-LDL N=79 N=70 N=72 - N=40 N=32 N=31 0,672 0,596 | 0,189 -
(mg/dl) 117,3+26,8 89,3+28,8 93,1+27,4 114,9+33,6 86,3+21,3 85,5+25,0 -
C-HDL N=85 N=74 N=76 - N=41 N=34 N=32 0,629 0,905 | 0,702 -
(mg/dl) 53,0£13,3 61,4420,0 62,4+17,4 51,9+10,5 60,9+20,5 53,8+16,2 -
TG N=90 N=86 N=86 N=41 N=37 N=35 0,301 0,162 | 0,246 -
(mg/dl) 115,9+54,7 88,0+64,2 89,2+68,9 - 105,2+55,1 72,3+33,8 75,2427,7 -
TAs N=93 N=73 N=85 N=73 N=45 N=33 N=35 N=33 <0,001 | 0,007 | 0,008 | 0,033
(mmHg) 144,6+12,4 | 131,9+16,4 | 131,3+16,5 | 130,0+13,3 120,0+9,0 122,9+13,4 | 122,1+17,9 | 123,0+18,3
TAd N=93 N=73 N=85 N=73 N=45 N=33 N=35 N=33 <0,001 | 0,061 | 0,006 | 0,350
(mmHgq) 81,6+13,6 74,9488 72,5+10,6 72,5+10,6 70,7412,1 71,4484 70,7482 70,5+8,2
PTH N=47 N=58 N=51 N=52 N=18 N=18 N=20 N=22 0,576 0,880 | 0,508 | 0,664
(pg/ml) 49,0+28,4 43,0+14,9 48,9+23,6 49,8+20,7 36,1+12,9 52,8+17,7 52,8+17,7 4744229
25(0H)D3 N=96 N=86 N=79 N=78 N=45 N=37 N=36 N=39 0,055 0,800 | 0,247 | 0,169
(ng/mL) 21,2+129 27,0+18,4 27,6+16,4 27,6+23,9 26,1+154 26,1+12,2 24,0£13,0 34,5427,2

Taula 4.Caracteristiques antropometriques i bioquimiques dels pacients hipertensos (TAs >135 mmHg i/o TAd >85 mmHg i/o tractats amb
hipotensors) i no hipertensos. Analisi: el valor de p correspon sempre a la comparacié entre dos grups.

“IMC= index de massa corporal; CT=colesterol total; C-LDL= lipids de baixa densitat; C-HDL= lipids d’alta densitat;TG=Triglicérids;
TAs= tensio arterial sistolica; TAd= tensi6 arterial diastolica; PTH= hormona paratiroidea; 25(OH)D3= concentracid circulant de vitamina Dy;
m= mesos.
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7.3 Tercer objectiu. Estudi de I’expressio géenica del
VDR en el teixit adipés

*cohort 3

La cohort 3 va ser formada per 121 pacients, dels quals es va obtenir una
mostra de teixit adipos visceral (VAT) i/o de teixit adipds subcutani (SAT).
S’obtingueren 91 mostres d’origen visceral 1 87 mostres d’origen subcutani.
Les variables antropometriques i metaboliques dels subjectes i les
concentracions d’expressions géniques es varen resumir en la taula 5.

En aquesta cohort de pacients amb obesitat no s’observa una significacio
entre la concentracio circulant de vitamina D3 i la xifra de la TAs i TAd.

Es va observar una tendeéncia negativa entre I’expressié génica del VDR en
el teixit adipés (VAT i SAT conjuntament) i la concentracio circulant de
vitamina D3 (r= -0,32; p= 0,07). L’expressio génica del VDR, al ser
estudiada en VAT com en SAT de pacients amb obesitat, va resultar ser
significativament major en VAT que en SAT (0,0038 + 0,0019 vers 0,0032
+0,0017; p=0,021).

A Testudiar les correlacions entre 1’expressid genica del receptor de

vitamina D i la xifra de la TAs i la TAd, s’observa que 1’expressio génica
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del VDR en VAT es va associar significativament amb la xifra de la TAs
(r=0,282; p=0,020) (taula 6).

Al classificar els pacients en dos grups: hipertens (TAs >135 mmHg i/o
TAd >85 mmHg) i normotens (taula 7) es va observar que el logaritme de
I’expressi6 genica del VDR en VAT en el grup del hipertens va ser
significativament major que en el grup del normotens (p=0,027), perd no va
ser significativament més alta en SAT (p= 0,14). A més, en el grup del
hipertens es va mostrar una associacio positiva entre el logaritme de
I’expressio genica del VDR en VAT i les xifres de la TAs (r= 0,339;
p= 0,013). En canvi, no es va mostrar en el grup del normotens (r= -0,295;
p=0,285).

Tot seguit, es va definir el grup d’hipertens com ['us de farmac
antihipertensiu i/0 una xifra de TA elevada ( TAs >135 mmHg i/o TAd
>85mmHg). Amb aquesta descripcié d’HTA es va observar una associacio
positiva entre el logaritme de 1’expressio génica del VDR en VAT i els
valors de la xifra de la TAs (n=45) (r=0,372; p= 0,013) (figura 6).

En les dues classificacions d’hipertensié descrites, tant el grup del
normotens com del hipertens no es va trobar cap significacid entre la xifra

de la TAd i I’expressi6 géenica del VDR en VAT i en SAT.
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NuUmero de participants 91 VAT / 87 SAT
121 individus

Edat (anys) 44,7 £10,2

IMC (kg/m?) 42,5+89
Glucosa (mg/dl) 1059+ 344
Hb1Ac (%) 52+1,15
Colesterol total (mg/dl) 188,8 + 32,8
Colesterol- LDL (mg/dl) 111,0£31,2

Colesterol- HDL (mg/dl) 59,2+ 35,0

Triglicerids (mg/dl) 118,7 £ 69,0
TAs (mmHg) 132,7+249
TAd (mmHg) 76,9+ 16,4

25(0OH)Vitamina D3 (ng/ml) 23,8 £ 14,7

PTH (pg/ml) 42,1+268
VDR-VAT (R.U) 0,0038 + 0,0019
VDR-SAT (R.U) 0,0032 +0,0017

Taula 5. Valors antropometrics i bioquimics del subjectes estudiats de la cohort 3.

“IMC= index de massa corporal; Hb1Ac=hemoglobina glicosilada; Colesterol-LDL= lipids de baixa
densitat; Colesterol-HDL= lipids d’alta densitat; TAs= tensio arterial sistolica; TAd= tensio arterial
diastolica; 25(OH)vitamina Ds= concentracié sérica de vitamina Dz; PTH= hormona paratiroidea;
VDR-VAT= expressid génica del receptor de vitamina D en teixit adipds visceral; VDR-SAT=
expressio genica del receptor de vitamina D en teixit adip6s subcutani.
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Expressié genica del VDR

Expressid génica del VDR

en SAT en VAT
(N=87) (N=91)
R P R P

TAs (mmHg) 0,148 0,231 0,282 0,020
TAd (mmHg) -0,070 0,575 -0,012 0,912
C-HDL (mg/dl) -0,394 0,005 -0,016 0,915
IMC(kg/m?) 0,195 0,112 0,92 0,444
25(OH)vitaminaDs(ng/ml) 0,009 0,943 0,0037 0,775

Taula 6. Correlacid entre ’expressio génica del receptor de la vitamina D en el teixit subcutani i
visceral en les variables: antropometriques, bioquimiques i mesurament de la tensio arterial.

*TAs = tensio arterial sistolica; TAd= tensi¢ arterial diastolica; C-HDL= lipoproteina d’alta densitat;
IMC= index de massa corporal; 25(OH)vitamina D;= concentracié plasmatica de vitamina D3; SAT=
teixit adipds subcutani; VAT= teixit adip0s visceral.

Es va observar que en VAT, I’expressid genica del VDR es va correlacionar

de manera positiva amb [’expressid genica de TNF-alfa (r= 0,264,

p= 0,045). Mentre que en SAT, es va mostrar una associacio positiva entre

I’expressio genica del VDR i I’expressié génica de la IL-10 (r= 0,616;

p <0,001).

[102]




Resultats

*Cohort 4

La cohort 4 va ser formada per 32 pacients (32 teixits adiposos d’origen
visceral i 32 teixits d’origen subcutani), dels quals 5 varen ser homes i 27
varen ser dones. Les variables antropometriques i metaboliques dels
subjectes 1 les concentracions d’expressions géniques es varen resumir en la
taula 7.

En aquesta cohort de pacients amb obesitat morbida no s’observa una
significacio entre la concentracid circulant de vitamina D3 i la xifra de la
TAs i TAd.

A T’igual que es va observar en la tercera cohort, 1’expressio genica del
VDR va ser significativament major en el teixit adipds visceral (0,0052 +
0,0025 vers 0,0038 + 0,0019; p=0,017).

En una subcohort de 18 pacients que no diferien del grup, 14 dones i 5
homes, es va observar una associacié negativa entre la sensibilitat a la
insulina i I’expressio génica del VDR en VAT(r= -0,49; p= 0,037) (figura

8) i en SAT (r=-0,54; p= 0,021) (figura 9).
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Figura 6. Expressio génica del receptor de vitamina
D (VDR) en el teixit visceral en pacients
hipertensos [Us de farmacs antihipertensius i/o
tensio arterial elevada (TAs > 135 mmHg i/o TAd >
85 mmHg)] i normotensos.

*VAT= teixit adipds visceral
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Hipertens No hipertens P(t-student)
Edat 44,9+ 10,2 44,5+ 10,0
IMC N=40 N=81
(kg/m2) 46,1+5,1 431 +714 0,003
Glucosa N=40 N=81
(mg/dl) 103,5 + 41,2 105,4 + 41,2 7,1351
HblAc N=40 N=81
(%) 56+15 54+29 0,661
Colesterol total N=40 N=81 0611
(mg/dl) 191,1+354 187,7 £41,2 '
C-LDL N=40 N=81 0.390
(mg/dl) 118,9 + 28,0 114,1+ 33,0 '
C-HDL N=40 N=81 0.605
(mg/dl) 52,8+ 13,3 51,6 +11,6 '
Triglicérids N=40 N=81 0.520
(mg/dl) 114,7 £ 54,2 108,3 £ 58,1 '
Tensio arterial sistolica N=40 N=81 <0001
(mmHg) 1452 + 13,1 120,8 £9,0 ‘
Tensi6 arterial diastolica N=40 N=81 <0001
(mmHg) 82,2+ 13,3 71,0+ 11,32 ‘
25(OH)vitamin D5 N=40 N=81 0.170
(ng/ml) 214+13,1 24,7+ 15,0 :
PTH N=40 N=81 073
(pg/ml) 49,2 + 27,8 37,8+ 145 '
VDR-VAT N=40 N=81 0027
(R.U) (Ln) -5,9239 + 0,45927 -5,6907 + 0,41437 ’
VDR-SAT N=40 N=81
(R.U) (Ln) -5,7767 +0,41337 | -5,6417 +0,41327 0,14

Taula 7.Caracteristiques antropomeétriques i bioquimiques del pacients hipertensos. (TAs >135 mmHg
i/o TAd >85 mmHg) i no hipertensos; "IMC= index de massa corporal; HblAc= hemoglobina
glicosilada; C-LDL= lipids de baixa densitat; C-HDL= lipids d’alta densitat; PTH= hormona
paratiroidea; 25(OH)vitamina D;= concentracié plasmatica de vitamina D; SAT= teixit adipds
subcutani; VAT= teixit adip6s visceral; Ln= logaritme
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NuUmero de participants 32

Sexe 5 Homes / 27dones
Edat (anys) 47,8+ 8,6
IMC (kg/m?) 442 + 6.4
Glucosa (mg/dl) 113,8 + 43,7
Hb1Ac (%) 6,20 + 1,42
Colesterol total (mg/dl) 180,5+ 30,4
Colesterol- LDL (mg/dl) 108,0 £ 27,8
Colesterol- HDL (mg/dl) 49,2+ 134
Triglicérids (mg/dl) 116,0 + 53,0
TAs (mmHg) 139,3+17,9
TAd (mmHg) 80,3+ 134
25(0OH)vitamina D3 (ng/ml) 11,357
PTH (pg/ml) 48,2+ 16,0
VDR-VAT (R.U) 0,0052 + 0,0025
VDR-SAT (R.U) 0,0038 + 0,0019

Taula 8. Valors antropometrics i bioquimics del subjectes estudiats de la cohort 4.

“IMC= index de massa corporal; Hb1Ac= hemoglobina glicosilada; Colesterol-LDL= lipids de baixa
densitat; Colesterol-HDL= lipids d’alta densitat; TAs= tensid arterial sistolica; TAd= tensio arterial
diastolica; 25(OH)vitaminaD,;= concentraci6 plasmatica de vitamina D3; PTH= hormona paratiroidea;
VDR-VAT= expressio genica del receptor de vitamina D en elteixit visceral; VDR-SAT= expressio
génica del receptor de vitamina D en el teixit subcutani.
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Firuga 8. L’Expressio génica del VDR i la
sensibilitat a la insulina en el teixit adip6s
subcutani.

*SAT= teixit adip6s subcutani, M= Clamp,
Sensibilitat a la insulina
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Discussio

8.1 Primer i segon objectiu

8.1.1 Concentracio de vitamina D circulant i tensio arterial

Els resultats de la tesis mostraren una associacid inversa entre la
concentracio circulant de 25(OH)vitamina D5 i la xifra de la TA sistolica
(TAs) i diastolica (TAd) en una mostra de 509 subjectes amb un ampli
rang de greix corporal, pero a 1’ajustar amb 1’edat i I’IMC no es va trobar
una relacié independent entre la concentracié circulant de vitamina Ds i
la tensi¢ arterial sistolica o diastolica; la concentracié circulant de
vitamina D3 prévia a la cirurgia es va associar a la xifrade la TAd als 12 i
dels 18 mesos després de cirurgia bariatrica en una mostra de 169
pacients amb obesitat.

L’associaci6 inversa entre la concentracio circulant de vitamina D3 i la
xifra de la TA sistolica i diastolica en la tesis confirma els resultats de
dos metaanalisis:

* Burgaz A et al, en el seu metaanalisis publicat al 2011 inclogué 18
estudis, dels quals quatre eren prospectius i catorze eren transversals.

Amb un total de 78.028 participants es mostra un 27% menys de risc de
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desenvolupar HTA amb unes altes concentracions circulants de
25(0OH)vitamina D3 respecte a unes baixes concentracions [OR 0,73
(95% CI 0,63-0,84)]. La recerca de I’associacio entre la dosis-resposta
relacionada entre la concentracié circulant de vitamina D3 i la HTA es
realitza a partir de 17 estudis. L’OR per la HTA en aquest analisis indica
una disminucié del 16% per cada increment de concentracio circulant de
vitamina D3 de 16 ng/ml, corresponent a 2 SDs en la majoria dels estudis
[OR 0,84 (95% CI 0,78-0,90)].

» Pittas AG et al, en el seu metaanalisis publicat al 2010 mostra una
associacié entre la concentracid circulant de vitamina D3 i els risc
d’incident d’HTA a partir de 4 cohorts de tres estudis observacionals
longitudinals. Els estudis inclogueren 32.181 participants (98% raca
caucasica) amb un seguiment de 7 a 8 anys. Quan es compara les
categories més baixes de la concentracié circulant de vitamina D3 (<15 a
20,4 ng/ml) amb les categories més altes (>75 a 32.4 ng/ml) es troba una
associacio estadisticament significativa entre la concentracié circulant de
vitamina D3 i I’incident d’HTA de 7 a 8 anys després [RR 1,76(Cl 1,27 a
2,44)].

En un recull d’estudis transversals i prospectius, on estan inclosos els

articles seleccionats dels dos metaanalisis, s’observa una associacio
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significativa entre la concentracié circulant de vitamina D3 i la xifra de la
TA en 11 dels 18 estudis transversals i en 4 dels 7 estudis prospectius
(taula 1). Almirall J et al, en el seu estudi mostra que la correlacio
negativa entre la TAs i TAd i la concentracié circulant de vitamina D3 es
mantenia després de controlar-ho per possibles factors de confusié com
I’obesitat i I’edat en un analisis multivariant amb una mitjana de
concentracio circulant de vitamina Dz de 16 ng/ml (Almirall J et al,
2010). I, Chan R et al, indica en un analisis de regressié lineal ajustat per
I’edat i I’'IMC ,entre altres, que la concentracio circulant de vitamina D3
no s’associa a la HTA amb una mitjana de concentracié circulant de
vitamina D3 de 31 ng/ml (Chan R et al 2012).

En aquesta tesis, els pacients intervinguts de cirurgia bariatrica mostraren
una associacié inversa entre la concentracid circulant de vitamina Ds
prévia a la cirurgia i la xifra de la TAd del 12¢ i 18e mes després de la
mateixa. Carlin AM et al, en el seu estudi amb pacients obesos morbids
intervinguts de bypass gastric, mostra mitjancant un analisis de regressio
multivariant que I"Gnic predictor independent de resolucié de la HTA
després d’un any de la cirurgia fou I’edat més jove i les adequades
concentracions de 25(OH)vitamina D3 (20 ng/ml) (Carlin AM et al,

2008). El resultat d’aquest article és consolidat seguidament per un seu
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estudi randomitzat i prospectiu amb 60 dones amb obesitat morbida
intervingudes de cirurgia bariatria. En I’estudi mostra que les pacients
que s’administra 800 Ul de vitamina D diaries juntament amb 50.000 Ul
de vitamina D setmanalment després del bypass grastric tingueren una
major resolucid de la HTA respecte els que no prengueren les 50.000 Ul
( 75% vers 32%, p= 0,029) (Carlin AM et al, 2009). Tanmateix, Flores L
et al, en la seva revisio de 526 pacients intervinguts de cirurgia bariatrica
analitzats en un periode de 12 mesos, no observa que 1’estat de la
vitamina D influeixi en la remissio de la HTA. En el seu analisi de
regressio multivariant indica que els determinants predictors de la HTA
previs a la intervencio foren: ’edat, el génere masculi, i la CC >130 cm; 1
als 12 mesos foren: el temps transcorregut des del diagnostic d’HTA >10
anys i el nombre de farmacs antihipertensius administrats (Flores L et al,
2014).

La relacio entre la vitamina D3 circulant i la xifra de la TAd que es
mostra en aquesta cohort de pacients de la tesis també s’observa en la
cohort dels subjectes amb un ampli rang d’IMC a I’agrupar les xifres de
la TAd en dos grups (TAd <75 mmHg vers TAd >75mmHg), on
s’observa que els individus amb TAd >75mmHg tenien una mitjana de

concentracio circulant de vitamina Dj significativament mes disminuida
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respecte el grup de subjectes amb TAd <75 mmHg (p= 0,006).
Curiosament, al classificar la xifra de la TAs en dos grups (TAs >140
mmHg vers TAs <140 mmHg) no es troba cap associacio significativa
entre la xifra de la TAs i la concentracio circulant de vitamina D3

(p=0,33).

8.1.2 Efectes de la suplementacié amb vitamina D3

L’edat del subjecte, la concentracié de glucosa en deju i la suplementacio
amb vitamina D3 es van associar de forma independent amb la resolucié
de la HTA després dels 18 mesos de la cirurgia bariatrica.

Els beneficis de la suplementacio de la vitamina D3 front la HTA esta
sent activament investigat. Pittas AG et al, va revisar 10 assajos
aleatoritzats amb un total de 37.162 participants que reportaren una
suplementacio de vitamina D o combinada amb calci a dosis equivalents
a 400 a 8.571 Ul/dia amb un seguiment de 5 a 52 setmanes en la majoria
dels estudis i 7 anys en ’estudi de Women’s Health Initiative. En el seu
analisis no es mostra un efecte de la suplementacio de vitamina D
significativa tant en la xifra de la TAs [-1,9 mmHg (Cl -42 a 0,4
mmHg)] com en la TAd [-0,1 mmHg (CI -0,7 a 0,5); 1°= 23%] comparat

amb el grup placebo. Tampoc s’observa cap diferéncia entre la Xifra de la
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TA sistolica 1 diastolica entre el grup de 1'is de la suplementacio
vitamina D respecte els que combinaren la suplementacio de vitamina D
amb el calci. Pero cal senyalar, que en una mostra de la tesis molt reduida
es trobaren unes troballes molt tangencials, que indicaren que els pacients
que prengueren suplementacié de vitamina D3 >1000 UI tingueren una
xifra de la TAd més disminuida respecte als qué prengueren dosis de
vitamina D3 <1000 Ul. Aquesta dada confirma un resultat d’aquest
metaanalisis, on mostra que els subjectes que utilitzaren un minim de
1000 Ul/dia de suplementacié de vitamina D mostraren una disminucio
significativa en la xifra de la TAd (-1,5 mmHg) respecte als qué
utilitzaren dosis inferiors (0,1 mmHg; p= 0,039). En canvi, no s’indica
una diferencia en la TAs entre els estudis amb meés altes dosis
suplementacions de vitamina D3 (>1000 Ul/dia) respecte a més baixes
dosis (<1000 Ul/dia). (Pittas AG et al, 2010).

Witham M et al, en el seu metanalisis publicat en I’any 2009 inclogué 11
estudis aleatoris amb una suplementacio de vitamina D3 biologicament
activa, vitamina D, i D3 biologicament inactiva i radiacio ultra violeta B
(UVB). Dels 11 estudis aleatoris, es selecciona 8 estudis pel metaanalisi
on es mostra una reduccié no significativa en la xifra de la TAs

comparant el grup que s’administra una suplementaci6 de vitamina D
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respecte el grup placebo [-3,6 mmHg,(95% CI -8,0 a 0,7), p= 0,1]. Al
comparar ’efecte de 1’as de la vitamina D inactiva (vitamina D, D3 i
radiacio UVB) vers la vitamina D activa (calcitriol/1-alfa calcidiol) sobre
el canvi en la xifra de la TA, en un subgrup del metaanalisis, mostra que
la vitamina D inactiva produeix mes disminucié de la xifra de la TAs que
la vitamina D activa [-6,2 mmHg (95% CI-12,32 a -0,04), vers +0,7
mmHg (95% CI-4,8 a 6,2).

Actualment hi ha diversitat de resultats sobre 1’efecte de la suplementacio
de la vitamina D3 a I’haver pocs estudis en humans que hagin analitzat la
mateixa duracié del tractament, dosis i analegs de suplementacié de
vitamina D3 com es mostra en els assajos clinics aleatoris en la taula 2.
Basant-nos amb les dades recollides de I’estudi i els resultats dels estudis
dels metaanalisis, es podria suggerir que la falta d’associaci6 entre la
suplementaci6 de vitamina Ds i la xifra de la TAd, possiblement fos per
unes dosis de suplementacio de vitamina D3 insuficients, ja que els
pacients durant el transcurs del 18 mesos des de la cirurgia no tingueren

una concentracio circulant de vitamina D3 >30 ng/ml.
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Discussio

Relaci6 entre concentracié circulant de vitamina Dz i HTA/TA

Associacio estadisticament no significativa

OR[1,07 1C95%(0,77-1,50)]

Associacio no significativa entre la [25(0OH)D;] i la TAs (p=0,11) i TAd
(p=0.98)

Associacio estadisticament no significativa

H OR[1,28 1C95%(0,58-2,81), D (0,53-1,93)]

Associacio estadisticament significativa de risc entre baixes [25(OH)Ds] i
la HTA OR[1,301C95%(1,13-1,49)]

Associaci6 estadisticament significativa de proteccié entre baixes
[25(OH)Ds] i la HTA. H OR[0,97 1C95%(0,94-0,96)], D OR[0,96
1C95%(0,93-0,99)]

Associacio estadisticament significativa de proteccio

OR[0,72 1C95%(0,61-0,86)]

Associacio estadisticament no significativa

OR[0,47 1C95%(0,98-1,13)]

Associacio estadisticament no significativa

OR[0,80 1C95%(0,54-1,2)]

Associaci6 estadisticament no significativa de risc entre la HTA i
[25(0OH)D3]<15ng/ml respecte [25(OH)D]>15ng/ml

OR([3,3 1C95%(1,0-11,0)

[25(OH)Ds] es correlacionen negativament amb la TAs (r=-0,15; p=0,018)
TAd (r=-0,15; p=0,019)

[25(OH)Ds] és inversament associada amb la TAs (p=0,04), perd no és
significativa amb la TAd (p=0,97)

Associacio estadisticament significativa de protecci6 entre la HTA i pre-
hipertensié, i la [25(OH)D;] >30ng/ml OR[0,82 1C95%(0,73-0,91); 0,80
1C95%(0,69-0,92) respectivament]. En una regressio lineal s’observa una
associaci6 inversa entre la [25(OH)D;] com a variable continua i la TAd
(0,043)

Associaci6 estadisticament significativa de risc entre la HTA i [25(0OH)Ds]
<15ng/ml OR [2,7 1C95%(1,4-5,2) ;[25(OH)Ds] del5a 29 ng/ml OR[ 2,0
1C95%(1,5-2,6); i [25(OH)D] de 30-39 ng/ml OR [1,3 IC 95% (1,2-1,6)]

Taula 1. Estudis que analitzen concentracions circulants de vitamina D i la xifra de la tensi6 arterial. *[25(OH)D5]= concentraci¢ circulant de vitamina
D3; HTA= hipertensi6 arterial; H= home; D= dona; TA= tensi6 arterial; N= nimero de participants; NR= no reportat.

[115]



Autor
Zagura M et al (2011)

Williams DM et al (2011)

Forrest KY etal (2011)
He JL etal (2012)

Chan R etal (2012)

Estudi prospectiu observacional

Forman JP etal (2007)

Forman JP et al (2008)

Anderson JL et al (2010)

Jorde R et al (2010)

Al Mheid | et al (2011)
Griffin FC et al (2011)

Margolis KL et al (2012)

152

5.609

4495

7.561

939

1811

1824 D

41.504

4125

91

559

2153

Edat (anys) i sexe
51 - 70 anys
HiD
NR
HiD
>40 anys
HiD
>20
HiD
>65 anys
HiD

43-82
HiD

32-52
HiD
55+21
HiD
50-79
HiD
47+13

37,7+48
D

50-79
D

4 anys

7 anys

9 anys

14
anys
6
mesos
14
anys

7 anys

Vit D; circulant (ng/ml)
10< [25(0OH)Ds] <25

20

20

NR
25,5> [25(0H)Ds] >36,4

Q1: <15
Q3:>30

6,2>[25(0H)D] <89,5

Q1:>30
Q2:16a30
Q3:<15

23

30> [25(OH)Ds] >30

235+10

Q1:mitjana 10,2
Q2:mitjana 16,4
Q3:mitjana 22,2
Q4: mitjana 31,1

Discussio

Relacid entre concentraci6 circulant de vitamina D3 i TA
[25(OH)Ds] es correlaciona negativament amb la TAs
(r=-0,3; p=0,01) TAd (r=-0,29; p= 0,01)

[25(0OH)Ds] és inversament associada amb la TAs (p=0,009),
perd no a la TAd (p=0,13)

[25(OH)D3] <20ng/ml és associada amb la HTA (p <0,001)

Diferencia entre les altes i baixes [25(OH)D3] i la TAs
(p<0,01)

No associaci6 entre [25(0OH)Ds] i la TAs (p= 0,187) i la TAd
(p=0,120)

[25(0OH)Ds] < 15ng/ml vers [25(0OH)D;] >30 ng/ml
H: RR [6,13 1C95%(1,0-37,5)]

D: RR[2,67 1C95% (0,53-1,93)]

Associaci6 estadisticament significativa de
[25(OH)D] del quartil més baix al més alt i la HTA.
OR[1,11 IC 95%(1,11-2,48), p= 0,01]. D: [25(OH)Ds]
<30ng/ml respecte >30ng/ml OR[1,47 IC 95%( 1,10-1,97)]
Associacio estadisticament significativa de risc. Comparant
Q1-Q3). OR[1,73 1C95%(1,48-2,02)]

risc entre

Associaci6 inversa entre la [25(OH)Ds] i la TAs (p= 0,052)

[25(0OH)Ds] >30ng/ml vers [25(OH)D;] <30 ng/ml tenen
xifres de TA més disminuides (p=0,02)

Associacio estadisticament no significativa de risc
OR[1,9,1C95%(0,76-4,9]

Associaci6. no significativa entre la [25(OH)Ds] en el Q1, Q2
iQ4ilaHTA

Associaci6 estadisiticament significativa de proteccid en el
Q4: OR[0,66 1C 95%(0,60-0,96)]

Taula 1. Estudis que analitzen concentracions circulants de vitamina D5 i la xifra de la tensid arterial*[25(OH)D;]= concentraci6 circulant de vitamina
D3; HTA= hipertensio arterial; H= home; D= dona; TA= tensi6 arterial; S= seguiment; N= nimero de participants; NR= no reportat.
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Taula 2. Estudis que analitzen ’efecte de la vitamina D sobre la xifra de la TAs i TAd. *25(OH)Ds= concentracié circulant de vitamina D3;

36.282
71

30

438

281

227

25

TA (mmHg)

TAM 102
135/76
148/82
148/92
142/84
123/75
<160/95
141/81
126/75

TAs 124 +11
TAd 78 +8
TAs 128 + 15
TAd 86 £8

TAs 130 a 150

TAs 124+15
TAd 75,4+9,5

142/73

TAs 135
TAd 76
TA
118/74+16/11
Grup control

117/77+13/10
Grup tmentt
TAs 147,2+3,0/
TAd 93,0+0,9
TAs145,0+6,1/
TAd 90,0+ 0,0

[25(OH)Ds]
circulant
basal
NR
25 ng/ml
13 ng/ml
19 ng/ml
10 ng/ml
15 ng/ml
NR
15 ng/ml
NR (quartils)

36,5+14,6

12 ng/ml
1o a 30 ng/ml

23 ng/ml
17 ng/ml

NR

NR

14,9+1.4

12,6+1,6

suplementacio de
vitamina D

0,5 pg 1,25(0H); Ds
200 Ul Dy/dia
2900 Ul Dy/dia
Radiacié UVB
800 Ul Dsy/dia

2000 Ul Dy/dia + calci

400 Ul D3/dia + calci
1800 Ul D,/dia

400 Ul D3/dia + calci

120.000 Ul /setmana

83 pg 1,25(0H), Dy/dia

200.000 Ul Ds/setmana;

0,5 pg 1,25(0H), D3 dia

40.000 Ul/setmana D3;
20.000 Ul/setmana D3

1 pg o 2 pg paricalcitol /

dia
0,5 ug 1,25(0H), Ds,
2 vegades/ setmana

2 pg paricalcitol / dia

300.000 Ul D3

0.25 pg 1,25(0H), Ds

1any
2 anys
5 set
6 set
8 set
9m
15 set
8 set
7 anys

6 set

12m

4 set

1any
24 set

48 set

48 set

Set

7 dies

TAs (mmHg)

TAM +1
-0,2
No canvi
-6
-6,5
+1
-4,1
-13,9
No canvi

No canvi

No canvi

Reduccié del 9% de la TAs
dels subjectes amb
calcitriol respecte placebo

No canvi
-3a-9

No canvi

No canvi

132,0+1,3

133,05,3

Discussio

TAd
(mmHg)

NR
+1,3
No canvi
-8
-0,3
-1
No canvi
-5,5
No canvi

No canvi

No canvi
NR

No canvi
NR

No canvi

No canvi

79,0+1,4

81,6+4,5

1,25(0OH),D3= concentraci6 circulant de calcitriol; TA= tensi6 arterial; TAs= tensio arterial sistolica; TAd= tensi6 arterial diastolica; ttment= tractament;
set= setmanes; m= mesos; N= nimero de participants; S= seguiment; NR= No reportat
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8.2 Tercer objectiu. Estudi de ’expressiéo del VDR
en el teixit adipos

Els resultats d’aquesta part mostraren:

1.

Una associaci6 positiva entre 1’expressio génica del VDR en el teixit
adipds visceral i la xifra de la TAs.

Els subjectes obesos morbids presentaren una major expressio
genica del VDR en el teixit adipds visceral vers el subcutani.

Una correlacio negativa entre 1’expressido genica del VDR 1 la
sensibilitat a la insulina tant en el teixit adipds visceral com en el
subcutani.

Una correlacido positiva entre 1’expressié genica del TNF-alfa i
I’expressid geénica del VDR en el teixit adipés visceral, 1 entre
I’expressio genica del VDR i I’expressi0 génica de la IL-10 en el

teixit adip6s subcutani.

8.2.1 Relacid entre expressié génica del VDR i la tensio arterial

En aquesta tesi s’observa una associacio lineal positiva entre 1’expressio

genica del VDR en el teixit adipos visceral i la xifra de la TAs (r= 0,339;

p= 0,013). Que es tingui coneixement, cap altre estudi ha avaluat

[118]



Discussio

I’associacid entre I’expressio genica del VDR en el teixit adipés i la xifra de
la TA, excepte el nostre recent (Clemente-Postigo M et al, 2015).

Blum M et al, en el seu estudi transversal en 17 homes i dones amb obesitat
morbida sotmesos a cirurgia bariatrica observa una correlacio positiva entre
la concentracié de vitamina D3 en el teixit subcutani i la concentracié de
vitamina D3 plasmatica (r= 0,69; p= 0,003) mostrant que el teixit adipos és
un lloc d’emmagatzematge de vitamina D3 (Blum M et al, 2008).
S’hipotetitza que els pacients obesos amb baixes concentracions circulants
de vitamina D3 associades amb altes xifres de TA podrien tenir augmentada
I’expressio genica del VDR en el teixit adipds visceral, per contribuir en
’accio6 de la vitamina D3 metabolitzada localment (Wamberg L et al, 2013) i
depositada en aquest teixit (Blum M et al, 2008). De fet, Yuan W et al,
mostra en el seu estudi amb ratolins que la vitamina D3 biologicament activa
suprimeix 1‘expressio génica de renina (Yuan W et al, 2007), i Li YC com
una injeccié d’aquesta vitamina en ratolins salvatges conduia a la supressio
de renina a través d’un mecanisme que intervé el VDR i independentment
del metabolisme del calci (Li YC et al, 2002). També observa que amb
absencia del VDR (VDR-null) hi havia una elevacio de renina i
angiotensina Il que condueia a la HTA, hipertrofia cardiaca, i augment de la
ingesta d’aigua.
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Hi ha evidencia que el teixit adipos dels subjectes obesos produeixen
angiotensinogen, angiotensina Il, i enzims dels sistema renina angiotensina,
els quals son un dels principals components del SRAA que desenvolupa un
paper fonamental en el control de la TA (vinh qudc Lu'o'ng K et al, 2013;
Massiéra F et al, 2001). Massiéra F et al, en el seu estudi experimental amb
rates mostra que 1’angiotensinogen del teixit adipds és secretat al torrent
sanguini. Yassue S et al, informa que I’angiotensinogen ¢és substancialment
augmentat en subjectes obesos (Yasue Set al, 2010) i, Sarzani R et al,
confirma que 1’expressio de I’angiotensinogen es present en el teixit adipds
visceral, sent inclis més expressat que en el ronyo (Sarzani R et al, 2010).
Seria interessant explorar la intereccid entre I’expressid genica del VDR i

I’angiotensinogen al teixit adipos.

8.2.2 Expressio génica del VDR i el teixit adipos subcutani i visceral

Hi ha evidencia que la vitamina D3 exerceix la seva accio en el teixit adipds
per mitja del VDR, el qual s’ha descrit la seva preséncia en el teixit adipds
huma (Ochs-Balcom HM et al, 2011; Nimiphong H et al, 2012) a nivell
subcutani com visceral (Clement-Postigo M et al, 2015).

En la tesis, els subjectes obesos presentaren una major expressio del VDR

en el teixit adipos visceral vers el subcutani. L’expressio génica del VDR en
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el teixit visceral es podria relacionar per una major expressio
d’angiotensinogen en el teixit adipos visceral respecte el subcutani

(Dusserre E et al, 2000; Kershaw EE et al, 2004).

8.2.3 Relacio entre I’expressié génica del VDR i el metabolisme de la
glucosa

En la tesis s’observa una correlacié negativa entre I’expressié geénica del
VDR i la sensibilitat a la insulina tant el teixit adipds subcutani com en el
teixit adipos visceral en una subcohort de 18 pacients amb obesitat morbida
(r=-0,54; p= 0,021 / r= 0,49; p= 0,037). Aixi com I’expressi6 génica del
VDR és major en el teixit visceral que en el subcutani, Virtanen et al, en el
seu estudi avalua la resisténcia a la insulina en el teixit adipés mitjangant
una tecnologia de tomografia d’emissié de fluorodoxiglucosa/ positrons, on
mostra que el consum de glucosa en el teixit adipds estimulat per la insulina,
fou aproximadament el doble en el teixit adipos visceral (20,5 £ 1,4 umol
min_'kg™") que en el teixit adipos subcutani (9,8 + 0,9 umol min"'kg ™', p
<0,001) o en el teixit adipds subcutani femoral (12,3 + 0,6 pmol min~' kg,
p <0,001) i aproximadament un 40% meés baixa que el mascul esquelétic
(33,1 + 2,5 umol min~' kg™', p <0,001) (Virtanen KA et al, 2005). De fet,

els pacients obesos amb resistéencia sistemica a la insulina alterada tenen
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més contingut de grassa visceral, més proporcio d’adipocits hipertrofics,
major infiltracio del teixit adipds per macrofags i menor sensibilitat tisular
d’insulina pels adipocits (KI6ting N et al, 2010).

Els subjectes de la mostra varen tenir una mitjana de concentracio circulant
de vitamina D3 en el rang baix (11,3 + 5,7 ng/ml). La hipovitaminosis D3 és
un indicador de major risc de presentar resisténcia a la insulina i sindrome
metabolic (Chiu KC et al, 2004; Boucher BJ, 2012), i de la progressié de
pre-diabetis a DM2 (Deleskog A et al, 2012). Nagpal J et al, en el seu estudi
aleatoritzat, a doble cec i controlat amb placebo en homes aparentment sans,
de mitjana edat i amb obesitat abdominal, mostra que una suplementacié de
vitamina D3 millora la sensibilitat a la insulina (Nagpal J et al, 2009 );
Belenchia AM et al, en el seu estudi en adolescents obesos aleatoritzat, a
doble cec i controlat amb placebo demostra que la correccid del déficit de
vitamina D millora la sensibilitat a la insulina (Belenchia AM et al, 2013), i
Clemente-Postigo M et al, observa una correlacio negativa entre les
concentracions circulants de vitamina D3 i ’'HOMA-IR, i la concentracio
circulant de glucosa en deju (Clemente-Postigo M et al, 2015).

L’expressio génica de VDR podria incrementar 1’accié de la vitamina D3 en

els adipocits i ser compensadora de la resisténcia a la insulina (Napgal J et
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al, 2009), corregint la captacié de glucosa (Marcotorchino J et al, 2012) i

normalitzant la glicemia basal plasmatica.

8.2.4 Relaci6 entre expressio génica del VDR i citocines

En preséncia de 1’obesitat, el teixit adipoés segrega quantitats elevades
d’adipoquines en el context de resisténcia a la insulina (Rodriguez-
Rodriguez E et al, 2009). Existeix una associacié coneguda entre la
resisténcia a la insulina i els marcadors inflamatoris (Fernandez- Real JM et
al, 2003). La grassa visceral és considerada un important organ endocri
involucrat en la complexa interrelacid entre 1’obesitat 1 la inflamacio
(Thorand B et al, 2011).

TNF-alfa

Els pacients obesos de la cohort 3 mostraren una correlacio positiva entre
I’expressio geénica del TNF-alfa i I’expressio génica del VDR en el teixit

adipds visceral (p= 0,045).

Referent al TNF-alfa en el teixit adipés, Gao D et al, indica que
I’administracié de 10 nM i 100 nM de 1,25(OH),vitamina D3 disminuia
significativament 1’expressio de la produccié de proteina quimioatraient de

macrofag (MCP-1) induida pel TNF-alfa, i amb una administracié de 10 nM
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de 1,25(OH),vitamina D3 reduia notablement 1’alliberacio de la MCP-1, la
IL-6, i la interleuquina IL-8 (IL-8) pels prediapocits (Gao D et al, 2013).
Bellia A, en un estudi transversal de 147 subjectes obesos mitjancant un
analisi de regressi6 multivariant mostra que la concentracié de
25(OH)vitamina D3 és inversament relacionada amb elevades
concentracions de TNF-alfa circulants (Bellia A et al, 2013).
Consequentment, la sobreexpressio genica del VDR podria ser
compensatoria davant de la sobreexpressié génica del TNF-alfa en el teixit
visceral. Davant aquest fet, 1’expressi6 génica del VDR podria estar
incrementada per poder interactuar amb la 1,25(OH),vitamina D3 i limitar la
produccié del TNF-alfa amb dues finalitats: En primer lloc, disminuir la
produccid de I’endotelina i I’angiotensinogen pel TNF-alfa (Kahaleh MB et
al, 1997; Kohan DE et al, 2008) per normalitzar les xifres de la TA, i en
segon lloc, augmentar 1’absorcio de glucosa pels adipocits (Marcotorchino J
et al, 2012) conduint a una millora de la sensibilitat de la insulina.

En resum, I’expressio genica del VDR adipds podria estar incrementat per
poder interactuar amb la vitamina D3 biologicament activa per generar unes
respostes davant 1’efecte de la TNF-alfa, ja que s’ha demostrat que la

vitamina Ds pot suprimir la sintesis d’aquesta citocina in vitro i les
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concentracions de TNF-alfa correlacionen inversament amb la vitamina D3

circulant in vivo (Zhu Y et al, 2005; Zittermann A et al,2003).

IL-10

En D’analisi d’aquesta mostra de pacients obesos també s’observa una
correlacio positiva entre 1’expressio génica del VDR i I’expressio génica de
la interleuquina 10 (IL-10) en el teixit adipés subcutani (p <0,001). Es
desconeix el motiu perqué aquesta correlaci6 només es troba en el teixit
adipds subcutani i no el visceral. La literatura indica que les concentracions
d’IL-10 son més elevades en els subjectes obesos (Bassols J et al, 2010), i
Fain JN et al, en el seu estudi amb mostres de teixit adipés de dones
intervingudes de cirurgia abdominal, mostra una correlacié positiva entre
I’IMC i I’alliberacio d’TL-10 en el teixit adipos subcutani pero no en el teixit
adipds visceral (Fain JN et al, 2004). Es suggereix, que el teixit adipos blanc
trobem components antiinflamatoris com la vitamina D3 i la IL-10 (Juge-
Aubry CE et al, 2005). per limitar la resposta inflamatoria, les lesions
arteriosclerotiques i la resistencia a la insulina entre altres (Bliiher M et al,

2005; Bassols J et al, 2010).
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8.3 Limitacions

La principal limitacio de la tesis es centra en no haver pogut establir una
relacio causal entre la TA i la concentracio circulant de vitamina D3 encara
que estiguessin associades entre elles. Gran nombre dels subjectes obesos i
obesos morbids intervinguts de cirurgia bariatrica eren pluripatologics, amb
un extensiu tractament farmacologic per revertir o millorar els seus signes i
simptomes clinics, per tant no es pot descartar una possible interaccio entre
algun farmac i la vitamina Ds.

Caldra explorar en una série més ampla de subjectes no obesos les

associacions estudiades.
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Conclusions

Vitamina D3 circulant i hipertensié arterial

1) Unes concentracions circulants disminuides de vitamina Dj
s’associen a unes xifres incrementades de la TA sistolica 1 diastolica.
En concret la concentracio circulant de vitamina D3 esta disminuida
amb una TAd >75 mmHg.

2) Les concentracions circulants de vitamina D3 prévies a la cirurgia
bariatrica es correlacionen negativament amb la xifra de la TAd
postquirurgica dels 12 i 18 mesos.

3) La xifra de la TAs s’associa de forma independent amb la
suplementacié de vitamina D3 abans de la cirurgia, i als 12 i 18
mesos post cirurgia bariatrica; amb 1’edat, i la concentracié de

glucosa en deju.

Expressio génica del VDR en el teixit adipos
4) L’expressio genica del VDR en el teixit adipds visceral s’associa
positivament amb la xifra de la TAs. En canvi no existeixen
associacions significatives entre 1’expressié génica de VDR en el
teixit adipos subcutani i la TA.
5) L’expressio geénica del VDR en el teixit adipds subcutani i visceral

s’associa negativament amb la sensibilitat a la insulina.
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6) Existeix una associacio positiva entre 1’expressié geénica del VDR 1
I’expressio génica del TNF-alfa en el teixit adipds visceral, i
I’expressio génica de la IL-10 en el teixit adipds subcutani.

En conclusio, la concentracio circulant de vitamina D3 s’associa amb la
xifra de la TA en subjectes amb un ampli rang d’adipositat. En subjectes
amb obesitat morbida, la concentracio circulant de vitamina D3 previa a la
cirurgia (abans de la perdua de pes) s’associa amb les xifres de TA
diastolica als 12 i 18 mesos posteriors al procediment quirurgic i la perdua
de pes assolida. Una major expressio genica del VDR al teixit adipos de
pacients obesos es relaciona amb diferents elements de la fisiopatologia de
la HTA, com la sensibilitat a la insulina i la inflamacié cronica de baix grau

(TNF-alfa i IL-10).
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Serum 25-Hydroxyvitamin D and Adipose Tissue
Vitamin D Receptor Gene Expression: Relationship
With Obesity and Type 2 Diabetes
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ContextTha rolationihip betwesn 25-hydraxyitamin D [25(0H)D] and cbesity and type 2 diabetes
5 not compietely understood. Vitamin D receptor (VDR exprewsion In acioose tisua (AT) is related
10 cbesity and might be regulated by 1,25.dilydroxy in O, [1,25(0H),0,)

J

Objective: To analyze serum 25(0HI0 and VDR gene expression In AT according 1o Dody mass ndex
(8M0 and glycemic status and the effect of 1,25(0H},0, on AT accarding te BMI

Design and Patients: Two cohorts were studied: 1) 118 subjects dassihed according to their BME
(lean. ovenweight, obese, o morbidly obese (MO]) and thar glycemsc status (normoghycemic [ING}
wrd prediabetic and disbetic [P0 and 2) 30 obese subyjects (M1 = 30 kg'm’) dassified as NG and
PED. VDR gene expression was analyzed during preadipocyte differentiation and in wire stimu-
lation with 1.250M),0, of AT explants from donars with different BMI values.

Satting: Univeesity Hospital

Main Outcome Measures: Serum 250D, parathyroid hormors (PTH), and AT VOR gere
expression.

Results: 25(0H)D levels were lowar in PAD than NG subjects, sigrificantly so in the lean and MO
groups (P < _05}. 25{08H)D levels correlatad y with ho model of for
Iresuin resistanco (HOMASR) (¢ « ~0.200; @ « 032} and glucote {1 ~ —0.295; £ « 001), but notwith
BMI. VOR gone expression was Fegher in MO than in the othar BMI groups {F < .05). 1,25(0H),D,
Increased VOR gene eapression In AT from obese patents (P < .05) but not from lean subjects.

Condusions: 25{CHID levels are ciminished in P4 D compared to NG subjects, ndependently of 8, and are
dosehyrelated to glucose metabolsm varables, suggesting thatwitamin D defidency s asocated marewith
carbobydrate metabobsm than with obesty. Moreover, AT has & differontt resporse 20 1,25(0H),D, de-
prending on the degree of sbesaty, U Gin Endocingl Metad 100: E0000-E0000, 2015)
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2 Clamores Posago oz al
v‘ D (VD) deficiency has been | with
obesity and diabetes (1-4), akthough some have
found no clear relationship berween these variables {5, 61
Musst studies that kave so far examaned 25-hydroxyvita-
min 1 [25(OHID] levels according to body mass index
(BMI) failed 1o consider whether the participanrs were ar
were not diabetic {3, 71, which is noteworthy becacse most
obese pavents have altored glucose metabalam (8), This
shewld be idered 10 discern whether VD deficincy is
related to obesity by itself or wivether it is 2
of altered carbohydrate meeabolism.
2510HID s hydroxylated o produce 1,25-dihy-
droxyvicamin Dy [1,25/0H),0,], the biokogxally active

250800 anct £ Rocapior (n Coeety and Datenes

1Ckn Erdoennal Mt

suegery or cholecysectomy in the lean, overweight, or vhese

subnects from cahort 1. For cobort 2, VAT and sc AT (SAT), wed

w -ndy mexpmm. wue«huwd d-nag dective surghal
nal herniz, oe gastric by

pm). The AT mmplﬁ were washed in physiokyical saline, im-

wwedlimtedy froses in Squid migragen, and maiseained ar ~80°C

wortil anahvas.

measurements
Plasma M dmlamul lnglwmdn. and ln.h demsay
| were dingD
tym (Dado Behring Inc by enzymaric osethods (Randox Labo-
ratonies Lodly insulin was measuced by RIA | BioSource Intenma-
ounall and lepan and adipanectin were medsured by ELISA
(DSL and DRG [anuuu mpxnvdn. Lo- dmry lipopers

farm (95 1,25(0H1,D, inseracts with the VD recep
IVDR}, which acts 25 a ranscription factor |9).

VDR s highly expressed in pnmipocytu from ol:nz
subjects {101, b n W unk its
daring adipoge diffess dependmg oo !\d] and al-
though total adipose tissue (AT) gene expression has been

ez chol wirs cakulated fram the F

(13 and the HOMA- lluntakﬂ-udulﬂlu-uHOMA IR =

fasting msalin |pIlml ) x fasting glucoss {mmolL V22,5 (8,

13, Serum 25{OHID and PTH levels from coboet | were desers

memed by ELISA (1 i ik and DRG Dragnosoes, re-

spectively) and for cobort 2 by electrochemikeminescence im-
dular Analyrics E1N); Roche Dugnoscics).

relared 1o obesity (10, 11), its passthle relation with dia-
betes has por yer been stadied, The relationship between
VDR in AT aod obesity might be mediated by VD, sie
previous studies suggested 3 regulation of VDR gene ex-
pression and adipogenesis by 1,25(0H},D, (11, 12) bue
dic notanalyze wherher the effect of 1L25IOH), D, 0n AT
differs depending on the degroe of obesity.

Thas, the sim of this study wus 10 analyze serum
25(OH)D and VDR gene expression in AT according to a
range of BMI values and the glycomic status of the
P p Additionally, we sudied the effect of
1L2510H3,D, on AT explants according 1o the degree of
obesity.

Subjects and Methods

Subjects
Cohort | compeised 118 parncipases m:mhnd ar the L

Human preadipocyte differentiation
Visceral and s hsman peeadipocrves salated from hoch
obese | BMI > 30kghm? | and lean [BMI < 23 ki) doaoss were
from Zen o Incand culnsted (—40 000 cellsm’ | s
described in the Supplemenral Dara,

AT explant culture

VAT from three NG healthy MO donors asd three NG
healthy lean donors was con inm §- 10 11k g preces and trestad
as descrbed in decadd in rhe Sepplemental Duce.

RNA isolation and real-time quantitative PCR

Total RNA solanon and cDNA syuchesis were perfocmed 2+
described (131, Gene expression was assessed by real pme PCR
using an Applisd Biosystenss 7 $00 Fast Real-Tise PCK (see Sup-
plesenral Daral.

Statistical analysis
The sample size was derermned wizh the ENE 3.0 smustical
program (CGlaxoSmithKline). To degecr diffexences toe 25[CHY

veesiry Hospeal [ Malags, Spain) classedial o their
EMIEas moehidly obese (MO BMI = 40 wm’),ohu |BMI =
10w At kg, overwzight (BM] = 25-30 kglm") or kan (RMI <
25 khen®) {13) and 1o these glyoemic peofile ay noomoglycenic
(NG} Uastmg whuoose Tovels < 100 mp/dL, and homeostasis
el of assessment for insulin resistance [HOMA - [R; described
bedow] < 3.5) or prediabeos and diabecic (P&D; fasting glucose
leweds = 100 mg/éL) (14, Cohorr 2 compeised 30 abese patienss
(M1 = 35,5584 bg'on®} recruied at the Hospueal Universitari
O Josep Truerd (Geronu, Spaind. The paenicipants gave wrtien
Indormed cosient, sod the study was reviewed ud Appmw-] by
the Ethicx aml R, ch Cammi ! Dara),
Betory samgrry and afrer an gl hn. bood simple

werre abtained, and serum and plasma were separared for hio-
chemical derermimacions. Visceral AT (VAT used 1o sudy
expression and pestorm AT explant cultures, was obuinad

Ing baratnc surgery in the MO parents or during hizead bernis

28 %, ar ke 12 qubyeces per group wers recuuind
fior the sudy (o gk = 0L08; pawer 0.8, Comparisoms betwean
the study grovps were avde with ANOVA and Duncans post hoc
trsas o cobon 1 Stedore's £ sow was sd for comparians berweem
the groups m sohort 2amd form vitro analyss, Pearsom’s (cohon 1)
wr Spearman’s (cobon L1 cormelinion analyses were used wtndy
varuble sssociatioms. Seaceocal was set ar ¥ < 08,
Analyves were performed wich SPSS 15,0 15988 Ihericar

Results

m [ % ', 1 m N u h

cach stxly group are mmum:dh‘l’:hle 1.
Serum 25IOHID levels were ssgmificantly higher in NG

than in PED in dean and MO subjects, Significant differ-

wx of
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Abbreviations: HOL-C, high-denuty ipopotem cholesterct, LDL-C, low-densty lipagroten cholessernt SEF, yyatobe bood Drmusn. DRP, distole
otherweie stated.

thood presuae Vidues ate presented o moans = S0 usless

AR Groups ot haring any supercript iemtens are sgniicantly ditfrent (7 < 0157 accotding 1 ANOVA [Duncan's post het tes)

ences berween BMI were only found when the glvcemic
status was akso diffeeent (Figure 1A). There weee no sig-
nificant differences in PTH levels berween NG and P&D
subjects with the same BML However, FTH levels were
significantly lower in NG overweight subjects than in
P&D obese panienes {(Figure 115}

Serum 25{0OH)D levels correlased negatively with both
plasma glocose levels (r = ~0295; P = 001) and
HOMACIR (r = =0.200; P = 032}, A rend was found
woward a negative correlation berween serum 2510H)D
and PTH levels (r = <0.135; P = .144), There weee no
significant correlatons with BM,

The VAT VDR geoe expression was significantly
higher in both NG and P&D MO subjeces compared o the
other growups with a lower BMJ and rended to be higher in
P&D than in NG sabjects in the overweight and obese
groups (Figure 1C), VAT VDR geoe exprossion coerelated
positively with BMI (r = 0.343; P = .000) and leptin (r =
0,331 8 = 004) and teaded to correlare with insalin levels
(r = 0.146; P = 145),

Muliple lincar regression anatysis showed that glucose
level was the omly vanable independently associated with
serum 25(OH)D levels. The only vanable that remained
significantly associated wath VAT VDR gene expression
was BMI (Supplemental Table 1),

These results were confirmed with an independent co-
hoer, as described in Supplemental Table 2. In this second
cobort, VAT and SAT PPARy mRNA levels were in-
versely associated with VDR mRNA levels (r = ~(,493,
Pe 007 and e = 0430, P = 014, respectively). VAT

Cidecat-specific protein 27 (FSP27) correlated nega-
ovely with VDR mRNA Jevels (r = <0.463; P = 015}
I vitro experiments showed that VDR gene expression
was vignificantly highee in visceral preadipocytes from
obese subjecrs than fram kean subjeces during the differ-
entiation process, but no differences were found durng
peeadipocyre differentaation (Figure 1, F and F),
Moreover, 1,25(0H),D, stimulanion sgnificantly m-
creased VDR gene expression in AT explants from MO
subjects. However, no cffect on VDR mRNA levels was
observed in AT explanes from lean donors (Figure 1D,

Discussion

The resules of this study show that low 25(OH)D levels are
assosiated with diaberes, independently of BMI, We alo
found that AT VDR gene expression is higher m MO pa-
tienns compared to subjects with 2 lower BMI and ex-
plored for the first time its relationship with ghacose me-
tabolism. Our resules alio suggess that AT from MO
subjeces has a different response to 1,2510H),D, com-
pared to AT from lean subjects,

the association berween ZSOH)D levels and both obesity
and diabetes, with these conditions foand to lead to lower
25(0H)D leveds {2-4). Nevertheless, the results are some-
times contradicrory, and the role of VI in the development
of obesity 1s stll noe complesely understood (1, 5). A num-
ber of confounding factors, such as cthmcity, numtional

et e



& Cwmentefostign etal  25(0HID and s Receptor in Obesity and Disbetes | Cin Endocrinol Matab
) P oo Bin, o mic status, Our results agree with
al ¥ s i an w0 previous studies finding an indepen-

* [T e o .o © dent association between VD defi-

E.‘ ; i i e ;s clency and diabetes or prediaberes

€x g» after adjusting for BMI (4, 16, 18).

gm o This association is supported by

1 » biological evidence showng that V1>
. o ' . mfluences pancreatic f-cell funcrion

c - i~ = - dirgetly by binding to VDR or indi-
oo, > Y . rectly by the role of VD in regulating
ni W ) 00s | ouo cxtracellular calcium level and cal-

!nu- 3 !um . cium flux through the B-cell (4),
oan . o . Boo Recent studies have shown a role

| il Lo for AT in VD metabolism. Recipro-

b H :: r‘ % . - cally, VI) has multiple effects on the

purmy) physiology of adipocytes and AT (9~

A Dokt s~ Moy Coed  10°W  W'W M 11, 19), Amimal studies suppore this

E - hypothesis that VD and VDR might

wn R - be nvolved in the development of
R e ol obesity and diaberes (19),

Foon Human studies have shown hgher
o - mRNA VDR levels and lower mRNA
i levels of genes mvolved in fipid process-

H ing in the AT of MO paticnts comparcd
B 8 5. 8.1 o kean subyecs (11, 13). In agreement

L ) with these seudics, we found an inverse
Figure 1. Aand B, Seeum 25{OHID (A) and PTH () leves o the study groups e comort 1. <, elationship beeween VDR and gencs in-

VIR mRNA expression in the stucdy groops from cohort 1, D, VIF mENA

explants cultued with & range of 1,250M),0, cor ar vehick

expression in visceral AT

1 from morbidly volved i AT physiology, Fusthermore,

mmm»mmmn Emd' voumwmwmzmmmdm

human p

we studicd for the fine time whether

d a5 meam = 50

yles during ack Values are e

wmeaoexsm«nw Mmlm > 30 hgm® Groups not shaning any
superscrige letters are significantly ditlerent (7 < 05} accordng 10 ANOVA (Duncan's post hog

tast), *, F << 05 betvsen difterent B » 7 < 05 compared to control

status, or sun exposure, have been proposed to beinvolved
in these inconsistent results (15). Furthermore, obesity is

a major risk factor for diabetes (16). In fact, obesity to-
pether with VD insufficiency interact synergistically to in-
fluence the risk of insulin resistance (2, 16, 17), Despite
this, most studies dealing with BMI and VD compared
healthy lean subjects with obese patients displaying an
impaired glucose metabolism or omitted data about this
aspect, which makes it difficult to discern wheeber the low
25(OHID levels were really associated with obesity or
rather with glycemic status (3, 7).

The major strength of this study 15 thag it s the firse
cross-sectional study 1o compare serum 25(OH)D simul-
tancously between & wide range of BMI values taking into
account whether the subjects were P& or NG, This ap-
proach, avouding the interaction between obesity and di-
abetes, showed that the P&D patients had the lowest se-
rum 25(OH)D levels, and most interestngly, there were
no differences between BMI groups with the same glyce-

N L b

VDR gene expression in AT was related
to diaberes, finding a trond towand a
higher VDR geno expression in P&D
vompared 1o NG subjects.

In vitro studies have shown that
L2S{OH) D, influences VDR gene expression and adi-
pogencsis (14), However, no previous studies have ana-
lyzed whether the effece of 1,25(0H).D, on AT differs
according to BML Our resuits showed that VDR gene
expression during adipogenesis is higher in visceral prea-
dipocytes from obese than from kean subjects, which
agrees with the higher VOR mRNA levels in AT from MO
subjects. Furthermore, we demonstrated that the previ-
ously descnbed up-regulation of AT VDR expression in-
duced by 1,25(0H),D (10, 12) only happens m obesity,
with 00 response in lean subjects, This agrees with an
meervention study with nonobese healthy subjeces show-
mg that VD supplementation had no effect on the expres-
sion ot genes related to far metabolism in AT (20),

Further studies will be necessary 1o understand the
physiological consequences of the different AT response to
1,25(0H), Dy, depending on the degree of obesiry and its
relevance m climical pracuce, as well as to confirm the role
of VDR in diaberes.

[ 17 Mot 018 @ Rryee—" e ) W T e e AL g e
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A himitation of this study was that P&D patients were
classified i the same group, This was duc to the notable
difficulty in finding lean diabetic subjects. Morcover, the
cross-scctional nature of the study did not allos establshing
a remporal association or causality,

In conclusion, 25{OHID levels shawed a close relation-
ship with varables related 1o glucose metabolism, sug-
gesting that VD deficiency s associated more with carbo-
hydrate metabolism than with obesity. Additionally, AT

jeemendooumakory S

Insuticioncy und defs y i morbidly obes pats L]
tsvn wath non-obese controds, Obes Suryg. muau-uo

4. Pireas AG, Lan |, Hu FB, Dawsoo-Hughe B, The role of vitamin [
and calcium in rype 2 diab A i review and meta-anal-
Ml@-WWM!W@Z@W—ﬁQ’

5 E O, Beckman LM, Masodkar K, Sibley SD. The link be-
tween obesiey and ke corcudatong 25-byd D
[T p— and imph It | Obes (Lomd). 2012336
I§T-196,

6. Robinson JG, Mamson JE, Laron J, et al. Lack of association be-
tween 25EOH)ID levels and incident type 2 diabetos in odder womet.
Dricee Care. 200 134628604,

VDR gene expression might also be related 10 gl
metabolism disorders, and AT has a different response to

1,25(0H), 1 depending on the degree of obesity.
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in 1) (VD)) deficiency has been assocated with
obesity and diabetes (1-4), although some have
found no chear relapoaship berween these variables {5, 6).
Most seudies that have so far examined 25-hydroxyvita-
min [ [25OHID] levels according to body mass index
(BMI) failed to consider whether the partmpanes were of
were ot diabetic (3, 7), which s notewnrthy because most
obese patients have alered glucose mctabolism (8], This
should be considered to discern whether VI deficiency 1
relased e obesity by itself or wheeher it is a consequence
of altered carbolyydrate metabolism,

2S(0OH)D 18 hydroxylated o produce 1,25-dihy-
droxyvieaman D, [1,25(0H),D, ), the biokogically active
form (9). 12510HI,D, fnteracts with the VI receptor
{VDR), which acts 2 a transcription factor (9).

VDR 5 highly expressed in peeadipocyres from obese
subjects (10), bat it s usknown whether irs expeession
during adipogenesis differs depending oa BMI, and al-
thoogh total adipose tissue (A1) gene expeession has been
refated wo obesity {10, 11), its possible relanon with dia-
betes has nat yee been studied. The relationship between
VDR in AT and obesity maght be mediated by VD, since
previoas studics suggested a cegulation of VDR gene ex-
pression and adipogenesis by 1 25(0H),D, (11, 12) bus
did noe analyze whether the effect of 1,25(OH),D; on AT
differs depending an the degree of obesity.

Thus, the aim of this sudy was to analyze serum
25{0H)D and VDR gene expression in AT sccording to a
range of BMI values and the glycemic status of the
participants. Addimonally, we stedied the effecr of
12SIOHLD, 0n AT explants according to the degree of
obesity,

Subjects and Methods

Subjects

Cobort 1 compeised 118 partiopants socrused ax the Unie
versity Hospital (Malaga, Spain) dlassified according o theie
BMY s morbidly obese (VO; BMI > 40 k), obese (BM] =
3040k}, overweight (BM] = 25-30 k') oc lean (BM] <
26 k| (13) and 1o their glycemsic profile as narmoglycemic
ING} (fasting ghecose levels < 100 mg/dL, and homeostass
model of assessment for imsulin resistance [HOMAIR; described

| Che Endoosncl Metad

wapery or cholecystectonry in the lean, overweight, oe obese
sabyects from cohort 1, Far cobare 2, VAT and se AT (SAT), used
10 ®udy gene expeession, were obtalned durisg elective surgical
prosedures (chokysectonry, abdominal hernia, or gastric by-
pass), The AT samples were washed in phyeinlogical saling, ime
mediszely frooen in liquid sroges, 3nd maintained a¢ ~$0°C
nnl analysis.

Laboratory measurements

Pasmia ghwose, cholesternl, mighwendes, and high-deasity
lipopretein cholesteral were measured in a Dimension autoana-
Iyzer (Dade Bebeing Inc) by enzymatic methods |Randox [abo-
ratories Ll insulin was messured by A (BloSomre Jntema-
tionally and Yeptin and adiponectin were measured by ELISA
(DSL and DRG Diagnostics, respectively ), Low-density lipopeo-
tom cholewerol way calostated from the Friedewald equation
1133, 4nd the HOMASIR was calosdated 4 follows: HOMA-IR =
fasting imwalin (WUmL) % fasting glocose (mmoldJ22.5 (8,
13}, Sersam 25(OHID and PTH levels froes cohost | were deser-
mined by FLISA (Immundiaguontik and DRG Diaguostics, re-
spectively) and for cobioet 2 by dectrochemsbumisescence im-
munnassay (Moduler Analytics E170; Roche Diagnostics),

Human preadipocyte differentiation

Vicceral and s human peeadipocytes solited froe both
tbese (M) > 30 kgfm®| and bean (M1 < 28 kgin® ) donors were
purchased from Zea-lio boc ssd cultured (=40 000 celivom?®| 4
decribed in the Supplementsl Data.

AT explant culture

VAT from theee NG healthy MO donors and three NG
healthy kean donoes was cut ineo 5« 10 104mg preces and treated
s describod in detail in the Supplemental Dasa,

RNA isolation and real-time quantitative PCR

Toeal RNA inalation and cDNA symthess wery perfonmod s
decribed (13), Gene exprosion was ascised by realtime PCR
asing an Appliesd Bosysteass 7500 Fast Real-Time PCR {see Sup-
plemeazal Dutal,

Statistical analysis

The sample soe was determined wich the ENT 100 statistical
program (GlavoSosthkine). To desect differences for 250HID
mocentrationsof 25%, 1t lesst 12 subjeces per group wenerequired
for the study (a risk = 0.05; power = 1K), Comparisons hetween
the udy groups were made with ANOVA and Duncan’s post hoc
tests m cobort 1, Student's £ text was used for comparnons berwees
the growpe in cohort 2 asd for in vitro analysis, Peanem’s (cohoet 1)
or Sp s (cohors 2) comedation analyses were ssed 1o study

beluw] < 3.5) o peediabetic asd diabetic {P&D; fasting glucose
fevels > 100 mpdl) (14). Cohoer 2 compreised ) obese pasienrs
(BMI = 33.5-58.4 kg/m™) recruited at the Hospital Universitas)
Dr Josep Traces ((Sroma, Spain). The participants gave wririen
informed consent, wnd the stody was reviewed and appeoved by
the Fthics and Research Commitsee (we Supplemental Data),
Before surgery and afier an oveenighe fas, blood samples
werv abtained, and serum and plasaa were separased for bio-
chemical Seerminations, Visceral AT (VAT), used o sty getie
expression and perform AT explant cultuess, wan obained dur-
ing bariarnc surgery in the MO paticaes or during hiatal hernia

variahle assoclations, Statistical sigmificance was st at I' < (5,
Anadyses were: performed wich SPSS 15,0 (S5S erica).

Results
The binchemical and anthropomeeric characterstics of
each study group are sammarized in Table 1.

Serum ZS(OH)D levels were significantdy higher in NG
than in PXD in lean and MO subjects. Significant differ-




