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Abreviatures

En la present tesi s’inclouen taules, figures i articles en angles, aixi doncs,
per tal de facilitar la lectura i unificar les abreviatures s’ha considerat més
adequat posar algunes abreviacions que

representen a les paraules

angleses.

AC: Adenilat ciclasa

ADA: American Diabetes Association
ADN: Acid desoxiribonucleic

AG: Acids grassos

AKT: Proteina quinasa B (PKB)
APP: Proteines de fase aguda
AQP/s: Aquaporina/es

AQP7: Aquaporina 7

AQP9: Aquaporina 9

AQPap: Aquaporin adipose
ARN(m): Acid ribonucleic (missatger)
ATGL: Lipasa adiposa de triglicerids

BAT: Teixit adipds marré

CAMP: Adenosina monofosfat ciclica

C/EBPa: CCAAT Enhancer Binding
Protein a
CETP: Proteina transportadora

d’esters de colesterol
D ac: piacilglicerids o diglicerids
DM2: Diabetis mellitus tipus 2

Era: Acid eicosapentaenoic

FABP: Proteina de membrana

plasmatica d’unié a acids grassos
FAT o CD36: Translocasa d’acids

grassos

FATP: Proteina transportadora d’acids

grassos

G K: Glicerol quinasa

GLPF: Glycerol facilitator
GTP: Guanosin trifosfat
GWAS: Estudis d’associaci6 del

genoma complet

H DL: Lipoproteina d’alta densitat

HOMA-IR: Model d’homeostasi de la
resisténcia a la insulina

HSL: Lipasa sensible a hormones

ICM: index de cintura i maluc

IL-1: Intereleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IMC: index de massa corporal

IRE: Element de resposta a la
insulina

IRS-1: Substrat 1 del receptor de la
insulina

IRS-2: Substrat 2 del receptor de la

insulina

KO: Knockout

LMF/s: Factor/s mobilitzador/s de
lipids
MAG: Monoacilglicerids o

monoglicérids
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MCP-1: Proteina quimiotactica dels
monocits

MGL: Lipasa monoacilglicerol
MHC-1: Complex principal

d’histocompatibilitat de classe 1
N CEP ATP 111: National Cholesterol

Education Program’s Adult Treatment
Panel 111
NPA: motiu conservat asparagina-

prolina-alanina

OMS: Organitzacié mundial de la

salut

PAD: Pressio6 arterial diastolica

PAI-1: Inhibidor de I'activador del
plasminogen tipus 1

PAS: Pressi0 arterial sistolica

PCR: Proteina C reactiva

PDE: Fosfodiesterasa

PEPCK: Fosfoenol piruvat
carboxiquinasa

PIF: Factors inductors de protedlisi
PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa

PKA: Proteina quinasa A

PLIN: Perilipina

PPARYy: Receptor gamma activat per
proliferadors de peroxisomes

PPRE: Element de resposta als
receptors activats per proliferadors de

peroxisomes

RI: Resisténcia a la insulina
RXRa: Receptor a de I'acid retinoic
SAT: Teixit adipos (abdominal)

subcutani

SGBS: Sindrome de Simpson-Golabi-
Behmel

SM: Sindrome metabolica

SNPs: Polimorfismes de nucleotid
unic

TG o TAG: Triglicéerids o

triacilglicérids
TNFa: Factor de necrosi tumoral a
TZD/s: Tiazolidinediona/es

UCP/s: Proteina/es desacoblant/s
UTR: Regi6 no traduida del gen
VAT: Teixit adipds (abdominal)
visceral

WAT: Teixit adipds blanc

WT: Wildtype

ZAG o AZGP1: Glicoproteina Zinc-a2
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Prefaci

L'obesitat és una malaltia cronica causada per factors molt diversos,
tant genéetics com ambientals. No es tracta d’'un simple problema estétic,
siné que constitueix una veritable amenaca per a la nostra salut, ja que
incrementa les possibilitats de patir altres malalties com la diabetis, la
dislipemia, la hipertensid, i les malalties articulars, de la vesicula biliar,
coronaries i respiratories, entre d’altres. L'excés exagerat de pes és un dels
problemes de salut publica més preocupants, sobretot perqué la tendéncia
continua anant a l'alca. En les Ultimes décades, els canvis socioambientals
han influit en la creacié6 d'un estil de vida caracteritzat pels mals habits
alimentaris i la falta d’activitat fisica. Amb aix0, hi ha hagut un increment de
malalties com la diabetis, la hipertensié i [I'arteriosclerosi, que quan
apareixen associades defineixen el que s’ha donat a conéixer com a
sindrome metabolica (SM). L’acumulacié de greix abdominal, tant visceral
com subcutani, és present en el comencament de les diferents patologies
que conformen la SM. Per tal de poder avancar en noves dianes
terapeutiques que millorin aquestes malalties és necessari coneixer millor la

biologia del teixit adipés i els seus components.

El teixit adipés blanc (WAT, de I'anglés white adipose tissue), a més a
més de tenir activitat metabolica i endocrina, té la funci6 de mantenir la
major part de les reserves energeétiques. Aixi doncs, disposa de la capacitat
per sintetitzar (lipogénesi) i emmagatzemar triglicerids (TG) durant
I'alimentacio i la capacitat d’hidrolitzar TG (lipolisi) i alliberar acids grassos
lliures (AG) i glicerol, durant el dejuni. La regulacié de la lipodlisi és essencial
per garantir un adequat subministrament de lipids i un adequat
metabolisme de la glucosa en els teixits que utilitzen AG lliures i en els que
utilitzen glicerol. En resposta a canvis en l'estat nutricional, la lipolisi és
regulada a través de senyals hormonals i bioquimiques. Aquestes senyals
modulen l'activitat d’enzims lipolitics i proteines accessories, permetent la
maxima capacitat de resposta del teixit adipés a canvis en les necessitats
energetiques. L’obesitat principalment es caracteritza per un excés de WAT i

un augment de la mida dels adipocits com a consequéncia d’'un increment
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de TG emmagatzemats en l'adipocit. Per tant, les alteracions en el procés
de la lipolisi estan frequentment associades amb I'obesitat.

Aixi doncs, tenint en compte la importancia d’'un adequat metabolisme
lipidic en l'adipocit per mantenir I’homeostasi del teixit adipés de forma
equilibrada, s’ha proposat analitzar el paper de dues proteines implicades
en la lipolisi del teixit adipds, d’'una banda el canal de glicerol aquaporina 7
(AQP7) i per altra I'adipoquina glicoproteina Zinc-a 2 (ZAG), en el context
de l'obesitat, la SM i la diabetis mellitus tipus 2 (DM2).

Ja fa uns anys, I'any 1997, es va identificar 'AQP7, un canal que permet
el pas de glicerol a través de la membrana cel-lular de I'adipocit. En models
animals s’ha vist que si s’elimina I'aquaporina (AQP) especifica del teixit
adipés (AQP7), el glicerol no és capac¢ de sortir de la cél-lula i es va
acumulant a l'interior. Es a dir, es produeix una hipertrofia de I'adipocit, que
si es manté en el temps porta a obesitat. També s’ha comprovat que
aquesta AQP pot tenir un paper important en la sensibilitat a la insulina.
Una altra proteina identificada no fa massa temps (1999) és I'aquaporina 9
(AQP9), el canal de glicerol especific del fetge. La regulacié coordinada
d’aquests canals dbéna lloc a un balan¢ de glicerol optim entre la sortida de
I'adipocit i I'entrada al fetge. Per tant, un adequat circuit del glicerol en el
teixit adip6s sembla que podria ser important a I'hora de mantenir un
correcte equilibri metabodlic, que en el cas de trobar-se alterat, podria

afavorir el desenvolupament d’obesitat i de diabetis.

L'altra proteina que esta rebent atencié recentment pel seu potencial
com a molecula lipolitica és I'adipoquina anomenada ZAG. Agquesta proteina
que afecta el metabolisme de I'adipdcit, actua com a factor mobilitzador de
lipids (LMF, de l'anglés Lipid mobilizing factor) estimulant la lipolisi en el
teixit adipds. Aixo ha fet que hagi estat proposat com a factor candidat en
la regulacié del pes corporal. En adipocits humans i de ratoli el tractament
amb ZAG estimula la lipolisi i selectivament redueix el greix corporal en
ratolins normals i obesos. La supressié de ZAG en l'obesitat podria estar
relacionada amb el seu paper en la regulacié del metabolisme lipidic. Aquest
fet obre la porta a la possibilitat que ZAG pugui ser una diana util en el

tractament de I'obesitat en humans.

Vi
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1. Obesitat i sobrepeés

1.1. Definicio

L'obesitat i el sobrepés es defineixen com una acumulacié anormal o
excessiva de greix que pot ser perjudicial per a la salut.

L'index de massa corporal (IMC) és una indicacié simple de la relacié
entre el pes i la talla (kg/m?) que s'utilitza freqlientment per identificar el
sobrepes i I'obesitat en els adults, tant a nivell individual com poblacional.
L'IMC constitueix la mesura poblacional més util del sobrepes i I'obesitat,
doncs la forma de calcular-lo no varia en funcid del sexe ni de l'edat en la
poblacié adulta. No obstant aix0, s’ha de considerar com una mesura
aproximativa, doncs pot no correspondre al mateix grau d’obesitat en
diferents individus. L'organitzacié mundial de la salut (OMS) defineix el
sobrepés com un IMC igual o superior a 25 kg/m?, i l'obesitat com un IMC
igual o superior a 30 kg/m®. Aquests llindars serveixen de referéncia per a
les avaluacions individuals, perd hi ha proves que el risc de malalties
croniques en la poblacido ja augmenta progressivament a partir d'un IMC de
21 kg/m? (veure taula 1) [1].

Taula 1: Classificacié Internacional d’obesitat segons I'IMC. Font: Adaptada d’'OMS
1995, 2000 i 2004.

IMC(kg/m?)

| Puntsdetall

Pes insuficient <18,50
Primesa severa <16,00
Primesa moderada 16,00 - 16,99
Primesa lleu 17,00 - 18,49
Rang normal 18,50 - 24,99
Sobrepeés =25,00
Preobesitat 25,00 - 29,99
Obesitat =30,00
Obesitat classe 1 30,00 - 34,99
Obesitat classe II 35,00 - 39,99
Obesitat classe III (morbida o severa) >40,00
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1.2. Prevalenca

El sobrepés i I'obesitat sén factors de risc importants de les malalties
cardiovasculars que constitueixen la primera causa de mort. Encara que
abans es considerava un problema exclusiu dels paisos més desenvolupats
economicament, el sobrepes i I'obesitat  estan augmentant
espectacularment en els paisos d'ingressos baixos i mitjans. Aix0 es deu,
entre altres coses, als canvis socioambientals, que han influit en la creacié
d’'un estil de vida caracteritzat per la sobrealimentacié i la falta d’activitat
fisica.

En molts paisos europeus la seva prevalenca s’ha triplicat des del 1980.
Els ultims calculs de I'OMS indiquen que I'any 2005 hi havia en tot el mdn
aproximadament uns 1600 milions d’adults (majors de 15 anys) amb
sobrepés, almenys 400 milions d’adults obesos i 20 milions de menors de 5
anys amb sobrepés. A més a més, I'OMS calcula que el 2015 hi hauran
aproximadament 2300 milions d’adults amb sobrepés i més de 700 milions
amb obesitat [1,2].

1.3. Patogéenesi

La patogenesi de |'obesitat probablement és molt més complexa que el
simple paradigma d’un desequilibri entre la ingesta i la produccié d’energia.

Classicament |'obesitat es defineix com un problema d’un mal balang
nutricional, s’ingereixen més calories de les que es gasten, és a dir, es
genera un excés de calories que s'emmagatzemen en forma de greix. Es
clar que no només la quantitat de greix corporal és important en la
determinacio del risc de malalties, sind que també ho és la seva distribucio.
Per exemple, un increment de la circumferéncia de la cintura, com a mesura
de I'obesitat abdominal, es relaciona amb un major risc de malaltia cronica i
mortalitat, independentment de I'IMC com a mesura d’obesitat general [3].

Encara que els factors ambientals juguen un paper important en el
desenvolupament de l'obesitat, diversos estudis demostren que els factors
genetics tenen una contribucié significativa en la seva etiologia (figura 1).

Els mecanismes geneétics de la regulacié del pes corporal sén complexos, i



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2
I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS

ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010 ., o .
Introduccio. Obesitat i sobrepes

cada vegada és més evident que existeix un important nombre de gens
implicats en l'obesitat. Molts llocs genetics han estat identificats com
associats a l'obesitat, malgrat aix0, aquestes localitzacions només expliquen
una petita part de la variacié genética subjacent en el desenvolupament de
I'obesitat. Recentment, estudis d’associacié del genoma complet (GWAS, de
I'angles Genome-wide association studies) han ampliat el nombre de llocs
de susceptibilitat genéetica de I'obesitat, mitjancant la identificacié de nous
polimorfismes de nucleotid Unic (SNPs, de l'anglés Single Nucleotide
Polymorphisms) associats amb I'IMC i el pes, i per tant, que contribueixen al
risc d'obesitat [4,5,6].

! I ! in urero
Somal Status enwronmen

Gut
Micrabiota
Food
Abundance

echnologica
Progress
Medical

Treatment

Figura 1. Interaccions géniques i ambientals en I'obesitat. Les interaccions complexes

Psychology

que tenen lloc en l'obesitat poligénica demostren que factors genétics, socials, de
comportament i ambientals sén capacos d’influenciar en el fenotip de I'obesitat. Font: Mutch
et al. (2006) [4].

1.4. Importancia clinica

L'obesitat s’associa a un excés de teixit adipds blanc (WAT, de l'anglés
white adipose tissue) i representa un risc per a la salut degut a la seva
associacié amb nombroses complicacions metaboliques, com la resisténcia a
la insulina (RI), la diabetis mellitus tipus 2 (DM2), la dislipemia, la

hipertensid arterial i les malalties cardiovasculars. A nivell cel-lular,
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I'augment de teixit adipds pot ser degut a un increment en la mida dels
adipocits (hipertrofia) o al nombre d’adipocits (hiperplasia) [7,8].

Ja fa uns anys, al 1947, Vague apuntava la importancia que té la
distribucié del greix corporal sobre la morbiditat dels pacients obesos. Aixi
que, les complicacions més comunes trobades en pacients obesos estaven
majoritariament relacionades amb la localitzacid de I'excés de greix més
que amb l'excés de pes en si mateix. Ja en aquest pioner treball es
descrivia l'obesitat androide o de tipus masculina (obesitat superior) com
I'obesitat d’alt risc [9]. Posteriorment, diversos estudis han confirmat que
I'alta proporcid de greix abdominal és un factor de risc més gran pel
desenvolupament de la malaltia coronaria i la DM2, incrementant la taxa de
mortalitat relacionada amb elles [10]. Actualment, l'obesitat abdominal
representa un problema major, tant en clinica com en salut publica [11].

Diversos estudis han atribuit les complicacions metaboliques de
I'obesitat a l'augment en teixit adipds visceral (VAT, de l'anglés visceral
adipose tissue), amb un increment associat dels nivells d’acids grassos
lliures (AG) en la vena porta. Tot i amb aix0, altres estudis han posat en
dubte la hipotesi que solament el VAT sigui responsable d’aquestes
complicacions de I|'obesitat, suggerint que el teixit adipds abdominal
subcutani (SAT, de l'anglés subcutaneous adipose tissue) podria també
contribuir a la sindrome metabolica (SM) [8].

Més del 80% dels casos de DM2 es troben associats a I'obesitat, i el risc
de desenvolupar diabetis s’‘incrementa de manera exponencial amb el grau
d’obesitat i en especial amb la distribucié de predomini central (abdominal)
del greix corporal. El nexe comu entre obesitat i DM2 més important és la
reduccié de la sensibilitat a la insulina, sent una de les preguntes claus el
paper que juga el teixit adipds en tot aix0, quedant encara per aclarir les

bases moleculars d’aquesta associacio.
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2. Resistéencia a la insulina, prediabetis i diabetis

La resistencia a la insulina (RI) afecta principalment els 6rgans sensibles
a la insulina (el muscul, el teixit adipds i el fetge), per rad de no poder
utilitzar-la correctament. El pancrees intenta mantenir la demanda alta
d'insulina produint-ne més. Arriba un moment en quée el pancrees no pot
suportar la necessitat d'insulina, i augmenta en excés la glucosa en el
corrent sanguini. Moltes persones amb RI tenen nivells alts de glucosa i
d'insulina en la sang. La gent amb nivells de glucosa en sang més alt del
normal (anomalia de la glucemia basal o intolerants a la glucosa), pero
encara sense criteris diagnostics de diabetis, representen un grup d’alt risc
a desenvolupar DM2 i a patir malalties cardiovasculars amb més alta
prevalenca que la poblacié general.

La diabetis és una malaltia cronica provocada per una produccio
insuficient d’insulina per part del pancrees combinat amb una ineficient
utilitzacié de la mateixa per a I'organisme. La insulina és una hormona que
regula el sucre en la sang (glucémia). La hiperglucemia (augment de la
glucemia) és un efecte freqient de la diabetis no controlada, i amb el temps
produeix importants lesions en molts sistemes organics, i en particular als
vasos sanguinis i al sistema nervids. Entre les formes principals de la
diabetis cal destacar-ne dues:

* La diabetis tipus 1 es caracteritza per una absencia de la produccié
d’insulina per destruccié de la cél-lula beta, habitualment d’origen
autoimmune. Sense |'administracié diaria d‘insulina exdgena,
aquest tipus de diabetis porta rapidament a la mort. Els
simptomes, que poden apareixer bruscament, consisteixen en una
produccid excessiva d‘orina (poliuria), set (polidipsia), gana
constant, perdua de pes i fatiga.

= La diabetis tipus 2 es deu a una combinacié entre una deficiéncia
en la secrecid d’insulina associat a una resistencia periferica que
fa que lI'organisme no utilitzi eficagment la insulina. El 90% dels
pacients amb diabetis sén del tipus 2, que sovint s’associa a la
falta d’activitat fisica i al pes corporal excessiu. Els simptomes
poden ser similars als de la diabetis tipus 1, perd menys

accentuats. En conseqliencia, és possible que la malaltia només
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es diagnostiqui al cap d’'uns anys de l'inici, quan ja han aparegut
les complicacions. Fins fa poc, aquest tipus de diabetis només
s’‘observava en adults, perd ara es comenga a veure en nens

obesos.

Les alteracions de la tolerancia a la glucosa i de la glucemia en el dejuni
son trastorns de transicié entre la normalitat i la diabetis. Els pacients amb
aquest trastorns tenen major risc de progressar cap a la DM2, encara que

aquest fet no és inevitable [12,13].
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3. Sindrome metabodlica

La sindrome metabodlica (SM) és el nom d’un conjunt de factors de risc
lligats al sobrepés i a l'obesitat, la dislipidemia, la hipertensié i la RI, que
augmenten les probabilitats de patir malalties coronaries i altres problemes
de salut com la diabetis. Segons la National Cholesterol Education
Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III), la SM es diagnostica
amb la presencia de tres dels segilents cinc factors de risc [14]:

*» Una gran cintura (perimetre de la cintura de més de 102 cm per
homes i més de 88 cm per dones), que representa una obesitat
abdominal (forma de poma, veure figura 2). L'excés de greix en
I'area abdominal és un factor de risc més gran per a les malalties
coronaries que l'excés de greix en altres parts dels cos.

* Nivells plasmatics de triglicérids (TG) elevats (150 mg/dl o més).

= Nivells plasmatics baixos de lipoproteina d’alta densitat (HDL, de
I'anglés high density lipoprotein) lligada al colesterol (per sota de
40 mg/dl en homes i per sota de 50 mg/dl per dones).

» Hipertensid, pressié sanguinia més alta del normal (130/85 mm
Hg o més).

= Hiperglucemia, nivells de glucosa plasmatica, en deju, més alts

del normal (110 mg/dl o més).

Figura 2. Distribuciéo de I'excés de greix corporal. L'obesitat androide o central és
aquella en la qual el greix esta principalment localitzat a la cara, a la regio cervical, al torax,
i a '|abdomen (forma de poma) i l'obesitat ginoide o periférica quan el greix es localitza
preferentment als malucs, al glutis i a la regié femoral (forma de pera) [9]. Font: Banner
Publication. Metabolic syndrome: A deadly mix. November 6, 2008 - Vol. 2, No. 15.
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4. El teixit adipos

4.1. Anatomia

En mamifers, I'0rgan adipés es troba distribuit en diferents
localitzacions: dos diposits subcutanis (anterior i posterior) i diversos
diposits viscerals. Tots els diposits estan composats per adipocits (tipus
cel-lular que predomina) blancs i marrons. La quantitat relativa dels
adipocits en cada diposit depen de diversos factors com l'edat, especie,
condicions ambientals i nutricionals, i és responsable del color [15,16]. Els
dos tipus d’adipocits (blanc i marrd), a part de les diferencies de coloracio,
presenten diferéncies en el seu origen embrionari, en la morfologia,
distribucié, expressido genica i funcié [15,17]. Els adipocits marrons tenen
forma poliedrica, sén més petits que els blancs [16] i sén multiloculars amb
abundants mitocondries que expressen grans quantitats de proteina
desacoblant (UCP1, de l'anglés uncoupling protein 1), la qual és la
responsable de l'activitat termogeénica del teixit [15,17]. El teixit adipos
blanc (WAT, de l'anglés white adipose tissue) esta format principalment per
adipocits blancs esferics, de mida variable en els diferents diposits,
uniloculars (cada cel-lula només té una vacuola lipidica) i contenen
mitocondries molt diferents a les del teixit adipdés marré (BAT, de l'anglés
brown adipose tissue) [16,17]. El WAT és el majoritari en humans adults i
juga un paper important en el metabolisme lipidic i en el de la glucosa. Dos
papers crucials d’aquest teixit adipds semblen contribuir a aquesta funcid: el

WAT com a organ secretor i com a organ de magatzem d’energia.

4.2. El teixit adip6s blanc com a organ secretor

Estudis dels darrers anys han posat de manifest la gran importancia del
WAT com a productor de determinades substancies (hormones i citocines)
amb accid endocrina, paracrina i autocrina. Entre aquestes substancies
secretades es troben: molécules implicades en el metabolisme de la glucosa
(adiponectina, resistina), en el metabolisme lipidic (proteina transportadora
d’esters de colesterol, CETP, de l'angles cholesteryl ester transfer protein),
en la regulaci6 del pes corporal (leptina, adiponectina), substancies

relacionades amb la inflamacié (factor de necrosi tumoral, TNFa, de |'anglés

10
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tumor necrosis factor alpha; interleucina 1, IL-1; interleucina 6, IL-6), amb
la funcié vascular (angiotensina; inhibidor de I'activador del plasminogen
tipus 1, PAI-1, de I'anglés plasminogen activator inhibitor-1), amb la funcié

reproductora (estrogens), entre d’altres (per a més detalls, veure taula 2).

Taula 2. Adipoquines. Font: Hajer et al. 2008 [18].

Adipocytokine Full name Effects on

Leptin Leptin Food intake, fat mass
Adiponectin Adiponectin Insulin resistance, inflammation
Resistin Resistin Insulin resistance, inflammation
Visfatin Visfatin Insulin resistance
Omentin Omentin Insulin resistance
WVaspin Visceral adipose tissue-derived serpin Insulin resistance
Apelin Apelin Vasodilatation

CETP Cholesteryl ester transfer protein Lipid metabolism

LPL Lipoprotein lipase Lipid metabolism

HSL Hormone sensitive lipase Lipid metabolism
A-FABP 4 (aP2) Adipocyte fatty acid-binding protein 4 Lipid metabolism
Perilipin Perilipin Lipid metabolism
REF Renitel-binding protein® Lipid metabolism

ASP Acylation stimulating protein Lipid metabolism

AT Angiotensin I Blood pressure

ACE Angictensin converting enzyme Blood pressure

AGT Angiotensinogen Blood pressure
TNFo Tumour necrosis factor-o Inflammation

IL-6 Interleukin-6 Inflammation

CRP C-reactive protein Inflammation

Adipsin Adipocyte trypsin‘complement facter D Inflammation

MCP-1 Macrophage chemo attractant protein-1 Macrophage attraction
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 Macrophage activation
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 Fibrinclysis

Els nivells plasmatics d’aquestes proteines (conegudes com adipoquines)
habitualment s‘incrementen amb I'augment del teixit adipds i amb el volum
de l'adipocit, excepte els nivells d’adiponectina que disminueixen en
I'obesitat [17,18].

Aqguesta llista s’esta augmentant dia rere dia amb noves molécules, com
per exemple la recentment identificada glicoproteina Zinc-a 2 (ZAG), que
sembla que estigui implicada en el metabolisme lipidic i en la regulacié del

pes corporal.

4.3. El teixit adipds blanc com a organ de magatzem d’energia

El WAT és considerat el principal organ de magatzem d’energia, amb un
95% de lipids mantinguts com a TG, on la lipogeénesi (sintesi de TG) i la

lipolisi (hidrolisi de TG) tenen lloc en funcid del balang total d’energia

11
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corporal. En situacions de requeriment energetic, com el dejuni o I'exercici,
té lloc la hidrolisi de les reserves de TG a AG, els quals sén importants fuels
oxidatius per altres teixits, i glicerol, que soén alliberats a la sang (figura 3).
Els AG poden ser oxidats o utilitzats per la reesterifiacidé en I'adipocit per
sintetitzar TG (figura 3).

Els organs que expressen |I'enzim glicerol quinasa (GK), com ara el fetge
i el ronyd (en l'adipocit I'activitat d’aquest enzim en condicions normals és
baixa) capturen el glicerol plasmatic, que majoritariament prové del teixit
adipds, i el transformen en glucosa a través de la gluconeogenesi. Per
aquest motiu, el glicerol es considera un dels principals factors que
determina els nivells de glucosa plasmatica [19-22]. Les bases moleculars
per la sortida de glicerol de I'adipocit han estat recentment caracteritzades
(2000) amb el descobriment de la proteina aquaporina 7 (AQP7) (figura 3)
[23].

Pel que fa al transport dels AG lliures, previament es pensava que era
per difusid simple, perd ja fa uns anys que s’han identificat unes proteines
de membrana que faciliten el transport dels AG en els adipodcits, com ara la
proteina de membrana plasmatica d’'unié a AG (FABP, de l'anglés plasma
membrane fatty acid-binding protein) [24], la proteina transportadora d’AG
(FATP, de l'anglés fatty acid transport protein) [25] i la translocasa d’AG
(FAT, de I'anglés fatty acid translocase o CD36) [26] (figura 3).

Insulina - Glucosa AG lliures

S
@Gmcosa = G6-fosfat @@

PEPCI
Plruvat£> Gllcerol -3-fosfat + AG lliures

A

Gllceml Quinasa
(Balxa activitat)

LIPOLISI
AG lliures + GLICEROL W =
& Q AQP7 fetge pancrees
WAT BAT
m glicerol

ﬁ/

muscul

Figura 3. Paper de I’/AQP7 en l'adipocit en situacié de requeriment energétic. Durant
el dejuni o l'exercici, els TG s’hidrolitzen a glicerol i AG, ambdds productes son alliberats al
corrent sanguini. El glicerol surt del teixit adipés a través de I’AQP7, un canal de glicerol

principalment expressat en adipocits madurs.
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4.4. Requlacio de la lipolisi en I'adipocit

La lipolisi és regulada per diferents hormones, fonamentalment per la
insulina i les catecolamines. Les catecolamines s’uneixen a receptors a i/o
B-adrenérgics de la superficie cel-lular. Com es mostra en la figura 4, els B-
receptors regulen una cascada de reaccions que, via nivells elevats
d’adenosina monofosfat ciclica (cAMP, de l'angles cyclic adenosine
monophosphate), activen la proteina quinasa A (PKA) que fosforila la
perilipina (PLIN) i la lipasa sensible a hormones (HSL, de I'anglés hormone
sensitive lipase). Després de la ingesta, els nivells elevats d‘insulina
promouen l'acumulacié de TG en el teixit adipds. La insulina inhibeix la
lipolisi activant I'enzim fosfodiesterasa (PDE, de I'angles
phosphodiesterase), que hidrolitza el cAMP, aleshores disminueix |'activacio
de la PKA i I'HSL, i conseqlientment, es produeix menys hidrolisi de TG
(figura 4). S’ha postulat la hipotesi que el VAT té més activitat lipolitica que
el SAT, ja que conté més receptors B-adrenérgics en la superficie de la
cel-lula i té una menor sensibilitat als efectes contra lipolitics de la insulina
[27-29].

La lipolisi és catalitzada per 3 lipases: la lipasa adiposa de triglicerids
(ATGL, de l'angles adipocyte triglyceride lipase, o desnutrin), la qual
principalment catalitza el pas inicial de la hidrolisi de triacilglicérids (TAG) a
la formacid de diacilglicerids (DAG) i AG; I'HSL, que catalitza la hidrolisi de
TAG, DAG i monoacilglicerids (MAG) a rad de 1:10:1 in vitro; i la lipasa
monoacilglicerol (MGL, de l'anglés monoacylglycerol lipase), que hidrolitza
els MAG a glicerol i AG lliures (figura 4) [30].

La PLIN i possiblement altres proteines de la superficie de la gota lipidica
son les principals reguladores de la lipolisi, protegint o exposant els TG de la
gota lipidica a les lipases (figura 4) [29].

Algunes citocines inflamatories com el TNFa sén capaces d’inhibir
I'expressié de PLIN, a nivell d’ARNm i de proteina. Els nivells elevats
d’aquestes molecules en |'obesitat podrien contribuir a I'augment de la
lipolisi basal (figura 4) [31].
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Figura 4. Regulacio de la lipolisi en I'adipocit. Font: Duncan et al. 2007 [31].

Aixi doncs, una mala regulacid de la lipolisi pot donar lloc a anormalitats
La

I'acumulacié de TG en el teixit adipés i afavorir |'aparicié d’obesitat.

metaboliques. reducci6 de Il'activitat lipolitica pot contribuir a
L'obesitat sovint s’associa amb un augment de la lipolisi basal i amb una
disminucié de la lipolisi estimulada per catecolamines. L'alteracié de la
sensibilitat dels adipocits a la senyalitzacié de la insulina, incloent els
efectes contra lipolitics d’aquesta hormona, podria contribuir a un increment
de la lipolisi basal en I'obesitat [31]. A l'altre extrem de |'espectre, tindrem
la sindrome de lipodistrofia, en que una excessiva lipolisi portaria a una
pérdua de pes amb una redistribucié de TG en els diposits de teixit adipds,
els quals podrien augmentar els nivells circulants d’AG i el manteniment
de TG.

desenvolupament de RI. Per tant, una bona regulacié de la lipdlisi és crucial

ectopic Aquestes anormalitats estan associades amb el

tant per al manteniment de l’energia corporal com per a la prevencié de

malalties metaboliques [30,31].
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5. Les Aquaporines

5.1. La Familia

Les aquaporines (AQPs) son canals que permeten el pas d’aigua i/o
altres petits soluts a través de la membrana cel-lular. Sén proteines petites
(d’'uns 30 kDa aproximadament), hidrofobiques i integrals de membrana i
en la majoria de tipus cel-lulars es localitzen a la membrana plasmatica.
Fins avui es coneixen 13 AQPs diferents, classificades en 3 subfamilies: les
aquaporines (figura 5), les aquagliceroporines (figura 5) i |les

superaquaporines [32-37].

Aquaporins

AQPE AQP4

AQP%

AQPS

AQP8

AQP3

Aquaglyceroporins
—ar

Figura 5. Familia de les aquaporines. En aquesta figura es mostren les proteines
permeables a l'aigua (aquaporines) i les permeables al glicerol (aquagliceroporines). També
es mostren les homologues d’E. Coli (AqpZ i GIpF). L'escala representa la distancia entre
homolegs. Font: Agre et al. 2002 [32].

Les AQPs, sén canals especifics d’aigua, aquest grup el formen I’AQPO,
AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 i AQP8 (figura 5). L'AQP3, AQP7, AQP9 i
AQP10 pertanyen a la subfamilia de les aquagliceroporines (figura 5),
aquestes canalitzen tant aigua com altres petits soluts, com el glicerol i la
urea. Per ultim, el grup de les superaquaporines, que esta format per
AQP11 i AQP12, les quals tenen una baixa homologia (~20%) respecte les
altres AQPs i no tenen el motiu conservat asparagina-prolina-alanina (NPA),

caracteristic de la familia [36,38].
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Les AQPs sén una familia de proteines enormement distribuides en
vertebrats, invertebrats i plantes, i s’expressen en molts tipus cel-lulars i

teixits diferents (taula 3).

Taula 3. Distribucié de les aquaporines en mamifers. Font: Adaptada de Takata et al.

2004 [35].

AQP 0 ull

AQP 1 Ronyd, vas sanguini, vas limfatic, vesicula, pancrees,
vies respiratories, pulméd, peritoneu, conducte eferent,
vas deferent, vesicules seminals, parts proximes als
vasos deferents, cervell, ull, orella

AQP 2 Ronyd, vas deferents, orella

AQP 3 Ronyd, ureter, bufeta urinaria, uretra, cavitat bucal,
esofag, estomac, ili, colon, cavitat nassal, traquea,
pulmdé, pell, cervell, ull, orella

AQP 4 Ronyd, muscul esquelétic, estdmac, cavitat nassal,
traquea, pulmo, cervell, ull, orella

AQP 5 Glandula salival, estomac, duodé, pancrees, vies
respiratories, pulmd, glandula sudoripara, ull, glandula
lacrimal, orella

AQP 6 Ronyod

AQP 7 Ronyd, teixit adipdés (adipocits), sistema immune,
testicles, orella

AQP 8 Ronyd, glandula salival, fetge, pancrees, intesti, vies
respiratories, testicles

AQP 9 Fetge, testicles, epididim, vasos deferents, cervell,
leucocits, ovari, tracte digestiu, orella, placenta

AQP 10 Intesti
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5.2. Estructura molecular

La mida de les AQPs normalment oscil-la entre 250 i 300 aminoacids.
Son molt hidrofobiques, s’organitzen en sis segments d’estructura a-heélix
que travessen la membrana (dominis transmembrana), units per cinc llagos
connectors (tres nanses extracel-lulars i dues intracel-lulars) i els extrems
amino i carboxi terminal es troben en el citoplasma. Dos dels llagos (un
extracel-lular i l'altre intracel-lular) es pleguen cap a la membrana i
s’aproximen per formar el porus. Les regions altament conservades estan
presents en aquests llagcos, cadascuna conté el motiu conservat:

asparagina-prolina-alanina (NPA) [39,40] (figura 6).

"y

Mambranb L4 S

Intracellular NzH ‘ COOHJ

Figura 6. Estructura de I'aquaporina. Font: Chen YC et al. 2005 [41].

L'estructura resultant tanca una zona central estreta que s’eixampla
obrint-se cap als dos costats de la membrana. Aquest particular plegament
en forma de rellotge d’arena ( veure figura 7), posa en contacte els triplets

NPA per formar el lloc més estret del porus.

GLICOSILACION

~
ff]ﬂ/
0

Ha0

EXTRACELULAR

MEMBRANA

INTRACELULAR

HOOGC

Figura 7. El rellotge d’arena. Font: Echevarria and Zardoya 2006 [42].
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Encara que cada AQP constitueix per si sola un canal, en la membrana
cel-lular aquestes proteines s’agrupen de 4 en 4 (figura 8). Sembla que el

tetramer dona més estabilitat al complex.

Extracellular

Membrane

Cytoplasrmic

Figura 8. Tetramer d’AQP. Cada monomer és un canal d’aigua. Font: Verkman 2005 [43].

5.3. Aquaporina 7: AQP7 o AQPap

5.3.1. El gen

El gen AQP7 va ser inicialment identificat i clonat a partir de testicle de
rata i es demostra que tenia una alta homologia amb AQP3 i una estructura
i funcionalitat semblant [44]. També, I'any 1997, Kuriyama et al. clona
AQP7 de teixit adipés huma (I'anomena AQP9, perd posteriorment es
demostra que es tractava d’AQP7) [45]. AQP7, també anomenat aquaporin
adipose (AQPap), ha estat clonat independentment com a Unic gen de la
familia expressat en teixit adipés huma [23,46].

En humans, l'estructura genica va ser determinada per Kondo et al.
I'any 2002 [47]. El gen AQP7 huma, localitzat al cromosoma 9, (9p13.3-
21.1), esta format per 8 exons (figura 9), i té unes 18 kb. En la regid
promotora conté un element putatiu de resposta als receptors activats per
proliferadors de peroxisomes (PPRE, de l'anglés peroxisome proliferator
response element) situat a la posicid -46/-62 i un element putatiu de
resposta a la insulina (IRE, de I'anglés insulin response element) a la posicid
-542/-536 (veure figura 9).
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Figura 9. Estructura del gen AQP7 huma. Font: Adaptada de Kondo et al. 2002 [47].

5.3.2. La proteina

L'’AQP7 és una proteina que consta de 342 aminoacids i té un pes
molecular de 37.232 Da. Es un canal d’aigua i glicerol (d’entrada i sortida)
que s’ubica en la membrana plasmatica de l'adipocit. Tot i que en alguns
estudis es parla de la possibilitat d’algun altre canal de glicerol en I'adipocit
[28,47,48], actualment és considerat com |'Unic canal de glicerol en el teixit
adipos pels seglients motius [46]:

= Té permeabilitat al glicerol i s'expressa abundantment en teixit adipos

i en adipocits diferenciats 3T3-L1 (linia cel-lular de preadipocits
compromesa a diferenciar-se a adipocits, derivada de ceél-lules
embrioniques de ratoli).
= Durant la diferenciacié d’adipocits 3T3-L1 s’incrementa la sortida de
glicerol, estimulada amb epinefrina (catecolamina), en paral-lel amb
I'augment dels nivells d’ARNm d’AQP~7.

= En adipocits 3T3-L1, la incubaci6 amb HgCl, blogqueja totalment la
sortida de glicerol, estimulada amb epinefrina, i I'adici6 de
mercaptoetanol recupera la sortida. La inhibicié de la permeabilitat al
glicerol per HgCl, és una caracteristica comuna de les AQPs.

= No es detecten nivells d’ARNm d’AQP3 ni d’AQP9 (les altres

aquagliceroporines) en teixit adipdés ni en adipocits aillats in vitro
[23].

5.3.3. Mutacions géniques i analisis funcionals

En humans s’han identificat tres mutacions de canvi de sentit (R12C,
V59L i G264V) i dues mutacions silencioses (A103A i G250G). La mutacio
R12C es troba a I'exd 3, en el nucledtid 206, es tracta d’una substitucio

d’'una C per una T, que porta al canvi d'una arginina per una cisteina en la
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posicid 12; la V59L es localitza en el nucleotid 347 (exé 4), és una
substitucié d’'una G per una C, que comporta el canvi d’'una glicina per una
valina en la posicié 59 i I'Ultima mutacié de canvi de sentit és la G264V, es
troba en I'exé 8, concretament en el nucleotid 963, en la qual apareix una T
en comptes d'una G i déna lloc a una valina en lloc d'una glicina en la
posicid 264 (figura 10) [47].

V5aL out
- G284V
R12C i
o, CO0H

Figura 10. Localitzacié de les 3 mutacions de canvi de sentit. NAA i NPS son residus
d’aminoacids que formen el motiu NPA altament conservat en la familia de les AQPs. Font:
Kondo et al. 2002 [47].

En analisis funcionals utilitzant oocits de Xenopus s’ha posat de manifest
que la permeabilitat a l'aigua i al glicerol s’altera en aquells oodcits que
expressen la proteina amb la mutacié G264V i no s’altera en els oodcits que
expressen la proteina amb les mutacions R12C i V59L (veure figura 11)
[47]. Murata et al. documenta que el motiu conservat GxxxGxxxG en el
tercer i sise domini transmembrana sén importants per la funcionalitat de la
familia d’AQPs [49]. A260, G264 i G268 formen el sise domini
transmembrana en I'’AQP7 humana. Per tant, considerant aix0, el defecte
funcional en el mutant G264V podria estar causat per la disrupcié d’aquest

motiu.

I

P

—

(prmod'min - cocyte)
LA

Ghycerol uptake

HO WT Ri12C VEOL G264V

Figura 11. Permeabilitat al glicerol d’oocits injectats amb aigua o amb ARNSs de
wildtype (WT) o de mutats. Font: Kondo et al. 2002 [47].
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De moment, en humans només s’ha dut a terme un estudi d’associacié
d’aquestes mutacions, en una poblacié japonesa de 160 individus, en qué
les freqliéncies de la presencia de la mutacié eren menors al 10%, en els 3
casos, i no es troba associaci® amb l'‘obesitat i/o la diabetis. Endemés,
considerant el fet que la mutacié G264V podria alterar la funcionalitat de la
proteina com a canal de glicerol, en aquest mateix treball van estudiar el
subjecte homozigot per aquesta mutacid. Aquest subjecte presentava un
pes corporal normal, una concentracid plasmatica de glicerol normal en
estat basal, perd una falta d’increment durant I’exercici. Aixd suggeri que
AQP7 juga un paper en el flux de glicerol de I'adipocit, perd també hi ha la

possibilitat que existeixi algun altre mecanisme [47].

5.3.4. Distribucio tissular

S’ha demostrat, en ratolins, que I'"AQP7 s’expressa sobretot en el WAT,
el BAT i en el testicle, i que a més a més s’expressa debilment en el muscul
esqueletic i cardiac i en el ronyé [46]. L'any 2007, Matsumura et al.

demostra que I’AQP7 s’expressa també en illots pancreatics [50].

5.3.5. Localitzacié en el teixit adipds

En adipocits estables 3T3-L1 s’ha demostrat que AQP7 es localitza a la
periferia del nucli. A curt termini, sota condicions lipolitiques, Iles
catecolamines estimulen els receptors adrenérgics localitzats a la superficie
cel-lular dels adipocits. L'activacid d’aquests receptors porta al trasllat de
I'HSL a la gota lipidica i d’AQP7 a la membrana cel-lular (veure figura 12). A
més a més, a llarg termini, els nivells d’ARNm d’AQP7 estan elevats en
resposta a la disminucié de l'activitat de la cascada de senyalitzacié de la
insulina. Aquest procés ha estat suggerit com un mecanisme pel qual les

catecolamines podrien induir RI [23].
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Catecholamine(}®) '"53""(9

4
FFA Glycerol

Figura 12. Desplacament de I’AQP7 en condicions lipolitiques per estimulacié de

catecolamines. Font: Hibuse et al. 2006 [20].

En la figura 13 es mostra el desplacament de la proteina AQP7 del
citoplasma a la membrana cel-lular, que Kishida et al. demostra in vitro,

amb cél-lules tractades amb epinefrina, la qual estimula la lipolisi [23].

Epinephrine (-) Epinephrine (+)

Figura 13. Localitzaci6é de I’'AQP7 en cél-lules 3T3-L1. Detecci6 de la proteina AQP7 per
immunocitoquimica en cel-lules 3T3-L1 en el dia 7 de diferenciacié, tractades o no amb

epinefrina. Font: Kishida et al. 2000 [23].
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5.3.6. Regulacio

En els ratolins esta descrit que l'expressié d’ARNm i l'activitat del
promotor del gen AQP7 estan negativament regulades per la insulina, a
travées d'IRE en el seu promotor (a -443/-437 i -152/-146,
[T(G/A)TTTT(G/T)]) [46]. En el promotor del gen huma s’han identificat 3
regions identiques o similars, designades com IRE1[TGTTTTC],
IRE2[TGTTTCT] i IRE3[TATTTTG]. A més a més, s’ha comprovat que la
seqliéncia IRE2 (-542/-536) és necessaria per l'efecte supressor de la
insulina en la transcripcioé del gen. Aquest fet suggeri que la transcripcié del
gen AQP7 huma és regulada en resposta a les condicions nutricionals (figura
14) a través d'IRE [47]. En situacié de dejuni, la sortida de glucosa del
fetge és la principal font de glucosa plasmatica i la sortida de glicerol dels
adipocits és la major font de substrat necessari. Per tant, durant el dejuni
es requereixen sistemes efectius per la sortida de glicerol dels adipocits i la
seva absorcid pel fetge. La pérdua del transport de glicerol podria afectar
els nivells de metabodlits i hormones en la sang, interferir en el cicle TG-AG i
en el metabolisme de la glucosa en el fetge i en el muscul (consum de
glucosa) [19].

El receptor gamma activat per proliferadors de peroxisomes (PPARy, de
I'anglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma) és el principal
regulador de la diferenciacié d’adipocits i regula diversos gens especifics del
teixit adipds a nivell transcripcional. PPARy forma heterodimers amb el
receptor a de I'acid retinoic (RXRa), s'uneix a PPRE en el promotor d’AQP7 i
indueix I'expressio d’ARNm d’AQP7 en adipocits. Per tant, el lloc PPRE en el
promotor del gen és important per l'alta expressi6 d’ARNm d’AQP7 en
adipocits diferenciats i és responsable de la induccié de la transcripcié
d’AQP7 per tiazolidinediones (TZDs), les quals sén agents sensibilitzadors
d’insulina i lligands exdgens de PPARy. En els humans, I'expressiéo abundant
d’AQP7 en teixit adipds s’atribueix a l'expressié especifica i abundant de
PPARy [51]. Les TZDs, com pioglitazona i rosiglitazona, sén agents
antidiabetics orals que incrementen la sensibilitat a la insulina, via
estimulacié de PPARy. En ratolins, s’ha demostrat que I'administracié de
pioglitazona o rosiglitazona incrementa l'expressié d’AQP7 en teixit adipos
(figura 14) [51,52].
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Ja s’ha esmentat anteriorment que les catecolamines indueixen la
lipolisi, i ho fan a través de |'activacié de proteines Gs i adenilat ciclasa (AC)
en concordanca amb la induccié classica de receptors B-adrenergics (veure
figura 21), incrementant la sortida d’AG i glicerol de I'adipocit al corrent
sanguini. Per tant, seria d’esperar que lisoproterenol, una catecolamina
sintetica, incrementés a llarg termini I'expressid d’AQP7. Tanmateix, en
ratolins s’ha demostrat una resposta paradoxal, |'isoproterenol en adipocits
3T3-L1 reprimeix I'expressidé d’AQP7 (figura 14). En un context fisiologic, es
podria pensar en un balang entre I'estimulacié de la lipolisi i la inhibicié de
I'expressié d’AQP7, probablement restringint, fins a cert punt, la sortida de
glicerol de l'adipocit. Alternativament, aquesta repressi6 d’AQP7 podria
desencadenar altres mecanismes de sortida de glicerol de I'adipocit encara
desconeguts [53]. En estat de RI, el balang entre I'estimulacié de la lipolisi
i la repressié del gen AQP7 induit per catecolamines podria estar perjudicat.
Amb tot, cal dir que, les observacions fetes en adipocits aillats o cultius
cel-lulars no necessariament reflecteixen els processos que tenen lloc en la
regulacid de tot I'organisme. Per tant, sén necessaris més treballs per tal de
clarificar el veritable impacte de I'estimulacié adrenérgica [54].

A més a més, I'AQP7 en humans té 6 llocs de fosforilacid per PKA, fet
gue també suggereix que estigui regulada pels nivells de cAMP dependents
de la PKA [20,55].

Pel que fa al TNFa, un altre potent inductor de la RI i activador de la
lipolisi, també ha estat demostrat en ratolins que reprimeix |'expressié del
gen AQP7 (figura 14) [53].

Dexametasona
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PPARy -TZDs H Insulina

TNFa

Expressi6
AQP7

Increment H .
» | Disminucié

=1 . =

- a

AG lliures
glicerol

AG lliures
glicerol

() |

Figura 14. Regulacio de I'expressié d’AQP7 en adipocits de ratoli sota influéncies

nutricionals i neuroendocrines. L'expressid d’AQP7 en el teixit adipdés és augmentada en
situacié de dejuni i per les PPARy-TZDs i disminuida per la insulina (situacié d’alimentacid),
la dexametasona (glucocorticoide), el TNFa i I'isoproterenol (agonista B-adrenergic). Font:
Adaptada de Friihbeck et al. 2006 [56].
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5.3.7. L’AQP7 en el context de l'obesitat i la RI

La supressio del gen AQP7 s’associa amb |'aparicidé d’obesitat en ratolins
adults (veure figura 15.B) [57,58]. Les Ultimes nocions sobre la
funcionalitat de I’AQP7 provenen en gran part de la creacié6 de 2 linies
independents de ratolins amb abséncia del gen, ratolins knockout (KO). En
una d’aquestes linies, aquests ratolins mantenien el pes corporal respecte
els ratolins wildtype (WT) fins les 12 setmanes d’edat, a partir d’aleshores
comencgaven a acumular greix i a ser més pesats (veure figura 15) [57]. En
I'altra linia de ratolins AQP7 KO, generada per Hara-Chikuma et al., els
ratolins no presentaven un excés de pes pero tenien un augment significatiu
de l'acumulacié de greix corporal total [58]. Les diferencies en el pes
corporal de les dues linies de ratoli podrien ser atribuides a patrons genetics

diferents.
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Figura 15. Representacio esquematica del paper fisiologic d’AQP7 en ratolins AQP7
KO. A. En situacié de dejuni, els ratolins joves KO tenen els nivells de glicerol plasmatics
disminuits, aix0 desencadena una severa hipoglucémia en comparaci6 amb els WT. B.
Esquema de l'adipocit hipertrofic d'un ratoli KO a les 12 setmanes d’edat, el qual
desenvolupa obesitat i RI, i a la part esquerra, fotografia d'un ratoli WT i un KO de 40
setmanes d’edat. Font: Hibuse et al. 2006 [20].
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Actualment es considera que la principal causa de |'augment de pes en
els ratolins AQP7 KO és l'acumulacié excessiva de TG en els adipocits
subcutanis i viscerals. Aquest excés de greix no resulta d’'una disminucié de
la lipolisi (mesurada a través de l'activitat de I'HSL, que és el principal
regulador del procés lipolitic) ni d’un increment de |'adipogénesi (PPARYy i
C/EBPa, 2 importants factors de transcripcié involucrats en I'adipogénesi, no
afectats per I'eliminacié d’AQP7), siné que la rad principal de I'augment de
teixit adipds, en els ratolins deficients en AQP7, és la progressiva hipertrofia
dels adipocits, caracteritzats per un increment de la gota lipidica (veure
figura 15). En la figura 16 es pot veure com la disrupcié del gen redueix la
permeabilitat al glicerol en la membrana plasmatica dels adipocits i,
aleshores, porta a una acumulacié de glicerol intracel-lular. L'augment de
I'activitat enzimatica de la GK en els adipocits dels ratolins KO accelera la
sintesi de TG, donant lloc a una progressiva acumulacié de greix i
alteracions metaboliques, com ara nivells elevats d’AG lliures, hiperglicemia
i RI [48,54,57,58].

Tot i que en els ratolins KO joves es trobés una disminucié de les
concentracions plasmatiques en deju de glicerol i glucosa (veure figura
15.A), la secrecid de glicerol de l'adipocit no es considera completament
abolida, suggerint altres mecanismes que podrien estar involucrats en la
sortida de glicerol, per exemple la difusidé i/o altres canals de glicerol. En
canvi, ratolins KO adults tenien les concentracions plasmatiques de glucosa
i insulina augmentades, com es mostra en la figura 16. A més a més,
aquests ratolins tenien menys activitat de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K,
de lI'anglés phosphoinositide 3-kinase) associada al substrat 1 del receptor
de la insulina (IRS-1, de l'anglés insulin receptor substrate 1) i menys
fosforilacio d’Akt (PKB, proteina quinasa B), és a dir, sembla que la
supressido d’AQP7 causi danys en la senyalitzacié de la insulina, de manera
que la insulina no exerceix |'efecte antilipolitic en els adipocits (figura 16). A
llarg termini, la supressid6 d’AQP7 també sembla que tingui conseqliéncies
en el fetge, com que no surt tant de glicerol de l'adipocit fa que hi entri
menys al fetge (figura 17). En aquest teixit, la insulina també falla al no
exercir I'efecte inhibidor en la gluconeogénesi, degut a la baixa activitat de
PI3K associada al substrat 2 del receptor de la insulina (IRS-2, de l'anglés

insulin receptor substrate 2), com es mostra en la figura 17.
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Per tant, I'eliminacié d’AQP7 en els ratolins podria estar acompanyada
per un desenvolupament de la RI pels mecanismes comentats, amb una
relacid directa amb |'edat [57].
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Figura 16. Efecte de l’eliminacié d’AQP7 en la homeostasi lipidica en el teixit
adipés. Les fletxes rallades indiquen inhibicid i les fletxes continues estimulacié. Font:
Rodriguez et al. 2006 [54].

FFAT  Glycerddd  mnsuin®

Figura 17. Efecte, a llarg termini, de la poca entrada de glicerol al fetge, com a
conseqiiéncia de I'eliminacié d’AQP7, en la homeostasi de la glucosa en el fetge. Les
fletxes rallades indiquen inhibicio i les fletxes continues estimulacié. Font: Rodriguez et al.
2006 [54].
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Pel que fa als humans, fins avui, els estudis sén escassos i limitats a
determinacions d’ARNm, sense estudis funcionals en adipocits. S’ha vist que
AQP7 s’expressa tant en SAT com en VAT, amb una expressio més alta en
dones respecte als homes [59]. En SAT, els homes obesos tenen menys
expressié del gen AQP7 que els homes prims [54,60,61]; en canvi, quant a
I'expressié d’AQP7 en el VAT, es parla d'una tendéncia a augmentar en els
obesos respecte als prims, com a mecanisme compensatori, per tal de
facilitar la sortida de glicerol del teixit adipds i reduir I’entrada de glicerol als
hepatocits (a través de I'aquaporina 9, AQP9) en condicions d’obesitat i DM2
[62].

Per tant, es podria dir que la deficiencia d’AQP7 en l'adipocit, influeix
tant en el metabolisme del glicerol com en el de la glucosa. De totes
maneres, sOn necessaris més estudis relacionats amb |’'expressié genica i
I'estabilitat de la proteina per establir millor un mecanisme ferm de la
participacido d’AQP7 en l'etiopatogenesi d’aquests trastorns metabolics. Una
comprensid6 més profunda de la regulacié d’AQP7 i d’AQP9 en organs
metabolics claus podria ser util per a dissenyar farmacs dirigits a aquests

canals de membrana cel-lular pel control de I'obesitat i/o de la DM2.

5.4. Aquaporina 9: AQP9

Ja s’ha mencionat préviament que I’AQP9 pertany a la subfamilia de les
aquagliceroporines, és a dir, que és capac¢ de canalitzar aigua, glicerol i
altres petits soluts a través de la membrana.

El gen AQP9 va ser clonat a partir de leucocits humans [63] tenint en
compte la hipotesi que totes les cél-lules sanguinies necessiten AQPs en els
vasos, que els eritrocits expressen AQP1 i AQP3, i que no s’havia identificat
cap AQP en els leucocits. Independentment, AQP9 també va ser identificat
al fetge, com a transportador d’urea, mitjancant la clonacié amb oocits
Xenopus [64]. Donat que el fetge té un parell de transportadors d’urea, el
paper de I'AQP9 en el transport de la urea no és clar. L'’AQP9 també

funciona com a mecanisme de captacié de glicerol al fetge [65].
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5.4.1. Distribucio tissular i funcionalitat

L’AQP9 s’expressa en una varietat de teixits (veure taula 3 de la
distribucié de les AQPs). En diversos estudis utilitzant odcits Xenopus s’ha
demostrat que I’AQP9 de rata és capacg de canalitzar urea, mannitol, sorbitol
i uracil, a més a més d’aigua i glicerol [63,64,66]. Avui en dia, I'AQP9 és
I"Gnic canal de glicerol identificat present a les cel-lules del fetge, localitzat a
la membrana plasmatica [65,67-69].

El greix visceral intraabdominal s’acumula principalment en el
mesenteri. La distribucié anatomica del greix visceral intraabdominal indica
gue els productes alliberats de |'adipocit visceral flueixen directament al
fetge, a través de la vena porta. El glicerol, derivat de la hidrolisi de TG,
entra al fetge a través d’aquesta ruta, i actua com a substrat de la
gluconeogenesi en condicions lipolitiques [69]. A més a més, sembla que
I’AQP9, altament expressada en el fetge, podria tenir un important paper en
el glicerol hepatic. S’ha observat en ratolins AQP9 KO (AQP97"), un augment
dels nivells de glicerol plasmatic i dels nivells de TG, fet que podria estar
causat per l'absencia d’AQP9 en la membrana plasmatica dels hepatocits
d’aquests ratolins, provocant una alteracié en I’'entrada de glicerol al fetge.
Com a conseqiéncia d’'aquesta alteracié en I'entrada de glicerol, tenint en
compte que en situacions de requeriment energetic el glicerol és un substrat
important per la sintesi de glucosa hepatica, AQP9 podria tenir un efecte
sobre el metabolisme de la glucosa. Aixi doncs, s’ha observat que ratolins
obesos KO per AQP9, en deju, tenien nivells circulants de glucosa més
baixos que els salvatges, és a dir, que els ratolins AQP9 KO tenen menys
capacitat per generar glucosa en resposta al dejuni a causa de la falta del
canal d’entrada de glicerol en els hepatocits. Malgrat tot, s’ha de tenir en
compte que existeixen mecanismes compensatoris. Aixi doncs, s’ha
demostrat que en deju, els ratolins AQP9 KO sdn capacos d’utilitzar de
manera eficient l'administraci6 exogena de glicerol per la produccié de
glucosa, probablement el glicerol és convertit en glucosa en oOrgans
gluconeogenics secundaris, com el ronyé o lintesti, compensant aixi la

disminucid de I'entrada de glicerol al fetge [65,69].

29



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2
I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS

ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010 ., .
Introduccio. Les aquaporines

5.4.2. Regulacio

La majoria d’estudis sobre la regulacié d’AQP9 se centren en |'expressid
d’aquesta AQP en el fetge en condicions metaboliques diferents.

De la mateixa manera que en AQP7, s’ha demostrat, en ratolins, que la
insulina redueix els nivells d’ARNm d’AQP9, a través d'un element de
resposta negatiu a la insulina localitzat en el promotor (-496 a -502). En
ratolins en condicions deficients d’insulina, I'administracié
d’estreptozotocina, un toxic de la cél-lula beta que s'utilitza per a induir
diabetis, provoca un augment dels nivells d’/ARNm i de proteina d’AQP9 i
després del tractament amb insulina aquests nivells estan normalitzats. En
rata i ratoli, els nivells d’ARNm i de proteina d’AQP9 s’incrementen en
situacid de dejuni i disminueixen després de la ingesta [70,71]. Aquest
patréo de canvis és similar al de la GK, la qual esta involucrada en la
conversié de glicerol a glicerol-3-fosfat, i al de la fosfoenol piruvat
carboxiquinasa (PEPCK), que és el principal enzim de la gluconeogénesi
[69].

En hepatocits, de la linia cel-lular d’'un hepatoblastoma huma (HepG2,
Human hepatocellular liver carcinoma cell line), el tractament amb TZD
incrementa l'expressio d’AQP9 [72], similar a I'efecte de la pioglitazona en
I'expressié d’AQP7 en adipocits 3T3-L1 [51].

5.5. Requlacié i coordinacié del canal de glicerol del teixit adipos (AQP7) i
del fetge (AQP9)

En apartats anteriors ja s’ha fet mencid de l'efecte repressor de la
insulina en l'expressié tant d’AQP7 en els adipocits com d’AQP9 en els
hepatocits. Les concentracions d’insulina plasmatica canvien segons |'estat
nutricional, per tant, I'expressio d’AQP7 i AQP9 en els adipocits i en el fetge,
respectivament, augmenten o disminueixen en relacié a les necessitats
nutritives (veure figura 18).

En ratolins, en situacié de dejuni, els nivells d’ARNm d’AQP7 soén elevats,
I’AQP7 es desplagca a la membrana plasmatica i serveix com a una eficient
sortida de glicerol en els adipocits. El dejuni també incrementa els nivells

d’ARNm d’AQP9 en el fetge, I'augment del flux de glicerol directe de la vena
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porta al fetge i 'augment d’AQP9 podrien contribuir a una major entrada de
glicerol en els hepatocits. En el fetge, el glicerol és un dels substrats per la
gluconeogenesi. Aixi que, el dejuni indueix la lipolisi en els adipocits i la
gluconeogenesi en el fetge. La cascada de glicerol del teixit adipés al fetge
es manté per la regulacié coordinada d’AQP7 i AQP9 sota situacions de
dejuni (figura 18) [70].

Després de l'alimentacid, I'augment dels nivells plasmatics d’'insulina
interromp la lipolisi en els adipocits i suprimeix la produccié de glucosa al
fetge. Els ratolins tenen els nivells d’ARNmM d’AQP7 disminuits en condicions
d’alimentacié (figura 18), mentre que el transportador de glucosa (GLUT4)
es trasllada a la membrana plasmatica i duu glucosa als adipocits. Els
adipocits mantenen els TG per esterificacié de glucosa i AG lliures. Els
nivells de glicerol de la vena porta disminueixen, paral-lelament amb la
reduccié dels nivells dARNm d’AQP7 i AQP9, a l'adipocit i al fetge
respectivament (figura 18) [20].

Tot i aixi, en ratolins resistents a la insulina, AQP7 i AQP9 estan sobre
expressats malgrat la hiperinsulinémia (figura 18). Conseguentment,
augmenta la sortida de glicerol de les cel-lules adiposes i I'Us del glicerol per
la gluconeogenesi hepatica, augmentant aixi la hiperglicémia [54,70].

A continuacio6, en la figura 18, es mostra un esquema de com les dues
AQPs responen de manera coordinada en diferents situacions nutritives i de

com afecten en I’'homeostasi lipidica i de la glucosa.
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Figura 18. Funcié coordinada d’AQP7 i AQP9 en I'homeostasi dels lipids i de la
glucosa. Font: Rodriguez et al. 2006 [54].
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Aixi que, la regulacié coordinada de I'AQP del teixit adipés (AQP7) i la

del fetge (AQP9) és decisiva en el metabolisme de la glucosa sota

circumstancies fisioldgiques com l|'obesitat i la DM2 associada a l'obesitat
[23,70].
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6. Factors mobilitzadors de lipids: LMFs

A més a més de la importancia del circuit de glicerol en el teixit adipds
també ho és la mobilitzacié dels AG com a combustible per altres teixits,
com ara el BAT, el muscul esquelétic i el fetge (figura 19). El glicerol i els
AG provenen de la hidrolisi dels TG emmagatzemats en el WAT, com ja s’ha
mencionat, la no correcta funcionalitat de la lipolisi pot contribuir a la
patogenesi de l'obesitat i de la RI. Recentment, esta rebent un especial
interes I'adipoquina ZAG, la qual sembla que actui com a factor mobilitzador
de lipids (LMF, de l'anglés Lipid mobilizing factor), estimulant la lipolisi en el

teixit adipds (figura 19).
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Figura 19. Paper de ZAG en situacié de caquéxia causada pel cancer. Aquesta
proteina no només és capag d’estimular la lipolisi a través de I'HSL, sind que també
incrementa la utilitzacid dels AG no esterificats (NEFA) a través d’un augment dels nivells
d’UCPs en el BAT i en el muscul esquelétic. Font: Tisdale 2009a [73].
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Els tumors produeixen factors com sén ara els LMFs, els quals indueixen
el trencament de TG a AG i glicerol, i els factors inductors de proteolisi (PIF,
de l'anglés Proteolysis Inducing Factor), els quals indueixen la degradacié
de proteines (aminoacids) en el muscul esqueléetic. EI TNFa també
contribueix en aquests processos. Aquests sén importants substrats per a la
gluconeogenesi, que poden ser utilitzats pel fetge per a la sintesi de
proteines de fase aguda (APP, de I'angles Acute Phase Proteins). Els tumors
converteixen la glucosa en lactat, el qual es transfereix al fetge, on és
reconvertit a glucosa. Aquest cicle (figura 20) utilitza una gran quantitat
d’energia i podria contribuir a la caquéxia.

La caquéxia es caracteritza per una pérdua de greix corporal, causada
per un increment en la lipolisi, més que per una disminucié en la lipogénesi
(figura 19 i 20). Els LMFs indueixen la lipolisi en adipocits blancs de ratolins
per un procés que és atenuat per |'‘antagonista B3-adrenoreceptor
SR59230A, indicant que Il'efecte esta regulat a través d'un pB3-
adrenoreceptor, com es mostra en la figura 19. Els LMFs s’uneixen al B3-
adrenoreceptor a través d’un lloc d’unié d’alta afinitat que és comparable als
altres B3-agonsites. Aix0 indica que els B3-antagonsites especifics podrien
ser Utils en la reduccié de la perdua de lipids i en la despesa d’energia en la
caquéxia causada pel cancer (figura 19) [74]. Per tant, es podria dir que la
perdua de teixit adipds, en situacions de caquéxia provocada per alguns

tipus de cancer, esta associada, en part, amb la produccié de LMFs.
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Figura 20. Cicle de Cori amb fonts de substrats gluconeogénics. Font: Tisdale 2002
[74].
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6.1. Glicoproteina Zinc-a 2: ZAG o AZGP1

ZAG és una adipoquina que té una seqiéncia altament homologa als
LMFs, fet que suggereix que pugui tenir un paper important en la

mobilitzacié de lipids.

6.1.1. El gen

El gen huma va ser descrit per Freije et al. I'any 1991 [75]. ZAG esta
localitzat al cromosoma 7g22.1, consta de 4 exons i 3 introns. La seqliéncia
completa d’ADN del gen funcional consta de 9,3 kb. El primer exd, des de
5’-UTR al sisé aminoacid (glicina), I'exd 2 va des de I'aminoacid 6 al 93
(glicina), el tercer ex6 del 93 al 185 (aspartat) i I'ex6 4 va des de
I'aminoacid 185 al final de I'ARNm. L'ex6 4 conté la 3’-UTR, incloent
AATAAA, que probablement representa la senyal de poliadenilacié del gen
[75-77].

6.1.2. La proteina

La glicoproteina Zinc-a 2 (ZAG, també coneguda com AZGP1) rep aquest
nom pel fet de ser capa¢ de precipitar amb sals de zinc i per la seva
mobilitat electroforética en la regié de les a2 globulines. Aquesta proteina
va ser inicialment aillada de plasma huma, és un polipéptid de cadena
senzilla de 40 kDa que esta present en la majoria dels fluids corporals
(saliva, llet, orina, suor, etc.) [78]. Les analisis en la seqléncia
d’aminoacids revelen que ZAG és similar a les proteines del complex
principal d’histocompatibilitat de classe 1 (MHC-1, de l'anglés Major
Histocompatibility Complex). Les molecules del MHC-1 sén heterodimers
consistents en una cadena pesada d’unid no covalent a la membrana
associada amb B2-microglobulina (f2m), una proteina soluble que serveix
com a cadena lleugera. Les molecules de classe I s’uneixen a peéptids
derivats de proteines intracel-lulars i les presenten a les cel-lules T
citotoxiques durant la resposta immune. ZAG es compon de 3 dominis, amb
un 30-40% de similitud en la seqlieéncia d’aminoacids als 3 dominis

extracel-lulars de les cadenes pesades del MHC-1 [79].
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L'estructura cristal-lina de ZAG consisteix en un solc similar al solc
d'unié de péptids del MHC-1, I'estructura i I'entorn del solc reflecteixen el
seu paper en la immunoregulacid i en el catabolisme lipidic [80,81].
Aquestes observacions indiquen que ZAG podria ser capag¢ d’unir diferents
peptids, antigens i lligands. D’aqui que es suggereixi que ZAG té diverses
funcions de presentacido de peptids i funcions d’interaccié amb cél-lules T
[82].

6.1.3. Funcionalitat

Després del descobriment de ZAG I'any 1961 [83], molts investigadors
encara estan treballant en aquesta molécula. Fins i tot ara, encara no és
clara la seva funcié. A causa de la seva presencia i als diferents graus
d’expressié en diversos teixits i fluids corporals se li atribueixen diverses
funcions descrites a continuacio:

* Fertilitat

La presencia de ZAG en el plasma seminal huma a altes concentracions
postula el seu paper en la fertilitzacié. Per la seva capacitat mobilitzadora
de lipids, ZAG podria jugar un paper en el procés de motilitat de I'esperma,
ja que és capacg d’unir-se a la membrana de l'esperma i iniciar la mobilitat
[84,85].

= Transport de proteines

A causa de l'eliminaci6 de residus de |'extrem COOH-terminal, la
proteina actua com a molécula soluble del MHC-1, que dirigeix el transport
de substancies no polimorfiques o processos de reconeixement intracel-lular
[77]. Els estudis de cristal-lografia de ZAG sobre la importancia dels dominis
al-a2 suggereixen que el solc es pot unir a lligands hidrofobics petits
[86,87]. ZAG ha estat proposat per regular el metabolisme lipidic [88] i la
seva funcié podria ser modulada per la unié al solc de moléecules similars als
lipids. De la mateixa manera que una molécula soluble, probablement ZAG
degrada i elimina subproductes d’ARN després de la transformacié dins de
les cél-lules, aixi com ARNSs sintetitzats incorrectament o malmesos [89].

Per poder aclarir la importancia de les propietats hidrofobiques del lligand
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de ZAG i entendre la funcié de ZAG en la unid i el transport d’aquests
lligands sén necessaris més estudis in vivo.

= Immunoregulacio

L'alta similitud, en la sequéncia i en |'estructura, amb les molécules del
MHC-1 fa que es consideri ZAG com a un membre de la superfamilia de les
immunoglobulines. ZAG podria tenir un paper en l'expressio de la resposta
immune [80,81,90,91].

* Adhesio cel-lular

Aquesta proteina podria tenir propietats d’adhesidé cel-lular entre cel-lules
i matrius extracel-lulars a causa de la presencia de Arg-Gly-Asp (residus
231-233) en el domini a3 [92].

= Activitat ARNasa

ZAG inhibeix la proliferacié de la linia cel-lular de tumor oral gracies a
I'activitat ARNasa. L'activitat ARNasa podria ser important per la seva funcid
fisiologica. Com ja s’ha dit anteriorment, ZAG esta ampliament distribuida
en diversos organs i fluids corporals. En aquests organs, |'activitat bioldgica
de ZAG ha estat associada amb infeccié, immunoregulacid i activitat
antitumoral [93].

= Regulacio de la produccié de melanina

ZAG inhibeix la sintesi de melanina en cél-lules de melanoma de ratoli
(B16) a nivell post-transcripcional. A més a més, sembla disminuir el
creixement de la cel-lula tumoral i la sintesi de melanina de manera més
significativa in vivo que in vitro, suggerint que té un mecanisme diferent in
vivo i in vitro. Tot i la seva activitat inhibitoria, es requereix un nivell minim
de ZAG per la sintesi de melanina [82].

= Dificultat de proliferacié tumoral

ZAG regula, de manera negativa, la quinasa dependent de ciclina, la
qual és responsable de regular la transici6 de G,-M, un pas limitant en el
cicle cel-lular, suggerint que aquesta proteina indirectament juga un paper
en dificultar la proliferacié cel-lular [94]. Pertany a la familia de les
macroglobulines, que participen activament en la inhibicié del creixement i
proliferacié tumoral. La capacitat de les macroglobulines d’unir-se a les
hidrolases fa possible la inhibicid de la invasido del tumor [95]. Al mateix
temps, un excés del complex hidrolasa/macroglobulina pot activar I’'apoptosi
[96].
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= Mobilitzacio lipidica

ZAG és homologa al LMF en la sequéncia d’aminoacids, en la mobilitat
electroforetica i en la immunoreactivitat, i aixd0 comporta una activitat
biologica similar. De la mateixa manera que el LMF, s’ha demostrat en
ratolins que ZAG estimula, in vivo i in vitro, la lipolisi en adipocits [97,98].
Aquesta estimulacié sembla que sigui a través de la interaccié d’aquesta
proteina amb els receptors B3-adrenérgics i que estigui associada amb una
activacié de I'AC en la membrana plasmatica de l'adipocit, de manera

dependent de GTP, com es mostra en la seguent figura (figura 21) [88,99].

adenylate cyclase
B-adrenergic/ P
receptor G-protein g FVE

“PKA

ATP
P

| ADP

Hormone-sensitive lipase

MAG lipase
Glycerol MAG DAG TAG
fatty acid fatty acid fatty acid gt

Figura 21. Mecanisme d’estimulacié de la lipolisi per ZAG. La proteina s’uneix al
receptor B-adrenérgic de la membrana plasmatica de I'adipocit i s’activa I’AC, aixd comporta
un augment dels nivells de cAMP, els quals activen la PKA, que fosforila i activa I'HSL. L'HSL,
juntament amb altres lipases, hidrolitza els TAG a AG i glicerol. Font: Adaptada de
http://themedicalbiochemistrypage.org/mobile/fatty-acid-oxidation.php.

La perdua de pes corporal en ratolins podria ser atribuida exclusivament
a la perdua de greix, que pot ser deguda a l'activitat lipolitica de ZAG [97].
Per tant, aquests fets, fan que es plantegi la hipotesi del paper de ZAG com

a gen candidat en la regulacid del pes corporal.
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6.1.4. ZAG com a nova adipoquina

Tenint en compte la funcié secretora dels adipocits i I'efecte lipolitic de
ZAG, es creu que aquesta proteina pot ser produida directament pel teixit
adipds i actuar com a nou factor proteic influenciant en la degradacio de
lipids (figura 22).

Aixi doncs, s’ha vist que ZAG s’expressa tant en WAT de ratolins com en
adipocits 3T3-L1. Recentment, diversos estudis in vitro utilitzant precursors
d’adipocits (preadipocits) d'una persona amb sindrome de sobrecreixement,
cel-lules SGBS (Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel), demostren que ZAG
s’expressa, tant a nivell d’ARNm com de proteina, en adipocits diferenciats i
no en preadipocits. També s’ha observat la seva expressié en adipocits
humans aillats [100,101]. A més a més, els estudis en models de ratolins
gue desenvolupen caquéxia induida per un tumor (pérdua de pes corporal i
de massa de greix) observen que aquests ratolins tenen els nivells d’/ARNm i
de proteina de ZAG en WAT forca més elevats. Aquests resultats
suggereixen que ZAG, produit per l'adipocit, pot modular localment el

metabolisme del teixit adipds [100].

Figura 22. Detecci6 immunohistoquimica de ZAG en teixit adipés de glandula
mamaria. Es detecta immunoreactivitat en el citoplasma dels adipocits (de color marro,
senyalitzat amb fletxes). Font: Bing et al. 2004 [100].

6.1.5. Regulacio

Avui en dia la regulacié de ZAG en el WAT encara no €s prou coneguda,
pero segons sembla, pot ser modulada per factors que afecten directament

el procés de la lipolisi.
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En un primer estudi en adipocits 3T3-L1 se suggereix que, almenys en
ratolins, els glucocorticoides, com per exemple la dexametasona, i els
agonistes B3-adrenergics, com el BRL37344, podrien estimular I'expressié
de ZAG [100]. A més a més, també s’ha demostrat in vitro I'efecte lipolitic
potent que té ZAG sobre si mateix a través dels receptors B3-adrenérgics
[102]. Tot i aix0, no sabem si els efectes lipolitics de ZAG podrien estar
modulats també a través dels receptors B1 o B2-adrenérgics. Estudis en
models de ratolins amb caquexia varen observar que I'acid eicosapentaenoic
(EPA), un antagonista del receptor dels glucocorticoides, atenuava la perdua
de pes corporal i I'expressié de ZAG en WAT, corroborant, in vivo, que els
glucocorticoides s6n també responsables de |'augment de l’'expressié de
ZAG en el teixit adipdés, de manera que els glucocorticoides estimulen la
lipolisi a través d’un increment de ZAG [98,102].

En adipocits humans també s’ha demostrat que hi ha diversos factors
que influencien en I'expressié genica de ZAG. La rosiglitazona, un agonista
del PPARy, és capag d’induir els nivells d’ARNm de ZAG, per tant, podriem
dir que el receptor nuclear PPARy esta involucrat en la regulacié de la
produccié de ZAG. En canvi, el TNFa, una citocina pro inflamatoria, porta a
una disminucié de la seva expressid. Els efectes inhibidors del TNFa i els
estimuladors de la rosiglitazona sobre la sintesi de ZAG en els adipocits sén
similars a la regulacié de l'adiponectina per aquests 2 factors, aixd0 podria
apuntar a una possible relacié entre les dues adipoquines [101]. Totes
aquestes possibles vies de modulacié de la sintesi de ZAG en el WAT

s'il-lustren en la figura 23.

Glucocorticoids

/7 \

Lipolysist Lipolysis by
catecholamines T

Figura 23. Possibles mecanismes reguladors de la produccié de ZAG en WAT. Font:
Tisdale 2009b [103].
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6.1.6. ZAG en el context de ['obesitat, la SM i la RI

Tal com ja s’ha comentat préviament, ZAG ha estat proposat com a nou
candidat en la patogenesi de l'obesitat, perd la majoria dels estudis s’han
realitzat en ratolins i en analisis in vitro.

Se sap que, in vitro, ZAG estimula la lipolisi en adipocits tant de ratoli
com d’humans. A més a més, molt probablement ZAG promou la utilitzacié
de lipids, possiblement a través de I'estimulacié de I'expressié d’UCPs en el
BAT i en el muscul esqueletic, fet que podria contribuir a augmentar el
consum energetic aixi com la mobilitzacié de lipids durant la caquéxia.

L'expressid de ZAG en teixit adipds es relaciona inversament amb la
massa de greix corporal. S’ha demostrat que models de ratolins amb
caquexia tenen els nivells d’/ARNm i de proteina de ZAG augmentats,
mentre que els nivells de leptina estan fortament suprimits [100,104]. Els
efectes de ZAG en la perdua de greix han estat estudiats en un recent
treball, en el qual ratolins KO per ZAG son susceptibles de guanyar pes, el
qual s’associa amb una reduccié de la lipolisi en els adipocits [105]. Aquest
fet es troba reforcat en treballs en els quals s’ha estudiat l'efecte de
I'administracio exdgena de ZAG en diferents models de ratolins. El
tractament amb ZAG causa una reducci6 selectiva del greix corporal tant en

ratolins genéticament obesos (ob/ob) com en ratolins normals [88,106].

Els estudis en humans han confirmat la preséncia d’aquesta proteina en
el teixit adipds. De fet, s’ha demostrat I'expressié de ZAG, a nivell d’ARNm i
de proteina tant en SAT com en VAT. Aixi mateix, s’ha pogut observar,
analitzant cultius cel-lulars d’adipocits humans diferenciats, que aquesta
adipoquina pot ser secretada al medi [100,101].

Fins ara, els estudis en cohorts de pacients amb i sense obesitat han
estat molt limitats. En la literatura cientifica, el primer treball en qué es
parla de diferencies d’expressié entre prims i obesos apareix al 2008. En
aquest estudi s'analitza una petita cohort de 18 pacients, i es comenta per
primera vegada que els subjectes amb obesitat podrien tenir nivells
d'expressié de ZAG en SAT disminuits respecte els subjectes prims. A més a
més, també es parla de la possible relacié entre |'expressié d’aquesta

adipoquina i determinats factors de risc metabolics, com ara els nivells
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circulants d’altres adipoquines, per exemple |'adiponectina i la leptina, i el
perimetre de la cintura [107].

Avui en dia sabem que lalteraci6 en la regulacié de la secrecio
d’adipoquines del teixit adipds pot estar implicada en la patogenesi de la RI
[108,109] i per tant, jugar un paper rellevant en la patogénesi de les
malalties cardiovasculars [110] i de la SM. Tot i aixi, encara no és clar que
I'expressié de ZAG en SAT i VAT estigui influenciada per I'expansiéo de
massa de greix en l'obesitat i la seva possible associacio amb la RI. A més a
més, tot i que es relacioni ZAG amb la perdua de lipids, no es pot assegurar
que els nivells de ZAG circulants estiguin associats amb |'obesitat o la SM
[111].

42



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2

I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS
ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010

Hipotesi 1 objectius




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2

I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS
ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2
I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS

ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010 e
Hipotesi i objectius

Hipotesi

El teixit adipés blanc (WAT) és el reservori d’energia més gran del cos
huma i la principal font de combustible metabdlic. Aixi doncs, la majoria de
les reserves d’energia s’emmagatzemen en les cel-lules grasses en forma de
TG. Per tant, els factors que controlen I'emmagatzematge i la mobilitzacid
dels TG en els adipocits esdevenen elements claus en la regulacié de
I'acumulacid de greix en els diferents diposits de I'organisme.

Recents treballs revelen que la lipolisi no és una simple via metabolica,
estimulada per catecolamines i inhibida per la insulina, sind que nous
descobriments sobre la regulacid de la lipolisi per factors endocrins i
paracrins i de les proteines que participen en la hidrolisi de TG porten a una
reavaluacié de la complexitat de les diverses vies de transduccié de senyals.
Els passos involucrats en l'alteracié de la regulacié de la lipolisi, observats
en l'obesitat, han estat només en part identificats. Aixi doncs, el nostre
interés se centra en avancar el coneixement del paper que poden jugar
molécules, que si bé no sén noves (ni la seva identificacié) si que ho és el
coneixement del seu paper en la homeostasi de I'adipocit. Per aixo, s’ha
proposat estudiar dues molecules implicades en la regulacié de la lipdlisi,
I’AQP7 i la ZAG, que semblen estar involucrades en el fenotip de I'obesitat,
de la diabetis tipus 2 i/o de la sindrome metabolica.

Per una banda s’estudia I’AQP7, que és una proteina implicada en la
lipolisi, perd no involucrada directament en el procés catalitic. En un nou
concepte, s’estableix com la permeabilitat al glicerol en les cél-lules de greix
és capa¢ de modular la mida de l'adipocit i, per tant, contribuir al
desenvolupament de I'obesitat. En ratolins s’ha demostrat que la deficieéncia
d’AQP7 en els adipocits comporta una acumulacié de glicerol intracel-lular i
una hipertrofia cel-lular, com a conseqiéncia d’'un augment de l'activitat de
la glicerol quinasa, promovent I'acumulacid de lipids en el teixit adipds.

L'altra proteina d’interés és la ZAG. Les seves funcions bioldogiques sén
encara poc conegudes, pero el fet que tingui una seqliiencia amb una gran
similitud al LMF, fa que es consideri com una proteina implicada en el
metabolisme lipidic, estimulant la lipolisi. En estudis murins s’ha vist que
ratolins amb caquéexia tenen els nivells d’ARNm i de proteina de ZAG

augmentats. Aquests resultats permeten plantejar la possibilitat que ZAG
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podria servir com a factor proteic en la modulacié local del metabolisme
lipidic i contribuir a la reducci6 de l|'adipositat que es produeix en la
caguexia causada pel cancer. Darrerament s'ha demostrat que ZAG
estimula I'expressié d’adiponectina en cél-lules 3T3-L1, suggerint que ZAG
també podria influenciar en la produccié d’altres adipoquines. Per tant, es
planteja la possibilitat de ZAG com a molécula candidata en la regulacié del
pes corporal.

Davant d’aquestes evidencies, es proposa que AQP7 i ZAG poden tenir
un paper rellevant en la patogenesi de I'obesitat i de la DM2, a través de la

regulacié de I'homeodstasi del teixit adipos.

Es planteja que:

1.- L'expressi6 d’AQP7 i ZAG podria estar alterada per la preséncia
d’obesitat i DM2 en el teixit adipds huma, ambdues condicions associades
amb la resistencia a la insulina, amb una transcripcid adipogénica
diferencial, en el context d’'un ambient inflamatori local i sistemic.

2.- Aixi mateix, podria existir un feed-back regulador entre |'expressio

d’AQP7 en el teixit adipds i el principal canal de glicerol del fetge (AQP9).

La seglent figura mostra de manera esquematica el possible paper

participatiu d’aquestes dues proteines en el context de I'obesitat.

&LIPOLISI

? } AQP7

licerol
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Objectius
s Objectiu general

L'objectiu global de la tesi és ampliar els coneixements de dues
proteines lipolitiques, I’AQP7 i I'adipoquina ZAG, en el context de l'obesitat,

la diabetis tipus 2 i la sindrome metabdlica.

% Objectius especifics

Estudi 1: Comprovar la hipotesi gue els nivells d’expressio d’AQP7 podrien

estar afectats per la preséncia d’obesitat i diabetis tipus 2 en humans.

1. Determinar l'expressié d’AQP7 en mostres humanes de teixit adipds
subcutani en obesitat i diabetis tipus 2 i relacionar-ho amb gens
marcadors d’inflamacio i d’adipogenesi.

2. Analisi de les mutacions de canvi de sentit, ja descrites, del gen
AQP7. Analitzar la freqliencia de les mutacions en paral-lel amb
I'expressié del gen, la resisténcia a la insulina i la concentracié de
glicerol plasmatic en un grup de subjectes caucasics amb diferents graus

d’adipositat i diabetis tipus 2.

Estudi 2: Estudiar la relacié entre |'expressio d’AQP7 en el teixit adipds

(subcutani i visceral) i d’AQP9 en el fetge i la tolerancia a la glucosa en

l'obesitat severa.

1. Determinar els nivells d’ARNm d’AQP7 en teixit adipds subcutani i en
visceral i d’AQP9 en el fetge segons l'estat de tolerancia a la glucosa
(normoglicemics, intolerants a la glucosa i diabétics tipus 2).

2. Estudiar la relacié entre els nivells d’expressié d’AQP7 en teixit adipds
subcutani i visceral i els d’AQP9 en el fetge en el context de |'obesitat

severa humana, obesitat de classe III segons I'OMS (IMC=40.00).
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Estudi 3: Aprofundir en el paper de ZAG en el metabolisme del teixit adipos.

1. Analisi dels nivells plasmatics i dels nivells d’expressié d’ARNm de
ZAG en una cohort de prims i obesos.

2. Estudi de la relacié dels nivells plasmatics de ZAG amb factors de
risc cardiometabolics.

3. Examinar la relacié entre els nivells circulants i I'expressid génica
en teixit adipdés de ZAG depenent de la presencia de sindrome
metabolica.

4. Estudiar la relacié de I'expressié genica de ZAG amb gens lipolitics

i adipoquines especifiques del teixit adipos.
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Adipose Tissue Expression of the Glycerol Channel
Aquaporin-7 Gene Is Altered in Severe Obesity But Not

in Type 2 Diabetes

V. Ceperuelo-Mallafré, M. Miranda, M. R. Chacén, N. Vilarrasa, A. Megia, C. Gutiérrez,
J. M. Ferndandez-Real, J. M. Gémez, E. Caubet, G. Frithbeck, and J. Vendrell
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Research Laboratory (G.F.), Department of Endocrinology, University Clinic of Navarra, University of Navarra, 31080

Pamplona, Spain

Context: Aquaporin-7 is required for efflux of glycerol from adipo-
cytes and influences whole-body glucose homeostasis in animal
studies.

Objective: Our objective was to test the hypothesis that AQP7 gene
expression levels may be affected by presence of obesity and type 2
diabetes in humans.

Design: The obesity study cohort consisted of 12 lean, 22 nonseverely
obese, and 13 severely obese subjects. The type 2 diabetes study cohort
consisted of 17 lean and 39 obese type 2 diabetic patients. Circulating
levels of plasma soluble proteins monocyte chemoattractant pro-
tein-1, TNF receptors 1 and 2, and IL-6 and glycerol were measured.
The sc adipose tissue gene expression of AQP7, MCP-1, IL-6, TNF a,
PPARvy, and SREBP]Ic genes was measured by real-time PCR. AQP7
gene mutation analysis was performed.

Results: Severely obese women showed lower AQP7 expression levels
compared with lean and nonseverely obese (P < 0.001). Moreover,
circulating glycerol concentration was lower in severely obese sub-
jects, but no correlation with AQP7 adipose tissue expression was
observed. AQP7 expression was negatively related with proinflam-
matory genes (for monocyte chemoattractant protein-1, r = —0.203
and P = 0.044; for TNFa, r = —0.209 and P = 0.036). Concerning
adipogenic factors, AQP7 expression levels were found to be positively
determined by PPARy mRNA expression levels (r = 0.265; P = 0.012).
AQP?7 expression did not show differences regarding the presence of
type 2 diabetes.

Conclusion: Expression of AQP7 is down-regulated in women with
severe obesity. The expression of this glycerol channel is not affected
by type 2 diabetes. (J Clin Endocrinol Metab 92: 3640-3645,2007)

HITE ADIPOSE TISSUE is considered as the largest
energy storage organ, with more than 95% of lipid
stored as triglyceride, where lipogenesis and lipolysis occur
in response to whole-body energy balance. Triglycerides are
hydrolyzed to free fatty acids and glycerol by lipases in states
of energy requirement such as fasting and exercise, and both
products are released into the bloodstream. Plasma glycerol
comes mainly from adipose tissue and is captured by the
liver, where it is turned to glucose by the gluconeogenesis
pathway. Thus, glycerol is one of the main factors that de-
termine plasmatic glucose levels (1-4).
The molecular basis for the secretion and uptake of glyc-
erol has been recently characterized with the discovery of the
aquaporin (AQP) family of proteins. The AQP7 gene is a

First Published Online June 12, 2007

Abbreviations: AQP, Aquaporin; B, unstandardized coefficient; BMI,
body mass index; CI(B), confidence interval for B; CV, coefficient of
variation; HDL, high-density lipoprotein; hsCRP, high-sensitivity C-re-
active protein; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor;
sMCP-1, soluble monocyte chemoattractant protein-1; TNFR, TNF re-
ceptor; WHR, waist-to-hip ratio.
JCEM is published monthly by The Endocrine Society (http://www.

endo-society.org), the foremost professional society serving the en-
docrine community.

member of this family of membrane channels implicated in
controlling fat and in turn glucose metabolism. The AQP7
gene was cloned from human adipose tissue and is respon-
sible for glycerol permeability and other small solutes (5).
The release of glycerol in mouse 3T3-L1 cells increases during
differentiation to adipocytes in parallel with increasing
AQP7 mRNA levels (6). The AQP7 gene contains a putative
peroxisome proliferator response element and a putative
insulin response element in the promoter region (5). Adipose
tissue AQP7 expression is regulated by fasting-refeeding,
insulin, dexamethasone, TNFa, isoproterenol, and peroxi-
some proliferator-activated receptor (PPAR)-a and -y (6-9).

AQP7-knockout mice models developed obesity and in-
sulin resistance, had impaired plasma glycerol permeability
(altered uptake or secretion rates) compared with wild-type
mice, and exhibited accumulated excess glycerol and triglyc-
eride concentrations in adipocytes (10-12).

In humans, AQP7 has been shown to be equally expressed
in omental and sc adipose tissue, with higher expression in
women than in men (13). Studies on AQP7 expression in
human adipose tissue are scarce but suggest that the AQP7
gene is less expressed in sc adipose tissue of obese compared
with lean male subjects (14). Three missense mutations
(R12C, V59L, and G264V) have been identified in human
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subjects in a Japanese cohort. Nevertheless, the frequency of
these mutations was not associated with obesity or type 2
diabetes. Functional analysis showed that the permeability of
water and glycerol is disturbed in Xenopus oocytes express-
ing G264V mutant protein (5).

Taking into consideration the above-mentioned observa-
tions, we suggest that AQP7 gene expression could be altered
by the presence of obesity and type 2 diabetes in humans,
both conditions associated with insulin resistance, differen-
tial adipogenic transcription, and higher local and systemic
inflammatory environment. Therefore, the aim of the present
study was to analyze AQP7 gene expression in human sc
adipose tissue biopsies in obesity and type 2 diabetes and to
relate it to inflammatory and adipogenic markers. Likewise,
a preliminary study of described gene mutation frequencies
was also performed in our Caucasian cohort to analyze its
frequency in obese and type 2 diabetic patients.

Subjects and Methods
Obesity and type 2 diabetes studies

A group of 103 subjects was recruited at the Hospital Universitari Joan
XXIII (Tarragona, Spain), Hospital Sant Pau i Santa Tecla (Tarragona,
Spain), and Hospital de Bellvitge (Barcelona, Spain). All subjects were
of Caucasian origin and reported that their body weight had been stable
for at least 3 months before the study. They had no systemic disease other
than obesity or type 2 diabetes, and all were free of any infections in the
previous month before the study. Liver and renal diseases were spe-
cifically excluded by biochemical work-up.

Obesity study cohort. Overweight and nonsevere obesity were defined as
a body mass index (BMI) between 25.0 and 39.9 kg/m? and severe
obesity being considered when the BMI was higher than 40 kg/m? (15).
Normal weight was considered in individuals with a BMI less than 25.0
kg/m?. According to these criteria, three groups were studied: 12 lean
subjects, 22 nonseverely obese subjects, and 13 severely obese subjects.
All subjects were nondiabetic (Table 1).

J Clin Endocrinol Metab, September 2007, 92(9):3640-3645 3641

Type 2 diabetes cohort. Patients were classified as having type 2 diabetes
mellitus according to the American Diabetes Association criteria (16)
with a stable metabolic control in the previous 6 months, as defined by
stable glycosylated hemoglobin values. According to these criteria, there
were 17 type 2 diabetic lean and 39 type 2 diabetic obese subjects.
Pharmacological treatment of the patients with type 2 diabetes mellitus
was as follows: insulin, 9.8%; oral hypoglycemic agents, 68.3%; statins,
45.0%; fibrates, 0%; blood-pressure-lowering agents, 47.5%. For the in-
tergroup comparisons between nondiabetic obese and type 2 diabetic
patients, we selected 33 nondiabetic obese and 39 type 2 diabetic obese
subjects for the study of type 2 diabetes, matched for BMI (Table 2).

Anthropometric measurements

Height was measured to the nearest 0.5 cm and body weight to the
nearest 0.1 kg. BMI was calculated as weight (kilograms) divided by
height (meters) squared. Waist circumference was measured midway
between the lowest rib margin and the iliac crest. Hip circumference was
determined as the widest circumference measured over the greater
throcanter. Waist-to-hip ratio (WHR) was accordingly calculated.

Analytical methods

Plasma and serum samples were stored at —80 C until analytical
measurements were performed, except for glucose, which was imme-
diately determined after blood was drawn.

Serum glucose was measured using the glucose analyzer YSI 2300
STAT Plus (YSI Inc., Yellow Springs, OH). Total serum cholesterol was
measured through the reaction of cholesterol esterase/cholesterol oxi-
dase/peroxidase. High-density lipoprotein (HDL) cholesterol was
quantified after precipitation with polyethylene glycol at room temper-
ature. Total serum triglycerides were measured through the reaction of
glycerol-phosphate-oxidase and peroxidase.

Plasma soluble monocyte chemoattractant protein-1 (sMCP-1) levels
were measured by (h)MCP-1 Biotrak ELISA kit (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK); the sensitivity of the assay was less than 10
pg/ml, and the coefficients of variation (CV) were less than 10%. Soluble
TNF receptor 1 (sTNFR1) and 2 (sTNFR2) were determined by solid-
phase enzyme immunoassay with amplified reactivity (BioSource Eu-
rope, Nivelles, Belgium). The limit of detection was 50 pg/ml for
sTNFR1 and 0.1 ng/ml for sTNFR2, and the intra- and interassay CV

TABLE 1. Selected subjects for the study of obesity: anthropometric and analytical characteristics and relative mRNA levels (arbitrary

units)
Nonseverely obese Severely obese
Lean (n = 12) o = 59) - 2 13) P

Anthropometric and analytical characteristics
Age (yr) 47.0 (36.2—66.5) 59.0 (45.8-64.2) 41.0 (33.5-50.5) 0.017
Females/males (n) 4/8 9/13 12/1 0.004
BMI (kg/m?) 22.8 (22.4-24.0) 29.7 (27.4-33.3) 48.5 (44.3-57.5) <0.001
WHR 0.91 (0.79-0.95) 0.94 (0.90-1.02) 0.92 (0.84-0.99) 0.211
Fasting glucose (mm) 5.36 = 0.47 5.54 + 0.78 5.49 + 0.66 0.312
Insulin (uIU/ml) 3.06 (2.13-5.12) 3.37 (1.81-5.34) 10.14 (4.09-14.05) 0.024
Triglyceride (mm) 0.99 (0.77-1.17) 1.16 (0.93-1.57) 1.40 (1.12-1.85) 0.118
HDL cholesterol (mm) 1.32 = 0.19 1.21 = 0.32 1.25 = 0.22 0.555
Cholesterol (mm) 4.37(3.96-5.34) 5.67 (5.14-5.92) 4.91 (4.29-5.57) 0.029
Glycerol (uM) 361.26 = 165.61 451.52 = 180.22 233.53 = 78.10 0.003
hsCRP (mg/liter) 0.85 (0.66—2.82) 0.96 (0.69-2.25) 12.80 (8.98-21.65) 0.001
sTNFR1 (ng/ml) 1.64 (0.86-3.36) 1.67 (1.13-2.16) 2.29 (1.64-2.34) 0.206
sTNFR2 (ng/ml) 6.21 (4.27-8.27) 4.28 (3.22-5.63) 5.44 (4.08-7.86) 0.063
sMCP-1 (pg/ml) 516.08 (358.99-555.16)  406.34 (205.10-504.51)  289.97 (116.12—-441.94) 0.045
sIL-6 (pg/ml) 0.69 (0.30-2.26) 0.52 (0.32-1.49) 3.07 (1.63-5.61) 0.031

Relative mRNA levels (arbitrary units)
AQP7 7.48 + 431 6.91 = 7.06 2.22 + 2.17% <0.001
MCP-1 26.64 = 18.49 62.08 = 46.36 219.37 = 277.28 0.004
IL-6 1.99 +1.24 5.837 = 9.53 35.31 + 24.54%° <0.001
TNF« 0.16 = 0.10 0.23 = 0.20 0.95 + 0.77% <0.001
PPARYy 36.03 = 25.75 47.25 + 45.22 78.38 = 96.56 0.725
SREBPIc 51.16 = 54.89 33.76 = 29.94 12.95 * 16.88 0.004

¢ Difference vs. lean.
® Difference vs. nonseverely obese.
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TABLE 2. Selected subjects for the study of type 2 diabetes mellitus: anthropometric and analytical characteristics and relative mRNA

levels (arbitrary units)

Nondiabetes Type 2 diabetes p
(n = 33) (n = 39)
Anthropometric and analytical characteristics
Age (yr) 49.0 (41-61.5) 60.0 (52—70.0) 0.005
Females/males (n) 21/12 25/14 0.967
BMI (kg/m?) 34.3 (29.4-47.3) 33.7 (28.4—-47.8) 0.765
WHR 0.94 (0.89-1.01) 0.92 (0.88-0.96) 0.377
Fasting glucose (mM) 5.52 = 0.74 8.84 + 2.25 <0.001
Insulin (uIU/ml) 4.68 (2.85-9.41) 8.04 (5.61-11.46) 0.051
Triglyceride (mM) 1.30 (1.01-1.74) 1.68 (1.29-2.10) 0.014
HDL cholesterol (mm) 1.24 (1.10-1.36) 1.22 (1.01-1.37) 0.792
Cholesterol (mm) 5.50 (4.67-5.85) 5.18 (4.33-5.68) 0.196
Glycerol (um) 373.48 = 186.97 333.35 = 192.40 0.399
hsCRP (mg/liter) 1.48 (0.74-9.46) 1.77 (0.91-6.41) 0.729
sTNFR1 (ng/ml) 1.84 (1.18-2.29) 2.27 (1.95-3.17) 0.008
sTNFR2 (ng/ml) 4.51 (3.65-5.97) 5.60 (4.54-6.74) 0.027
sMCP-1 (pg/ml) 373.39 (182.60—-447.19) 316.58 (240.75-412.56) 0.854
sIL-6 (pg/ml) 0.80 (0.32-1.75) 1.17 (0.60-2.44) 0.294
Relative mRNA levels (arbitrary units)
AQP7 5.21 = 6.31 5.76 = 6.15 0.328
MCPI 121.98 = 183.27 212.60 * 334.07 0.086
IL-6 16.64 = 21.79 58.50 = 51.28 0.598
TNF« 0.52 = 0.61 0.53 = 0.59 0.432
PPARvy 60.01 = 71.50 146.74 = 173.60 0.011
SREBPIc 25.85 = 28.01 12.96 = 10.47 0.016

were less than 7% and less than 9%, respectively. Circulating sIL-6 was
determined by an ultrasensitive solid-phase enzyme immunoassay (Bio-
Source). The mean of the minimum detectable concentration was 0.039
pg/ml. Intra- and interassay CV were less than 9.8% and less than 11.2%,
respectively. Plasma high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) was
determined by a highly sensitive immunonephelometry kit (Dade Be-
hring, Marburg, Germany).

Plasma glycerol levels were analyzed by using a free glycerol deter-
mination kit, a quantitative enzymatic determination assay (Sigma-Al-
drich Corp., St. Louis, MO). Intra- and interassay CV were less than 6%
and less than 9.1%, respectively.

Serum insulin concentrations were measured by a monoclonal im-
munoradiometric assay (Coat-A-Count insulin; Diagnostic Products
Corp., Los Angeles, CA). Intra- and inter-assay CV were of 6.6% and
7.1%.

Adipose tissue samples

All adipose tissue samples were obtained from sc abdominal depots
during abdominal elective surgical procedures (gastric bypass opera-
tion, cholecystectomy, and surgery of abdominal hernia).

Preoperative anthropometric measurements were made and blood
samples were collected before the surgical procedure. All patients
had fasted overnight, and at the beginning of surgery, 2-4 g sc fat
tissue was removed by scalpel from each proband and immediately
introduced in RNALater (Sigma-Aldrich) and stored at —80 C until
RNA extraction.

Informed written consent was obtained, and the purpose, nature, and
potential risks of the study were explained to the subjects. The exper-
imental protocol was approved by the ethics committee of the hospital.

Total RNA isolation and RT

Total RNA was extracted from 400-500 mg frozen sc adipose tissue
by using RNeasy Lipid Tissue Midi Kit (QIAGEN Science, Hilden, Ger-
many) following the manufacturer’s instructions. The RNA was treated
with 55 U RNase-free DNase (QIAGEN) before column elution to avoid
contamination with genomic DNA. The RNA integrity was electro-
phoretically verified by ethidium bromide staining and its purity by the
OD,4(/OD,g absorption ratio.

One microgram of RNA was reverse transcribed to cDNA by using
Promega RT system (Promega Corp., Madison, WI); 20 ul RT mixture
contained 1X RT buffer [10 mm Tris-HCI (pH 9.0), 50 mm KCl, 0.1%

Triton X-100], 1 mm of each dNTP, 1 U/ ul recombinant RN Asin ribo-
nuclease inhibitor, 15 U AMV reverse transcriptase, and 0.5 pug random
primers. The cDNA reaction was incubated for 10 min at 25 C followed
by 60 min at 42 C and then heated 5 min at 95 C.

Real-time PCR

Real-time quantitative PCR analyses were performed with 2 ul cDNA
on LightCycler Instrument (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), us-
ing the SYBR green fluorescence method and in a final volume of 20 ul.
The following primers were used: for specific AQP7, 5'-caaaatggtctcct-
ggteeg-3" and 5'-gactccgaagecaaaacce-3'; for MCP-1, 5'-tetgtgectgetget-
catag-3' and 5'-cagatctccttggecacaat-3'; for PPARYy, 5'-ctatggagttcatgct-
tgtg-3' and 5'-gtactgacatttattt-3’; for sterol-responsive element binding
protein 1c (SREBPIc), 5'-aaggtgaagtcggegegg-3' and 5'-atcggggctg-
geaggg-3'; for TNFa, 5'-gagcactgaaagcatgatcc-3’ and 5'-getggttatetct-
cagctcca-3'; and for IL-6, 5'-cggtacatcctegacgg-3' and 5'-tgatgattttcac-
caggc-3'. The housekeeping genes used to normalize gene expression
were as follows: B-actin, 5'-ggacttcgagcaagagatgg-3' and 5'-agcactgtgt-
tggcgtacag-3’, and cyclophilin A (CYPA), 5'-caaatgctggacccaacac-3" and
5'-gcctecacaatattcatgecttctt-3'.

The purity of each amplified product was confirmed by melting curve
analysis and by adjusting the detection of the fluorescent signal to avoid
primer-dimmer detection.

Expression data were calculated with external standard curve, cre-
ated with serial dilutions of a cloned PCR fragment from the respective
gene, using LightCycler Software version 3.5 (Roche Diagnostics). Val-
ues are expressed as a ratio to the B-actin or CYPA expression.

Analysis of missense mutations

G to T substitution at exon 8 of the AQP7 gene led to the amino acid
substitution from glycine to valine at position 264 (G264V) (5). We searched
for this mutation in 178 Caucasian subjects. These included 127 nondiabetic
subjects (37 lean and 90 obese) and 51 type 2 diabetic subjects (14 lean and
37 obese). The following primers were used: 5'-TGAACGCAGCTGTGAC-
CTTTG-3' and 5'-TGGTCTTCATACGCCACAGA-3’, and for sequencing,
5'-GTAGCCTGGGGATGACTCCT-3".

The PCR products were directly sequenced on an ABI PRISM 310
automatic sequencer.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using the SPSS/PC+ statistical
package (version 13 for Windows; SPSS, Chicago, IL). For clinical and
anthropometric variables, normal distributed data are expressed as
mean value * sp, and for variables with no Gaussian distribution, values
are expressed as median (25-75th percentile). For statistical analysis of
expression variables that did not have a Gaussian distribution, values
were logarithmically transformed.

Differences in clinical or laboratory parameters between groups were
compared by using ANOVA with a post hoc Scheffé correction or a
Student’s t test. A univariate general lineal model was used to analyze
differences between groups correcting for confusing variables. Differ-
ences in sex between studied groups were analyzed by Pearson’s x* test.
Associations between quantitative variables were evaluated by Pear-
son/Spearman’s correlation analysis, and correction for confounding
and interacting variables was performed using a stepwise multiple
linear regression analysis. Results are expressed as unstandardized co-
efficient (B) and 95% confidence interval for B [95% CI(B)]. Statistical
significance occurred if a computed two-tailed probability value was
< 0.05.

Results
Obesity study

The main anthropometric and analytical characteristics of
the studied population are shown in Table 1. Our data
showed that severely obese patients had significantly lower
glycerol concentrations than nonseverely obese.

Relative mRNA expression in sc adipose tissue

Table 1 shows the relative expression levels of the different
studied genes. Regarding AQP7, severely obese subjects
showed significantly decreased expression levels when com-
pared with lean and nonseverely obese. Given that the
groups were mismatched for gender and taking into account
that our group of severely obese subjects was composed
mainly of women, an analysis was performed to verify
whether the observed differences were due to BMI. A uni-
variate general lineal model was constructed considering
only women and the results showed that AQP7 expression
had significant lower levels with increasing BMI (P = 0.001).
Therefore, we can conclude that AQP7 gene expression is
reduced in severely obese women. Reduction in AQP7 ex-
pression in the adipose tissue in severely obese men was not
confirmed because of the absence of an adequate number of
subjects in this group.

Additionally, severely obese patients had significantly
higher mRNA levels of MCP-1, IL-6, and TNFa and lower
mRNA levels for SREBPIc. No significant differences were
found in PPARvy expression among the studied groups.

Type 2 diabetes study

The main anthropometric and analytical characteristics of
the studied population are shown in Table 2. No significant
differences were found in glycerol concentrations between
the nondiabetic obese cohort and the obese type 2 diabetic
subjects.

Relative mRNA expression in sc adipose tissue

AQP7 expression in adipose tissue was similar in nondia-
betes and type 2 diabetes (Table 2). Obese patients with type
2 diabetes, showed significantly increased PPARy mRNA
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expression levels and significantly reduced SREBP1c mRNA
levels when compared with nondiabetic obese subjects.

Correlation and regression analysis results

For bivariate correlation analysis, all of the studied pop-
ulation was included (n = 103). We found that AQP7 mRNA
expression levels were positively associated with age (r =
0.197; P = 0.046) and PPARy (r = 0.265; P = 0.012) and
negatively associated with BMI (r = —0.473; P < 0.001),
hsCRP (r = —0.264; P = 0.019) and MCP-1 (r = —0.203; P =
0.044) and TNFa (r = —0.209; P = 0.036) mRNA expression.
The independence of the associations was evaluated by lin-
ear regression analysis, including sex and presence of type 2
diabetes as confounding variables. We found that AQP7
mRNA expression was positively associated with PPARvy
[B =0.248, P = 0.002, and 95% CI(B) = 0.102/0.394 in women,
and B = 0.321, P = 0.004, and 95% CI(B) = 0.114/0.529 in
men] and negatively associated with TNFa mRNA in men
[B = —0.329, P = 0.005, and 95% CI(B) = —0.549/—0.109].

Determination of G264V mutation of the AQP7 gene in
human Caucasian subjects

From the 178 subjects analyzed for G264V mutation, 14
presented the studied mutation (8%). The distribution of the
mutation in the obese and diabetic population did not show
differences (x* = 0.15 and P = 0.69 between lean and obese
subjects, and X =2.34and P = 0.12 between nondiabetic and
type 2 diabetic patients). Frequency distribution is shown in
Table 3. Only one homozygous subject who had type 2 di-
abetes and was overweight (BMI = 28) was identified and
had glycerol levels below the 10th percentile.

Discussion

The AQP7 gene was cloned from human white adipose
tissue, and it operates as a water-glycerol channel. In hu-
mans, it is abundantly expressed in white adipose tissue,
although expression has been found also in sperm, kidney,
and skeletal muscle (6). Modulation of AQP7 expression has
been suggested to play a role in the development of obesity
inrodents (10-12). Only two previous works analyzed AQP7
expression in human obesity, describing lower levels in small
cohorts (six and five subjects) of obese people (14, 17). Our
results are in accordance with these preliminary findings,
showing lower AQP7 expression levels in sc adipose tissue
from severely obese nondiabetic women.

The metabolic outcome of adipose tissue may be different
according to the anatomical origin; however, no differences

TABLE 3. Frequency of G264V mutation in AQP7 gene

n G264V
Lean
Nondiabetes 37 2 (5.4%)
Type 2 diabetes 14 1(7.1%)
Obese
Nondiabetes 90 5 (5.5%)
Type 2 diabetes 37 6% (16.2%)

The obese group includes obese and severely obese subjects.
“ One of the six subjects was homozygous for G264V mutation. The
other mutations were identified in heterozygous form.

Downloaded from jcem.endojournals.org at Biblioteca de la Universitat de Barcelona on September 13, 2007


http://jcem.endojournals.org

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2
I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS
ISBN:978-84-693-5428-5/DL:T-1419-2010

3644 J Clin Endocrinol Metab, September 2007, 92(9):3640-3645

between omental and sc fat appear to exist regarding AQP7
expression (13). In the same study, sexual dimorphism with
higher levels in women has been described, although only 10
men and four women were analyzed (13). We have not found
gender differences in AQP7 expression in subjects without
severe obesity (data not shown). However, we cannot as-
sume this observation for severely obese subjects, because in
our case, this group was mainly constituted by women.

The biological function of this gene as a glycerol channel
has been studied in animal models deficient for AQP7 (10—
11). Only in one model were lower glycerol plasma circu-
lating levels detected (12), whereas others (11) did not find
serum glycerol parameters altered; however, they found a
reduction in glycerol permeability in 3T3-L1 knockdown
adipocytes (10). In our study in humans, plasma glycerol
levels were found to be significantly lower in severely obese
women, and despite lower AQP7 mRNA expression in these
subjects, no correlation was detected between gene expres-
sion and glycerol circulating levels. A possible explanation
for this lack of correlation could be due to the existence of an
alternative glycerol secretion in human adipocytes, as has
been suggested by other authors (3, 5, 10).

Promoter studies on the AQP7 human gene have identified
a putative insulin response motif that mediates insulin sup-
pression of the human AQP7 gene as well as one putative
regulatory element for PPARYy (5), similar to what happened
in the genomic structure of the mouse gene (18). In animal
studies, it is well documented that AQP7-deficient mice or
3T3-L1 knockdown adipocytes exhibit an altered insulin
state (11). In humans, we have shown that mRNA AQP7
expression in sc adipose tissue is not affected in obese type
2 diabetic patients when compared with their nondiabetic
counterparts. Likewise, glycerol circulating levels were sim-
ilar in both cohorts with independence of AQP7 expression,
albeit it is known that plasma glycerol levels depend on
several factors within the adipocytes, including the rate of
lipolysis, cytoplasmic glycerol concentration, and plasma-
membrane glycerol permeability. Although these results
may argue against a direct implication of AQP7 on the insulin
resistance state, additional experiments need to be done to
determine whether there are any alterations at the posttran-
scriptional level altering glycerol permeability. In fact, AQP7
sc expression was negatively related to local proinflamma-
tory expression genes in adipose tissue, such as MCP-1 and
TNFa, which are associated with poor environmental insulin
sensitivity. This observation is in agreement with in vitro
studies with differentiated 3T3-L1 adipocytes where sup-
pression of AQP7 expression was mediated by TNFa stim-
ulation (8), a cytokine involved in the pathogenesis of insulin
resistance. Concerning adipogenic factors, AQP7 expression
levels were found to be positively determined by PPARy
mRNA expression, reinforcing the implication of the perox-
isome proliferator response element site as a transcriptional
regulatory element.

Genotypic characterization of our Caucasian population
on the AQP7 gene showed up to 8% of the subjects with the
G264V mutation. Despite that this frequency was higher than
the one reported by Kondo et al. (5) in the Japanese popu-
lation, we failed to find an association with obesity or type
2 diabetes. However, a more adequately powered statistical
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association analysis in Caucasian subjects should be per-
formed before a definite conclusion in the genetic suscepti-
bility to both comorbidities can be stated. We detected ab-
sence of R12C and V59L gene variants (data not shown). It
is worth mentioning that 43% of the subjects that carried the
G264V mutation were both obese and type 2 diabetic, in
contrast to 0% in the Japanese population (5).

Additionally, we detected a homozygous subject for the
G264V mutation, who had plasma glycerol levels within the
normal values, in agreement with the one described by
Kondo et al. (5), suggesting once more the hypothesis of an
alternative glycerol channel in adipocytes.

Although our studied sample was insufficient for deter-
mining genetic associations, the observed frequencies are
clearly different from those reported in the Japanese popu-
lation. Other association studies have been published with a
correct sample size, which report that an A—953G variant,
which negatively modulates AQP7 expression, in the AQP7
promoter, is associated with higher risk of being obese or
having type 2 diabetes in women (17). However, although
their results are statistically significant, there are odds ratio
values close to the null hypothesis when analyzing the con-
fidence interval, which means that this will be not accom-
plished in all —953G subjects. However, we have not de-
tected down-regulation of AQP7 in type 2 diabetic patients.

In conclusion, the present study shows that sc adipose
tissue AQP7 expression in severely obese women is down-
regulated and has lower plasma glycerol levels. Additional
studies need to be done to confirm whether this statement is
accomplished also in severely obese men. Additionally, we
report that type 2 diabetes does not affect AQP7 expression.
A clear relation between AQP7 and PPARy expression has
been observed, and local proinflammatory gene expression
shows a negative relationship with AQP7 expression in ad-
ipose tissue.

Further studies are needed on human AQP7 adipocyte
physiology (glycerol secretion and its regulation) to clarify its
role in glucose homeostasis, insulin resistance, and adipocyte
biology.
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Abstract

The trafficking of glycerol from adipose and hepatic tissue is mainly mediated by 2 aquaporin channel proteins: 4QP7 and AQP9,
respectively. In rodents, both aquaporins were found to act in a coordinated manner. The aim was to study the relationship between adipose
AQP?7 and hepatic AQP9 messenger RNA expression and the presence of glucose abnormalities simultaneously in morbid obesity. Adipose
tissue (subcutaneous [SAT] and visceral [VAT]) and liver biopsies from the same patient were obtained during bariatric surgery in 30 (21
male and 9 female) morbidly obese subjects. Real-time quantification of AQP7 in SAT and VAT and hepatic AQP9 gene expression were
performed. A 75-g oral glucose tolerance test was performed in all subjects. The homeostasis model assessment of insulin resistance and
lipidic profile were also determined. Visceral adipose tissue AQP7 expression levels were significantly higher than SAT 4QP7 (P = .009).
Subcutaneous adipose tissue AQP7 positively correlated with both VAT AQP7 and hepatic AQP9 messenger RNA expression (» = 0.44, P =
.013 and = 0.45, P =.012, respectively). The correlation between SAT AQP7 and liver AQP9 was stronger in intolerant and type 2 diabetes
mellitus subjects (» = 0.602, P = .011). We have found no differences in compartmental 4QP7 adipose tissue distribution or AQP9 hepatic
gene expression according to glucose tolerance classification. The present study provides, for the first time, evidence of coordinated
regulation between adipose aquaglyceroporins, with a greater expression found in visceral fat, and between subcutaneous adipose AQP7 and
hepatic AQP9 gene expression within the context of human morbid obesity.
© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction lipase activated by insulin recruits fatty acids from circula-

tion into the adipocytes; and both are esterified into

Adipose tissue has a major role as an energy storage organ
where many metabolic changes occur in response to the
whole-body energy balance. Under lipogenic conditions,
insulin increases glucose transport into the cell; and glucose
is converted to glycerol-3-phosphate. Likewise, lipoprotein
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triglyceride (TG). Conversely, under lipolytic conditions,
catecholamines stimulate adrenergic receptors that translo-
cate hormone-sensitive lipase, which is a key enzyme in
hydrolyzing TG to free fatty acids (FFA) and glycerol. Free
fatty acids and glycerol are used for thermogenesis and
gluconeogenesis, respectively. In fasting states, gluconeo-
genesis from the liver is the main source of plasma glucose
[1]; and about 22% of total glucose production comes from
glycerol in humans [2], the adipose tissue being the main
source of plasma glycerol. Trafficking of glycerol from
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adipose and hepatic tissue is mainly mediated by 2 aquaporin
channel proteins: AQP7 and AQPY, respectively. AQP7 is
the sole described channel that permits the exit of glycerol
from adipocytes, and plasma glycerol is introduced into the
hepatocytes by the A0P9 [1,3]. Both aquaporins act in a
coordinated manner. In animal studies, feeding state reduces
the messenger RNA (mRNA) expression of the adipose
AQP7 and results in a reduction of glycerol release from
adipocytes [4]. Feeding also reduces liver AQP9 mRNA
expression and glycerol-induced gluconeogenesis [1]. How-
ever, obese and insulin-resistant db/db mice show increased
AQP7 and AQP9 mRNA levels (in mesenteric fat and liver,
respectively), despite hyperinsulinemia [1]. Increased gly-
cerol release from adipocytes in parallel with increased
gluconeogenesis induced by the high glycerol levels in portal
vein results in hyperglycemia through the pathologic
induction of liver AQPY [1].

Adult AQP7-knockout animals develop obesity by
increasing hypertrophic adipocytes in epididymal white
adipose tissue with higher intracellular glycerol content
compared with wild-type mice [5]. Moreover, AQP7-
knockout mice develop severe insulin resistance associated
with obesity. These observations have led us to propose
AQP7 as a new factor influencing not only glycerol but
also glucose metabolism.

Studies on AQP7 in human obesity are scarce and have
shown differences according to the source of the adipose
tissue. In this regard, lower AQP7 mRNA levels have been
described in subcutaneous adipose tissue (SAT) samples
from subjects with severe obesity than those obtained in lean
subjects [6-8]. By contrast, higher AOP7 mRNA expression
has been found in visceral adipose tissue (VAT) from
massively obese subjects [9]. AOP7 mRNA levels in type 2
diabetes mellitus (T2D) subjects were similar to those in
nondiabetic controls in both adipose depots [6,9]. With
regard to AQP9 gene expression in the liver, it appears to be
down-regulated by insulin, potentially via an “insulin-
responsive element” in the AQP9 promoter. In this sense,
there is only 1 study showing a down-regulation of this gene
in liver biopsies obtained from obese T2D patients [9].

The close regulatory mechanism depicted by these 2
aquaporins and their role in glycerol and glucose metabolism
would suggest a need to increase our knowledge of its
behavior in human obesity. To shed light on this issue, we
have studied paired 40P7 mRNA expression in adipose
(SAT and VAT) tissue and AQP9 mRNA hepatic expression
in biopsies from a cohort of morbidly obese patients. In
addition, the relationship between AQP7 and AQP9 mRNA
expression and the presence of glucose abnormalities were
also investigated.

2. Methods and materials

We recruited 30 consecutive morbidly obese subjects of
Caucasian origin who underwent gastric bypass surgery at

the University Hospital Vall d’Hebron (Barcelona, Spain).
All patients met the eligibility criteria established by the
guidelines of the National Institutes of Health Consensus
Conference [10]. The preoperative evaluations included
assessment by an endocrinologist, a psychiatrist, and a
pneumonologist to identify and treat all comorbid medical
conditions before operation. None of the subjects presented
evidence of metabolic disease other than obesity, diabetes,
and dyslipidemia. No T2D patients were receiving glitazone
treatment. All hypolipidemic and oral hypoglycemic agents
were stopped at least 72 hours before the surgical procedure.

Before the surgical procedure, a 75-g oral glucose
tolerance test was performed on those patients in whom
diabetes was not previously diagnosed; and patients were
classified according to American Diabetes Association
criteria [11].

The ethics committee approved the study, and informed
consent was obtained from all enrolled patients.

2.1. Anthropometric measurements

Height was measured to the nearest 0.5 cm and body
weight to the nearest 0.1 kg. Body mass index was calculated
as weight (kilograms) divided by height (meters) squared.
Waist circumference was measured midway between the
lowest rib margin and the iliac crest.

2.2. Histologic studies of liver

Hematoxylin-eosin and trichrome stains of all liver
biopsies were reviewed by a pathologist without knowledge
of the clinical data and were then classified according to the
criteria of Brunt [12]. The following parameters were graded
in the biopsies: (a) steatosis, 0 to 3; (b) hepatocyte
balloonization, 0 to 3; (¢) lobular inflammation, 0 to 3; and
(d) portal inflammation, with or without different fibrosis
stages, 0 to 4.

2.3. Collection and processing of samples

All patients had fasted overnight, at least 12 hours before
undergoing the surgical procedure. Two experienced sur-
geons in abdominal surgery performed all the laparoscopic
Roux-en-Y gastric bypass procedures. Blood samples were
collected before the surgical procedure from the antecubital
vein, 20 mL of blood with EDTA (1 mg/mL) and 10 mL of
blood in silicone tubes. Fifteen milliliters of collected blood
was used for the separation of plasma. Plasma and serum
samples were stored at —80°C until analytical measurements
were performed. Five milliliters of blood with EDTA was
used for the determination of glycated hemoglobin (HbA ).

During the surgical procedure, adipose tissue samples
from SAT and VAT were obtained, as well as a liver
biopsy from the same patient included in the study.
Adipose tissue samples were washed in phosphate-
buffered saline 1x, immediately frozen in liquid nitrogen,
and stored at —80° C. The liver biopsies were collected in
an RNA preservative solution (RNAlater; Sigma-Aldrich,
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St Louis, MO). After RNA later solution was removed, the
samples were immediately frozen in liquid nitrogen and
were stored at —80° C.

2.4. Analytical methods

Glucose, cholesterol, and TG plasma levels were
determined in a Hitachi 737 autoanalyzer (Boehringer
Mannheim, Marburg, Germany) using the standard enzyme
methods. High- and low-density lipoprotein (LDL) choles-
terol was quantified after precipitation with polyethylene
glycol at room temperature (PEG-6000). Plasma insulin was
determined by radioimmunoassay (Coat-A-Count Insulin;
Diagnostic Products, Los Angeles, CA) in all subjects of the
study, except in T2D patients treated with insulin. The
HbA,. was measured by chromatography microcolumn
(IsoLab, Akron, OH). Plasma high-sensitivity C-reactive
protein was determined by a highly sensitive immunone-
phelometry kit (Dade Behring, Marburg, Germany). Plasma
glycerol levels were analyzed using a free glycerol
determination kit, a quantitative enzymatic determination
assay (Sigma-Aldrich). Intra- and interassay coefficients of
variation were less than 6% and less than 9.1%, respectively.
Nonesterified free fat acid (NEFA) serum levels were
determined in an Advia 1200 autoanalyzer (Siemens,
Munich, Germany) using an enzymatic method developed
by Wako Chemicals (Neuss, Germany). Assay sensitivity
was 0.01 mEq/L, and the inter- and intraassay coefficients of
variation were lower than 8%.

The homeostasis model assessment of insulin resistance
was calculated as [glucose (milligrams per deciliter) x
insulin (micro—international units per liter)]/405 [13].

2.5. Gene expression relative quantification

Four hundred to 500 mg of frozen adipose tissue and
200 mg of frozen liver tissue were homogenized with an
Ultra-Turrax 8 (Ika, Staufen, Germany). Total RNA was
extracted using an RNeasy Lipid Tissue Midi Kit (QIAGEN
Science, Hilden, Germany) for adipose tissues and an
RNeasy Midi Kit (QIAGEN) for hepatic biopsies, duly
following the manufacturer’s instructions. Total RNA was
treated with 55 U RNase-free DNase (QIAGEN) before
column elution to avoid contamination with genomic DNA.

A total of 1.5 ug of RNA was reverse transcribed to
complementary DNA (cDNA) using a High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) in a final volume of 20 uL.

Real-time quantitative polymerase chain reaction was
performed with 1 uL of cDNA on a 7900HT Fast Real-
Time PCR System using Taqman Assays (Applied
Biosystems). Three replicate reactions per sample and
gene were performed. SDS software 2.3 and RQ Manager
1.2 were used to analyze the results with the comparative C;
method (2724¢Y). Data were expressed as an n-fold
difference relative to the calibrator (a mix of 3 tissues).
The C, values for each sample were normalized with the

geometric mean of 2 endogenous controls: PPIA (cyclo-
philin A) and ACTB (p-actin).

2.5.1. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS/PC+
statistical package (version 15 for Windows; SPSS, Chicago,
IL). For clinical and anthropometric variables, normally
distributed data are expressed as mean value + SD; and for
variables with no Gaussian distribution, values are expressed
as median (75th percentile). For statistical analysis of
expression variables that did not have a Gaussian distribu-
tion, values were logarithmically or inversely transformed.

Differences in clinical/laboratory parameters or expres-
sion variables between groups were compared by using
analysis of variance with a post hoc Scheffe correction.
Interactions among factors as well as the effects of covariates
and covariate interactions with factors were assessed by
general linear model univariate analysis. Associations
between quantitative variables were evaluated by Pearson
or Spearman (for non-Gaussian—distributed variables) cor-
relation analysis. Correction for confounding and interacting
variables was performed using a stepwise multiple linear
regression analysis. Results are expressed as multiple
correlation coefficient (R). Statistical significance occurred
if a computed 2-tailed probability value was < .050.

3. Results

3.1. Aquaporin expression levels according to glucose
tolerance status

Clinical and laboratory variables of the study participants
are summarized in Table 1. The T2D obese patients were
significantly older than normoglycemic (NG) subjects
(50.14 + 6.01 vs 41.08 £ 590 years, P = .018); and
therefore, this was taken into account in the statistical
analysis. Impaired glucose tolerance (IGT) and T2D subjects
showed significantly increased fasting glucose levels
compared with NG subjects. Low total and LDL cholesterol
levels in the T2D patients were mainly due to the high
percentage (43%) of preoperative statin treatments. Circulat-
ing serum glycerol and NEFA levels were not significantly
different between the studied groups (Table 1).

We did not find any statistical difference in mRNA
expression of AQP7 in adipose tissue (SAT and VAT) or
AQP?Y in the liver according to glucose tolerance classifica-
tion, despite controlling for age (Table 1). Subjects with IGT
or T2D showed a strong positive correlation between
subcutaneous adipose AQP7 and A0P9 mRNA levels (r =
0.602, P =.011) (Fig. 1).

3.1.1. Aquaporin expression in the entire obese cohort
When the whole sample was considered (n = 30), AQP7
expression levels were compared in both adipose depots and
analyzed by sex using a univariate general linear model. The
results showed that AQP7 levels differed between adipose
depots (P = .009, with a partial 5* of 11.5%, which reports
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Table 1
Clinical, anthropometric, and analytical characteristics (units) and relative mRNA levels (arbitrary units) according to glucose tolerance classification
NG (n = 12) IGT (n = 11) T2D (n =7)

Anthropometric and analytical characteristics

Age (y) 41.1+£59 482 + 8.5 50.1 + 6.0*
Female/male (n) 4/8 2/9 3/4
BMI (kg/m?) 433+5.1 445+£56 432 +4.1

Waist circumference (cm)
Antihypertensive treatment (%)
Hypolipidemic agents (%)

Oral hypoglycemic agents (%)
Fasting glucose (mg/dL)
Insulin (uIU/mL)

HOMA-IR

HbAlc (%)

TG (mg/dL)

Cholesterol (mg/dL)

HDL cholesterol (mg/dL)

LDL cholesterol (mg/dL)
Glycerol (umol/L)

NEFA (mmol/L)

hs-CRP (mg/L)

Relative mRNA levels (arbitrary units)
AQP7 SAT

AQP7 VAT

AQP9 liver

124.3 (133.6)
33,3

89.5 (97.3)
15,8 + 7,4
3,48 + 1,55
525034
119.5 (200.3)
190.0 (212.0)
43.0+128
117.0 £25.8
131.0 £51.0
0.64 +0.18
0.47 (0.84)

1.02 + 0.45
133+0.75
431 (7.75)

125.0 (128.5)
454

27,2

18

110.5 (118.3)*
20,6 + 11,5
541 +3,10
576+ 0.44
128.0 (155.8)
208.0 (243.3)
49.5+73
134.3 £ 43.7
109.8 + 25.2
0.63 = 0.14
1.30 (1.88)*

113 =027
1.36 = 0.61
4.19 (5.67)

126.3 (147.1)
71

42,8

71

113.0 (163.0)"
11,0£7,5
425+253
7.72 +2.28"
150.0 (178.0)
134.0 (153.0)*
39.1 £7.1

69.5 + 14.1%%
120.5 £ 24.5
0.79 + 0.27
1.05(1.27)

0.83 +0.35
1.30 = 0.51
3.04 (11.15)

BMI indicates body mass index; HDL, high-density lipoprotein; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; HOMA-IR, homeostasis model assessment of

insulin resistance.
Differences vs NG: *P <.05; P <.01.
Differences vs IGT: *P <.05; 5P < .01.

the proportion of total variability attributable to depot origin)
(Fig. 2) but not with sex. No differences attributable to sex

were found for AQP9 expression levels (P = .158).

The SAT and VAT AQP7 adipose depots were positively
correlated ( = 0.449, P = .013) (Fig. 3). No other clinical or
analytical variables were found to be associated with AQP7
adipose expression. Subcutaneous adipose tissue AQP7 and

SAT AQP?7 relative expression

0,54

T
0,4 0,6

Liver AQP9 relative expression

Fig. 1. Correlation between SAT AQP7 and AOP9 mRNA levels in IGT and
T2D subjects (arbitrary units) (» = 0.602, P = .011).

T
08

Relative AQP7 mRNA levels

hepatic AQP9Y showed a positive correlation (» = 0.459, P =
.012). Hepatic AQP9 expression also showed a negative
correlation with plasma TG levels (r = —0.399, P = .036).
To test the strength of these associations, we constructed a
linear regression model for each aquaporin to analyze the

2,5 4

2,0 —

1,5

1,0 4

0,5 1

SAT

VAT

Fig. 2. Levels of expression of VAT AQP7 relative to SAT AQP7 (n = 30,
mean + SD; *P = .009).
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254 AQP?7 expression was analyzed in both SAT and VAT in a
small cohort of morbidly obese subjects, sex dimorphism
. was suggested, showing increased expression levels in
2,09 women [15]. However, in our study, we failed to find
differences attributable to sex, in accordance with our
1.6 previous observation in nonsevere obese subjects [6].

SAT AQP7 relative expression
>

o

5]
1

o

o
o
1

T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
VAT AQP7 relative expression

Fig. 3. Correlation between SAT and VAT AQP7 mRNA levels (arbitrary
units) (r = 0.449, P = .013).

main effects, as well as an interaction term for sex, age, and
hypolipidemic or hypoglycemic treatment effects, for each
aquaporin. Subcutaneous adipose tissue AQP7 and VAT
AQP7 were positively related with SAT AQP7 as dependent
variable (R = 0.508, P = .019) and with VAT AQP7 as
dependent variable (R = 0.627, P = .004). Hepatic AQP9
expression remained negatively associated with plasma TG
concentration and with SAT AQP7 expression (R = 0.623,
P =.008 and P = .010, respectively).

We did not find any relationship between the hepatic
mRNA levels of 40P9 and the degree of hepatic steatosis
or fibrosis.

4. Discussion

The present study provides, for the first time, evidence of
a coordinated regulation between subcutaneous adipose
AQP7 and hepatic AQP9 gene expression within the context
of human morbid obesity. Moreover, SAT AQP7 and hepatic
AQPY mRNA levels are positively correlated. In addition, a
negative association between liver A0P9 mRNA expression
and circulating TG levels is described independently of
glucose metabolic status.

It has been suggested that adipose tissue has 2
functionally different preadipocytes. These 2 “pools”
(VAT and SAT) of adipose tissue depots receive differential
sympathetic innervations and have different enlargement
rates with a characteristic release of hormones and
metabolites specific for each tissue compartment [3].
Adipose tissue distribution depends on many factors, and
sex is one of the main contributors for explaining body fat
distribution. Thus, it is well known that estrogens increase
the size and number of subcutaneous adipocytes and
attenuate lipolysis [14]. In a previous report in which

Likewise, visceral fat showed greater AQP7 levels than
SAT, confirming a previous observation in isolated visceral
adipocytes in which AQP7 was overexpressed in compar-
ison with subcutaneous adipocytes [15]. Increased lipolytic
activity of visceral adipocytes may be partly responsible for
these differences. In comparison with subcutaneous fat,
VAT is more sensitive to catecholamine-induced lipolysis
and less sensitive to the antilipolytic effects of insulin. In
fact, increased expression of lipoprotein lipase and
hormone-sensitive lipase in visceral vs subcutaneous fat
has been reported [16,17].

We have found no differences in compartmental 4QP7
adipose tissue gene expression according to glucose
metabolic status. It may be worth considering that, in
morbid obesity, the presence of insulin resistance does not
influence the greatest expression of AQP7 observed in
VAT. In fact, this observation has been made for other
lipolytic genes, like adipose triglyceride lipase, which
catalyzes the initial step in TG hydrolysis and has a close
regulation with insulin. This enzyme is not differentially
expressed between visceral and subcutaneous fat, despite
being related to insulin sensitivity independently of body
fat mass and fat distribution [16].

Similar assumptions may be deduced from the analysis
of hepatic AQP9 expression in our morbidly obese cohort.
Glucose tolerance distribution did not influence 4AQP9
liver expression. However, the design of our study does
not permit to discard an effect of insulin on human 4Q0P9
mRNA liver expression. In fact, most of our patients
showed a notable degree of insulin resistance before
surgery, which could contribute to explaining the absence
of differences in AQP9 gene expression observed after
glucose tolerance classification. Furthermore, a close
correlation between subcutancous AQP7 and hepatic
AQPY expression was observed mainly in intolerant and
T2D patients. AQP7 and A0OP9 mRNA expression has
been shown to be coordinately regulated by plasma
concentrations of insulin in rodents, in accordance with
nutritional condition, such as fasting and refeeding. These
facts indicate the possible involvement of aquaglyceropo-
rins in pathophysiologic glucose metabolism [1]. Our work
supports these observations, showing a robust correlation
between SAT AQP7 and AQP9 liver expression mainly in
patients with an altered glucose metabolism. It remains to
be determined whether AQP7 and AQP9 protein levels
have similar profiles to mRNA because the present study
was conducted only by examining mRNA levels.

Visceral adipose tissue has drainage over the portal
venous system with a direct flow to the liver, and it is
reasonable to assume that the main dependence for 40P9
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expression comes from visceral fat. We have no satisfactory
explanation for this preferential association between SAT
and hepatic aquaglyceroporins; however, the strong rela-
tionship between SAT and VAT aquaporins (26% of SAT
AQP7 variability was explained by VAT AQP7 levels)
may be partly responsible for this association. We know
that the transversal design of our study does not permit to
infer mechanistic conclusions, and we are conscious that
many other variables could be related with fat and hepatic
aquaporin coordination. Therefore, one is tempted to
speculate as to an alternative glycerol secretion channel
in adipocytes, as has been suggested by many authors
[18-20]. To date, 4 aquaglyceroporins have been described
(A0OP3, 7, 9, and 10), with glycerol transport ability, close
to diffusion rates and with a low conductance to water.
Although the expression of AQOP3 in mice liver [21] and
AQP9 in pig adipose tissue [22] has been described, to
our knowledge, in humans no other aquaglyceroporin in
adipose tissue and liver than AQP7 and AQP9 has been
described. Moreover, we have not found AQP10 expression
in adipose tissue (data not shown).

Measurement of circulating glycerol levels underesti-
mated the glycerol released into the portal vein by adipose
tissue before its clearance by the liver [23]. This could help
interpret the absence of correlation observed between
aquaglyceroporin expression in both adipose and hepatic
tissues, and circulating glycerol levels, although the
negative association between plasma TG levels and 4QP9
expression reveals an indirect role of A0P9 in glycerol
metabolism, in agreement with the metabolic findings
described in AQP9-knockout mice [24]. Besides, FFA
release into circulation by adipocyte lipolysis is also
undervalued because of the reesterification of the FFA in
adipose tissue. Thus, in humans, the recycling in this tissue
has been estimated to be as high as 40% [25]. Finally, it is
important to note that we did not find any relationship
between AQP9 expression in the liver and the degree of
hepatic steatosis or fibrosis. Therefore, it seems that AQP9
expression is not essential in regulating fatty liver deposits.
In agreement with these findings, Rojek et al [24] found no
apparent histologic abnormalities in the liver between
control mice and 4QP9-knockout mice.

One limitation to our study is the fact that protein levels
were not measured, which would show whether they are
correlated with gene expression.

In summary, we have found that glucose tolerance status
does not seem to influence adipose AQP7 and hepatic
AQPY expression in morbidly obese patients. However, a
close relationship between SAT AQP7 and hepatic AQP9
was found mainly in subjects with glucose metabolic
abnormalities. Adipose aquaglyceroporins appeared to be
regulated coordinately with a greater expression found in
visceral fat in our morbidly obese cohort. More mechanistic
studies are needed to further explore the implication and
response of AQP7 and AQP9 in physiologic and pathologic
glucose homeostasis.
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Endocrine Resea
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Circulating and Adipose Tissue Gene Expression of
Zinc-a2-Glycoprotein in Obesity: Its Relationship
with Adipokine and Lipolytic Gene Markers in
Subcutaneous and Visceral Fat

V. Ceperuelo-Mallafré,* S. Naf,* X. Escoté,* E. Caubet, J. M. Gomez,
M. Miranda, M. R. Chacon, J. M. Gonzalez-Clemente, L. Gallart, C. Gutierrez,
and J. Vendrell*

Endocrinology and Diabetes Unit (V.C.-M., S.N., X.E.,, M.M., M.R.C., L.G., C.G., J.V.), Research
Department, University Hospital of Tarragona Joan XXIlI, Pere Virgili Institute, 43007 Tarragona, Spain;
Diabetes Surgery Service (E.C.), Hospital de Sta Tecla, 43003 Tarragona, Spain; Endocrinology and
Diabetes Unit (J.M.G.), University Hospital of Bellvitge, 08907 Barcelona, Spain; and Diabetes
Endocrinology and Nutrition Department (J.M.G.-C.), Hospital de Sabadell Institut Universitari Parc Tauli,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08208 Sabadell, Spain

Context: Zinc-a2-glycoprotein (ZAG) is a soluble protein similar to the class | major histocompat-
ibility complex heavy chain, which has been implicated in lipid catabolism. We hypothesized that
ZAG mRNA expression in adipose tissue may be linked with lipolyticand adipokine gene expression
and have a close relationship with clinical phenotype.

Objectives: The objective of the study was to analyze ZAG gene expression in human adipose tissue
from lean and obese subjects. ZAG circulating plasma levels and its relationship with cardiometa-
bolic risk factors were also studied.

Design: Seventy-three Caucasian (43 male and 30 female) subjects were included. Plasma and
adipose tissue [sc (SAT) and visceral (VAT)] from the same patient were studied. mRNA of PPARy,
hormone-sensitive lipase (HSL), adipose triglyceride lipase, adiponectin, omentin, visfatin,and ZAG
were quantified. Plasma concentrations of ZAG were determined with ELISA.

Results: ZAG plasma levels showed a negative correlation with insulin (r = —0.39; P = 0.008) and
the homeostasis model assessment for insulin resistance index (r = —0.36; P = 0.016). No differences
in ZAG circulating levels according to body mass index classification were observed.

ZAG expression in SAT was significantly reduced in overweight and obese individuals compared with
lean subjects (P<0.001 and P = 0.007, respectively). ZAG mRNA expression in both SAT and VAT depots
were negatively correlated with many clinical and metabolic cardiovascular risk factors. After multiple
linear regression analysis, SAT ZAG was mainly predicted by adiponectin mRNA expression (B = 0.993;
P < 0.0001) and plasma triglyceride levels (B = —0.565; P = 0.006). VAT ZAG expression was predicted
by adiponectin expression (B = 0.449; P < 0.0001), and HSL VAT expression (B = 0.180; P = 0.023).

Conclusions: The present study provides evidence of a role of ZAG gene in adipose tissue metab-
olism, with a close association with adiponectin gene expression in sc and visceral fat. (J Clin
Endocrinol Metab 94: 5062-5069, 2009)
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assessment of insulin resistance; HSL, hormone-sensitive lipase; LMF, lipid-mobilizing fac-

liferator-activated receptor; RNase, ribonuclease; SAT, sc adipose tissue; VAT, visceral
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dipose tissue is the source of a wide variety of mole-
A cules involved in the regulation of energy balance,
body weight, appetite, and carbohydrate metabolism.
Some of these proteins have an autocrine function on ad-
ipose tissue homeostasis and in turn, they are secreted into
the peripheral circulation with a systemic effect on meta-
bolic events.

Zinc-a2-glycoprotein (ZAG) was originally described
as a soluble protein closely related to class 1 family anti-
gens of the major histocompatibility complex (1). ZAG
was initially isolated from human plasma but is widely
distributed in many body fluids such as saliva, milk, urine,
sweat, etc. (2). The biological functions of ZAG are het-
erogeneous, with data suggesting potential roles in the
progression of prostate, breast and bladder cancer, de-
mentia, cell cycle inhibition, and melanin synthesis. Like-
wise, actions involving cell adhesion, immunoregulation
and ribonuclease (RNase) activity have been described (3).
Because of the similarities of ZAG with lipid-mobilizing
factor (LMF), interest is focused on this protein as a pos-
sible contributor to the lipolysis observed in cachectic pa-
tients suffering from malignant tumors (4-6). Lipolysis is
a process catalyzed by a cAMP-dependent protein kinase
A, and both LMF and ZAG are associated with an acti-
vation of the adenylate cyclase in adipocyte plasma mem-
branes (6).

ZAG may directly stimulate lipolysis through interac-
tion with a B3-adrenoreceptor, suggesting a role in lipid
catabolism (7). Administration of recombinant human
ZAG in mice causes a decrease in body weight entirely
attributed to body fat loss, suggesting that ZAG would be
coupled with an increase in energy expenditure (7). It is
expressed and secreted by mature human adipocytes and
has actions mediated by the TNF-« and peroxisome pro-
liferator-activated receptor (PPAR)-y (8). All of the above
has led ZAG to be considered as a new adipokine with
potential beneficial effects in obesity.

A recent study in a ZAG-deficient mouse model dem-
onstrated increased body weight in comparison with wild-
type mice during treatment with a lipid-rich diet. This
effect was correlated with a decreased production of glyc-
erol from epididymal-isolated adipocytes indicating re-
duced lipolytic activity (9).

Despite much evidence from animal and in vivo studies
on humans, there are no clear data about the clinical rel-
evance of ZAG in human obesity and related metabolic
abnormalities. A recent report failed to find this circulat-
ing protein as a discriminator between healthy subjects
and patients with metabolic syndrome (10). In contrast,
expression levels of ZAG in human sc adipose tissue have
been found to be down-regulated in a small cohort of
obese men compared with lean subjects (11). All of the

above evidence has led us to hypothesize that ZAG mRNA
expression in adipose tissue may have a close relationship
with adipocyte expression of other adipokine and lipolytic
genes and that this may be influenced by the adipose tissue
location and clinical phenotype. To test this hypothesis,
we analyzed ZAG mRNA expression levels simulta-
neously in sc (SAT) and visceral adipose tissue (VAT) in a
cohort of lean and obese subjects. Its relationship with
some lipolytic genes and ZAG circulating plasma levels
was also explored.

Subjects and Methods

Processing and selection of study samples

Adipose tissue, serum, and plasma samples were selected
form an adipose tissue biobank collection. Subjects were re-
cruited by the endocrinology and surgery departments at the
University Hospital Joan XXIII (Tarragona, Spain) to contribute
to the biobank. Appropriate institutional review board approval
and adequate biobank informed consent were obtained from all
participants. Biobanking samples included total adipose tissue
from sc and visceral origin, serum, plasma, and DNA. All pa-
tients had fasted overnight, at least 12 h before surgical proce-
dure. Blood samples were collected before the surgical procedure
from the antecubital vein. Plasma and serum samples were stored
at —80 C until analytic measurements were performed. VAT and
SAT samples from the same individual were obtained during the
surgical procedure. Adipose tissue samples were collected,
washed in PBS one time, immediately frozen in liquid N,, and
stored at —80 C.

Samples were selected according to stratification by age, gen-
der,and body massindex (BMI). A cohort of 73 subjects matched
for age and gender with a BMI range of 19.82-38.54 kg/m?, was
selected for the study. All subjects were of Caucasian origin and
reported that their body weight had been stable for at least 3
months before the study. All subjects were scheduled for an elec-
tive surgical procedure (cholecystectomy or surgery for abdom-
inal hernia), and they had no metabolic diseases other than obe-
sity. They had been free of any infections in the month preceding
the study. Exclusion criteria were presence of liver or renal dis-
eases, malignancy, inflammatory chronic disease, and pharma-
cological treatments that may alter lipidic profile. The hospital’s
ethics committee approved the study.

Anthropometric measurements

Height was measured to the nearest 0.5 cm and body weight
to the nearest 0.1 kg. BMI was calculated as weight (kilograms)
divided by height (meters) squared. Waist circumference was
measured midway between the lowest rib margin and the iliac
crest.

The metabolic syndrome (MetS) was defined according to the
U.S. National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel III guidelines (12).

Analytical methods

Levels of glucose, cholesterol, and triglyceride in plasma were
determined inan ADVIA 1200 (Siemens AG, Munich, Germany)
autoanalyzer using the standard enzyme methods. High-density
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lipoprotein (HDL) cholesterol was quantified after precipitation
with polyethylene glycol at room temperature (PEG-6000).
Plasma insulin was determined by RIA (Coat-A-Count insulin;
Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA). Sensitivity was 2.6
mU/ml, and intra- and interassay coefficients of variation (CVs)
were less than 5%. Plasma glycerol levels were analyzed by the
use of a free glycerol determination kit in a quantitative enzy-
matic determination assay (FG01000; Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO) according to the manufacturer’s instructions. Intra-
and interassay CVs were less than 6% and less than 9.1%, re-
spectively. Nonesterified free fat acid (NEFA) serum levels were
determined in an Advia 1200 autoanalyzer (Siemens) using an
enzymatic method developed by Wako Chemicals (Neuss, Ger-
many). Assay sensitivity was 0.01 mEq/liter and the inter- and
intraassay CVs were lower than 8%. Plasma adiponectin levels
were measured using a standardized RIA kit from Linco Re-
search (St. Charles, MO). The kit has a sensitivity of 1 ng/ml in
100 wl sample size and range of 1-200 ng/ml. All samples were
diluted 1:500. The intra- and interassay CVs were 8 and 12%,
respectively. Serum leptin levels were determined by a human
ELISA kit (AssayMax human leptin ELISA kit; Assaypro, St.
Charles, MO), the intra- and interassay CVs were 4 and 7.7 %,
respectively. The kit has a sensitivity of less than 150 pg/ml.

Soluble TNF receptor 2 was determined by solid-phase en-
zymoimmunoassay with amplified reactivity (BioSource Europe
S.A., Nivelles, Belgium). The limit of detection was 0.1 ng/ml and
the intra- and interassay CVs were less than 7% and less than
9%, respectively. Circulating IL-6 (serum IL-6) was determined
by an ultrasensitive solid-phase enzymoimmunoassay (Bio-
Source). The sensitivity of the assay was 0.039 pg/ml. Intra- and
interassay CVs were less than 9.8% and less than 11.2%,
respectively.

Plasma ZAG levels were measured by sandwich ELISA (Bio-
Vendor Laboratory Medicine, Inc., Palackeho, Czech Republic).

The assay sensitivity was 0.673 ng/ml. The intra- and interassay
CVs were less than 5 and 6.6%, respectively.

Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-
IR) was determined according to the following equation: fasting
plasma glucose (millimoles per liter) X fasting plasma insulin
(microinternational units per milliliter)/22.5 (13).

Gene expression relative quantification

We analyzed relative mRNA expression levels in SAT and
VAT of PPARY, hormone-sensitive lipase (HSL), adipose tri-
glyceride lipase (ATGL), adiponectin, omentin, visfatin,
and ZAG.

Frozen adipose tissue (400-500 mg) was homogenized with
an Ultra-Turrax 8 (Ika, Staufen, Germany). Total RNA was ex-
tracted by using RNeasy lipid tissue midi kit (QIAGEN Science,
Hilden, Germany), and total RNA was treated with 55 U RNase-
free deoxyribonuclease (QIAGEN) following the manufacturer’s
instructions.

Total RNA (250 ng) was reverse transcribed to cDNA by
using a high-capacity cDNA reverse transcription kit with RNase
inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA) in a final volume
of 20 pl. One hundred ten nanograms of cDNA were used for
quantitative real-time PCR with duplicates. Cycle threshold (Ct)
value for each sample was normalized with the expression of
PPIA (cyclophilin A). Real-time quantitative PCR was per-
formed on 7900HT fast real-time PCR system using commercial
Tagman assays (Applied Biosystems) (see supplemental file, pub-
lished as supplemental data on The Endocrine Society’s Journals
Online web site at http://jcem.endojournals.org). SDS software
2.3 and RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems) were used to
analyze the results with the comparative Ct method (2~44<%): all
data were expressed as an n-fold difference relative to the cali-
brator (a mixture of the SAT and VAT tissues was used as cal-
ibrator sample).

TABLE 1. Anthropometric and analytical characteristics according BMI classification

Lean Overweight Obese

(n =19) (n = 36) (n = 18)
Age (yr) 51.68 = 15.96 58.94 + 14.25 59.22 £ 12.45
Females/males (n) 6/13 16/20 8/10
BMI (kg/m2) 23.11 £ 1.59 27.39 = 1.267 32.55 + 2.42°
Waist (cm) 83.76 = 7.90 94.64 = 10.77° 107.59 + 11.64>°
Waist to hip ratio (cm) 0.90 = 0.06 0.94 £ 0.11 0.93 £ 0.11
SBP (mm Hg) 121.47 £ 11.77 133.20 = 17.48 142.92 = 15.14¢
DBP (mm Hg) 68.47 +9.90 73.32 £ 9.69 80.00 + 13.48¢
Fasting glucose (mmol/liter) 5.06 = 0.57 6.16 = 1.91¢ 597 = 1.18
Insulin (ulU/ml) 451 = 3.44 6.73 + 4.71¢ 8.56 + 6.02¢
HOMA-IR 1.11 £ 0.84 1.81 = 1.36 2.36 + 1.63¢
Triglycerides (mmol/liter) 0.95 (1.57) 1.22 (1.48) 1.03(1.62)
Cholesterol (mmol/liter) 5.19 =1.18 492 +1.05 5.03 =0.88
HDL cholesterol (mmol/liter) 1.46 = 0.51 1.31 +0.37 1.36 = 0.27
NEFA (mwm) 0.99 + 0.71 0.79 £ 0.30 0.83 £ 0.30
Glycerol (um) 146.74 (238.17) 156.05 (206.56) 128.93 (307.43)
sIL-6 (pg/ml) 1.33(2.05) 1.35(2.65) 2.66 (5.25)¢
STNFR2 (ng/ml) 4.39 (5.67) 3.94 (4.72) 3.83 (4.66)
Leptin (ng/ml) 1.02 (4.12) 9.9 (18,09) 27.59 (58.98)7
ZAG (mgl/liter) 61.41 = 10.91 57.41 = 11.02 57.26 £ 12.41

Value data are presented as mean = sp or median (75th percentile) for nonnormally distributed variables. All nonparametric values were log transformed
for the statistical analysis. SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; sIL-6, serum IL-6; STNFR2, soluble TNF receptor 2.

2P < 0.001 compared to lean subjects; ® P < 0.001 compared to overweight subjects; < P < 0.05 compared to lean subjects; ¢ P = 0.01

compared to lean subjects; € P = 0.004 compared to overweight subjects.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DEL CANAL DE GLICEROL AQP7 I DE L'ADIPOQUINA ZAG EN L'AMBIT DE L'OBESITAT, LA DIABETIS TIPUS 2
I LA SINDROME METABOLICA. DUES PROTEINES IMPLICADES EN LA LIPOLISI DEL TEIXIT ADIPOS

ISBN: 978-84:moBndriBo P X/idkaly Db bed 2009, 94(12):5062-5069 jcem.endojournals.org 5065

p=0.007

p<0.001

ZAG mRNA expression. Arbitrary units
N
L

|

HOMA-IR index with a more proin-
flammatory profile evidenced by signif-
icantly higher levels of IL-6 compared
with lean subjects. No differences in
ZAG circulating levels were observed
according to the obesity group classifi-
cation or when the overweight and
obese groups were gathered as a single
group. ZAG plasma levels were similar
in both genders (59.2 = 13.68 mg/mlin
women vs. 57.9 = 9.53 mg/ml in men).

When the whole cohort was consid-
ered, ZAG plasma levels showed a neg-
ative correlation with insulin (r =
—0.39; P = 0.008) and the HOMA-IR
index (r= —0.36; P = 0.016).

No association between plasma cir-
culating levels and sc or visceral mRNA
ZAG expression levels was detected.

[ESAT depot
[CJVAT depot

T
obese

[n=18)

T T
lean overweight
{n=19) (n=36)

FIG. 1. ZAG mRNA in SAT depot was significantly increased in lean than overweight (P < 0.001)

and obese (P = 0.007) subjects. Differences in VAT were not significant.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using the SPSS/PC+
statistical package (version 16; SPSS, Chicago, IL). For clinical
and anthropometrical variables, normal distributed data are ex-
pressed as mean values (*sp), and for variables with a non-
Gaussian distribution, values are expressed as median (75th per-
centile). For statistical analysis of expression variables that did
not have a Gaussian distribution, values were logarithmically
transformed or analyzed by nonparametrical tests. Comparisons
between groups were performed by one-way ANOVA with a
post hoc Bonferroni correction or by a Kruskal-Wallis nonpara-
metric test when appropriate. Post hoc calculation showed that
the selected sample size had a 96 % power for detecting a signif-
icant difference (P < 0.05) between ZAG mRNA expression
levels according to BMI distribution.

Associations between quantitative variables were evaluated
by Pearson correlation analysis or Spearman correlation for non-
normally distributed variables. The independence of the associ-
ations was evaluated by linear regression analysis. Statistical sig-
nificance occurred if a computed two-tailed P < 0.05.

Results

Circulating plasma levels of ZAG

Subjects were classified as lean, overweight, and
obese by their BMI according to World Health Orga-
nization criteria (BMI <25 kg/m? for lean; =25 to <30
kg/m? for overweight, and =30 to <40 kg/m? for obese)
(14). Clinical and laboratory data of the study participants
are summarized in Table 1. The obese subjects had higher
mean (systolic and diastolic) blood pressure and mean

ZAG gene expression profile in
adipose tissue

Results of ZAG expression in SAT
and VAT depots
In the entire group, there were no differences in ZAG
gene expression according to the origin of the adipose
tissue depot. When SAT and VAT depots were analyzed
gathering the cohorts according to World Health Orga-
nization classification, lean subjects showed a signifi-
cantly higher ZAG expression in SAT thanin VAT (1.67
1.21vs. 1.14 £ 0.87; P = 0.017, respectively). No gender
dimorphism was detected for ZAG expression.

Results for ZAG expression according to obesity
classification

ZAG expression in SAT was significantly reduced in
overweight and obese individuals compared with lean
subjects (P < 0.001 and P = 0.007, respectively) (Fig. 1).
No differences were observed in VAT depot.

Correlations and multiple regression analysis for
ZAG expression

The correlation analyses between ZAG mRNA expres-
sion with clinical and analytical variables, in both SAT and
VAT, are shown in Table 2.

ZAG expression in SAT showed a strong positive cor-
relation with sc PPARy (r = 0.611; P = 0.0001), ATGL
(r=0.680; P =0.001), HSL (r = 0.589; P = 0.0001), and
adiponectin gene expression (r = 0.676; P = 0.0001).

ZAG expression in VAT was highly correlated with
visceral PPARy (r = 0.770; P < 0.0001), ATGL (r =
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TABLE 2. Bivariate correlations between ZAG expression levels and clinical or analytical variables in the whole

cohort
SAT ZAG VAT ZAG

R P value R P value
Weight —0.376 0.001 —0.335 0.004
BMI —0.366 0.001 —0.054 0.652
Waist —0.448 <0.001 —0.388 0.001
Waist to hip ratio —0.370 0.003 —0.523 <0.0001
SBP —0.401 0.003 —0.200 0.155
DBP —0.259 0.063 -0.118 0.406
Triglycerides —0.506 <0.001 —0.320 0.008
HDL cholesterol 0.289 0.016 0.022 0.857
NEFA —-0.017 —0.897 0.286 0.027
HOMA-IR —0.457 0.001 —0.356 0.001
Adiponectin 0.404 0.001 0.337 0.007

R, Correlation coefficient; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure.

0.747; P < 0.0001), adiponectin (r = 0.792; P < 0.0001),
and to a lesser extent with omentin (r = 0.260; P = 0.027).

Likewise, SAT and VAT depots of ZAG mRNA were
highly correlated between them (r = 0.488; P < 0.001).

To strengthen the independence of these associations
as predictors of ZAG expression, a multiple regression
analysis model was constructed for each depot includ-
ing the above-mentioned bivariate correlations, adjust-
ing for age and gender. In the SAT model, BMI, plasma
triglycerides, HDL cholesterol, adiponectin circulating
levels, HOMA-IR index, systolic blood pressure, waist to
hip ratio, and mRNA expression of sc marker genes for
lipolysis (ATGL and HSL), adiponectin,and PPARywere
selected as independent variables. The result showed that
the model had a multiple correlation coefficient (R) of 0.811
and that SAT ZAG was mainly predicted by adiponectin

mRNA expression (B = 0.993; P < 0.0001) and triglyceride
plasma levels (B = —0.565; P = 0.006) (Table 3).

In the VAT model, weight, waist to hip ratio, plasma trig-
lycerides, free fatty acids, adiponectin circulating levels,
HOMA-IR index, and visceral marker genes for lipolysis
(ATGL and HSL), adipokines (adiponectin and omentin),
and PPARYy were included as independent variables. The
result showed that the modelhadan R = 0.899 and that VAT
ZAG was predicted by adiponectin expression (B = 0.449;
P <0.0001),and VAT HSL (B = 0.180; P = 0.023) (Table 4).

ZAG expression and plasma levels according to
MetS classification

We examined the relationship between plasma ZAG
levels and ZAG adipose tissue gene expression, depending
on the presence of MetS in our study population. There

TABLE 3. Multiple regression analysis of ZAG mRNA
expression with dependent variable of SAT ZAG mRNA
expression

TABLE 4. Multiple regression analysis of ZAG mRNA
expression with dependent variable of VAT ZAG mRNA
expression

B B
Variable coefficient 95% dl P value Variable coefficient 95% Cl P value
BMI —0.156 0.248 Weight —0.071 0.389
Waist to hip -0.141 0.267 Waist to hip —0.148 0.109
ratio ratio
SBP —0.165 0.212 Triglycerides —0.078 0.384
Triglycerides —-0.565 —-0.957t00.1774 0.006 FFAs —0.033 0.716
HDL cholesterol 0.072 0.546 Adiponectin 0.057 0.540
Adiponectin 0.205 0.081 (plasma)

(plasma) HOMA-IR 0.003 0.974
HOMA-IR —0.097 0.433 Adiponectin mRNA 0.449  0.040t00.757 <0.0001
Adiponectin mRNA 0.993 0.678-1.308 <0.0001 ATGL mRNA 0.035 0.814
ATGL mRNA —-0.170 0.936 HSL mRNA 0.180 0.027 t0 0.332 0.023
HSL mRNA 0.245 0.186 Omentin mRNA 0.113 0.183
PPARy mRNA 0.274 0.136 PPARy mRNA —0.066 0.661

R for the model: 0.811. Values in bold are computed two-tailed
probability value less than 0.05. Cl, Coefficient interval; SBP, systolic
blood pressure.

R for the model: 0.899. Values in bold are computed two-tailed
probability value less than 0.05. Cl, Coefficient interval; FFA, free fatty
acid.
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TABLE 5. Clinical and analytical variables according
MetS classification

Non-MetS MetS
(n =57) (n = 16) P value
Age (yr) 56.15 = 1491 63.38 = 12.50 0.080
Gender 38.50 56.20 0.254
(women, %)
BMI (kg/m?) 26.76 * 3.59 29.82 + 358 0.006
Waist 92.55 + 13.39 102.80 = 11.43 0.007
circumference
(cm)
DBP (mm Hg) 71.22 =9.78 81.25 + 13.87 0.035
SBP (mm Hg) 128.57 = 15,56 145.83 = 16.07 0.004
Triglycerides 1.01 (1.46) 1.48 (2.07) 0.036
(mmol/liter)?
Glucose 5.29 = 0.73 7.82 + 3.71 0.016
(mmol/liter)
Leptin (ng/ml) 7.48 (21.92) 27.79 (68.46) 0.050
ZAG (mgl/liter) 58.75 +11.65 57.05*11.24 0.845

Value data are presented as mean = sp or median (75th percentile) for
nonnormally distributed variables. Values in bold are computed two-
tailed probability value less than 0.05. DBP, Diastolic blood pressure;
SBP, systolic blood pressure.

2 Log transformed before analysis.

were 16 subjects who met the MetS criteria (Table 5).
Circulating ZAG levels did not discriminate between sub-
jects with or without MetS (58.75 * 11.65 vs. 57.05 =
11.24 mg/liter, respectively); however, ZAG expression
levels in SAT were significantly lower in subjects classified
as having MetS (Fig. 2). Likewise, ZAG expression levels
were higher in SAT vs. VAT only in subjects without MetS
(P =0.028). No differences in the remaining genes studied
were observed between MetS groups.

jcem.endojournals.org

Discussion

In this study we have shown that high ZAG mRNA ex-
pression levels, both in SAT and VAT depots, are closely
associated with a better clinical and metabolic profile
related to cardiovascular risk factors. ZAG expression
was strongly determined by adiponectin adipose tissue
gene expression independent of lipolytic or adipokine
gene markers. Furthermore, plasma levels of ZAG were
negatively associated with the HOMA-IR and no rela-
tionship with ZAG adipose tissue expression was
found.

Animal studies demonstrated a beneficial effect of ZAG
protein administration on reducing body weight by de-
creasing fat content in mice, even though they maintained
normal eating habits (7). Taking this lipolytic activity into
consideration, studies have been performed exploring
ZAG circulating levels as a marker of metabolic syndrome
or obesity in humans. The preliminary data in Caucasian
subjects do not support this hypothesis, and no relation-
ship with insulin resistance index was found (10). Our
findings are in accordance with these results, and no re-
lationship with the main determinants of MetS were found
for ZAG circulating levels. Only a negative association
with the HOMA-IR index was found in the whole cohort,
and no relationship with adipose tissue ZAG expression
was observed. The multiple sources and different regula-
tory mechanisms that lead to plasma circulating ZAG pro-
tein would question the usefulness of circulating levels of
this protein as a reflection of its lipolytic activity and the
supposed beneficial effects on obesity and MetS markers,

as suggested by experimental data.

4

p=0.03

w
i1

ZAG mRNA expression. Arbitrary units
1 T

Nevertheless, this does not discard a
possible pharmacological effect of ZAG
protein in obesity by modulating adipose
tissue metabolism either directly or
through downstream mechanisms.

In our population, we observed a
down-regulation of ZAG gene expres-
sion with increasing body weight, with
a significant inverse correlation both in
SAT and VAT depots in both genders.
Despite the association being present in
both adipose tissue depots, differences
in mRNA expression were observed
only in SAT from overweight and obese
subjects (Fig. 1). To date, very few data
exist analyzing ZAG expression in hu-
man adipose tissue, with just one pre-

NIO YES
(n=57) (n=16)

FIG. 2. ZAG mRNA in SAT depot was down-regulated in patients with MetS criteria (P = 0.03).

vious work performed in 18 male sub-
jects indicating a down-regulation of
this adipokine in obese patients (11).
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In this sense, our findings would agree with this obser-
vation; however, it is worth mentioning that differences in
ZAGexpression levels between lean and obese people may
be secondary to many other factors intervening in adipose
tissue metabolism, such as adipokine and lipolytic genes.
Thus, previous reports in animal models of type 2 diabetes
suggested a role of ZAG as a modulator of adipocyte en-
docrine signaling at a local site. Likewise, a parallelism
between ZAG and adiponectin mRNA levels in the 3T3-
L1-mouse adipocytic cell line has been described (15). The
positive association observed between ZAG expression
and adiponectin mRNA in both SAT and VAT depots in
conjunction with the above-mentioned experimental stud-
ies led us to speculate about the existence of a regulatory
mechanism between both adipokines acting in a coordi-
nated manner, with potential implications in obesity and
type 2 diabetes. In our studied cohort, adiponectin gene
expression was revealed as the most important determi-
nant of ZAG expression. This is in accordance with ex-
perimental studies performed in a human adipocytic cell
line Simpson-Golabi-Behmel syndrome in which treat-
ment with rosiglitazone (a selective PPARYy agonist) in-
duced a marked increase in ZAG mRNA level, paralleling
its effect on adiponectin mRNA (8). The strong positive
correlation observed between ZAG and PPARy gene ex-
pression in our studied cohort adds new evidence in favor
of this regulatory mechanism iz vivo.

The biological activity of ZAG may be similar to that of
the LMF protein. Much biochemical evidence suggests
that both proteins induce lipolysis through interaction
with a B3-adrenoreceptor, despite the fact that no specific
receptor for ZAG protein has yet been characterized (16).
Previous studies demonstrated the antiobesity effects of
B3-adrenoreceptor stimulation, not only by promoting
thermogenesis and/or lipolysis but also impairing adipo-
genesis in white adipose tissue (17). In turn, some authors
suggested that ZAG gene expression might be mediated
through the B3-adrenoreceptor present in the ZAG gene
(18). This activity is achieved by the induction of intra-
cellular cAMP, which in turn may also be activated by
many other lipolytic adipocitary genes. The mobilization
of stored triglycerides from adipose tissue is mediated
mainly by the activation of two genes: HSL and ATGL
(19). Both acyl hydrolases are highly correlated as we con-
firmed in our cohort (data not shown), and a reduced
expression has been associated with insulin resistance in
obese subjects (20). In turn, the lipolytic function of HSL
and ATGL genes is also impaired in obesity by affecting
the actions of cAMP on adrenergic receptor signaling, G
protein-coupled activation of adenylyl cyclase, or cAMP
levels (21, 22). In this sense, the positive correlations ob-

served between ZAG expression and both lipases support
a possible common regulatory transcriptional mechanism.

ZAG adipose tissue expression in humans has been also
associated with some circulating adipokines (positively
with adiponectin and negatively with leptin). Likewise, a
negative relationship with waist circumference was de-
scribed, proposing this gene as a new target for MetS treat-
ment (11). In our study we confirmed some such associ-
ations, including many other components of MetS, such as
blood pressure, serum triglycerides, HDL cholesterol, and
HOMA-IR index. Thus, subjects that fulfilled the MetS cri-
teria showed a significantly lower expression of ZAG in SAT
depot than non-MetS subjects. Likewise, a clear decrease in
ZAG expression levels was observed when increasing the
number of components of MetS (data not shown).

One of the main limitations of our study is its cross-
sectional design, which does not permit to infer patho-
physiological mechanisms with the observed results. In
this sense, the finding of a down-regulation of ZAG in
adipose tissue may be a consequence of the metabolic
events that take place in patients with MetS, rather than a
causative process. However, our findings are in agreement
with previous experimental data in animal models and are
in accordance with the described actions of the ZAG pro-
tein on lipid metabolism, adding new evidence of its par-
ticipation in obesity-related disorders.

In conclusion, we have found evidence that supports a
role of ZAG gene in adipose tissue metabolism, with a
down-regulation of its expression in obese and MetS pa-
tients. The close relationship with adiponectin gene ex-
pression and some well-known lipolytic genes in human
adipose tissue reinforce previous experimental data and
warrant further mechanistic studies as a useful target in
obesity and related disorders.
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L'estudi del teixit adipds i, en particular, de la seva unitat funcional
principal, l'adipocit, és fonamental per la comprensidé de les alteracions
metaboliques associades amb el desenvolupament de l'obesitat i les seves
comorbiditats com la resisténcia a la insulina (RI) i la diabetis mellitus tipus
2 (DM2).

Les funcions del teixit adipds es poden classificar en tres aspectes. En
primer lloc esta relacionat amb el metabolisme de lipids, incloent
I'emmagatzematge de triglicérids (TG). En segon lloc, catabolitza els TG per
la sortida de glicerol i acids grassos (AG) que participen en el metabolisme
de la glucosa en el fetge i altres teixits. Per ultim, els adipocits sintetitzen i
secreten proteines (adipoquines), incloent les hormones, citocines i altres
proteines amb funcions biologiques especifiques. Durant el procés de
I'obesitat, el teixit adipés es torna “disfuncional”, apareixen fendmens
d’hipertrofia de I'adipocit, produint-se un desequilibri entre lipogenesi i
lipolisi. Aquest fet, sovint, porta associat un deteriorament de la regulacid
transcripcional dels principals factors que controlen l'adipogénesi, amb una
manca de sensibilitat a determinades senyals externes, aixi com un fracas
en el procés de transducci6 de senyals. Per tant, els adipocits
“disfuncionals” contribueixen a la utilitzaci6 anomala dels AG, que causen
lipotoxicitat en teixits no adiposos com el fetge, el pancrees, el cor, entre
d’altres.

Per entendre el metabolisme de |'adipocit és necessari tenir una visid
global del procés de desenvolupament de nous adipocits, regulacié de
I'adipogeénesi, lipogénesi i lipolisi; de la funcid endocrina dels adipocits i de

les conseqliencies metaboliques de la funcionalitat alterada [112].

Aixi doncs, per tal de millorar el coneixement dels processos que
intervenen en el metabolisme del teixit adipés s’ha proposat analitzar
diverses proteines que participen en el mecanisme de la lipolisi. En la
present tesi es recullen tres estudis, dos centrats en el paper de les
aquaporines (AQPs) i un tercer dirigit a I'estudi de I'adipoquina glicoproteina
Zinc-a 2 (ZAG). Per tal d’observar els canvis que poden estar lligats a
I'aparici6 d’obesitat i diabetis, s’inclouen pacients afectes d’ambdues

patologies en tots els estudis.
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AQP7 en el teixit adipds de pacients amb obesitat i DM2

En el primer treball I'objectiu és aprofundir en les implicacions que té el

canal de glicerol aquaporina 7 (AQP7) en l'obesitat i en la DM2 en humans.

La majoria d’estudis, in vivo i in vitro, sobre el canal de glicerol de
I'adipocit s’han realitzat en ratolins, en els quals es suggereix que la
modulacié de I'expressio d’AQP7 pot jugar un paper en el desenvolupament
de l'obesitat i de la RI. En les cél-lules grasses, la glucosa és el substrat per
la sintesi de diposits de greix en forma de TG, els quals poden ser
mobilitzats com a glicerol i AG lliures. Si el gen d’AQP7 és suprimit, els
adipocits de ratolins mostren una acumulacié de glicerol, el qual resulta en
un increment de sintesi de TG, com a conseqiéncia d'un augment de
I'activitat glicerol quinasa (GK), i un augment de la mida de la cél-lula. A
més a més, en ratolins, la falta d’AQP7 en els adipocits afecta a les
concentracions de diversos metabolits i hormones en la sang, disminueixen
els nivells de glicerol, d’adiponectina i augmenten els AG lliures, els nivells
de leptina, de glucosa i d'insulina. Amb el temps, I'obesitat causada per la
falta d’AQP7, porta a una alteraci6 en la tolerancia a la glucosa
acompanyada d’una disminucié dels efectes de la insulina en el teixit
adipés, fetge i muscul, és a dir, a un estat de RI [57,58]. Sota
circumstancies normals, la insulina reprimeix I'expressié del gen AQP7. En
canvi, en condicions de RI, l'augment d’AQP7 porta a un augment de
produccié de glucosa en el fetge [46,47]. Aixi doncs, la permeabilitat de
I'adipocit al glicerol sembla un factor clau en la regulacié de I'acumulacié de
greix [48,57,58].

Tot i aquests resultats, s’ha de tenir en compte la dificultat d’extrapolar
els estudis de ratolins a humans, i que probablement no tot el que passa en
humans pot ser explicat en models animals, per tant, es fan necessaris els
estudis en humans per coneixer millor la veritable implicacié d’aquest canal

de glicerol en l'obesitat i la diabetis.

Pel que fa a l'estudi de l'obesitat, en humans només hi ha dos treballs

anteriors a aquest, en poblacions molt petites (6 i 5 subjectes), en els quals
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es descriuen nivells baixos d’expressido d’AQP7 en obesitat severa [60,61].
El nostre estudi, realitzat en una poblacié forca més amplia, confirma
I'existéncia d’una reduccié significativa dels nivells d’AQP7 en el teixit adipds
subcutani (SAT) de pacients amb obesitat severa, si més no en dones, les
quals endemés de tenir els nivells d’ARNm d’AQP7 inhibits, tenen els nivells
de glicerol plasmatic disminuits. Malgrat tenir aquest comportament
paral-lel, l'expressié génica i els nivells de glicerol circulants no es
correlacionen.

Respecte a l'analisi de teixit procedent de pacients amb DM2, no es
mostren diferéncies quant als nivells d’expressié d’AQP7. Els nivells de
glicerol circulants sén similars entre els pacients amb DM2 i els subjectes
sans. Com és d’esperar, els nivells circulants en aquesta poblacié tampoc
resulten associats a I'expressié del gen de I'’AQP7 en el teixit adipds. Si bé
aquestes dades no donen suport a una relacid directe entre |'expressid
d’'aquest gen i la presencia de DM2, no sén elements suficients per
descartar la participacié d’aquesta AQP en la patogénesi de la RI. De fet, no
s’ha d’oblidar que es tracta d’'un estudi fonamentalment observacional, per
la qual cosa es fa dificil inferir mecanismes patogenics, només amb les
dades crues. D’altra banda, les dades d’associacio inversa obtingudes entre
el gen de I'AQP7 i gens clarament afavoridors de I'ambient inflamatori com
son el gen de la proteina quimiotactica dels monocits (MCP-1, de l'angles
monocyte chemotactic protein-1) i el factor de necrosi tumoral a (TNFa), fan
gque es pugui pensar en una relacié potencial entre els mecanismes
proinflamatoris, relacionats clarament amb la RI, i el gen canalitzador de
glicerol a I'adipocit. Aquests resultats concorden amb estudis in vitro amb
adipocits 3T3-L1 diferenciats, en qué l'expressido d’AQP7 és suprimida per
I'estimulacié amb el TNFa, una citocina involucrada en la patogénesi de la RI
[53]. No obstant aix0, la relacié causal o casual cal definir-la en altres tipus

d’estudis.

El fet d’observar diferéncies d’expressi6 d’AQP7 amb lI'obesitat i no
trobar diferencies amb la DM2, vincula els canvis a un efecte del grau
d’obesitat més que no pas a la presencia d’hiperglicemia.

Pel que fa a la relacié entre I'expressio d’AQP7 al teixit adipds i els

nivells circulants de glicerol al plasma, sén aspectes del metabolisme lipidic
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gue no sempre soén facils de lligar. A diferéncia del que a priori semblava
previsible, com ja s’ha mencionat, en cap dels dos estudis no s’‘observa una
associacié entre els nivells d’expressid genica d’AQP7 i els nivells detectats
en sang periferica de glicerol. No obstant aix0, aquesta observacio lliga
forca amb dades prévies de la literatura en models murins deficitaris del
canal AQP7. Aixi que, entre els diversos models knockout (KO) generats per
diferents grups de recerca, només en un d’ells es van trobar els nivells de
glicerol plasmatics alterats. Els ratolins KO (eliminacié del gen del genoma)
tenien els nivells de glicerol disminuits respecte els ratolins wildtype (WT), a
més a més, els ratolins KO no s’adaptaven adequadament davant de
situacions d’estimulacié de lipolisi. Aixi doncs, per exemple amb
I'administracié d’agonistes B-adrenérgics o en situacié de dejuni, en aquests
ratolins no s’observava l'augment de glicerol plasmatic que si tenien els
ratolins WT, és a dir, el contingut de glicerol intracel-lular era més elevat i
com a conseqliencia d’aquest fet tenien un increment de l'activitat GK i per
tant, una acumulacié6 de TG en els adipocits [48,57]. En canvi, en laltre
model de ratolins deficients de la proteina AQP7 (interrupcié del gen), els
nivells circulants de glicerol eren estrictament normals, malgrat trobar, de
la mateixa manera que en l|'anterior model, alterada la permeabilitat al
glicerol a nivell de l'adipocit i una concentracid6 més alta de glicerol dins
I'adipocit, suggerint que la permeabilitat de I'adipocit al glicerol podria ser

un nou regulador de I'acumulacié de greix [58].

Una possible explicacid, que ja ha estat suggerida per altres autors, als
diferents resultats observats en aquests models de ratolins i a |la falta de
relacié entre I'expressid genica i els nivells de glicerol en el present estudi,
és la hipotética existéncia d’algun altre canal de glicerol en I'adipocit. Aixo
no obstant, no deixa de ser una especulacid, doncs fins ara no ha estat
demostrat de forma directa que pugui existir un nou canal o mecanisme de
difusié del glicerol fora de l'adipocit diferent al ja descrit. Cal tenir en
compte, a més a més, que el glicerol plasmatic depén de diversos factors,
com son ara la taxa de lipolisi, la concentracié de glicerol dins de I'adipocit i
la permeabilitat de la membrana plasmatica al glicerol [21,47,58]. Aquests

fets poden modificar clarament els nivells circulants, justificant la manca de
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correlacié entre la concentracid plasmatica circulant i I'expressid del seu

principal canal de transport en I'adipocit.

A més a més d’analitzar els nivells d’expressiéo d’AQP7 en el context de
I'obesitat i la diabetis i estudiar la seva relacid amb els nivells de glicerol,
s’ha tingut en compte la informacié genética proporcionada per Kondo et al.
[47], que descriu la seqliencia del gen AQP7 huma, per tal de proporcionar
quelcom més per ajudar a entendre la regulacié fisiologica i el significat
d’AQP7 en humans.

En l'estudi de Kondo et al. (2002) es demostra la preséncia en el
promotor del gen d’un lloc positivament regulat pel receptor gamma activat
per proliferadors de peroxisomes (PPARy) i d'un lloc regulat negativament
per la insulina [47]. Nosaltres trobem que I|'expressié d’AQP7 depén
positivament dels nivells d’”ARNm de PPARy, un gen clau per I'adipogénesi.
Aixi doncs, aquests resultats reforcen la implicacié de I'element de resposta
per PPARy, situat en el promotor del gen huma, com a element regulador

de la transcripcié del gen AQP7.

Per altra banda, en l'estudi de Kondo et al., I'analisi de la sequéncia
humana del gen complet va revelar I'existencia de tres mutacions de canvi
de sentit (R12C, V59L i G264V) i dues mutacions silencioses (A103A i
G250G). Les analisis funcionals varen posar de manifest que oocits de
Xenopus amb la proteina alterada per la mutacié G264V tenien la
permeabilitat a I'aigua i al glicerol alterada, suggerint que aquesta mutacio
podria afectar la funcionalitat de la proteina. En aquesta poblacié japonesa
de 160 subjectes, la distribucié de les mutacions de canvi de sentit va ser
menor al 10% en els 3 casos (1/160 R12C, 13/160 V59L i 6/160 G264V) i
no es va trobar cap tipus d’associacié amb |'obesitat i la diabetis [47].

S’ha de tenir en compte el fet que aquests autors van estudiar una
poblacié asiatica i les diferéncies genotipiques entre races és un fet
reconegut [113]. Per aquest motiu, varem considerar interessant analitzar
la fregiéncia d’aquestes mutacions en una poblacié caucasica. La
prevalenca de la mutaci6 G264V entre la cohort estudiada en el nostre

treball arriba al 8%, xifra superior a la descrita per la raca oriental (3,75%).
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Tampoc no es troba associacid entre els nivells de glicerol circulants i la
presencia de la mutacié i I'analisi de |'Unic subjecte homozigot per la
mutacié identificat mostra que té els nivells de glicerol plasmatics dins del
rang normal (de la mateixa manera que mostrava Kondo et al.). Tot plegat
fa pensar que la regulacié del glicerol plasmatic no esta afectada per la
mutacio, el que suggereix algun mecanisme de regulacié alternatiu, hores
d’ara no identificat. Tot i que el nostre treball no s’ha dissenyat per fer un
estudi poblacional relacionat amb la mutacio, s’‘observa que el 43% dels
pacients que presenten la mutacidé sén obesos o tenen DM2, si bé, aquesta
no mostra associaci® amb cap de les dues patologies. Obviament, es
necessiten estudis d’ambit més ampli, amb prou poténcia estadistica, per
descartar de forma fiable una possible associacid entre la mutacié i
aquestes malalties, fet que queda pendent per propers estudis.

L'any 2007 es va publicar un estudi d’associacions en el qual el
polimorfisme de nucleotid Unic (SNP) A-953G en el promotor d’AQP7, que
esta demostrat que clarament modula negativament |'expressié del gen,
estava associat amb un alt risc de patir obesitat o DM2 en dones
caucasiques. De totes maneres, aquest treball no ha estat confirmat fins ara

en cap altra cohort [61].

Coordinacio d’aguaporines i diferencies d’expressio segons l’origen
del teixit adipds

El glicerol juntament amb els AG lliures resulten substrats molt
importants per a la generaci6 de glucosa en moments de manca de
subministrament d’hidrats, com per exemple acostuma a succeir durant el
dejuni. De fet, fins un 22% del total de la glucosa produida pel cos huma
esdevé de la utilitzacid del glicerol que majoritariament prové del teixit
adipdés [70,114]. Davant d’aquestes dades, queda clar que un adequat
metabolisme del glicerol per part del teixit adipds és clau en el manteniment
d’'una correcta homeostasi de la glucosa. Entre alguns dels elements
importants d’aquest intricat mecanisme que envolta el metabolisme de la
glucosa s’hi troba la familia de les AQPs, que vincula el glicerol del teixit

adip6s amb el del teixit hepatic, en aquest Ultim es procedeix a la
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transformacié final del glicerol a glucosa en forma de gluconeogénesi. De
fet, en estudis previs amb ratolins, es coneix que I’AQP especifica del teixit
adipds (AQP7) actua de manera coordinada amb I’AQP especifica del fetge
(AQP9). El glicerol que surt de l'adipocit a través d’AQP7 entra al fetge
mitjancant AQP9, on es converteix en glicerol-3-fosfat i aquest és utilitzat
per la gluconeogenesi. El dejuni indueix la lipolisi en els adipocits i la
gluconeogenesi en el fetge, fets que s’‘acompanyen d’una disminucié dels
nivells plasmatics d’insulina circulant. Aquesta situacié metabodlica comporta
un augment dels nivells d’ARNm d’AQP7 i d’AQP9 per tal d’adaptar-se i
mantenir un estat d’equilibri que permeti continuar aportant els nivells
adequats de glucosa al torrent circulatori, per ser utilitzada per les cel-lules
de l'organisme. Aquest fet ja ha estat provat en estudis animals, observant
gue quan es dona de menjar als ratolins, es redueix |'expressido d’AQP7 i
d’AQP9 al teixit adipds i al fetge respectivament. En models murins que
desenvolupen una clara RI (ratolins db/db), la manca d’accidé de la insulina
sobre el teixit adipds per frenar la produccié de glicerol provoca un augment
de l'expressié tant de I'AQP7 en teixit adipés com de I'AQP9 en teixit
hepatic, provocant un efecte clarament hiperglucemiant a causa de
I'increment de la gluconeogénesi hepatica [70]. Ara bé, els models KO
d’AQP7, a priori deficitaris en la produccié de glicerol per part del teixit
adipds, a llarg termini, també evolucionen cap estats d’obesitat amb una
greu RI. La hipertrofia d’aquests adipocits mancats del seu canal de
transport de glicerol ocasiona un estat d’obesitat acompanyat d’alteracions
en el metabolisme de la glucosa. Sembla que la supressid d’AQP7 causi
danys en la senyalitzacié de la insulina, de manera que la insulina no
exerceix |'efecte antilipolitic en els adipocits ni l'efecte inhibidor en la
gluconeogenesi [57]. Aixi doncs, la manca d’activitat dels canals de glicerol,
per una banda, i l'expressid excessiva amb una produccié elevada de
substrat hepatic per la gluconeogénesi fan que tots dos extrems acabin
produint una greu alteracié del metabolisme dels glucids, probablement

mediat per la RI.

Un altre aspecte a tenir en compte a l'hora d’interpretar les dades
d’expressié genica del teixit adipds és el lloc anatomic d’on prové el teixit

estudiat. Tal com ja s’ha comentat més extensament durant la introduccio,
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les diferéncies embrionaries del teixit adipds subcutani (SAT) i del visceral
(VAT) fan que tinguin un comportament forga diferent quant a la seva
funcionalitat durant I'edat adulta. Aquest fet, evidentment, es tradueix en
diferéncies d’expressid génica i proteica amb patrons secretors forca
diferents. De fet, el risc cardiovascular esta molt més associat a un
increment de la massa del VAT que no pas del SAT. Es clau doncs, per
entendre millor la dinamica del teixit adipds, estudiar sempre que sigui
possible els dos compartiments tissulars. En aquest sentit, el segon treball
presentat engloba I’'analisi del canal de glicerol en ambdds diposits tissulars
(subcutani i visceral) i el seu comportament en relacié a I'expressié del seu
homoleg hepatic, I'’AQP9. Aixi mateix, es mostra la relacié entre el
metabolisme dels glicids i les dues AQPs en el context de l'obesitat i la
diabetis.

Una de les primeres troballes destacables d’aquest estudi és la gran
correlacié obtinguda entre |'expressié d’AQP7 en SAT i VAT. Es podria
tractar d’'una dada interessant, sobretot per les diferencies d’expressid entre
els dos teixits que ja es coneixien en treballs previs. Si bé els estudis
d’AQP7 en l'obesitat humana sén escassos, els primers descobriments fets
en SAT apuntaven a uns nivells d’/ARNm d’AQP7 més baixos en els obesos
severs [60,61]; al contrari, en el teixit d‘origen visceral, els obesos
mostraven una tendéncia a tenir nivells d’expressié d’AQP7 augmentats en
comparacié amb la poblacié no obesa [62]. Aquest increment de I’AQP7 en
el VAT s’intenta explicar com un efecte compensatori, per reduir el volum de
I'adipocit i la massa de greix en el context de |'obesitat. En el nostre treball,
realitzat en una poblacié forca més amplia de subjectes amb mostres de
teixit aparellades del mateix individu, es confirmen aquestes diferencies
d’expressié relacionades amb la localitzacid anatomica del teixit adipds.
Clarament, els nivells d’AQP7 s6n més elevats en VAT que en SAT en
subjectes amb obesitat severa, confirmant resultats similars que havien
estat descrits préviament en adipocits aillats [59]. Més enlla de la hipotesi
del mecanisme compensatori com a justificaci6 de les diferencies
d’expressié observades per I'AQP7 en funcié de l'origen del teixit adipds
estudiat, cal recordar que el teixit visceral manté una activitat lipolitica

clarament superior a la que presenta el teixit subcutani. De fet, avui en dia
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se sap que en l'‘obesitat els adipocits del VAT sén més sensibles a la lipolisi
estimulada per catecolamines a causa d’'una major preséncia de receptors
B-adrenérgics en la membrana plasmatica i a més a més, sébn menys
sensibles als efectes antilipolitics de la insulina [27,28,29].

Aqguestes diferencies d’expressié entre teixits estaven també provades
en treballs previs, en els quals es demostra que l'expressié de gens que
intervenen directament en la lipolisi es trobava clarament augmentada en el
VAT de subjectes obesos. Per exemple, en el cas de la lipasa sensible a
hormones (HSL) s’observa el mateix que en I’AQP7, els obesos tenien
disminuits els nivells d’ARNm en SAT, correlacionat amb un baix efecte
lipolitic de catecolamines [115], mentre que en VAT els nivells estaven
augmentats [116]. A més a més, en un estudi més recent, I'any 2008
Berndt et al. demostra que els obesos tenien els nivells d’expressié d’HSL
més alts en VAT que en SAT [117]. Tanmateix, no tots els estudis
coincideixen en aquestes troballes [118-121], tractant-se probablement de
I'establiment d’un equilibri entre lipogénesi i lipolisi, més que d’un efecte

Unic sobre aquests gens.

La introduccié de la variable “diabetis” durant I'estudi d’expressié génica
en aquesta poblacié mostra resultats forca interessants. Aixi doncs, les
diferéncies que s’observen en l'expressid d’AQP7 entre diposits tissulars
desapareixen quan es comparen els pacients amb DM2, coincidint amb el
gue ja apuntaven alguns treballs preliminars previs [62]. L'analisi detallada
del metabolisme de la glucosa en els pacients obesos severs del nostre
estudi ens permet fer la classificacié en tres subgrups d’acord amb la
classificacié proposada per I’American Diabetes Association (ADA) [122]; un
grup de pacients normoglicemics, un d’intolerants a la glucosa i finalment
un ultim grup de pacients que compleixen els criteris de diabetis.
L'expressié d’AQP7 en els dos diposits de teixit adipds analitzats no mostra
diferéncies en cap dels tres subgrups distribuits segons el metabolisme
glucidic. Evidentment, l'estudi presentat aqui no s’ha dissenyat per trobar
mecanismes que puguin explicar aquestes troballes. Malgrat aix0, essent
conscients de les limitacions que tenim, pensem que l'alt grau de RI que
envolta als pacients que presenten obesitat morbida, com els que estan

inclosos en aquest estudi, podrien estar al darrera d’aquests resultats.
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D’altra banda, es coneixen gens que tot i la seva estreta regulacié a
través de la insulina no mostren diferéncies quan sén analitzats a nivell
d’expressié entre els dos diposits de greix, encara que es mantenen
fortament relacionats amb la sensibilitat a la insulina amb independéncia del
greix corporal i de la seva distribuci6. Com per exemple és el cas del gen
lipolitic de la lipasa adiposa de triglicerids (ATGL), que catalitza el pas inicial
de la hidrolisi de TG i té una forta regulaci6 amb la insulina. Aixi doncs, en
un estudi previ, tot i que els nivells d’ARNm d’ATGL estaven
significativament disminuits en els subjectes obesos amb RI i que els nivells
d’expressié d’ATGL en VAT es correlacionaven amb la concentracié
d'insulina, la produccié de glucosa i amb els nivells d’ARNm d’HSL,
I'expressié d’ATGL no diferia entre SAT i VAT [117]. Quelcom semblant
podria estar passant amb el gen de I'TAQP7. Nogensmenys, no s’ha d’oblidar
que és justament en els subjectes amb intolerancia a la glucosa i amb DM2
en aquells que es troba la correlacid més forta entre I'expressié d’AQP7 a
nivell subcutani i la d’AQP9 a nivell hepatic, reforcant el paper modulador
del subministrament de glicerol al teixit hepatic per la seva conversié a

glucosa en aquesta poblacié.

De forma complementaria, no s’han detectat diferéncies d’expressio
d’AQP7 dependents del génere. Aixi doncs, sabem que la distribucié del
greix del teixit adipés depen de molts factors, un d’ells el sexe. Es coneix
qgue els estrogens augmenten la mida i el nombre d’adipocits subcutanis i
atenuen la lipolisi [123]. En un treball previ, en el qual s’analitza I'expressid
d’AQP7 en SAT i en VAT en una cohort petita de subjectes amb obesitat
severa, es mostra un increment dels nivells d’expressié en dones [59], fet
que no s’ha observat en cap de les cohorts estudiades (primer i segon
treball presentats). S’entén que per estar segurs que no existeix una
diferéncia de génere en l'expressié de les AQPs, caldria coneixer els nivells
d’estrogens de les pacients i comprovar si hi ha alguna mena de relacié
entre ells. O millor encara, provar en estudis in vitro si els estrogens son
capacos de modular I'expressié d’AQP7, tant a nivell genic com a nivell
proteic. Malauradament, ara per ara, no es disposa d’'aquest tipus d’estudis
i les dades generals que s’han obtingut no fan pensar que existeixi un

dimorfisme sexual. Tanmateix, davant les dades contradictories en la
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literatura, toca ser prudents i ampliar els estudis per aclarir si el sexe pot

modular d’alguna manera I'expressio del canal de glicerol al teixit adipos.

La relacido entre el teixit adipds, sobretot el teixit visceral, i el teixit
hepatic va molt més enlla d’'una relacié¢ merament de “veins anatomics”.
Tots dos organs tenen un important paper en el metabolisme dels glucids i
dels lipids amb estrets mecanismes de col-laboracié metabolica. Sobretot
ara que se sap que el teixit adipdos no és exclusivament un organ de
magatzem d’energia sind que també es comporta com un veritable organ
endocri. Cal cercar pero, les vies de col-laboracid amb altres sistemes. Per
tant, I'estudi del gen homoleg a I’AQP7 en el fetge resulta molt interessant
per entendre millor el comportament dels canals de glicerol en el context
dels pacients amb obesitat i diabetis. Per aquest motiu, en el segon estudi
presentat s’ha volgut analitzar I'expressido d’AQP9 en el teixit hepatic dels
obesos morbids, alhora que es disposa de dades sobre I'expressid en SAT i
VAT d’AQP7 del mateix subjecte.

Els estudis previs sobre I’AQP9 s6n molt limitats i només hi ha un estudi
en humans, en el qual es mostra una inhibicié del gen en biopsies de fetge
de pacients obesos amb diabetis [62]. Malauradament no es disposa de
biopsies hepatiques de subjectes prims, encara que tampoc és |'objectiu
principal de l'estudi comprovar el comportament d’expressid tissular de
I'’AQP9 al fetge en subjectes no obesos, s’‘entén que pot suposar una
limitacié. No hi ha dubte que hagués estat una dada molt interessant en cas
d’haver disposat d’aquests pacients, pero hores d’ara, no es pot saber si els
efectes de |'obesitat per si mateixa poden alterar els nivells d’aquest canal
en teixit hepatic. Les dades observades en els pacients estudiats,
classificats segons el metabolisme de la glucosa, mostren un efecte nul
sobre el grau d’expressio de I’AQP9 en els obesos morbids. Aixi doncs, de la
mateixa manera que en I’AQP7, I'expressido d’AQP9 no esta influenciada per
la distribucié dels pacients d’acord amb la tolerancia a la glucosa. Aixi com
en el cas de I'AQP7, no es pot deslligar un efecte de l'alt grau de RI de tota
la cohort estudiada sobre els efectes d’expressié d’AQP9 hepatic, fet que
estigui emmascarant una distribucié de la seva expressid veritablement

afectada pel metabolisme glucidic. Caldria analitzar una cohort d’obesos
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morbids amb i sense RI per tal de comprovar si existeixen diferencies en
I'expressid d’aquest canal a nivell hepatic. Aquest fet no ha estat possible
en aquesta cohort, tanmateix, el grup hi esta treballant per tal de tenir
aquests tipus de dades, com a minim en teixit adipds, pivotant sobre la RI
en un mateix context de grans obesos. Tot i amb aix0, el present treball
recolza la idea del paper de les aquagliceroporines en el metabolisme de la
glucosa, mostrant una robusta correlacié entre I'expressido d’AQP7 en SAT i
AQP9 en fetge, principalment en pacients amb un metabolisme de la
glucosa alterat. Es un xic sorprenent que l’associacié observada sigui amb el
SAT i no amb el VAT, ja que aquest té un flux més directe amb el fetge a
través de la vena porta. No obstant aquest fet, la forta relacié entre SAT i
VAT, el 26% dels nivells d’expressié d’AQP7 en SAT depenen dels nivells
d’AQP7 en VAT, podria ajudar a explicar aquesta associacio.

En aquest estudi, de la mateixa manera que en el primer, no es troba
correlacié entre els nivells plasmatics de glicerol i I’AQP7, en ambdds teixits
adiposos, ni tampoc amb I'AQP9 en el fetge. Una possible explicacid, ja
mencionada anteriorment, és la preséncia d’algun altre canal de glicerol.
Malgrat aquesta suposicid, ninguna de les altres aquagliceroporines ha estat
descrita en teixit adipds ni en fetge huma, a més a més, nosaltres tampoc
hem detectat expressid d’AQP10 en teixit adipds huma. També podria
ajudar a entendre la falta d’associacio el fet que la determinacié dels nivells
de glicerol circulants esta subestimada per I'entrada de glicerol al fetge a
través de la vena porta [124]. Tot i aix0, els nivells d’/ARNm d’AQP9 es
correlacionen negativament amb els nivells plasmatics de TG, revelant un
paper indirecte d’AQP9 en el metabolisme del glicerol, en consonancia amb
resultats descrits en ratolins. Els ratolins AQP9 KO tenien els nivells
plasmatics de glicerol i TG augmentats. Els ratolins obesos, doblament KO,
AQP9”" Lepr®/Lepr® (Lepr?® és una mutacié en el receptor de la leptina,
amb abséncia de la seva funcid, que comporta obesitat severa i DM2),
tenien un important increment dels nivells de glicerol en plasma comparats
amb els obesos controls Lepr®/Lepr®® AQP9*/", els quals tenien nivells de
glicerol més alts que els ratolins controls no obesos. A més a més, els
nivells de glucosa en sang, mesurats després de 3 hores de dejuni, eren

moderadament més baixos en els ratolins Lepr®/Lepr® AQP9”" que en els
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Lepr®/Lepr® AQP9*/, defensant la idea que els ratolins doblament KO
tenen una deficieéncia per generar glucosa en resposta al dejuni, per culpa
de la falta d’AQP9 com a lloc d’entrada de glicerol per a la gluconeogenesi
hepatica. Tots aquests resultats donen suport a la idea que I'AQP9 és
important pel metabolisme del glicerol hepatic i suggereixen un possible
paper d’AQP9 en la DM [65].

Glicoproteina Zinc-a 2, una nova adipogquina amb funcions
lipolitigues

Entre els mecanismes reguladors del metabolisme energétic es troben
multiples proteines produides pel propi teixit adipds (veure introduccié) de
les quals poc a poc es va coneixent millor el paper que juguen en aquest
equilibri homeostatic. Des de I'aparicié de la leptina [125], han estat moltes
les proteines que han anat apareixent en “I’'escena cientifica”, presentades
moltes vegades com a proteines clau en el context de I'obesitat. Avui se sap
gue aixo no és tan simple, de fet, cada vegada es parla més d’un perfil o
empremta general, tant a nivell d’expressié géenica com proteica, a I'hora
d’'interpretar el rol d'una proteina determinada. Recentment ha estat
implicada en el metabolisme de I'adipocit una proteina anomenada
glicoproteina Zinc-a 2 (ZAG), actuant com a factor mobilitzador de lipids
(LMF) i estimulant la lipolisi en el teixit adipds. Per aquestes accions, ha
estat proposada com a factor candidat en la regulacid del pes corporal i

sembla que pot estar implicada en el desenvolupament de la RI.

Per tal d’adequar millor el paper d’aquesta nova adipoquina s’ha
analitzat la seva relaci6 amb |'expressié d’altres adipoquines i de gens
lipolitics d’acord amb la localitzacié anatomica del teixit adipds i lligant-ho
amb la distribucié fenotipica del pes corporal. Per aconseguir aquest
objectiu s’ha reunit una cohort de subjectes amb diferents graus d’obesitat,
amb mostres aparellades de teixit adipds procedent de la regié subcutania i
visceral. Tal com ja s’ha comentat previament, es considera molt important
tenir en compte l'origen del teixit, donat el diferent comportament i
funcionalitat que tenen els adipocits segons la localitzacié anatomica. Aixi

mateix, |'analisi, en la mateixa mostra, dels gens més importants que
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participen en els mecanismes lipolitics, aixi com de les diverses adipoquines
propies del teixit adipds, fa que es pugui tenir un dibuix, una mica més

acurat, de lI'escenari en el qual participen aquestes molecules.

ZAG és una proteina que s‘allibera al medi i que es troba a nivell
circulant en concentracions del rang mg/l. Abans de comencgar aquest estudi
se sabia que en models animals el tractament amb ZAG reduia el pes
corporal in vivo en ratolins ob/ob (ratolins portadors de la mutacid en el gen
Ob, deficients en leptina i que presenten un fenotip d’obesitat), causant una
disminucidé del contingut de greix, i induia lipolisi in vitro [88,97]. Aixd va
portar a suggerir a alguns investigadors que ZAG podria ser utilitzada pel
tractament de |'obesitat, perd hores d‘ara no esta clar si els nivells
circulants de ZAG estan associats amb |'obesitat o la sindrome metabdlica
(SM) [97].

Resultats preliminars als aqui presents no recolzen la hipotesi dels
nivells circulants de ZAG com a marcador de la SM i de I'obesitat en humans
[111]. De la mateixa manera, en el present estudi no es troba relacidé entre
els nivells plasmatics de ZAG i els principals determinants de la SM, com ara
els nivells circulants de TG, l'index de cintura i maluc (ICM), la pressié
arterial diastolica (PAD), la pressidé arterial sistolica (PAS), entre d‘altres. En
canvi, contrariament a aquests resultats preliminars, si que es troba una
associacié negativa dels nivells circulants de ZAG amb la insulina i amb
I'index de la sensibilitat a la insulina mesurada mitjancant el model
d’homeodstasi de la resisténcia a la insulina (HOMA-IR), fet que defensa la
hipotesi que ZAG podria contribuir a millorar la sensibilitat a la insulina.
Aix0 estaria en concordanca amb un treball recent (2009) realitzat amb
ratolins ob/ob, en el qual es demostra el paper de ZAG com atenuador de la
diabetis. L'administracié de ZAG en aquests ratolins obesos fa disminuir els
nivells plasmatics d’insulina, associada a una retencié d’insulina al pancrees,
i millora la resposta al test de tolerancia a la glucosa degut a un major us
de glucosa [126].

Pel que fa a l'obesitat, no s’observen diferéncies en els nivells circulants
en agrupar la cohort d’acord amb I'IMC segons la classificacié de I'OMS. No
obstant aix0, recentment (2009), s’ha publicat un estudi fet en obesos

morbids, entre els que es troben xifres més baixes de ZAG circulant en
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relacié als subjectes prims utilitzats com a controls [127]. S’entén que sén
poblacions poc comparables entre si, doncs en el nostre estudi no s’ha
inclds practicament cap subjecte amb IMC superior a 40 Kg/m? i per tant,
s’ha analitzat una franja de poblacié clarament diferent a la de l'article
previ. Tot i que els pacients amb obesitat morbida presenten un
comportament metabolic forca diferent al dels obesos no morbids, cal posar
en quarantena la manca d’associacié entre aquesta proteina en plasma i el
grau d’obesitat. Entenem que calen poblacions molt més amplies que les
analitzades en aquests treballs previs abans de definir la implicacié real
d’aquesta proteina en el context de l'obesitat, sigui del grau que sigui. Un
altre aspecte diferent entre ambdds estudis és la relacido entre els nivells
circulants i I'expressié en teixit adipds d’aquesta proteina. Aixi doncs, en el
nostre treball, fet en una amplia poblacié de subjectes, no es troba relacid
entre la seva expressid a nivell d’ARNm i els nivells circulants. En canvi, en
el treball de Selva et al., troben una relacié negativa entre el ZAG circulant i
la seva expressid, tant a nivell subcutani com visceral [127]. Es torna a
pensar en les diferéncies de la poblacié seleccionada per interpretar
aquestes discrepancies. D’altra banda, la presencia de ZAG en diversos
teixits i fluids corporals amb diferents mecanismes reguladors fa que sigui
dificil atribuir només o basicament els nivells circulants d’aquesta proteina a
la seva produccié per part del teixit adipds. Tanmateix, la relacié entre els
nivells circulants i I'activitat lipolitica cal mesurar-la amb cautela, ben bé
fins que es disposi de més dades sobre com pot actuar aquesta proteina in

vivo en humans amb obesitat.

Ja fa uns anys que es coneix que els adipocits humans secreten la
proteina ZAG [101], perd no ha estat fins I'any 2009 que s’ha demostrat
I'abundant secrecié d’aquesta proteina. S’ha demostrat en cel-lules SGBS
que la deteccié d'aquesta proteina en el medi augmenta durant la
diferenciacio a adipocits i que els nivells sén comparables als d’adiponectina
(proteina molt abundant del teixit adipds). Per tant, es podria considerar
ZAG com a una important adipoquina, produida abundantment pels
adipocits humans i aixi doncs, podria tenir un paper autocri/paracri en la
funcié del teixit adipds. Aquest rol de ZAG ha estat demostrat clarament en

models in vitro i en models murins mitjancant l'administraci6 de ZAG
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[128,88,97], per tant, aquesta funcié de ZAG cal tenir-la molt en compte a
I’hora d’interpretar el seu valor en el teixit adipés huma. En aquest sentit, el
paper de ZAG en la mobilitzacid de lipids ha estat recentment reforcat en un
estudi, en el qual ratolins deficients en ZAG s6n més susceptibles a guanyar
pes i aquest fenotip sembla que pot estar correlacionat amb una disminucid
de la lipdlisi, pel contrari, la sobre expressido de ZAG porta a una perdua de
pes [105].

Avui en dia s’han realitzat molts pocs estudis d’analisi de |'expressié de
ZAG en teixit adipés huma, pero tots apunten a una forta relacié entre la
seva expressio i diversos marcadors d’obesitat.

En la poblacié estudiada es troba una forta associacié inversa entre els
nivells d’ARNm de ZAG i el pes corporal, en els dos diposits de greix, essent
els subjectes amb sobrepés i obesitat els que presenten una major inhibicié
en el teixit subcutani. Aquests resultats concorden amb un treball previ amb
18 barons, indicant també una inhibicié d’aquesta adipoquina en pacients
obesos [107]. Seguint la mateixa linia de resultats, un treball recent en una
poblacié de 26 obesos morbids, demostra que els nivells d’ARNm de ZAG,
tant en SAT com en VAT, es correlacionen de manera negativa amb I'IMC i
amb la massa de greix total. A més a més, els nivells d’expressié no eren
significativament diferents, tant a nivell de gen com a nivell de proteina, en
els dos diposits [128]. Resultats similars es demostren en el nostre estudi
guan s’analitza tota la poblacid, independentment del grau d’obesitat i de la
presencia de SM, en qué no trobem diferéncies d’expressid segons l'origen

del diposit de teixit adipds.

Aixi mateix, es considera rellevant I'alt grau d’associacié inversa que es
troba entre I'expressié de ZAG i diversos components de la SM, com ara la
pressid sanguinia, els nivells circulants de TG, de lipoproteina d’alta densitat
(HDL) i I'index HOMA-IR. Aixi que, quan es classifica la poblacié analitzada
segons la presencia o abséncia de SM, s’observa que els pacients amb
aquesta sindrome mostren nivells clarament disminuits d’ARNm en SAT
respecte als que no tenen SM, recolzant el paper de ZAG com a possible
diana terapeutica pel tractament de la SM. També cal tenir en compte

I'associacié negativa trobada entre els nivells d’expressio i I'index HOMA-IR,
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coincidint amb el treball recent (2009) de Mracek et al. [128]. A més a més,
cal destacar la relacié negativa amb els nivells de proteina C reactiva (PCR),
una proteina de fase aguda, la qual augmenta en |'obesitat i prediu un
augment del risc a patir DM2 [129]. Tots aquests fets suggereixen un paper
protector de ZAG en el manteniment de la sensibilitat a la insulina. De fet,
préeviament a aquests resultats, es va demostrar que el tractament amb
ZAG estimulava la utilitzacié de glucosa i augmentava |'oxidacié de lipids en
diversos teixits de ratoli. Aixd va fer pensar que probablement |'efecte de
ZAG en la DM2 és independent de la capacitat per mobilitzar el greix
corporal i podria ser degut a l'efecte similar que té a la insulina sobre la
utilitzacié de la glucosa [126,130]. No obstant aix0, aquestes dades queden

pendents de comprovar.

Totes aquestes troballes fan pensar que les diferéncies observades entre
prims i obesos podrien ser secundaries a molts altres factors que intervenen
en el metabolisme de I'adipocit, com ara altres adipoquines i gens lipolitics.
De fet, un estudi amb models d’animals amb DM2 suggereix el paper de
ZAG com a modulador de la senyalitzacié del sistema endocri en I'adipocit a
nivell local. En aquest estudi es descriu un paral-lelisme entre els nivells
d’ARNm de ZAG i d’adiponectina en adipocits 3T3-L1 [131]. Més tard, l'any
2005, adipocits humans també mostren un perfil similar d’expressid
d’adiponectina i de ZAG [101]. Aquests resultats i els obtinguts en el
present estudi en humans, en el qual es troba una associacidé positiva entre
I'expressié de ZAG i d’adiponectina, porten a especular sobre |'existéncia
d’un mecanisme regulador entre ambdods adipoquines actuant de manera
coordinada, amb implicacions potents en l'obesitat i la DM2. Poc abans de la
publicacié del nostre treball, un estudi amb resultats similars, perdo amb una
poblacid més petita, mostra també una correlacié positiva entre els nivells
d’expressié de ZAG i els d’adiponectina, en ambdds teixits tissulars. Aquesta
vinculacié és reforcada per dades in vitro que demostren que I'administracié
de ZAG incrementa la sortida d’‘adiponectina durant la diferenciacié
d'adipocits humans [128]. Aix0 suggereix que ZAG podria regular
positivament la secrecié d’adiponectina i per tant, ser també important per
modular els efectes d’aquesta adipoquina. En la nostra poblacio, els nivells

d’'expressi6 de ZAG depenen majoritariament dels nivells d’ARNm
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d’adiponectina i també es troba una forta correlacié positiva amb I'expressié
genica del PPARy. Avui en dia no es coneix ben bé la regulacié de la
produccidé de ZAG en el teixit adipds blanc (WAT), encara que es pensa que
tant el TNFa com el PPARy podrien ser importants en la modulacié de la
seva expressié. Tal com es demostra en adipocits humans (SGBS), el
tractament amb rosiglitazona (un agonsita del PPARy que millora la
sensibilitat a la insulina) incrementa els nivells d’ARNm de ZAG. Sabem que
aixd no demostra un paper clar de ZAG en la sensibilitat a la insulina, pero
és altament suggerent. Endemés, s’‘observa un major efecte sobre la sintesi
de ZAG (inhibici6 de l'expressid) amb la citocina proinflamatoria TNFa

[101], que com coneixem, té un paper rellevant en la RI.

Se sap que l'administraci6 de ZAG en ratolins indueix una reduccié de
greix corporal juntament amb un increment dels nivells d’AG lliures, els
nivells de glicerol i una captacié d’oxigen en el teixit adipés marré (BAT),
proporcionant l’'evidencia d’'un augment de lipolisi i d’utilitzacié i mobilitzacid
de lipids. D’altra banda sabem que ZAG actua com a LMF, induint la lipolisi
en el WAT per estimulacié d’adenilat ciclasa (AC), de manera dependent de
GTP [88,130], de forma similar a les hormones lipolitiques (veure
introduccid). Per tot plegat s’ha considerat interessant analitzar la relacié de
ZAG amb gens lipolitics del teixit adipds. S’ha estudiat I'expressio dels gens
HSL i ATGL, tenint en compte que la mobilitzacié dels TG mantinguts en el
teixit adipdés es regula principalment per |'activacié d’aquests dos gens
[132]. Les correlacions positives observades entre l|'expressid de ZAG i
ambdods lipases ddna suport a la idea d’'un possible mecanisme de regulacié
transcripcional i a la hipotesi, postulada per diversos autors, que la péerdua
de greix corporal és causada més per un increment en la lipolisi que no pas
per una disminucié en la lipogénesi. Tot i aix0, un treball molt recent del
2009, mostra per primera vegada que l'accié de ZAG en reduir el pes i el
greix corporal esta relacionada tant amb la inhibicié de la lipogenesi com
amb I'estimulacié de la lipolisi [133]. Caldra doncs, continuar investigant en
aquest ambit per tal d’‘aclarir el paper d’aquesta adipoquina en el

metabolisme lipidic del teixit adipds.
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Conclusions

Les conclusions que s’obtenen de la tesi sén les seglents:

1. L’expressio del canal de glicerol AQP7, en teixit adipds, es troba

disminuida en pacients afectes d’obesitat morbida.

2. La DM2 no sembla afectar I'expressié d’aquesta aquagliceroporina en

el teixit adip6s.

Lean Nonseverely obese Severely obese
(BMI>25) (25<BMI>39,9) (BMI>40)

l AQP7 SAT
— _
—~—
Nondiabetes Type 2 diabetes
AQP7 SAT = AQP7 SAT

AQP7 en el teixit adip6s de pacients amb obesitat i DM2

3. Ambdues aquagliceroporines, AQP7 (al teixit adip6s) i AQP9 (al teixit

hepatic) mantenen un estreta relacié en pacients obesos morbids.

{ X

'LIPOLYSIS

N Morbidly obese

Coordinacié d’aquaporines i diferéencies d’expressioé segons I’origen del teixit adip6s
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4. La glicoproteina Zinc-a 2 (ZAG) sembla tenir un paper rellevant en

I’'homeostasi del teixit adipés amb un fort lligam amb altres

adipoquines, especialment I'adiponectina.

omentin <:| |:> adiponectin

FFA i glycerol

Glicoproteina Zinc-a 2, una nova adipoquina amb funcions lipolitiques
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