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AGRAIMENTS

Concretar les paraules que han de mostrar la meva gratitud no és sempre
una tasca facil. La realitzacié d’aquesta tesi va acompanyada de moltes
circumstancies i persones.

Quan contactes amb persones proposant-los idees i projectes, moltes
vegades un es pot trobar que la porta es tanca. A totes aquelles portes que
es van tancar agraeixo la seva honestedat perquée gracies a elles s’ha pogut
fluir vers la consolidacié d’aquest projecte. Gracies, moltes gracies.

Més enlla de les idees calen persones que en facilitin la seva realitzacid i en
aquest punt han estat determinants certes persones. Aquesta tesi respon a
la voluntat d'una persona que quan la vaig contactar no va dir que NO.
Aquesta persona és el Dr Joan Vendrell i Ortega, sense ell no hi hagués
hagut projecte, sense ell no hi hauria respostes. Gracies, moltes gracies.

El cami vers aquesta tesi no ha sigut casual al mateix temps que no ha
estat mancada de causalitats. La passido per la limfa arriba per dues
persones a qui tinc gran estima. El Professor Albert Leduc i el Doctor Olivier
Leduc, professors meus en la meva inoblidable etapa a la Universitat Lliure
de Brussel-les. Ells em van inocular el virus del dubte, de la recerca
constant de respostes i la passié irrefrenable pel coneixement de la limfa.
Gracies, moltes gracies.

No esta de més considerar que qualsevol accid6 humana precisa de molta
gent darrera i no puc oblidar en aquest sentit totes aquelles persones, el
personal tecnic del laboratori, que amb la seva feina han estat un gran
suport per a mi. Gracies, moltes gracies.

Sense molts dels meus amics no hauria pogut desenvolupar aquest
projecte; pels seus coneixements, per la seva paciencia, pels seus consells,
pels dialegs, debats i confrontacions tingudes, moltes gracies. Per vosaltres
i amb vosaltres van sorgir reflexions, idees, arguments i sobretot amistat.
Molts sou i no podria recordar-vos a tots i totes en cada detall i
circumstancia. Gracies, moltes gracies, per tantes coses.

Voldria recordar a totes aquelles investigadores i investigadors que m’heu
precedit. A totes aquelles persones que amb el vostre treball i dedicacié heu
facilitat observacions, reflexions, certeses i respostes a qliestions que m’han
fet créixer i reflexionar. Gracies, moltes gracies. Si no hi haguéssiu estat, jo
no hauria arribat on he arribat.

No puc tampoc menystenir aquells que donen sentit a la recerca, aquells
que han hagut de marxar abans d’hora fruit de la incapacitat humana de
respondre a les seves necessitats de supervivéncia. Magdeleine, Olatz,
Roberto, Alex, Joan, Maria, Josep, Matilde i molts anonims als meus ulls que
formeu part d’aquelles morts primerenques. No sé si aquest projecte
aportara molt, poc, o res a la ciéncia. En tot cas, lamento no haver-ho fet
abans si aixd hagués suposat no perdre-us tan aviat. Gracies, moltes
gracies per motivar-me a seguir endavant.
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Les raons que ens fan viure sén moltes i potser moltes sén, a ulls d'alguns,
irrellevants: un café amb llet en una cafeteria, un somriure entre amics, un
llibre que ddna respostes a qiestions no resoltes, una abracada, un peté,
unes paraules... Un llibre, el cervell i el sentit de la vida del Paul Thagard,
em va il-lustrar sobre que el sentit de la vida estava en I'amor, la feina i el
joc. Reflexions que comparteixo.

L'amor: I'amor a la vida, a les persones, a la ciéncia, a la feina, al plaer de
I'art, de la musica, de la pintura... Possiblement I'amor no defineix el seu
sentit en l'objecte del nostre amor sin6 en la voluntat de sentir amor.
Agraeixo a la meva familia per haver-me fet créixer en I'amor a la llibertat;
llibertat de pensar, estimar i de viure. M'heu ensenyat el més important que
es pot ensenyar a ningu, possiblement des de la inconsciéncia d’haver-ho
fet. M'heu ensenyat que poc importa el que pensis; el més important és que
ho facis des de I'honestedat i el respecte. La llibertat no s’ensenya sind que
s’exerceix, i ho heu fet molt bé. M’'heu ensenyat I'amor en la seva vessant
humana, m’heu ensenyat voluntat, perseveranca, radé i dubte. M’heu
ensenyat tantes coses ! Gracies, moltes gracies.

La feina: la meva feina ha donat i déna sentit a la meva vida en tant que
em fa créixer. A nivell personal, pel dialeg amb els meus pacients i,
professionalment, pel que aprenc de les seves dolences. Dels meus
pacients, n‘aprenc els matisos de la natura, del seu sentit de desordre i
d’equilibri. Saviesa continguda que sempre és un gran gaudi descobrir.
Gracies, moltes gracies.

El joc: el joc és el sentit més basic del nostre creixement com a individus. El
vivim en la infantesa des de la seva espontaneitat i el vivim en tant que
adults des de la seva racionalitat. L'esport, la musica, el lleure amb els
amics en formen part. Que fariem sense el joc? De ben segur que la vida
perdria sentit. Gracies, moltes gracies.

No voldria acabar aquestes pagines sense agrair a l'atzar la meva
existéncia. Jacques Monod en el seu assaig “Le Hasard et la Nécessité,
Essai sur la philosophie naturelle de la biologie moderne” em va fer
reflexionar sobre el concepte d’atzar i vaig arribar a la conclusié que l'atzar
és el reflex de la nostra incapacitat de donar resposta amb prou rapidesa i
encert a les nostres preguntes: que l'atzar és la manifestacié de la nostra
ignorancia. Tot ha condicionat la meva vida; no sé en quina mesura i de
quina forma, heus aqui la meva ignorancia. I a tot dono gracies d’haver-ho
fet. Gracies, moltes gracies.

L'atzar, la ignorancia, mou la nostra existéncia com a especie perqué només
des de la voluntat de superar-la i amb la certesa de mai aconseguir-ho,
donem sentit a la vida. Aprendre, fer créixer el coneixement i transmetre’l
és l'objectiu, als meus ulls, de viure. Desconec si hi haura més o menys
certesa en aquest projecte pero si que puc dir que ha estat un plaer viure'l.
Simplement gracies.
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ABREVIATURES*
Abcail Agpat5 ARN clgalt1 Ccl21 Cdk5 cCmtm7
ATP-binding 1-acylglycerol-3- Acid core 1 synthase, chemokine Cyclin- CKLF-like MARVEL
cassette, sub- phosphate O- ribonucleic glycoprotein-N- (C-C motif) Dependent transmembrane
family A member  acyltransferase 5 acetylgalactosamine 3- ligand 21 Kinase 5 domain containing 7
1 (lysophosphatidic beta-
acid galactosyltransferase, 1
acyltransferase,
epsilon)
Abcg1 Agpat9 Atg3 Calcrl Ccl5 Cdkn1b Col18a1
ATP-binding 1-Acylglycerol-3- autophagy Calcitonin gene related chemokine cyclin- collagen, type
cassette, sub- Phosphate O- related 3 peptide type 1 receptor (C-C motif) dependent XVIII, alpha 1
family G Acyltransferase 9 ligand 5 kinase inhibitor
(WHITE), 1B (p27, Kip1)
member 1,
transcript variant
1
Acaca Akt Atg7 cDNA Ccl7 Cdknic Colla
acetyl-Coenzyme v-akt murine autophagy complementary DNA chemokine cyclin- collagen, type I,
A carboxylase thymoma viral related 7 (C-C motif) dependent alpha
alpha (ACACA), oncogene ligand 7 kinase inhibitor
transcript variant ~ homolog 1 1C (p57, Kip2)
2
Acsl1 Alk5 Atgl cAMP Ccl8 Cebpa Coup-TFII
acyl-CoA Activin Receptor- Adipose cyclic adenosine chemokine CCAAT/enhancer  COUP transcription
synthetase long- Like Kinase 5 triglyceride monophosphate (C-C motif) binding protein- factor 2 (NR2F2)
chain family (TGFBR1) lipase ligand 8 alpha
member 1
Acss2 Ampk Azgp Cavi Ccnel Celsri1 Cox2
acyl-CoA AMP kinase Alpha-2- caveolin 1 cyclin E1 cadherin, EGF Cyclooxygenase-2
synthetase (PRKAA2) glycoprotein LAG seven-pass (PTGS2)
short-chain 1, zinc-binding G-type receptor
family member 2 1
Actn1 Angpt Bcl2 Ccbel Ccr7 CETP Cptla
a-actinin Angiopoietin B-cell Collagen and calcium cc cholesterylester carnitine
lymphoma 2 binding EGF-domains chemokine transfer protein palmitoyltransferase
containing protein 1 receptor type 1A (liver)
Adm Anp BEC Ccl1 Cd1i1b Cldns Csk
adrenomedullin Atrial natriuretic blood chemokine (C-C motif) cluster of claudin 5 c-src tyrosine
peptid endotelial cell ligand 1 differentiation kinase
molecule 11B
(ITGAM)
ADN Apin Bmal1l CcCL19 Cd36 Clec1lb Ct
Acid Apelin Brain and CC motif chemokine 19 cluster of C-type lectin threshold cycle
desoxiribonucleic Muscle ARNT- differentiation ~ domain family 1
Like 1 36 (FAT) member B
(Clec2)
Agpat3 Apm (Apm1) Bmp Ccl2 CdH1 Clec2 Ctnnb1
1-acylglycerol-3- Adipose Most Bone chemokine (C-C motif) cadherin 1, C-type lectin catenin beta 1
phosphate O- Abundant Gene morphogenetic  ligand 2 type 1, E- domain family 2
acyltransferase 3 Transcript 1 protein cadherin (Clec1b)
(Adipoq) (epithelial)
Agpat4 Aqp7 BNP Ccl20 Cdh5 Cm Cxadr
1-acylglycerol-3- aquaporin 7 Brain chemokine (C-C motif) cadherin 5, Centimetre Coxsackievirus and
phosphate O- natriuretic ligand 20 type 2 adenovirus receptor
acyltransferase 4 peptide (vascular
(lysophosphatidic endothelium)
acid
acyltransferase,
delta)

* Malgrat que la tesi ha sigut editada en catala, el desplegament de les abreviatures que s’ha fet
correspon al de la llengua en el qual estan normativitzades (si la sigla esta reconeguda en catala I'he
utilitzada en catala, pero si encara no esta normativitzada en catala he fet servir la versi6é anglesa).
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Cxcl1

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 1
(melanoma
growth
stimulating
activity, alpha)

Cxcl10

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 10

Cxcl11

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 11

Cxcl12

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 12

CXCL13

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 13

Cxcl3

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 3

Cxcl5

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 5

Cxcl6

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 6

Cxcl9

chemokine (C-
X-C motif)
ligand 9

Cxcrl

chemokine (C-
X-C motif)
receptor 1

Cxcr4

CXC chemokine
receptor type 4

Cxcr5

CXC chemokine
receptor type 5

Dab1

Dab, reelin
signal
transducer,
homolog 1
(Drosophila)

Dagt

Diacylglycerol
acyltransferasa

DC

Dendritic cell

Dcc

Deleted In
Colorectal
Carcinoma

Ddit3

DNA damage
inducible
transcript 3

Dgat1

diacylglycerol O-
acyltransferase 1

DIL

drenatge
intersticial
limfatic

DM

diabetis mellitus

Dpp-1V

Dipeptidy!
peptidase IV

E2f7

E2F
transcription
factor 7

E2f8

E2F
transcription
factor 8

Efnb2

EphrinB2

Egf

epidermal
growth factor

Egfr

Epidermal
Growth factor
receptor

Elavi1

ELAV like
RNA binding
protein 1

Emilin1

elastin
microfibril
interfacer 1

Ephb1

ephrin
receptor b1

Ephb2

ephrin
receptor b2

Ephb4

ephrin receptor
b4

Ephs

Ephrines

Epo

erythropoietin

eQTL

expression
quantitative
trait loci

Er71

Ets-Related
Protein 71

Erk

Extracellular-
signal-
regulated
kinases

ERK

extracellular
signal-
regulated
kinases

ERRa

Estrogen-
related
receptor alpha
(ESRRA)

ETS
E-twenty six
Etv2

Ets variant 2
(Er71)

Fabp4

Fatty acid binding

protein 4

FABP

fatty acids
binding protein

Fgf-2 (bFGF),

fibroblast growth
factor 2

Fiaf

Fasting-induced

adipose factor

Fit1

fms-related

tyrosine kinase 1

Fit4

fms-related
tyrosine kinase 4

Fn1

fibronectin 1

Foxc2

Forkhead box
protein C2

FRET

Foster resonance

energy transfer

GAD

glutamic acid
decarboxylase

GAG

glicosaminoglican

Gata2

Endothelial
transcription factor
GATA2

GGT

gamma-
glutamyltransferase

Gipc1

GIPC PDZ domain
containing family,
member 1

Gja1l
gap junction protein,
alpha 1, 43kDa

Gja4

gap junction protein,
alpha 4, 37kDa

Gjb2

gap junction protein,
beta 2, 26kDa

Gjc2

gap junction protein,
gamma 2, 47kDa

Gk
glycerol kinase
Glp1

glucagon-like peptide
1

GIp1R

glucagon-like
peptide 1 receptor

GPT

glutamic-pyruvate
transaminase
(alanine
aminotransferase)

Grp78

G protein-coupled
receptor 78

Grp94
G Protein-Coupled

Receptor 94

GWAS
genome-wide

association studies

HbA1c

Hemoglobina
glicosilada

HDL

high-density
lipoprotein

HFC

hiperlipemia familiar
combinada

Hgf

hepatocyte growth

factor

Hif

hypoxia-inducible
factor 1
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HIV-1

human
immunodeficiency
virus 1

HOMA-B

homeostatic
model
assessment beta
cell function

HOMA-IR

homeostatic
model
assessment
insulin resistance

Hras
v-Ha-ras Harvey
rat sarcoma viral

oncogene
homolog

HTA

hipertensid
arterial

HuR

Human antigen R

HUVEC

Human umbilical
vein endothelial
cells

Hyoul

hypoxia up-
regulated 1

Icami1

intercellular
adhesion
molecule 1

Id2

inhibitor of DNA
binding 2,
dominant
negative helix-
loop-helix protein

I-Fabp

intestinal-fatty
acid binding
protein

Ifparl

interferon
(alpha, beta
and omega)
receptor 1

Ifnar2

interferon
(alpha, beta
and omega)
receptor 2

Ifng

interferon,
gamma

Ifngri

interferon
gamma
receptor 1

Ifngr2

interferon
gamma
receptor 2

IFNa

interferon
alpha 1

Igfi

insulin-like
growth factor
1
(somatomedin
o)

Ikbkg

inhibitor of
kappa light
polypeptide
gene enhancer
in B-cells,
kinase gamma

IL17

Interleukin 17

Il1b

interleukin
1, beta

II3

Interleukin-
3

117

Interleukin-
7

II7ZR
Interleukin-
7 receptor

subunit
alpha

II7R
Interleukin-
7 receptor
subunit
alpha

II8

interleukin
8 (CXCL8)

IMC
index de

massa
corporal

IR

Insulina
resisténcia

Itga6

integrin,
alpha 6

Itga9

integrin,
alpha 9

Itgb1

integrin,
beta 1

Jnk

c-jun N-
terminal
kinase

Kdr

kinase insert
domain
receptor

Kif11

kinesin
family
member 11

Kif2

Krueppel like
factor 2

Kras

v-Ki-ras2
Kirsten rat
sarcoma
viral
oncogene
homolog

LADA

Latent
autoimmune
diabetis in
adults

Lama5

laminin,
alpha 5

Lcat

lecitin-
colesterol
acil
transferasa

Len2

lipocalin 2
(oncogene
24p3)

Lcp2
lymphocyte
cytosolic
protein 2 (SH2
domain
containing
leukocyte
protein of
76kDa)

LDL

low density
lipoprotein

LDLc

LDL calculat

LDLox

LDL oxidades

LEC
lymphatic
endothelial
cell

Lef
Lymphoid

enhancer-
binding factor

L-FABP
Liver-fatty

acid binding
protein

LHR-1

liver receptor
homolog 1

Lipe
lipase,

hormone-
sensitive

LOH

loss of
heterozygosity

LPA

Lysophosphatidic acid

LPC

lysophosphatidylcholine

Lpcat1

lysophosphatidylcholine
acyltransferase 1

Lpcat2

lysophosphatidylicholine
acyltransferase 2

Lpcat3

lysophosphatidylcholine
acyltransferase 3

Lpcat4

lysophosphatidylicholine
acyltransferase 4

LPE

Lysophosphatidylethanolamine

Lpin1

lipin 1

LPS

Lysophosphatidylserine

Lrp8

low density lipoprotein receptor-
related protein 8

Lt

lymphotoxin

Lta

lymphotoxin
alpha (TNF
superfamily,
member 1)

Ltb

lymphotoxin
beta (TNF
superfamily,
member 3)

Ltbr

lymphotoxin
beta
receptor
(TNFR
superfamily,
member 3)

LTi

Lymphoid
tissue
inducer

LTBR

lymphotoxin
beta
receptor

Lyvel

Lymphatic
vessel
endothelial
hyaluronic
acid receptor
1

Mac-2

macrophage
galactose-
specific
lectin-2

Madcam1
Mucosal
addressin

cell adhesion
molecule 1

Magt

MG acyl
transferasa
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Mapt
microtubule-

associated protein
tau

Mcp1

monocyte
chemotactic protein
1

Mcp1ir

monocyte

chemotactic protein
1 receptor

Mek
Mitogen/Extracellular

signal-regulated
Kinase

MG

mono acilglicerol

Miit4

myeloid/lymphoid or
mixed-lineage
leukemia (trithorax
homolog,
Drosophila);
translocated to, 4

Mmp2

Matrix
metalloproteinase 2

Mmp9

Matrix
metalloproteinase 9

MPS

monocyte phagocytic
system

MTP

Microsomal

triglyceride transfer
protein

NEFA

Non-
esterified
fatty acid

Nfatc1

nuclear factor
of activated
T-cell c1

NF-kB

nuclear factor
kappa-light-
chain-
enhancer of
activated B
cells

Nfkb1

nuclear factor
of kappa light
polypeptide
gene
enhancer in
B-cells 1

Nfkb2

nuclear factor
of kappa light
polypeptide
gene
enhancer in
B-cells 2
(p49/p100)

Notch1

Notch
homolog 1,
translocation-
associated
(Drosophila)

Nr2f2
nuclear
receptor
subfamily 2,
group F,
member 2
Nrap
nebulin-
related
anchoring
protein
Nrp

neurolipin

Nrp1

Neuropilin1

Nrp2

Neuropilin2

NTN

netrin

Ntnla

Netrinla

Ntn4

Netrin4

Ob

obés

omn

omentin

PA

phosphatidic
acid

PAD

pressi6 arterial
diastolica

Paf

Platelet-
activating
factor

PAFAH

HDL-associated
PAF
acetylhydrolase

Pail

Plasminogen
activator inhibitor-1

PAS

pressio arterial
sistolica

PC

fosfatidilcolina

Pck1
phosphoenolpyruvate

carboxykinase 1
(soluble)

PCR

proteina C reactiva

Pde3b

phosphodiesterase
3B, cGMP-inhibited

Pdpn

podoplanin

Pecam1
platelet/endothelial

cell adhesion
molecule

Pi3K
phosphatidylinositol
3-kinase

Pik3ca
phosphoinositide-3-

kinase, catalytic,
alpha polypeptide

Pik3r1
phosphoinositide-3-
kinase, regulatory

subunit 1 (p85
alpha)

Pitx2
paired-like

homeodomain
transcription factor 2

Pka

Protein kinase A

Pkb

protein kinase B

Pkca

protein kinase C,
alpha

Plcg2

phospholipase C,
gamma 2
(phosphatidylinositol-
specific)

Pidé6

phospholipase D
family member 6

Plin

perilipin

PIxna1

plexin A1

Ppap2A

phosphatidic acid
phosphatase type 2A

Ppap2B

phosphatidic
acid
phosphatase
type 2B

Ppap2C

phosphatidic
acid
phosphatase
type 2C

Ppara

peroxisome
proliferator-
activated
receptor alpha

Ppard

peroxisome
proliferator-
activated
receptor delta

PPARg

peroxisome
proliferator-
activated
receptor
gamma

Ppfibp1
(liprin beta 1)

PTPRF
interacting
protein,
binding protein
1

Ppp1ri3b

protein
phosphatase 1,
regulatory
(inhibitor)
subunit 13B

Prkaai

protein kinase,
AMP-activated,
alpha 1
catalytic
subunit

Prkca

protein kinase
C, alpha
Prox1
prospero-

related
homeobox 1

Pten

phosphatase
and tensin
homolog
(mutated in
multiple
advanced
cancers 1)

Ptger2

prostaglandin E
receptor 2
(subtype EP2),
53kDa

Ptgs2

prostaglandin-
endoperoxide
synthase 2
(prostaglandin
G/H synthase
and
cyclooxygenase)

Ptpnii

protein tyrosine
phosphatase,
non-receptor
type 11
(Noonan
syndrome 1)

Ptpni4

protein tyrosine
phosphatase,
non-receptor
type 14

Ptprb

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, B

Ptprc

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, C

PTPRD

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, D

PYY

peptide YY

Rac1

ras-related C3
botulinum toxin
substrate 1 (rho
family, small
GTP binding
protein Racl)
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Raf1 Relb SIDA stnfr2 Tiel TIr8 Trance-R wnt
Raf-1 proto- v-rel sindrome soluble tumor tyrosine kinase toll-like TNF- wingless-
oncogene, reticuloendotheliosis  d'immunodeficiéncia  necrosis factor with receptor 8 related type
serine/threonine viral oncogene adquirida receptor 2 immunoglobulin- activation- MMTV
kinase homolog B like and EGF-like induced integration
domains 1 cytokine site
receptor family,
member 1
Ramp2 Reln Slk Syk Timp3 Tir9 T-syn wnt5b
(Cigalt1)
Receptor activity Reelin STE20-like kinase Tyrosine tissue inhibitor of toll-like T synthase wingless-
modifying protein 2 (yeast) protein kinase metalloproteinase  receptor 9 type
SYK 3 MMTV
integration
site
family,
member
5B
Rank Rgs1 Smad4 Tbx1 Tir1 Tnfrsfila Unc5B xbp1
Receptor activator regulator of G- SMAD family Tbox toll-like receptor tumor unc-5 X-box
of nuclear factor protein signalling 1 member 4 transcription 1 necrosis netrin binding
kappa-B factor TBX1 factor receptor B protein 1
receptor
superfamily,
member
11a, NFKB
activator
Rankl Rorc SNP Tcf Tir10 Tnfrsfla Vcam1 Zyx
Receptor activator RAR-related orphan single-nucleotide transcription toll-like receptor tumor Vascular Zyxin
of nuclear factor receptor C polymorphism factor 1, 10 necrosis cell
kappa-B ligand hepatic; LF- factor adhesion
B1, hepatic receptor protein 1
nuclear factor superfamily,
(HNF1), member 1A
albumin
proximal
factor
Rara Rorg Sos1 Tek (Tie2) Tir2 Tnfrsfib Vegfa
retinoic acid retinoid orphan son of sevenless TEK tyrosine toll-like receptor tumor Vascular
receptor, alpha receptor homolog 1 kinase, 2 necrosis endothelial
(Drosophila) endothelial factor growth
(venous receptor factor A
malformations, superfamily,
multiple member 1B
cutaneous and
mucosal)
Rasal1 RT-PCR Sox18 TG Tir3 Tnfsf10 Vegfc
RAS p21 protein Reverse SRY-related HMG- triglicérids toll-like receptor tumor Vascular
activator (GTPase transcription box 18 3 necrosis endothelial
activating protein) 1 polymerase chain factor growth
reaction (ligand) factor C
superfamily,
member 10
RCT S1iP Spred1 Tgfb1 Tir4 Tnfsf11 Vegfr3
reverse cholesterol sphingosine-1- Sprouty-related, transforming toll-like receptor tumor Vascular
transport phosphate EVH1 domain- growth factor, 4 necrosis endothelial
containing protein 1 beta 1 factor growth
(ligand) factor
superfamily,  receptor 3
member 11
RE sc Spred2 Tgfbri Tir5 Tnfa Vezf1
reticle subcutani Sprouty-related, transforming toll-like receptor tumor Vascular
endoplasmatic EVH1 domain- growth factor, 5 necrosis Endothelial
containing protein 2 beta receptor factor alpha Zinc
1 Finger 1
Rel Sema3a SR Tgfbr2 Tiré TonEBP vis
v-rel sema domain, scavenger receptor transforming toll-like receptor tonicity- visceral
reticuloendotheliosis =~ immunoglobulin growth factor, responsive
viral oncogene domain (Ig), short beta receptor enhancer
homolog (avian) basic domain, II (70/80kDa) binding
secreted, protein
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PRESENTACIO I JUSTIFICACIO

Aquest treball s’ha desenvolupat en el grup de recerca de la diabetis i les
malalties metaboliques associades - Diabetes and metabolic associated
diseases research group - en el marc del Servei d’Endocrinologia i Nutricid
de I'Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona.

La tesi s’estructura en diferents apartats. En la introduccid es fa una
consideracio de la malaltia metabolica des de la perspectiva d’una alteracid
hidrodinamica en la captacié del liquid intersticial per part dels vasos
limfatics. Es valora de manera especifica, mitjancant I'expressié dels gens
relacionats amb la limfogenesi, prox1 i pdpn, el vincle que tenen els vasos
limfatics en el funcionament i alteracié del teixit adipds. Prox1 i pdpn sén
dos gens que es precisen per a |'estructuracié dels vasos limfatics. La seva
delecié comporta la perdua del fenotip de vas limfatic. Es fa una revisio de
I'ambit d’estudi dels vasos limfatics que va des de la I'embriologia dels
vasos limfatics i el seu funcionament fins a les disfuncions trobades en les
diferents situacions metaboliques (obesitat, resisténcia a la insulina i
diabetis).

Un cop posada en evidencia la importancia del drenatge limfatic en els
processos metabolics mencionats, plantegem una hipotesi estructurada i un
objectiu general que inclou una analisi descriptiva en diverses cohorts del
paper dels dos principals gens involucrats en la limfogenesi; Prox1 i pdn.

En 'apartat de Materials i métodes es descriuen les cohorts estudiades, els
metodes empleats en I'analisi de les variables tant cliniques com analitiques
i es descriu la metodologia d’analisi utilitzada

Els Resultats es valoren en funcido dels objectius establerts agafant de
referéncia el comportament de proxl i pdpn en teixit adipdés en cada
situacié d’estudi.

En la Discussio es fa una valoracid dels resultats obtinguts agrupant-los a
I'estat actual de la qlestié.

I en la Conclusié es presenten totes les evidéncies trobades.

En els Annexos s’inclou informacidé complementaria sobre I'analisi de
microarrays i dels estudis RT-PCR.
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RESUM

L'obesitat es caracteritza per tenir associada una inflamacid sistemica
cronica de baix grau que es manifesta tant de manera sistémica com local.
El teixit adipds en l'obesitat és testimoni d’aquesta situacid i ho manifesta
de manera més o menys explicita pel cimul de lipids. Entre els factors que
poden condicionar aquest context inflamatori hi ha la capacitat drenant de
I'interstici per part dels vasos limfatics.

En aquest treball hem analitzat diverses cohorts de pacients afectes
d’obesitat, resisténcia a la insulina i diabetis. En una primera analisi, varem
partir de les dades obtingudes en un estudi preliminar d’expressido genica
mitjancant tecnologia de microarray. Es va fer una classificacié dels gens en
funcid de dades obtingudes de la literatura (vinculacié de marcadors genics
a limfogénesi), comparant els diversos grups inclosos a |'estudi genetic
(prims, obesos morbids amb i sense resistencia a la insulina i pacients amb
diabetis tipus 2). Es descriu una afectacid desigual tant quantitativament
com qualitativa sent major la seva incidencia en la condicié de I'obesitat.

En una nova cohort, I'analisi de I'expressié genica en el teixit adipds per
RT-PCR mostra que les expressions de prox1 i pdpn, dos gens vinculats de
manera directa a l|'estructuracid dels vasos limfatics, presenten diverses
associacions amb |'alteraci6 metabolica, i més concretament amb |'obesitat.
L'avaluacié conjunta dels dos gens permet establir de manera indirecta quin
grau d’estructuracid limfatica podria tenir el teixit adipés en cadascuna de
les condicions metaboliques que es consideren i amb quines variables estan
relacionades.

Els resultats indiquen que l'expressid6 genica de proxl i pdpn té un
comportament homogeni quan comparem les diferents situacions
metaboliques. Tenint en compte el tipus de teixit adipds, subcutani i
visceral, els resultats mostren que l'expressid d’aquests gens és sempre
més elevada en teixit adipds visceral en relacié al subcutani. La variacié de
I'expressié d'aquests gens va associada a la variacié d’una serie de variables
de tipus antropometriques, bioquimiques i geniques en l'obesitat. El que fa
considerar la hipotesi d'un vincle entre l'alteracié limfatica i aquestes
variables en I'obesitat com possible. Cal destacar també que el colesterol, la
glucosa i els triglicérids, no es vinculen amb l’'expressié d’aquests gens pero
que si que ho fa el colesterol HDL, coincidint amb el descrit en models
animals. Quan analitzem quines variables modifiquen I'expressié de prox1 i
pdpn, l'expressio de mRNA de atg”7 i d’'atg3 respectivament, es mostren
com els principals determinants. L'expressido de prox1 i pdpn disminueix a
mesura que augmenta el grau d’obesitat i augmenten els marcadors propis
de l'alteracié metabolica (adipositat, inflamacié, alteracié del metabolisme
del glucosa, la pressid arterial)
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Es manifesta la correlacié entre I'expressid de certs gens vinculats al LPA
amb I'expressid de prox1 i pdpn, majoritariament amb prox1. La relacié és
desigual entre tipus de teixit adipdés perd tanmateix es mantenen moltes
similituds.

Com a conclusié general podem dir que dos dels marcadors génics implicats
en la limfogénesi mostren canvis en el context de diverses alteracions
metaboliques. Aquest fet, encara que de manera indirecta, déna peu a
considerar la hipotesi dels canvis hidrodinamics com un parametre clinic a
tenir en compte en l'alteracié metabolica, especialment en l'obesitat.
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1. DESENVOLUPAMENT DELS VASOS LIMFATICS

La descripcié academica més recent de I'embriologia humana (1) estableix
I'inici de I'entramat limfatic a partir de la cinquena setmana de gestacid, des
de I'endoteli vends, per una mena d’evaginacions en forma de sac.

Els primers sacs limfatics que es formen sén els jugulars, a la juncié entre
les venes cardinals anteriors i les venes jugulars, tal com classicament
s’havia descrit. A partir del conjunt d’aquests sacs limfatics i per un procés
de proliferacié centrifuga, es forma una xarxa de vasos que en la seva
maduracié constituira I'entramat de vasos limfatics. Hi ha sis sacs limfatics
primaris: dos sacs jugulars, en la unié de les venes subclavies i cardinal
anterior; dos sacs iliacs en el punt d’unié de les venes iliaques i cardinal
posterior; un de retroperitoneal, proper al sostre del mesenteri, i un altre,
anomenat cisterna de quilo, a la part dorsal del sac retroperitoneal.

1.1 Origen dels vasos limfatics

Establir quin és l'origen dels vasos limfatics ha confrontat dos models
embriologics distints. Inicialment es va proposar un origen mesenquimatic.
Aquesta teoria plantejava que l'estructuracio dels vasos limfatics era fruit de
I'assemblatge de cel-lules d’origen mesenquimatic (Budge, Sala, Gulland...).
Més endavant, perd, amb Langer inicialment i després amb Ranvier, Mac
Callum, Sabin... es va comencar a considerar que l|'origen podia ser
endotelial vascular i, més concretament, vends (2). En aquest cas es
considerava que les cel-lules no provenien del mesénquima siné de
I'endoteli vends. Florence Sabin, gran defensora d’aquest model, va ser
considerada al llarg dels anys com el referent descriptiu dels vasos limfatics
i de la seva embriologia, i la seva descripcié va ser considerada la més
valida (3). La constatacid que el desenvolupament dels vasos limfatics no
esta afectat en embrions on s’ha limitat I'expressié d’'un gen, runx1, molt
implicat en la proliferacié de cél-lules mare hematopoetiques de tipus adult
aixi ho fa pensar (4). L'evidéncia que l'alteracié de certs gens vinculats al
desenvolupament endotelial vascular, en general, tie-2, i vends en
particular coup-tflI, afecta el desenvolupament limfatic, aixi com el mateix
seguiment de |'expressié dels marcadors dels vasos limfatics, fa pensar en
el seu origen venods (3-5).

Hi ha certs aspectes a destacar que evidencien que malgrat que no sigui
discutible I'origen venods de les cél-lules endotelials limfatiques (LEC) hi ha
una certa interacci6 mesenquimatica. Les LEC, que expressen prox1, no es
troben Unicament en la vena cardinal sind que també les trobem en I'ambit
dels vasos intersomites; vasos presents en el mesénquima. Aquestes LEC
coincideixen amb les provinents de la vena cardinal per formar I'entramat
limfatic. Es desconeix |'origen dels vasos intersomites. Aquests poden

13
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DESENVOLUPAMENT DELS VASOS LIMFATICS

provenir de la mateixa vena cardinal o dels angioblasts del mesénquima

(5).

El desenvolupament de les tecniques de microscopia ha permes a Hagerling
et al (6) determinar, si més no en ratolins, que les cél-lules progenitores
limfatiques en I'ambit intersegmentari, provenen, en part ,de la mateixa
vena cardinal i, en part, del plexe limfatic superficial. El que es detecta
inicialment és I'existéncia d’'un flux de cel-lules en forma de fus que es
dirigeix a I'ambit intersomatic i entra en un procés d’agregacié. Des
d'aquest agregat es formaria el vas limfatic periféric superficial a partir del
qual s’estructuraria I'entramat limfatic superficial (figura 1 - D). De manera
simultania, en la proximitat de la vena cardinal es produeix, també, una
acumulacié de LEC que deriva en la formacié del que s'anomena conducte
toracic primordial que forma part de I’'entramat limfatic profund (figura 1- G
-H).

Figura 1. Descripcidé del desenvolupament limfatic. Adaptada de (6).

Jullie, iy, J@@@@
A. e}\ﬁié B. E\ “‘{ o c:g\ E.;:u:aln r\'\r;u\?

% puves
o &VQ o) 7

e, JWUL¢, MU
E. crania(\(“dﬂ'F ?\gﬁ% G_RG‘\E( HR(':;

La preséncia de céel-lules progenitores limfatiques en I'ambit del plexe vends
superficial en situacions en qué la capacitat migratoria de les LEC ha estat
afectada per l'alteracié en la secrecié de VEGFC, confirmaria la idea que la
capacitat de generar I'entramat limfatic no seria Unicament atribuible a la
vena cardinal sind al conjunt de totes les venes (figura 2). A partir d’aquest
fet, s’ha especulat sobre la possibilitat que el procés de limfogenesi
embrionaria fos generat de manera massiva i sincronica en el conjunt de
venes, considerant que les diferencies observades es deurien a una major
capacitat de resposta als estimuls inductors per part de les LEC progenitores
en les seves diferents ubicacions (6).
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DESENVOLUPAMENT DELS VASOS LIMFATICS

Figura 2. Embriogénesi limfatica vinculada a
I’'absencia de VEGFC. Adaptada de (6).
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De manera general, es pot concloure que l|'origen del sistema endotelial
limfatic en mamifers deriva de |I'endoteli vascular i que, tal com es descriu
(7), les cel-lules hematopoéetiques tenen poca cosa a veure, o res a veure,
en la iniciacié del procés constitutiu dels vasos limfatics en condicions
fisioldogiques, de manera que sén només les plaquetes les que semblen
jugar un rol considerable en la separacié del sistema endotelial vends del
limfatic. En aquest sentit, s’ha demostrat, en model animal (8), que el
procés de separacié dels vasos sanguinis dels limfatics precisa de la
presencia i accido de les plaquetes. L'adhesié de les plaquetes a la paret
vascular en la interfase de diferenciacié entre els dos tipus de conductes fa
pensar que les plaguetes exerceixen com de barrera fisica que impedeix
connexions entre ambdues estructures (8). Aquest model de separacio es
constata, també, en el fet que les plaquetes sén activades pel seu contacte
amb la molécula PDPN (marcador endotelial limfatic), aixi com també en el
fet que en models animals deficients en pdpn la separacié limfovenosa és
defectuosa (8).

No obstant aix0, no es pot considerar que la polemica hagi quedat resolta.
Recents publicacions mostren que, possiblement, ens trobem davant d’una
realitat dual de desenvolupament. Martinez-Corral et a/ (9) han mostrat que
els vasos limfatics de la pell tenen un desenvolupament dual i no Unicament
venos. Kloltz et al (10) també van definir I'origen dual en el cas dels
limfatics del cor.

+ ,
, F
[

!.ﬂ"‘

El cert és que aquesta realitat dual ja es déna en altres especies. El plexe
limfatic de les aus i el dels amfibis tenen un origen dual, per una part, des
de la vena cardinal anterior i, per una altra, per limfoblasts del mesenquima
(7). Koltowska et al (11) fan esment que l'evolucié de les especies en
I'ambit limfatic no deixa de presentar certes particularitats diferenciadores
que poden respondre a les seves necessitats adaptatives al medi.

L'origen dual no és l'Unica divergencia que podem trobar entre espeécies
evolutivament diferenciades. Els peixos, per exemple, no disposen de vasos
limfatics valvulats ni de noduls. El flux limfatic es genera, sembla ser, per
I'acci6 de musculs esqueletics. Els amfibis, d‘altra banda, tenen la
particularitat de disposar en el trajecte dels vasos limfatics de dilatacions
que actuen com de «cors limfatics», fet que ajuda a mobilitzar la limfa. En
els reptils es destaca la similitud amb els amfibis, perd amb la presencia de
cors Unicament a la part posterior. Els ocells, en canvi, tenen vasos limfatics
valvulats, perd els manquen cors limfatics. Els mamifers, al seu torn, ja
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disposen d’'una complexitat limfatica major perque compten amb noduls
limfatics. Aixi, presenten una jerarquitzacié dels vasos que es manifesta per
diferéncies estructurals (la preséncia o no de valvules) i/o funcionals
(captacid i transport de la limfa o Unicament de transport).

La variabilitat manifesta entre espécies en I|'estructuracié dels vasos
limfatics condueix a considerar que aquesta variabilitat és fruit de la
mateixa necessitat adaptativa. El millor exemple de versatilitat adaptativa
és la capacitat dual del desenvolupament limfatic. No és d’estranyar, doncs,
que en la recerca d'una millor capacitat adaptativa s’hagi definit una
complexitat evolutiva que persisteixi entre espécies i es manifesti de
manera distinta en funcié de I'espécie i de la seva necessitat adaptativa. De
fet, en les ciencies de la complexitat aquest fenomen es podria valorar com
un procés d’autoorganitzacié. Des d’aquesta visid evolutiva, podriem
considerar que la versatilitat en el desenvolupament afavoreix que es
disposi d'un ventall de possibilitats d’estructuracid, perd que les
circumstancies en defineixen una de determinada i d’acord amb una forma
de desenvolupament i no una altra. Bascompte i Luque (12), quan parlen
dels processos d’‘autoorganitzacié, expliquen que aquests processos
permeten |'aparicid d’estructures complexes i que la seleccié natural actua
sobre |'estructura ja formada.

1.2 Estructuracio dels vasos limfatics

La base de I'estructuracié limfatica recau, en el cas dels mamifers, com ja
hem pogut veure, en la formacido de I’entramat vends. Aquesta formacio
depen de la formacié dels seus precursors endotelials, els angioblasts, que
provenen dels precursors mesodermics durant la gastrulacié. Un factor de
transcripcid ETS (E-twenty six), I'Etv2 (Er71), lidera aquest procés de
diferenciacio de les cel-lules endotelials. Les vies de senyalitzacid de
NOTCH, BMP i WNT en farien la modulacid (13). Aquest procés de
diferenciaci6 mesodérmica en cel-lules precursores endotelials és el pas
previ a qualsevol procés d’estructuracio limfatica.

L'estructuracid limfatica engloba diversos processos. La diferenciacio de les
cel-lules endotelials venoses en limfatiques és el primer pas en el
reconeixement dels vasos limfatics, pero hi trobem, també, altres processos
vinculats: la limfogenesi, que respon a la formacid de nous vasos; la
separacié entre els vasos sanguinis i limfatics; els processos de remodelacid
i maduracio dels vasos limfatics; |'estructuracido de les valvules dels vasos
limfatics; l'assemblatge de la matriu extracel-lular i les seves interaccions
amb l'entorn (14). El conjunt d’aquests processos és el que acaba
determinant I'adequada estructuracié i |'adequat funcionament de
I'entramat limfatic d’acord amb els requeriments funcionals que el sistema,
I'organisme, requereixi.

16



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

DESENVOLUPAMENT DELS VASOS LIMFATICS

En els mamifers, en I'ambit embrioldgic, les LEC, sdn reconegudes com a
tals, al seu inici, a partir de I'expressido de proxl (15). Prox1l és el més
significatiu i Unic requisit per part d’aquestes cel-lules endotelials per iniciar
el procés diferenciador de les cél-lules endotelials venoses a limfatiques (4).
Segons diferents estudis, s’'ha pogut constatar que el fenotip limfatic és labil
i reversible. El manteniment del fenotip precisa de I'expressié continuada de
prox1 (16).

Per a Oliver, el procés de formacid dels vasos limfatics en els mamifers
consta de quatre etapes (17):

A Lymphatic competence. En aquesta fase certes cél-lules endotelials
venoses adopten la capacitat de respondre a certs estimuls inductors
de la caracteritzacié limfatica.

A Lymphatic bias (LEC precursors). En aquesta fase intermeédia les
cel-lules exposades als senyals inductors generen una distincio
estructural respecte a les no exposades. L'expressido de prox1 és el
fet més representatiu d’aquesta etapa.

A Lymphatic specification. Aquesta etapa esta marcada pel fet que les
cel-lules diferenciades tenen una capacitat proliferativa independent,
autonoma; la qual cosa comporta que les cel-lules sén capaces de
proliferar de manera independent de I'entorn en el qual s’han definit.

A LEC differentiation. Aquesta etapa és la que engloba la sintesi de tots
els components propis a I'estructuracié dels vasos limfatics.

Les cel-lules endotelials progenitores de I'endoteli limfatic son descrites com
una subpoblacié de cel-lules endotelials que es troben a les venes cardinals.
L'evolucié en I'expressié de proxl en tot el procés aixi ho confirma (4).
Yang et al (5) descriuen que I'expressidé de prox1, a més de donar peu a la
diferenciacio, en permet la migraci6 amb la consideracié que l'expressio de
prox1 és necessaria per al desenvolupament limfatic, pero també ho és per
al desenvolupament de les valvules limfovenoses. A la vena cardinal, hi
persisteixen un cert nombre de cel-lules endotelials que expressen proxl
gue no intervenen de manera directa en l'estructuracié dels vasos limfatics
sind que ho fan en la de les valvules limfovenoses.

Yang et al (5) identifiquen que I'expressié de proxl1 en les venes cardinals i
en les venes intersomites defineix el desenvolupament d’una subpoblacié de
cel-lules endotelials venoses amb la capacitat de convertir-se en cel-lules
progenitores limfatiques. Aquestes cel-lules només expressen pdpn en el
moment de sortir de la vena cardinal. Es el que marca la distincié fenotipica
endotelial limfatica, la qual cosa els va fer pensar en l'existéncia d’una
inhibicio fenotipica limfatica, mentre les cél-lules endotelials progenitores
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sOn als vasos sanguinis, i que la diferenciacié total només es fa en el
moment en el qual aquestes cél-lules progenitores limfatiques surten dels
vVasos.

Es important considerar la manera com les cél-lules progenitores de
I'endoteli limfatic surten de les venes. Inicialment es va pensar que sortien
lligades entre elles per juncions d’adhesid, la integritat de les quals, aixi
com la seva dinamica, condicionarien el procés migratori. Per aquest motiu,
es pensava que el procés d’alliberament del sac limfatic a partir de la vena
requeria que no hi hagués modificacions estructurals i funcionals de la vena
després de la migracid. Es parlava de la necessitat que les juncions
cel-lulars es desplacessin de tal manera que es mantingués la integritat de
la vena (5). Un cert punt de discrepancia apareix quan es considera que la
sortida de les LEC progenitores no es fa de manera agrupada, en forma de
sac, sind de manera més individualitzada (6).

Es planteja, també, la qlestié per que algunes céel-lules endotelials venoses
comencen a expressar proxl1. La resposta, pel que sembla, rau en SOX18.
SOX18 és una proteina que es lliga a I'’ADN i que en modula l'activitat
transcripcional. SOX18 es localitza de manera diferenciada en les cel-lules
endotelials dorsolaterals de la vena cardinal i activa directament |'expressid
de prox1 (18). Durant lI'embriogénesi, com descriu Francois (18), sox18
s’expressa de manera transitoria en totes les cel-lules endotelials. A partir
d'un cert moment, en el desenvolupament, com en les cél-lules d’adults, es
detecta |'expressid de prox1, pero no la de sox18, la qual cosa ve a indicar
que I'expressié de sox18 té una relacié inversa a la de prox1 (figura 3).

A B < D Figura 3. Relacié en I'expressié de sox18 i
A proxl en |'embriologia de ratolins.
Obtinguda de (18).
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La regulacié de SOX18 esta associada a la regulacié de la via de les ERK
(19, 20). Els factors que indueixen aquesta regulacié no estan encara ben
definits. Un senyal local, que podria ser la preséncia de VEGFC, activaria la
via de senyalitzacié de la PI3K/AKT i RAF/MEK/ERK, i esdevindria el major
inductor d’aquest procés.

L'alteracié de la via RAF1/ERK, mitjancant la introduccié d’'un gen mutat
RAF15%°°A que n’impedeix la fosforilaci6 en el lloc Ser259, comporta
I'activacié constitutiva d’ERK, fet que comporta I'expressié de prox1 en tota
la vena. En condicions normals AKT inhibeix [I'activaci6 d’ERK per la
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fosforilacid de RAF1 en Ser259. Aix0 ha fet considerar que l'activacié de la
via de la PI3K i de I'AKT, també anomenada PKB, és un dels possibles
mecanismes involucrats en la polaritzaci6 del senyal de Proxl a la cara
dorsolateral de les venes cardinals (figura 4).

Figura 4. Model de senyalitzacid de la via Exdisieled sighals
RAF1/MEK/ERK que indueix |'especificacié de l l
£o50

les LEC i el desenvolupament dels vasos PIaK
limfatics mitjangant el control de I’'expressio l A‘K!T
de SOX18 proposat per Deng et al en (19). R%VH

MEK

¥

ERK

? SOX18 ] ? COUP-TFII

@PR$X1

LEC fate

¥
Lymphatic formation

En un estudi previ fet amb ratolins ja es va evidenciar que AKT1” generava
una dilatacid excessiva dels vasos col-lectors aixi com un reclutament
menor de cel-lules musculars llises al voltant dels vasos limfatics (21).

Els resultats indiquen que la regulacié de les ERK per part d’AKT no seria un
mecanisme Unic, que hi hauria altres molécules o mecanismes capacos
d’induir el procés. Cal tenir present, també, que AKT no és I'Unica cinasa
capac de fosforilar Ser259, també ho poden fer PKA i PKCa. L'activacié
excessiva d’'aquestes vies RAF/MEK/ERK o la seva manca de regulacié
negativa per part de PI3K/AKT, deriva en el desenvolupament excessiu dels
vasos limfatics i en el seu disfuncionament (Rasopathies).

La disminucié de l'activitat d’ERK mitjangant la inhibicid que genera AKT
s’ha descrit (22) com el possible mecanisme de regulacié que permet definir
a partir de quin moment s’ha d’estimular la limfogenesi, la diferenciacié a
LEC de les BEC i el manteniment del fenotip limfatic.

Més enlla del tipus d’activacié directa que es dona pel lligand de VEGFC al
seu receptor VEGFR3 existeixen altres formes d’interaccié dins el procés de
desenvolupament. En un congrés del 2013 es fa mencié que els receptors
per BMP i per TGFB activen o modulen el procés proliferatiu limfatic. Simons
i Eichmann (22) comenten, a tall d’exemple, en referéncia al mateix
congrés, que la delecié dels receptors TGFB (TGFBR2 i Alk5) modifica la
dinamica proliferativa de les LEC en interferir en el funcionament del
VEGFR3 o de l'altre receptor del VEGFC, la neuropilin-2. També es fa
mencié de la importancia que té una proteina, Human antigen R (HuR), que
permet |'estabilitzacié de I’ARN missatger que codifica el VEGFC i el VEGFA,
i que permet un correcte desenvolupament limfatic.

El VEGFC és determinant en I'inici del desenvolupament dels vasos limfatics
(23, 24). El VEGFC, com bé comenten Simons i Eichmann (22), es fixa en
un dels seus receptors, VEGFR3, i en provoca la dimeritzacié, fet que
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comporta que el receptor autofosforili els seus residus de tirosina en el seu
domini citoplasmatic. D’aquesta manera, s’activarien les dues vies, la PI3K /
AKT i la de I'ERK, ja comentades préeviament. Es possibiliten, aixi,diferents
opcions de desenvolupament en les diferents etapes mitjancant la regulacié
de les dues vies, la qual cosa facilita la resposta cel-lular en funcié de
I'etapa del desenvolupament en qué ens trobem.

L'origen ontogeénic comu de les venes i els limfatics obliga a disposar d'un
mecanisme molecular de diferenciacié cel-lular. Dixon (25) comenta, en una
revisio tematica que fa, que és l'expressié de la fiaf el que inicia aquest
mecanisme diferenciador. La FIAF s’ha associat a I'homeodstasi de la
glucosa, al metabolisme dels lipids, a la sensibilitat a la insulina, aixi com a
I'apoptosi i a la inhibicid dels processos de metastasi. Ratolins genoanul-lats
de fiaf (fiaf’") mostren limfatics intestinals amb contingut sanguini i una
disminucid de tres vegades en |'expressié de prox1.

Cal fer esment que una gran part del desenvolupament dels vasos sanguinis
i limfatics ve regulada per la presencia de nombroses glucoproteines, de les
quals destaquem els O-glicans. Aquestes intervenen en el desenvolupament
vascular, tant embrionari com postnatal; aixi com en la particiéd vascular-
limfatica mitjancant la regulacié de I'expressio de la pdpn.

T-syn, una glicosiltransferasa, regulada per l'expressid de clgaltl, és
determinant en la formacié dels O-glicans. La deleci6 de la clgaltl
comporta una alteracié en I'expressié i la funcid de la O-glicoproteina pdpn
que deriva en una desestructuracido dels vasos limfatics i una funcié
limfatica alterada. Fu et al (26), basant-se en models de ratolins
genoanul-lats en T-syn (T-syn”"), evidencien, ja en I'ambit embrionari,
contingut sanguini en els limfatics i una mortalitat elevada, abans i tot que
els limfatics esdevinguin funcionals.

La determinacié d’una preséncia més marcada de VEGFC en les zones on
s’inicien els vasos limfatics, aixi com la seva presencia en aquelles zones
riques en vasos limfatics, va fer considerar el seu possible rol en el
desenvolupament limfatic (23). El VEGFC estimula la sortida de les cel-lules
progenitores limfatiques de les venes amb la particularitat que el VEGFR3 és
present en totes les cel-lules endotelials venoses, perd Unicament migren
les que expressen proxl1.

En ratolins s’ha pogut evidenciar, segons la valoracié de la B-galactosidasa
que permet detectar la secreci6 de VEGFC endodgena, que l'expressid de
VEGFC apareix en la regié jugular, alli on els sacs limfatics es formen
primer. En associar, a més a més, la immunoreactivitat a VEGFR3, s’ha
constatat que VEGFC esta fortament expressat en I'ambit del mesenquima
dorsolateral en la proximitat de les venes jugulars que expressen VEGFR3,
aixi com en les cel-lules musculars llises que envolten les grans artéries com
I'aorta (24). Tot plegat ha portat a pensar que és la secrecié de VEGFC el
senyal desencadenant de la migraci6 de les LEC per formar
els sacs limfatics.
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Koltowska et al (11) fan esment que hi ha molts factors que influencien la
limfogeénesi en ratolins i que molts d’aquests s6n moduladors de la via de
senyalitzaci6 de VEGFC/VEGFR3. Destaquen la NRP2 , la synectin, I'ephrin
B2, el receptor Bl-integrin -mitjancant c-Src (CSK)-, el col-lagen I -
possiblement mitjancant B-integrin—, la Rho GTPasa RAC1 i el factor de
transcripcido TBX1, tots ells amb interacci6 més o menys directa amb la via.
Es per aquest motiu que es concedeix tanta importancia a la modulaci6
d’aquesta via en el desenvolupament limfatic aixi com en el seu posterior
creixement.

Una observacié interessant a tenir en compte en |'estructuracié dels vasos
limfatics és la que deriva de I'estudi de Cermenati et al (27) en el qual es
destaca la relacié que hi pot haver entre un factor de creixement com és
VEGFC i un factor de transcripcié com és SOX18. En un model d’estudi de la
limfogenesi en peixos zebra s’analitza |'efecte del bloqueig parcial simultani
combinat dels gens de SOX18 i VEGFC mitjancant un dosatge controlat de
morfolines. Les morfolines son molecules sintetiques que permeten regular
I'expressié dels gens de manera que fan els genoanul-lats simultanis
viables. Pel que fa als gens considerats, es va detectar I'existéncia d’'una
sinergia funcional entre ambdds gens en la proliferacié tant de les venes
com dels vasos limfatics que provenien de la vena cardinal; i, d'altra banda,
que l'alteracid d’aquesta sinergia afecta |'estructuracié del canal toracic.
Aix0 va conduir a pensar en l'existencia d’'un patré d’interaccié comu que
possibilitava la interaccié entre I'expressid del factor de transcripcié i la del
factor de creixement vascular.

El desenvolupament d’una linia cel-lular endotelial limfatica propia precisa a
part de PROX1 i SOX18, de COUP-TFII (5). COUP-TFII és un factor de
transcripcid que intervé directament sobre la caracteritzacid de l’endoteli
vends mitjancant la inhibicid de la via de senyalitzacié de Notch (Notch1)
caracteristica del fenotip arterial (28).

L'expressié de COUP-TFII és present en les LEC i n‘és determinant per al
manteniment fenotipic. Ho fa per una interaccid fisica i funcional directa
sobre prox1 (29-31). En cultius d’'HUVEC s’ha pogut establir que COUP-TFII
regula, per interaccio directa, I'activitat transcripcional de prox1 a I'hora de
formar VEGFR3 i ciclina E1, aixi com sobre |'accié proliferativa i migratoria
que té PROX1 mitjancant VEGFC (29). En el mateix estudi, basant-se en
cultius de LEC dermiques humanes, se suggereix que, ja que qualsevol tipus
de modificacié de la funcié de COUP-TFII implica alteracié en |'expressié de
vegfr3 i de ciclina E1, COUP-TFII és un requeriment necessari per al
manteniment de la caracteritzacié de les LEC; i que és la vinculacié amb la
ciclina E1 el mecanisme adient per fer-ho.

De COUP-TFII cal destacar que la seva interacci6 amb Prox1l sembla estar
definida sobre la via de les PI3k/AKT i no sobre la de RAF1/ERK. Aixd s’'ha
pogut establir pel fet que Proxl manté la seva expressid en arteries on ha
estat estimulada la via RAF1/ERK i COUP-TFII ha estat abolida. Pero, d'altra

21



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

DESENVOLUPAMENT DELS VASOS LIMFATICS

banda, quan se suprimeix la via de la PI3k/AKT hi ha una inhibicidé tant de
I'expressié de Proxl com de COUP-TFII (19).

Altres vies moleculars descrites (11) que influencien el desenvolupament
limfatic son les associades, per una banda, a I'adrenomedullin i els seus
receptors (Ramp2 i Calcrl) i, per l'altra, a la CCBE1 que sembla tenir una
accio sinergica al VEGFC (6) (figura 5).

L'adrenomedullin és un peéptid de 52 aminoacids al qual s’atribueixen
diverses funcions. Va ser identificat inicialment com un potent vasodilatador
(32) i s’ha relacionat com a mediador de diverses patologies:
cardiovascular, renal, seépsia, inflamacid, diabetis i cancer. Manifesta, a més
a més, una relaci6 amb la tumorigénesi per la seva accié antiapoptotica
(33).

L'adrenomedullin també ha estat relacionada a una accié antifibrotica en
I'adventicia arterial en un context d’hipertensié induida, a través de la
modulacié de la funcié fibroblastica, per la correccid que exerceix sobre el
TGF-B1, fet que permet modular la diferenciacid dels miofibroblasts i, aixi,
intervenir en el procés de remodelacié vascular (34).

Vinculada a I'endoteli vascular, l'adrenomedullin s’ha relacionat amb
I'angiogenesi i la integritat vascular (35). La secrecié per part de les
cel-lules endotelials i la preséncia del seu receptor Ramp2 regula la formacié
de l'actina cortical en el si de les céel-lules endotelials i la integritat de la
seva barrera. Aquest procés es genera a través de la regulacid positiva que
fa cAMP i l'activaci6 de RAC1. La seva alteracié genera un augment de la
permeabilitat vascular, la infiltracié de cél-lules inflamatories, dany vascular
i un procés accelerat d’envelliment vascular (36).

Es molt interessant la seva implicacié en la formacié dels vasos limfatics
que es generen per l'associacid que té l'adrenomedullin amb I'activacié
d’ERK. Els resultats obtinguts per la modificaci6 de la via de
I'adrenomedullin (activacié de I'ERK), aixi com els obtinguts amb relacié a
Spred-1 i Spred 2 (inhibici6 d’ERK), han portat a considerar el control de
I'activacié d’ERK com un procés important en el control de la proliferacié de
les LEC durant el seu desenvolupament (37). Cal destacar el fet, tal com ho
exposa Mark L. Kahn en el seu editorial (38), que existeixen moléecules
relacionades tant amb I'estructuracié vascular com amb la limfatica que
quan perden les seves vies de senyalitzacid generen fenotips en ambdds
sistemes, ja siguin els casos de l'adrenomedullin, 1'angiopoietina o l'efrina
B2 (figura 5)

La CCBE1 és una proteina de matriu que té relaci6 amb els senyals
extracel-lulars que les LEC generen quan surten de les venes. La CCBE1l
interactua, de manera autonoma a les cél-lules, amb el VEGFC tot reforgant
la seva accid prolimfogénica. S’ha constatat en models CCBE1”" que hi ha
defectes en la migracié de les LEC i que en embrions deficients en VEGFC i
CCBEL1 existeix la formacié dels vasos, pero s’originen en els plexes venosos
laterals i no en la vena cardinal, fet que no ha deixat de sorprendre (6).
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Mereix ser considerat un estudi fet amb peixos zebra en el qual es descriu
I'acci6 que exerceix E2f7/8 sobre CCBE1 i VEGFR3 (39). E2f7/8 s’havia
descrit com un repressor dels gens del cicle cel-lular que s’involucraven en
la replicacié, el metabolisme i la reparacié de I’ADN, aixi com en la mitosi i
la citocinesi. També se I’'ha reconegut com un activador transcripcional de
VEGFA que incideix en la formacié de vasos sanguinis. En aquest cas, se
n’ha evidenciat l'accié en la regulacié de factors limfangiogénics. S’observa
que E2F7/8 regula directament VEGFR3 i CCBE1, i es mostra com n’és,
d’essencial, aquesta atypical E2F en el desenvolupament limfatic. E2f7/8 és
un regulador acurat de I'expressi6 de ccbel i vegfr3 d’'una manera
especifica al tipus cel-lular que facilita la quantitat de senyalitzacié de
VEGFR3 que es precisa en cada moment durant el desenvolupament limfatic
(figura 5)

Figura 5. Resum de factors que incideixen en el desenvolupament dels vasos limfatics.
Obtingut de (11).
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S’ha pogut constatar que factors biofisics resulten determinants per a
I'estructuracié dels vasos en I'ambit embriologic (40). En aquest estudi de
Plana-Paz et al es constata que, modificant les condicions de l'interstici, de
I'espai extracel-lular dels embrions, mitjancant tecniques de guany o perdua
de fluid (és a dir, generant més o menys pressid intersticial), es controla
I'elongacid, la senyalitzacié de la VEGFR3, i la proliferacié de les LEC. En
aquest procés destaquen la implicacio de les B-integrines (figura 6).
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Figura 6. Possible model d’interaccié entre les condicions de l'interstici i el desenvolupament
limfatic en I'ambit embrionari. Imatge obtinguda de (40).
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Recentment, s’han descrit nous mecanismes vinculats al desenvolupament
dels vasos limfatics (22). La proteina BMP2 es descriu com a indispensable
per a la proliferaci6 venosa sense que modifiqui el desenvolupament
arterial. El que té de particular aquest procés és que ho fa limitant la
proliferacidé dels vasos limfatics, BMP2 bloqueja PROX1, la molecula principal
en el desenvolupament dels vasos limfatics.

L'equilibri entre els diferents senyals que arriben a les BEC, ja siguin els
associats al mecanisme de la BMP2 o els associats a la senyalitzacié de les
ERK, determinen que les BEC persisteixin en el seu fenotip vends o que es
decantin pel limfatic.

1.2.1 El guiatge del desenvolupament dels vasos limfatics

El desenvolupament dels vasos limfatics segueix un cert guiatge. Hi ha
diversos processos que marquen aquest guiatge. Un d’ells és el que es
vincula a la preséncia de VEGFC. La sortida de les cel-lules progenitores de
les LEC, com ja s’ha comentat, ve condicionada per la preséncia d’aquest
estimul de migracioé que és el VEGFC (24).

D’altra banda, es parla de la influéncia que tenen les prolongacions de les
neurones adjacents al procés constitutiu dels vasos limfatics durant el seu
desenvolupament. L’alteracid, en peixos zebra, del funcionament de les
motoneurones properes al desenvolupament limfatic implica I'alteracid en la
migracié de les LEC i la seva disposicid espacial. Aquest procés sembla
condicionat per NTN1a i el seu receptor DCC. Quan s’altera el procés, la
disposicié limfatica es veu alterada. En el mateix sentit, I'alteracié d’un altre
receptor de la NTN1a, UNC5B, reprodueix el mateix patrd disfuncional (11).
La importancia d’aquest receptor es va manifestar quan es va constatar que
UNC5B és present en el vas limfatic periferic longitudinal, en el conducte
toracic primordial i en les LEC superficials que es formen. Entre els altres
lligands que tenen aquest receptor hi ha NTN4 que té un caracter
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prolimfogenic definit. Tot i aixd, no és la NTN4 |'efectora directa d’aquest
procés sind que ho serien les integrines a6 i 1 (6). Es, de fet, la integrina
B1 la molécula que s’ha relacionat, com ja he comentat, amb la desigual
proliferacid limfatica en funcid de les condicions intersticials (40). De la
mateixa manera que la secrecié de certes molécules lligades a I'accié de
guiatge que fan certes neurones, mitjancant l'acid retinoic que elles
mateixes secreten, esta relacionada amb [|‘estructuracié dels noduls
limfatics. I hi ha la possibilitat que altres molécules puguin vincular-se de
manera semblant en el guiatge dels vasos limfatics (41).

El fet que les cel-lules progenitores limfatiques disposin del receptor CXCR4
fa que la secrecié de CXCL12b o de CXC12a per part de les arteries i dels
musculs, respectivament, generi un efecte quimioatractiu sobre les LEC
progenitores, fet que en condiciona la disposicié i orientacid (11, 42).
D’aqui, la disposicid paral-lela, més o menys estreta, entre els vasos
sanguinis i els limfatics. La redundancia entre les diferents vies de
quimiocines o entre les quimiocines i altres factors de guia és evident quan
s’‘observa que, malgrat la generacié de deficiencies en les diferents vies es
manté la disposicio i I'orientacié dels vasos limfatics (11).

1.2.2 Les cel-lules hematopoeéetiques en el desenvolupament dels
vasos limfatics

Les cel-lules hematopoetiques tenen una relacid directa amb el sistema
limfatic. Aixi, en la resposta immune, tant I'adaptativa com la innata, i en
els mecanismes d’homeostasi, aquestes cel-lules tenen una interaccid
estreta amb I|'endoteli limfatic. Cal considerar que passa durant el
desenvolupament dels vasos limfatics. Ja s’ha esmentat la importancia que
tenen les plaquetes en el procés de separacié entre la vena i els vasos en
formacié. El desenvolupament limfatic i vascular no es veu condicionat per
la presencia de més o menys leucocits en la mesura que queden coberts
uns minims de produccié cel-lular i un flux suficient. D’altra banda, la
formacid d'un sistema hematopoétic no es pot generar en abséncia d'un
sistema endotelial primitiu (7, 8).

Els macrofags si que semblen incidir en una certa mesura (11) en el patrd
de desenvolupament dels vasos limfatics. En models deficients en la sintesi
de macrofags s’ha pogut constatar una hiperplasia en els vasos limfatics
superficials i una hipoplasia en el conjunt d’estructures limfatiques
disposades a la proximitat de la jugular. En el mateix sentit es descriu que
la preséncia de cel-lules mieloides, sobretot les que disposen de SYK, una
tirosina cinasa, estimulen la formacié de nous vasos mitjancant la secrecié
de factors limfogénics com sén VEGFC, MMP2 i MMP9. En mutacions
generades sobre syk existeix un cUmul major de macrofags i s'observa una
hiperplasia en els limfatics dermics superficials.
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1.2.3 El desenvolupament diferenciat dels diferents vasos limfatics

Existeixen tres tipus de vasos limfatics: els inicials, els precol-lectors i els
col-lectors. La distincié entre ells ve determinada per la seva propia
morfologia i per les funcions que assumeixen. Aixi, els vasos inicials tenen
com a funcid principal la captacié del liquid intersticial;, per aix0, disposen
d’una estructuracid molt més oberta, en cul-de-sac, i disposen d’una capa
Unica de LEC que compta amb punts d’ancoratge en l'interstici, la qual cosa
els permet interaccionar-hi davant les diferents situacions que es presenten.
Els precol-lectors assumeixen, al seu torn, una funcié d’absorci6 menor,
perd incorporen una major capacitat de transport del liquid absorbit, fet que
comporta una major disposicié de LEC, la incorporacié de teixit muscular llis
i una capa adventicia més desenvolupada. Els col-lectors, finalment, ja
disposen d’una estructura més desenvolupada i complexa, en la qual
destaca la preséncia de valvules. L'existéncia de valvules permet diferenciar
parts dels vasos connexes, delimitades entre valvula i valvula, anomenades
limfangions. El limfangié té una determinada independéncia funcional que
déna un cert grau d’adaptacié a les exigéncies locals, d’adaptacié als
requeriments immediats de drenatge que pot precisar un territori
determinat.

Al llarg del desenvolupament embrionari es van succeint una serie de
processos que permeten donar distincié als diferents tipus de vasos, és el
gue s'anomena procés de remodelacié limfatica. Les LEC ja tenen patrons
d’expressié génica diferents en funcié del moment del desenvolupament en
el qual es trobin (11). Del treball realitzat per Norrmén et al (43) s’ha pogut
establir que és I'expressid de foxc2 el que en defineix la distincié fenotipica
entre els vasos limfatics inicials i els col-lectors. Altres factors, NFATc1, en
la seva fixacid amb FOXC2, també marca la identitat de col-lector. Norrmén
(44) va poder establir, també, que la liprin B1 és un marcador de les
cel-lules endotelials limfatiques, que és més expressada, en general, en els
vasos limfatics col-lectors, aixi com, de manera especifica, en els vasos
limfatics intestinals, i acompleix, segons es creu, la funcid6 de mantenir
I'estructura dels vasos limfatics, de mantenir-ne la integritat.

Les efrines (Ephs) i els seus receptors tirosina cinasa sén reguladors de
diferents processos entre els quals s’inclouen elements importants en la
maduracié dels vasos limfatics. EphB4 esta present tant en vasos inicials
com en col-lectors. L'EphB2 esta, per contra, present de manera selectiva
en els vasos col-lectors. La via de |I'angiopoietina/Tie s’ha vinculat, també, a
aquest procés diferenciador entre vasos (11).

La formacid de les valvules, propies als vasos limfatics col-lectors, engloba
diversos gens (11). Cal destacar que l'alteracié de la integrina a-9 (45)
genera defectes en l'estructuracié de les valvules i provoca un flux limfatic
retrograd i un cumul de liquid en I'ambit intersticial que es manifesta en
I’'ambit dels vasos limfatics intestinals.
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La formacid de les valvules es ddéna en etapes successives que,
progressivament, es van complementant a mesura que el procés constitutiu
avanca (46).

Tot el procés es vincula a la interaccié existent entre diferents factors de
transcripcid, I'estimulacié mecanica generada pel flux limfatic i la disminucié
en l'expressid de certs gens i vies (46). Un requisit determinant en tot el
procés és la presencia d’un flux no laminar. Quan s’observa que les valvules
s’ubiquen sempre en llocs on el flux esta alterat (bifurcacions de vasos,
punts de connexid) es fa palesa la veracitat de |'observacio (47).

1.3 La formacio dels noduls limfatics

Fins al moment s’ha descrit el desenvolupament del sistema drenant limfatic
sense fer distincié entre els vasos i els noduls limfatics.

Florence Sabin (2) descrivia els noduls limfatics com a organs derivats dels
sacs limfatics primitius. Pel que sembla, el desenvolupament dels noduls
limfatics és independent del dels vasos (48). El procés de formacié dels
noduls s’inicia per l'agrupacié de cél-lules hematopoetiques inductores del
teixit limfoide (LTi) i de «ceél-lules del mesénquima que, mitjancant
I'expressié del receptor limfotoxina B (LTBR) i altres molécules, es
diferencien en cel-lules organitzadores de |'estroma. Aquest procés inductor
d’acumulacio6 de les LTi i la segiient diferenciacié implica una série de vies i
la presencia de certs senyals. Segons sembla, aquests senyals serien
independents de la presencia de LEC, sacs limfatics o de vasos limfatics.
Perd, d’altra banda, s’ha constatat que l'estructuracié dels noduls limfatics
es veu alterada en mutacions embrionaries sobre prox1. Vondenhoff et al
(48), ho justifiquen pel fet que des de les LEC se secreta CCL21, un inductor
del reclutament de les LTi, el qual permetria captar les primeres LTi. En
general, podem considerar que el desenvolupament dels noduls, tot i no
dependre de les LEC, si que en condiciona la seva estructuracio.

Les LTi caracteritzades per la formacié de noduls limfatics requereixen de la
presencia de RORy i de la proteina de senyalitzacié Id2, i, en menor mesura,
pero de manera remarcable, de TRANCE, anomenat també RANKL. Pel que
se sap la via de senyalitzacié de I'IL7R o la via de TRANCE-R (o RANK) sén
condicions necessaries per a l'expressid de limfotoxina (LT) en la superficie
de les LTi (LTa;B,). Aquesta limfotoxina es lliga a les LTBR de les cel-lules
estromals, la qual cosa dona peu a la secrecié d’una serie de molécules que
consoliden I'estructuracié dels noduls. Segons descriuen Cupedo et al (49),
TRANCE esdevé primordial per al desenvolupament dels ndoduls que poden
substituir a IL7 en aquesta funcié, perdo no a l'inrevés. Mentre que en la
formacié de les plaques de Peyer (Peyer Patches) en l'intesti és la IL-7 la
que no pot ser substituida per TRANCE.

Pel que fa a la ubicacié dels ndoduls, segons el que s’ha descrit (41), es
desconeix per quin mecanisme es dona. La secrecid de CXCL13 per part de
les cel-lules del mesénquima és el primer senyal d’especialitzacié d’aquestes
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cel-lules dins de l'estructuracié dels noduls. La secrecié d’acid retinoic per
part de les neurones estimula l'expressié de les cxcl13 per part de les
cel-lules del mesénquima (figura 7). El fet que en els genoanul-lats de
cxcl13”" i del seu receptor cxcr57° hi hagi cél-lules del mesénquima
especialitzades ha portat a pensar en l'existéencia d’altres factors de
desenvolupament.

Pel que sembla, segons modelitzen Berdolan et al (41), les cel-lules LTi que
s’agrupen per formar els noduls expressen tant rank/ com el seu receptor
rank, fet que comporta la secreci6 de LTalB2. Aquesta molécula indueix,
per la seva fixacid al receptor LTBR de les cel-lules del mesenquima, la
sintesi d’'una serie de molecules d’adhesié (VCAM-1, ICAM-1 i MAdCAM-1),
aixi com altres molécules (CXCL13, CCL21 i CCL19) que estimulen el
reclutament de més LTi. Tot plegat comporta que el desenvolupament dels
noduls limfatics disposi d’un bucle de retroalimentacié positiva que la
mateixa estructuracié del nodul entreté.

Figura 7. Model de desenvolupament dels noduls limfatics. Obtingut de (41)
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El gen prox1 forma part d'una familia de gens anomenats homeobox. Un
homeobox és una sequéncia d'ADN que esta involucrada en la regulacié dels
patrons de desenvolupament anatomic (morfogénesi) d’animals, fongs i
plantes. Les proteines que deriven dels gens homeobox, anomenades
homeodomini, tenen la capacitat de reconéixer i fixar seqliencies concretes
d’ADN, la qual cosa permet incidir en la regulacié de |'expressié d’aquestes
sequéncies. Aixi, poden incidir de manera especifica en el desti de les
cel-lules, sobre el desenvolupament embrionari i primerenc dels
organismes. Cal tenir en compte, perd, que els homeodominis no tan sols
estan codificats pel conjunt de gens Hox siné que també hi intervenen altres
gens. Aix0 ve a indicar que no ho fan de manera aillada siné agrupada
mitjancant, per exemple, factors de transcripcid.

El gen que codifica Prox1l es localitza en el cromosoma 1, en la posicid
1932.2-g32.3 per ser més exacte (50). Prox1 abasta 58.321 nucleotids del
cromosoma 1, entre la 213.983.181 i la 214.041.502. A Prox1 se li reconeix
2909 SNP. De proxl es deriven 7 variants de transcripcid (Prox1-001;
Prox1-002, Prox1-202, Prox1-201, Prox1-004, Prox1-006, Prox1-005) i 18
exons (51).

Des d’un punt de vista filogeneétic, és un gen forca conservat, disposa de 67
ortologies, és a dir, de gens presents en diferents espécies que provenen
d’un Unic gen present en un ancestre comu, estant present en els craniats
(craniata) (~550 milions d’anys enrere) (52).

Prox1 disposa d’una unica paralogia (prox2), és a dir, d'una duplicacio
sequencial en el mateix genoma (51).

2.1 Expressio de prox1 en els diferents teixits

Un patré d’estudi basat en la quantificacid de I'expressié de trams concrets
del genoma (expression quantitative trait loci (eQTL)) permet reconeixer
perfils d’expressié de manera diferenciada d’aquests trams en diferents
teixits. A partir d’aquesta valoracid, s’ha pogut establir un cataleg de milers
de variants d'eQTL, i definir afinitats i divergéncies en teixits d’'un mateix
individu, en el mateix tipus teixit de diferents individus o entre teixits
d’individus diferents. D’acord amb aquesta forma d’estudi s’han pogut
determinar xarxes de relacié complexes i identificar variabilitats del genoma
associables a certes condicions o patologies (53). Segons aquest procés
s’ha pogut establir que I'expressido de prox1 és present en molts teixits.
Destaca la seva expressié en teixits com: el fetge, el cor, la melsa, la
tiroides (54) (figura 8).
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Figura 8. Expressio de prox1 segons eQTL.
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Cal destacar, per a l'estudi que portem a terme, que I’
adipos de prox1, tant subcutani com visceral, no dista de valors minims

d’expressio.

2.2 PROX1 en l'organogeénesi

Des de l'inici de la morfogenesi dels individus es constata la marcada
presencia de prox1 en certs espais. Estudis fets amb embrions de pollets,
que l'expressio de

després validats amb embrions humans, han evidenciat

expressié en teixit

prox1 esta present en certes arees de totes les capes germinals
embrionaries (55) (taula 1).
Taula 1. Preséncia de Prox1 en les capes embrionaries.

Ectoderma Mesoderma Endoderma

Tub neural, trigeminal, | Cardiomiocits(lleu expressio) Hepatocits

espinal

Endoteli limfatic (forta expressio)
Ganglis simpatics

Retina

Estructures placodals:

lent, olfactiva, otica,
facial, glossofaringia i
vagals

Cresta ectodérmica apical

Conducte biliar

Epiteli pancreatic

D’acord amb la seva presencia en les diferents capes

germinals, PROX1

esdevé determinant per al desenvolupament de molts organs.
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En estudis fets amb ratolins, en una primera fase embrionaria, Prox1 esta
marcadament present en |'epiteli de la coclea i dels organs vestibulars.
Després, la seva expressio es va diluint. L'expressié també esta
augmentada en certs tipus de cél-lules de suport (Deiters’) en l'oida interna,
més enlla de les fases embrionaries, en I'ambit postnatal, quan també
acaba diluint-se (56). En un model d’estudi de ratolins adults, el sac
endolimfatic, estructura moduladora de la hidrodinamica del liquid intern de
I'oida interna (endolimfa), presenta tot |'epiteli marcat per l'expressiéo de
prox1 (57).

La morfogenesi pancreatica es mostra, també, depenent de |'expressié de
prox1, que és un dels primers marcadors especifics de diferenciacié cel-lular
embrioldogica que afavoreix la formacié del pancrees i del fetge (58).
L'alteraci6 en I'expressi6 de proxl genera un obstacle en el
desenvolupament de I'epiteli pancreatic fins al punt de generar alteracions
morfologiques globals en I'estructuracié del pancrees. Aquestes alteracions
estructurals es manifesten en l'augment de produccid dels precursors
exocrins en detriment de la génesi de les céel-lules endocrines (59).

Elsir et al (60) descriu que la maduracid del sistema nerviés també esta
associada a l'expressid de proxl1. L'expressid de prox1 és un requeriment
imprescindible per a la neurogenesi. El bloqueig de la seva expressié per
part de Sox1 provoca que les cél-lules progenitores neurals es mantinguin
indiferenciades i mantinguin la seva autorenovacio en continu (61). Un altre
mecanisme alternatiu de control que apareix com a possible (62) estaria
associat a la modulacié que faria Prox1 de Notch1, una proteina que manté
I'autorenovacié de les cel-lules progenitores en contra de la diferenciacio
neural. El procés diferenciador esta mediat pel grup de factors de
transcripcid TCF/LEF que estan involucrats en la via de senyalitzacié de la
Wnt. La fixacié d’aquest grup en I'’ADN permet el reclutament del
coactivador B-catenina que potencia els gens d’interes associats a la fixacio,
en aquest cas prox1 (figura 9).

1 Wnt/B-catenina-TCF/LEF lsox1 Figura 9. Neurogénesi mitjancant prox1.
T PROX1
4 NOTCH1
v

Diferenciacié cél-lules
progenitores neurals
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La formacié dels ulls també precisa de la preséncia de Prox1. El mecanisme
se centra en el control dels gens vinculats a la regulacié del cicle cel-lular,
aixi com en la regulacié de la transcripcié en les lents. Segons s’ha pogut
observar en estudis fets amb ratolins, I'expressié de prox1 es veu fortament
augmentada en les zones on les fibres de les lents del cristal:li s’estiren.
S’'ha pogut constatar que l'absencia de PROX1 genera una proliferacié
cel-lular anormal. Aquesta abseéncia estaria provocada, pel que sembla, per
la inactivacid de certs inhibidors del cicle cel-lular, una expressié deficient
de I'E-cadherina i una apoptosi alterada (63).

L'altre organ que es veu afectat en el seu desenvolupament per PROX1 és el
fetge. En estudis fets amb ratolins (64), es constata que la migracié dels
hepatocits es veu afectada quan hi ha una abolicié de prox1 (prox1™"), la
qual cosa genera una disminucié de la grandaria del fetge de fins al 70%.
L'explicacié que contemplen els autors de l'estudi és que fruit d’aquesta
afectacié de proxl es produeix una incapacitat en la degradacié de la
membrana basal i que hi ha una retencié més marcada dels contactes entre
cel-lules, la qual cosa en limitaria la migracié. Es valora que sigui I'E-
cadherina, també en aquest cas, la responsable ja que té una expressid
alterada en aquest model d’estudi. A part de l'afectacid propia de
I'estructuracid hepatica, s’ha constatat que Prox1 també esta involucrat en
la mateixa funcid hepatica. Aquest és el cas de la seva incidencia sobre
certs gens vinculats en la mobilitzacido del colesterol a través de la seva
relacié amb la SUMOylation (65). En models animals en els quals s’ha abolit
aquesta funcié s’ha pogut determinar que és PROX1 la moléecula que
incideix en el control per a la SUMOylation de LHR-1, del liver receptor
homolog 1, mitjangant un efecte corepressor sobre el mateix.

L'estructuracié del cor depén de I'accié directa de regulacié transcripcional
que fa PROX1 sobre gens que codifiquen proteines importants com l'a-
actinina, N-RAP i zyxin, que permeten que el complex proteinic actina-a-
actinina es mantingui. Cal saber que aquest complex és determinant per al
bon funcionament del sarcomer, com s’ha evidenciat quan s’ha modificat el
funcionament d’aquestes proteines (66).

L'expressié de proxl és imprescindible en lI'estructuracid dels vasos
limfatics. En models animals s’ha pogut constatar que els ratolins prox1-null
estan desproveits de vasos limfatics (15).

Cal notar que |'expressid de proxl en l'endoteli limfatic no respon a una
necessitat inicial de diferenciacié i prou. La seva expressid és un
requeriment continu d’estructuracié (16). Aquest fenomen s’explica pel fet
que PROX1 suprimeix la identitat de les BEC en detriment de mantenir la
diferenciacié de les LEC. Aquest procés implica la supressiéo del ~40% dels
gens representatius de les BEC, fet que no es dona en cap altre tipus de
teixit. Si I'endoteli limfatic deixa d’expressar proxl es reverteix la seva
diferenciacio limfatica, és el que s’'anomena dediferenciacio.
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2.3 Prox1(prox1”’/- /prox1*/") implicacions en el metabolisme

Diferents estudis confirmen la inviabilitat experimental de generar un ratoli
en el qual s’ha abolit I'expressido de prox1 (null mice). Wigle et al (63)
descriuen que els Homozygous Prox1-null mice moren a meitat de la seva
gestacid per diversos defectes en el seu desenvolupament: proliferacié
cel-lular excessiva, disminucié en l'expressid d’inhibidors del cicle cel-lular
(Cdkn1lb i Cdknilc), alteracié en l|'expressid d’E-cadherina i alteracid de
I'apoptosi.

L'estudi genétic de prox1 només ha sigut viable en la perdua de funcié d'un
dels dos al-lels de prox1, és a dir, en la seva haploinsuficiéncia (prox1*").
Prox1*" s'ha mostrat suficientment viable com per arribar a donar
especimens adults que manifesten una série d’aspectes que val la pena
destacar, donades les implicacions que se’n poden derivar en el present
estudi (67). La prox1* s’ha caracteritzat pel desenvolupament de l'obesitat
tant en I'ambit visceral com subcutani i tant des de la hipertrofia com des
de la hiperplasia. De I'estudi es valora que prox1 s'expressa més en regions
hipotalamiques (arcuate nuclei). En aquests ratolins prox1*/” no s’observen
diferéncies substancials en consum i exercici abans del desenvolupament de
I'obesitat. Després, un cop es manifesta |'obesitat, es constata disminucid
de consum i d'exercici. Les proteines hipotalamiques no mostren
alteracions: l'obesitat no ve de modificacions en la ingesta, el consum
energetic o l'expressié de neuropéptids en |'ambit hipotalamic. Aquests
ratolins prox1*/ tenen la insulina augmentada en els obesos adults, perd no
hi ha una disminucié de la concentracié de glucosa. El glucagé i la leptina
estan augmentats, i no hi ha alteracié en la grelina ni en I'NPY. Es manifesta
cert grau d’intolerancia en la glucosa. Es considera un cert grau de
resisténcia a la insulina causada per l'obesitat. Prox1*/~ obesos adults no
mostren diferencies substancials entre acids grassos lliures, triglicérids, en
les HDL o en les LDL en serum. Hi ha un cumul de lipids al fetge d’alguns
ratolins adults prox1*” i de triglicérids, perd no de colesterol o d’acids
grassos lliures. La presencia de certs indicadors enzimatics augmentats, la
ratio alanina-aminotransferasa/aspartataminotransferasa defineix un fenotip
de fetge gras. També hi ha associada la preséncia de macrofags Mac-2%,
gue son presents en inflamacid cronica de baixa intensitat i en afectacions
amb resisténcia a la insulina, aixi com en altres sindromes en els quals hi ha
associada l'obesitat (67).

33



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

PROSPERO HOMEOBOX PROTEIN 1

2.4 Malalties associades a alteracions de prox1

< Cancer

L'alteracié en l'expressid de proxl ja es va associar, des dels primers
estudis apareguts (63), a una proliferacié cel-lular anormal associada, al seu
torn, a l'accidé directa sobre inhibidors del cicle cel-lular aixi com sobre la
inhibicié de I'apoptosi.

Una associacid interessant que va apareixer entre prox1 i el cancer va sorgir
de la caracteritzacié dels vasos limfatics en tumors hepatics i en la cirrosi
(68). En aquest estudi es valorava la implicacid de prox1, juntament amb
I'expressié de LYVE1l, com a marcador dels vasos limfatics. Els resultats
indiquen que hi ha una major preséncia de vasos limfatics en la cirrosi, la
qual cosa fa pensar que la cirrosi s'acompanya de limfogenesi. D’altra
banda, també destaca la seva abséncia en carcinomes hepatocel-lulars aixi
com en metastasi de fetge, casos en els quals es detecten Unicament en els
marges del tumor i en el teixit peritumoral. Dins d’una dinamica semblant
d’estudi apareix una publicacié en la qual es valora la caracteritzacid
limfatica d’un tipus d’alteracié tumoral, de les més comunes en la infancia,
I’hemangioma infantil (69). El que es va poder comprovar és que l'abséncia
d’expressié de prox1 en les cél-lules endotelials d’aquest tumor era comuna,
al mateix temps que també ho era |'especial expressiéo de LYVE1, la qual es
corregia amb la involucié de la malaltia. Aquest fet es va valorar com una
afectacié en el desenvolupament vascular, com si hi hagués un bloqueig en
els estadis primerencs de diferenciacidé vascular.

Nagai et al (70) descriuen que el procés de proliferaci6 en neoplasies
limfoides i en linies cel-lulars hematoldgiques va associat a la desregulacid
d’oncogens. Aquest procés d’activacié de I'oncogen inclou l'alteracié de gens
supressors tumorals. En aquest punt els autors observen que proxl esta
mutat en varies linies cel-lulars hematologiques i en neoplasies limfoides
primaries. Aquesta mutacié és induida per la metilacié aberrant de I’ADN en
I'intré 1 del gen. Els autors comenten que en experiments preliminars van
observar que la sobreexpressié de prox1 tenia com a efecte una supressié
del creixement cel-lular. Els autors consideren prox1 com un gen supressor
tumoral i que, per tant, I'accid de Prox1 pot ser determinant en alteracions
de la proliferacié cel-lular.

El cancer de mama és, també, un altre tipus de cancer que es veu afectat
per la metilacié de prox1. En un estudi fet per Versmold et al (71) per
microarray d’'analisi de la metilacid en el genoma complet (genome-wide
methylation analysis) en cinc mostres de carcinoma de mama esporadic es
detecta una CpG island, una zona densa en CpG, hipermetilada en l'intrd 1
del gen prox1. A partir d’aquests resultats, valoren especificament la
metilacié d’aquesta regié en 33 parells de mostra (cancer primari de mama
i teixit normal). Els resultats mostren que el 52% de les mostres de cancer
de mama acumulen significativament CpG metilats amb una disminucié de
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I'expressié de proxl en comparacié amb el teixit normal dels mateixos
pacients. En metastasi en el cervell de cancer primari de mama també
s’‘observa una disminucié en la metilacié (57% dels casos). Prosseguint
I'estudi, els autors valoren en altres mostres de metastasi de cervell
provinents de cancer primari de mama |'expressié de prox1 i observen que
és menor que en els cancers de mama i que en el teixit normal.

En el mateix estudi es determina I'associacié significativa entre Ia
hipermetilacié de prox1 i la sobreexpressidé de receptors dels estrogens. En
I'estudi es descriu que I'angiogénesi és induida pels estrogens. I es fa notar,
també, que la hipermetilacié de TIMP3, un inhibidor de |'angiogénesi, ha
estat associada a lI'angiogenesi en carcinomes de mama en els quals hi ha
presencia de receptors estrogenics. El que contemplen com a hipotesi és
que la hipermetilacié de prox1 observada tingui una conseqiiencia semblant
a la que té TIMP3 en presencia de receptors estrogenics, és a dir, la de la
inhibici6 de l'angiogenesi. El que es valora és que sigui el silenci de
I'expressid, des del punt de vista epigenetic, d’inhibidors de I'angiogénesi
(TIMP3 i PROX1) per mediacié dels receptors estrogénics, la relacio
observada entre la hipermetilacio i la proliferacio cel-lular.

Un altre dels determinants de la metilacié de prox1 que cal destacar, ja que
s’ha avaluat directament en teixit adipds, és el pes (72). L'avaluacio de la
metilaci6 de prox1 en individus intervinguts per un bypass gastric ha
mostrat que amb la perdua de pes que es produia per la intervencié hi havia
associada una perdua de metilacié en el gen de Prox1.

Petrova et al (73) constaten que la sobreexpressido de proxl indueix un
canvi fenotipic que deriva en la progressié del cancer colorectal. Aixo
comporta que proxl, en el cas del cancer de colon, no actua com un
supressor tumoral. De fet, la seva expressié esta activada en resposta a
una senyalitzacié incrementada de manera anormal de TCF/B-catenina en
I'epiteli intestinal. L'expressié de prox1 esdevé important en la mesura que
condiciona la progressié tumoral. Aix0 es valora des de la incidéncia que té
Prox1 sobre la polaritat cel-lular i I'adhesié.

La relacid de prox1 amb el cancer s’ha associat a la mateixa estructuracio
dels vasos limfatics. Hi ha un tumor cutani, el sarcoma de Kaposi, que és
causat per una infeccié per I'herpes virus 8 que desemboca en una
reprogramacido genetica de les cél-lules endotelials vasculars en ceél-lules
limfatiques mitjangant la induccié de I'expressidé de gens relacionats amb la
caracteritzacié limfatica en detriment de la vascular (74). Aquest sarcoma
de Kaposi també s’ha relacionat com a cancer de definicid clinica de la sida.
Un estudi GWAS (75) ha determinat quins gens sén susceptibles d’incidir en
I'evolucid de la malaltia, des de la infeccié per HIV-1 en la progressié de la
sida. Els autors de l'estudi van constatar que la sobreexpressido d’una zona
relacionada amb prox1 s’'associava a una disminucié en la progressio de la
sida; un resultat que van poder replicar. L'explicacid contemplada és que hi
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ha una regulacié inversa per part de PROX1 sobre I'expressié interferon-y i
també que hi ha una accié reguladora de PROX1 sobre I'angiogenesi.

Shimoda et al (76), estudiant mostres humanes de carcinomes
hepatocel-lulars, constaten que hi ha una correlacié significativa entre
PROX1 i la taxa de diferenciacié dels tumors. Van evidenciar que el pitjor
pronostic en la malaltia anava associat a nivells baixos de PROX1. Van
constatar que la disminuci6 de I|'expressié de proxl mitjancant RNA
d'interferéncia estimulava el creixement cel-lular in vitro mentre que la
sobreexpressio el suprimia.

En mostres de carcinomes del sistema biliar (77) s’ha observat que hi ha
una perdua d’heterozigosi (LOH - loss of heterozygosity) en el 50% de les
mostres, una disminucié de la proteina PROX1 en el 63% i que hi ha una
hipermetilacié en el 47% dels casos. Tot i aix0, destaca el fet que no s’ha
detectat correlacid entre les caracteristiques cliniques de la patologia amb la
disminucidé en I'expressié de PROX1. Els autors destaquen la relacié que hi
ha entre la delecié génica i la hipermetilaci6 amb la inactivitat de PROX1 en
els carcinomes del sistema biliar.

S’han descrit altres associacions de PROX1 amb el cancer. Els gliomes,
tumors del sistema nervids central, sén valorats en varies publicacions que
son recollides per Elsir et al (60) en que es descriu que PROX1 s’expressa
de manera diferenciada en gliomes humans en funcid del grau de
malignitat, de manera que la proteina té una correlacié positiva amb el grau
de malignitat. L'augment de PROX1 esta associat al fet que un cert nombre
de cel-lules cancerigenes es manifesten fenotipicament com si fossin
cel-lules progenitores neurals en un estadi primerenc de desenvolupament.
A més a més, s’ha constatat que hi ha una correlacid en els gliomes de baix
grau entre les cél-lules que manifesten immunoreactivitat a Proxl i la
supervivencia postquirurgica.

% Diabetis

Més enlla de l'evidencia d’una associacié de PROX1 amb la proliferacio
cel-lular alterada hi ha una altra serie de malalties que també s’han associat
al gen de Proxl. Es de rellevancia considerar la seva vinculaci® amb la
diabetis mellitus tipus 2. En un GWAS fet en poblacié xinesa s’ha definit
prox1 com un gen associat a la diabetis mellitus tipus 2 (78).

Una metanalisi, anomenada MAGIC, de 21 GWAS feta per determinar
localitzacions relacionades amb la glicemia i caracteristiques relacionades
amb la insulina, posa en evidencia que I'equilibri de la glucosa en dejuni i la
diabetis tipus 2 estan lligades amb la localitzacié de prox1 (79) i, més
concretament, a la variant rs340874 de prox1.

Complementant aquests resultats, apareixen una série d’estudis que
pretenen elucidar de manera especifica quin és el paper que juguen aquests
gens relacionats. Ingelsson et al (80) van estudiar aquests gens en funcié

36



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

PROSPERO HOMEOBOX PROTEIN 1

del processament de la insulina, la seva secrecié i la seva sensibilitat a la
insulina en una cohort de 29.084 individus i van poder constatar que hi ha
una associacid manifesta entre l'alteracié en la secrecié de la insulina i
prox1, que es defineix per un baix index insulinogenic, la no-associacié amb
la proinsulina o la sensibilitat a la insulina.

Hi ha un altre estudi (81) fet en poblacié danesa (cohort Inter99) en el qual
es valoren les variants dels gens descrites en els resultats obtinguts en
I'estudi MAGIC. En aquest cas, s’ha confirmat que, a més a més de
I'increment de glucosa en dejuni vinculat a la variant rs340874 de prox1, hi
ha, també, associacid a una disminucié de la resposta a la insulina en la
ingesta de glucosa. Es constaten, a més, que variants de certs gens, entre
els quals hi hauria el de PROX1, estan vinculats amb factors que es
correlacionen amb l'alliberament de la insulina.

En el mateix sentit hi ha un altre estudi en el qual es determina, en poblacid
del nord de Suecia, la incidéncia que pot tenir considerar, en l'avaluacié del
risc de diabetis, certes variants de gens no valorats com a especifics en la
malaltia, perd si incidents, entre els quals hi hauria la de prox1 (82). En
aquest cas es valora que incloure aquestes variants geniques augmenta el
poder de discriminacid clinica entre les persones amb i sense manifestacio
de diabetis tipus 2 en comparaci6 amb el fet de no tenir en compte
aquestes variants. En el cas de la variant de prox1, es constata la incidencia
que presenta en els nivells de glucosa en dejuni i en els nivells d’insulina.
En la mateixa poblacid es fa, al llarg de 10 anys, un seguiment clinic que
avalua, entre altres coses, |'associacid entre els incidents d’alteracié de la
glucosa en dejuni amb les diferents variants de gens que ja s’havien
associat a l'alteracié de la glucosa en dejuni (83). La variant rs340874 de
prox1 manifesta una associacié significativa amb els incidents d’alteracioé de
la glucosa en dejuni, fet que marca un increment del risc de desenvolupar
una alteracié en I'equilibri de la glucosa.

Cal considerar un estudi fet en poblacié xinesa de I'etnia Han de Shanghai i
de Beijing en el qual es valora el genotip de les variants de gens associats,
nou exactament, entre els quals hi ha la variant del gen de Prox1l que, en
estudis precedents, en poblacions d’origen europeu, es va relacionar amb
I'hnomeostasi de la glucosa en dejuni i amb la diabetis tipus 2 (84). Els
resultats indiguen que no hi ha relacié estadisticament significativa en
aquesta poblacid entre la variacié rs340874 de prox1 i la glucosa en dejuni.
I, en tot cas, aquesta associacid, si fos significativa, aniria en sentit oposat
al que es plantejava en estudis de GWAS precedents. Tanmateix, destaca
I'associacié significativa que hi ha entre la variant de prox1 i l'index de
massa corporal. En un estudi fet en poblacid japonesa (85) tampoc
s’establia una relacioé significativa entre la variant de prox1 amb la glucémia
en dejuni, com passava en poblacié europea. Perdo, en un estudi ulterior
(86), en una cohort també de japonesos (diabétics i no diabetics), es va
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confirmar que la variant rs340874 de prox1 té relacid amb un major risc de
diabetis tipus 2 en poblacié japonesa, tal com succeeix en poblacié europea,
i que la major presencia de variants geniques susceptibles augmenta el risc
de diabetis aixi com de nivells més alts de glucosa en dejuni, de nivells alts
d’'HbAlc i d'un HOMA-B baix, si es compara amb els individus que tenen
menys al-lels alterats.

El desenvolupament de la recerca en aquest ambit d’estudi ha fet sorgir
noves qlestions. Una d’aquestes qliestions que s’ha plantejat és si hi ha
canvis en la relaci6 del manifest vincle que aquestes variants geéniques
tenen amb la glucosa en dejuni en el pas dels anys. En un estudi de
seguiment de 18 anys (87) s’ha constatat que l'associacié d’aquestes
variants relacionades amb la glucosa en dejuni, entre les quals hi ha la de
prox1, es manté constant en el temps, la qual cosa concorda amb el fet que
la glucosa en dejuni es mantingui estable.

Amb la pretensié de relacionar el risc de cancer de pancrees amb la
manifesta associacidé d’aquestes variants geéniques es constata que la
variant rs340874 de prox1 no té relaci6 amb un major risc de cancer de
pancrees (88).

Si es prenen en consideracié els individus que tenen la variant de prox1 que
es relaciona amb la glucemia en dejuni, destaca la manca d’associacié
significativa entre prendre metformina o fer un canvi en l'estil de vida i el
fet de modificar el risc de desenvolupar diabetis en els 3,2 anys de
seguiment de |'estudi (89).

En el mateix estudi es confirma la relacié significativa de la variant
rs340874 de prox1 amb la incidencia de diabetis, pero, en aquest cas, en
sentit contrari al que s’havia plantejat en l'estudi MAGIC en el qual
s’'incrementava el risc amb la variant.

Resulta interessant considerar un estudi en el qual es posa en evidéncia que
I'expressié de la variant rs340874 de prox1 esta associada a un augment
del risc d'hiperglucemia induida pel tractament antihipertensiu. Els autors
contemplen que els blocadors d'adrenoreceptors B i la tiazida poden generar
un augment de risc de disglucemia i diabetis quan es manifesta una
hiperglucemia a partir d’aquests tractaments antihipertensius.

Lecompte et al (90) a fi i efecte de determinar quin paper juga proxl1 en la
diabetis tipus 2 determinen la conducta génica i molecular en funcié de
variants de Prox1. Sén analitzades 80 variants SNP. Tres SNP (rs340838,
rs340837 i rs340836) han estat associats significativament amb els nivells
en plasma de la insulina en deju. Entre els resultats destaca que la
disminucié en l'expressié de prox1 mitjancant RNA d’interferéncia en INS-
1E, un tipus de cel-lules beta de rates, mostra una disminucié en 1,7
vegades de la secrecié de la insulina vinculada a la glucosa. El conjunt de
resultats vénen a indicar que és la reduccidé en I'expressid de prox1 per a les
variants cis-regulatories la que genera una alteracié en la secrecio de la
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insulina per a les cel-lules beta i, aixi, la major susceptibilitat a la diabetis
tipus 2.

Una afectacid particular en la qual es veu afectada I'homeostasi de la
glucosa és LADA, que correspon a l'acronim de latent autoimmune diabetis
in adults. Aquesta malaltia es manifesta com un hibrid entre la diabetis
tipus 1 i la tipus 2. La variant rs340874 s’ha manifestat, significativament,
associada als pacients amb nivells alts d’anticossos de GAD.

< Hiperlipemia

Una altra afectacié susceptible de ser vinculada a prox1 és la hiperlipemia.
En un estudi fet en teixit adipdés de pacients amb hiperlipemia familiar
combinada es va evidenciar que I'expressié de prox1 estava alterada en tots
els individus estudiats (91), la qual cosa donava peu a considerar l'alteracié
de prox1 com a vinculable a l'alteracié lipidica. En la mateixa linia, cal tenir
en compte que la hiperglucemia s’ha relacionat estretament amb el
metabolisme dels lipids i de les lipoproteines. Nivells alts de glucosa en
dejuni s’han relacionat amb nivells alts de triglicérids, amb la disminucié de
colesterol i en la formacid de les LDL. Per aquest motiu, en un estudi fet en
una cohort finlandesa d’homes no diabétics (92) s’ha volgut valorar la
incidencia de les variants geniques vinculades a la diabetis tipus 2 o a la
hiperglucémia amb relacié a les lipoproteines i la seva composicié. El que
s’ha pogut constatar és que la variant de proxI no manifesta cap relacié
amb les diferents subclasses de lipoproteines.

% Obesitat

L'obesitat també mostra relaci6 amb prox1 (93). En una cohort de families
de Mongolia, mitjancant estudis d’estrateégia multiple, que associen estudis
de genotip amb relacié a I'index de massa corporal i el perimetre de cintura,
aixi com estudis d’associacid mitjancant GWAS, s’ha posat en evidéncia
aquest lligam de proxl amb |‘obesitat. El resultat d’aquesta estratégia
d’estudi és la determinacié que la localitzacié 1932, que té com gen més
proper el gen de Proxl, és caracteristica de |'obesitat. A més, aquesta
localitzacié d’incidéncia relacionada amb prox1 es confirma en una cohort
de families coreanes. Hi ha altres gens que també han estat relacionats
amb l'obesitat, aquests son ptrd i reln. Els autors de l'estudi valoren que
prox1 és un gen particularment vinculat al perimetre de cintura en la
poblacié asiatica.

< Regulacioé del cicle circadiari

Una darrera consideracié clinica a fer és el paper que juga PROX1 en la
coordinacié del control del ritme circadiari (94). Certs factors de transcripcié
sOn capacos de regular gens relacionats amb el metabolisme de manera
ciclica d’acord amb el seu propi ritme d’expressié en els teixits amb relacié
metabolica. El factor de transcripci®6 BMAL1 ja havia estat associat
directament a la regulacié d’alguns gens relacionats amb el metabolisme i el
cicle circadiari. Arran d’'un estudi GWAS s’han definit ERRa i PROX1 com

39



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo

PROSPERO HOMEOBOX PROTEIN 1

nous reguladors transcripcionals moleculars del cicle circadiari. Aixi doncs,
s’ha determinat que BMAL, ERRa i PROX1 estan involucrats en el control
tant dels bucles de regulacié transcripcional per a molts components de vies
metaboliques en el fetge com del seu ritme d’expressio.
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El gen pdpn es localitza en el cromosoma 1, més concretament en la posicid
1p36.21. Abasta 34.492 bases, entre la 13.583.465 i la 13.617.957. A la
pdpn, se li reconeixen 2.268 SNP. De la Pdpn es deriven 12 variants de
transcripci6 (PDPN-001, PDPN-201, PDPN-002, PDPN-006, PDPN-007,
PDPN-005, PDPN-004, PDPN-011, PDPN-010, PDPN-009, PDPN-003 i PDPN-
008) i conté 32 exons (95).

La pdpn, des d’un punt de vista filogenetic, igual que prox1, és un gen forga
conservat. Disposa de 44 ortologies, i amniota (~326 milions d’anys enrere)
és l'ancestre comU més antic; la qual cosa indica que aquest gen és, des
d’un punt de vista evolutiu, més recent que prox1 (96).

La pdpn no disposa de paralogies descrites a dia d’avui (95).
3.1 L’'expressio de pdpn en diferents teixits

Tal com es va considerar per a prox1, es descriuen els resultats de la
quantificacid de I'expressid de trams concrets del genoma (expression
qguantitative trait loci (eQTL)) que permeten reconeixer perfils d’expressid
de manera diferenciada d’aquests trams en diversos teixits, de manera que
es pot establir un cataleg de milers de variants d’eQTL, i definir afinitats i
divergéncies en teixits d’un mateix individu, en el mateix tipus teixit de
diferents individus o entre teixits d’individus diferents, de manera
diferenciada en molts teixits i organs (97). Seguint aquesta metodologia
podem afirmar que pdpn s’expressa de manera diferenciada en diferents
teixits (53) (figura 10).

Figura 10. Expressid de pdpn segons eQTL.
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Per al present estudi destaca la major expressié de pdpn que hi ha en el
teixit adipds, tant visceral com subcutani, més marcada en visceral, que no
es donava en el prox1. Es de destacar, també, la major expressid que es
doéna en pulmons, bufeta, ectocervix, ovaris, vagina i glandula mamaria,
entre d'altres (97).

3.2 La PDPN en el desenvolupament dels vasos limfatics

PROX1 s’ha manifestat imprescindible en el desenvolupament dels vasos
limfatics, perd cal dir que dins el procés de desenvolupament dels vasos és
igual d'important PDPN.

PROX1 facilita la transcripcid de pdpn. C1GALT1 transfereix PDPN a la
membrana tot facilitant-ne la modificacié interna per les 1-derived O-
glycans. La delecié de la clgaltl comporta una alteracié en l'expressiod i
funci6 de Ila O-glicoproteina PDPN formada que deriva en una
desestructuracié dels vasos limfatics i una funcié limfatica alterada (26). La
PDPN formada aixi, amb I-derived O-glycans, permet |'activacié de les
plaguetes i la seva agregacié, la qual cosa permet mantenir separats els
vasos limfatics dels vasos sanguinis. Yanfang Pan i Lijun Xia (98) ho han
reproduit esquematicament (figura 11).

Figura 11. Regulacié de I|'expressié de
pdpn en les LEC reproduit de (98).
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3.3 Malalties associades a alteracions de pdpn

Atenint-nos a la descripcié de l'expressié de pdpn en diferents bases de
dades en funcid de la seva associacidé a diverses malalties, podem
considerar que l'alteracié de la seva expressid esta associada a certes
malalties (99).

< Inflamacié cronica

Es de destacar la seva relaci® amb els processos inflamatoris cronics. Es
valora I'augment de I'expressid que es dona en les afectacions inflamatories
de budell i en els casos de colitis ulcerosa en els quals no hi ha hagut
resposta a l'infliximab, un potent antiinflamatori i inductor de I'apoptosi. Cal
notar que succeeix el mateix en malalts de malaltia de Crohn que tenen
augmentada l'expressid de pdpn quan aquesta medicacié no té efecte.
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< Cancer

L'estudi de les afectacions relacionades amb pdpn posa de relleu la
vinculacié que hi ha entre I'expressid de pdpn i el cancer en general. Molts
son els cancers associats a pdpn: colon, cérvix, mama, estdmac, cervell,
fetge, pulmod, pell, ossos, ovari, prostata, ronyd, testicles, Uter, esofag,
teixit connectiu i tiroides, entre d’altres (99). Tal i com descriuen Dang et al
(100), la seva relacidé en el desenvolupament del cancer és ambivalent, és a
dir que tant actua de supressor tumoral com estimulador de la progressiod i
de la metastasi tumoral, sense que hi hagi, de moment, una explicacié
concloent. Els autors descriuen algunes explicacions plausibles associades a
les propies interaccions de pdpn. Valoren la transicid de les cel-lules
epitelials en cel-lules del mesénquima, procés que implica que les cel-lules
epitelials perdin la seva polaritat i la seva cohesid, i afavoreixin, aixi, la
proliferacid i la metastasi tumoral. També contemplen el paper de la pdpn
d’acord amb la seva implicacidé en el manteniment de la cohesidé de conjunts
cel-lulars quant aquests conjunts es mostren capacgos de migrar vers teixits
contigus. Una altra opcié considerada és la que relaciona la PDPN amb
I'agregacié de les plaquetes. Les plaquetes s’agregarien per la interaccié de
PDPN amb CLEC-2. Aquest procés ha estat fortament vinculat a la
progressio de la metastasi del cancer. També destaca la interaccié de PDPN
com a inhibidor, en els pulmons, de la secrecié de VEGFC, un destacat
inductor prolimfogénic a través de la senyalitzacié de les JNK. Tot i que els
autors manifesten la necessitat de disposar de més estudis al respecte, no
deixa de ser un primer pas en la comprensié d’aquest comportament dual
de pdpn. Una darrera forma d’interaccié contemplada ja mencionada amb
relacid a prox1, que és de gran importancia dins la concepcié del present
treball, és la relaci6 que té l'expressid6 de pdpn en la limfogénesi.
L'expressidé ectopica de pdpn promou la formacié de nous vasos limfatics.

Aixi, es constata que la seva expressid en les cél-lules epitelials de cancer
d’ovari es veu disminuida mentre que, en la de les cel-lules estromals del
mateix cancer, esta augmentada; un augment que també s’observa en els
glioblastomes, entre altres tumors.

S’ha de destacar, també, la disminucid, en aquest cas, de l'expressié de
pdpn, quan es considera la resistencia a la gefitinib, un tractament contra
un tipus de cancer que té associat un excés d’EGF.

% Limfoedema

La pdpn esdevé un marcador propi de I'estructuracié dels vasos limfatics en
la mesura que la seva coexpressid amb proxl és imprescindible per al
desenvolupament dels vasos limfatics (101). En aquest estudi, es va
observar que la PDPN esta present, també, en la membrana basal de
I'epidermis i que la seva absencia no afecta la diferenciacié de I'epidermis,
cosa que si passa amb els vasos limfatics. També es va contemplar que la
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PDPN promou la formacié de cel-lules d’adhesid, la migracié i la formacié del
tub del conducte. De fet, esdevé com la base estructural d’assentament de
la mateixa proliferacié cel-lular a partir de la qual es donara estructura al
vas limfatic. La pérdua parcial de I'expressiéo de pdpn (ARN d’interferéncia)
deriva en la disminucié de I'adhesié de les cel-lules endotelials limfatiques.
Els defectes que s‘observen en models de ratolins pdpn”~ indiquen una
peérdua de capacitat de transport per part dels vasos limfatics, la
manifestacidé d'un limfoedema congeénit i la dilatacid dels vasos limfatics
cutanis i intestinals.

Cal destacar, tal com ja s’ha comentat, que la distincié fenotipica dels vasos
limfatics depén de I’'expressidé constant de prox1 i pdpn. I cal tenir present,
també, que la seva expressié esta regulada, des del punt de vista
transcripcional, en els vasos limfatics per 'expressié de prox1 (102).
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La limfogénesi és el procés de formacié de nous vasos limfatics. Hi ha
moltes molecules involucrades en tot el procés de la limfogénesi, unes
molécules incideixen en l'estructura i altres en la seva funcié. Es, pero, la
secrecié VEGFC i la fixacié al seu receptor VEGFR3 el que acaba definint tot
el procés de proliferacié de les cél-lules endotelials (13). Al mateix temps,
VEGFR3 incideix retroactivament sobre I'expressié de prox1 i es produeix
d’aquesta manera, un control retroactiu continu entre PROX1, iniciador del
procés, i VEGFR3, finalitzador del procés (103).

4.1 Regulacio de la limfogeénesi per mediacio de I'acid lisofosfatidic

Aquest factor de creixement vascular, VEGFC, és regulat, no de manera
Unica, per la preséncia de l'acid lisofosfatidic (LPA). La secrecié de VEGFC
per I'accié de I'LPA es pot donar, a través de dos dels seus receptors, LPA ;i
LPAs, i deriva en la preséncia de COX-2, la qual afavoreix la translocacio
d’'un receptor de membrana, I'EGFR que, a la vegada, activa I'NF-kB (104)
(figura 12). L'activacid d’aquesta cascada de senyalitzacié intracel-lular
possibilita que les cél-lules endotelials derivin en un fenotip limfatic.

GMI"‘” Figura 12. Mecanisme de regulacié de la
ACLES limfogénesi per part de les cél-lules
Ki 16425—1 . endotelials per mediacié de I'LPA proposat

per Lin et al (104).

LYVE-1T
\ PodoplaninT

Lymphangiogenesis
Endothelial cells

L’activacié de les cél-lules endotelials per mediacié de I'LPA genera, també,
la secrecio de certes citocines (IL-8 i MCP-1) que en coaccié amb el mateix
LPA, poden afavorir o inhibir interaccions entre I'endoteli i els monocits
circulants (105) i que poden estar involucrades en diferents processos
fisiopatologics, com és el de I'aterosclerosi (106).

Endothelial cells

Segons descriu D’Aquilio (107), en la seva tesi I'LPA és un fosfolipid
hidrosoluble que es compon d’una columna central de glicerol amb un grup
hidroxil en la posicidé sn-2 o sn-1, un grup fosfat a la posicié sn-3 i un acid
gras saturat o insaturat en la posicid sn-1 o sn-2. L'LPA s’ha considerat com
un pas intermedi en la formacié de lipids neutres com sén els triglicérids i
els fosfolipids. Els LPA que trobem al serum poden contenir tant una cadena
llarga d’acid gras saturat com insaturat. El que si sembla és que els LPA
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amb un acid gras insaturat es manifesten més actius bioldogicament (107).
La diversitat d’acci6 de I'LPA (108) pot ser justificada per la diferent
composicio de I'LPA per part de I'acid gras que el forma.

La produccié de I'LPA es pot donar tant a dins com a fora de les cel-lules.
Sembla ser que I'LPA més bioactiu seria el que es forma a l'exterior.
L'activacié cel-lular que es ddna en la coagulacié sanguinia, en la curacid de
ferides o en la inflamacié augmenta la produccid i 'activitat de I'LPA (107).
Una meitat de I'LPA del sérum es produiria per I'activacié de les plaquetes.
L'altra meitat ho faria de manera independent, o sigui, sense activacié de
les plaquetes.

S’han descrit diferents vies de produccidé de I'LPA (108, 109). L'activacio de
les plaquetes facilita l'alliberament de fosfolipids que provenen de la
membrana. Aquests fosfolipids deriven en la formacié de LPC, LPE i LPS,
tots ells precursors de la formacié de I'LPA -via 1.

La conversié de PC serica en LPC per mediacié de la LCAT, un enzim
vinculat a la fisiopatologia de certes malalties de I'ambit metabolic, també
incideix en la produccié de I'LPA -via 2.

L'acci6 de certs enzims sobre l'acid fosfatidic (PA) que provenen de les
plaguetes també formaria LPA. Aquesta via és independent de I'activacio de
les plaquetes -via 3.

I la darrera via de produccié que s’ha proposat és la que implica la formacio
d’LPA a partir d’LPC provinent dels eritrocits -via 4 (109).

Actualment, sabem que existeixen altres fonts d'LPA. Les cel-lules
mesangials, els fibroblasts i certs tipus de cel-lules cancerigenes (110)
també produeixen LPA, aixi com els adipocits (111, 112) i les lipoproteines
(113). Cél-lules implicades en la immunitat (macrofags, cel-lules
dendritiques, mastocits) (114) també secreten LPA, la qual cosa fa pensar
en la possible interaccié de I'LPA en la resposta immunitaria.

L'LPA té un paper immunoregulador per la capacitat que té d’induir una
resposta inflamatoria local o sistémica, mitjancant I'activacié que fa dels
macrofags aixi com dels limfocits T i B (107). Al mateix temps, pero, se li
atribueixen propietats proinflamatories que caracteritzarien certes malalties
associades a inflamacid, incloent també el cancer (115).

No esta de més considerar quins lligams té I'LPA en I'ambit metabolic. L'LPA
s’associa a l'obesitat per diferents vies. L'LPA, com ja s’ha esmentat, també
és produit pels adipocits. Aix0 s’ha determinat tant in vitro com in vivo
(111). Inicialment es va considerar que I'LPA augmentava la proliferacio
dels preadipocits en cultiu per l'accié del seu receptor LPA; (116). Estudis
ulteriors van constatar que la regulacié de la proliferacié de preadipocits
esta marcada, també, per l'alliberament per part dels adipocits d’autotaxin,
un enzim ancorat a la membrana cel-lular i que facilita la formacié d’LPA a
partir d'LPC. L'autotaxin esta fortament augmentada en els adipocits de
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ratolins db/db genéticament obesos i diabetics (117). D’altra banda, aquest
mecanisme es neutralitza quan l'adipocit és madur, la qual cosa ha portat a
pensar que la produccid local d’LPA pot exercir un efecte inhibidor continu
en el desenvolupament del teixit adipds (118). Aquests estudis fan pensar
que I'LPA tindria relacié amb el control de la proliferacié del teixit adipos en
I'obesitat.

Una altra relacié a considerar és la que es dona entre I'LPA i la lesid
aterosclerotica. La lesidé aterosclerotica s’inicia amb la proliferacié d’una
capa neointima en l'ambit de l'artéria. Ulteriorment, apareixen implicats
altres mecanismes: |'activacié de les plaquetes, l'activacié de les cel-lules
endotelials i la seva lesid, i la preséncia d’un infiltrat inflamatori, en sén
alguns. L'LPA s’ha vinculat a la fisiopatologia de I'aterosclerosi pel fet que, a
la placa d’aterosclerosi, s’hi acumula LPA i que les LDL oxidades sén
productores d’LPA (119). S’ha constatat que I'LPA activa de manera directa
les PPARy i que fan de mitjanceres en la transcripcié de les CD36 (120). El
CD36 és un scavenger receptor (SR) de membrana que esta present en els
macrofags i que permet la captacid de les LDL oxidades i I'acumulacié de
lipids en I'ambit intracel-lular, i es vincula, a més a més, a la formacié de
cel-lules escumoses en la placa. Aquesta via de captacié de lipids no és
I"Gnica i tampoc la preferent en el cas dels macrofags en els quals s’associa
I'efecte de I'LPA a una major expressié d’'SR-A que de CD36 (121).

Tenint en compte el paper que juga la FABP4 en l|'aterosclerosi cal saber
que la FABP4 és un transportador de I'LPA intracel-lular (122) i que s’ha
vinculat de manera directa amb I'acumulacié de I'LPA en la progressid de la
lesi6 de I'aterosclerosi (123). L’alliberament de FABP4 per part dels
adipocits i la seva presencia en plasma (124) permet estimar un possible rol
en el transport de I'LPA en I'ambit plasmatic. No sorprén, doncs, donada la
vinculacié entre I'LPA i la limfogenesi, que mutacions en FABP4 apareguin
associades als limfoedemes primaris (125).

La regulacio de la glucosa en sang ha estat vinculada, també, a I'LPA (126) i
a un dels seus precursors (127). Com ja s’ha comentat, existeix un
augment de l'autotaxin en els adipocits de ratolins db/db genéticament
obesos i diabetics (117), la qual cosa possibilita I'opcié d’un vincle entre la
concentracié d’aquesta molecula en sang i la diabetis.

4.2 Altres formes de regulacié de la limfogénesi

Una altra forma d’estimulacié de la limfogénesi és mitjancant la secrecié de
VEGFC per part dels macrofags. En rates s’ha constatat que una dieta rica
en Na*, inductora d’'hipertensid, genera I'acumulacié de Na*en la pell, en la
seva porcid intersticial. Els macrofags, per la secreci6 de VEGFC, generen
un augment de la densitat i la hiperplasia de l'entramat limfatic (128).
Aquest mecanisme esta supeditat a la composici6 de la matriu
extracel-lular, la qual depeéen, a la vegada, de la capacitat del drenatge del
teixit intersticial per part dels vasos limfatics (129).
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Una altra implicacié dels macrofags en la limfogenesi ve donada pels
macrofags CD11b+. Aquests macrofags esdevenen elements constitutius
dels vasos limfatics en la seva proliferaci6 quan es donen condicions
proinflamatories (130). Pel que sembla, els macrofags formen agregats que
s'intercalen entre les cel-lules endotelials limfatiques i augmenten la
capacitat de drenatge per part dels vasos limfatics (131).

Cal tenir present que la preséencia de VEGFC no és |'Unic requisit per a la
formacio dels vasos limfatics.

La migracio de les cél-lules dendritiques (DC) s’ha destacat, també, com un
condicionant de la limfogenesi. La disminucid de la capacitat de migracié de
les DC en la periferia, com es déna en la retencid intersticial, genera
estimuls per a la limfogenesi (132). La migracio de les DC esta afectada de
manera sistematica en la dislipémia que s’‘observa en ratolins apoE”" que és
la que s’associa a l'aterosclerosi (133). Aquest procés es deu al PAF o a les
LDLox que tenen un efecte mimetic al PAF. Aquest fenomen és neutralitzat
per les HDL o per HDL-associated PAF acetylhydrolase (PAFAH). En el
mateix model de ratoli (apoE”"), que és hipercolesterolémic, s’han constatat
alteracions estructurals i funcionals dels vasos limfatics (134).
Aparentment, la retencié de colesterol en circulacié té un efecte
desestructurador en els vasos limfatics. Aixd es donaria per una falta de
cel-lules musculars llises, especialment en els vasos limfatics col-lectors.
FOXC2, VEGFR-3 (receptor de VEGFC) i angiopoietina-2/Tie-2 s’han descrit
com a elements claus en el control del reclutament de cél-lules musculars
llises per part dels vasos limfatics. La sobreexpressié de foxc2 en model
animal corregeix la hipertrigliceridemia, la resistencia a la insulina, el flux
d’acids grassos lliures i l'obesitat (135). Estudis de lligament genétic
vinculen foxc2 amb la HFC (136) i amb |'obesitat. Una mutacié d’aquest gen
s’associa, també, a la sindrome de distiquiasi limfoedema (137), signe d’un
mal funcionament limfatic. FOXC2 té la capacitat de controlar I'expressio
d’Ang-2 en els adipocits. Aquesta via de senyalitzacié Foxc2-Ang-2 controla
la funcid vascular del teixit adipés i és determinant en [l‘augment del
metabolisme (138) del teixit adipds.

Moltes sén les molecules que, de manera directa o indirecta, es veuen
involucrades en el procés de desenvolupament, control i consolidacié de
I'estructuracié dels vasos limfatics, aixi com en el seu funcionament. Seria
inabastable abordar-les totes, pero si que cal fer mencié que existeixen.

Un aspecte a considerar de la limfogeénesi que pot ser interessant a I’'hora
d’abordar noves vies de recerca, aixi com terapéutiques, és la relacié que té
la limfogenesi amb el flux intersticial. El flux intersticial precedeix el
desenvolupament limfatic (139, 140), la qual cosa es pot interpretar com
que el flux intersticial s’envolta de cel-lules endotelials per formar el vas
limfatic.

La mateixa relacid del flux i la limfogenesi va associada a la mateixa
estructuracié dels vasos limfatics, ja que el mateix flux depen de la funcié
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drenant dels vasos limfatics. Les cel-lules endotelials que componen els
vasos limfatics disposen de punts de fixacid especifics (filaments
d’ancoratge de Leak) en els quals s’acumula un major nombre de filaments
intersticials. Aquest fet permet al vas limfatic, en funcié de I'equilibri de
pressions en I'ambit de l'interstici, facilitar I'obertura o el tancament d’una
cel-lula endotelial amb relacid a les cél-lules veines (141, 142). Més enlla de
la mateixa vinculacié entre estructures, interstici i vas limfatic, la relacié es
complementa en el mateix ambit funcional, de manera que queda
supeditada una a l'altra. Un exemple és la relacié entre tots dos que es
contempla en I'exercici fisic. L'existencia d’aquests filaments de Leak facilita
entendre per queé la captacid de liquid intersticial i el flux limfatic
augmenten amb l'activitat fisica (129, 143, 144).
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5. LENTRAMAT LIMFATIC EN LA REGULACIO
DEL METABOLISME

Els vasos limfatics poden intervenir en la regulacié del metabolisme des de
molts vessants. Ho poden fer tant amb relacié a la quantitat i qualitat del
liquid intersticial que sén susceptibles d’absorbir com a partir dels efectes
que es poden derivar del pas d’aquest liquid a través dels vasos i noduls
limfatics.

5.1 Valoracioé de la regulacioé limfatica del metabolisme

L'entramat limfatic, en general, i el mesenteric, en particular, tenen la
peculiaritat d’esdevenir una via de regulaci6 metabolica en la mesura que
part de les molecules que poden incidir en la regulacié tenen un passatge
limfatic. Al budell es fa evident aquesta opcié en la mesura que, en funcio
d'una major o menor capacitat drenant per part dels vasos limfatics, el cami
que agafa el liquid absorbit de la llum intestinal s’'encamina a un pas limfatic
o hepatic. Un mecanisme d’incidencia en I'ambit metabolic per part dels
vasos limfatics seria per la relacié directa o indirecta que es pot donar entre
les LEC i les molécules que s’absorbeixen. Una altra possibilitat que es
contempla és la que deriva de la sintesi, per part de I'entramat limfatic, de
molécules que intervinguin en la regulacié del metabolisme.

Si considerem la incidéncia de l'entramat limfatic en el metabolisme dels
lipids, segons els comentaris fets fins ara i com es podra veure en |'apartat
de l'absorcié de lipids, és en l'analisi de la transicid dejuni-ingesta en qué
s'observa la manera en que l'entramat limfatic incideix en un primer
moment en la distribucié i metabolitzacié dels lipids.

El pas de les lipoproteines riques en triglicerids per l'intesti, en la transicid
entre el dejuni i la ingesta, esta lligat a un seguit de processos, tal com
descriu Xiao (145). A partir de la ingesta es déna I'absorcid dels greixos i la
secrecié dels quilomicrons. La major presencia de quilomicrons provoca una
disminucid en la lipolisi en el teixit adipds, la qual cosa té com a
conseqliencia una disminucié en la mobilitzaciéd dels acids grassos lliures
provinents del teixit adipdés cap al fetge i a l'intesti. Aix0 afavoreix una
major absorcié dels acids grassos lliures provinents de la ingesta per part
del teixit adipds. Els quilomicrons residuals, romanents, sén captats, en
part, pel fetge, i hi ha una major preséncia d’acids grassos en circulacid
provinents de la lipolisi dels lipids ingerits que no han estat emmagatzemats
al teixit adipds. Al mateix temps, s’accentua la utilitzacié de les VLDL i,
possiblement, una major sintesi de quilomicrons.

A partir d'aguest moment, el que es déna és un augment de la de novo
lipogénesi, una major formacié de gotes lipidiques en I'ambit hepatic i una
menor oxidacié dels acids grassos en detriment d'una major esterificacid
dels mateixos acids en el fetge.
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El metabolisme glucidic també esta relacionat amb I'estructuracié i funcié de
I'entramat limfatic. En el mateix procés d’ingesta en podem veure
I'associacié. La mateixa transicié dejuni-ingesta passa per certs canvis
hormonals (145). D’una part, hi ha l'alliberament de glucosa i de GLP1
estimulat, en part, per la insulina. I, de l'altra, es déna una supressié de la
secrecio del glucagd per part del pancrees. Aquestes variacions hormonals
afecten les lipoproteines. Pel que fa als quilomicrons, la GLP1 n’estimula la
secrecid mentre que la GLP2 i la insulina la suprimeixen. Pel que fa a les
VLDL la seva secrecio es veu reprimida per I'accié de la insulina i el glucagé.
L'estudi de D’Alessio et al (146) del contingut limfatic en dejuni i en I'ambit
postprandial en rates serveix de base per definir quina implicacié pot tenir
I'entramat limfatic en la regulacid metabolica. La limfa mesenterica conté
insulina, glucosa, GLP1 i PYY, com també podem trobar-ne en el plasma,
pero hi ha diferencies entre les concentracions relatives de limfa i plasma
pel que fa a la insulina, PYY i GLP1. Amb relacié a la insulina, es considera
que la seva presencia en la limfa deriva de la filtracid provinent dels
capil-lars. El fet que les concentracions d’insulina en plasma provinent de la
vena porta siguin sempre més altes que les que provenen de la limfa i que
el pic d’insulina sigui de 30 min en la vena porta i de 60 min en la limfa
mesentérica fa pensar que l'origen de la insulina limfatica és la filtracio
capil-lar. GLP1 té una major concentracié en el compartiment limfatic que
en plasma, fet que fa pensar més en un drenatge limfatic directe de la
mucosa intestinal que en un pas sanguini que derivi, després, en limfa.
Aguesta més alta concentraci6 de GLP1 respon, segons es pensa, a la
necessitat d’'un entorn protegit davant de la DPP-IV, un enzim que comporta
una rapida desactivacié del GLP1. PYY manifesta una situacié intermedia
entre la insulina i el GLP1.

La sintesi de GLP1 es produeix en |I'ambit de les cel-lules L de l'intesti prim
distal i del colon per la ingesta de carbohidrats i lipids (147). L’alta
concentracié postprandial de GLP1 aixi ho demostra, tot i que els
carbohidrats ho facin més tardanament que els lipids. La ingesta simultania
de carbohidrats i lipids produeix un efecte combinat acumulatiu. Aquesta
secrecid es vincula, tal com es descriu en el mateix article, a la secrecié de
la insulina d'una manera glucodependent. GLP1 té altres efectes
antidiabetics com és la supressié del glucagd i I'alentiment del buidament
gastric. Té un efecte central directe de reduccid de la ingesta que és
contemplat per l'efecte que genera la injeccid de GLP1 o d’agonistes del
receptor GLP1R en |'ambit intracerebral. S’ha observat, també, que els
agonistes de GLP1R promocionen la biosintesi d’insulina, la proliferacié
cel-lular i la supervivencia de les mateixes cel-lules mitjancant l'activacié de
vies antiapoptotiques.

GLP1 té una relacid directa dins de l’entramat limfatic. El que s’ha pogut
observar injectant GLP1 en l'ambit intravends en rates és que hi ha una
disminucid del flux limfatic, del seu contingut en triglicerids, aixi com una
menor produccié d’apo B i apo A-IV (148), la qual cosa ha fet pensar en un
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procés d’alentiment del mecanisme d’absorcid de lipids en I'ambit intestinal.
L'observacié d’una major acumulacié de triglicerids en la mucosa i la
disminucio de la secrecié de quilomicrons en limfa corroboren la idea que és
una perdua de capacitat drenant la que deriva de la preséncia de més GLP1
en circulacio.

Es interessant considerar els resultats que deriven de la injeccié en rates de
GLP1 en I'ambit periferic (149). Fruit de la injeccid periferica, intraperitoneal
o en I'ambit de la vena porta, hi ha una disminucié de la quantitat d’ingesta.
La injeccié de GLP1 en I'ambit intrahepatic no en modifica I'efecte, estigui la
rata vagotomitzada o no, cosa que si passa quan es fa una injeccio
intraperitoneal. Quan les rates estan vagotomitzades la seva ingesta es
manté. Aixo implica que I'efecte saciant del GLP1 observat en les injeccions
intraperitoneals es déna per una estimulacid directa de la senyalitzacid
aferent vagal. I que l'observada per la injeccié intravenosa seria induida per
una accio directa sobre el cervell.

Cal, doncs, reconeixer la importancia major que té el GLP1 en la regulacié
del metabolisme i la importancia major que pot tenir la capacitat drenant de
I'entramat limfatic d’aquesta hormona, ja sigui per protegir-la de la seva
degradacié o ja sigui per a la seva mobilitzacid, en el mateix procés de
metabolitzacié.

Wang (150) comenta que l'administracié de lipids, sobretot aquells de
cadena llarga que, com ja s’ha comentat, son els vinculats amb el pas
limfatic, inhibien la ingesta d’aliments. Del seu estudi, en ressalta que
I'intesti prim exerceix un control directe sobre el metabolisme dels glicids
mitjancant un mecanisme de sensibilitat als lipids que, per una acci6
neuroendocrina intesti-cervell-fetge, genera una disminucié de la produccio
de la glucosa hepatica, manté l'equilibri energéetic i inhibeix la ingesta
d’aliments. Tant els lipids absorbits per part de lintesti, que activen
neurones sensitives als lipids que connecten directament amb el nucli del
tracte solitari, com la preséncia de nutrients en I'ambit hipotalamic,
exerceixen un eix d’inhibicié de la produccidé de la glucosa cerebrohepatica
gue en manté I'homeostasi. Aquesta observacid cal tenir-la present en la
mesura que una disminucié en la mobilitzacié dels acids grassos de cadena
llarga per part de I'entramat limfatic pot comportar una senyalitzacié central
no indicadora de la quantitat d’aliments ingerits sind de la capacitat
mobilitzadora dels lipids per part dels vasos limfatics mesenterics, lacteals.
Aix0 reforca la idea que una mala captacid limfatica pot generar una
deficient senyalitzacié central ja sigui de manera directa com indirecta.

Es destacable que la interaccié entre I'entramat limfatic i la regulacié de la
glucemia és bidireccional. Sense anar més lluny, la insulina s’ha relacionat
directament amb la regulacié del flux limfatic i amb la captacié del liquid
intersticial (151). El subministrament d’insulina en un model animal, rates
diabétiques, va comportar un augment del flux limfatic i de la captacidé de
liquid intersticial. Cal mencionar, també, una relacié directa entre la diabetis
i I'estructuracioé dels vasos limfatics (152). El que s’‘observa en aquest cas
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és que en la diabetis hi ha afectada la permeabilitat dels vasos limfatics per
una disminucié de l'acci6 de NO, al mateix temps que es constata que la
inhibicié6 de la fosfodiesterasa 3 permet mantenir la integritat dels vasos
limfatics.

Una altra estimacié que es precisa és la de coneixer la relaci6 que manté
I'entramat limfatic en la regulacid del metabolisme de les proteines. El
metabolisme proteinic és forca complex perque la mateixa estructuracié de
la proteina ho és. Els elements constitutius de les proteines, els aminoacids,
esdevenen la moneda d’intercanvi dins de l'organisme per fer una massa
proteinica suficient, funcional i adequada a les exigéncies estructurals i
funcionals de I'organisme. Aix0 requereix mantenir un cert nombre
d’aminoacids en circulacié per tal de satisfer les necessitats de sintesi que
es donin. En el context extrem de déficit energetic, I'organisme pot fer Us
de les proteines com a font d’energia, perd sempre prioritzant al maxim les
altres fonts d’energia en la mesura del que sigui possible. La regulacié
metabolica de les proteines, disponibilitat, Us, degradacié... esta molt
lligada a la transaminacid, entre altres processos, que és la transferéncia
dels grups amino entre els diferents aminoacids. Aix0 permet regular el
metabolisme proteinic cap a les necessitats que en cada circumstancia es
poden generar i facilitar la degradacié d’'un aminoacid per la formacié d'un
altre, buscant sempre I'opcié més eficient.

Una particularitat que es dona, i que és de major interés, és que hi ha un
cert nombre d’aminoacids, els anomenats essencials, que no es poden
sintetitzar a partir de la transformacié d’altres aminoacids. Aix0 obliga a la
seva absorcié mitjancant la dieta. Sén nou els aminoacids la preséncia en
I'organisme dels quals depén de la seva correcta absorcié en l'intesti. Es en
aquest punt en qué l'entramat limfatic pot exercir un paper primordial
directe pel metabolisme de les proteines. El manteniment de la integritat de
la via d’entrada dels aminoacids essencials és una necessitat basica de
regulacid i pot afectar, de manera especifica o global, qualsevol part de
I'organisme. Aixo0 es justifica pel fet que qualsevol requeriment d’aminoacids
essencials per part d’'un organ que no quedés cobert afectaria la dinamica
funcional del mateix oOrgan amb majors o menors implicacions.
L'estructuracid i el funcionament de l'intesti depen del bon funcionament de
I'entramat limfatic i és aquest grau de dependencia funcional de l'intesti
amb I'entramat limfatic el que defineix de manera indirecta la relacié de
I'entramat limfatic amb el metabolisme de les proteines.

A més a més, si considerem el fet que tant el metabolisme lipidic com el
glucidic estan modulats, en part, per l'entramat limfatic, existeix la
possibilitat que, en la mesura que no es doni una suficient aportacid
energetica per part dels glucids i lipids, aquesta aportacid hagi de ser
coberta per les proteines.

La mobilitzacié de les proteines per part de I'entramat limfatic, manifesta un
altre aspecte a considerar. En aquest sentit esdevé de gran importancia
valorar la hidrodinamica intersticial, la valoracié del pas del fluid a través de
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I'espai extracel-lular. Aquest pas ve marcat per la capacitat de filtracié que
tenen els capil-lars, per I'estructuracié de I'espai intersticial i per la capacitat
d’absorcié/reabsorcié dels mateixos capil-lars i de I'entramat limfatic.

El sentit hidrodinamic del sistema, vers la filtraci6 o vers
I'absorcid/reabsorcié del contingut intersticial, esta fortament determinat
des d'un punt de vista funcional, per la regulacié que es faci del contingut
de proteines. Un exemple descriptiu d’aquesta dinamica és el que ve donat
per l'estudi fet per Manning et al/ (153) en qué es contextualitza en model
animal, en gossos, una situacid d’hiperproteinémia cronica. En aquesta
circumstancia, hi observem una notable disminucié del flux limfatic, una
disminucié del transport de proteines i un augment de la concentracié de
proteines en l|'ambit limfatic que associen a una disminucido del flux
transcapil-lar de proteines. En altres paraules, es podria considerar que es
déna com un alentiment de la hidrodinamica intersticial. En aquestes
circumstancies, en un altre estudi de Manning (154), un increment continu
de la hidratacié deriva en un augment del volum, en hipervolémia i en
hipertensid.

Segons el que s’ha descrit fins ara i sense pretendre entrar en masses més
detalls, es pot considerar que I'entramat limfatic té la capacitat de per se
d’incidir de manera directa o indirecta sobre el metabolisme. La seva
estructuracié i el seu funcionament esdevenen, en la meva opinidé, una
variable necessaria d’estudi de la regulacié metabolica.

5.2 L’entramat limfatic en la regulacio dels factors de risc metabolic

Moltes alteracions metaboliques s’han associat a diferents factors,
anomenats de risc pel que comporten en el seu desenvolupament de les
malalties metaboliques. L'entramat limfatic s’ha relacionat de manera més o
menys directa a la regulacié de molts d’aquests factors. Es per aquest motiu
que es fa necessari considerar-los i veure quina implicacié té I'entramat
limfatic en tots ells.

5.2.1 La regulacio de la pressio arterial

Abans de considerar aquesta manifesta relacié dels vasos limfatics amb la
hipertensid caldria fer esment de l'estructuracié i el funcionament de
I'interstici. L'interstici esta compost per una xarxa fibrosa de col-lagen que
doéna suport al conjunt de la matriu extracel-lular, un sistema fibros de
microfibril-les d’elastina, una substancia fonamental i fluid intersticial. La
substancia fonamental és l'element basic de relacid entre les cel-lules
constituents de linterstici i la filtracié provinent dels capil-lars que
constitueix el fluid intersticial. La substancia fonamental esta composta per
proteoglicans, estructures moleculars que contenen un nucli proteinic i
glicosaminoglicans (GAG), entre els quals l'hialura és el més comu (129,
155). En aquest cas, es valora el fet que l'interstici tingui relacié en la
regulacié del contingut hidric tant en l'interstici com en el compartiment
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vascular i que la mediacié d’aquesta relacié vingui donada per la capacitat
drenant de I'entramat limfatic.

Des del punt de vista funcional s’ha constatat que no hi ha correlacié entre
la ingesta de sodi i la retencié d’aigua en I'ambit intersticial. Perd si que
s'observa un moviment de liquid des de linterstici cap a I'espai
intravascular, fet que comporta un augment de la pressid arterial (156).
Aquesta observacié posa en evidencia l'existéncia d’'un mecanisme de
reserva de sodi, en I'ambit extracel-lular, que es manté inactiu des del punt
de vista osmotic (157). Aquest mecanisme respon a la fixacié del sodi per
part dels GAG i a la capacitat d’exercir hiperosmolaritat segons les
circumstancies que es presenten (158-160). Concomitant al reservori
neutre de sodi, hi ha un mecanisme de resposta a l'estrés osmotic que
consisteix en l'activacié d’una proteina, TonEBP (tonicity-responsive
enhancer binding protein), en cél-lules del sistema mononuclear fagocitic
(MPS); un grup de cél-lules de monocits; macrofags, i cél-lules dendritiques
que actuen en resposta a agressions a l'organisme. Les ceél-lules MPS
activades d’aquesta manera modulen I'estructuracié i la funcié limfatica a
través de la secrecié de VEGFC (128, 161, 162) que, com ja s’ha comentat
en el capitol de I'embriologia, intervé de manera directa en la formacioé de
nous vasos limfatics, en la limfogénesi.

Un aspecte que caldria tenir en compte en aquesta regulacié i que, de
moment, no s’ha valorat és que les GAG, que estructuren l'interstici estan
mobilitzades per I'entramat limfatic en associacié al flux limfatic. D’aquesta
manera la regulacié que pot fer I'entramat limfatic de la pressié sanguinia
no vindria Unicament de la mobilitzacid que es pugui fer del sodi i de les
cél-lules MPS sind també per la dinamica estructural que tingui l'interstici
vinculat a la capacitat drenant que té I'entramat limfatic. Aquesta regulacio
vindria fortament associada al moviment. L’entramat limfatic veu
augmentada la seva capacitat drenant amb el moviment (144). En aquest
sentit apareix la idea que la mateixa dinamica de renovacid del contingut de
glicosaminoglicans pot ser clau en tot el mecanisme regulador.

5.2.2 La regulaci6 del colesterol

Un altre exemple de regulacié per part de I'entramat limfatic és el que es
desenvolupa entorn del colesterol. Swell (163), en la década dels anys 60,
analitzant l'activitat especifica del colesterol lliure i de I'ester de colesterol
en el plasma, en I'entramat limfatic, en el fetge i en l'intesti, evidencia que
gran part del colesterol esterificat provenia de I'entramat limfatic. I que, en
I'eliminacié del colesterol esterificat limfatic, el fetge n’assumia el
subministrament.

Kellner (164), estudiant conills hiperlipemics, constata que hi ha un
augment de la concentracié de colesterol i fosfolipids en els limfatics. Aixo
va fer pensar que es podien formar diposits de lipids en els organs, com
podria ser el cas de les artéries, i que podia derivar en |'aterosclerosi. Sloop
et al (165) descriuen que tant en linterstici com en els limfatics hi ha
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lipoproteines HDL, perd de caracteristiques morfologiques diferents.
Observen que hi ha una diferent presencia d’apoproteines en comparacié
amb el plasma. I manifesten la importancia que consideren que té
I'entramat limfatic en la mobilitzaci6 del colesterol periferic. El que
plantegen és que les situacions amb les quals es trobi I'entorn immediat de
les cel-lules pot marcar I'entrada o la sortida del colesterol de les mateixes
cel-lules i que pot establir el condicionant inicial del procés de retorn dels
excedents de colesterol. Consideren que, segons la situacié que es donés,
es podria derivar en una major o menor susceptibilitat dels organismes a
I"aterosclerosi.

Lim et al (134), més recentment, constaten que en els ratolins
hipercolesterolemics es dona una desestructuracié de I'entramat limfatic, hi
associen, a més a més, un drenatge deficient de linterstici, fet que
comporta una retencié periferica del liquid intersticial, del qual es deriva la
presencia d’edema. Els mateixos Lim et al (166), en estudis ulteriors, amb
el mateix model de ratolins hipercolesterolemics, han posat de manifest que
el transport revers del colesterol (RCT -reverse cholesterol transport-),
procés de reconduccid de I'excés de colesterol de la periferia, mitjancant les
lipoproteines HDL, vers el fetge per a la seva excrecid, depén en gran
mesura de la capacitat drenant dels vasos limfatics. Constaten, també, que
existeix una reversibilitat en la desestructuracié i alteracié funcional dels
vasos limfatics quan es corregeix la hipercolesterolemia. I, aixi mateix,
evidencien que la millora en la capacitat drenant per part dels vasos
limfatics genera una disminucié en I'acumulacié del colesterol en |'ambit
dels teixits, i que el drenatge limfatic és un requisit per a la mobilitzacié de
les HDL des dels teixits periférics cap a la sang tot mostrant que la
utilitzacié d’ezetimibe (un inhibidor de la captacioé intestinal del colesterol) o
de VEGFC la milloren. Destaquen, a més,els resultats que indiquen que les
LEC disposen de transportadors d’HDL, el més utilitzat dels quals és I'SR-BI.
De l'analisi del conjunt d’aquests estudis, se’n despren que |'entramat
limfatic esta vinculat a la regulacié dels primers passos de la RCT i que
mentre es transporta el colesterol per I'entramat limfatic hi ha una
interaccio entre les LEC i el colesterol lligada a la presencia d’'SR-BI.

Una de les primeres constatacions cliniques en les quals es posa en
evidéncia una relacié entre la disfunci6 metabolica, en aquest cas la
hipercolesterolemia, i la disfuncié limfatica deriva d’un estudi de |'expressid
génica fet en teixit adipds de pacients amb hiperlipeémia familiar combinada.
En aquest cas es descriu que hi ha una afectacido en |'expressiéo de certs
gens que estan relacionats amb I'estructuracid limfatica (91).

5.2.3 La regulacio de la inflamacio

En la regulacié del colesterol hi ha altres mecanismes que intervenen en els
quals els vasos limfatics tenen un paper important. Sense anar més lluny, si
considerem I'evolucié de l'aterosclerosi, esta fortament lligada a la resposta
inflamatoria que exerceix la paret vascular. L'aterosclerosi es caracteritza
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per la preséncia en la paret vascular de diferents tipus cel-lulars, per
I'acumulacié de colesterol i per la proliferacidé de cél-lules musculars llises
(167).

Si valorem el paper de les HDL en |'aterosclerosi podem considerar, tal com
comenta Kaji (168), que les HDL acompleixen funcions antiinflamatories aixi
com certes interaccions amb el sistema immunitari, tant innat com
especific, que es vinculen a la mateixa evolucid de |'aterosclerosi. La
implicacidé de les HDL en la RCT esta lligada a la vasodilatacid, a la reduccié
de l'oxidacié de les LDL, a la inflamacid, a l'apoptosi, a la trombosi i a la
infeccio.

Tenint en compte la implicacié directa que hi ha entre la preséncia d'HDL i
I'evoluci6 de la placa d’ateroma, es va pensar que augmentant la
concentracié d’aquestes lipoproteines es podria revertir la fisiopatologia de
I'aterosclerosi. Diferents assajos clinics es van dissenyar amb la finalitat
d’augmentar la concentracio de les HDL en sang mitjancant la inhibicié de la
CETP, pero el fet que, malgrat augmentar la concentraciéo de les HDL, hi
hagués una major incidéncia d’esdeveniments cardiovasculars va fer aturar
els assajos (169). Una altra serie d’assajos orientats a augmentar la
concentraciéo d'HDL en sang mitjancant la utilitzacié de I'acid nicotinic no ha
suposat cap benefici d’Us (170, 171); la qual cosa ha fet aturar els assajos.
Estudis genetics confirmen que increments en la concentracié d’HDL en
plasma no sembla que disminueixin el risc de patir un infart de miocardi
(172). Tot plegat, ha qlestionat la veritable accié de les HDL en el procés
fisiopatologic de l'aterosclerosi. Aquest qliestionament porta a considerar
I'acci6 que es ddéna en la macrophage RCT, la qual Martel et al (173)
descriuen com a sortida del colesterol emmagatzemat en els macrofags que
han derivat en cel-lules escumoses. El procés que es déna és que el
colesterol present en els macrofags és desesterificat i passa, com a
colesterol lliure, a les HDL. Es comenten diferents estudis que evidencien la
importancia que té una adequada capacitat d’alliberament del colesterol
provinent dels macrofags. Els transportadors ABC i, més concretament, els
ABCA1 i ABCG1 sén els involucrats en la sortida del colesterol dels
macrofags. Havent transferit el colesterol a les HDL, les HDL s’han de
mobilitzar de la placa d’ateroma. Estudis recents en ratolins han mostrat la
importancia major que té I'entramat limfatic en tot el procés de mobilitzacid
de I'HDL (174, 175). S’ha evidenciat que la major presencia d’HDL no era
rad sine qua non de regressié de la placa d’ateroma, sind que ho era, més
aviat, la manifesta capacitat drenant de I'entramat limfatic. Altres estudis,
valorats per Martel et al (173), indiguen una possible contradiccié pel fet
que hi hagi una major densitat de vasos limfatics en diverses afectacions
cardiaques (176, 177). Aquesta contradiccié podria ficar-se en entredit quan
es valora que la mobilitzaci® no esta condicionada Unicament per la
integritat estructural de I'entramat limfatic, sindé també pel seu
funcionament. Si l'interstici que precisa ser drenat manifesta un procés
inflamatori agut, I'entramat limfatic desencadena el que s’ha anomenat una
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limfogeénesi inflamatoria. Aquesta limfogenesi déna peu a un augment de la
proliferacid dels vasos limfatics (una major densitat de vasos) i a una
dilatacidé dels existents (hiperplasia limfatica), tot plegat amb un augment
del flux limfatic (178). Malgrat que aquesta resposta, més enlla de no ser
homogenia per al conjunt d’afectacions inflamatories i de si té un major o
menor efecte antiinflamatori (178), a mesura que la inflamacié es torna
cronica, causa que l'entramat limfatic esdevingui no funcional, la qual cosa
deriva en una disminucié del flux limfatic (178, 179). La dilatacié dels vasos
limfatics present en la inflamacié es pot generar per una accié molecular
directa per part de factors proinflamatoris (178) o per una accid hidrostatica
indirecta provocada per la preséncia d’una major quantitat de fluid a drenar
gue la que el vas esta capacitat a oferir. En aquest darrer cas desemboca en
una modificacié estructural, una alteracié de la paret del vas, per defectes
en la disposicié de les fibres musculars llises, i en una insuficiencia valvular
limfatica (180). Podem considerar que la resposta immediata a la inflamacio
és augmentar la capacitat drenant de linterstici per part dels vasos
limfatics, perd que, si aquesta augmentacié no es ddéna, si les necessitats
drenants superen la capacitat drenant dels vasos, els vasos patiran una
desestructuracid6 que en situacid6 extrema podria derivar en la seva
destruccié. En aquest sentit, estudis recents de Jang et a/ (181) mostren,
en ratolins, que la persisténcia d'un estimul toxic deriva en la destruccié
dels vasos limfatics a partir de la qual es dona la destruccié dels capil-lars
sanguinis proxims i la desorganitzacié del teixit que els envolta, en aquest
cas de l'intesti. Arran d’aquest treball s’ha valorat I'entramat limfatic com un
element protector de la integritat tissular i en contra de la sépsia (182).

La hipotesi que estem contemplant en aquest seguit d’exemples de
regulacié de factors de risc és que I’'homeodstasi no es defineixi Unicament
sobre la major o menor presencia de certs parametres o moléecules, siné
que es faci, també, segons el reconeixement funcional del sistema. Aixi
doncs, la referencia funcional del sistema no recau Unicament en les
molécules reguladores, sind en la capacitat de mobilitzar-les. D’aquesta
manera, la importancia de I'entramat limfatic en la regulacié metabdlica no
respon Unicament a la seva acci® en un mecanisme concret ni en una
molécula concreta sind en el reconeixement que es fa del seu funcionament
en cada circumstancia. El que es planteja, doncs, no és que existeixi una
afectacié limfatica metabolica, sind que el desigual funcionament de
I'entramat limfatic pot derivar en patologies molt diferents entre elles, pero
amb un patré d’alteracié6 comu: la disfuncié limfatica. Aquesta disfuncié
limfatica pot ser generada des de l'alteracié de l'estructura dels vasos
limfatics, des de l'alteracié del seu funcionament o des de [alteracio
simultania de I'estructura i funcionament dels mateixos vasos limfatics.
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6. L'entramat limfatic en la regulacié del teixit
adipos

Les malalties metaboliques associen com a factors de risc la pressié arterial,
el sistema de coagulacio, la resposta immunitaria, la resposta inflamatoria i,
de manera especialment rellevant, el metabolisme dels lipids. El teixit
adipds esta vinculat directament amb la seva propia regulacio i el control
del metabolisme lipidic. El teixit adipés s’ha vinculat no només amb el
manteniment del pes corporal, sind també amb la inflamacid, la coagulacid,
la fibrindlisi, la resisténcia a la insulina, la diabetis i I'aterosclerosi (183).

Els mecanismes que vinculen el teixit adipdos a aquestes malalties sén
complexos i no estan del tot ben establerts. La consideracié que es fa en el
present estudi és que la deficiencia en el drenatge de l'interstici per part
dels vasos limfatics, el drenatge intersticial limfatic (DIL), podria formar
part del mecanisme fisiopatologic que vincula el teixit adipdés a aquestes
malalties.

6.1 L'absorcié dels lipids

L’associacio entre el teixit adipds i la capacitat drenant dels vasos limfatics
no esta Unicament associada a la relacid directa entre ambdds. Dins els
condicionaments funcionals del teixit adipés hi ha el mateix procés
d’absorcié de lipids per part dels vasos limfatics intestinals.

6.1.1 La sintesi de lipoproteines

L'absorcié de lipids per part de lintesti es veu condicionada d’inici per la
mateixa ingesta d’aliments, per la quantitat de greixos ingerits i per la seva
tipologia. El procés d’‘absorcié precisa de particules transportadores de
lipids, les lipoproteines, que sén propies de l'intesti (VLDL i quilomicrons).
De tot aquest procés, deriva la via de transport que seguiran les
lipoproteines formades d’aquesta manera i, conseqUentment, la seva
metabolitzacié.

* Transit gastrointestinal

El primer pas de l'absorcid dels lipids passa per la fragmentacié dels
aliments. La lipasa gastrica, la lipasa pancreatica (amb l'ajuda de la
colipasa) i la fosfolipasa pancreatica A2, aixi com la mucosa intestinal
afavoreixen aquesta fragmentacio (184).

* Hidratacio intestinal

Un altre factor que condiciona |'absorcié dels lipids és el nivell d’hidratacié
que presenta lintesti (25, 184, 185). Aquesta hidrataci6 ha estat
relacionada amb la presencia, en I'ambit dels enterocits, d’'unes proteines de
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membrana que n’afavoreixen el pas: les aquaporines. Matsuzaki et al (185)
destaquen, pero, que la hidratacié de la mucosa no depén Unicament de la
presencia d’aquestes proteines. L’existéncia d’altres vies de pas
transcel-lular, altres proteines com la SGLT1, aixi com la possibilitat d'un
passatge intercel-lular, serien altres formes d’hidratacio.

Més enlla de l'efecte favorable que genera la hidratacid a l'entrada dels
lipids als enterocits existeix, també, una relacié favorable per a la sortida.
La velocitat de formacié de la limfa intestinal té una relacié directa amb el
transport dels quilomicrons. Pel que sembla, durant la fase d’absorcio, la
hidratacio de I'espai intercel-lular, de l'interstici, facilita la formacié del flux
intersticial i, conseqientment, l'augment del flux limfatic, fet que és
determinant en la mobilitzacié dels quilomicrons a través de la lamina
propia. Estudis fets en els quals es bloquejava l'absorciéd de fluids, tot
associant un consum de greixos, confirmen aquesta idea ja que es dona una
notable caiguda del flux limfatic en aquesta circumstancia (186).

* Absorcio intestinal

Aquesta es ddéna per la penetraci6 de micel-les, de vesicules liquides
cristal-lines, aixi com les molécules de les sals de bilis que, en la seva
interaccié comuna, afavoririen una forma o altra d’absorcié (184). El mateix
procés d’absorcié dels lipids té associat, també, el colesterol. L'absorcié del
colesterol requereix la preséncia de transportadors. El colesterol absorbit
forma un cumul de colesterol lliure que seria tant d’origen exogen com
endogen. El colesterol provinent de la llum intestinal, considerat I'endogen,
tindria tendéncia a ser utilitzat preferentment per a la formacié de
lipoproteines de pas limfatic.

* Transit intracel-lular dels lipids absorbits

El seglient pas dins el procés d’absorcié dels lipids és el transport dels lipids
absorbits cap al reticle endoplasmatic (RE), que es fa mitjancant les FABP.
Després de la interioritzacié dels acids grassos i dels monoglicerids al RE,
aquests monoglicerids es resintetitzen en triglicerids (TG). D’una manera
semblant, el colesterol i la lisofosfatidilcolina sén acetalitzats per convertir-
se en ester de colesterol i fosfatidilcolina (187). La concentracié de certs
lipids en detriment d’altres i la presencia o no dels transportadors
condicionen el sentit de sintesi o bé de degradacié dels TG (184).

Hi ha dues vies de resintesi dels TG després de ser absorbits els acids
grassos i els monoacilglicerols. Una és la del monoacilglicerol (MG) regulada
per l'accid de la MAGT (MG acy! transferasa) i la DAGT (Diacylglycerol
acyltransferasa). L'altra seria la de l'acid fosfatidic que consisteix en
I'acetilitzacié del glicerol-3-fosfat endogen. La via de I'acid fosfatidic estaria
associada a la sintesi de lipoproteines limfatiques més denses (VLDL),
mentre que la reesterificacié dels lipids exodgens implicaria la formacié de
quilomicrons (188).
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* Sintesi de les lipoproteines de captacié limfatica

La formacid de les lipoproteines esta marcada des de l'inici per I'entrada

dels lipids en els enterocits. Els quilomicrons i les VLDL soén les
lipoproteines que es formen a partir de l'absorcid dels lipids en lintesti
(184).

Ockner et al (189) troben, en rates exposades al dejuni, que hi ha VLDL i
quilomicrons d’origen intestinal en la limfa mesentérica, d’entre les quals les
VLDL soén les més presents en aquestes circumstancies. D’acord amb els
resultats obtinguts van poder definir que l'origen d’aquestes VLDL no era
plasmatica sind intestinal. Aix0 implica la consideracié que la formacio i
secrecié de les VLDL també es fa als enterocits i que, a més, utilitzen la
sortida limfatica de l'intesti. La formaci6 de VLDL esta associada a una
carrega lipidica intestinal baixa que seria la propia al dejuni mentre que els
quilomicrons la tindrien més aviat alta (184). Segons les valoracions fetes
fins ara, podriem considerar que la sintesi de VLDL a l'intesti es defineix per
la presencia d’acids grassos de tipus endogen i una deficiencia en la
capacitat de sintesi de quilomicrons. D’altra banda, els quilomicrons
requereixen entre altres condicionants d’'una bona hidratacié i d’una
presencia suficient d’acids grassos exogens.

El principi funcional que es donaria és que l|'enterocit mantingui un flux
continu de lipoproteines, ja siguin de tipus exogen: quilomicrons, com de
tipus endogen: VLDL.

6.1.2 Models de sintesi de les lipoproteines

S’han descrit dos models diferents d’assemblatge de les lipoproteines
intestinals (figura 13).

Figura 13. Model de sintesi de

(5=~ PRE-CHYLOMICRONS lipoproteines de manera independent.
Og 6—,.\ Imatge obtinguda de (184).
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En un primer model plantejat es considera que els processos constituents
de les lipoproteines sén independents entre ells, és a dir, que utilitzen vies
de produccié diferents. Phan i Tso (190) argumenten que la composicié en
acids grassos dels TG de les VLDL sén diferents. També comenten
I'existéncia d’estudis en els quals es mostra que les vesicules de Golgi
intestinals agrupen de manera diferenciada particules de prequilomicrons i
de preVLDL i que hi ha molt poques vesicules mixtes. I una altra constatacié
que destaquen és que la utilitzacié d’un agent tensioactiu hidrofobic com és
el Pluronic L-81 només afecta la sintesi de quilomicrons i no de VLDL, la
qual cosa justificaria I'existéncia de vies diferenciades.

T~
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Un altre model planteja, a partir de diverses observacions fetes de cultius
de cél-lules Caco-2, la possibilitat d'un procés seqlienciat homogeni fins a la
formacié dels quilomicrons que, en el cas de poder acomplir-se, derivaria en
la sintesi dels quilomicrons i, en cas contrari, en la sintesi de VLDL. Varies
revisions descriuen aquest model (188, 191, 192) en qué en un inici
s’estructuraria la lipoproteina primordial, en Ila llum del reticle
endoplasmatic, que seria el resultat de la formacié d’Apo-B en el reticle
endoplasmatic rugds, l'assemblatge de fosfolipids provinents de la
membrana del RE i l'agregacié de lipids de triglicerids neutres. La
microsomal triglyceride transfer protein (MTP) afavoriria la transferéencia de
lipids neutres al complex apoB format d’aquesta manera.

Una altra opcid constitutiva de lipoproteines és la que derivaria de la
formacié de complexos lipidics rics en triglicerids en el reticle endoplasmatic
llis a partir de lipids provinents de la sintesi en el transcurs de |'absorcio
dels mateixos lipids a través de la llum intestinal. Aquest procés es donaria
sense apoB, cas en el qual la MTP ajudaria a la formacié d’aquests
complexos.

En una darrera fase, en la juncié del reticle endoplasmatic llis i rugds, es
podria donar la fusié dels dos agregats, el provinent del RE rugds
(lipoproteina primordial) i la provinent del RE lIlis (complex lipidic de
triglicerids). Es el que s'anomena core expansion (figura 14).

Figura 14. Model d’assemblatge seqliencial
de la sintesi de lipoproteines. Imatge
obtinguda de (191).

Aquest model es presenta, doncs, com una seqliéncia de tres etapes,
independents entre elles; les quals serien: I'assemblatge de la lipoproteina
primordial, la formacié dels agregats lipidics i la core expansion.

El grau de fusié d’aquests complexos és el que marcaria I'estructuracié de
les lipoproteines. La distincid entre quilomicrons i VLDL vindria donada,
segons aquest model, per la quantitat d’agregats lipidics. Quan I'expansié
de les lipoproteines fos minima parlariem de VLDL i, si fos gran, de
quilomicrons. En el cas que no disposéssim d’apoB els complexos lipidics
romandrien en I'enterdcit fins a la seva possible transformacid. El procés es
completaria amb la fusié de les lipoproteines amb la membrana basolateral
dels enterocits en la qual s’alliberarien a la lamina propia per ser absorbits
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pels vasos limfatics inicials i conduits a la circulacié sanguinia mitjancant el
canal toracic.

Hi ha certes particularitats que poden fer pensar que ambdds models sén
compatibles i no excloents entre si. D'una banda, l'observacié que a
I'interior dels quilomicrons hi ha éster de retinol, en quantitats proporcionals
a la seva talla, i és minsa la seva preséncia en les VLDL. Aix0 ha fet pensar
que l'éster de retinol és un element constitutiu dels quilomicrons. L'agent
tensioactiu Pluronic L-81 afecta la secrecié de I'ester de retinol sense causar
cap augment de la seva secrecié en lipoproteines més petites. Aixo va fer
pensar a Igbal i Hussain (192) que la secrecié de I'éster de retinol és molt
especific als quilomicrons i que té un efecte regulador en la sintesi de
quilomicrons ja que el Pluronic L-81 limita la sintesi de quilomicrons. D’altra
banda, s’ha observat que en funcid de quin acid gras s’introdueix en I'ambit
intraduodenal hi ha una sintesi major d’una o altra lipoproteina. En general,
la sintesi de quilomicrons es veu augmentada per la introduccié de
qualsevol acid gras (oleic, palmitic, linoleic). La introduccié de palmitat fa
proliferar VLDL, pero la introduccid de linoleic i oleic no afectaria la sintesi
de VLDL (193), fet que faria pensar en linies constituents de secrecid
independents entre elles. A partir del que s’ha vist fins ara, podriem
considerar que hi ha una distincio6 evident en I'estructuracié de les
lipoproteines i que la discussid deriva, més aviat, en el concepte de
preferéncia de sintesi. Els dos models sén compatibles, perd dins un context
definit. El que sembla clar és que la via preferent en dejuni seria la sintesi
de les VLDL i la de la ingesta la sintesi de quilomicrons. Parlem d’un procés
complex i dinamic amb un nivell de correccié notable.

La durada del procés d’absorcié de lipids ve determinat per la capacitat de
transfert del TG des del RE al Golgi. En el context en qué |'absorcié ha estat
alta i que la capacitat de transfert de TG al Golgi esta saturada, els TG
gueden ubicats a la banda citosolica del RE on esdevenen substrat per a
I'accié de la lipasa intestinal (188).

Tso i Balint (186) també valoren en el seu estudi el pas dels quilomicrons a
través de la lamina propia. La facilitat de passatge pot ser definida per les
mateixes caracteristiques estructurals de la zona de pas, per la seva
composicid o bé per la capacitat reguladora del seu funcionament. La major
o menor dificultat de passatge dels quilomicrons per travessar la distancia
gue separa l'espai intercel-lular i els vasos limfatics intestinals que els han
d’absorbir en marca la sintesi i la secrecid per part dels enterdcits. Es
planteja que els quilomicrons poden travessar la lamina propia de dues
maneres: o bé per difusid o bé per la facilitacid que deriva del pas de fluids
provenint de I'absorcié. Tso i Balint (186) evidencien que la velocitat de pas
del flux limfatic condiciona la formacid dels quilomicrons, en estudis
realitzats per ells mateixos, sota el marcatge dels quilomicrons, constaten
gue en velocitats de pas <40 ul/min el temps de deteccié dels quilomicrons
és inversament proporcional a la velocitat de pas o, el que és el mateix, que
a major flux el temps que necessiten els quilomicrons per ser detectats és
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menor. D'altra banda, quan el pas de limfa és superior a 40 ul/min, el que
van observar és que hi ha un temps minim per a la formacié dels
quilomicrons. A partir d’aquest temps, per molt que incrementi la formacié
dels quilomicrons, el flux de pas de quilomicrons no baixa, es manté. Aquest
temps esta estimat en 13,6 min, un temps que s’ha considerat com el
minim necessari per formar els quilomicrons.

En models animals, s’ha observat que, davant la impossibilitat de formar
quilomicrons de manera eficag, es donen mecanismes alternatius que
mantenen els nivells d’absorcidé de lipids al budell. Una alteracié en el
transport dels quilomicrons per part dels vasos limfatics mesentérics deriva
en la prioritzacié de la via de transport de la vena porta. En porcs, |'absorcié
per via limfatica seria molt important, la qual cosa fa pensar que també ho
pugui ser en humans donades les caracteristiques ontogeniques d’ambdods
(194).

Més enlla dels diferents elements i factors que influencien la sintesi del
conjunt de lipoproteines, cal fer esment que hi ha encara altres aspectes a
considerar. En estudis fets sobre un model d’intesti prim fetal huma s’ha
constatat la influéncia de certes hormones en la capacitat de sintesi dels
quilomicrons. La insulina té la capacitat d’inhibir la secrecié dels
quilomicrons, genera una disminucié significativa d’apoB-48 i d’apoB-100,
sense alterar la sintesi d’apoA-I (187).

L'EGF sembla induir la sintesi de quilomicrons i una disminucié de VLDL i
LDL, de manera que només se n'altera el nombre i no la talla. La infusid
d’EGF genera una disminucié de I'apoB-100 i un augment de l'apoB-48,
sense que s’aprecii cap efecte sobre I'apoA-I (187). I-FABP i L-FABP estan
sobreexpressades en resposta a una major preséncia d’acids grassos de
cadena llarga i menys expressats en presencia d’EGF. La presencia d'EGF
permetria limitar la captacié dels acids grassos al mateix temps que
permetria facilitar la formacié de fosfolipids, la qual cosa ha servit per
atribuir-li una possible funcidé reparadora dels enterocits (188).

Davant l'accid de la hidrocortisona, la secrecid de quilomicrons i de VLDL
esta molt disminuida, al mateix temps que hi ha un augment de la secrecid
d’'HDL (187).

6.1.3 La captacio dels lipids pels vasos limfatics

El contingut de lipids en plasma esta condicionat, d’'una banda, per
I'absorcié que se’'n déna a l'intesti i, de l'altra, per l'efecte que pot tenir la
capacitat d’absorcié que tenen els vasos limfatics dels lipids en |'ambit
periféric. Aquesta captacid, a la vegada, esta condicionada per l'efecte de
I'exercici sobre la mateixa captacio.
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6.1.3.1 L'absorcio de lipids per part dels vasos limfatics intestinals
(lacteals)

La revisié que fan Porter i Charman (188) de I'absorcié dels lipids pot servir
de referent a I'nora d‘abordar inicialment aquest procés. Les
caracteristiques estructurals dels vasos limfatics (una lamina basal
discontinua o, fins i tot, absent, unes juncions interendotelials més aviat
amplies) defineixen les peculiaritats de la seva absorcié. Pel que sembla, els
vasos limfatics tenen tendéncia a captar molécules grans d’un pes superior
a 10.000 Da o molecules molt hidrofiliques o grans estructures col-loidals.
S’ha comentat que l'absorcid dels triglicérids, per part dels vasos limfatics
mesenterics, requeriria com a minim una /og amb coeficients de particio
superior a 5 i una solubilitat lipidica superior a 50 mg/g. Tot i aixi, sembla
ser que hi ha tres retinoides altament lipofilics (temarote, etretinat i
isotretinoina) que manifestarien un comportament invers amb relacié a la
seva solubilitat lipidica i la seva absorcié limfatica. El que ve a dir que, en
solubilitats inferiors, s’absorbirien més. Aquesta particularitat funcional
podria ser deguda al paper que juga el retinol en la sintesi dels quilomicrons
gue podria indicar I'existéncia d’un patré de control actiu més que passiu. Hi
hauria la possibilitat d’estudiar aquesta hipotesi.

La quantitat d’acids grassos insaturats sembla definir el nivell d’absorcié i
particié dels lipids entre la via porta i la limfa intestinal. També tindria
incidéncia sobre la talla de les lipoproteines que serien més grans i,
preferentment, transportades per via limfatica (188).

La captacié i el transport dels quilomicrons per part dels lacteals es descriu
des del pas inicial del flux intersticial a l'interior dels vasos limfatics inicials.
Aquest pas pot venir donat per diferents mecanismes (195): la pressio
hidrostatica, la pressid oncotica, la pressié col-loide i osmotica reticular, la
difusié activa/passiva de la membrana (canals intracel-lulars i sistema
vesicular), canals intraendotelials, unions obertes, stomata limfatica i
fagocitosi. Tots aquests mecanismes sén associables a disposicions
anatomofuncionals concretes i poden ser preferents en certes
circumstancies i absents en altres.

Tot i la diversitat dels processos descrits, la majoria d’investigadors pensa
gue el mecanisme de la pressid hidrostatica és el responsable principal de la
formacié de la limfa, perd no es pot obviar I'efecte dels moviments passius
dels teixits que envolten els vasos i les propietats contractils de les cel-lules
endotelials (filaments d’actina-miosina) que semblen convergir cap a la
formacio del flux limfatic (196).

L'entrada de lipids als lacteals inicialment es va associar a un procés
majoritariament paracel-lular, a través de les juncions obertes entre les
cel-lules, les anomenades open junctions. Alguns estudis (197) indiquen,
d’altra banda, una via d’absorcié de quilomicrons per transcitosi, mitjancant
vesicules que contenen quilomicrons. Tot i la controvérsia existent, cal
considerar que hi ha molts condicionants aliens a la mateixa estructura dels
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vasos. La pressio intraluminal del budell hi té una associacié directa, aixi
com el flux limfatic. Aquest mecanisme independent a l'estructura dels
vasos estaria reforcat per l'accid peristaltica dels intestins, que amb |'accio
de cél-lules musculars descrites en la proximitat dels vasos limfatics podrien
generar un efecte modulador de la captacié dels quilomicrons, tal com
descriu Dixon (198). Un altre mecanisme modulador en el transport dels
quilomicrons pels vasos limfatics vindria donat per l'accid contractil dels
vasos limfatics col-lectors i incidiria en la modulacié del passatge de la limfa.
Un estudi sobre la contractilitat dels vasos limfatics intestinals, els lacteals
(199), va posar en evidéncia que era la dinamica contractil de Ila
musculatura llisa que envolta els vasos limfatics la que modula la ingesta de
lipids i que, a més a més, ho fa mitjancant el sistema nervids autonom.

Cal destacar que hi pot haver un vincle entre el contingut limfatic i la funcié
transportadora dels vasos limfatics. L'administracio d’oli d’oliva, per
exemple, augmenta la contractilitat dels vasos limfatics (200).

En humans, s’ha pogut evidenciar (201) que la ingesta de glucosa va
associada, en individus prims, a l'activacié de la funcié drenant dels vasos
limfatics en el teixit adipds; pero, en individus obesos, aquest efecte esta
molt minvat. D’aquesta circumstancia sorgeix la idea que l'alentiment de la
funcid limfatica no estigui relacionada amb el mateix desenvolupament de la
inflamacioé en el teixit adipés i amb les alteracions propies de I'obesitat que
s’hi associen.

En la valoracié de I'absorcié dels lipids en I'ambit intestinal per part dels
lacteals s’ha observat que la modificacid del comportament de certs gens
especifics de la mateixa estructuracié dels vasos limfatics (prox1 i pdpn)
implica alteracions en |'estructuracio i funcié dels lacteals.

PROX1 és un factor de transcripcidé nuclear indispensable per a la
diferenciacié i per al manteniment d’un fenotip endotelial limfatic (13). El
prox1”" de ratolins no és viable. Una delecié parcial del gen, tot i que no
genera connexions deficients entre limfatics i venes, manifesta una retencié
de lipids en I'ambit intersticial en el mesenteri (67).

La delecid de la c1galtl comporta una alteracid en I'expressio i funcié de la
O-glicoproteina podoplanina que deriva en una desestructuracié dels vasos
limfatics i una funcid limfatica alterada. Fruit d’aquesta delecié, a més a
més, es donen alteracions al fetge. S’hi acumulen lipids, quilomicrons, que
transiten per la circulacid porta, desemboquen al fetge i n’afecten el
funcionament, mentre que l|'adient seria que passés per la via limfatica

(26).
Com bé comenta Dixon (25), el fet que hi hagi tants models animals (fiaf”",
prox1””, t-syn”" i itga9”) en els quals es relaciona lalteracié de

I'estructuracié dels vasos limfatics i el trastorn en la mobilitzacié dels lipids
doéna peu a pensar en la possible existéncia d’un vincle entre I'homeostasi
lipidica i el drenatge intersticial que exerceixen els vasos limfatics.

Kellner (164), com ja s’ha comentat, feia esment, a partir d’estudis en
conills, al fet que la hiperlipemia augmentava la concentracié de colesterol i
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fosfolipids en els limfatics. Va considerar que, donada aquesta
circumstancia, hi podria haver acumulacié de lipids en altres organs.
L'associacid entre certes afectacions metaboliques, patologies lipidiques i la
disfuncid limfatica va ser propiament contemplada per Horra et al (91). La
idea que es va considerar és que el camul de lipids en l'interstici, propi a
una incapacitat drenant per part dels vasos limfatics del mateix interstici,
podria limitar la capacitat capil-lar de filtracié i, consequentment, afavorir la
retencid de lipids en I'ambit sanguini. Dixon (25) va confrontar aquesta idea
en indicar la dificultat d’establir la hiperlipémia dins d’una relacié causa-
efecte.

6.1.3.2 L’absorcio de lipids per part dels vasos limfatics en I'ambit
periféeric

Cooke et al (143) van valorar la relacié existent entre la captacié periferica
de lipids per part dels vasos limfatics i la concentracié dels mateixos lipids
en plasma, i van poder constatar que la concentraciéo de limfa fluctua de
manera circadiaria, com ja s’ha comentat; que la preséncia d’'una major
concentracid de lipoproteines en I'ambit limfatic va associada a una
disminucié del flux limfatic; que hi ha una relacié directa entre la
concentracié en limfa d’apoB i apoA-I i la que hi ha en plasma, i que
aquesta correlacié existeix també amb relaci6 al contingut en limfa
d’albumina. Cal mencionar, a més, que els canvis de posicid generen
modificacions en les concentracions, la qual cosa ve a indicar que les
circumstancies hidrodinamiques que l'organisme manifesta en cada posicié
condicionen la reabsorcié periferica. Una observacid destacable és que la
concentracid de glicerol lliure en limfa esta augmentada amb relacié al
plasma, la qual cosa pot fer pensar en la possibilitat d'un origen adipocitari
del glicerol. L'existencia d’'una proteina de membrana transportadora de
glicerol i aigua present en els adipocits, l'aquaporina 7 (AQP7), que es
vincula tant al metabolisme dels lipids com a la fisiopatologia de I'obesitat
(202, 203) i de la diabetis mellitus tipus 2 (203), pot fer pensar en la relacio
que pot tenir la hidrodinamica de l'interstici i la major o menor activitat
d’aquesta proteina.

Cal destacar I'efecte que té I'activitat fisica en I'absorcid de lipids. En I'ambit
periféric aquesta absorcié esta augmentada, la qual cosa es pot justificar
tenint en compte que el moviment afavoreix el drenatge limfatic de
I'interstici (143). Un exemple interessant a considerar és el del glicerol. La
concentracid de glicerol és més alta en la limfa que en el plasma (143), tant
en repds com en activitat; la qual cosa ha fet pensar que una part
important del glicerol és susceptible de provenir dels adipocits a través de la
regulacid de I'’AQP7 (204). En un estudi de metabolomica en qué es va
valorar quins metabolits estaven augmentats en plasma durant I’'exercici es
va detectar que el més augmentat és el glicerol (205). Tenint en compte
gue la limfa és retornada a la circulacié sanguinia és coherent pensar que la
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capacitat de captacio i de conduccié dels vasos limfatics sigui el determinant
de lI'increment de glicerol en plasma.

L'exercici també esta associat, tot i que de manera desigual en funcié del
genere, amb |'expressié d’AQP7 en teixit adipds subcutani (206), la qual
cosa pot respondre a la desigual estructuracidé i als requeriments
hidrodinamics que poden manifestar els individus en funcié del génere. En
tot cas, la questié de si poden ser els requeriments hidrodinamics els que
marquin en certa mesura la funcionalitat metabolica a la qual cada individu
s’acabi referenciant i equilibrant agafa cada vegada més pes. I l'altra
qlestid que sorgeix és saber quin punt d’equilibri es defineix com a optim
en cada individu.

6.2 Relacié de I'entramat de vasos limfatics amb el teixit adipds

L'estructuracid del teixit adipds no esta mancada de particularitats. Cal
considerar aquestes particularitats com el reflex de la mateixa interaccid
que té el teixit adipdés amb les cel-lules i els teixits limitrofs. Com que hi ha
una condicié de veinatge manifesta entre el teixit adipds i els vasos
limfatics, val la pena considerar aquestes particularitats com un element
més d’estudi de la relacié del teixit adipés amb els vasos limfatics i, més
concretament, amb la seva capacitat drenant de l'interstici. EI remarcable
estudi sobre I'evolucié del teixit adipdés en els mamifers fet per Caroline
Pond (207) posa en relleu, en part, aquestes particularitats. Per comencar,
cal considerar que el teixit adipds blanc en els mamifers es manifesta de
maneres diferents en funcid de les propietats que la seva adaptacio
requereix. El teixit adipdés pot adoptar propietats paracrines, d’aillament o
estructurals. Aquesta versatilitat facilita al teixit adipds una major capacitat
adaptativa a cadascuna de les situacions que l‘organisme li requereix. I
aquestes situacions poden ser definides per la diferent caracteritzacié
hidrodinamica dels vasos limfatics en cada circumstancia, és a dir, per la
capacitat drenant que els vasos limfatics tenen de l'interstici.

L'associacio entre la funcié limfatica i el teixit adipds no és casual i pot estar

justificada en diversos aspectes. Un primer pas en la consideracié d’aquest

vincle ve donat per la revisi6 feta per Terence Ryan (208). En la qual

s’argumenta que:

0 La concentracido de lipids intracel-lular depén de la seva concentracio
extracel-lular.

0 L'estagnacio del liquid intersticial condiciona la formacié del teixit adipds.

0 La deposicidé de teixit adipés és més abundant en les zones en que els
limfatics estan absents, un aspecte que s’ha vist corroborat per
I'absencia o real disminucié de vasos limfatics en els lipomes i
liposarcomes (209).
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0 La porcid intersticial en el teixit adipdés (< 10%) és menor que en molts
organs (> 20%); aquesta porcid intersticial es veu augmentada a
mesura que passen els anys per un efecte de retencié d’aigua associat a
un procés de deshidratacié del teixit adipds.

0 Hi ha una relacidé directa entre la riquesa vascular i I’'engruiximent del
lobul adipds.

0 La velocitat lenta del flux intersticial és una de les condicions per a la
deposicid del greix.

0 Les velocitats dels fluxos sanguini i limfatic tenen una relacié inversa
amb el creixement del teixit adipés (més flux sanguini o menys flux
limfatic, més teixit adipds).

Ryan, basant-se en estudis histologics de mostres de teixit adipds de
persones amb paniculopatia, descriu les diferents etapes per les quals passa
el teixit adipds exposat a una alteracié en el drenatge intersticial per part
dels vasos limfatics. Cal comentar, abans de continuar, que la paniculopatia
es caracteritza, en certa mesura, per una desigual induccié fibrotica en el
teixit adipds. Inicialment es déna una retencié de liquid intersticial entre els
adipocits que continua amb una exsudacié de limfocits. El seglient pas és la
deposicidé de col-lagen, que Ryan descriu com a caracteristica principal de la
paniculopatia amb menor reversibilitat. Aquests diposits estarien presents
tant en l'ambit perivascular com al voltant dels adipocits. La desigual
deposicié dels components fibril-lars condiciona la variacid i deformitat dels
vasos i dels adipocits. Fruit d’aquesta circumstancia es dona una desigual
seccié dels vasos sanguinis, fet que afavoreix una major exsudacié
plasmatica que desemboca en la formacié d’'un recobriment fibrés. Ryan
comenta que, entre les possibles explicacions a aquest recobriment fibrds,
hi hauria, d’'una banda, un excés d’exsudacié per part dels vasos sanguinis
i, per l'altra, una incapacitat de recollida dels excedents fibrotics, en part,
agreujada per una deficient fibrolisi, perdo també justificada per una possible
deficieéncia en la captacié per part limfatica (208).

Estudis fets en models animals d’estagnacid intersticial induida per perdua
de captacid limfatica (210) mostren que l'estagnacié s’associa a fibrosi,
adipogéenesi i inflamacid.

La fibrosi

La fibrosi és entesa, com descriu Wynn (211), com un excés de deposicions
de components de la matriu extracel-lular que son el producte final de les
reaccions induides per la inflamacié cronica.

La insuficiencia de captacié intersticial per part dels vasos limfatics (210)
generada en model animal mostra, com ja s’ha mencionat, la preséncia de
fibrosi, acumulacié de fibres de col-lagen, al voltant dels vasos limfatics.
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Considerant els possibles factors vinculats a la fibrosi i en certa mesura a la
mateixa estructuracié de la matriu extracel-lular, apareix de manera clara
una vinculacié directa amb la preséncia de certs mediadors inflamatoris.
Aquests mediadors, citocines i quimiocines entre d’altres, faciliten el
reclutament de ceél-lules del sistema immune que sén les que acabaran
iniciant el procés fibrogenic (212). Pel que sembla, el procés fibrogenic no
és una conseqliéncia Unica del procés inflamatori sind més aviat una
circumstancia associable a la persisténcia de la inflamacidé, a la seva
cronicitat. El grau de variabilitat aniria associada a la tipologia de les
cel-lules reclutades i a com s’han activat (213).

Es molt important la consideracié que es fa de la inflamaci® com un
mecanisme per revertir I'establiment i la progressié de la fibrosi (211). El
que es valora és que el desencadenament inflamatori sigui el primer
mecanisme de compensacié al desencadenament de la fibrosi.

El cert és que l'alteracié en el DIL, la retencid de liquid intersticial, no és de
per se inductora de fibrosi. En estudis fets amb ratolins (214), s’ha pogut
demostrar que la retencié de proteines en I'ambit intersticial aixi com la
persistencia de limfoedema, manifestacio intersticial de I'alteracié limfatica,
no és causa suficient per generar fibrosi en el model animal estudiat.
Tanmateix, analisis fetes en limfoedemes residuals no reactius al
tractament fisic de I'edema per Leduc i Brorson mostren |'existencia d’aigua
i de lipids. Brorson (215) i Leduc (216) en el XXXth Scientific Meeting of the
European Lymphology Group a Brusel:-les fan ponéncies que demostren que,
a part de lipids, hi ha aigua. Brorson, analitzant el contingut de la liposuccié
que s’aplica a aquest tipus de pacients (217, 218), troba el 90% d’aigua i el
10% de lipids. Leduc i el seu equip, per la seva banda, indiquen que la
composicié és aigua i lipids, perd determinen, a més a més, que la
localitzacid és intralobular, en I'ambit del teixit adipds. Aixi doncs, el greix i
I'aigua tenen presencia en la insuficiéncia limfatica.

De l'equip de Leduc sorgeix, també, l'estudi per ecografia, ressonancia
magnetica nuclear, espectroscopia i histologia de mostres de teixit adipds
subcutani de limfoedema (219). En l'estudi, es posa de manifest que en el
limfoedema cronic hi ha un component fibréos ben definit en I'ambit de la
septa interlobular, pero també en I'ambit intralobular del teixit adipds
subcutani. I també es posa en evidéncia que les diferents tecniques son
complementaries per a la determinacid dels diferents components
constitutius observats en les mostres: component lipidic, component hidric i
component fibros.

L'adipogénesi/La lipogenesi

La formacid de teixit adipds esta lligada a I'equilibri hipertrofia/hiperplasia.
Esta descrit (220) que la hipertrofia predomina en el teixit adipds blanc
mesenteric mentre que la hiperplasia ho fa en el subcutani.

En model animal (210), s’ha pogut determinar que l'adipogenesi estimulada
per la insuficiencia de captacié per part dels vasos limfatics es déna per
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hipertrofia i hiperplasia del teixit adipds. De fet, es contempla la possibilitat
que sigui el mateix contingut limfatic I'estimul d’adipogénesi. Aquesta
consideracio ve donada per estudis fets amb conills en els quals es fica limfa
en cultius de preadipocits i aquests es diferencien completament (221). Tot
i aixi, Rosen (222) questiona que sigui un fenomen purament d’adipogénesi
ja que aquests resultats sén reproduibles ficant Unicament els quilomicrons
de la limfa. Ell valora que pugui ser un fenomen de lipogénesi, tot i que no
descarta rotundament I'adipogenesi com a opcié. En tot cas, sigui lipogénesi
o adipogenesi, hi ha una captacié de greixos en I'ambit del teixit adipds
perilimfatic associat a la mateixa alteracio de la DIL.

Una analisi de l'associacié entre el budell, el teixit adipos i el fetge (223)
valora que el factor que determina aquest equilibri hipertrofia/hiperplasia
seria PPARy que, en la seva dominancia, incidiria en la hiperplasia i, en la
seva inhibicid, tendiria a la hipertrofia.

Aqguesta associacid entre PPARy i I'adipogenesi es va manifestar en model
animal d’insuficiencia de captacié limfatica (224). En aquests estudis, es va
constatar que l'expressi6 de ppary, cebpa, i l'adiponectina estaven
augmentades tant en les cel-lules inflamatories com en les estromals.
L'expressié de I'adiponectina no esta augmentada en les LEC, pero la resta
si. La consideracié que es pot fer és que CEBPa, en tant que activador de
PPARy, manté la distincid fenotipica del teixit adipds. L'adiponectina,
inicialment, intervé en el reclutament de les cel-lules immunitaries per,
després, incidir en la limitacié de les reaccions inflamatories croniques.

La relacié entre la hipertrofia/hiperplasia ve marcada per la capacitat de
mobilitzacid dels acids grassos. Aixi doncs, el teixit adipds hipertrofiat
mobilitza més acids grassos que I'hiperplasic. A més a més, també allibera
més molecules proinflamatories (223).

Quan es valora la relacié entre el teixit adipds i els vasos limfatics no esta
de més tenir present que no estem davant d’una relacié desvinculada del
conjunt de l'organisme. Aixi, una alteraci6 manifesta en el teixit adipds
mesenteric condiciona el funcionament de la funcid hepatica (223) i
indirectament del conjunt de l'organisme. El fetge es pot trobar exposat a
I'alliberament de diverses molécules, de factors derivats de les bactéries, de
citocines proinflamatories i d’acids grassos lliures, provinents del budell, el
pancrees i el teixit adipds visceral, i incidir d'aquesta manera directament
en el seu funcionament (teoria portal). Aquesta circumstancia podria ser
associable directament o indirecta, amb relacid al teixit adipds, a un excés
de consum de lipids dietetics o bé al propi procés d’inflamacié del teixit
adipods. Tots aquests processos estan relacionats amb el funcionament dels
vasos limfatics, com ja s’ha comentat precedentment en altres apartats. La
disminucid en la capacitat drenant dels vasos limfatics en I'ambit visceral
pot comportar una deriva de diverses molécules vers el fetge.
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La inflamacio

La inflamacié respon de manera general a un augment de la permeabilitat
dels vasos sanguinis. El procés d’inflamacid esta desencadenat per
mecanismes: immunologics, humoral, biomecanic, fisics transitoris (térmics,
del gas -oxigen/dioxid de carboni-), i consisteix, tal com ho descriu
Schmid-Schénbein (225), en una cadena de reaccions i d’activitats cel-lulars
gue serveixen per reparar els teixits en moltes circumstancies de la vida.

La primera opcié que es desencadena en el procés inflamatori és la resposta
innata. Aquesta resposta esta associada, en part, a la preséncia de
mastocits. Els mastocits secreten diverses molécules que intervenen
directament en el procés iniciador de la inflamacié (226). Aquesta secrecid
es desencadena com a resposta a la preséncia d’antigens i al-lergogens. Les
molécules secretades tenen la finalitat d’atraure elements immunologics de
suport, per si fos necessaria la seva accid. Aquests elements serien les
cel-lules presentadores dels antigens, com ara soén les céel-lules dendritiques
(DC -dendritic cells-), els macrofags, els limfocits B..., que acabarien
desencadenant la resposta immune adaptativa.

De manera directa, s’ha pogut determinar que els mastocits incideixen en la
funcid limfatica. Un estudi d’avaluacié de l'efecte de I'envelliment sobre la
funcid limfatica en el budell (227) descriu que hi ha, en la proximitat dels
vasos limfatics mesenterics, una major concentracid6 de mastocits, i,
associada, una alteracid de la funcié limfatica. La manifesta situacié de
preactivacié dels mastocits al budell que n’ha incrementat el nombre genera
la consideracid que amb l'envelliment en el mesenteri hi ha un entorn
inflamatori cronic.

El teixit adip6s es mostra com un element primordial en la regulacié de la
resposta immune. Els estudis comparatius fets per Pond (207) posen en
evidéncia el lligam que hi ha entre el sistema immune i el teixit adipos des
de l'inici evolutiu dels mamifers.

Una de les caracteristiques comunes del teixit adipds és |'aprovisionament
paracri de lipids al sistema immunitari mitjancant la facilitacié dels acids
grassos. Es, d’aquesta manera, que la nutricié cel-lular es pot adaptar
optimament a totes les condicions possibles: dejuni, deficiencia o
desequilibri dietetic, tot acomplint la funcid primordial de defensa de
I'organisme. Cal notar que hi ha una relacié estreta entre el teixit limfoide i
el teixit adipds, i que aquesta és una caracteristica propia en els vertebrats
endotérmics.

Pond (207) aprecia que la perspectiva funcional del teixit adipds va canviar
gquan es va considerar la relacié que els diposits menors de teixit adipds
tenien amb els teixits contigus: noduls limfatics, vasos limfatics o la capa
adventicia perivascular. Es de gran rellevancia la informacié recollida per
Pond entorn del teixit adipds perinodal. Ella comenta que aquest teixit
adipés només és distingible per les seves propietats bioquimiques,
altrament no s’hi poden apreciar diferéncies. Aquest teixit manifesta una
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presencia més alta de material extracel-lular i t&¢ menys volum. Tot i aixi,cal
fer mencié que el teixit adipds perinodal no és homogeni en tot I'organisme.
Qualitativament es pot manifestar semblant d’una zona a una altra, pero
quantitativament no ho és. La diferencia va associada al tipus de teixit
limfoide amb qué interacciona, el qual no es manifesta igual en una zona o
una altra. La seva funcié lipolitica esta augmentada davant estimuls
proinflamatoris, pero arriba a un topall de resposta. Aquest nivell de
resposta estaria vinculat a la proximitat amb el teixit limfoide amb el qual
interactua: a més proximitat més resposta. Aquest tipus de teixit adipés no
facilita les seves reserves energetiques en teixits remots i no genera
productes de lipolisi en dejuni, la qual cosa ve a dir que, en cas de
mancanca nutricional, aquest teixit no interaccionara per compensar-ho.
L'analisi de les DC presents en els noduls limfatics o en la proximitat del
teixit adipds perinodal mostra diferéncies que sén susceptibles d’indicar
quina dinamica funcional tenen els dos teixits en la resposta immunitaria.
Les DC del teixit adipds estimulen la lipolisi mentre que les DC recollides
dels noduls limfatics la inhibeixen. La sortida de les DC dels vasos limfatics
vers el teixit adipds perinodal anira associada a una estimulacié de la lipolisi
i a la facilitacié d’'una millora en I'estructuracié de les DC per a l'alliberament
des del teixit adipds de components estructurals que afavoriran el
funcionament de les DC.

El que s’ha considerat és que sigui la concentracié d’acids poliinsaturats,
acid araquidonic (20:4n-6) linoleic ((18:2n-6) i linolénic (18:3n-3), el factor
de millora associat al pas de les DC pel teixit adipés perinodal. Aquests
acids grassos poliinsaturats sén, proporcionalment, més presents en el teixit
adipds perinodal que en altres tipus de teixit adipds. Aquests acids grassos
essencials contribueixen a la fluiditat i a l'estructuracié de les membranes
cel-lulars. La inflamacié disminueix la presencia d’aquests acids grassos en
el teixit adipds perinodal i en les DC, i la suplementacié d’aquests tipus
d’acids grassos per la dieta reverteix aquests efectes de la inflamacid. La
dieta incideix en la resposta immune no des d’un criteri energétic siné
inflamatori, perd en fer-ho ho fa de manera homogenia. La composicié en
acids grassos lliures tant en teixit adipdés com en les DC es veu afectada de
manera semblant per la dieta.

De la valoracio feta per Pond (207), se'n deriva la idea que la disposicié dels
lipids essencials per a la resposta immune a partir del teixit adipds es fa
d'acord amb la mateixa demanda de les cel-lules limfoides i per interaccions
directes d’aquestes cél-lules amb el teixit adipés amb la minima mobilitzacié
dels lipids. L'analisi feta per Unger (228), comentada per Pond, manifesta
I'efecte lipotoxic que els lipids poden generar quan s’acumulen en teixits no
adiposos, en haver-hi una aportacié nutricional que supera les necessitats
de I'organisme. Entre aquests efectes de lipotoxicitat, hi hauria la produccié
de ceramida que, associada a la senyalitzacio lipidica, per mediacié de |'0xid
nitric, estimularia I'apoptosi de les cél-lules amb contingut lipidic.
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El que es planteja, doncs, és que el teixit adipds esdevé un mecanisme de
compensacié d'un sobreexcés nutricional amb la finalitat de limitar els
efectes lipotoxics dels lipids en els diferents teixits que, en cas de saturacio,
derivarien en estimuls proapoptotics. Aixi doncs, el teixit adipds, en aquest
cas, acompliria la funcié d’esdevenir un reservori de lipids que protegeix
altres teixits de les fluctuacions en la quantitat i qualitat dels lipids dietetics
davant les necessitats de resposta immunitaria, al mateix temps que
protegeix els teixits no adiposos de la preséncia anormal de lipids. Aquesta
dinamica seria I'0Optima en la mesura que mobilitza els lipids minimament i
que ho fa de la manera més eficient possible.

Pond (207) descriu el concepte de fat wrapping, que podria anar en la
mateixa linia. Pond considera que l'acumulacié de greix periintestinal pot
ser deguda a la senyalitzacié, per part de les cel-lules limfoides, de la
necessitat d’acids grassos en una situacié d’estimulacié proinflamatoria
persistent.

Un estudi fet per Ding et al (229) va en la mateixa linia. En l'estudi es
valora el rol de la microbiota amb relacié a I'efecte proinflamatori que té la
dieta rica en greixos. S’hi constata que la microbiota condiciona la
inflamacié i, a més a més, com a fenomen destacable, que la microbiota
precedeix sempre el cimul de greix per part del teixit adipés mesenteéric.

En el model animal d’insuficiencia de captacié limfatica (210) es va poder
constatar que, fruit de la incapacitat de mobilitzacié del liquid intersticial, es
generava un procés inflamatori que derivava en |'acumulacié de leucocits,
macrofags i monocits en el teixit adipds.

Kuan et al (230) han pogut constatar que la inflamacid persistent provoca
una fuga d’antigens provinents de la limfa cap al teixit adipés que es troba
al voltant dels vasos limfatics col-lectors. Aquesta circumstancia esta
associada a l'augment de la permeabilitat dels vasos limfatics col-lectors. La
fixaci6 de components de la limfa pel teixit adipds perilimfatic permet,
aleshores, el reconeixement per part dels macrofags i de les DC. Fruit
d’aix0, es genera una interaccié especifica per part de les cel-lules T en el
teixit adipds, que deriva en una proliferaci6 de DC i esdevé un substrat
cel-lular preparat per a la migracié vers els noduls limfatics. D’aquesta
manera es genera un mecanisme d’interaccido en el qual, en funcid de la
permeabilitat induida per la situacid inflamatoria, gracies a la retencié dels
seus components inductors, el sistema immune pot actuar adequant un
reservori de DC a les necessitats de resposta que es donin en cada ocasio.
Un exemple, emprat per Kuan et al (230), de possible relacid entre el teixit
adipos i el sistema immune és el que descriu amb relacié als fragments
d’hialura que es generen després d'una lesié. Quan aquests fragments son
absorbits pels vasos limfatics inicials, si no sén assimilats pels mateixos
vasos limfatics inicials passen als vasos limfatics col-lectors. Si la
permeabilitat dels limfatics col-lectors esta augmentada, aquests fragments
podrien passar al teixit adipdés perinodal i marcar el reclutament de les
cel-lules dendritiques i de macrofags, i desencadenar, aixi, la migracié vers
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els noduls limfatics contingus. Dins d’aquest context el teixit adipds, per
mediacié de la capacitat drenant i d’integracidé de senyals per part dels
vasos limfatics, esdevindria un element de modulacid6 de la resposta
immunitaria.

Els vasos limfatics s'exposen quan se sotmeten a la inflamacié d'una série
de canvis. Tal com descriuen Aebischer et al (231), la resposta immediata
dels vasos limfatics davant la inflamaci6 és I'augment de I'entramat limfatic.
Aguest augment pot respondre a una proliferacié de nous vasos o0 a una
dilatacié dels mateixos vasos. La definicié d'un procés o un altre respon a
estimuls concrets. Factors secretats per les cel-lules immunes, les cel-lules
T, les cel-lules B i els macrofags, afavoririen aquests processos.

El VEGFC facilitaria la proliferacié dels vasos mentre que el VEGFA induiria a
la dilataci6. També es menciona que la persisténcia dels efectes de la
inflamacié generarien canvis en l‘estructuracié de les connexions entre
cel-lules.

La resposta a un estimul inflamatori donat no és homogénia en tot
I'organisme, pero si que ho és en lI'0Organ en el qual incideix I'estimul.
Aquesta precisid funcional té una importancia major, als nostres ulls, en la
mesura que aquest comportament només pot ser associat a una distribucio
0 a una reabsorcié homogeénia en tot I'0rgan, a una hidrodinamica de I'0rgan
homogenia. D’acord amb els estudis valorats per Aebischer et al (231),
s’han llistat una serie de molécules anomenades prolimfogéniques: VEGFC,
VEGFA, LTa, LTap2, IL-17, IL-8 (CXCL8), HGF, IL-3, FGF-2 (bFGF), LPS,
CXCL12, S1P, i una serie de molécules anomenades antilimfogeniques:
TNFa, IL-27, IFNa, IFNy, TGFB i CXCL10/11.

L'alteracié dels vasos limfatics per la inflamacid no afecta tan sols
I'estructura limfatica també es ddéna sobre la seva funcié. El que s’ha
evidenciat és que la funcié es veu alterada per mediadors inflamatoris: la
histamina, les prostaglandines o [|'0xid nitric (NO) disminueixen la
contractilitat dels vasos limfatics mentre que el VEGFC l'augmentaria,
segons descriuen Aebischer et al (231). Liao i Von der Weid (232) no fan
mencié de la histamina com a inhibidor de la contractilitat, possiblement
perqué la resposta no és homogenia, diferents nivells de concentracid
donen resultats diferents. Si que consideren la prostaciclina o
prostaglandina E2, aixi com I'NO, com a reconeguts inhibidors. Entre els que
consideren com a estimuladors hi ha la prostaglandina H2/tromboxa A2.

Les cél-lules endotelials dels vasos limfatics son les primeres a confrontar
les situacions que desencadenen la resposta immune. Les LEC s’han pogut
relacionar amb la modulacié de la resposta immune, tant la innata com
I'adaptativa (233). En aquest article Card et al descriuen que ho fan
mitjancant I'expressié de varies citocines, molecules d'adhesi6 i receptors
d’'inhibicié; mitjancant la deteccid i el marcatge dels antigens per facilitar
I'accié de les cel-lules T o per modular l'accié de les cel-lules presentadores
dels antigens; i mitjancant la regulacid del transport dels soluts i fluids
d’acord amb els senyals inflamatoris que reben. Un exemple il-lustratiu a
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considerar és |I'efecte modulador de la migracié de les cél-lules dendritiques
induit pels vasos limfatics. Johnson et al (234) valoren la migracié de les
cel-lules dendritiques amb relacid als vasos limfatics i destaquen que la
citocina CCL21 secretada pels vasos limfatics atrau les DC que disposen del
seu receptor, el CCR7, cap a l'interior dels vasos limfatics.

El control de fluids per part de l'organisme no esta mancat de matisos i
consideracions, alguns dels quals s’han de tenir presents quan afecten
directament el funcionament dels vasos limfatics. ANP i la BNP son dos
hormones que es vinculen al control de la hipervolémia en I'ambit de
I'organisme. La determinacié de la relacid entre I'ANP i la BNP amb la
permeabilitat dels vasos limfatics ha mostrat que aquestes dues hormones
secretades a distancia dels vasos limfatics incideixen en el seu
funcionament amb I'augment de la seva permeabilitat. Els resultats també
mostren que l'augment de la permeabilitat dels vasos genera una
estagnacié del liquid intersticial, retencié de proteines i fluids en l'interstici
(235).

Pond (207) fa una consideracié important amb relacié al que succeeix quan
hi ha un augment del nombre de vasos limfatics. L'augment del nombre de
vasos té com a conseqliencia una disminucié en el flux. Des del punt de
vista hidrodinamic, aix0 s’explica pel fet que la mateixa forca de propulsié
es distribueix per més conductes, per més superficie; aixd té com a
conseqliencia una perdua de pressié i, per tant, baixa el flux. Aquesta
disminuciéo en el flux acaba generant una major resisténcia de pas, un
augment de la pressié hidrostatica; la qual cosa pot comportar una dilatacié
dels conductes i, en funcié de la capacitat elastica/plastica dels conductes,
una desestructuracio i perdua del contingut.

La consideracié que la dilatacié dels vasos i la disminucié de la freqiéncia
de les contraccions dels vasos pugui implicar una pérdua de capacitat
drenant no és del tot certa. Liao i Von der Weid (232) valoren estudis que
avalen que hi pot haver una millora en la conduccié de limfa, si més no en
un primer moment.

L'analisi de la sépsia amb relacié als vasos limfatics feta per Jang et a/ (181)
va permetre entendre una mica més el paper que juguen els vasos limfatics
en situacions extremes d’inflamacié. La sepsia és una sindrome de resposta
inflamatoria sistemica que es genera per un augment de la permeabilitat
vascular deguda, en principi, a una alteracid de les juncions entre les
cel-lules (236) o a la mateixa afectacid del glicocalix (237) o, segons
Hutchins et al (238), a la supressid de la resposta immune. L'estudi,
comentat per Jang, consistia a avaluar I'estructuracié dels vasos limfatics en
I'intesti de ratolins alterats genéticament de manera que quan s’exposessin
a una toxina es destruissin els vasos limfatics. Els resultats indiquen que,
guan s’exposaven a la toxina especifica, els vasos limfatics intestinals es
destruien immediatament després i també succeia el mateix en els teixits
proxims i en els noduls limfatics; tanmateix, els vasos limfatics d’altres
organs no es veien afectats. Aix0 indica que els vasos limfatics, si més no
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els intestinals, sén imprescindibles per a I'estructuracio dels teixits i noduls
limfatics proxims.

En el sentit contrari, la resolucid de la inflamacio, es déna, si més no en
part, per la recuperacié de l'estructura i la funcionalitat dels vasos limfatics.
Kilarski et al (239, 240) valoren la regeneracid dels vasos limfatics i
descriuen que la remodelacié limfatica reparadora va lligada al reclutament
de miofibroblasts. A més, destaquen el fet que els miofibroblasts reclutats
sOn els Unics que manifesten accid contractil en el recobriment del vas
limfatic disfuncional. Un altre detall que consideren és que el maxim
recobriment amb miofibroblasts es ddna en els vasos de menor diametre i
que l'inductor d’aquest fet pot ser el mateix recobriment.

Atenint-nos a les analisis fetes fins ara podem considerar que si que hi ha
modificacions estructurals del teixit adipds fruit de Ialteracid en la
conduccid limfatica i que aquestes modificacions es manifesten amb relacié
al component hidric a través de la inflamacié, amb relacié al component
fibros per la fibrosi o amb relacié al component lipidic a través de
I'estimulacié de l'adipogenesi/lipogenesi. L'alteracié en la conduccié del
liquid intersticial per part dels vasos limfatics pot incidir de manera singular
en qualsevol dels tres components tant qualitativament com quantitativa,
de manera que es tracta d’una resposta desigual, no homogeénia.
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HIPOTESI

El fet que els vasos limfatics intervinguin directament en I'homeostasi
intersticial, en la funcid immune i en el metabolisme lipidic va fer pensar en
un vincle directe entre drenatge intersticial limfatic i el metabolisme.

El fet que la permeabilitat dels vasos limfatics es relacioni directament amb
I'estructuracid i funcionament del teixit adipds va fer pensar que l'alteracio
en el drenatge intersticial en el teixit adipds per part dels vasos limfatics i el
seu funcionament podrien estar enllagats.

Pensem que el drenatge intersticial limfatic pot participar de manera directa
en algunes de les alteracions metaboliques manifestades en el teixit adipds
en el context de la obesitat i la diabetis.

OBJECTIU GENERAL

Analitzar el paper de dos gens requerits per a l'estructuracié dels vasos
limfatics, prox1 i pdpn, en el teixit adipds en el context d’obesitat.

Objectius especifics:

1. Definir quins gens vinculats a la regulacié de la limfogenesi tenen relacié
amb les diferents condicions d’alteraci6 metabolica, amb l'obesitat, amb
la resisténcia a la insulina i la diabetis.

2. Determinar diferéncies d’expressid genica de proxl1 i pdpn entre el teixit
adipos subcutani i el visceral.

3. Definir la relacié de I'expressié de prox1 i pdpn en |'alteracié metabolica.

3.1. Determinar quines variables vinclen amb |'expressié de prox1 i
pdpn en el teixit adipés quan hi ha alteraci6 metabolica (sobrepes,
obesitat i/o diabetis).

3.2. Determinar quina expressié de proxl1 i pdpn té el teixit adipds
en funcid del nivell de certs marcadors d’alteraci6 metabolica
(sobrepeés, obesitat o diabetis).

4. Definir la relacid6 que manifesten gens vinculats a la sintesi de l'acid
lisofosfatidic i I'expressié de prox1 i pdpn en teixit adipds.

5. Determinar in silico quins gens vinculats a la regulacié metabolica es
poden vincular també a l'estructuracié limfatica (expressié de proxl1 i

pdpn).
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El desenvolupament del present estudi ha requerit la confluencia de
diverses tecniques i procediments.

= Reclutament de cohorts cliniques per l'estudi de les variables
antropomeétriques cliniques i analitiques portades a terme per I'estudi
que es planteja.

= Desenvolupament d'una base de dades de llistats de gens,
caracteritzats de manera especifica, que ha definit una metodologia
d’estudi propi que ha permes precisar nous ambits de relacié entre
gens en diversos fenotips metabolics.

* Revisio sistematica de la literatura.

= Integracid de les dades, analisi estadistic i revisié critica de les
troballes

1.- Reclutament de cohorts

Estudi de Microarrays

Es va realitzar un estudi de perfils d’expressi6 del genoma complert
(genome-wide expression profiling) per analitzar el RNA missatger de
mostres de teixit adipds huma de dos llocs diferents (visceral i subcutani) i
en cinc condicions diferents:

C1, prim no insulinoresistent;
C2, prim insulinoresistent;
OB1, obes no insulinoresistent;
OB2, obes insulinoresistent;
OB3, obés diabétic.

La condicié C1 correspon a 4 individus amb IMC compres entre 19 i 25
kg/m?i amb un HOMA-IR <2,5; La condicié C2 correspon a 4 individus amb
IMC compres entre 19 i 25 kg/m? i amb un HOMA-IR = 2,5; La condicié OB1
correspon a 4 individus amb IMC > 35 kg/m? i amb un HOMA-IR < 4,7; La
condicid OB2 correspon a 4 individus amb IMC > 35 kg/m? i amb un
HOMAR-IR > 4,7; La condici6 OB3 correspon a 4 individus de IMC > 35
kg/m? i amb diabetis definit segons el criteri de ’ADA (American Diabetis
Association) (241).

Els punts de tall del HOMA-IR s’han establert segons les referéncies
publicades (242, 243)

Criteris d’exclusio:

S’exclouen els individus que tenen alteracions cardiovasculars, artritis,
malaltia inflamatoria aguda, malaltia infecciosa o malignitats.

Tots els participants van signar el consentiment informat i el protocol
d’estudi va ser revisat i aprovat pel comite d’ética i recerca del Hospital
Universitario de La Virgen de la Victoria de Malaga.
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Cohort 1

Subjectes d’estudi.

Es van reclutar 55 individus (31 homes / 24 dones ) de raca caucasica,
d’edat compresa entre 28 i 85 anys, amb un IMC entre 19,8 - 38,5 kg/m?
(taula 8 - resultats), amb pes estable en els darrers 3 mesos abans d’entrar
en estudi que havien de ser intervinguts quirdrgicament d‘una
colecistectomia o d’'una hernia abdominal a I’'hospital Universitari Joan XXIII
de Tarragona.

L'obesitat (IMC = 30 kg/m?) és I'Unica afectacid sistémica permesa en la
seleccié dels pacients.

Criteri d’exclusid: afectacid hepatica; afectacido renal; neoplasia; malaltia
inflamatoria cronica; obesitat morbida (IMC = 40 kg/m?).

Els pacients van signar el consentiment informat i el protocol d’estudi va ser
aprovat pel comite d’etica de I’hospital Joan XXIII de Tarragona.

Cohort 2

Subjectes d’estudi

Es varen incloure 24 individus caucasics (8 homes / 16 dones) amb edat
compresa entre els 25 i 59 anys amb un IMC entre 41,3 - 74,6 kg/m*
(taula 8 - resultats). Reclutats a les consultes d’Endocrinologia i Nutricié del
hospital universitario Virgen de la Victoria de Malaga i programats per
realitzar cirurgia bariatrica. Els pacients es varen subclassificar en Obesos
morbids amb resistencia a la insulina (calculat mitjancant HOMA-IR:insulina
serica en dejuni (MIU/mL) x glucosa en plasma en dejuni (mmol/L)/22.5 -
(244, 245)) amb un HOMA-IR <4,7 i obesos morbids amb resisténcia a la
insulina (HOMA-IR >8) segons dades de poblacié del mateix ambit territorial
publicada en estudis precedents (246).

Criteris d’exclusio:

S’exclouen els individus que reben insulina o medicacié hipoglucemiant, que
tenen alteracions cardiovasculars, artritis, malaltia inflamatoria aguda,
malaltia infecciosa o han rebut tractament susceptible d’alterar el perfil
lipidic o parametres metabolics en el moment de la inclusié de I'estudi. Tots
els pacients han tingut el pes estable almenys en el darrer mes abans de
ser inclosos a l'estudi i no tenen cap afectacié renal.

Tots els participants van signar el consentiment informat i el protocol
d’estudi va ser revisat i aprovat pel comite d’ética i recerca del Hospital
Universitario de La Virgen de la Victoria de Malaga.
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Cohort 3

Subjectes d’estudi.

La cohort 3 respon al sumatori de les dues cohorts 1 i 2 que es defineix pel
conjunt de variables comunes ambdds cohorts i que estan definides sobre
els mateixos estandards. Aquestes variables es valoren si han utilitzat la
mateixa metodologia d’analisi i el mateix protocol d’estudi.

La cohort queda formada per 79 individus (39 homes / 40 dones ) de raca
caucasica que responen als criteris de seleccié i exclusié establerts en la
cohort 1i 2.

Cohort 4

Subjectes d’estudi

Es van seleccionar 12 subjectes de la lipoteca del biobanc de I|'Hospital
Universitari Joan XXIII, per analitzar I'expressio de proteina en teixit adipds.
Son 12 individus de raca caucasica (10 homes / 2 dones ) d’edats
compreses entre 23 i els 73 anys, amb un IMC entre 22,6 - 38,0 (veure
taula 8) i amb pes estable en els darrers 3 mesos abans d’entrar en estudi,
gue havien de ser intervinguts quirdrgicament d’una colecistectomia o d’una
hernia abdominal.

L'obesitat (IMC = 30 kg/m?) és I'Unica afectacié sistémica permesa en la
seleccid dels pacients.

Criteri d’exclusid: afectacid hepatica; afectacid renal; neoplasia; malaltia
inflamatoria cronica; obesitat morbida (IMC = 40 kg/m?).

Els pacients van signar el consentiment informat i el protocol d’estudi va ser
aprovat pel comité d’etica de I'hospital Joan XXIII de Tarragona formant
part de la col-leccid de teixit adipds existent al centre.

2.- Mesures antropometriques

L'alcada va ser mesurat amb un marge d’error de 0,5 cm. El pes va ser
mesurat amb un marge d’error de 0’1 kg. L'IMC va ser calculat dividint el
pes (kg) per l'alcada elevada al quadrat (m?). El perimetre de cintura va ser
mesurat mitjangant una cinta metrica (cm) a mitja distancia entre el
contorn inferior de la darrera costella i el relleu de la cresta iliaca es defineix
per la part més prominent de la panxa.

La pressidé arterial va ser mesurada en posicid supina en el brag dret
després d’estar en repos durant 10 minuts. Es fa servir un
esfigmomanometre de talla de bracal adequat a lindividu. S’anoten la
primera i cinquena fase de cada toma que respon a la pressié sistolica i
diastolica respectivament. Es registren tres tomes en un interval de 5
minuts entre cada una d’elles i valor de referéncia és la mitja dels tres
registres.
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El perimetre de maluc es mesura mitjancant cinta métrica (cm) en el punt
més ample del maluc per sobre de les natges sense roba, just damunt de la
pell.

L'index cintura / maluc s’obté de dividir el perimetre de cintura pel
perimetre de maluc mesurats en centimetres.

3.- Metodologia de laboratori

Estudi microarrays

Farem una descripcié breu de la metodologia emprada, doncs aquest estudi
es va subcontractar (veure annex 1)

Cada condicié es determina per quadruplicat. Es parteix de 1,5 yRNA per
mostra (mostres de teixit adipdés subcutani i visceral). Un total de 40
mostres de RNA sén obtingudes i transferides als laboratoris IMGM d’acord
amb el sistema de gestié de qualitat de IMGM, en termes d’etiquetatge i
transferéncia de les mostres,IDs IMGM-internes.

L'estudi es desenvolupa segons (Tecnologia IMGM®Laboratories): s’utilitzen
Microarrays Agilent Whole Human Genome Oligo (4x44K format) en
combinacié amb un protocol de hibridacié basat en un sol color. Els senyals
en els microarrays van ser detectats mitjancant Agilent DNA
MicroarrayScanner.

L'expressié genica diferenciada es determina mitjancant I'aplicacié de
procediments  bioestadistics apropiats pel conjunt de dades.
IMGM®Laboratories ha utilitzat el programari Feature Extraction 9.5.3.1,
GeneSpring GX 10.0 i Spot fire Decision Site 9.1.1 per normalitzar i
analitzar-les dades en brut.

Totes les dades segueixen un procés de normalitzacié i de validacié que
acaba definint quina expressié té cada situacid analitzada. Es valora
I'expressié diferencial en tres situacions metaboliques diferents com soén
I'obesitat respecte a la no obesitat; la resisténcia a la insulina respecte la no
resisténcia a la insulina; la diabetis respecte a la no diabetis; aixi com
I'expressié diferencial en pacients obesos entre el teixit adipds visceral i
subcutani. Dels resultats obtinguts només es consideren els gens que estan
augmentats o disminuits en respecte a la seva situacié de referéncia. A més
d'aquests gens que augmenten o disminueixen s’obté el valor numeéric
d’aquest canvi expressat en numero de vegades. Per a més detalls es pot
consulta la part descriptiva metodologica facilitada per I'empresa
responsable del processament d’aquestes mostres adjuntada en l'annex.
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Recollida i processament de les mostres de les cohorts

Totes les mostres son recollides després de 12 hores de dejuni previes a la
intervencid quirdrgica. Les mostres de sang soén recollides abans de la
cirurgia.

Les mostres de sang s’obtenen per puncié de la vena antecubital. S’agafen
20 ml de sang amb EDTA (1mg/ml) per l'obtencié de plasma i 10 ml de
sang en tubs de silicona per l'obtencié de serum. Tant el plasma com el
serum es guarden a -80°C abans de ser utilitzats per a fer el seu analisi.

Analisis bioguimics i hormonals de les mostres

Els nivells de glucosa, creatinina i enzims hepatics: transaminasa
glutamicooxalacetica (GOT), transaminasa glutamicopirtivica (GPT),
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) colesterol i triglicérids plasmatics son
analitzats mitjancant autoanalitzador Advia 1200 (Siemens, Munich;
Alemanya) utilitzant meétodes enzimatics estandards. El Colesterol HDL es
quantificat després de la precipitaci6 amb polietilenglicol (PEG-6000) a
temperatura ambient. El colesterol LDL es va calcular segons la formula de
Friedewald (LDL-C (mmol/L) = TC - HDL-C -TG/2.2) (1)

Les concentracions de sTWEAK van ser determinades per ELISA mitjancant
el TWEAK/TNFSF12 kit DY1090 (R&D Systems Europe). El coeficient de
variacio intra assaig va ser de 2,5 % i entre assajos va ser del 7%.

HbA1lc va ser mesurada per metode cromatografic (Glico Hb Quick Column
Procedure, Helena Laboratories, Beaumont, TX). La sensibilitat del metode
fou del 1,5% i el rang normal 3,8-5,5 %.

TNFR1 i TNFR2 van ser determinats per enzimoimmunoassaig sobre fase
solida amb reactivitat amplificada (BioSource Europe SA, Fleunes,Belgium).
El limit de deteccié fou del 0,5 ng/ml per sTNFR1 i 0,1 ng/ml per sTNFR2, i
els coeficients de variacid intra i inter assaig van ser, respectivament, 7% i
9%. El sTNFR1 no van fer reaccidé creuada amb sTNFR2. El TNFa no va
interferir en l'assaig.

La PCR sérica va ser mesurada per immunonefelometria amb el kit d’alta
sensibilitat N (NHighSensitivity CRP kit) (DadeBehring, Deerfield, IL). La
PCR té una sensibilitat del 0’175 mg/Il i els coeficients de variacid intra i
inter assaig van ser del 4,4% i 5,7%, respectivament.

Els nivells d’IL6 van ser mesurats per técnica d'immunoassaig enzimatic
sandvitx quantitatiu altament sensible Human IL6 Quantikine HS ELISA Kit
(R&D Systems, Oxon, UK). La significaci6 minima detectable va ser 0,039
pg/mL. El coeficient de variacid intra- i entre assajos van ser de 9.8% and
11.2%, respectivament.
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La leptina plasmatica va ser mesurada utilitzant un Assay Max Human
Leptin ELISA Kit (Assaypro, St. Charles, MO, USA). La minima detecci6 va
ser < 150 pg/ml. El coeficient de variacié intra i inter assaig va ser de 4,0%
i 7,7%, respectivament.

La insulina plasmatica es determina per assaig immunoradiometric (Coat-A-
Countinsulin; Diagnostic Products, Los Angeles, CA). La sensibilitat fou de
2,6 pIU/ml amb coeficients de variacié intra i interassaig inferiors al 5 %.

El glicerol plasmatic es valora mitjancant un kit de determinacidé de glicerol
lliure i mitjancant un assaig de determinacié quantitativa enzimatica
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO). Els coeficients de variacié van ser inferiors al
6 % ial 9,1 %, respectivament.

Els nivells d’acids grassos lliures no esterificats en serum van ser
determinats en un autoanalitzador Advia 1200 (Siemens) utilitzant un
metode enzimatic desenvolupat per Wako Chemicals (Neuss, Germany). La
sensibilitat de I'assaig va ser de 0,01 meqg/l amb un coeficient de confianca
intra i inter assaig inferior al 8 %.

Mostres de teixit adipos

Les mostres de teixit adipdés sén processades al poc temps després de ser
extretes a quirdfan i rentades amb 1X PBS i congelades immediatament
amb N; liquid i guardades a -800°.

Es disposen entre 400-500 mg de teixit adipés que s’homogeneitzen
mitjancant una Ultra-Turrax 8 (Ika, Staufen, Germany). EI RNA total
s'extrau mitjancant RNeasyLipidTissue Midi Kit (QiagenScience, Hilden,
Germany) i RNA total obtingut es tractat mitjancant 55 U RNase-freeDNase
(Qiagen) segons disposicions procedimentals donades pel fabricant. Dos-
cents cinquanta nanograms de RNA total son transcrits a DNA
complementari utilitzant un kit d’alta capacitat de transcripcié inversa de
cDNA que disposa de inhibicié de la RNasa (AppliedBiosystems, Foster City,
CA) en un volum final de 20 pl.

@ RT- PCR

Aquesta técnica ens permet valorar quantitativament |'expressié d’'un
determinat gen. La transcripcié inversa, la RT, consisteix en la transcripcid
d’'una cadena simple inicial de RNA a cDNA de cadena doble mitjangant
I'accié de I'enzim transcriptasa inversa. El funcionament d’aquest enzim és
similar al d'una DNApolimerasa utilitzant en aquest cas la cadena simple de
RNA enlloc de la de DNA. D’aquesta forma disposem de motlles de DNA a
partir de les quals es podran obtenir copies de DNA a partir de la DNA
polimerasa.

La PCR, la polymerase chain reaction, es basa en la fixacié d'un parell de
primers complementaris, especifics a cada gen d’estudi, a una seqiéncia
definida de cadascuna de les cadenes del cDNA que correspon al gen. La
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desnaturalitzacid de la cDNA permet la fixacid dels primers, que es fa
juntament amb la d’una molécula reporter fluorescent. La metodologia que
s’ha emprat és la de Tagman, tot i que hi ha a disposicié altres.

Aquesta metodologia utilitza sondes en |'activitat 5’-3’ nucleasa de la Taq
polimerasa (DNA polimerasa). Els oligonucledtids que formen aquestes
sondes estan doblement marcats, d'una banda per un fluorocrom
reporter(fluorescencia verda - longitud d’ona baixa -) en l'extrem 5’ i de
I'altra banda per un fluorocrom quencher (fluorescéncia vermella - longitud
d’'ona alta-) en l'extrem 3’. Mentre la sonda esta hibridada hi ha una
neutralitzacido de I'emissié de la fluorescéncia per un excés de proximitat
entre els fluorocroms (<10nm). Aquest fenomen s‘anomena Fdster
resonance energy transfer (FRET).

La Taq polimerasa arribada a la sonda hibridada de DNA i per efecte la seva
activitat 5’-3’ exonucleasa I'acaba degradant. Com a conseqliéncia d’aixo es
produeix I'alliberament del guencher i es facilita I'emissié de fluorescéncia.
La quantitat de fluorescencia captada és directament proporcional a
I'alliberament de fluorocrom reporter alliberat i a la quantitat de DNA
motlle. L'amplificacié en el termociclador de la reaccié guarda relacié directa
amb el nombre d’amplicons que a la vegada té correspondéncia amb la
concentracio inicial de la seqiéncia marcada inicial de DNA. Aquest cicle és
conegut com threshold cycle (Ct) i guarda la relacié que quan més alta és la
concentracid de inici més baix és el seu valor.

Sobre 2 ng de cDNA per gen es van fer servir per I'analisi RT-PCR (Reverse
transcription Polymerase chain reaction) per duplicat utilitzant 7900 HT Fast
Real-Time PCR system (Applied Biosystems) i tecnologia Tagman. El
programari SDS 2.3 i RQ Manager 1.2 (Applied biosystems) es van utilitzar
per determinar els resultats. Totes les dades es van normalitzar en base
I'expressié de la ciclofilina A (PPIA). Els calculs es van fer segons el metode
Ct (2724,

En I'annex 2 es troba el conjunt de primers utilitzats per a la realitzacio
d’aquests estudis.

@ Quantificacié de la proteina PODOPLANINA

Aquest protocol ha estat dissenyat per Roche® i aplicat i modificat pel
processament de totes les mostres d’estudi, en les quals s’inclou el de la
podoplanina. Sempre s’ha de fer servir material autoclavat i lliure de RNAsa.

91



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

MATERIALS I METODES

Aillament de la proteina

Per fer aquesta purificacié s’utilitzen els sobrenedants obtinguts en el
pas g de la purificacid de I’ADN (segons protocol deTripurell). Es passen
a eppendorfs de 2 ml.
Es fa precipitar la proteina.
S’afegeix isopropanol al sobrenedant que s’ha tret del pas g d’aillament
de I'ADN. El volum adient és 1,5 ml d’isopropanol per cada ml de
Tripure®.
Es tapen bé els tubs, s’inverteixen diverses vegades fins que es barregi
tot.
Es deixen incubant a temperatura ambient un minim de 10 minuts per
tal que precipiti la proteina.
Es centrifuguen les mostres a 12000 x g durant 10 minuts a 4°C.
S’eliminen els sobrenedants.
Es renten els precipitats de proteina seguint els seglents passos (que es
repetiran 3 vegades):
Es resuspen cada pellet amb uns 2 ml d’hidroclorur de guanidini 0.3 M
amb etanol al 95%.
Es deixen incubar les mostres a temperatura ambient durant 20 minuts.
Es centrifuguen les mostres a 7500 x g durant 5 minuts a 4°C.
S’eliminen els sobrenedants.
A cada pellet de proteina es fan els seglents procediments:

1. S’afegeixen 2 ml d’etanol absolut a cada pellet.

2. S’agiten bé, pero0 sense vortejar, per rentar-los.

3. Es deixen incubar les mostres a temperatura ambient durant

aproximadament, 20 minuts.

4. Es centrifuguen a 7500 x g durant 10 minuts a 4°C.

5. S’eliminen els sobrenedants.

6. S’elimina I'excés d’alcohol deixant els eppendorfs oberts perque

s’evapori.

Els pellets de proteina es dissolen afegint SDS a 1'l% i passant-los
repetidament per una punta de pipeta o de xeringa. En cas que costi de
resuspendre’ls es posen a 50°C fins que solubilitzin del tot.
Per quedar-nos només amb la proteina solubilitzada es centrifuguen les
mostres a 10000 x g, 10 minuts a 4°C.
Es passen els sobrenedant a eppendorfs nets i ja es poden guardar
directament a -20°C o bé utilitzar-los per fer Western Blot.

Quantificacio de proteina pel metode BCA

La

determinacié de la concentracié de proteina es fa mitjancant el metode

BCA de Pierce!. Aquest métode requereix fer una recta patré que serveixi
per extrapolar els resultats de les mostres i poder determinar la seva
concentracid.

lReferencia del Kit de quantificacio: Pierce™ BCA ProteinAssay Kit, Catalognumber: 23225
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Les dilucions emprades per fer la recta patrd van ser les seglients:

CONCENTRACIONS | VOLUM DE BSA (ul) [ VOLUM D’H,0 (ul)
0 ug/ul 0 ul 100 pl
1.25 pg/ul 0.63 pl 99.27 ul
2.5 pg/ul 1.25 pl 98.75 yl
5 ug/ul 2.5 ul 97.5 ul
10 pg/ul 5 pl 95 pl
20 pg/pl 10 pl 90 pl

De cada dilucié de la recta patré i de cada mostra es reparteixen 2 pl en
tres pouets de la placa. Aquesta placa disposa de 96 pouets i s’afegeix a
totes 200 pl de reactiu de color.

El reactiu de color consta de dos solucions A i B que han d’estar en una
proporcié 50:1.

Un cop afegit el reactiu s’‘incuba la placa a 37°C durant 30 minuts. Després
es deixa temperar durant 5 minuts i es llegeix la placa en un
espectrofotometre a A = 562 nm.

El resultat de concentraci6 que ens doni el programa SoftMax ja és el
definitiu.

Western Blot:

Un cop determinada la concentracié de proteina de les mostres es fan els
calculs corresponents per agafar el volum necessari per carregar 25 ug de
proteina total. El tampd de mostra utilitzat és en condicions reductores
(amb 2-mercaptoetanol).

Es preparen gels al 7.5% en acrilamida.

GEL SEPARADOR (1 gel) 7.5% GEL APILADOR (4%) Per 2 gels (4 ml)
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1.25 ml Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 iml
Acrilamida/Bisacrilamida 1.25 ml Acrilamida/Bisacrilamida 0.52 ml
SDS 10% 50 pl SDS 10% 40 pl
H,O Milli-Q 2.43 ml H,O Milli-Q 2.44 ml
Persulfat amonic 15% 25 pl Persulfat amonic 15% 20 pl
TEMED 2.5l TEMED 4 pl

Es preparen els suports on correran les mostres pel gel.

Abans de carregar les mostres s’han d’escalfar a 95°C durant 5 minuts,
juntament amb els marcadors de pes molecular.

Dins una cubeta es col-loquen els gels polimeritzats i s’emplena amb
“RunningBuffer” a pH 8.5 fins que cobreixi els gels.

Es carreguen les mostres i marcadors, una per pouet o butxaca, amb una
xeringa Hamilton.

Es fa correr electroforeticament les mostres a 80 Volts.
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Per fer la transferencia de les proteines del gel d’‘acrilamida a una
membrana de nitrocel-lulosa, es necessita un cassette que contingui:

ESPONJA + 2 PAPER WATHMANN + GEL + MEMBRANA NITROCEL:-LULOSA + 2 PAPER WATHMANN + ESPONJA.

Tot aixd es fa amb preséncia de tampd de transferencia amb un 20% de
metanol.

Cal precisar que la membrana de nitrocel-lulosa s’ha de deixar 15 minuts
abans de la transferencia en el tampd de transferéncia amb el 20% de
metanol.

Es transfereix tota la nit a 4°C a un amperatge de 0.20 Ampers.

Feta la transferencia, es passen les membranes de nitrocel-lulosa a una
solucié de ponceau, la qual tenyira totes les bandes de proteina de color
vermell, i ens donara una idea de la transferencia i la qualitat de la carrega
de proteina.

Passat el ponceau, es bloquegen les membranes amb 50 ml de solucié de
bloqueig (TBS-tween al 0.05% amb 5% de llet) durant 1 hora.

S’incuben les membranes amb 10 ml de solucié de bloqueig més 10ul
d’anticos primari anti-PDPN (MABC117, Merck), que equival a una dilucié de
1:1000 durant 1 hora.

Es fan 2 rentats amb TBS-Tween al 0.05% durant 15 minuts cadascun.

Es fan 2 rentats amb TBS durant 15 minuts cadascun.

S’incuben les membranes amb 10 ml de solucié de bloqueig més 2 pl
d’anticos secundari anti-conill, que equival a una dilucié de 1:5000 durant 1
hora.

Es fan 2 rentats amb TBS-Tween al 0.05% durant 15 minuts cadascun.

Es fan 2 rentats amb TBS durant 15 minuts cadascun.

Es revelen les membranes amb 2 ml per cada membrana del kit ECL
(Amersham) durant 1 minuts, i després de retirar l'excés de ECLI,
s’emboliquen les membranes amb un plastic.

Les bandes es capten amb el transiluminador i el programa QuantityOne de
BioRad.

Els resultats s’expressen en U.D.O. (Unitats de Densitat Optica).
4.- COMPARADOR DE LLISTATS DE GENS

Es desenvolupa una base de dades amb el programa Microsoft Access 2007
per a poder comparar llistats de gens.

La base de dades s’estructura en una Unica taula sobre la qual es poden
anar introduint tants llistats com es desitgi mitjangant una estructura en
columnes d’Excel (Microsoft Excel 2007). Cada columna corresponen a
cadascun dels camps predefinits de interes (simbol del gen, interval de
canvi, Expressié - augmenta / baixa, valor p, identificador assaig, nom
comu, entrezgene). Cada nou llistat introduit a la fulla d’Excel es bolca
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doncs a la taula general Unica que conté tots els camps definits i el titol de
I'agrupacié que li assigna l'usuari. Seguint aquest procés Access genera
automaticament una altra taula que identifica univocament els gens
comparant les diferents agrupacions pel nhom del gen, entrezgen, i els que
no pot identificar dona la possibilitat de vincular-lo als gens existents.

En cada moment la base de dades ofereix la possibilitat, mitjancant un
formulari, de comparar els gens de totes les agrupacions que s’han introduit
tenint en compte que sempre hi ha d’haver seleccionada més d’una
agrupacio. Després genera un formulari binari de resposta a la demanda de
comparacié on es llisten els gens per ordre alfabetic i una columna per a
cada agrupacié comparada on consta el gen i, si es dona, |'expressid
diferenciada del gen. Alhora aquesta informacié es bolca a una full d’Excel
per a facilitar-ne I'is de la informacié.

Quantes més agrupacions es seleccionen els gens coincidents seran menors
i és donara més concrecié a la relacié entre agrupacions.

L'is de la base de dades queda simplificat per I'Us de tres formularis
diferents que corresponen als tres passos diferenciats del procés de
comparacié. En el pas 1 es déna l'opcié de introduir a la base de dades un
nou llistat de gens o modificar o esborrar un llistat introduit precedentment
que s’'ha fet de manera erronia (figura 15).

Figura 15. Pas 1 Carregar llistats de gens.

E e o ZE| Incorpora nous grups o modifica els existents X

El programa carregara les dades d'un fitxer anomenat lista.xls i
situat a c:\tesiYesultats_mm'
Les columnes s'han de correspondre d'esquerra a dreta amb els
camps segiients i el nom del camp ha de constar a la 1a fila, tali
com estd esait:
= GeneSymbol (text)
‘ = Fold Change {ndm.)

E PAS 1, opcional- Carrega nous grups

‘ PAS 2, obligatori- Inicalitza z
> Regulation (text)
= p~value {nim.)
= probe name (text)
= Commen name (text)
= Entrez gene (nim.)

‘ PAS 3- Compara i genera listats

Carrega dades | | Veure gens no coincdents |

Tria el listat

[-]

Esborra | | Modifica |

En el segon pas el que es fa és inicialitzar el procés de consulta a fi i efecte
de tenir tots els llistats introduits (figura 16).
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Figura 16. Pas 2: Validacio dels llistats de gens.

2] Inici x

| PAS 1, opdonal- Carrega nous grups |

E PAS 2, obligatori- Inicialitza 1

| PAS 3- Compara i genera listats |

En la tercera i darrera fase es seleccionen els llistats dels gens que es volen
comparar i s’executa la consulta (figura 17).

Figura 17. Pas 3: Seleccié dels llistats de gens i execucio de la comparacio.

B =8| Tria x
Zgl Inici x -
Llistats disponibles Seleccid

Gr5_vs_Gr10

| Gré_vs_Gr10

| PAS 1, opcional- Carrega nous grups Gré_vs_Gra

Gré_vs_Gra
| PAS 2, obligatori- Inidalitza | (Gr8_vs_Gr10
Gra_vs_Gra

- " Gr9_vs_Gr10
E PAS 3- Compara i genera listats !
IR-NIR_Gr1-Gr2_sig.

R-NIR_Gr3-Gr4 sig.
IR-NIR-_Gr8-Gr9_sig.

LLISTAT DE GENS RELACIONATS AMB LA REGULACIO LIMFOGENESIS v
listat gens RT-PCR que correlacionen amb variables de interés

(Ob-NOb_Gr 1-Gr3_sig. Fl
Ob-NOb_Gré&-Gr8_sig. B

SC-VI5_Gr3-Gré_Sig.

variables géniques RT-PCR

Resultats coinddents =

El resultat del procés de comparacié defineix un nou llistat que esta
compost pels gens comuns a tots els llistats seleccionats.

En la present tesi aquest comparador de llistats de gens ha sigut utilitzat en
I'estudi 1 i en "'estudi 5.

El llistat obtingut de la recerca sistematica de publicacions es compara amb
el llistat de gens diferencialment expressats resultant de I'estudi de
microarrays en cada situacié metabolica (estudi 1) (figura 18) aixi com amb
el llistat de gens que s’associen amb I'expressié de prox1 i pdpn (estudi 5)
(figura 19).
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Figura 18. Metodologia d’estudi dels microarrays en funcid llistat gens reguladors limfogénesi

(estudi 1).

MICROARRAYS
41078 transcripts

Controls i Pacients Ob, IR o DM

Gens diferenciats

revisio
sistematica de
publicacions

VIS - SC
IR - No IR llistat gens
reguladors
Ob - No Ob limfogénesi
DM - No DM
gens reguladors de la limfogénesi vinculats a
cada situacio metabdlica
VIS - SCJ1R - No IR Job - No 0b | DM - No DM

El resultat de la comparacié feta en I'estudi 1 descriu quins gens vinculats a
la limfogenesi (llistat obtingut de la recerca sistematica de publicacions)
estan diferencialment expressats en cada situacid metabolica. Els resultats
s'expressen amb l'abreviatura representativa de cada gen, amb el valor de
canvi (numero de vegades que canvia) i la relacid de canvi en relacié a la

situacio de referencia (augmenta / baixa).
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Figura 19. Metodologia d’estudi dels gens en funcio llistat gens reguladors limfogénesi
(estudi 5).

LLISTAT
RESULTATS RT-PCR COHORT 1, 2, 3 GENS
REGULADORS
LIMFOGENESI
OBTINGUT
REVISIO
SISTEMATICA
FETA
ESTUDI 1

llistat de gens
que tenen
correlacié amb
proxl1li /o
pdpnen teixit
adipds subcutani
i/o visceral

gens coincidents

gens no coincidents

El resultat de la comparacid fet en I'estudi 5 descriu quins gens dels que
s’han associat amb I’'expressid de prox1 i pdpn sén coincidents amb el llistat
de gens vinculats a la limfogénesi. En aquest cas els resultats a destacar
son els no coincidents que sén els que no s’havien associat previament amb
la limfogenesi. Els resultats s’expressen amb l'abreviatura resultant de cada
gen.

5.- ANALISI ESTADISTIC

L'analisi estadistic es va fer mitjancant el programari estadistic SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versié 19 (Chicago, IL). En una
primera fase d’estudi es valora la normalitat de les variables continues
mitjancant la prova Kolmogoérov-Smirnov. Aquesta prova permet determinar
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el grau d’aproximacié entre dues distribucions. En la mesura que una de les
distribucions és la distribucid normal, I'altra en la mesura que no defineix
diferéncies en relacié a la normal indicara que és normal i en cas contrari
no.

Les variables cliniques i antropomeétriques que segueixen una distribucio
normal sén expressades com mitjana + desviacié estandard. Les variables
que no segueixen una distribucié gaussiana s’expressen com mediana (rang
Inter quartil).

En la mesura que les variables no seguien una distribucié normal es van
transformar en logaritmiques, exponencials o inverses. Les variables
transformades que seguien sent no normals es tractaren amb proves no
parametriques.

Les proves parametriques es defineixen sota la premissa que es coneix la
probabilitat que segueix la poblacido de la qual s’ha extret la mostra, que
seria la propia a la distribucié normal.

Les proves parametriques requereixen, a part de la distribucié normal de la
variable quantitativa en els grups que es comparen, la homogeneitat de
variancies en les poblacions dels grups que es comparen i una N mostral no
inferior a 30.

Les proves parameétriques que es van utilitzar per quantificar la relacid,
associacié o independeéncia, entre una variable quantitativa i una categorica
va ser la t_de Student (una o dues mostres relacionades o independents) o
la ANOVA (més de dues mostres independents), o el coeficient de correlacid
de Pearson, entre dues variables quantitatives.

Si les variables a contrastar no responien a parametres de poblacié de
distribucié normal o les mateixes condicionants de la prova paramétrica es
feien servir proves no parameétriques. Les proves no parametriques que
s’han utilitzat van ser la txi-quadrat que serveix per a determinar la bondat
d'ajust i la independencia entre variables categoriques. Donada la petita
mida de la mostra analitzada o per la petita mida dels grups que es
donaven després de la seva segmentacid s’utilitzava |'estadistic exacte de
Fisher.

Mann-Whitney, equivalent no parameétrica de la t-Student, valora
guantitativament la relacid, associacid o independéncia entre una variable
quantitativa i una categorica en una o dues mostres relacionades o
independents.

Kruskal-Wallis, equivalent no parametric de I'analisi de variancia (ANOVA),
es va fer servir per tal de valorar quantitativament la relacié, associacié o
independéncia entre una variable quantitativa i una categorica en més de
dues mostres independents.

El coeficient de correlaci6 de Spearman, que el que fa és mesurar la
correlacié entre dues variables quantitatives.
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Detectades l'existencia de relacions entre les variables d’estudi, prox1 i
pdpn, d’'una banda i variables vinculades a la regulacié metabolica per l'altra
es fa estudi de regressio lineal.
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Estudi 1 - Limfogeénesi i alteracio metabolica (estudi
microarrays)

1. Microarrays de teixit adipos.

En el microarray realitzat en mostres de teixit adipdés subcutani i visceral
provinents de pacients en diferents condicions, sense alteracid metabolica i
amb alteracid metabdlica (IR; Ob i DM) s’han pogut establir 41078
transcripts que han permes valorar I'expressié diferenciada d’una serie de
gens en cada situacié d’alteracié metabolica en relacié a la condicié de no
alteracio.

La comparacié entre teixit adipds subcutani i visceral posa de manifest la
presencia de 4039 expressions diferenciades de gens. Pel que fa a la
resisténcia a la insulina hi ha 3011 expressions diferenciades de gens. La
distinci6 entre obesitat i no obesitat manifesta 3480 expressions
diferenciades de gens. I, en darrer terme, la consideracié de la diabetis en
relacié a la no diabetis evidencia 2671 expressions diferenciades de gens
(taula 2).

Taula 2. Quantificacio dels gens expressats diferencialment en cada situacid metabolica en
relacidé a la condicié de no alteracié metabolica en microarrays de teixit adipos.

VIS/SC IR/No IR Ob/ No Ob DM/ No DM
(4039) (3011) (3480) (2671)
expressio expressio expressiod expressio
augmentada | disminuida | augmentada | disminuida | augmentada | disminuida | augmentada | disminuida
2908 1706 1083 1959 1494 1986 1219 1453

Destacar, d’inici, que hi ha més gens que disminueixen la seva expressié en
el context de l'alteraci6 metabolica. Constatar també que hi ha més gens
que augmenten la seva expressié en teixit adipds visceral que no pas que el
disminueixen en relacid al teixit adipds subcutani (taula 2).

2. Gens vinculats a la regulacioé de la limfogéenesi

S’ha creat un llistat de gens, 174 gens (taula 3), que s’han relacionat de
manera directa o indirecta amb la limfogenesi d’acord a una exhaustiva
revisid bibliografica (1155 referéncies).

Aquest llistat, més enlla de relacionar-se amb la regulacié de la limfogenesi,
té altres associacions funcionals possibles. Per a determinar quines sén s’ha
avaluat el llistat dins el programa de classificacié de pantherdb (247) i s’ha
constatat que majoritariament els gens que conté intervenen en els
processos biologics vinculats al funcionament cel-lular, a la regulacid
biologica, al desenvolupament, al sistema immunitari, al metabolisme i en
la resposta a estimuls.
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Taula 3. Llistat gens vinculats a la regulacié de la limfogénesi.

Adm Dab1 Lcp2 Rela
Akt1 Dcc Lrp8 Relb
Angpt2 E2f7 Lta Reln
Angptl4 E2f8 Ltb Rorc
Bmp2 Efnb2 Ltbr Scarbl1
Clgalt1 Elavi1 Lyvel Sema3a
Calcrl Emilin1 Madcam1 Slk
Camp Ephb1 Mapt Smad4
Ccbel Ephb2 Milt4 Sos1
Ccl1 Ephb4 Mmp2 Sox18
Ccl19 Epo Mmp9 Spred1
Ccl2 Fit1 Nfatc1 Spred?2
Ccl20 Fit4 Nfkb1 Syk
Ccl21 Fnl Nfkb2 Tbx1
Ccl5 Foxc2 Notchl1 Tek
Ccl7 Gata2 Nr2f2 Tgfbl
Ccl8 Gipc1 Nrp1 Tgfbri
Ccnel Gjal Nrp2 Tgfbr2
Ccr7 Gja4 Ntn4 Thbs1
Cd1ib Gjb2 Pdpn Tiel
Cd36 Gjc2 Pecam1 Tir1
Cdh5 Hgf Pik3ca Tir10
Cdk5 Hras Pik3r1 Tir2
Celsrl Icam1 Pitx2 Tir3
Cldn5 Idz Plcg2 Tir4
Clecib Ifnari Pixnal Tir5
Cmtm7 Ifnar2 Ppfibp1 Tiré
Col18a1 Ifng Ppplri3b Tir7
Colia Ifngri Prkaal Tir8
Csk Ifngr2 Prkca Tir9
Ctnnb1 Igfi Prox1 Tnfrsflla
Cxadr Ikbkg Pten Tnfrsfla
Cxcl1 Il1b Ptger2 Tnfrsflb
Cxcl10 7 Ptgs2 Tnfsf10
Cxcl11 Il7r Ptpn11 Tnfsf11
Cxcl12 Itga6 Ptpni4 Unc5b
Cxcl13 Itga9 Ptprb Vcam1
Cxcl3 Itgb1 Ptprc Vegfa
Cxcl5 Kdr Racl Vegfc
Cxcl6 Kif11 Rafl Vezfl
Cxcl9 KIf2 Ramp2 vidir
Cxcri Kras Rara Wnt5b
Cxcr4 Lama5 Rasal

Cxcr5 Lcn2 Rel

3. Gens vinculats a la regulacié de la limfogénesi presents en
I'alteracié metabolica (resisténcia a la insulina, obesitat, diabetis)

A partir d’aquest llistat de gens vinculats a la regulacié de la limfogénesi
s’estableix quins d’ells estan més presents en cada situacid6 metabolica

(figura 20).
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Figura 20. Sumari estudi dels microarrays en funcié llistat gens reguladors limfogénesi.

MICROARRAYS
revisio sistematica de
41078 transcripts

Controls i Pacients Ob, IR o DM

publicacions

Gens diferenciats
VIS - SC
4039
IR-No IR
3011 llistat gens reguladors
Ob - No Ob limfogeénesi (174)
3457
DM - No DM
2651
gens reguladors de la limfogénesi vinculats a cada
situacio metabolica
vis-sc | IR-NoIR | ob-Noob | PM-NO
No si 161 86 93 97
9 (93 %) (50 %) (54 %) (56 %)
Si 33 12 25 24
9 (19 %) (6 %) (14 %) (13 %)

De manera general podem destacar que al voltant del 50% dels gens de la
llista de gens associats a la regulacié de la limfogénesi varien en totes les
situacions estudiades d‘alteraci6 metabolica en els microarrays,
independentment de la seva significacid i del sentit de la seva variacié.

De les situacions d’alteracié metabolica estudiades (Ob, DM i IR)(taula 4, 5 i
6) l'obesitat és la que presenta major nombre de gens reguladors de la
limfogénesi expressats diferencialment de manera significativa (p<0,05
segons prova t de Welch) (15%) considerant els resultats de teixit adipds
visceral i subcutani de manera conjunta.

En pacients obesos (taula 4) s’observa molta diferéncia entre la quantitat de
gens que s’expressen diferenciadament en teixit adipds visceral en
comparacié al teixit adipds subcutani (13% i 1% respectivament). El teixit
adipds subcutani i visceral no comparteixen cap gen perd si que hi ha
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presencia de dos gens paralogs entre ells, el de CCL7 en teixit adipds
subcutani i el de CCL2 en el visceral.

Els resultats en teixit adipds visceral de pacients obesos ens mostren gens
majoritariament augmentats (taula 4). El 83% de tots els gens del llistat de
la limfogenesi modifiquen la seva expressié en funcid de la condicid
d’obesitat. Aquests correspondrien a processos relacionats amb inflamacio,
immunitat i apoptosi. En teixit adipds subcutani d’obesos només trobem dos
gens expressats significativament de manera diferenciada: CCL7 que
augmenta i EPHB4 que disminueix.

Taula 4. Llistat de gens reguladors de la limfogénesi diferencialment expressats en |'obesitat
(Ob).

Obesitat vs No Obesitat

Teixit adipods visceral Teixit adipds subcutani
Gen expressio nivell canvi | Gen expressio nivell de canvi
Ptgs2 augmenta 59,5092 Ccl7 augmenta 3,2512
Il1b augmenta 50,2861 | Ephb4 baixa 1,3324
Cxcl3 augmenta 37,1129
Ptgs2 augmenta 29,8716
Cxcl3 augmenta 28,3378
I/8ra augmenta 22,8079
Cxcr4 augmenta 15,8460
Ccl2 augmenta 12,7496
Icaml1 augmenta 7,3385
Kif2 augmenta 6,2967
Ifng augmenta 4,2253
Ccr7 augmenta 3,5658
Kif2 augmenta 3,5098
Nrp2 augmenta 3,1872
Rel augmenta 2,7575
Id2 augmenta 2,3217
Tir1 augmenta 2,2594
Ptger2 augmenta 2,0936
Lta augmenta 1,7635
Angptl4 augmenta 1,6257
Rela augmenta 1,6170
Pik3r1 augmenta 1,4270
Cxcl12 baixa 7,0703
Igfi1 baixa 2,6100
Igf1 baixa 2,4473
Emilin1 baixa 1,2921
Col18a1 baixa 1,2326

S’'ha de destacar també que els gens que es modifiquen en 'obesitat ho fan
amb un nivell de variabilitat molt alt arribant a nivells de canvi de gairebé
60 6 50 vegades (PTGS2 i IL1B respectivament) com a més destacables. El
que els vincularia molt amb l'obesitat.

Quan valorem en els resultats dels microarrays la condicié de Diabetis en
front de la de No Diabetis en pacients obesos (taula 5) observem un grau
similar d’expressié diferenciada de gens reguladors de la limfogénesi en
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teixit adipds subcutani (7%) i teixit adipds visceral (8%). Globalment hi
hauria més gens reprimits que sobre expressats, 86% vs 13% en teixit
adipds subcutani i 76% vs 23% en teixit adipds visceral.

Taula 5. Llistat de gens reguladors de la limfogénesi diferencialment expressats en la diabetis
(DM) en preséncia d’obesitat.

Diabetis vs No diabetis

Teixit adipds visceral obés | Teixit adip6s subcutani obes
Gen expressio nivell canvi | Gen expressio nivell de canvi
Pitx2 augmenta 3,6357 Reln augmenta 3,3986
E2f8 augmenta 2,3060 Id2 augmenta 1,3556
Col18a1 augmenta 1,4038 Cdh5 baixa 2,1691
Il1b baixa 6,7131 Fit4 baixa 2,4993
Cxcl3 baixa 5,1943 Fit4 baixa 1,7721
Cxcl3 baixa 4,8430 Ephb4 baixa 2,1640
Cxcr4 baixa 4,6827 Tnfrsfib baixa 1,9956
Icam1 baixa 2,5642 Notch1 baixa 1,9074
Ccl8 baixa 2,1930 Ctnnb1 baixa 1,6979
Tnfrsflb baixa 1,6757 Nfkb2 baixa 1,6693
Nfkb2 baixa 1,5272 Scarbl1 baixa 1,6627
Tird baixa 1,5220 Vegfa baixa 1,6385
Ifngr2 baixa 1,1478 Itga9 baixa 1,6082

Foxc2 baixa 1,3820

Kras baixa 1,2569

Quan es valora la condicié de IR vs No IR en pacients amb i sense obesitat
(taula 6) s’‘observa que la variabilitat dels gens relacionats amb la regulacid
de la limfogénesi es baixa.

Taula 6. Llistat de gens reguladors de la limfogénesi diferencialment expressats en la
resisténcia a la insulina (IR).

Insulinoresisténcia vs No Insulinoresisténcia

Teixit adipos visceral Teixit adipos visceral Teixit adipos subcutani
no obesos obesos obesos

Gen Expressio zgﬁﬂ: Gen expressio zgﬁﬂ: Gen expressio ::gﬂ:

Ccl2 augmenta 3,2653 | TIr2 augmenta 3,5865 |Hgf augmenta 1,5095
Efnb2 augmenta 1,3736 |Relb augmenta 2,1837
Gjb2 baixa 2,5964 | Tir4 augmenta 1,8522
Angpt2 baixa 1,6714 |Ifngrl augmenta 1,4383
Bir1 baixa 1,0175 | Hgf augmenta 1,2678
Gipc1 baixa 1,3832
Hras baixa 1,3670

Els gens que estan vinculats a la regulaci6 de la limfogenesi que
coincideixen amb els que estan modificats en la microarray on es confronta
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el teixit adipds visceral en relacié al teixit adipds subcutani queden reflectits
en la taula 7.

Taula 7. Llistat de gens reguladors de la limfogénesi diferencialment expressats en el teixit
adip0s visceral en relacié al subcutani en obesos.

Teixit adipos visceral vs Teixit adipos subcutani
Teixit adipos obés
Gen expressio nivell de canvi Gen expressio nivell de canvi
Pitx2 augmenta 14,3293 Ccl21 baixa 11,6229
Ptpni1 augmenta 2,1693 Cxclé6 baixa 10,0886
Ptpn11i augmenta 2,1614 Cxcr4 baixa 6,8655
Angptl4 augmenta 1,9952 Reln baixa 5,1825
Mapt augmenta 1,9327 Prox1 baixa 4,7418
Mapt augmenta 1,7709 Prox1 baixa 2,7108
Ptpnii augmenta 1,7925 Ccl5 baixa 4,5772
Ptpn11i augmenta 1,7323 Celsri baixa 3,5246
Hras augmenta 1,4770 Ifng baixa 3,3292
Scarb1 augmenta 1,4456 Kif2 baixa 2,7334
Tgfbri augmenta 1,3094 Gjaiz baixa 2,3856
Gipc1 augmenta 1,2378 Kif2 baixa 2,2508
Vegfc baixa 2,1111
Id2 baixa 2,0295
Id2 baixa 1,9018
Ccbel baixa 1,9907
Ptprc baixa 1,8961
Ppplri3b baixa 1,7055
Prkca baixa 1,5237
Tgfbi baixa 1,4185
Pten baixa 1,2200
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Estudi 2 - Valoracio de I'expressio de prox1 i de pdpn
en funcio del tipus de teixit adipos

La taula 8 descriu les dades cliniques, antropometriques i bioquimiques de
cadascuna de les cohorts utilitzades per aquest estudi.

Taula 8. Descripcié dades cliniques, antropometriques i bioquimiques dels pacients de les

cohorts 1, 2, 3i 4.

COHORT (1) COHORT (2) COHORT (3) COHORT (4)
N 55 24 79 12
Génere (Home / dona) 31/ 24 8/ 16 39/40 10/ 2
Edat (anys) 58 +14 39 + 11 52 +16 52 + 17
Pes (Kg) 74,2 £ 13,1 149,1 + 29,3 79,5 (68,0-115,3) 85,0 £ 20,0
IMC (kg / m?) 27,3+ 3,7 56,8 £ 8,7 28,6 (25,5 - 45,0) 28,3 £5,6
Colesterol total (mM) 5,08 £1,11 5,13 £1,05 5,11 £ 1,08 5,45 £ 0,93
HDL colesterol (mM) 1,40 £ 0,39 1,11 £ 0,28 1,27 £ 0,43 1,21 £ 0,24
LDLcFriedewald (mM) 3,13 £ 1,02 3,41 £ 1,04 3,25 £ 0,99 3,72 £ 0,79
Triglicérids (mM) 1,22 £ 0,68 1,57 £ 0,91 1,18 £ 0,48 1,35+ 0,65
Glicerol (M) 222,3 £137,6 241,5 £ 123,0
Glucosa (mM) 5,52 (4,87 - 6,11) 5,26 £ 0,65 5,41 £ 0,84 5,39 (4,88 - 5,80)
Insulina (pU/ml) 2,18 £ 0,49 3,24 = 2,06 3,88 (2,05 -7,03) 8,65 £ 7,50*
PAS (mmHg) 130 £ 17 138 £ 20 132 £ 18 132 £ 22
PAD (mmHg) 73 £ 12 83 +14 76 £ 13 78 £ 7
Diabetis (%) 14 29 18 0
HTA (%) 23 50 22 16

* n=6; Les dades s’expressen com mitjana = DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no
normal)

Com que els estudis comparatius de |'expressié genica de prox1 i pdpn en
funcid del géenere no van determinar diferéncies significatives en cap dels
teixits considerem que aquest dos gens no presenten dimorfisme sexual.
Aix0 ha conduit a fer I'analisi de les cohorts en la seva globalitat sense fer
distincio del genere (dades no mostrades).

Els resultats dels microarrays mostren que I'expressié del gens prox1 i pdpn
esta disminuida en teixit adipds subcutani en relacié al visceral en pacients
obesos tot i que només es donen variacions estadisticament significatives
en el cas de prox1 (Taula 9). L'expressié dels gens d’interes valorada per
RT-PCR mostra en les tres cohorts major expressié en teixit adipds visceral
que subcutani (Figura 21 i taula 10).

Taula 9. Expressio diferencial de prox1 i pdpn en microarray de teixit adipoés d’obesos.

SC vs VIS
GEN SONDA ) Nivell p
expressio de
canvi
1 A_24_P88266 disminuida 2,711 | <0,05
rox
p A_23 P137634 disminuida 4,742 | <0,05
d A_23_P430068 disminuida 2,983 n.s
n
pap A_24 P299685 disminuida 3,269 n.s

P<0,05 segons prova t de Welch
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Figura 21. Expressio de prox1 (a,b,c) i pdpn (d,e,f) en teixit adipds subcutani (TAS) i visceral (TAV) en les diferents cohorts:
aidcohort1; biecohort?2;cifcohort3.
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Taula 10. Expressidé génica per RT-PCR de prox1 i pdpn en funcié del tipus teixit adipos.

gen tlpu_s _de Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3
teixit
0,1065 0,0515
SC 0,0038 + 0,0027
(0,0436 - 0,2401) (0,0056-0,1551)
Prox1
0,1962
VIS 0,3966 £ 0,3473% 0,0230 £ 0,0124%*
(0,0315-0,4282)*
SC 0,4792 £ 0,2524 0,0545 + 0,0401 0,3364+0,2496
Pdpn
0,6100
VIS 1,5386 + 1,3234% 0,1945 £ 0,0935%*
(0,2400-1,6300)*

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal).
*p < 0,001 prova de U de Mann-Whitney.

S’avalua I'expressio proteica de PDPN en la cohort 4 constatant que no hi ha
diferencies significatives entre els dos tipus de teixit adipds (Figura 22).

Figura 22. Quantificacié d’expressié proteica de PDPN en la cohort 4 (relacié teixit adipos
subcutani i visceral).
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Estudi 3 - Valoracio de I'expressio de prox1 i pdpn en
presencia d’alteracio metabolica

1. Expressio de prox1 i pdpn en funcio de la preséncia d’alteracio
metabolica.

La taula 11 resumeix les dades cliniques, bioquimiques, antropometriques
dels pacients de la cohort d’estudi 3 en funcid de si presenten o no alteracié
metabolica (No:IMC< 25 i sense diabetis; Si:IMC > 25 amb o sense
diabetis). Els grups generats per la segmentacié de la cohort en funcié de
I'alteracid metabolica estan ajustats per edat i génere. Les diferencies
significatives entre grups s’observen en variables antropometriques (IMC i
Pes) i en nivells de glucosa. Aix0 respon a la propia definicié dels grups. Més
enlla d’aquesta distincid destaca I'augment significatiu de la pressid arterial
en el grup de pacients amb alteracié metabolica.

Taula 11. Descripcidé de la cohort 3 segmentada per la preséncia d’alteraciéo metabolica.

ALTERACIO METABOLICA

NO SI P

N 15 62

Génere (home / dona) 10/5 28/ 34 0,160
Edat (anys) 50 + 15 53+ 16 0,512
Pes (Kg) 65,0 (60,0 - 68,0) 84,5 (73,7 - 135,0) <0,001+
IMC (kg / m?) 23,6 (22,1 - 23,9) 30,7 (27,1 - 52,8) <0,001+
Colesterol total (mM) 50x1,0 51x1,1 0,882
HDL colesterol (mM) 1,5+£0,5 1,3£0,3 0,230
LDLcFriedewald (mM) 3,1+1,1 3,2+0,9 0,624
Triglicérids (mM) 1,1+0,5 1,2+0,5 0,228
Glucosa (mM) 4,8 +£0,7 56+0,8 0,001+
Insulina (pU/ml) * 3,27(2,16 - 7,93) 4,04 (2,16 - 7,01) 0,663
PAS (mmHg) 118 + 11 136 + 18 0,001t
PAD (mmHg) 66 + 9 78 + 13 0,005+
Diabetis (%) 0 24 0,030%
HTA (%) 13 25 0,192

Les dades s’expressen com mitjana + DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal)

tp de la prova de U de Mann-Whitney; #p de |'estadistic exacte de Fisher

Els pacients del grup amb alteracié metabolica presenten una disminucié en
I'expressié de prox1 i pdpn en els diferents tipus de teixit adipds (taula 12)
sent significativa Unicament en I'expressié de proxl en teixit adipds
subcutani (taula 12 i figura 23).
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Taula 12. Expressié génica de prox1 i pdpn en teixit adipds subcutani i visceral en funcié de
la preséncia d’alteracié6 metabodlica en la cohort 3.

ALTERACIO METABOLICA
NO SI P
N 15 62
Proxl1 sc 0,1065 (0,0332-0,2696) | 0,0468 (0,0051-0,1559) | 0,048
Prox1 vis 0,2312 (0,1185-0,4219) | 0,1809 (0,0274-0,4724) | 0,132
Pdpn sc 0,4327 £ 0,1755 0,3222 + 0,055 0,074
Pdpn vis 0,8400 (0,4600-2,5800) | 0,535 (0,2296-1,4200) | 0,085

Les dades s’expressen com mitjana + DE (distribucié normal); mediana
(RIQ) (distribucio no normal); p de la prova de U de Mann-Whitney.

Figura 23. Expressio de prox1 en teixit adipos subcutani en funcié de I'alteracié metabolica.
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2. Vincles de les variables d'estudi amb l'expressio de prox1 i pdpn
en alteracio metabolica.

En les taules 13 i 14 es poden observar les correlacions que s’han donat al
confrontar variables bioquimiques, antropometriques (taula 13) i
d’expressié genica (taula 14) amb les variables d’interés (prox1 i pdpn) en
els grups que deriven de la segmentacid de la cohort 3 en funcié de
I'alteraci6 metabolica (No:IMC< 25 i sense diabetis; Si:IMC > 25 amb o
sense diabetis). Un 72% (83 gens) de totes les variables confrontades estan
relacionades de manera significativa amb les variables d’interes. D’aquestes
variables n'hi ha 72 (87%) que ho fan en el grup d’alteracié metabolica
mentre que només 15 (18%) ho fan en el grup de no alteracié metabdlica,
el que indica que hi ha variables (11 gens) que tenen correlaci6 amb les
variables d’interes tant en una situacié com en una altra.

En la condicid de no alteraci6 metabdlica hi ha 8 correlacions amb les
variables d’interés que son altament significatives (p<0,01) amb coeficients
de correlacid (r) que van de 0,664 a 0,836. Amb menor grau de correlacié
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(p<0,05) n’hi ha 25 que tenen coeficients de correlacid (r) que van de
0,514 a 0,639.

En la condicid d’alteracié6 metabolica hi ha 148 correlacions altament
significatives (p < 0,01) amb coeficients de correlacid (r) que van de 0,346
fins 790. En la mateixa condicié hi ha 52 correlacions que es mostren
menys significatives (p<0,05) i amb coeficients de correlacid (r) que
oscil-len entre 258 i 400.

En la taula 13 podem destacar que en la condicié d’alteracié metabolica les
variables pes, IMC, perimetre cintura, perimetre maluc, PCR, GPT i la PAD
manifesten una correlacié inversa amb |'expressido de prox1 i pdpn. Mentre
que edat, colesterol HDL, creatinina, insulina, adiponectina i NEFA
manifesten una correlacié directa.

Taula 13. Correlacions de variables antropomeétriques i bioquimiques amb prox1 i pdpn.

ALTERACIO METABOLICA
NO SI
Prox1 sc | Prox1 vis | Pdpn sc | Pdpn vis | Prox1 sc | Prox1 vis | Pdpn sc | Pdpn vis
r r r r r r r r

Edat -0,579%* -0,179 -0,106 -0,243 0,566** 0,544** 0,584** | 0,676**
Pes -0,303 0,023 0,080 0,043 -0,688** | -0,668** |-0,720** | -0,626**
IMC -0,102 0,050 -0,324 -0,161 -0,718** | -0,638** |-0,705** | -0,583**
Perimetre cintura -0,306 0,208 -0,130 0,005 -0,646** | -0,680** |-0,656** | -0,643**
Perimetre maluc 0,025 0,289 -0,026 0,043 -0,715** | -0,606** | -0,706** | -0,579**
Colesterol Total -0,175 -0,018 -0,561%* 0,05 0,062 0,015 0,061 0,020
Colesterol HDL -0,325 -0,714%* -0,175 -0,300 0,346** 0,192 0,290* 0,258%*
PCR 0,500 0,500 -0,500 0,500 -0,624** | -0,555** |-0,436** | -0,597**
Creatinina 0,502 0,163 0,132 0,427 0,242 0,281%* 0,207 0,323*
Insulina -0,060 -0,093 -0,366 -0,110 0,286* 0,368** 0,400* * 0,266
Adiponectina -0,057 -0,318 0,125 -0,039 0,154 0,200 0,294%* 0,274*
GPT -0,263 0,467 -0,491 -0,383 -0,584%** -0,398* |-0,576** | -0,536**
NEFA 0,064 0,145 0,045 -0,055 0,248 0,369** 0,371** | 0,372%%
PAD 0,108 -0,033 -0,057 0,137 -0,329%* -0,362%* -0,301%* -0,330%
Tabac -0,585* -0,100 0,283 0,234 -0,271 -0,158 -0,084 0,005

r:coeficient de correlacié de Spearman; * p<0,05, ** p<0,01.

Quan analitzem les variables géniques estudiades podem constatar un ampli
nombre de correlacions tant positives com negatives amb els marcadors
principals d’estructuracié limfatica seleccionats en I'estudi. En la taula 14 es
poden observar un gran nombre de correlacions amb les variables d’interes.
Podem considerar diferents ambits d’estudi dels resultats. D’una banda
considerar que hi ha variables que correlacionen amb totes les variables
d'interés en tot tipus de teixit adipds, independentment del teixit adipds on
s’expressin elles mateixes. Un altre ambit d’estudi correspondria a les
variables que com a minim es correlacionen amb les variables d’interés del
mateix teixit on s’expressen i després caldria considerar aquelles variables
gue només ho fan des d’un tipus concret de teixit adipos.
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Taula 14. Correlacions d’expressions geéniques amb proxl i pdpn en situacié d’alteracid

metabolica.
ALTERACIO METABOLICA
NO SI
Gens Prox1 sc Prox1vis Pdpnsc Pdpnvs Prox1sc Prox1vis Pdpnsc Pdpnvs
r r r r r r r r

Prox1 sc 1 0,204 0,048 -0,004 1 0,739** 0,692** 0,501 **
Prox1 vis 0,204 1 0,052 0,596* 0,739** 1 0,662** 0,664 **
Pdpn sc 0,048 0,052 1 0,266 0,692** 0,662** 1 0,739**
Pdpn vis -0,004 0,596* 0,266 1 0,501 %% 0,664 ** 0,739** 1
Acsl1 sc 0,004 0,182 -0,309 0,421 -0,053 -0,072 -0,400%* -0,183
Acsl1 vis 0,000 -0,061 -0,577% -0,275 0,153 0,057 -0,340%* -0,142
Acss2 sc 0,179 0,329 0,011 0,532% -0,006 -0,247 -0,186 -0,126
Adipsin sc 0,475 -0,071 0,424 0,029 -0,095 -0,352% -0,192 -0,255
Adipsin vis 0,400 -0,393 -0,290 -0,764** | -0,411%%* -0,689%* -0,427** | -0,487**
Apelin sc 0,011 -0,518%* 0,193 -0,114 -0,015 -0,068 0,105 0,009
Apm sc 0,321 0,236 0,366 0,150 -0,408%* -0,481%* -0,418%* -0,298%*
Apm vis 0,639* -0,200 0,334 -0,343 -0,435%* -0,617** -0,644** | -0,547**
Aqgp7 sc -0,336 0,146 0,454 -0,186 -0,411%%* -0,490%* -0,515%%* -0,360%*
Agp7 vis 0,396 -0,046 0,232 -0,471 -0,226 -0,401** -0,477** | -0,396**
Atg3 sc 0,179 0,575% 0,250 0,446 0,571** 0,567** 0,687** 0,601 %%
Atg3 vis 0,139 0,214 0,275 0,511 0,664 ** 0,598** 0,675** 0,591 %%
Atg7 sc 0,561* 0,154 -0,193 -0,125 0,790** 0,505** 0,569** 0,437**
Atg7 vis 0,454 0,450 -0,181 -0,189 0,642** 0,692** 0,555** 0,497**
Atgl sc -0,275 0,089 -0,013 0,043 -0,478%* -0,457** -0,487** -0,272
Atg Iis 0,404 -0,275 -0,234 -0,461 -0,296%* -0,598%* -0,583** | -0,511%*
Azgp sc 0,032 -0,107 0,533%* 0,039 0,001 -0,232 -0,250 -0,241
Azgp vis 0,582% 0,104 0,250 0,057 0,003 -0,175 -0,170 -0,117
Bcl2 sc -0,143 -0,200 -0,443 -0,004 0,557*% 0,526** 0,551*% 0,593**
Bcl2 vis -0,182 -0,264 -0,063 -0,468 0,567** 0,536** 0,533** 0,494 **
Cavl sc 0,336 0,114 0,179 0,296 -0,165 -0,377% -0,142 -0,2
Cav1 vis 0,343 -0,368 0,200 -0,543%* -0,203 -0,580%** -0,511** | -0,534**
Cptla sc 0,129 -0,293 -0,354 -0,064 0,634** 0,536** 0,580** 0,558**
Cptla vis -0,407 0,404 0,084 0,350 0,639** 0,712%** 0,692** 0,673**
Ddit3 sc 0,579* 0,168 0,141 0,039 0,113 0,012 -0,134 -0,284
Ddit3 vis 0,354 0,086 0,125 -0,096 -0,094 0,006 -0,170 -0,299%*
Dgat1 sc -0,171 0,143 -0,170 0,214 -0,326%* -0,405%* -0,445%* -0,255
Dgat1 vis 0,336 -0,275 0,023 -0,454 -0,255 -0,525%* -0,534** | -0,528%**
Fabp4 sc -0,261 0,136 0,204 0,118 -0,649%* -0,675%* -0,652** | -0,588%*
Fabp4 vis 0,150 -0,132 0,304 -0,307 -0,510%* -0,695%* -0,707** | -0,666**
Fiaf vis 0,175 -0,132 0,181 -0,546%* -0,119 -0,508%** -0,279 -0,399%*
Gk vis 0,175 0,514% 0,245 0,782** -0,136 -0,162 -0,023 -0,095
Grp94.vis 0,286 0,318 0,207 0,664** -0,233 -0,231 -0,199 -0,138
Grp78 vis -0,250 0,461 0,170 0,836** -0,264 -0,182 0,065 -0,077
Hif sc 0,121 0,189 0,247 0,350 -0,198 -0,320%* -0,078 -0,376%*
Hif vis -0,029 0,439 0,300 0,521%* -0,254 -0,334% -0,091 -0,146
Hyoul vis -0,054 0,607* -0,030 0,668** -0,411%* -0,323%* -0,086 -0,253
Il1b vis 0,018 0,393 0,261 0,354 -0,250 -0,375% -0,153 -0,077
Len2 vis 0,161 0,489 0,195 0,389 -0,366%* -0,090 -0,158 -0,130
Lipe sc -0,186 0,046 0,136 0,164 -0,267 -0,386%* -0,465*%* | -0,459%*
Lipe vis 0,304 -0,032 0,420 -0,104 -0,109 -0,360%* -0,370%* -0,343%*
Lpin1 sc -0,125 -0,054 -0,061 0,014 -0,122 -0,291 -0,323%* -0,319%*
Mcp1ir sc 0,050 0,118 0,774** 0,514%* -0,283 -0,161 -0,059 -0,152
Obes sc -0,018 -0,032 0,127 0,200 -0,415%* -0,022 -0,215 -0,027
Obes vis -0,411 -0,521% -0,481 -0,221 -0,237 -0,243 -0,154 -0,062
Omn sc -0,271 -0,025 0,284 0,586%* 0,463** 0,371%* 0,101 0,007
Omn vis 0,150 0,432 0,195 0,718** -0,143 0,145 0,011 0,270
Pail sc -0,161 -0,082 0,293 0,418 -0,317% -0,139 0,137 0,086
Pckl1 sc -0,079 0,179 0,309 -0,050 -0,246 -0,306%* -0,299%* -0,253
Pck1 vis 0,214 0,186 0,304 -0,007 0,026 -0,313% -0,207 -0,161
Pde3b vis 0,400 -0,407 0,204 -0,379 0,012 -0,412%%* -0,327% -0,335%*
Plin sc -0,239 0,282 0,164 0,150 -0,356* -0,510%* -0,418%* -0,197
Plin vis 0,307 -0,432 0,145 -0,600%* -0,094 -0,436%** -0,352% -0,385%*
Ppara sc 0,189 0,100 0,143 -0,039 -0,118 -0,337% -0,360%* -0,418**
Ppara vis 0,261 0,046 0,182 0,014 -0,285 -0,348%* -0,201 -0,403**
Pparysc -0,311 -0,161 -0,055 -0,129 -0,342% -0,370%* -0,336%* -0,032
Pparyvis 0,364 -0,375 -0,152 -0,639%* -0,260 -0,551*%* -0,416** -0,365%*
Ppardsc 0,071 -0,093 0,155 -0,064 -0,175 -0,442%* -0,439** | -0,623**
Ppardvis -0,121 0,432 0,409 0,35 -0,282 -0,357* -0,293 -0,547**
Rorc vis -0,304 0,079 0,114 0,468 -0,138 0,307%* 0,172 0,213
Vegfa sc -0,218 -0,193 0,130 -0,025 0,554** 0,417** 0,494 ** 0,493**
Vegfa vis -0,264 0,239 -0,005 0,243 0,449** 0,482** 0,613** 0,580%**
Xbp1 sc 0,271 -0,018 0,252 0,211 0,147 0,193 0,464** 0,241
Xbp1 vis -0,204 0,371 0,188 0,614%* -0,213 0,022 0,193 0,212

r:coeficient de correlacié de Spearman; * p< 0,05, ** p<0,01.
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Destaquem el subgrup de gens que en ambdues expressions, subcutania i
visceral, manifesten vincles amb tots els gens d’interés tant en I'ambit
subcutani com visceral. Agafant a tall d’exemple el gen de apm veiem que
tant l'expressid subcutania com la visceral d’aquest gen manifesten
associacido amb totes les variables d’interes en totes les seves condicions,
tant en I'ambit d’expressid subcutania com visceral. Sén els gens apm, bcl2,
cptlia, fabp4, vegfa, atg3 i atg/ els que formen part d’aquest subgrup. A
més a més, cal tenir presents també dos gens, agp” i atgl, que només
manquen de correlacid6 amb prox1 subcutania per part de agp” visceral i
amb pdpn visceral per part de atgl/ subcutania que també es podrien
considerar dins d’aquest grup donat que no estarien lluny de tenir-la,
acomplint significacio per a la resta (taula 15).

Taula 15. Subgrup de variables antropometriques, bioquimiques i géniques que es vinculen
tant en teixit adipds subcutani com visceral amb prox1 i pdpn.

ALTERACIO METABOLICA
NO SI
Proxlsc | Proxlvis | Pdpnsc | Pdpnvis | Proxlsc | Proxlvis | Pdpnsc | Pdpnvis
r r r r r r r r

Edat -0,579%* -0,179 -0,106 -0,243 0,566** 0,544*x* 0,584** | 0,676**
Pes -0,303 0,023 0,080 0,043 -0,688** | -0,668** |-0,720** | -0,626**
IMC -0,102 0,050 -0,324 -0,161 -0,718** | -0,638** | -0,705** | -0,583**
Perimetre cintura -0,306 0,208 -0,130 0,005 -0,646** | -0,680** | -0,656** | -0,643**
Perimetre maluc 0,025 0,289 -0,026 0,043 -0,715** | -0,606** | -0,706** | -0,579**
PCR 0,500 0,500 -0,500 0,500 -0,624** | -0,555** |-0,436** | -0,597**
GPT -0,263 0,467 -0,491 -0,383 -0,584** -0,398%* -0,576** | -0,536**
PAD 0,108 -0,033 -0,057 0,137 -0,329%* -0,362* -0,301%* -0,330%*
Adipsin vis 0,400 -0,393 -0,290 -0,764** | -0,411** | -0,689** | -0,427** | -0,487**
Apm sc 0,321 0,236 0,366 0,150 -0,408** | -0,481** | -0,418** | -0,298%*
Apm vis 0,639* -0,200 0,334 -0,343 -0,435** | -0,617** | -0,644** | -0,547*%*
Agp7 sc -0,336 0,146 0,454 -0,186 -0,411** | -0,490** | -0,515** | -0,360%*
Agp7 vis 0,396 -0,046 0,232 -0,471 -0,226 -0,401** | -0,477** | -0,396**
Atg3 sc 0,179 0,575* 0,250 0,446 0,571%%* 0,567** 0,687** | 0,601%*%*
Atg3 vis 0,139 0,214 0,275 0,511 0,664** 0,598** 0,675** | 0,591%*%*
Atg7 sc 0,561* 0,154 -0,193 -0,125 0,790** 0,505** 0,569** | 0,437**
Atg7 vis 0,454 0,450 -0,181 -0,189 0,642%* 0,692%* 0,555** | 0,497*%*
Atgl sc -0,275 0,089 -0,013 0,043 -0,478** | -0,457** | -0,487** -0,272
Atgl vis 0,404 -0,275 -0,234 -0,461 -0,296* -0,598** | -0,583** | -0,511**
Bcl2 sc -0,143 -0,200 -0,443 -0,004 0,557** 0,526%** 0,551** | 0,593*%*
Bcl2 vs -0,182 -0,264 -0,063 -0,468 0,567** 0,536** 0,533** | 0,494**
Cptla sc 0,129 -0,293 -0,354 -0,064 0,634** 0,536** 0,580** | 0,558%**
Cptla vis -0,407 0,404 0,084 0,350 0,639** 0,712%%* 0,692** | 0,673*%*
Fabp4 sc -0,261 0,136 0,204 0,118 -0,649** | -0,675** | -0,652** | -0,588**
Fabp4 vis 0,150 -0,132 0,304 -0,307 -0,510** | -0,695** | -0,707** | -0,666**
Vegfa sc -0,218 -0,193 0,130 -0,025 0,554** 0,417** 0,494** | 0,493**
Vegfa vis -0,264 0,239 -0,005 0,243 0,449** 0,482** 0,613** | 0,580**

r:coeficient de correlacié de Spearman; * p< 0,05, ** p<0,01.

Els resultats es podrien considerar també valorant la coexpressido en el
mateix tipus de teixit adipds. Aquest és el cas del gen plin que expressant-
se en teixit adipds subcutani es relaciona amb I'expressidé de prox1 i pdpn
en I'ambit subcutani. Es també el cas dels gens adipsin, cavl, fiaf, lipe i plin
que donada la seva expressié en teixit adipds visceral tenen relaci6 amb
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I'expressié de prox1 i pdpn en el mateix tipus de teixit adipds, en aquest
cas, el visceral i a més a més la fan de manera inversa (taula 14).

Regressions de les variables amb correlacido amb prox1 i pdpn en alteracio
metabodlica

De les 200 correlacions significatives observades amb les variables d’interés
en alteracid metabolica en la cohort 3 cal destacar que n’hi ha 131 que
veuen reforcada I'associacié per la seva significacid en I'estudi de regressié
lineal (taula 16, taula 17 i taula 18).

Taula 16. Regressions de les variables antropométriques i bioquimiques que tenen correlacio
amb prox1 i pdpn,sci vis.

Prox1 sc Prox1 vis
Variable R? B P Variable R? B P
Edat 0,167 | 0,408 0,001 |Edat 0,148 | 0,385 | 0,002
Pes 0,159 | -0,399 | 0,001 |Pes 0,176 | -0,419 | 0,001
IMC 0,194 | -0,441 | < 0.001 |IMC 0,191 | -0,437 | <0,001
Perimetre cintura 0,134 | -0,367 0,005 Perimetre cintura 0,202 -0,45 <0,001
Perimetre maluc 0,158 | -0,398 0,002 Perimetre maluc 0,175 ] -0,418 0,001
GPT 0,146 | -0,382 0,020 | Creatinina 0,113 | 0,336 0,009
NEFA 0,021 | 0,146 0,28
Pdpn sc Pdpn vis

Variable R? B P Variable R? B P
Edat 0,326 | 0,571 | <0,001 |Edat 0,266 | 0,516 | <0,001
Pes 0,461 | -0,679 <0,001 | Pes 0,256 | -0,506 | <0,001
IMC 0,488 | -0,698 | <0,001 |IMC 0,236 | -0,486 | <0,001
Perimetre cintura 0,383 | -0,619 <0,001 | Perimetre cintura 0,261 | -0,511 | <0,001
Perimetre maluc 0,477 | -0,691 | <0,001 |Perimetre maluc 0,201 | -0,448 | <0,001
HDL Colesterol 0,077 | 0,277 0,030 |PCR 0,131 | -0,363 | 0,025
PCR 0,128 | -0,357 0,028 GPT 0,212 | -0,461 0,004
Insulina 0,165 | 0,406 0,003 | NEFA 0,124 | 0,353 | 0,007
Adiponectina 0,080 | 0,282 0,030

GPT 0,271 ] -0,521 0,001

NEFA 0,131 | 0,363 0,006

R?, B i p de I'analisi de regressié lineal simple

Destacar que les variables antropomeétriques i bioquimiques manifesten un
nombre d’‘associacions equanime amb les variables d’intereés; el nombre
d’associacions és similar en ambdds tipus de teixit adipds. Per part de les
variables geniques podem constatar que hi ha moltes més associacions amb
I'expressié de proxl visceral que amb la subcutania. Mentre que en
I'expressié de pdpn passaria el contrari, hi ha més associacions amb
I'expressié de pdpn subcutania que amb la seva expressio visceral.

Seguint amb les variables geniques destacar que |'expressié de prox1
subcutania té el mateix nombre d’associacions amb variables vinculades al
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teixit adipds subcutani com amb el visceral. Destaquen els gens fabp4, atg3
i atg7 que manifesten associacié tant des de la seva expressid en teixit
adipos subcutani com visceral.

Pel que fa a I'expressié de prox1 visceral comentar que majoritariament les
associacions es fan des del mateix teixit adipds visceral. Destacar també
que les associacions amb els gens apm, agp”7, fabp4, lipe, plin, pparyi atg3
es donen tant des de I'expressié d’aquests gens en teixit adipds subcutani
com visceral (taula 17).

Taula 17. Regressions de les variables geniques que tenen correlacié amb prox1 sci vis.

Prox1 sc Prox1 vis
Variable R? B P Variable R2 B P
Prox1 vis 0,169 | 0,411 0,001 | Proxl sc 0,169 | 0,411 0,001
Pdpn sc 0,103 | 0,321 0,011 | Pdpn sc 0,222 | 0,471 | <0,001
Bcl2 vis 0,098 | 0,313 0,014 | Pdpn vis 0,133 | 0,365 0,004
Cpti1A sc 0,121 | 0,347 0,007 | Adipsin vis 0,216 | -0,465 0,001
Fabp4 sc 0,130 | -0,360 0,007 |Apm sc 0,108 | -0,328 0,028
Fabp4 vis 0,091 | -0,302 0,028 |Apm vis 0,152 | -0,389 0,004
Atg3 sc 0,195 | 0,442 <0,001 |Agp7 sc 0,119 | -0,344 0,021
Atg3 vis 0,187 | 0,433 <0,001 |Agp7 vis 0,148 | -0,385 0,009
Atg7 sc 0,407 | 0,638 <0,001 |Atgl vis 0,146 | -0,382 0,010
Atg7 vis 0,194 | 0,456 <0,001 |Cavi vis 0,241 | -0,491 0,001
Cptia vis 0,091 | 0,301 0,018
Dgat1 vis 0,155 | -0,393 0,008
Fabp4 sc 0,148 | -0,385 0,004
Fabp4 vis 0,152 | -0,39 0,004
Fiaf vis 0,203 | -0,451 0,002
Lipe sc 0,088 | -0,296 0,048
Lipe vis 0,104 | -0,322 0,031
Pde3b vis 0,16 | -0,399 0,007
Plin sc 0,129 | -0,359 0,015
Plin vis 0,182 | -0,427 0,003
Pparg sc 0,087 | -0,295 0,049
Pparg vis 0,219 | -0,468 0,001
Pparg sc 0,102 | -0,319 0,033
Rorc vis 0,147 | 0,384 0,009
Atg3 sc 0,135 | 0,367 0,004
Atg3 vis 0,174 | 0,417 0,001
Atg7 vis 0,336 | 0,579 <0,001

R?, B i p de I'analisi de regressid lineal simple

L'expressié de pdpn subcutania té major nombre d’associacions vinculades
al teixit adipds visceral que el subcutani. Els gens prox1, apm, agp7, atgl,
bcl2, cptla, dgatl, fabp4, lipe, plin, pparg, vegfa, atg3 i atg7 mantenen
associacid amb pdpn subcutania tant des de la seva expressidé en teixit
adipds subcutani com visceral (taula 18).
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L'expressié de pdpn visceral té major nombre d’associacions amb variables
géniques que s’expressen en teixit adipds visceral que subcutani. Els gens
agp7, cptla, fabp4, lipe, ppara, atg3 i atg7 mantenen associacid amb pdpn
visceral tant des de la seva expressid en teixit adipdés subcutani com
visceral.

Taula 18. Regressions de les variables géniques que tenen correlacié amb proxisc i vis.

Pdpn sc Pdpn vis
Variable R? B P Variable R? B P
Prox1 sc 0,103 0,321 0,011 Prox1 vis 0,133 0,365 0,004
Prox1 vis 0,222 0,471 <0,001 | Pdpn sc 0,429 0,655 <0,001
Pdpn vis 0,429 | 0,655 <0,001 | Adipsin vis 0,143 | -0,378 0,01
Acsl1 sc 0,141 | -0,375 0,017 | Apm vis 0,142 | -0,377 0,005
Adipsin vis 0,214 | -0,463 0,001 |Agp7 sc 0,104 | -0,323 0,03
Apm sc 0,152 | -0,390 0,008 |Agp7 vis 0,095 | -0,308 0,04
Apm vis 0,279 | -0,528 | <0,001 |Atg3 sc 0,292 | 0,541 <0,001
Agp7 sc 0,258 | -0,508 | <0,001 |Atg3 vis 0,272 | 0,521 <0,001
Aqgp7 vis 0,185 | -0,430 0,003 |Atg7sc 0,065 | 0,255 0,049
Atg3 sc 0,584 | 0,764 <0,001 |Atg7 vis 0,121 | 0,347 0,006
Atg3 vis 0,564 | 0,751 <0,001 | Atgl vis 0,143 | -0,378 0,01
Atg7 sc 0,198 | 0,445 <0,001 |Bcl2 sc 0,140 | 0,373 0,003
Atg7 vis 0,171 | 0,413 0,001 |Cavil vis 0,167 | -0,409 0,005
Atgl sc 0,225 | -0,474 0,001 |Cptiasc 0,161 | 0,402 0,001
Atgl vis 0,331 | -0,575 | <0,001 |Cptia vis 0,175 | 0,419 0,001
Bcl2 sc 0,182 | 0,427 0,001 | Dgatlvis 0,173 | -0,416 0,004
Bcl2 vis 0,143 | 0,378 0,003 | Fabp4 sc 0,197 | -0,443 0,001
Cav1 vis 0,259 | -0,509 | <0,001 | Fabp4 vis 0,178 | -0,422 0,002
Cptla sc 0,252 | 0,502 <0,001 | Fiaf vis 0,089 | -0,298 0,047
Cptla vis 0,220 | 0,469 <0,001 |Lipe sc 0,162 | -0,402 0,006
Dgat1 sc 0,200 | -0,447 0,002 |Lipe vis 0,089 | -0,298 0,047
Dgatl vis 0,269 | -0,519 | <0,001 | Ppara sc 0,093 | -0,305 0,041
Fabp4 sc 0,449 | -0,670 | <0,001 |Ppara vis 0,105 | -0,323 0,03
Fabp4 vis 0,384 | -0,619 | <0,001 |Pparg vis 0,102 | -0,319 0,032
Lipe sc 0,202 | -0,450 0,002 | Pparg sc 0,153 | -0,391 0,008
Lipe vis 0,115 | -0,339 0,023 | Vegfa vis 0,225 | 0,475 <0,001
Lpin1 sc 0,108 | -0,329 0,028
Plin sc 0,131 | -0,361 0,015
Plin vis 0,089 | -0,298 0,047
Ppara sc 0,136 | -0,369 0,013
Pparg sc 0,179 | -0,423 0,004
Pparg vis 0,200 | -0,447 0,002
Ppard sc 0,272 | -0,521 | <0,001
Vegfa sc 0,223 | 0,472 <0,001
Vegfa vis 0,317 0,563 <0,001
Xbp1 sc 0,256 | 0,506 <0,001

R?, B i p de I'analisi de regressid lineal simple

Regressiod lineal de les variables antropomeétriques i bioguimiques

L'estudi de regressid lineal ha permes determinar la incidéncia major de
cadascuna de les variables sobre I'expressié dels gens d’interes. En el cas
de les variables de tipus antropometric i bioquimic comentar que gairebé el
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17% de la variabilitat dels nivells d’expressié genica de prox1 subcutani
(r’=0,167) s’expliquen per la variabilitat en I'edat (8=0,408; p=0,001). Pel
que fa referencia a prox1 visceral gairebé una cinquena part de la seva
variabilitat en I'expressié (r’=0,191) es justificaria per la variabilitat en els
valors de l'index de massa corporal (B=-0,437; p=0,001). Al voltant del
50% de la variabilitat de I'expressi6é de pdpn subcutani (r*=0,488) es podria
justificar mitjancant la variabilitat en els valors de I'index de massa corporal
(B=-0,698; p <0,001). El perimetre de cintura (B=-0,319; p=0,024) i I'edat
(B=0,323; p=0,022) justifiquen més d’una tercera part de la variabilitat de
I’'expressié de pdpn visceral (r’= 0,328).

Regressiod lineal de les variables géniques

Un pas d’estudi més que es va plantejar era el de determinar quines
variables geniques poden incidir majorment en I'expressid dels marcadors
d’estructuracio limfatica. Donat I'elevat nombre de correlacions trobades es
va decidir acotar les variables a estudiar a les d’aquell subgrup que tingui
associacié amb tots els marcadors de |'estructuracié limfatica.

Els resultats d’un model de regressié lineal que inclou I'expressié genica
dels 9 gens que s’han valorat abans en les correlacions que responen a
aquest subgrup mostren que el 40% de la variabilitat dels nivells
d’expressié génica de proxl subcutania (r’=0,407) s’expliquen per la
variabilitat en els nivells de I'expressid génica en teixit adipds subcutani de
atg7 (B=0,638; p<0,001). En el mateix sentit la variabilitat de prox1
subcutania s’explicaria també, en un 20% (r*=0,208), per la variabilitat de
I'expressid en teixit adipds visceral del gen de atg”7 (B=0,456; p<0,001).

Prox1 visceral no veuria justificada la seva variabilitat per cap expressio
génica provinent del teixit adipds subcutani. Mentre que si que ho faria per
I'expressié del gen de atg7 (B=0,336; p<0,001) en I'ambit visceral, que en
justificarien gairebé el 60% (r*=0,579)

Pel que fa referéncia a pdpn subcutania el 50% (r*=0,510) de la seva
variabilitat en I'expressiod es justificaria per la variabilitat en els valors de
I'expressié genica en teixit adipdés subcutani del gen bcl2 (B=-0,478;
p=0,001), atg3 (B=0,672; p<0,001) i agp7(B=-0,313; p=0,021). Sent per
part de I'expressié genica en teixit adipds visceral la del gen atg3 (B=0,751;
p<0,001) qui justificaria la variabilitat de la seva expressié en gairebé un
60% (r’=0,564).

L'expressié de pdpn visceral no es justifica mitjancant cap variabilitat en
I'expressié de gens en teixit adipds subcutani. Pel que fa a I'expressid en
teixit adipds visceral és |'expressié del gen de atg3 (B=0,521; p<0,001) qui
condiciona la variabilitat de pdpn en el mateix teixit en gairebé un 30%
(r*=0,272).
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Considerant els resultats de les variables géniques que s’associen amb les
variables d’interes en acord a la seva coexpressié en el mateix teixit adipds
comentar que la seva relacid amb les variables d’interes es veu reafirmada
per |'estudi de regressio lineal en tots els gens menys en I'expressio del gen
de plin en I'ambit subcutani amb prox1 subcutania i del gen de plin visceral
en relaci6 amb pdpn visceral. Quan analitzem la influéncia d’aquestes
variables geniques en funcidé d’'un model de regressié lineal podem constatar
que la variabilitat de prox1 visceral es justifica en gairebé un 25%
(r’=0,241) pel gen de la cavi visceral (B=-0,491; p=0,001). Mentre que la
variabilitat de pdpn visceral es justifica en un 16% (r’=0,167) per la del gen
de cavl (B=-0,450; p=0,001) visceral. Per prox1 i pdpn subcutania no es
pot fer I'estudi.

Regressid lineal de les variables antropomeétriques, bioguimigues i geniques
de manera conjunta.

Si agrupem totes les variables, antropomeétriques i géniques, que justifiquen
major grau de variabilitat de les variables d’interés en un uUnic model de
regressid lineal obtenim els resultats de la taula 19 diferenciats en funcid de
la variable d’interés, prox1 i pdpn, i pel tipus de teixit adipds on valora
I'expressio.

Taula 19. Sumari de les variables que més variabilitat de prox1 i pdpn justifiquen en cada
tipus de teixit adipos.

R? B P
prox1 sc atg7 sc 0,407 0,638 < 0,001
prox1 vis atg7 vis 0,336 0,579 < 0,001
pdpn sc atg3 sc 0,672 < 0,001
bcl2 sc 0,510 -0,478 0,001
aqgp7 sc -0,313 0,021
pdpn vis atg3 vis 0,272 0,521 < 0,001

R?, B i p de I'analisi de regressid lineal multiple

Com es pot observar totes les variables amb més pes en la variabilitat de
I'expressié de prox1 i pdpn sén geniques. Destaquen atg7 en |'ambit
d'expressié prox1 i atg3 en I'ambit d’expressié de pdpn.

Determinacié de |'efecte de I'exercici en |'expressid de prox1 i pdpn

D’acord amb aquests resultats i coneixedors de la incidencia que té I'exercici
sobre les variables antropometriques es va considerar interessant avaluar
en la cohort 1 I'efecte de I'exercici sobre els nivells d’expressié génica dels
gens d’interes. Per fer-ho es tenen en consideracié només els individus amb
alteracié metabolica i es divideix la cohort en funcié del nivell d’exercici.

121




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

RESULTATS

S’obtenen tres grups: els individus que no fan exercici fisic, els individus
qgue fan menys de cinc hores per setmana i els que en fan més de cinc
hores per setmana. Es important destacar que no hi ha diferéncies
significatives en els parametres antropomeétrics (index de massa corporal,
pes, perimetre cintura i perimetre maluc) entre aquests grups. Els resultats
indiquen que en aquesta cohort I'exercici fisic no té incidéncia significativa
sobre els nivells d’expressié genica de prox1 i pdpn subcutanies aixi com en
I'expressié de pdpn visceral. No obstant, els resultats mostren una
tendencia a una disminucid en els nivells d’expressié génica de prox1
subcutania en funcié del nivell d’exercici fisic tot i que aquests no mostren
significacié estadistica. Pel que fa a prox1 visceral hi ha una disminucid
significativa de la seva expressidé genica en el grup d’individus que fa més
activitat setmanal (taula 20).

Taula 20. Expressidé de prox1 i pdpn en funcié exercici fisic en la cohort 1.

EXERCICI FISIC
NO < 5 hores /ss > 5 hores /ss P
N 11 9 14
Prox1 sc 0,1584(0,0515-0,2939) 0,1220 (0,0419-0,4344) 0,0887(0,0512-0,2730) 0,970
Prox1 vis 0,3420 + 0,2005 0,6934 = 0,4502 0,2862 + 0,2954 0,023
Pdpn sc 0,4909 £ 0,2191 0,4399 + 0,1887 0,5567 = 0,3928 0,904
Pdpn vis 1,5787 + 1,6285 1,6573 + 1,0055 1,1814 + 0,9351 0,446

Les dades s’expressen com mitjana + DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal)
p de la prova de Kruskal-Wallis

Variables sense correlacio

Cal mencionar que hi ha sis variables que, tot i ser molecules propies a
I’'ambit metabolic, no correlacionen amb les variables d’interés. D’'una banda
és important destacar d’entre aquestes variables la glucosa, el colesterol i
els triglicerids. El fet que aquestes variables no es vinculin de manera
directa amb l'expressid dels gens d’interés comporta per si mateix un
resultat destacable i evidencia que aquestes molécules, malgrat la seva
importancia en I'ambit metabolic, no estan vinculades a les variables
d'interées en el context d’alteraci6 metabolica. D’altra banda tampoc
presenten correlacié la talla, la pressié arterial sistolica i I'index cintura
maluc, fet que també mereix ser comentat.

3. Expressio de prox1 i pdpn en funcio de diferents graus d’obesitat

La taula 21 mostra els resultats d’expressidé genica dels gens d’interes en
funcid de la preséncia o no d’alteraci6 metabolica considerant en aquest cas
diferents graus d’obesitat en funcid de lindex de massa corporal
(classificacié d’obesitat proposada per la Organitzacié Mundial de la Salut)
(248). Tant I'expressié de prox1 com la de pdpn en ambdds tipus de teixit
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segmentacié en diferents graus d’obesitat (taula 21). Aquestes dades ens
indiquen que a major grau d’obesitat hi ha menys expressid de prox1 i pdpn
en ambdos tipus de teixit adipds, subcutani i visceral (figura 24).

Taula 21. Expressié génica de prox1 i pdpn en teixit adipds subcutani i visceral en funcié de
preséncia de diferents nivells d’obesitat en la cohort 3.

Control

sobrepés

obesitat

obesitat morbida

15

28

12

22

Prox1 sc
Prox1 vis
Pdpn sc

Pdpn vis

0,1065 (0,0332-0,2696)
0,2312 (0,1185-0,4219)
0,4327 * 0,1755

0,8400 (0,4600-2,5800)

0,1460 (0,0516-0,3108)
0,3982 (0,2111-0,8194)
0,4679 % 0,2081

1,0350 (0,5450-2,2850)

0,0624 (0,0253-0,1207)
0,2533 (0,1299-0,6036)
0,4733 % 0,2062

1,2900 (0,6575-3,4650)

0,0031 (0,0018-0,0056)
0,0198 (0,0144-0,0334)
0,0544 * 0,0409

0,1918 (0,1203-0,2794)

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal); p
de la prova de U de Mann-Whitney.

Figura 24. Expressio de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcié del nivell d’obesitat.
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En la taula 22 es poden observar les correlacions significatives que s’han
donat de confrontar variables bioguimiques, antropometriques i d’expressid
génica amb les variables d’interes (prox1 i pdpn) en els grups que deriven
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de la segmentacié del grup d’alteracié metabolica de la cohort 3 en funcié
de diferents nivells d’obesitat (classificacid d’obesitat proposada per la
Organitzacié Mundial de la Salut) i en funcié de I'index de massa corporal

(248).

Taula 22. Correlacions amb prox1 i pdpn en funcié dels diferents graus d’obesitat en situacié
d’alteracié metabolica.

sobrepeés obesitat obesitat morbida
Prox1s|Prox1vi| Pdpn | Pdpn | Prox1 |Prox1vil Pdpn | Pdpn | Prox1 |Prox1vi| Pdpn | Pdpn
r r r r R r r r r r r r

Edat 0,297 0,273 0,117 0,407* 0,074 -0,056 0,181 0,084 -0,085 -0,194 0,028 -
IMC 0,025 0,233 -0,172 0,138 -0,091 -0,594 -0,011 -0,350 0,115 -0,077 0,360 -0,053
triglicérids -0,010 0,140 0,239 0,369 -0,189 0,049 -0,060 0,678%* 0,358 0,120 0,297 -0,182
glucosa -0,117 0,035 0,016 -0,247 -0,400 -0,333 -0,081 0,130 0,225 -0,127 0,465%* -0,040
PCR -0,016 0,418 0,033 -0,121 -0,300 -0,300 -0,600 0,400 -0,177 -0,059 0,373 -0,538
Adiponectin -0,024 0,119 0,057 0,116 0,297 -0,164 0,103 -0,745 -0,349 -0,226 0,089 0,386
IsTNFR2 -0,192 -0,135 -0,035 0,139 0,317 0,717% 0,285 0,233
GGT 0,134 0,613 -0,768 -0,185 -0,600 -0,200 -0,400 -0,065 0,437* -0,141 0,063
PAD -0,305 -0,180 0,074 0,294 -0,421 -0,702 -0,790 -0,702 0,301 -0,076 0,396 -0,301
DM 0,040 0,110 0,000 -0,156 0,084 0,139 0,140 - 0,049 0,049 0,122 0,024
HTA 0,195 0,130 -0,319 0,117 0,179 0,239 0,060 0,239 -0,426 -0,711* 0,213 -0,213
lAcaca sc -0,049 -0,128 -0,195 -0,188 0,427 0,503 0,343 -0,105 -0,900 -0,900 -0,600 0,100
Apm vis 0,276 -0,418% -0,243 -0,282 -0,343 -0,392 -0,389 -0,469 0,068 0,411 -0,154 0,482
qu7 SC -0,159 -0,166 -0,287 -0,096 -0,266 -0,622%* -0,224 -0,476 -0,700 -0,700 -0,300 0,000
Atgl SC -0,350 -0,317 -0,232 0,070 -0,147 0,007 -0,266 -0,294 0,400 -0,100 0,100 0,900%
Atgl vis 0,168 -0,417%* -0,256 -0,321 -0,301 -0,329 -0,347 -0,343 0,029 -0,486 0,257 0,314
Atg3 SC -0,427% -0,045 -0,014 0,128 0,042 -0,483 0,102 -0,161 -0,120 -0,032 -0,047 -0,265
Atg7 SC -0,151 -0,184 -0,209 0,329 0,182 0,108 -0,107 0,039
Atg7 vis 0,697 0,071 0,137 0,133 0,196 -0,116 0,042 -0,183 -0,118 0,321 -0,018
Bcl2 sc -0,356 -0,360 -0,280 0,056 -0,308 0,378 0,056 0,282 -0,251 0,331
Cavl sc -0,298 -0,106 -0,212 0,413 -0,049 0,193 -0,035 0,900% 0,500 0,500 0,600
Cavl vis 0,077 -0,449%* -0,007 -0,517 -0,207 -0,545 -0,371 -0,429 -0,371 0,143
Cpt‘la SC 0,025 -0,384%* -0,126 -0,189 -0,140 0,315 -0,087 -0,358 0,159 0,277
Ddit3 sc 0,015 0,072 -0,173 -0,400* -0,168 -0,490 -0,200 -0,510 0,600 0,400 0,100 0,600
Fabp4 SC -0,288 -0,166 -0,187 0,018 -0,196 -0,664* -0,126 -0,315 -0,167 -0,273 -0,308 -0,022
Fiaf vis 0,093 -0,410% -0,101 -0,267 -0,175 -0,615% -0,158 -0,315 -0,486 -0,143 -0,371 -0,371
Glplr Vvis 0,232 0,434% 0,341 0,265 -0,210 0,140 -0,081 0,343 0,200 0,829* -0,086 -0,429
Grp94 vis 0,107 0,147 0,049 0,049 0,245 -0,252 0,172 0,217 -0,600 -0,829%* -0,314 -0,143
Grp78 vis 0,048 0,148 0,151 0,413 0,182 0,389 0,420 -0,600 -0,829 -0,314 -0,143
Hyoul SC -0,162 -0,006 0,226 0,057 0,699* 0,021 0,627* 0,000 -0,300 -0,300 0,300 -0,500
Hyoul vis -0,159 0,036 -0,051 0,538 0,161 0,417 0,308 -0,886 -0,829 -0,600 -0,257
Lcn2 sc -0,088 0,012 0,050 0,101 -0,483 -0,434 -0,501 -0,580% 0,100 -0,400 0,400 0,500
Lipe SC -0,184 -0,247 -0,322 -0,153 0,077 -0,259 -0,084 0,300 -0,300 0,300 0,800
Lpinl vis -0,159 0,034 0,055 0,001 0,252 -0,042 0,354 -0,147 -0,829%* -0,714 -0,600 -0,257
Mcpl SC -0,126 -0,093 0,304 0,071 0,238 -0,140 0,231 -0,028 -0,500 -0,100 0,100 -0,900%*
Mcplr SC -0,304 -0,045 0,157 0,120 -0,112 -0,161 -0,112 -0,098 -0,500 -0,100 0,100 -0,900%*
Omn sc 0,354 -0,102 0,095 0,245 0,035 0,270 -0,469 0,900%* 0,900% 0,600 0,000
Omn vis 0,123 0,290 0,221 0,369 -0,189 0,552 0,011 - -0,257 -0,771 -0,086 0,257
Pail sc -0,183 0,065 0,428% 0,314 0,126 0,168 0,298 0,329 -0,300 0,000 0,000 -0,700
Pail vis -0,041 0,241 0,501 0,323 0,224 0,182 0,326 0,636* -0,371 -0,657 -0,086 -0,086
Pck1 sc -0,008 -0,141 -0,163 -0,203 -0,140 -0,273 -0,210 -0,545 -0,100 -0,400 -0,600 0,900%
Pde3b vis 0,238 -0,453% -0,226 -0,231 -0,308 -0,357 -0,308 -0,427 -0,371 -0,371 -0,143 -0,143
Plin sc -0,326 -0,455%* -0,285 0,128 -0,042 -0,021 -0,154 -0,168 0,300 0,000 0,000 0,700
Plin vis 0,147 -0,227 -0,356 -0,266 -0,154 -0,266 -0,343 -0,371 -0,429 -0,371 0,143
Ppard SC -0,060 -0,216 -0,385%* 0,273 -0,448 0,249 -0,399 -0,100 -0,500 0,500 0,100
Ppard Vis -0,203 -0,037 -0,153 -0,435% -0,077 -0,119 0,086 -0,486 0,429 0,200
Rorc vis -0,087 0,479% 0,317 0,379 0,203 0,573 0,403 0,462 0,314 0,200 0,257 0,086
Xbpl SC -0,261 0,139 0,292 0,173 0,692% 0,014 0,658* 0,175 -0,200 -0,300 -0,700 0,700
Xbpl Vis -0,145 0,364 0,566 0,252 0,564 0,531 -0,371 -0,657 -0,086 -0,086
r:coeficient de correlacié de Spearman; * p< 0,05, ** p<0,01.
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4. Expressio de proxl i pdpn en funcié dels nivells de certs

marcadors metabolics.

S’'ha considerat pertinent valorar quina modificacid tenen les variables
d'interés en funcié de certes variables indicatives de les caracteristiques
patologiques, molt sovint associades a l'alteracié metabolica.

D’inici es valora en funcié de la inflamacié. Per fer-ho es valora en la cohort

3 l'expressid genica dels gens d’interés en funcié de diferents nivells de
proteina C reactiva en tant que marcador sistemic d’‘inflamacié. En la taula
23 es pot observar que les variables d’interes disminueixen de manera
significativa la seva expressidé quan els nivells d’inflamacidé, definits pels
tercils de PCR, sén més alts (taula 23; figura 25).

Taula 23. Expressio de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcidé de preséncia de diferents nivells
d’inflamacio (tercils PCR) en la cohort 3.

control nivell d'inflamacio (tercils PCR)
P

o T1 T2 T3
N 15 12 12 12
Prox1 sc 0,1065 (0,0332 - 0,2696) | 0,1740 (0,0709-0,2934) 0,0080 (0,0032-0,0971) 0,0031 (0,0016-0,0084) | <0,001
Prox1 vis |0,2312(0,1185 - 0,4219) | 0,2586 (0,0987-0,8186) 0,0391 (0,0188-0,3341) 0,0295 (0,0140-0,0475) 0,001
Pdpn sc 0,4327+0,1755 0,4164 % 0,2059 0,1899 + 0,1986 0,1463 + 0,2294 0,001
Pdpn vis |0,8400 (0,4600 - 2,5800) | 0,9300(0,3200-1,2675) | 0,3243 (0,2533-1,0975) | 0,1875 (0,1139-0,2898) | <0,001

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal); p
de la prova de Kruskal-Wallis.

Figura 25. Expressio de prox1 (a i b) i pdpn (c i d)en funcié del nivell d’inflamacié (PCR).
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L'altra caracteristica estudiada associada a l'alteraci6 metabdlica és la
resistencia a la insulina. Per a fer-ho s’ha agafat I'expressié dels gens
d'interés en funcié dels nivells d’insulina en la cohort 3, tercils insulina
(Taula 24).

Com es pot apreciar els nivells d’expressid dels gens d’interes disminueixen
de manera significativa a mesura que el nivell d’insulina augmenta (taula
24; figura 26)

Taula 24. Expressié de prox1 (ai b) i pdpn (c i d) en funcié del nivell d’insulina.

control nivell d’insulina (tercils insulina)
0 T1 T2 T3 P
N 15 17 18 18

Prox1 sc | 0,1065(0,0332-0,2696) 0,1307(0,0665-0,3189) 0,0085(0,0022-0,0916) | 0,0050(0,0023-0,0225) | <0,001
Prox1 vis| 0,2312(0,1185-0,4219) 0,2344(0,0906-0,8903) 0,1677(0,0240-0,5269) | 0,0245(0,0177-0,0965) | 0,002

Pdpn sc 0,4327£0,1755 0,4423£0,2017 0,2593£0,2510 0,1777+0,2300 0,001

Pdpn vis 0,8400(0,4600-2,5800) 0,8900(0,4400-2,0050) 0,6800(0,2560-1,2750) | 0,1934(0,1307-0,4357) | 0,001

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal); p
de la prova de Kruskal-Wallis.

Figura 26. Expressid de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcié del nivell d’insulina.
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Una altra possible caracteristica fisiopatologica de l'alteracié metabolica que
es pot considerar és PAD. Per a fer-ho s’ha agafat I'expressié dels gens
d'interes en funcié dels nivells de PAD en la cohort 3, tercils de PAD (taula

25).

Taula 25. Expressidé de prox1 (a i b) i pdpn (c i d) en funcié de la PAD.

control PAD (tercils)
0 T1 T2 T3 P
N 15 15 14 14
Prox1 sc 0,1065(0,0332-0,2696) 0,0906(0,0062-0,193) 0,0521(0,0075-0,2069) 0,0052(0,0031-0,0117) 0,002
Prox1 vis 0,2312(0,1185-0,4219) | 0,3059(0,0290-0,5291) 0,2177(0,0695-0,6523) 0,0233(0,0173-0,0554) 0,001
Pdpn SsC 0,4327+0,1755 0,4171+0,3470 0,3944+0,2245 0,1200+0,1518 0,004
Pdpn Vis 0,8400(0,4600-2,5800) | 0,7300(0,2400-2,2100) 1,1650(0,3125-3,0675) 0,2110(0,1152-0,3178) 0,001

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal); p
de la prova de Kruskal-Wallis.

Com es pot apreciar els nivells d’expressié dels gens d’interés disminueixen
en relacié al control de manera significativa en tant que la PAD augmenta,
destacant-ne que el valor més baix d’expressid correspon amb el més alt de

PAD (taula 25; figura 27).

Figura 27. Expressid de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcié del nivell de PAD.
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Més enlla de la valoracié feta en funcidé dels graus d’obesitat segons la IMC
feta inicialment s’estima important tenir en consideracié el comportament
de manera especifica de les variables d’interes en funcié del pes. Per fer-ho
s’ha agafat I'expressié dels gens d’interés en funcié dels tercils del pes en la
cohort 3 (taula 26).

Taula 26. Expressio de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcié del pes.

control PES (tercils)
0 T1 T2 T3 P
N 15 20 21 21
Prox1 sc | 0/1065(0,0332-0,2696) 0,1567(0,0675-0,2804) | 0,0558(0,0211-0,1194) | 0,0031(0,0019-0,0060) | <0,001
Prox1 vis| 02312(0,1185-0,4219) 0,3981(0,1722-0,6282) | 0,2593(0,0895-0,7522) | 0,0199 (0,0161-0,0391) | <0,001
Pdpn sc 0,4327+0,1755 0,5115+0,2076 0,3845+0,2199 0,0796+0,1221 <0,001
Pdpn vis 0,8400(0,4600-2,5800) 0,9300(0,3725-2,8250) | 1,2700(0,6400-1,9550) | 0,1931(0,1276-0,3063) | <0,001

Les dades s’expressen com mitjana £ DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no normal); p
de la prova de Kruskal-Wallis.

Com es pot observar I'expressid dels gens d’interés disminueix a mesura
gue augmenta el pes. Sent I'expressid més baixa quan hi ha el maxim de
pes (taula 26; figura 28)

Figura 28. Expressio de prox1 (a i b) i pdpn (ci d) en funcié del pes.

b.

a.
Teixit adipds subcutani.
00
o ,2007
1"}
-
X
2
3 1100
-
2
n
o
,0004
100
Control T1 T2 T3
C.
Teixit adipos subcutani
00
,8007
]
E_ ,600
o
-9
g E
ﬂ\ﬂ ,400
n
-}
,2007

Control T1 T2

T3

128

Teixit adipés visceral.

EEl

2,500
2,000
2
> 1,500
-
X
£
1,000
") L]
=
3
=~
f 500]
o
,000-
ca
Control

T1 T2 T3

Teixit adipds visceral

3,000

2,500

- ~
n °
g S
2 2

95% IC Pdpn vis
5
8
2

45007

,on
Control

T1 T2 T3




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo

RESULTATS

Estudi 4 - Estudi d’expressions geniques associades
al LPA en relacié a I'expressido genica de
proxl1 i pdpn

En la cohort 1 es valora la relacié que poden tenir les variables d’interes,

prox1 i pdpn, amb les expressions geéniques de 16 gens vinculats a la
formacié i/o a I'accié de LPA.

Taula 27. Expressions dels gens que tenen relacido amb la sintesi i funcid del LPA que
correlacionen amb les variables d’interesprox1 i pdpn.

Correlacié de Pearson Regressio lineal
gen N 3
r 2 R B 2
Cd36 sc 55 -0,269 0,047 0,072 -0,269 0,047
Lpcatl sc 55 0,516 <0,001 0,266 0,516 <0,001
Lpcati vis 55 0,405 0,002 0,164 0,405 0,002
= Lpcat2 sc 55 0,606 <0,001 0,367 0,606 <0,001
8 Lpcat2 vis 55 0,426 0,001 0,181 0,426 0,001
E Lpcat3 sc 55 0,552 <0,001 0,304 0,552 <0,001
3 Lpcat3 vis 55 0,437 0,001 0,191 0,437 <0,001
! Lpcat4 sc 55 0,513 <0,001 0,263 0,513 <0,001
e Lpcat4 vis 55 0,340 0,011 0,116 0,340 0,011
Q PId6 sc 55 0,378 0,004 0,143 0,378 0,004
Ppap2b sc 55 0,595 <0,001 0,354 0,595 <0,001
Ppap2b vis 55 0,392 0,003 0,154 0,392 0,003
Ppap2c sc 55 0,581 <0,001 0,337 0,581 <0,001
Cd36 vis 54 -0,355 0,008 0,126 -0,355 0,008
= Fabp4 vis 54 -0,287 0,035 0,082 -0,287 0,035
5 Lpcati vis 55 0,360 0,007 0,129 0,360 0,007
§ Lpcat2 vis 55 0,344 0,010 0,119 0,344 0,010
> Lpcat3 vis 55 0,519 <0,001 0,270 0,519 <0,001
o Lpcat4 vis 55 0,395 0,003 0,156 0,395 0,003
g Ppap2c vis 55 0,427 0,001 0,182 0,427 0,001
Lpcat4 sc 55 0,304 0,024 0,093 0,304 0,024
‘T Rgs1 vis 55 0,290 0,032 0,084 0,290 0,032
g
H
a
<
3
Q
Cd36 vis 54 -0,398 0,003 0,159 -0,398 0,003
- Fabp4 vis 54 -0,289 0,034 0,084 -0,289 0,034
g Rgs1 sc 55 0,313 0,020 0,098 0,313 0,020
§ Rgs1 vis 55 0,394 0,003 0,155 0,394 0,003
S
<
3
Q
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Aquests resultats indiquen de per se una major relacié dels gens relacionats
amb LPA amb prox1 que en relacié a pdpn. El 75% dels gens considerats
mantenen un vincle amb prox1 subcutani i un 50% amb proxl1 visceral.
Pdpn subcutania només es vincula amb un sol gen (6%) mentre que la
visceral manté relacié amb el 31% dels gens.

Totes les variables reafirmen la seva relacié amb les variables d’interes per
la seva significacié en I'estudi de regressié lineal (taula 27).

Expressions geniques en funcio de I'expressio prox1 (alta/baixa)

Les taules 28 i 29 mostren les expressions dels gens relacionats amb LPA
dels pacients de la cohort 1 que han estat classificats en funcié del seu
nivell d’expressiéo de prox1 (baixa o alta) en teixit adipds subcutani (taula
28) i en teixit adipds visceral (taula 29).

Taula 28. Expressions géniques en funcio de la condicid de prox1 subcutania.

prox1 sc baixa prox1 sc alta
<0,1065 20,1065 P
N N
Agpat3 sc 27 2,1122 £ 11,1698 28 1,8014 + 1,0711 0,229
Agpat3 vis 27 2,0628 + 1,1454 28 1,4866 = 0,6919 0,065
Agpat4 sc 27 0,8226 £+ 0,3815 28 0,8808 = 0,4532 0,717
Agpat4 vis 27 1,1838 + 0,6078 28 0,9189 £ 0,5007 0,136
Agpat5 sc 27 0,7875 £ 0,3153 28 0,7963 £ 0,2684 0,880
Agpat5 vis 27 1,2490 + 0,8314 28 1,0295 + 0,3574 0,501
Agpat9 sc 27 1,2103 + 2,0547 28 1,0241 + 0,9865 0,341
Agpat9 vis 27 1,6384 + 1,3537 28 1,5978 + 1,4853 0,762
Ampk sc 27 0,9404 £ 0,1526 28 0,9347 + 0,1472 0,973
Ampk vis 26 0,8900 £ 0,1695 28 0,8844 £+ 0,1220 0,665
Cd36 sc 27 2,6612 + 0,4583 28 2,2229 + 0,6254 0,001
Cd36 vis 26 1,6352 £ 0,7162 28 1,7244 + 1,1255 0,628
Fabp4 sc 27 1,7299 + 0,6715 28 1,4521 + 0,5872 0,064
Fabp4 vis 26 1,2009 = 0,6598 28 1,2476 + 0,8333 0,876
Lpcatl sc 27 0,2802 £ 0,3196 28 0,5617 + 0,3125 <0,001
Lpcatl vis 27 0,3136 £ 0,1824 28 0,5352 + 0,3375 0,006
Lpcat2 sc 27 0,3874 £ 0,1651 28 0,6772 £ 0,2709 <0,001
Lpcat2 vis 27 0,4155 £ 0,2237 28 0,6047 £ 0,2472 0,002
Lpcat3 sc 27 0,3397 £ 0,2232 28 0,6265 + 0,2463 <0,001
Lpcat3 vis 27 0,3330 £ 0,1463 28 0,5225 £+ 0,2218 0,002
Lpcat4 sc 26 0,2535 = 0,2064 26 0,5755 = 0,2774 0,000
Lpcat4 vis 27 0,3971 £ 0,3126 28 0,6094 + 0,3860 0,013
Pld6 sc 27 0,4445 + 0,4713 28 0,7045 + 0,5275 0,004
Pld6 vis 27 0,4458 £+ 0,3919 28 0,5322 £ 0,3294 0,173
Ppap2a sc 27 1,0974 £ 0,2518 28 1,0307 + 0,3251 0,152
Ppap2a vis 27 1,0780 = 0,2460 28 1,0961 + 0,3105 0,853
Ppap2b sc 27 0,3708 £ 0,3627 28 0,8313 + 0,4730 <0,001
Ppap2b vis 27 0,3380 £+ 0,1938 28 0,7012 £ 0,5906 0,002
Ppap2c sc 27 1,0152 + 0,6322 28 1,8902 + 0,8819 <0,001
PpapZ2c vis 27 1,4188 + 0,8283 28 1,7817 £ 0,9138 0,080
Rgs1 sc 27 15,7490 + 18,2040 28 10,892 + 10,3393 0,501
Rgs1 vis 27 11,7551 + 30,8550 28 8,6947 + 20,3114 0,037

Les dades s’expressen com mitjana £ DE; p de la prova de U de Mann-Whitney.
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Aquests resultats indiquen que el grup de pacients amb expressid alta de
prox1 en l'ambit subcutani tenen nivells significativament disminuits de
cd36 sc i Rgsl1 vis respecte al grup de pacients amb I'expressié baixa de
prox1 sc. D'altra banda totes les Ipcat (1,2,3 i 4) en ambdds teixits, p/d6 sc,
ppap2bsc, ppap2bvisi ppap2csc, veuen augmentada la seva expressid de
forma significativa en el grup amb prox1 sc alta en relacié amb els que
tenen I'expressié baixa de prox1 sc.

Taula 29. Expressions geniques en funcié de la condicié de prox1 visceral.

prox1 vis baixa prox1vis alta
<0,3966 =>0,3966 P
N N
Agpat3 sc 35 2,0165 £ 1,0366 20 1,8446 + 1,2767 0,332
Agpat3 vis 35 1,7888 = 1,0105 20 1,7356 £ 0,9416 0,930
Agpat4sc 35 0,8721 £ 0,4473 20 0,8174 £+ 0,3653 0,861
Agpat4 vis 35 1,0254 + 0,5638 20 1,0901 + 0,5838 0,624
Agpat5sc 35 0,7870 £ 0,3289 20 0,8006 + 0,2115 0,576
Agpat5vis 35 1,1440 + 0,6867 20 1,1253 + 0,564 0,986
Agpat9 sc 35 1,1061 = 1,0506 20 1,1321 + 2,2825 0,382
Agpat?9 vis 35 1,7541 + 1,4671 20 1,3792 + 1,3031 0,506
Ampksc 35 0,9623 £ 0,1629 20 0,894 + 0,1098 0,104
Ampkvis 34 0,9180 £ 0,1627 20 0,8346 + 0,0915 0,055
Cd36sc 35 2,5393 £ 0,5536 20 2,2610 £ 0,6180 0,167
Cd36 vis 34 1,8950 + 0,9755 20 1,3185 + 0,7794 0,020
Fabp4 sc 35 1,7062 + 0,6881 20 1,3826 + 0,4956 0,041
Fabp4 vis 34 1,3926 = 0,7962 20 0,9404 = 0,5696 0,039
Lpcatisc 35 0,4438 £ 0,3749 20 0,3880 £ 0,2869 0,806
Lpcatilvis 35 0,3551 £ 0,2703 20 0,5513 £+ 0,2940 0,005
Lpcat2sc 35 0,5340 £ 0,2837 20 0,5366 = 0,2416 0,552
Lpcat2vis 35 0,4578 £ 0,2228 20 0,6063 = 0,2785 0,069
Lpcat3sc 35 0,4845 £ 0,2672 20 0,4877 £ 0,2935 0,986
Lpcat3vis 35 0,3747 £ 0,1945 20 0,5253 £+ 0,2055 0,011
Lpcat4sc 32 0,3970 £+ 0,2969 20 0,4424 £+ 0,2882 0,560
Lpcat4vis 35 0,4011 £ 0,3035 20 0,6873 + 0,3979 0,002
Pld6sc 35 0,5449 + 0,5515 20 0,6327 £ 0,446 0,137
Pld6vis 35 0,4258 £ 0,3799 20 0,6018 £ 0,3014 0,017
Ppap2asc 35 1,0419 = 0,3144 20 1,1011 £ 0,2469 0,263
Ppap2avis 35 1,0651 + 0,2926 20 1,1258 + 0,2539 0,382
Ppap2bsc 35 0,6418 £ 0,5309 20 0,5413 £ 0,3746 0,713
Ppap2bvis 35 0,4764 £ 0,5334 20 0,6043 £ 0,3500 0,014
Ppap2csc 35 1,5010 = 0,9320 20 1,3900 + 0,8023 0,806
Ppap2cvis 35 1,3461 = 0,7698 20 2,0540 £ 0,9081 0,003
Rgs1sc 35 15,1975 + 17,0969 20 9,9142 + 8,9823 0,310
Rgs1vis 35 8,7806 + 27,4919 20 12,6761 + 23,0902 0,083

Les dades s’expressen com mitjana £ DE; p de la prova de U de Mann-Whitney.

En la taula 29 s’observa que l'expressié de cd36 vis esta disminuida en
pacients amb nivell d’expressi6 de proxl visceral més alta mentre que
I'expressidé de Ipcatl vis, Ipcat3 vis, Ipcat4 vis, pld6 vis, ppap2b vis i ppap2c
vis esta augmentada.

L'expressié de fabp4 en teixit adipds subcutani i visceral esta disminuida en
pacients amb nivell d’expressié de prox1 visceral elevada.
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Estudi 5 - Estudi d’expressions géniques associades
a l'expressio dels gens prox1 i pdpn

1. Cohorts d’estudi
La taula 30 mostra la descripcié de les tres cohorts d’estudi 1, 2, i 3 (taula

30)

Taula 30. Descripcié cohorts d’estudi.

COHORT (1) COHORT (2) COHORT (3)
N 55 24 79
Génere (Home / dona) 31/ 24 8/ 16 39/40
Edat (anys) 58 +14 39 + 11 52 16
Pes (Kg) 74,2 £ 13,1 149,1 + 29,3 79,5 (68,0-115,3)
IMC (kg / m?) 27,3 £ 3,7 56,8 + 8,7 28,6 (25,5 - 45,0)
PAS (mmHg) 130 £ 17 138 £ 20 132 + 18
PAD (mmHg) 73 £ 12 83 +14 76 £ 13
Diabetis (%) 14 29 18
HTA (%) 23 50 22
* n=6; Les dades s’expressen com mitjana = DE (distribucié normal); mediana (RIQ) (distribucié no

normal)

2. Comparacié entre els gens que correlacionen amb prox1 i pdpn
amb els gens vinculats a la regulacio de la limfogénesi

En cada cohort es determinen quines variables, antropométriques,
biogquimiques i géniques, es correlacionen amb les variables d’interes, prox1
i pdpn en cada tipus de teixit adipés. D'aquesta analisi sorgeix un llistat de
139 gens que correlacionen amb les variables d’interes en teixit adipds
subcutani i/o visceral amb prox1 i/o pdpn en teixit adipds subcutani i/o
visceral. Aquest llistat es compara amb un llistat de 174 gens reguladors de
la limfogénesi obtingut com a resultat de I'estudi 1 (figura 29) (taula 3).

Figura 29. Sumari estudi comparatiu dels resultats de correlacié cohort 1, 2 i 3 (RT-PCR)
amb un llistat de gens relacionats amb la regulacié de la limfogénesi.

LLISTAT GENS REGULADORS
RESULTATS RT-PCR COHORT 1, 2, 3 LIMFOGENESI DETERMINAT
ESTUDI 1 (174)

llistat de 139 gens que
tenen correlacié amb
prox1i /o pdpn en
teixit adipés subcutani
i/o visceral

Gens coincidents
8
gens no coincidents
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3. Nous gens vinculats a la regulacio de la limfogeénesi.

Fruit de la confluéncia dels dos llistats sorgeixen dos resultats possibles:
Gens coincidents que responen a la confirmacié d’un vincle entre certs gens
ja reconeguts com vinculats a la limfogenesi. I gens no coincidents que es
poden erigir com a nous possibles gens de vinculacid6 amb la limfogenesi
donat que mantenen una manifesta correlacid amb prox1 i/o pdpn.

Entre els gens que correlacionen amb prox1 i pdpn que confirmen la seva
relacid ja descrita en la limfogeénesi hi ha, més enlla del mateix prox1 i
pdpn, els gens fiaf, il1b, Icn2, rorc, tgfbrl i vegfa.

De gens que correlacionen amb prox1 i pdpn perd que no son reconeguts
com gens vinculats amb la limfogénesi n’hi ha 131. Els quals poden
esdevenir gens potencialment interessants d’estudi en el context de la
limfogenesi i el metabolisme (taula 31).

Taula 31. Gens que correlacionen amb prox1 i/o pdpn perd que no s’han relacionat amb la
limfogénesi.

Acsl1 Cd36 Glpir Munc Prkarla
Acss2 Cdk4 Grp78 Ncoa6 Prkar2b
Adilipcs Cdknla Grp94 Nucb2 Pthih
Adipon Cds1 Gsk3b Obes Pthrp0O
Adipsin Ceptl1 Gys1 Oomn Pth
Adrbk1 Chka Hif Osteoc Pygm
Agl Cnri Hyou1l Pail Pyy
Akt Cntnap2 Il1b Pcyt2 Rbfox2
Apm Cptia Irs1 Pde3b Rgs1
Agp7 Cptib Irs2 Pemt Snare
Arbl Ctdnep1 Isynal Pgm5 Sqgle
Arrbl Ddit3 Jnk Pld6 Stat3
Arrb2 Dgat1 Kiaa1199 Plin Stx4
Atg10 Dlk1 Lipe Ppap2b Stxbp3
Atgi6/2 Dram1 Lipolips Ppap2c Tnfalp
Atg3 Ergrp78s Lipopcks Ppara Ucpl
Atg7 Esrra Lpcatl Ppard Ucp2
Atgl Fabp4 Lpcat1 Pparg Ucp3
Bcl2 Fasn Lpcat2 Pparglgp Ulk1
Becn1 Fiaf Lpcat3 Pparg2 Vamp2
Bmp7 Fis1 Lpcat4 Pparg2gp Vegfb
Casp1 Fst Lpini Ppargclb Xbp1
Casp3 Gabarapl1 Lpin3 Ppp1r3b Zag
Casp7 Gapdh Lpl Ppp1r3c

Cavi Gbel Mcp1 Ppp1r3d

Ccnd3 Gipr Mmpl5 Ppplr3e

Cd11b Gk Mstn Prdm16

Hi ha una gran quantitat de gens vinculats amb prox1 i pdpn que de per se
podrien esdevenir un objecte d’estudi propi. Atenint-nos al fet que els vasos
limfatics requereixen de I'expressid simultania de proxl i pdpn per
estructurar-se fa que només siguin considerats aquells gens que manifesten
correlacié amb els dos gens d’interes, prox1 i pdpn, ja sigui en tot tipus de
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teixit adipds o només en un dels dos. En aquesta tessitura només els
resultats de les cohorts 1 i 3 presenten gens que responguin a aquesta
condicié. De manera general, considerant els resultats d’aquestes cohorts
de manera conjunta, podem considerar que els gens adipsin, apm, aqgp7,
atg3, atg/, atgl, bcl2, cavl, cd36, cptla, dgatl, fabp4, fiaf, pde3b, plin,
ppara, ppplr3e i vegfa son els gens que acompleixen aquesta condicid
d’associacié amb ambdéds gens d'interes.

De manera especifica cal considerar si el vincle entre aquests gens i els
gens d’interés es dona des de I'expressid d’un sol tipus de teixit adipds, des
de la dels dos o si és indiferent en quin tipus de teixit es doni. Aixi tenim
que en la cohort 3 hi ha els gens de apm, aqp7, bcl2, cptla, dgatl, atg7 i
vegfa que es relacionen amb prox1 subcutani i visceral aixi com amb pdpn
subcutania i visceral tant des de la seva expressid en teixit adipds subcutani
com visceral. Després hi ha els gens de plin i atg3 que es relacionen amb
prox1 subcutani i visceral i pdpn subcutania i visceral només des de la seva
expressié en teixit adipds subcutani. Mentre que els gens de adipsin, cavl,
fiaf, atgl, ppara i fabp4 només ho fan des de la seva expressid en teixit
adipos visceral. En la cohort 1 hi ha una série de gens, adipsin, apm, cavl,
cd36, fabp4, fiaf, pde3b, plin, sqgle i ppplr3e, que només es vinculen amb
prox1 i pdpn visceral des de la seva expressid en teixit adipds visceral.
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¢

Gens relacionats amb la limfogénesi es manifesten diferenciats en
condicions d’alteraci6 metabolica. L'obesitat és la condicié d’alteracio
metabolica que més associacié significativa té amb la limfogenesi. El
teixit adipos visceral en |'obesitat manifesta més associacié amb la
limfogenesi que el subcutani.

L'expressié de prox1 i pdpn es déna de manera diferenciada en el teixit
adipds. L'expressié de prox1 i pdpn en teixit adipds visceral és més alta
gue la seva expressié en teixit adipds subcutani.

L'expressié genica de proxl1 i pdpn baixa en preséncia d’alteracio
metabolica tant en teixit adipds subcutani com visceral.

L'estudi de la relacié entre I'expressié de les variables antropometriques
i bioquimiques amb I'expressié de prox1 i pdpn en situacié d’alteracio
metabolica indica que les variables amb qui es déna correlacid sén
I'edat, el pes, IMC, el perimetre de cintura, el perimetre de maluc, el
colesterol HDL, la PCR, la insulina, la GPT, els NEFA i la PAD.

La relacié que tenen les variables pes, IMC, perimetre cintura, perimetre
maluc, PCR, GPT i PAD amb |'expressio de prox1 i pdpn és inversa.
L'expressié dels gens de apm, bcl2, cptla, fabp4, vegfa, atg3 i atg7, tant
des del teixit adipés subcutani com visceral, correlacionen amb
I'expressié de proxl i pdpn en teixit adipds subcutani i visceral en
situacid d‘alteraci6 metabolica. Agp7 també manifesta la mateixa
correlacié salvant prox1 subcutani i atg/ també manifesta la mateixa
correlacié salvant pdpn visceral. Els gens de apm, agp7, atgl i fabp4
tenen una relacié inversa amb l'expressid de prox1 i pdpn, els altres la
manifesten directa.

Considerant la coexpressid de les variables geéniques i les variables
d’interes en el mateix tipus de teixit adipdés s'‘obté que plin sc
correlaciona amb prox1 i pdpn subcutania. Adipsin, cavli, fiaf, lipe i plin
visceral correlacionen amb prox1 i pdpn visceral. L'expressié del gen plin
en teixit adipos subcutani es relaciona de manera inversa amb
I'expressié de prox1 i pdpn en teixit adipds subcutani. L'expressid dels
gens de adipsin, cavli, fiaf, lipe, plin en teixit adipds visceral s’associen
de manera inversa amb |'expressid de prox1 i pdpn en teixit adipds
visceral.

L'edat i I'index de la massa corporal son les variables antropometriques i
bioquimiques que justifiquen més la variabilitat de I'expressié de prox1 i
pdpn.

De les variables géniques, el gen atg7 subcutani i visceral justifica la
variabilitat de |'expressié de prox1 subcutania. El gen atg’ visceral
justificaria la variabilitat de I'expressié de prox1 visceral. Bcl2, atg3 i
agp7 subcutania justificarien la variabilitat de I'expressié de pdpn sc. En
aquest cas també ho faria I'expressié de atg3 visceral. Pdpn visceral
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Unicament justificaria la variabilitat de la seva expressid per la de atg3
visceral.

Atenint-nos solament als resultats de coexpressi6 de les variables
geniques i les variables d’interes en el mateix tipus de teixit adipos.
prox1 i pdpn visceral justifica la variabilitat en la seva expressid
majoritariament per cav1 visceral

Valorant de manera conjunta les variables antropomeétriques i
bioquimiques amb les variables géeniques es determina que les variables
que justifiquen major variabilitat de I'expressié de prox1 i pdpn sén les
expressions geniques de atg’7 en l'ambit d’expressido proxl i atg3 en
I'ambit de pdpn.

L'expressié de prox1 i pdpn baixen amb l'increment d’hores de dedicacio
a l'activitat fisica.

No hi ha associacié entre el colesterol i I'expressié de prox1 i pdpn, perd
si amb el HDL colesterol, tal i com es déona en model animal. No hi ha
associacié entre la glucosa i l'expressid de prox1 i pdpn. No hi ha
associacié entre els triglicerids i I'expressié de prox1 i pdpn.

L'expressié de prox1 i pdpn disminueix a mesura que augmenta el grau
d’obesitat.

L'augment del IMC, de la PCR, de la insulina, de la PAD o del pes,
considerats marcadors metabolics, esta associat a una disminucio
significativa en I'expressi6 de proxl i pdpn quan hi ha alteracio
metabolica.

Existeix correlacié entre I'expressié de certs gens vinculats al LPA amb
I'expressié de prox1 i pdpn, majoritariament amb prox1. La relacid és
desigual entre tipus de teixit adipds perdo tanmateix es mantenen moltes
similituds.

Un conjunt de 131 gens poden ser considerats com nous potencials
indicadors de la relacid entre I'entramat dels vasos limfatics i el
metabolisme.
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Aquesta tesi té com objectiu general analitzar el paper de dos gens, prox1 i
pdpn, requerits per a l'estructuracié dels vasos limfatics en el teixit adipds
en lI'ambit de 'obesitat. La qliestié de base és la de determinar si l'alteracié
en el drenatge intersticial limfatic del teixit adipdés és causa d’alteracio
metabolica, és a dir, definir I'existéncia o no d’associacions entre, d’una
banda, la regulaci6 metabdlica i, d’altra banda, I'estructuracié i funcidé dels
vasos limfatics. Per determinar de forma indirecta el nivell d’estructuracié
dels vasos limfatics, entenent la limitacié que suposa aquest punt a I'hora
de interpretar les dades obtingudes, es va pensar en analitzar el nivell
d'expressié de dos gens determinants pel seu desenvolupament: prox1, que
determina l'inici diferenciador de les ceél-lules endotelials en cel-lules
endotelials limfatiques; i pdpn, que conclou el procés de distincié fenotipica
entre els vasos sanguinis i els vasos limfatics (13). Altres proteines
haguessin pogut ser valorades de manera especifica, com VEGFC i VEGFR3,
pero, més enlla del cost economic i metodologic que hagués suposat
abordar aquesta analisi, la informacid obtinguda no hagués estat prou
especifica com per aportar conclusions definitories a I'estudi i si moltes
incognites independentment dels resultats que s’haguessin obtingut. No es
descarta pero, en el desenvolupament de nous projectes, valorar aquestes
dues molécules, a més a més de PROX1 i PDPN.

Establir la relacié funcional dels vasos limfatics amb el metabolisme és molt
complex. Des de punt de vista metodologic aix0 implica disposar d’un
metode d’estudi reproduible, estandarditzat, que avalui la funcid limfatica
de manera simultania a la situacié metabolica. Aquesta via d’estudi es va
descartar inicialment per la complexitat logistica i metodologica que
comportava. Es va doncs optar per estudiar el teixit adipds. Es va fer aixi
per la propia experiéencia del laboratori i per [l'‘adequacié entre el
reconeixement del propi metabolisme a través de la caracteritzacid
funcional / disfuncional del teixit adipds i la mateixa estructuracio dels vasos
limfatics a través de |'expressio de prox1 i pdpn. Aixi doncs, es va avaluar el
teixit adipés de manera global mitjancant l'estudi de microarrays i de
manera especifica mitjancant RT-PCR.

Estudi 1- Limfogeénesi i alteracio metabolica (estudi dels microarrays).

L'estudi dels microarrays del teixit adipds va permetre identificar d’inici la
vinculacié que hi podia haver entre els determinants de la limfogénesi
reconeguts bibliograficament i els gens que es mostraven alterats en cada
situacido d’alteracié metabolica (IR; Ob; DM). De manera general els
resultats indiguen que, en cada situacié d’alteracié plantejada (IR, Ob, i
DM), hi ha una relacié6 més marcada de gens infra expressats que no pas de
gens sobre expressats si ho comparem amb la condicid de normalitat. Al
mateix temps, la relacié del teixit adipds visceral i el subcutani posa en
evidéncia que hi ha més gens manifestament sobre expressats que infra
expressats. La confluencia dels dos llistats de gens ha permés determinar
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quins gens sén comuns a ambdues situacions: a les plantejades com
alterades (IR, Ob, i DM) i a la de limfogenesi. D'inici destaca que al voltant
del 50% dels gens associats a la limfogénesi varien en totes les situacions
estudiades d’alteracidé metabolica, independentment de la seva significacio i
del sentit de la seva variacié. Aix0 indica que de per se no son aliens a
I'alteraci6 metabolica tot i que inicialment no fossin escollits per a
determinar la mateixa. De totes les situacions d‘alteracié metabolica
contemplades és l'obesitat la que manifesta major relacié significativa de
canvi en l'expressié, en comparacidé a la de no alteraci6 metabolica, no
obesitat (14% dels gens relacionats amb la limfogenesi).

Obesitat

En situacions d’obesitat el teixit adipds visceral es mostra més vinculat a la
limfogeénesi (13%) que no pas el subcutani (1%), el que indica que hi ha
més gens relacionats amb la limfogenesi al teixit adipds visceral que al
subcutani que veuen alterada la seva expressidé. Aquest resultat es pot
explicar a causa de les diferencies estructurals que hi ha entre I'entramat
limfatic visceral i el subcutani. També es podria justificar pels diferents
requeriments funcionals als que estan exposats els entramats limfatics en
cada tipus de teixit, principalment relacionats amb la inflamaci6; d’altra
banda la inflamacié també esta molt vinculada a I'obesitat (249). Tampoc es
pot obviar que el teixit adipds visceral té major superficie de interaccié que
el teixit adipds subcutani; aixd determina, al mateix temps, en condicions
normals, que I'entramat limfatic en el teixit adipds visceral es manifesti més
exposat que el subcutani a modificacions induides per la inflamacid.

Aquests resultats només ens indiquen que la relacid limfogenesi - teixit
adipos és desigual en funcié de les condicions d’alteracié metabodlica que
estiguem considerant. Aixi, la condicid d’obesitat és la que manifesta més
relacié i és possiblement per les diferencies estructurals i funcionals de
I'entramat limfatic en els dos tipus de teixit adipés.

L’dnic lligam manifest en aquests resultats entre els dos tipus de teixit
adipds en relacié a la limfogeénesi es déna entorn dels gens ccl2 i ccl7 que
son paralogies (250-252). En el teixit adipds visceral esta augmentada
I'expressié de ccl2, citocina que afavoreix el reclutament de monocits,
cel-lules T de memoria i cel-lules dendritiques. En el teixit adipds subcutani
esta augmentada |'expressié de ccl7, citocina que atrau els monocits i activa
als macrofags. Ambdues citocines sén secretades per les LEC i es vinculen a
la resposta immune i possiblement a nivells de resolucié diferenciats de la
mateixa (233).

El 83% dels gens modificats en teixit adipds visceral en situacions d’obesitat
ho s6n en sentit de la sobre expressié i correspondrien a processos
relacionats amb inflamacidé, immunitat o apoptosi. Destaca el gen ptgs2,
anomenat també cox2, que veu augmentada la seva expressid en els
microarrays fins a 60 vegades. Aquest és un enzim que es vincula a la
sintesi dels prostanoides. Els prostanoides sén un grup d’acids grassos que
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deriven de l'acid araquidonic que inclou l'acid prostanoic, les
prostaglandines i els tromboxans. Aquestes molécules incideixen de manera
directa en la regulacié de la inflamacié. Un punt a destacar és el paper que
juga aquest enzim en el procés de la limfogénesi: I'LPA entra en l'interior de
la cél-lula endotelial limfatica i per mediaci6 de l|activaci6 de PTGS2
desencadena un procés que concloura amb la sintesi de VEGFC i la
proliferacié de les cel-lules endotelials limfatiques (104). A I'LPA se i
vinculen efectes sobre la reorganitzacié del citoesquelet, la morfologia
cel-lular i canvis relacionats amb la comunicacié cel-lular i la interacci6 amb
la matriu extracel-lular, el que li comporta un paper en la proliferacio, la
supervivencia i la migracié (253). Destacar el fet que part de la formacié de
PTGS2, a través de l'acid araquidonic i de I'LPA deriva de la degradaci6 dels
fosfolipids. Els fosfolipids sén elements constitutius de la membrana
cel-lular, el que pot implicar que la seva degradacié comporti senyals a
nivell de linterstici que derivin en l'estimulacié de la proliferacid, la
supervivencia o la migracié. La qlestid que es planteja al llarg de la
discussid, la de saber si la condicié hidrodinamica de l'interstici, en aquest
cas valorada indirectament des de l'estructuracié dels vasos limfatics, pot
ser o no un parametre clinic d’evolucié de les afectacions metaboliques
apareixeria doncs com una possibilitat a tenir en consideracié. En un
context alterat, com és el del cancer, la sobre expressié de ptgs2, tal i com
s'observa en els resultats dels microarrays, s’ha associat a un augment de
les cél-lules d’adhesié, a canvis fenotipics, a la resisténcia a |'apoptosi i a
I'angiogénesi tumoral.

El gen il1B veu augmentada la seva expressid fins a 50 vegades en
I'obesitat. Aquest gen (250-252) codifica una proteina que s’activa per
mediacié de la caspasa 1. Aquesta citocina intervé de manera determinant
en la resposta inflamatoria i es vincula a processos de proliferacio,
diferenciacio i apoptosi. La relacié que es contempla amb els vasos limfatics
va associada a qué aquesta citocina es pot secretar des de les LEC (233).

Diabetis

Pel que fa a la condicié de diabetis en relacié a la de no diabetis podem
considerar que el nombre de gens relacionats amb la limfogenesi és feble,
7% pel teixit adipds subcutani i 8% pel visceral i amb nivells de variabilitat
d'expressié que no es mostren molt alts. La majoria dels gens es troben
infra expressats. En teixit adipds visceral els gens reprimits estarien
majoritariament vinculats a inflamaci6 mentre que en teixit adipos
subcutani ho estarien amb la formacid de nous vasos, la inflamacié i
I'apoptosi. Només els gens tnfrsflb i nfkb2 estarien modificats
significativament de manera diferenciada en ambdés teixits alhora. Tnfrsfib
és un gen vinculat a la regulacié de l'apoptosi. Aquest receptor del TNF
(250-252) forma part d'un heterocomplex que permet el reclutament de dos
proteines que amb la seva fixacid generen efectes anti apoptotics. El gen de
NFkB2 esta relacionat amb processos d’inflamacié, immunitat, diferenciacid,
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creixement cel-lular, tumorigénesi i apoptosi (250-252). Ambdds gens
pertanyen a families amb vies de senyalitzacié cel-lular relacionades. Cal
recordar que la via d’induccid6 de la limfogenesi mitjancant LPA associa
I'accié també de NFkB (104).

Resisténcia a la insulina

Pel que fa referéncia a la resisténcia a la insulina els resultats no fan pensar
que hi hagi una relacié entre limfogenesi i teixit adipés molt marcada en
aquesta condicié. Un maxim del 4 % dels gens es mostren alterats i ho fan
en percentatges de canvi no gaire elevats. En situacions d’obesitat, la
presencia de IR es vincula al gen de HGF augmentada tant en teixit adipos
subcutani com en teixit adipds visceral tot i que a nivells de modificacié
febles, no donant-se en absencia d’obesitat. El gen de HGF esta vinculat
amb la mitogénesi, la mobilitat cel-lular i la formacié de la matriu el que
permet associar-lo a I'angiogénesi, la tumorigénesi i la regeneracié del teixit
(250-252).

Teixit adipds visceral — teixit adipds subcutani en obesitat

Quan es valoren els gens vinculats a la regulacié de la limfogénesi que
coincideixen amb els modificats en el teixit adipds visceral en relaci6 al
teixit adipds subcutani en l'obesitat trobem que la majoria de gens estan
reprimits (69 %) i que majoritariament sén gens vinculats a la inflamacid i
més concretament a la via de les quimiocines en la inflamacié. Aquesta
relacié concorda amb la idea que el teixit adipds visceral té més tendeéncia a
estar, en relacié al subcutani, més afectat per la inflamacid. Es de notar, en
aquest sentit, que en global tots els resultats que venen de teixit adipds
visceral associat a la resisténcia a la insulina i a I'obesitat tenen un grau de
canvi més alt que els que venen de teixit adipds subcutani. Destacar que
entre els gens que es sobre expressen en el teixit adipds visceral en relacid
al subcutani hi ha pitx2 el qual augmenta la seva expressidé 14 vegades. La
proteina que es deriva d’aquest gen actua com a factor de transcripcid. En
model animal, s’ha palesat com a determinant en la morfogenesi asimeétrica
dels organs (254). La regulacié de la seva transcripcid esta associada a la
via de la Wnt/B-catenin (255). Aquesta via facilita I'estabilitzacid del seu
ARN missatger com ho fa amb d’altres: c-jun, Ciclina D1, Ciclina D2 (256).
Pel que ha descrit Baek et al (257) en relacié als mamifers seria B-catenina
qui indicaria, a Wnt i a factors de creixement que en dependrien, els
processos de proliferacié que s’han de portar a terme pel desenvolupament.
Aix0 ho faria induint la inhibicié de diversos repressors i per |'activacié de
pitx2 que a la vegada regularia diversos gens de control del creixement.

Tal com s’ha considerat en la introduccid, la via de la Wnt/B-catenina també
s’ha relacionat amb el desenvolupament dels vasos limfatics i pitx2 amb el
desenvolupament dels vasos limfatics a nivell intestinal des d’una associacid
arterial (258). Pitx2, en humans, s’ha relacionat amb el desenvolupament
dels ulls, de les dents i dels organs abdominals (259). Aquestes referencies
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porten a especular que estem davant d'un procés comu de
desenvolupament, d’estructuracié i de funcionament que aniria associat a la
via de Wnt/B-catenina.

Entre els gens vinculats a la limfogenesi que disminueixen la seva expressid
en teixit adipods visceral en relacié al subcutani hi ha cc/21, cxcl6 i cxcr4 que
baixen la seva expressido 12, 10 i 7 vegades respectivament. Cc/21 i cxcl6
son citocines secretades per l'endoteli limfatic (233) que es vinculen a la
migracid de cél-lules mitjancant un efecte quimiotactic. Cc/21 ho faria sobre
cel-lules que disposessin del receptor cxcr7 i cxcl6 ho faria sobre cel-lules
que disposessin dels receptors cxcrl o cxcr2. Cxcr4 s’ha relacionat amb la
limfogénesi durant el desenvolupament embrionari (258). Els angioblasts
que disposaven d’aquest receptor eren atrets per la secrecidé de cxcl/12 vers
les zones de desenvolupament. Aixd es faria per mediacié de pitx2. Altres
gens de la limfogenesi que estan disminuits en el teixit adipds visceral en
relaci6 al subcutani sén els que directament estan vinculats a la
estructuracié dels vasos, aquests son, entre altres: prox1, vegfc, vegfr3
(flt4). D’inici aquests resultats poden indicar d’'una banda una alteracié en
gens que regulen propiament la formacié dels vasos o la seva funcié
immunitaria.

Una de les caracteristiques que la bibliografia planteja i que ha estat
ampliament abordada en la introduccid és que la proliferacié del teixit
adipds, sigui hipertrofia i/o hiperplasia, esta associada a una disminucié de
I'estructuracio limfatica. Aquest fet es confirmaria en la mesura que el teixit
adipds visceral es mostra molt més procliu a augmentar el seu volum que el
subcutani. Una altra caracteristica és la que s’ha associat a la funcid
immune, que en els resultats també es veuria afectada.

Aquests primers estudis mostren doncs que hi ha relacié entre el teixit
adipods i l'estructuracié dels vasos limfatics, i que aquesta esta molt més
marcada en |'obesitat que en qualsevol altra situacié d’alteracié metabolica.
A més a més, es contempla que la vinculacié de la limfogenesi en relacié a
les diferéncies d’expressid que hi ha entre el teixit adipds visceral i el
subcutani es manifesta entorn a gens reguladors de la morfogenesi limfatica
i d’altres organs, com sén pitx2 (1) i prox1 (|), vegfc (|), vegfr3 (fit4)(])
entre altres gens o a gens relacionats amb la propia funcié immunitaria.
Podem contemplar doncs la idea que si que existeix la possibilitat d'un
vincle entre el metabolisme i I'estructuracié/funcié limfatica perd que no
podem establir de moment quina és la dinamica del procés observat, si
I'alteracié limfatica és causa o conseqiéncia de la dinamica metabolica o
ambdues coses simultaniament .

Estudi 2 - Valoracio de I'expressio génica de prox1 i pdpn en funcié del
tipus de teixit adipés.

L'expressié geénica de les sondes dels microarrays corresponents als gens
que determinen I'estructuracié limfatica, prox1 i pdpn, en pacients obesos
mostren que aquests gens s’expressen diferencialment entre tipus de teixit
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adipos (taula 9). El teixit adipds subcutani veu disminuida la seva expressid
en relacié al visceral. En cadascuna de les sondes utilitzades ambdds gens
tenen disminuida la seva expressié sent Unicament significativa aquesta
disminucié en les sondes de prox1. En el mateix sentit I'expressié génica
determinada per RT-PCR de prox1 i pdpn és significativament menor en
teixit adipds subcutani en relacié al teixit adipds visceral en totes les cohorts
estudiades, sent I'expressié de prox1 en teixit adipés subcutani un 27 %
més baixa en la cohort 1, un 16 % en la cohort 2 i un 26 % en la cohort 3
en relacid a la respectiva expressid de proxl a nivell del teixit adipds
visceral. En el cas del gen pdpn la seva expressido també disminueix de
manera significativa quan comparem la seva expressié en teixit adipds
subcutani en relacid al teixit adipos visceral (31, 28 i 55 % respectivament
per cadascuna de les cohorts estudiades)(taula 10). Els resultats obtinguts
amb microarrays i RT-PCR indiquen que els gens prox1 i pdpn tenen un
comportament desigual en el teixit adipds. El fet que tots els resultats vagin
en el mateix sentit, és a dir que manifestin una menor expressié d’aquests
gens en teixit adipdés subcutani en relacié al visceral, ve a indicar un
comportament homogeni del teixit adipds en relacié a aquests gens en cada
tipus de teixit. En l'estudi fet per Procino (260) en el qual s’analitza
I'expressié de proxl en teixit adipds subcutani i visceral aixi com en
adipocits diferenciats dels mateixos teixits en pacients sans, prox1
s’expressa més en teixit adipds visceral que en subcutani i més en els
adipocits provinents del teixit adipds visceral que els provinents del
subcutani. El conjunt dels resultats, els de I'estudi 2 i els de Procino, van en
la mateixa direccid i ens encaminen a pensar que aquests gens s’expressen
de manera diferenciada en el teixit adipds. La qlestié que es manté oberta
ara és la de saber que determina aquesta diferencia entre tipus de teixit
adipds. Si considerem VEGFC com l'inductor final, no Unic, de I'expressié de
prox1 i pdpn podriem considerar que els resultats d’expressido de vegfc
poden ser paral-lels als de prox1 i pdpn en condicions no patoldogiques.
Aquesta consideracié s’escau en la mesura que hi ha un estudi de Tinahones
et al (261) que valora I'expressié de vegfc en condicions normals i s'observa
que l'expressido esta disminuida en teixit adipds subcutani en relacié al
visceral.

Tot i I'homogeneitat dels resultats en microarrays i RT-PCR i la confirmacio
dels mateixos a nivell bibliografic la quantificaci6 de PDPN no confirma la
relacié desigual entre teixits adiposos en la cohort 4. No hi ha diferéncies
significatives quan comparem els valors d’expressid proteica de PDPN entre
el teixit adipds subcutani i el visceral (figura 22). Aquest resultat no té
perqué desencoratjar-nos en la determinacié de la validesa de la hipotesi
d’estudi. Moltes raons podrien justificar aquest resultat: consideracions
particulars de la mateixa cohort, nUmero de pacients limitat, no disposar de
valors de referéncia hidrodinamics de cada pacient, el que permetria
classificar els pacients d’acord a aquest criteri; consideracions propies a
cada pacient, com la seva dieta, la seva situacié immunologica,... Molts sén
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els factors que poden definir la hidrodinamica i en la mesura que no es
pugui fer una analisi en funcid del criteri hidrodinamic podem trobar-nos
amb diferencies no objectivables.

A més a més, cal tenir present que la podoplanina marca la consolidacié
d'una estabilitat estructural dels vasos limfatics perd no indica en quina
situacié metabolica es dona aquesta estabilitat. La majoria de pacients que
sOn analitzats manifesten patrons clinics, antropométrics i bioquimics
propis. Aix0 du a pensar que podem trobar-nos amb pacients amb
hidrodinamiques semblants i caracteristiques cliniques, antropométriques i
bioquimiques molt diferents. Aixd genera la idea que la hidrodinamica no
tindria perqué ser un parametre que es pugui estandarditzar, donat que és
la resposta que déna cada individu a la seva manera de viure, al que menja,
a l'activitat fisica que fa, a la seva geneética... entre molts altres factors que
hi poden incidir.

Estudi 3 - Valoraciéo de lI'expressio de proxl i pdpn en preséncia
d’alteracié metabolica.

Els resultats d’expressid genica de prox1 i pdpn en funcié de la preséncia o
no d’alteracié metabolica (No:IMC< 25 i sense diabetis; Si:IMC = 25 amb o
sense diabetis) mostren que l'expressido és més baixa tant en teixit adipds
subcutani com visceral en aquells pacients que presenten alteracié
metabolica en relacié amb els que no en presenten (taula 12). Pero és tant
sols I'expressid de prox1 subcutani qui manifesta les diferencies de manera
significativa, no la resta.

La idea que I'expressid d’aquests gens disminueixi en condicions
metaboliques alterades es pot interpretar com I'evidéncia d’una
compensacié a la situaciéo provocada per l'alteracié metabolica o com una
condicié afegida en el mateix procés fisiopatologic de I'alteracid metabolica.
I també es pot donar la interpretacid que sigui una condicié conjunta de
causa i efecte de tot el procés d’alteracié metabolica.

Donades aquestes possibilitats es planteja determinar quines variables
vinculades al metabolisme eren susceptibles d’estar relacionades amb prox1
i pdpn. Al fer-ho (taula 13 i taula 14) es constata que hi ha una gran
quantitat de variables que es vinculen a aquests dos gens en la condicié
d’alteraci6 metabolica. Els resultats es van diferenciar en funcié de si
responien a parametres clinics, bioquimics o antropomeétrics per una banda
o d’expressio genica per l'altra.

El grup de variables antropometriques i bioquimiques que presentaren
correlacié significativa amb totes les variables d’interés esta compost per:
edat, pes, IMC, perimetre cintura, perimetre maluc, PCR, GPT i PAD.
Salvant HDL colesterol amb prox1 vis i NEFA amb proxl sc, aquestes
variables també correlacionen amb totes les variables d’interes.
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Destacar que les Uniques variables antropometriques i bioquimiques que
mantenen associaci6 amb totes les variables d’interes en l'analisi de
regressié lineal sén: edat, pes, IMC, perimetre cintura i perimetre maluc. I
destaca també que hi ha GPT que manté associacid amb totes les variables
d'interés menys prox1 vis i NEFA que manifesta associacié amb totes les
variables d’interés amb qui té correlacid, és a dir totes, menys prox1 sc.

Es de destacar que la relacié que tenen les variables IMC, perimetre cintura,
perimetre maluc, PCR, insulina, GPT i PAD amb les variables d’interes és
inversa. Quan els valors d’aquestes variables antropometriques augmenten,
els gens d’interes baixen la seva expressié. Podem considerar que IMC, pes,
perimetre cintura i perimetre maluc sén variables que es poden associar a
un mateix factor d’associacid que és el sobrepes / obesitat. El que indicaria
gue a major sobrepés menor prox1 i pdpn (menor estructuracid limfatica).
Alhora, la PCR és utilitzada com a marcador d’inflamacié, a major nivell
d'inflamacid menor expressié de proxl i pdpn. I la PCR només manté
regressié lineal amb la podoplanina, no amb prox1.

Tanmateix s’ha de destacar que l'estructura limfatica es defineix per la pdpn
i que el fet que com a minim la inflamacié mantingui una associacié
significativa amb pdpn és destacable. Aquest resultat s’emmarcaria en el
vincle entre l'estructuracioé limfatica i la hidrodinamica intersticial, en aquest
cas del teixit adipés.

Es interessant considerar de manera particular la relacié entre les variables
d'interes i la insulina. L'efecte de la insulina en el teixit adipds comporta un
augment de la sintesi d'acids grassos, un augment de la captacié dels lipids
de la sang i un augment de l'esterificacid d'acids grassos, el que permet
formar més triglicérids, i una disminucié de la lipolisi. Tot plegat sén
estimuls que advoquen per retenir els lipids en el teixit adipds.

L'associacido detectada entre la insulina i els gens estudiats, tot i no ser
concloent, pot ser reflex de la mateixa relacid entre el teixit adipds i
I'estructuracidé limfatica, expressid de prox1 i pdpn, que es vehicula, entre
altres per una molécula determinant en la regulacié de la glucemia com és
la insulina. Si analitzem els vincles associats entre la glucemia i
I'estructuracid limfatica veurem com és de plausible el plantejament que es
proposa.

Cal considerar que la insulina s’ha relacionat directament amb la regulacié
del flux limfatic i amb la captacié del liquid intersticial (151) tal i com s’ha
comentat en la introduccié. El subministrament d’insulina va implicar un
augment del flux limfatic i de la captacié del liquid intersticial en model
animal. Cal tenir present també que I'estructuracié dels vasos limfatics esta
alterada per la diabetis (152). La diabetis afecta la permeabilitat dels vasos
limfatics a través del NO i precisa de la fosfodiesterasa 3 per mantenir la
seva integritat, enzim amb qui correlacionen de manera inversa totes les
variables d’interés menys prox1 sc. La relacié de la insulina amb els gens
relacionats amb l'estructuracié limfatica no és doncs tan excepcional. Es
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significativa també I'observacid feta per Arngrim et al (201) on es posa de
manifest que la ingesta de glucosa augmenta el flux limfatic en pacients
prims pero no en obesos. El conjunt d’aquestes consideracions funcionals es
poden enllagar amb la hipotesi plantejada sobre la hidrodinamica
intersticial. Si analitzem tot el procés d’associacid pas a pas quedara més
clara la idea plantejada. L'estimul que genera la ingesta de glucids provoca
la secrecié de la insulina i aquesta a la vegada I'absorcié de la glucosa per
part dels teixits. En aquest punt la glucosa i la insulina augmentarien el flux
limfatic en la mesura que la captacié de la glucosa per part dels teixits fos
possible. Si la glucemia es veu augmentada durant molt de temps veurem
estimulada la retencio de lipids a nivell del teixit adipds per efecte directe de
la insulina sobre el teixit adipds. En la mesura que el teixit adipdés pugui
assumir aquest increment de lipids mitjancant la hipertrofia / hiperplasia
I'organisme podra compensar la situacid i mantenir nivells de glucemia
estables, una hidrodinamica discontinuament estable perd disminuida en
amplitud de discontinuitat i nivells de lipotoxicitat continguts. A mesura que
I'estimul de contencid lipidica en el teixit adipds fos insostenible, per la rad
que fos, apareixerien estimuls pro inflamatoris per intentar reconduir I'excés
de lipids intersticials que es generarien a una zona protegida com son els
vasos limfatics. En aquest punt es passaria, fruit d'una retencié hidrostatica
i d'un augment de la mateixa pressié hidrostatica, a una hidrodinamica
d’amplitud d’alternanca molt més baixa, a un flux limfatic disminuit i a una
distensié dels vasos limfatics cada vegada més gran. En el cas que la
situacié no es revertis de manera més o menys rapida entrariem en la
situacid que el cumul pro inflamatori saturaria la capacitat funcional dels
vasos limfatics col-lapsant l'alternanca hidrodinamica, minimitzant la
conduccid limfatica i dilatant tant els vasos limfatics que s’acabaria afectant
la seva estructura i augmentant la seva permeabilitat. Els excessos de la
filtracié derivats de I'augment de la permeabilitat en aquell moment haurien
de ser amortits pel teixit adipdés perilimfatic tot esperant una millora
funcional de l'organisme a través del sistema immune, de la funcié limfatica
i/o una disminucié en la ingesta de sucres i greixos que disminuis les
exigencies compensatories sobre el sistema. Altrament s’entraria en una
seqléncia d’alteracié en bucle cada vegada més dificil de reconduir (figura
30) que associaria nivells desiguals de fibrosi, retencid hidrica i adipositat
en funcid del context hidrodinamic especific a cada persona i jo diria inclus
que a cada regi6 de I'organisme del pacient.
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Figura 30. Bucle disfuncional de la hidrodinamica intersticial limfatica
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La pressié arterial diastolica pot ser un indicador en certa mesura de la
rigidesa arterial, de la capacitat de dilatacié dels vasos sanguinis. La relacié
entre l'estructuracié limfatica i la pressid arterial diastolica, tot i no ser
confirmada per la regressio lineal amb les variables d’interes, pot ser
atribuible a la continuitat funcional entre I'entramat vascular i el limfatic a
través de |'espai intersticial. No és d’estranyar doncs que existeixi un Iligam
entre ambdods parametres d’estudi i que, a més a més, es doni de manera
inversa. La deficiéncia en la captacié limfatica tindria com efecte una
retencid de liquid intersticial, una major resistencia a la filtracié capil-lar i un
augment de la pressid arterial diastolica. La deficient estructuracié limfatica
s’acompanyaria d’'un augment de la pressié arterial diastolica.

La gpt (ALT) és un marcador de funcionament hepatic que si esta fortament
elevat indica afectacié hepatica. En aquest context |'alteracié del fetge aniria
associada a la disminucido de l'expressido de prox1 i pdpn que podria ser
associada a la propia funcié del teixit adipds. Cert és que la sobrecarrega
funcional del fetge es podria generar des de la inflamacio de l'intesti i de la
seva incapacitat de reconduir els lipids pel canal toracic a la circulacié
sanguinia. En la mesura que el cumul de teixit adipdés anés associat a
aquesta derivacié hepatica no seria d’estranyar aquesta associacié
detectada.

Si considerem els resultats de les associacions en I'estudi de regressio lineal
de les variables antropomeétriques i bioquimiques, l'edat i l'index de la
massa corporal son les variables que es mostren més lligades a tot el
procés d’estudi. L'edat ha quedat establert que genera canvis en
I'estructuracié i funcionament dels vasos limfatics (227, 262), el que
justifica per se que si estem analitzant efectes sobre els gens que
determinen I'estructuracié dels vasos limfatics aquests es vegin associats a
I'edat.
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Pel que fa a l'index de massa corporal comentar que Greene et al (263)
descriuen una disminucié del drenatge intersticial limfatic i del flux limfatic
en relacid a l'augment de I'index de massa corporal. L'index de massa
corporal esta lligada en la majoria de casos a la condicié d’obesitat.
L'obesitat s’ha manifestat com inductora d‘alteracié limfatica (264). En
model animal es va comprovar que la dieta inductora de l'obesitat tenia
explicita una pérdua de funcid limfatica a mesura que augmentava
I'obesitat.

Els resultats confirmen doncs que I'estructuracid limfatica esta afectada per
I'obesitat.

Cal destacar, en el mateix sentit, que I'alteracié limfatica vinculada a
I'obesitat es manifesta de manera desigual en les diferents parts de
I'organisme perd que tanmateix afecta a tot I'organisme (265). La hipotesi
d’'una diferent hidrodinamica intersticial en les diferents parts de
I'organisme i la d’una induccié genérica de desajustament amb una resposta
especifica en funcié de cada zona és cada vegada més plausible.

En la introduccié ja es va abordar aquesta idea estesament i es va
considerar que la desestructuracié dels vasos limfatics, I'alteracié de la seva
funcid o ambdues coses comportaria un alentiment del flux intersticial i el
contorn propici per a la retencié de lipids a nivell del teixit adipds.

El grup de variables corresponents a |'expressié genica relacionats amb
prox1 i pdpn és també molt ampli i es podria analitzar cada vinculacié de
manera Unica. L'abordatge d’‘aquest analisi no respondria a |‘objectiu
plantejat en aquest estudi perdo no s’ha de menystenir el contingut dels
resultats de cara a posteriors estudis.

Destaquem d’aquest conjunt de gens aquells que la seva expressidé es
vincula, independentment d’on es doni, amb tots els gens d’interes i en tots
els tipus de teixit adipds. Aquest requisit es déna en la mesura que és el
requeriment de l'estructuracié dels vasos limfatics |'expressié continua i
simultania de prox1 i pdpn.

D’aquests gens cal destacar que hi ha bcl2, cptia, vegfa, atg3 i atg7 que
mantenen una relacié directa amb proxl i pdpn, és a dir, que quan
augmenten o disminueixen la seva expressid els gens d’interés també ho
fan. El gen bcl2 (250-252) és un gen que codifica una proteina de la
membrana externa de les mitocondries que permet controlar la seva
permeabilitat i intervenir d’aquesta forma en la regulacido de lI'apoptosi en
algunes cel-lules. El gen cptla (250-252) és un gen que codifica un enzim
que intervé en el transport dels acids grassos de cadena llarga a través de
les membranes mitocondrials i en la seva subseqlient B-oxidacid, tenint un
paper important en el metabolisme dels triglicérids. El gen vegfa (250-252)
s’ha relacionat amb l'angiogenesi, la vasculogénesi i amb el creixement de
les cél-lules endotelials. També se |i atribueix un paper en la proliferacié de
les cel-lules endotelials, en la migracié cel-lular, en la inhibicié de I'apoptosi
i en 'augment de la permeabilitat dels vasos sanguinis. El gen atg3 (250-
252) és un gen que codifica una proteina involucrada en la regulacié de
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I'autofagia dins el procés de mort cel-lular. El gen atg7 (250-252) és un gen
que codifica una proteina que esta involucrada en la regulacié de la mort
cel-lular en el context d’estrés metabolic. Intervé també en el manteniment
de I'hnomeostasi axonal, en la prevencié de la seva degeneracid, en el
manteniment de les cel-lules mare hematopoetiques, en la formacié dels

granuls de cel-lules de Paneth i en la diferenciacié del teixit adipds.

La resta dels gens, apm, agp7, atgl i fabp4 tindrien una relacidé inversa amb
I'expressié de prox1 i pdpn, és a dir, que quan aquests gens augmentessin
la seva expressid els gens d’interés farien el contrari, la disminuirien o
viceversa quan els gens disminuissin la seva expressid els gens d’interés
I'augmentarien. El gen apm (250-252) respon a un gen que s’expressa en
teixit adipos i esta vinculat al control del metabolisme dels greixos i a la
sensibilitat a la insulina tenint efecte directe en processos anti diabétics,
anti aterogenics i anti inflamatoris. El gen agp”7 (250-252) és un gen que
sintetitza una proteina de membrana transportadora de glicerol i aigua que
s’ha associat a una alteracié hidrodinamica de I'oida interna i a l'obesitat
morbida. El gen atg/ (250-252) és un gen que sintetitza un enzim vinculat a
la hidrolisi de les gotes lipidiques tant en adipocits com en altres tipus de
cel-lules. També s’ha associat a la transacilacio de I'acil glicerol. Se li atorga
un rol important en I'"homeostasi energetica. Fabp4 (250-252) és un gen
gue deriva en una proteina citoplasmatica associada al transport dels acids
grassos de cadena llarga, d’altres lligands hidrofobics i de I'acid retinoic. Cal
mencionar també que és transportador intracel-lular de l'acid lisofosfatidic,
reconegut estimulador de la proliferacio6 de les cel-lules endotelials
limfatiques per mediacié de l'activacié de la via de prox1 que a la vegada
afavoreix la sintesi de VEGFC.

Aquests resultats de vinculacié genica porten a pensar que els gens que es
relacionen amb els gens d’interés de manera directa sén gens relacionats
d’'una banda amb la regulacié de la mort cel-lular, I'apoptosi i I'autofagia, i
de l'altra, per part de cptlia, amb el transport d’acids grassos de cadena
llarga, el que no ens hauria de sorprendre donat que els vasos limfatics son
captadors majoritaris dels lipids de cadena llarga.

Fruit d’aquests resultats sorgeix la idea, en el context de l'estudi de la
hidrodinamica intersticial limfatica, que l'interstici sigui el mitja de regulacid
de la mort cel-lular i que ho faci a través de l|'estructuracid dels vasos
limfatics. Aquesta idea contemplaria la situacié que en la mesura que hi ha
estructuracié limfatica s’estimula la proliferacié. El procés d’estimulacié de
la proliferacid cel-lular mitjancant I'estructuracio limfatica es basa en certes
consideracions. La primera consideracié és que I'LPA intersticial és un
estimul de proliferacié dels vasos limfatics. Una altra consideracié a tenir
present és que la membrana cel-lular esta formada per fosfolipids i que
aquests en ser degradats formen LPA i I'acid araquidonic, és a dir un
inductor de l'estructuracié limfatica mitjancant prox1 i un inductor del flux
intersticial mitjancant la inflamacié. I una tercera consideracié a tenir en
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compte és que PROX1 és considerat un supressor tumoral, com ja s’ha
esmentat en la introduccio.

Partint d’aquestes consideracions podem contemplar que l'equilibri ideal de
I'interstici respondria a un equilibri estable entre el nombre de ceél-lules
formades i el nombre de cel-lules destruides (proliferacié - apoptosi), entre
els requeriments d’evacuacié del liquid intersticial i el seu drenatge limfatic
(necessitats drenants — drenatge intersticial limfatic) i entre els senyals dels
diferents processos en que l'interstici estigui involucrat. La realitat funcional
de linterstici estableix que continuament estem incidint en la mort de
cel-lules i continuament estem restituint aquesta destruccié. Aquest equilibri
es manté gracies a la presencia d’estimuls de proliferacié i a estimuls
d’apoptosi que en cada circumstancia marquen el sentit del canvi (figura
31).

Figura 31. Procés d’estimulacié de la proliferacié cel-lular mitjangant I’estructuracid i funcio
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En aquest punt sorgeix la qlestié de considerar que passaria si la propia
senyalitzacio de la situacié de drenatge no fos real, no correcta: si estigués
indicant al teixit que les condicions son optimes quan en realitat sén tot el
contrari. Imaginem la situacido que un cert nombre de cel-lules s’han mort i
han desencadenat la formacié de LPA i acid araquidonic en l'interstici.

L'LPA format entraria a les LEC i la limfogénesi s’activaria. L’acid
araquidonic augmentaria la filtracié capil-lar i afavoriria el flux intersticial i
la seva captacié limfatica. Si aquesta situacid no respongués a la realitat, si
I'estructuracié limfatica no s’associés a una capacitat drenant real el que
passaria és que el liquid intersticial seria retingut, que continuament
estariem enviant senyals de limfogenesi, que continuament estariem
indicant que hi ha hagut molta mort cel-lular perquée cada vegada hi hauria
més LPA i acid araquidonic. A partir d’aguest moment entrariem en aquell
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bucle disfuncional comentat precedentment. Hem de saber en aquest punt
que totes les situacions inflamatories tenen associada un augment de la
densitat dels vasos limfatics i un augment de la seccié dels vasos, és a dir,
una limfogenesi augmentada. I que si la inflamacié es manté en el temps
acaba desestructurant els vasos limfatics. L’LPA se sap que esta vinculat a
la proliferacié cel-lular mitjancant varies vies (108, 266). Alguna d’aquesta
també s’ha relacionat amb I'expressié de prox1. La disminucié de I'expressid
de prox1l per alguna d’aquestes vies donaria arguments per creure en la
viabilitat d’aquesta hipotesi, ja que quedaria justificada la deriva vers el
cancer en tant que prox1 no pogués exercir com a supressor tumoral.
Aquesta idea no esta mancada d’arguments quan es detecta que molts
cancers estan associats a una baixa expressidé de prox1 com ja s’ha descrit
en la introducciod i que també s’associa a la preséncia de I'LPA (266).

Una altra via d’estudi que caldria valorar és la influencia del flux sobre
I'expressié de prox1 sobre les cél-lules tumorals. Com s’ha descrit en la
introduccié es coneix de la incidencia del flux intersticial sobre I'expressié de
prox1 en les LEC.

En el context del teixit adipdés un fenomen semblant es podria valorar amb
la particularitat que el teixit adipdés quan prolifera no associa malignitat,
possiblement perqué es veu mancat de vasos limfatics. En aquest sentit cal
saber, tal i com s’ha comentat en la introduccid, que I'LPA incideix en la
diferenciacié dels preadipocits en adipocits.

Passada la descripcié d’aquesta hipotesi que afavoria poder entendre els
resultats fins ara obtinguts prosseguim comentant la resta dels mateixos.
Pel que fa als gens que es vinculen en sentit invers amb les variables
d’'interes, aquests estan relacionats amb la regulacié del metabolisme lipidic
i també correspon a la relaci6 manifesta descrita en la introduccié que
vincula I'alteracié en la conduccié dels lipids per part dels vasos limfatics a
una retencié dels mateixos a nivell del teixit adipds.

Aprofundint en la determinacié de quins gens tenen més pes en l'expressid
de les variables d’interes es van vincular aquests gens a un estudi de
regressid lineal. En ell es pot observar que la incidencia maxima sobre
I'expressié de prox1 subcutania I'agafa I'expressié del gen atg7 subcutania i
visceral juntament amb el de atg3 visceral. En prox1 visceral, pdpn
subcutania i pdpn visceral I'agafa majoritariament I'expressid del gen atg3
visceral.

Aixi doncs, podem considerar que el gen atg3 és el que més vinculacio
presenta amb prox1 i pdpn. Vinculacié mai descrita anteriorment.

Vam considerar també I'estudi d’aquells gens que manifestaven lligam amb
les variables de interés només des de I'expressid del propi teixit adipds on
s’expressaven. Aquesta circumstancia només es va observar a nivell de
teixit adipds visceral. Es a dir, que si s’expressaven en teixit adipds visceral
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es vinculaven amb les proxl i pdpn del teixit adipds visceral. Aquest
subgrup de gens soén i es vinculen a (250-252):

Adipsin, sintetitza una proteina vinculada a la supressié humoral d’agents
infecciosos. Els adipocits secreten aquesta proteina. La seva alta
concentracid en el greix ha fet pensar en la relacié del teixit adipés amb el
sistema immune.

Cav1, genera una proteina constitutiva de les membranes de les caveoles,
sent elements constitutius de les lipids rafts que les constitueixen. Esta
relacionada amb la progressié del cicle cel-lular, d'aqui la consideracié del
seu paper en la supressié tumoral.

Fiaf, també anomenada angpt/4, forma una proteina que es induida per la
hipoxia en les cél-lules endotelials. Es manifesta com reguladora de
I’'angiogenesi i moduladora de la tumorigénesi. Inhibeix I'estructuracié dels
vasos per part de les cél-lules endotelials i redueix la filtracié vascular. Esta
involucrada directament amb I’'homeostasi de la glucosa, en el metabolisme
lipidic i en la sensibilitat a la insulina.

Lipe, facilita una proteina que hidrolitza els triglicerids facilitant
I'alliberament dels acids grassos, fent-los lliures.

Plin, forma una proteina que intervé en el metabolisme dels lipids en els
adipocits. Intervé en la limitacio de I'accié de la lipasa hormona sensible aixi
com en la formacid i engrandiment de les gotes lipidiques esdevenint un
modulador de la lipolisi i dels nivells de triglicerids

El conjunt d’aquests gens es vincula també a la regulacié del metabolisme
lipidic i ho fa de manera inversa amb les variables d’interés. Aquest fet va
en el sentit ja comentat reiteradament que l'afectacid de I'estructuracié
limfatica aniria en consonancia amb una proliferacié del teixit adipds.

En aquest moment de l'estudi es considera pertinent avaluar l'efecte de
I'exercici en I'expressid de les variables d’interés. Donat que |'exercici fisic
dinamitza i augmenta el flux intersticial i limfatic (144) vam considerar
interessant saber si aquest podria tenir vinculacié amb I'expressié dels gens
d'interés. Els resultats (taula 20) reflecteixen que |'expressié de proxl1
subcutania i de pdpn visceral baixa a mesura que augmenta |'exercici pero
que no ho fa de manera significativa. En la condicié d’activitat fisica totes
les variables baixen la seva expressid amb l'increment d’hores de dedicacio
a l'activitat. Malgrat que el resultat és desigual entre gens i teixits és
destacable el fet que l'activitat per se estigui vinculada a modificacions de
I'expressié dels gens independentment del sentit de la modificacié. Podem
considerar totes les limitacions técniques associades al control del pacient
en la seva activitat fisica, com la realitat o no de la seva notificacio, com la
seva intensitat, com el tipus d’activitat... que certament condicionen l'efecte
sobre la limfogenesi. Gehlert et al (267) sense anar més lluny van mostrar
diferencies en la limfogenesi en teixit muscular esqueletic en funcié de
I'exercici. Greiwe et al (268) van valorar a més a més els canvis en la
limfogénesi muscular i cardiaca en funcio del tipus de contraccid muscular i
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van constatar que la contraccid excentrica genera un augment de la
densitat de vasos limfatics en el muscul esquelétic i una disminucié en el
cardiac. Hi ha molts factors que poden tenir a veure. Cal tenir en compte
gque l'exercici no defineix una resposta hidrodinamica intersticial i limfatica
estable. Al contrari, la hidrodinamica sempre es veura modificada per
I'exercici i fruit de la variabilitat de la mateixa dinamica d’activitat ens
podem trobar associades variabilitats dins el mateix individu i entre
individus. Només la constancia d’una dinamica d’exercici concreta, tipus
d’exercici, intensitat, horaris,...podria facilitar-nos un descriptiu real del que
és associable a I'exercici.

Es interessant, també, considerar la manca de relacié que hi ha entre els
gens d’estudi, prox1 i pdpn, i el colesterol, la glucosa i els triglicérids. El
colesterol no s’ha relacionat directament amb I'estructuracidé limfatica i el
seu funcionament. El que si que s’ha descrit és que la situacid de
hipercolesterolemia, en model animal, va associada a una desestructuracio i
alteracié funcional dels vasos limfatics que és reversible en la mesura que
es reverteix la hipercolesterolemia. La relacid es dona a través del HDL
colesterol en el RCT (134, 166).

El fet que HDL colesterol si manifesti correlaci6 amb la majoria dels gens
d’estudi, només amb prox1 visceral no la té, confirmaria la idea que la
regulacid del colesterol per part dels vasos limfatics es fa a través de la
interacci6 amb el HDL colesterol. I que l'estructuracié dels vasos limfatics,
valorada per I'expressid de prox1 i pdpn esta lligada al propi HDL colesterol
i no al colesterol tal i com s’havia demostrat en model animal.

Molts sén els estudis que mostraven associacidé de certes variants de prox1
amb la diabetis i amb els nivells de glucosa en dejuni; també hi ha
exemples dels efectes de la glucosa sobre la funcid limfatica comentats
precedentment pero tanmateix no hi ha relacié directa entre la glucosa i els
gens d'interes estudiats, prox1 i pdpn. Mantenir la glucosa a nivells estables
és un requeriment global de I'organisme en el qual la insulina hi juga un
paper determinant perd no Unic. En la mesura que la glucosa s’ha de
mantenir a nivells més o menys estables podem considerar que és normal
que l'associaci6 no s’'hagi de produir en situacions hidrodinamiques
Unicament associables a la glucosa, situacions, al meu entendre, inedites.
Aix0 només podria donar-se en desajustaments vinculats a la glucosa, com
seria el cas de la diabetis. I com ja s’ha comentat la diabetis afecta
I'estructuracio limfatica.

En els triglicerids es podria donar quelcom de semblant al que passa amb la
glucosa per0 sense disposar en aquest cas d’evidencies d‘alteracid
estructural o funcional limfatiques conegudes que avalin de moment
aquesta hipotesi.

L'analisi de l'expressié de proxl1 i pdpn en funcié dels diferents graus
d’obesitat, definida pel IMC ens indica que a major nivell d’'obesitat menor
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expressié dels gens d’interés. Tanmateix les associacions de les variables
amb les variables d’interés no son tan evidents ara que es segmenta la
cohort de manera especifica, per I'index de massa corporal en aquest cas,
que quan no es fa aquesta segmentacié. La distincié de l'obesitat en
diferents graus dilueix els resultats en la mesura que amplia la variabilitat
entre les situacions metaboliques i fa més dificil associar la realitat
hidrodinamica intersticial, mesurada en aquest cas per una situacio
metabolica concreta i I'expressié de prox1 i pdpn. En altres paraules una
situacido hidrodinamica no respon a una situacid6 metabolica concreta pero
qualsevol situacido metabolica si que té associada una situacié hidrodinamica
concreta.

L'explicaci6 meés plausible que s’ha anat argumentant a mesura que
considerem els resultats, i justificaria el conjunt de resultats fins ara
considerats, és la que uneix la mateixa hidrodinamica intersticial a
I'estructuracid dels vasos limfatics (269, 270). Aquesta consideracié respon
al fet que en la mesura que un individu té com referencia de funcionament
optim una hidrodinamica intersticial concreta qualsevol desajustament de la
hidrodinamica aniria associada a canvis que comportessin el manteniment
d’aquesta hidrodinamica de referéncia. Assumint que qualsevol manifestacié
compensatoria portada a l'extrem aniria associada a una manifestacid
clinica propia, aix0 implicaria que moltes malalties, les degeneratives
sobretot, podrien tenir el seu origen en un mateix punt, en la hidrodinamica
intersticial en part atribuible a |'estructuracié i funcionament de I'entramat
limfatic.

L'estudi de l'expressid de prox1 i pdpn en funcid dels nivells de certs
marcadors metabolics déna arguments per creure que existeix una
vinculacié especifica entre I'estructuracié limfatica i la regulacié metabolica
associada a aquests marcadors. Aquests marcadors, la PCR, la insulina, la
pressio arterial diastolica o el pes van ser escollits com caracteristics del
ventall clinic de I'alteraci6 metabolica, tot i que n’hi podria haver-ne més
vam considerar que eren prou representatius. Els resultats han sigut
rotunds. Sigui quin sigui el marcador considerat hi ha diferencies
significatives en I'expressié de prox1 i pdpn en funcié del grau de preséncia
de cadascun dels marcadors. A mesura que augmenta la preséencia del
marcador metabolic I’'expressid de prox1 i pdpn disminueix.

Aqguests resultats il-lustren doncs que l'alteracié metabolica tant en conjunt
com de manera especifica afecta |I'expressié de prox1 i pdpn. Creixen doncs
els arguments que reforcen la hipotesi que la hidrodinamica intersticial és la
que defineix el patré disfuncional metabolic i que ho fa en gran mesura
gracies a l'estructuracidé i funcié de I'entramat limfatic.
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Estudi 4- Expressions geéniques associades al LPA en relaciéo a
I'expressio genica de prox1 i pdpn.

Arribats a aquest punt de l'estudi es va considerar interessant valorar de
manera indirecta la possible associacié entre gens vinculats a I'LPA i la
propia estructuracié limfatica ja que no disposavem de mesures directes de
LPA. L'LPA s’ha vinculat de manera directa a |'expressiéo de prox1 i a la
limfogenesi (104). Els gens estudiats majoritariament s’associen a
I'expressié de prox1 més que a l'expressioé de pdpn fet que podriem esperar
donat que la interaccid reconeguda de LPA es dona amb proxl i no amb
pdpn.

Destaca com a més comu el gen de cd36. Aquest es relaciona amb totes les
expressions possibles de proxl1 i només amb pdpn visceral. CD36 és una
glicoproteina forca present que esta relacionada amb funcions d’adhesio.
També intervé en la mobilitzacié dels acids grassos, fet que el relaciona
amb la regulacié dels mateixos. Intervindria en processos antiangiogenics i
es vincula a la promocié de la inflamacié per incidéncia, entre altres, sobre
NF-kB i la conseglient formacid de molécules pro-inflamatories, CXCL1,
CXCL2 i CCL9, aixi com sobre la secrecié de IL1B.

LPA incideix en el funcionament de CD36 (271). LPA causa una disminucio
de l'expressido de cd36 de manera dosi depenent i temporo depenent. En
aquest procés de repressido estarien involucrats receptors de I'LPA i la
proteina kinase D. Els resultats obtinguts concorden amb aquest vincle
entre cd36 i LPA. D’'una banda hi ha els gens relacionats amb LPA, que
incidirien en augmentar la preséencia del LPA i que s’associen de manera
directa amb I'expressié de prox1 i de l'altra banda hi ha cd36 que ho fa de
manera inversa, és a dir, que a mesura que proxl augmenta per l'accié de
LPA, cd36 baixa.

Cal destacar també una serie de gens que es vinculen separadament amb
I'expressié de proxl i pdpn en acord al tipus de teixit on aquests
s’expressen. Aixi, el gen expressat en teixit adipds subcutani es relacionaria
com a minim amb prox1 o pdpn subcutani mentre que el que ho fa en teixit
adipos visceral ho fa com a minim amb prox1 i pdpn visceral. Els gens de
Ipcatl, Ipcat2, Ipcat3, Ipcat4 i ppap2c soén els gens que es vinculen amb
I'expressié de prox1 subcutania i visceral separadament. Pel que fa a pdpn
subcutania i visceral és ppargclb I'inic gen amb qui es relaciona de manera
separada en funcid del tipus de teixit adipos.

Les LPCATs sén enzims que permeten la transferéncia de grups acils
afavorint la conversid d’unes molécules en unes altres. Aixo el que
afavoreix, en un sentit o altre, és la formacié de I'LPA.

PPAP2C (250-252) esta involucrada en la catalisi de l'acid fosfatidic, entre
altres molecules. Incideix en la hidrolisi de I'LPA de manera depenent a la
concentracio dels derivats immediats a |'acid fosfatidic.
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Aixi els nivells de catalisi induits per aquest gen es graduen d’aquesta
forma:

I’acid fosfatidic > Ceramida-1-fosfat > acid lisofosfatidic > Esfingosina-1-fosfat.

Pel que fa als gens que es vinculen a la pdpn dir que la proteina que deriva
del gen ppargclb (250-252) esta vinculada a l'estimulacid de diversos
factors de transcripcid i receptors nuclears. S’ha relacionat amb |'‘oxidacié
dels greixos, amb el metabolisme no oxidatiu de la glucosa i amb la
regulacio de la despesa d’energia.

Cal destacar que hi ha un cert nombre de variables vinculades a I'LPA que
no correlacionen ni amb prox1 ni amb pdpn. Sén agpat3, agpat4, agpats,
agpat9,; tots aquests gens estan vinculats a la transformacié de LPA en
fosfolipids, és a dir, en revertir la formacié de I'LPA.

No es pot deixar de mencionar la relaci6 manifesta que té fabp4 amb prox1
i pdpn a nivell del teixit adipds visceral i que no es manifesta a nivell
subcutani. Cal tenir present que fabp4, més enlla de ser un transportador
de lipids en els adipocits, és un transportador intracel-lular de LPA. Aquesta
proteina fixa acids grassos de cadena llarga i acid retinoic cap els seus
receptors en el nucli. Se li associen funcions en la captacié, transport i
metabolisme dels acids grassos.

Tots aquests resultats mostren que la relacié entre LPA (valorat de manera
indirecta pels gens inductors) i prox1 existeix en la cohort 1 i confirmen
I'associacié inversa entre cd36 i prox1.

Seguint amb l'estudi es va considerar pertinent abordar aquesta vinculacié
considerant les expressions geniques dels gens vinculats al LPA en funcié de
I'expressié prox1 (expressio alta i baixa).

De l'observacié d’aquests resultats es valora la similitud que manifesten
certs gens en el seu comportament. Els gens que manifesten diferencies
significatives en la seva expressié en funcié de la seva relacid amb el nivell
de prox1 subcutania i/o visceral s6n basicament els mateixos. Aquests soén
els gens cd36, Ipcatl, Ipcat3, Ipcatd, pld6, ppap2b i ppap2c. Tot i aixi, cal
tenir present que l'expressido de Ipcatl, Ipcat3, Ipcat4 i ppap2b a nivell
visceral manifesta també diferéncies significatives en funcié del nivell de
prox1 subcutani tot i tractar-se de la seva expressid en teixit adipds
visceral. Propis al condicionant del nivell d’expressido de proxl1 subcutani hi
ha el gen Ipcat2 en la seva expressid en teixit adipds subcutani i visceral i
rgsl en la seva expressio visceral que manifesten diferéncies significatives
en la seva expressio.

En funcié del nivell d’expressié de prox1 visceral hi ha la particularitat del
gen de fabp4 que manifesta diferencies significatives en la seva expressid
en teixit adipdés subcutani i visceral, i que no es donen en relacid a
I'expressié de proxl subcutani. Destaca que l'expressido fabp4 en teixit
adipés subcutani i visceral esta disminuida en pacients amb nivell
d’expressié de prox1 vis elevada. Aquests resultats suggereixen que en
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teixit adipds, tant subcutani com visceral, baixen els requeriments de
mobilitzacié d’acids grassos quan l'inductor major d’estructuracid limfatica,
prox1, esta elevat en teixit adipds visceral. Mentre que quan l'expressié de
prox1l esta elevada a nivell subcutani I'expressié de fabp4 tant subcutania
com visceral no es veu alterada, donant-se un estimul en ambdods teixits de
sintesi de LPA. En si el que es manifestaria és que la estimulacié
proliferativa dels limfatics es donaria en els dos teixits perdo que la
mobilitzacié dels acids grassos només s’estimularia en relacié a l'expressio
de prox1 a nivell visceral no a nivell subcutani.

La manera com s’han analitzat aquests resultats pretén evidenciar que la
relacid és desigual entre tipus de teixit adipdés per certs gens pero que
manté moltes similituds. Aix0 porta a pensar que la propia distincié entre
teixits adipés pot ser la mateixa resposta adaptativa a realitats
hidrodinamiques diferents. Aix0 permet que ens reafirmem en la nocid
d’afectacié metabolica comuna d’expressié disfuncional desigual.

Estudi 5 - Estudi d’expressions géniques associades a l'expressio
dels gens prox1 i pdpn.

La confluéncia dels dos llistats de gens creats pel desenvolupament d’aquest
projecte, un definitori de la regulacié de la limfogeénesi i l'altre fruit de la
valoracié de la relacid estadistica entre I'expressié d'una serie de gens
vinculats a la regulacié del metabolisme i I'expressié de prox1 i/o pdpn, ha
permes obtenir un llistat de gens que poden ser considerats com potencials
indicadors, a I'espera de nous estudis que ho confirmin, de vies de relacid
entre I'entramat limfatic i la regulacié del metabolisme.

Limitacions dels estudis

Aquesta tesi no esta mancada de certes limitacions que deriven de la
mateixa tematica abordada aixi com de la mateixa capacitat tecnica per
desenvolupar un procediment d’avaluacidé directa estandarditzat. Un estudi
hidrodinamic es pot fer in vivo utilitzant procediments d’avaluacié invasius
(biomarcadors) o no invasius pero, en tot cas, no estan definits sobre un
protocol clinic estandaritzat. Donades les propies limitacions que deriven de
la mateixa singularitat hidrodinamica de cada individu, aixi com de la
singularitat de cada oOrgan dins de cada individu, aquests tipus de
procediments requereixen arguments previs que ho justifiquin i avui per
avui no considerem que hi siguin. La voluntat d’aquest estudi va ser, des de
bon inici, el comencgar a definir possibles arguments.

La forma que hem considerat d’avaluar l'estructuracié limfatica mitjancant
I'expressié de prox1 i pdpn és indirecta, el que pot no reflectir la realitat de
la situacido en el teixit adipds. Tanmateix hem de tenir molt present que
I'estructuracio limfatica precisa de |'expressié continua d’aquests gens per a
mantenir el seu fenotip i per aquest motiu vam considerar que era una bona
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forma d’avaluar si I'afectacidé de I'estructuracié limfatica podia identificar-se
en certa mesura amb [l'alteracié metabolica i més concretament amb
I'obesitat.

Al ser un estudi transversal es fa evident que la connotacié de casualitat és
més que assumible i que dificilment podem entrar en una consideracio de
causalitat definida. Tanmateix cal destacar que podem valorar, d’acord amb
el publicat a dia d’avui, que el patrd causal potser no existeix de manera
univoca i precisa. M’explico, no té perqué ser necessariament Unica i
recognoscible una causa. El que vull dir és que la idea de que la causa i la
conseqliencia deriven de la mateixa circumstancia pot donar peu a
considerar que en realitat no és assumible una definicid causal. El que
implicaria que la dinamitzacié de |'organisme seria la causa i conseqiéncia
de tot el procés de desequilibri. Aquesta dinamica podria ser generada i
influenciada per factors externs el que indica que serien modificables o per
factors interns menys susceptibles de ser modificats perd tanmateix
recognoscibles clinicament en I'actualitat que sén els que acaben marcant el
reconeixement de les malalties.

De manera especifica podriem considerar que una limitacid present en
aquests estudis és la poblacid estudiada. La quantitat de mostres
estudiades en els microarrays és baix i aix0 pot haver esbiaixat els
resultats. El mateix és susceptible de ser valorat en els estudis amb RT-
PCR. Cohorts amb més poblacié segurament ens haguessin definit una
inferencia més solida vers un sentit o altre dels resultats.

L'altra limitacid que es fa evident d’aquests estudis és que no han sigut
confirmats amb I’'expressié de proteina. Aquest és un limit que s’assumeix i
que respon en part a la gran quantitat d’expressions geniques analitzades i
a la limitacié temporal de l'execucié d’aquesta tesi. Certament, ulteriors
estudis haurien d’anar encaminats a valorar de manera especifica aquelles
associacions més significatives quantificant I’'expressié proteica.

Una altra limitacid que es pot considerar de I'estudi és |'associada al propi
analisi estadistic. Quan es fan tantes comparacions, la probabilitat de trobar
associacions fortuites augmenta molt. Per contrarestar aquesta possibilitat
s’hagués pogut baixar la significacid, la p per sota de 0,05 , o aplicar el
Bonferroni en les comparacions. Tanmateix en els resultats podem valorar
que hi ha un gran nombre de resultats que associen p per sota de 0,001.

Moltes precisions podrien fer-se a aquests estudis, técniques,
metodologiques, etc, perd0 tanmateix les assumim en tant que estem
confrontant un ambit d’estudi poc comu i uns plantejaments d’estudi
pioners, el que no esta mancat de riscos ni de critiques. Assumint aquests
riscos no em puc estar de comentar que el coneixement només creix des de
la critica. Si aquesta és constructiva benvinguda sigui.
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Reflexions finals i futures recerques

Aquest treball ha posat en evidencia de manera indirecta la possibilitat que
hi hagi una relacid entre el teixit adipds i el nivell d’estructuracié dels vasos
limfatics considerat pel nivell d’expressié de prox1 i pdpn. Tanmateix aquest
ambit de relacid no és homogeni entre el teixit adipdés subcutani i el
visceral. A més a més, cada situacid metabolica té& un ambit de relacié
particular amb la limfogenesi sent la condicié d’obesitat amb la que hi ha
clarament més relacié. I és en aquesta condicid on es constata que
I'increment dels nivells de certs marcadors associats a |'alteracié metabolica
es relaciona directament amb |'estructuracié limfatica de tal manera que a
major alteracié major afectacié de I'estructuracié limfatica. Aixi doncs,
I'alteracid metabolica tant en conjunt com de manera especifica afecta
I'expressié de prox1 i pdpn. Una altra dada que destaca és que els gens que
es relacionen amb l'acid lisofosfatidic de manera directa o inversa estan
associats amb la propia expressido de proxl i pdpn sent la relaci6 amb
I'expressié de prox1 la que mostra més lligams. Nous gens relacionats amb
el metabolisme s’han pogut associar a la mateixa estructuracié limfatica.
Fet que obre un nou ventall de possibilitats d’estudi. El vincle entre
I'alteracid limfatica i els estimuls de proliferacié cel-lular i/o d’inhibicié de
I'apoptosi ha fet pensar en la possibilitat que sigui la mateixa alteracidé en
I'estructuracid limfatica conseqiéncia de la seva propia alteracié funcional
causant al mateix temps una incorrecta senyalitzacid proliferativa a nivell
intersticial. L'alteracié, des d‘aquest punt de vista, no esta en les
conseqliencies que es manifesten a nivell de l'interstici (acumulacié hidrica,
lipidica o fibrotica) o a nivell dels teixits del voltant mitjancant estimuls de
proliferacié o d’inhibicié de I'apoptosi sind en |'alteracié del sistema a I’'hora
de definir quina és la realitat hidrodinamica de l'interstici. Al llarg de la
discussié s’ha considerat que aquesta realitat disfuncional podria estar
associada a un error de senyalitzacié induit per I'LPA en relacié a la
hidrodinamica intersticial. La realitat és que malgrat els vincles notables que
s’han descrit entre I'LPA i el cancer no n’hi ha cap estudi que vinculi els dos
aspectes des del punt de vista hidrodinamic i penso que s’hauria d’abordar
des d’aquesta perspectiva. Tanmateix aquest plantejament no tindria per
que ser propi i Unic a I'LPA. De fet, si analitzem les diferéncies existents
entre el contingut plasmatic i el limfatic per protedmica (272) ja es mostra
que la limfa es nodreix de proteines d’origen cel-lular més propies al
parenquima que al plasma. Aquestes son proteines del nucli (histones),
factors de tall i unid, factors de transcripcié i de proteines involucrades en la
mateixa sintesi de proteines aixi com proteines que deriven del citosol i
d’organuls. Totes aquestes molecules s’alliberen en el moment de la mort
cel-lular, en condicions tant fisiologiques (apoptosi cel-lular) com
patologiques (necrosi cel-lular). El que pot donar peu a considerar que la
relaci6 amb la mort cel-lular podria ser associada a qualsevol de les
molécules vinculades a la mateixa cél-lula.
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També es podrien considerar els elements propis de la matriu extracel-lular.
Hi ha també una major presencia d’aquests elements en limfa en
comparacié amb el plasma (272). Aixd si, amb un grau de variabilitat lligat
a les propies circumstancies funcionals de la matriu extracel-lular en termes
de localitzacio i d’activitat proteolitica que es relaciona amb el propi procés
fisioldgic com fisiopatologic en la que es pot trobar. Qualsevol element del
proteoma, peptidoma o degradoma present a nivell limfatic podria
esdevenir potencialment un senyal funcional hidrodinamic que en el cas de
no correspondre’s amb la realitat podria derivar en desajustaments
irreversibles del sistema. Les proteines presents en la limfa canvien en
funcid del seu origen perd també com a reflex d’'una alteracié sistémica a la
qual esta sotmes l'organisme o com a reflex del procés adaptatiu al mateix.
Moltes de les questions sorgides es podrien agrupar sota la nocié de
“tolerancia funcional de sistema”. Qualsevol sistema, tant des del punt de
vista estructural com funcional, té uns limits de desajustament, uns limits
gue marquen un interval de tolerancia al canvi. Ultrapassats aquests limits
el sistema ha de compensar funcionalment el desajustament i/o
reestructurar-se. En el suposit que el sistema no ho pogués aconseguir la
viabilitat del sistema com a tal es trobaria compromesa i s’exposaria a la
seva destruccié. Aquesta idea de tolerancia funcional de sistema podria ser
associada en I'ambit metabolic al mateix concepte de “metabolic set point”
(273) ja que concep la singularitat de la resposta metabolica com
caracteristica a la mateixa variabilitat de I'alteraci6 metabolica. Aquest
“metabolic set point”, des del meu punt de vista, podria ser la
hidrodinamica global. Aquest reconeixement metabolic es podria donar tant
a nivell del sistema nerviés central, per la hidrodinamica del liquid
cefaloraquidi, com a nivell periféric a través de la hidrodinamica intersticial
dels teixits periferics. Aixi, la hidrodinamica del liquid cefaloraquidi, la de
I'oida interna, la dels musculs, la de qualsevol organ, esdevenen en si
mateixes referencia de com esta funcionant el sistema.

En els mamifers en general i en els humans en particular s’ha de tenir
present que entre els factors determinants d’aquest equilibri hidrodinamic hi
ha, tal i com s’ha intentat transmetre al llarg de la tesi, la capacitat drenant
de l'interstici per part dels vasos limfatics. L'alteracié d’aquesta capacitat
drenant, per persisténcia d'un excés (inflamacié cronica) (232) o d’un deficit
(dejuni prolongat) (274), esdevé a llarg termini causa i conseqliencia de la
mateixa alteracid drenant. Fruit d’aquesta consideracid apareix la hipotesi
que la disfuncio limfatica, estructural i/o funcional, esdevé en si mateixa
una rad fisiopatologica major de diferents malalties que a dia d’avui no
s’'associen a una causa Unica i que sén comuns al propi procés
d’envelliment. Es contempla la idea que l'alteracié en la capacitat drenant
intersticial limfatica esdevé causa i efecte de diferents malalties: malalties
neurodegeneratives , malaltia de Méniere, malalties inflamatories croniques,
malalties metaboliques com la diabetis, malalties cardiovasculars com
I'aterosclerosi, malalties oftalmologiques i cancer. Des d’aquest punt de
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vista hi ha la possibilitat de considerar que, en general, les malalties no
responen Unicament a disfuncions moleculars especifiques siné a l'alteracio
funcional de I'organisme en relacié a la seva propia hidrodinamica. Aquesta
teoria, que he volgut anomenar “teoria hidrodinamica global”, planteja que
el desordre inicial que es dona a nivell intersticial, respon a la propia
hidrodinamica de l'interstici. Aquest desordre intersticial seria induit des de
la propia estructuracié del interstici o per la deficient estructuracié i/o
funcionament de I'entramat capil-lar i/o limfatic. Aquest desordre
dinamitzaria el sistema vers una alteracié funcional que provocaria la
malaltia. La diferent hidrodinamica intersticial entre individus, en el context
d’'un depassament del limit de tolerancia, seria per se la responsable del
desigual comportament que una mateixa malaltia pot generar en diferents
individus tot i manifestar un patré disfuncional semblant. I és el considerar
com necessari I'abordatge del drenatge intersticial limfatic com a parametre
clinic descriptiu propi del procés fisiopatologic d’aquestes malalties el canvi
substancial que es vol estimular des d’aquest treball.

En la projeccid de possibles recerques futures es valora la possibilitat de
validar de manera directa les hipotesis plantejades aixi com quines opcions
terapeutiques es podrien desenvolupar atenint-nos a aquesta perspectiva.
Qualsevol projecte encarat a validar la teoria plantejada hauria de
considerar la mesura de la hidrodinamica intersticial com una premissa
necessaria. Tot i la dificultat d’establir quin és el millor procediment d’estudi
cal prendre consciéncia de la necessitat de desenvolupar-lo. Varies opcions
d’estudi apareixen (275, 276), sent l'escintil-lografia una de les técniques
més comunament emprades.

Pel que fa a les vies terapeutiques anirien encaminades a augmentar o
disminuir la filtraci6, a augmentar o disminuir el flux intersticial i a
augmentar o disminuir l'estructuracié i funcionament dels vasos limfatics.
Des de la vessant abordada en aquesta tesi, I'estructuracié i funcionament
dels vasos limfatics se sospesa, en el cas de l|'estructuracid, que la
incidencia hauria d’anar encaminada a l'estimulacié o inhibicié de VEGFC o
del seu receptor VEGFR3. Pel que fa al funcionament dels vasos limfatics
penso en totes aquelles molécules que se sap que incideixen de manera
directa o inversa en la contractilitat dels vasos limfatics o en el mateix flux
limfatic (277). Aquestes podrien ser considerades terapeuticament en un
sentit o altre en funcid de la necessitat. Sense voler entrar en molt de detall
en cada un dels factors considerats estimo interessant valorar I'efecte que
es deriva del consum de lipids: si hi ha un consum baix de lipids hi ha un
alentiment del flux limfatic, si hi ha un consum alt s’augmenta.

L'aplicacié d'aquestes possibles vies terapeutiques passaria per reconeixer
quin seria el millor procediment a aplicar en cada circumstancia, en quin
dosatge, quan s’hauria d’aplicar, durant quant de temps i amb quina
freqliéncia.

Des de la mateixa perspectiva valoro els efectes que es deriven del consum
de certs aliments sobre la permeabilitat intestinal i I'efecte sistéemic que se’'n

162



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

DISCUSSIO

pot derivar en fer-ho (278-280). També valoro que |'efecte preventiu de les
malalties cardiovasculars associat a la dieta mediterrania constatat amb
I'estudi PREDIMED (281) es podria justificar des d’aquesta perspectiva
hidrodinamica. La idea seria que amb la dieta mediterrania hi hauria una
millora en la hidrodinamica intestinal, el que acabaria contrarestant els
estimuls proinflamatoris que es poguessin desencadenar des de la ingesta.
Una explicacié plausible és que el consum d’oli d’oliva caracteristic de la
dieta mediterrania augmenta el drenatge per part dels vasos limfatics (200)
i l'altra explicacid plausible és que el propi consum en lipids associat en
aquest cas al consum de fruits secs, també caracteristic de la dieta
mediterrania, millorarien el flux limfatic intersticial (282). Tot aix0 aniria
més enlla d'altres efectes, que jo no discuteixo ara que es puguin atribuir a
aquest tipus de dieta, que certament anirien enfocats a disminuir la
inflamacié i que, segons el que s’ha exposat, podrien justificar una millor
estructuracié i funcionament dels vasos limfatics i una millora qualitativa i
funcional de l'interstici intestinal.

Una altra via terapeutica a estudiar és l'efecte de l'activitat fisica sobre la
limfogénesi. Com s’ha descrit, els efectes de I’'exercici en la limfogenesi en
el teixit muscular esquelétic o cardiac van associats al tipus d’exercici i la
durada (267, 268, 283). Cert és que moltes de les malalties considerades
dins la teoria hidrodinamica global disminueixen el grau d’evolucié amb la
introduccié de I'exercici fisic.

Els resultats de les observacions que aquesta tesi ha donat han volgut ser
compresos i confrontats a la realitat del coneixement actual. I fruit
d'aquesta confrontacié han sorgit noves hipotesis que donen peu a una
possible millor explicacié. Avui per avui no podem afirmar la veracitat
d'aquestes noves hipotesis pero cert és també que la ciencia només avanca
en la mesura que ens confrontem davant la possible falsedat dels nostres
propis arguments i jo assumeixo el risc d’equivocar-me, en la mesura que
no assumir aquest risc és no assumir l'obligacié humana de créixer en el
coneixement sigui des dels seus encerts com des dels seus errors.

163



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo

DISCUSSIO



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo

CONCLUSIONS



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GENIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT

Alfons

Horra

Pueyo

Es descriu un patré de gens diferencialment expressats relacionats amb
la limfogénesi en condicions de disfuncidé metabolica, especialment en el
context de l'obesitat.

L'expressié de proxl1 i pdpn varia en funcid de la localitzacié de teixit
adipos sent més alta en teixit adipds visceral que subcutani.

S’ha observat una disminucié en l'expressié genica de prox1 i pdpn en
presencia d’alteraci6 metabolica, tant en teixit adipdés subcutani com
visceral.

La variacid de l'expressido de proxl i pdpn va associada a la variacid
d’'una serie de variables de tipus antropomeétriques, bioquimiques i
geniqgues en l'obesitat. El colesterol, la glucosa i els triglicerids, no es
vinculen amb I'expressié d’aquests gens pero si que ho fa el colesterol
HDL.

De les variables associades significativament amb prox1 i pdpn, atg7
justifica la variabilitat de I'expressio de prox1 i atg3 la de pdpn.

L'expressié de prox1 i pdpn disminueix a mesura que augmenta el grau
d'obesitat i augmenten els marcadors propis de l'alteraci6 metabolica
(adipositat, inflamacid, alteraci6 metabolisme de la glucosa, la pressid
arterial)

Gens vinculats a la sintesi i funcid de I'LPA estan associats amb
I'expressié de prox1 i pdpn, majoritariament amb I'expressié de prox1.

Creiem que, malgrat que les evidencies sén indirectes, el teixit adipds en
situacions d’obesitat manifesta la limfogénesi alterada. Sense poder
precisar si aquesta alteracid és cauaa o conseqlieéncia, o ambdods fets
alhora, de l'alteracié metabolica subjacent.
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Annex 1: Metodologia microarray

Informe IMGM®: Gene expression analysis of human adipose tissue
samples derived from two different locations with five different
treatments each using the Agilent Whole Human Genome Microarray

RS-102

2 Material and methods

21 Samples

In total 40 RNA samples were entrusted to IMGM Laboratories comprising quadruplicates. of
10 different groups composed of human adipose tissue samples taken from two different
locations (OM and SC) and five groups (C1, C2, Ob1, Ob2, and Ob3) each. The total RNA
samples were shipped on dry ice from Hospital Virgen de la Victoria in Malaga, Spain (Dr.
Lola Mayas) to IMGM Laboratones.

In accordance with IMGM's quality management system, IMGMHntemal [Ds which include
the study number were assigned to the samples, in order o guarantee unambiguous sample
identification throughout the analysis process. The table below lists the sample information
pravided by the customer.

Tab. 1: Sample information for 40 initial samples |‘1Et shipment)

Information provided Tube label Group IMGM-internal

by customer (customer) sample ID
OM-C1 (1.5 pug RNA, 1.66 pl of 903.6 ng/ul) OM1 RS-102 01
OM-C1 (1.5 ug RNA, 2.29 pl of 655.0 ng/pl) oM2 ; RS-102_02
OM-C1 (1.5 pg RNA, 4.05 pl of 370.4 ng/ul) OM3 R5-102 03
OM-C1 (15 pg RNA, 1.75 pl of 857 1 ng/pl) O RS-102_04
OM-C2 (1.5 pg RNA, 3.98 pl of 376.9 ng/ul) OM5 RS-102_05
OM-C2 (1.5 pyg RNA, 3.22 pl of 465.8 ng/pl) OMG 5 RS-102_06
OM-C2 (1.5 ug RNA, 2.66 pl of 563.9 ng/ul) OoM7 RS-102 07
OM-C2 (1.5 ug RNA, 3.78 pl of 396.8 ng/pl) oM8 RS-102_08
OM-Ob 1 (1.5 pg RNA, 14.94 pl of 100.4 ng/pl) 9 RS-102 09
OM-Ob 1 (1.5 ug RNA, 15.00 pl of 100.0 ng/pl) 10 3 RS-102_10
OM-Ob 1 (1.5 pg RNA, 8.20 pl of 182.9 ng/pl) 11 RS-102_11
OM-Ob 1 (15 pg RNA, 6.06 pl of 247 5 ng/pl) 12 R3-102_12
OM-Ob 2 (1.5 pg RNA, 13.2 plof 113.6 ng/ul) 13 RS-102_13
OM-Ob 2 (1.5 ug RNA, B.71 pl of 172.2 ng/l) 14 s RS-102 14
OM-Ob 2 (1.5 ug RNA, 7.53 pl of 199.2 ng/ul) 15 RS-102_15
OM-Ob 2 (15 ug RNA, 5.97 pl of 251.3 ng/ul) 16 RS-102_16
OM-Ob 3 (1.5 pg RNA, 7.01 pl of 214.0 ng/pl) 17 RS-102 17
OM-Ob 3 (15 pg RNA, 8.35 pl of 1796 ng/pl) 18 5 R5-102_18
OM-Ob 3 (1.5 pg RNA, 9.40 pl of 1596 ng/pl) 19 RS-102_19
OM-0b 3 (1.5 pg RNA, 1.38 pl of 10870 ng/pl) 20 R5-102_20
1%/02/2009 Page 5 of 123 IMGM
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SC-C1 (1.0 pg RNA, 2,14 pl of 4673 ng/pl) SC21 RS-102_21
SC-C1 (1.0 pg RNA, 3.06 pl of 326.8 ng/pl) sc2 6 RS-102 22
SC-C1 (15 pg RNA, 3.04 pl of 493 4 ng/pl) sc23 RS-102 23
SC-C1 (15 pg RNA, 2.19 pl of 684.9 ng/pl) sC4 RS-102 24
SC-C2 (15 pg RNA, 369 pi of 4065 ng/pl) sc2s RS-102_25
SC-C2 (1.5 pg RNA, 4.77 pl of 314.5 ng/pl) SC26 . RS-102 26
SC-C2 (1.5 pg RNA, 359 pl of 417.8 ng/l) sc27 RS-102 27
SC-C2 (15 pg RNA, 5.50 pl of 272.7 ng/pl) sc2s RS-102_28
SC-0b 1 (1.5 g RNA, 14.98 pl of 100.1 ng/ul) 29 RS-102 29
SC-0b 1 (1.5 pg RNA, 14.97 pl of 100.2 ng/ul) 30 . RS-102 30
SC-0b 1 (1.5 pg RNA, B.83 pl of 169.9 ng/yl) 31 RS-102_31
SC-0b 1 (1.5 pg RNA, 1052 pl of 142.6 ng/pl) 32 RS-102 32
SG-0b 2 (1.5 g RNA, 13.20 pl of 113.6 ng/pl) 33 RS-102_33
SC-Ob 2 (1.5 pg RNA, 15.00 pl of 100.0 ng/pl) 34 5 RS-102 34
SC-Ob 2 (1.5 pg RNA, 1150 pl of 130.4 ng/ul) 35 RS-102 25
SC-Ob 2 (1.5 pg RNA, 11.11 pl of 135.0 ng/pl) 36 RS-102_36
SC-0b 3 (1.5 pg RNA, 10.26 pl of 146.2 ng/pl) 37 RS-102 37
SC-0b 3 (1.5 pg RNA, 9.29 pl of 161.5 ng/yl) 38 0 RS-102 28
SC-0b 3 (1.5 pg RNA, 12.62 pl of 118.9 ng/pl) 39 RS-102_39
SC-0b 3 (1.5 g RNA, 3.45 ul of 434.8 ng/ul) 40 RS-102 40

As 17 of the 40 samples did not pass the RNA integrity control (see 3.3), new RNA samples

of the concemed groups were entrusted to IMGM Laboratories to replace the samples of

poor quality (see next page).

Unfortunately there were no further samples available for group 7 (SC-C2), meaning that

only 9 groups remained for comparisons.

Although sample with tube label 30 was ok in RNA integrity control, it was sent 3 second
time. Dr. Lola Mayas said they made a new extraction from OM and SC in order to kegp the

same conditions.
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Tab. 2: Sample information for replacement samples {2"“ shipment)

Information provided Tube label Group IMGM-internal

by customer (customer) sample ID

OM-C1 (1.5 pg RNA, 5.59 pl of 268.3 ng/pl) 2 RS-102_02_1*
OM-C1 (1.5 pg RNA, 2.90 pl of 517.2 nglpl) 3 1 RS-102_03_1*
OM-C1 (1.5 pg RNA, 5.55 pl of 270.3 ngfpl) 4 RS-102_04_1*
OM-C2 (1.5 pg RNA, §.16 pl of 182.8 ng/pl) 5 RS-102_05 1"
OM-C2 (1.5 pg RNA, 8.20 pl of 182.9 ngfpl) 6 5 RS-102_06_1*
OM-C2 (1.5 pg RNA, 5.58 pl of 174.8 nglpl) T Rs-102_07_1°
OM-C2 (1.5 pg RNA, 6.29 pl of 238.5 ng/ful) g RS-102 08 1*
OM-Ob 1 (1.5 pg RNA, 3.08 pl of 487.0 ng/pl) 10 3 Rs-102_10_1*
SC-C1 (1.5 pg RNA, 751 pl of 199.7 ng/ul) 22 RS-102_22 1*
SC-C1 (1.5 pg RNA, 597 pl of 251.3 ngfpl) 23 6 RS-102_23 17
SC-C1 (1.5 pg RNA, 293 pl of 511.9 ngful) 24 RS-102_24 1*
SC-Ob 1 (1.5 pg RNA, 958 pl of 156.6 ng/ul) 30 8 RS-102_30_1*
SC-0Ob 3 (1.5 pg RNA, 556 pl of 269.8 ng/ul) 40 10 RS-102_40_1*

* Samples replacing previous samples that did not pass RNA integrity control.

2.2 Determination of RNA concentration and purity

Total RNA samples have been diluted to concentrations between 100 — 200 ng/pl. An aliquot
of the diluted total RNA samples was used to determine RNA concentration and punty on the
NanoDrop MD-1000 spectral photometer (peqlab).

2.3 RNA integrity control

The 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) allows for analysis of total RNA samples by
capillary electrophoresis. The RNA is separated according to fragment size, and results are

returned as electropherograms and virtual gel images.

An index for RNA qualtty, the socalled RIN (RMA integrity number), is denved from the
electrophoretic profile. The RIN scale ranges from 1 to 10. A RIN of 10 denotes an excellent
RMNA quality, while a RIN value of 1 indicates massive degradation. For RIN calculation, the
algorithm does not rely on the 285/185-rRMNA ratio alene, but takes into account the entire
electrophoretic profile (e.g. the fraction of short degraded RNA species).

IMGM
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All samples were analyzed using RNA 6000 Nano LabChip Kits (Agilent Technologies). In
the following some example electropherograms are shown.

)
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Fig. 1: Example electropherograms of total RNA analyzed on 2100 Bicanalyzer

2.4 Preparation of Cyanine-3 labeled cRNA

400 ng total RNA per sample were introduced into an RT-IVT reaction. Prior to RT-IVT, the
total RNA samples were spiked with in-vitro synthesized polyadenylated transcripts (Cne-
Color RNA Spike-In Mix, Agilent Technologies) which serve as an internal labeling control for
linearity, sensitivity and accuracy.

The spiked total RNA was reverse transcribed into ¢cDNA and then converted into labeled

cRMNA by in-vitro transcription (Quick-Amp Labeling Kit One-Color, Agilent Technologies)
incorporating Cyanine-3-CTP.

IMGM
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2.5 Quantification and quality control of labeled cRNA samples

2.5.1 Analysis of labeled cRNA using the NanoDrop ND-1000 Spectro-
photometer

cRNA concentration (ng/ul), RNA absorbance ratio (260nm/260nm) and Cyanine-3 dye con-
centration (pmolfpl) were recorded for all cRMA samples using NanoDrop ND-1000 UNV-VIS
Spectrophotometer. Yield and specific activity of each reaction were determined.

The cRMA yield was determined based on following calculation:
- cRNA yield [pg] = concentration of cRNA [ng/pl] * volume of eluate [pl] / 1000

The specific activity of dye incorporated in cRNA. was calculated as described below:
- specific activity [pmolfpg] = concentration of Cyanine-3 [pmolfpl] / concentration of
cRNA [ngfpl] * 1000

Agilent proposes not to proceed to the hybndization step, f the yield is below 1.65 pg and the
specific activity is below 9.0 pmol Cyanine-3 per pg cRNA.

2.5.2 ¢cRNA control on the 2100 Bioanalyzer

The RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent Technologies) was used on the 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies) to analyze the quality of labeled non-fragmented cRNA. A small initial
humip followed by a round curve with a few small peaks indicates successful amplification
and labeling for the total RNA samples (see next page for an example).

IMGM
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Fig. 2: Examnple electropheragram of Cyanine-3 cRNA analyzed on 2100 Bioanalyzer

2.6 Microarray hybridization

Following cRMA clean-up and quanfification (NancDrop ND-1000 Spectrophotometer,
peqlab) 1.65 pg of each Cyanine-3-labeled cRMA sample was fragmented and prepared for
One-Color based hybridization {Gene Expression Hybridization Kit, Agilent). Therefore, each
single cRNA sample was hybndized at 65T for 17hrs on separate Whole Human Genome
Oligo Microarrays {4x44K format). Each microarmay consists of 41,000 target-gene-specific
probes (60-mers) and numerous control probes.

The microarrays have been washed with increasing stringency using Gene Expression Wash
Buffers (Agilent Technologies) followed by drying in acetonitnle (SIGMA). Fluorescent signal
intensities were detected with Scan Control 7.0 Software (Agilent Technologies) on the
Agillent DMA Microamray Scanner and exdracted from the images using Feature Extraction
9.5.3.1 Software (Aglent Technologies).

IMGM
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2.7 Bioinformatic data analysis
2.7.1 Software applied for bicinformatic data analysis

The software Feature Extraction 9.5.3.1, GeneSpring GX 10.0 as well as the software
Spotfire Decision Site 9.1.1 was used for quality control, statistical data analysis, Gene
ontclogy annotation and visualization. The Gene Expression Data Analysis tool of Panther
database (www.pantherdb.org) was applied for ennchment analysis.

2.7.2 Normalization

Data normalization is the first essential step for microarray data analysis. Normalization
compensates for varying global signal intensities of the microamays and adjusts them to a
uniform level, thus making the: individual microarrays comparable for downstream analysis.

Quantile normalization was applied to the data set. The goal of this non-parametnc ap-
proach is to impose the same distnibution of probe signal intensities for each array. It is sug-
gested that quantile nomalization performs especially well when the expression of most
genes is not altered across conditions (Bolstad, et. al.'), which can be assumed for the ap-
plied human adipose tissue samples. Cuantile normalization shifts all intensities in such a
way that the median value and intensity distibutions are the same for all arays.

After normalization, data is returned as log; transformed values and filtered based on flags.
The values can either be visualized log, transformed (after normalization) or as raw data
(before normalization).

In the resuft files, the quantile normalized log, transformed probe signals are included in
the columns with the header suffix normalized.

2.7.3 Filtering on “prasent” calls

After normalization Probe IDs were filtered according to the flag information provided by
Feature Extraction Software 95.3.1. Probe |1Ds of an amray are flagged and annotated as

! Bolstad, B. M., Irizarry R. A, Astrand, M, and Spe=d, T. P. (2003). A Comparison of Normalization
Methods fior High Density Oligonuclectide Array Data Based on Bias and WVariance. Bioinformatics

19(2) pp 165-193,
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“absent’ if they are not distinguishable from the array background (not significantly
detectable) or as “marginal” if the shape of the spot does not fit io the expectations (unequal
saturation, non-uniformity). Probe 1Ds filtering on flags is camied out in 3 way that at least
one out of all samples are “present’”.

2.7.4 Correlation analysis

The relationship based on global gene expression profiles of different samples within each
group was assessed by comelation analysis. The Pearson's comelation coefficients are calcu-
lated for all pair wise compansons of the samples in the expenment. Samples representing
the same expenimental condition should be more similar to each other than to samples rep-
resenting different experimental conditions. Thus, comrelation coefficients calculated for pairs
of samples representing the same experdmental condition should be higher than for pairs in
which the samples represent different expenmental conditions.

2.7.5 Average calculation

The quantile normalized, log?2 transformed data were averaged across replicates, resulting in
the columns [group # (normalized) (see result files). 9 of the 10 intially planned groups re-
mained for bioinformatic analysis, as no samples of high quality were available for group 7. In
total 18 comparisons have been analyzed.

a) The group of samples from location OM treated as C1 (group 1) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as C2 (group 2), Ob1
(group 3), Ob2 (group 4) and Ob3 (group 5) as well as the tissue samples from lo-
cation SC treated as C1 (group B), respectively, were compared to this baseline.

b) The group of samples from location OM treated as C2 (group 2) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob2 (group 4) were
compared to this baseline.

¢) The group of samples from location OM treated as Ob1 (group 3) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob2 (group 4) and
Ob3 (group 5) as well as the tissue samples from location SC treated as Ob1 (group
8), respectively, were compared to this baseline.

d) The group of samples from location OM treated as Ob2 (group 4) was used as refer-

IMGM
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ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob3 (group 5) as well
as the tissue samples from location SC treated as Ob2 (group 9), respectively, were
compared to this baseline.

e) The group of samples from location OM treated as Ob3 (group 5) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples from location SC treated as Ob3
(group 10) were compared to this baseline.

f) The group of samples from location SC treated as C1 (group 6) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob1 (group 8), Ob2
(group 9) and Ob3 (group 10), respectively, were compared to this baseline.

g) The group of samples from location SC treated as Ob1 (group 8) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob2 (group 9) and
Ob3 (group 10), respectively, were compared to this baseline.

h) The group of samples from location SC treated as Ob2 (group 9) was used as refer-
ence group, and gene expression of tissue samples treated as Ob3 (group 10) were
compared to this baseline.

2.7.6 Statistical evaluation

Welch's approximate t-test (“unpaired unequal vanance”, parametric) was applied to the
companson of the different groups. The Welch's approximate t-test produces a pvalue
(Column p value).

Since the number of hypotheses (= probes on the microarray) is much higher than the
number of analyzed samples, a substantial multiple testing error can occur. It is therefore
recommended to apply a correction to the onginal p-value. A well-established method for this
adjustment is the algorithm devised by Benjamini and Hochberg?, which is based on a
contral of the false discovery rate (FDR). The p-value adjusted for multiple testing is usually
several orders of magnitude higher than the unadjusted p-value.

The Welch's approximate ttest based p-value was therefore comected for multiple testing
using the algorthm of Benjamini and Hochberg. The resulting adjusted p-value can be found
in the column corrected p value in the result files.

: Benjamini, ¥, and Hochberg, ¥_ (1995). Controlling the false discovery rate: a practical and powerful
approach to multiple testing. Journal of the Royal Statistical Society Series B, 57, 285-300.
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2.7.7 Fold Change calculation

In total 9 groups were compared in 18 different compansons (see 2.7.5). The extent and di-
rection of differential expression between the groups was determined by calculating the
ratio between their average signal values, resulting in a Fold Change (FC) value.

For example, for gene ithe FC is calculated as described below:
FC = (FC_group2_vs_group1), = (Avg_group2), / (Avg_group1),

This way of calculation has the effect that the up-regulated genes have Fold Change (FC)
values ranging from > 1 fo +e. For the down-regulated genes, however, the range of FC val-
ues is compressed between 0 and < 1.

To achieve FC values with an equal order of magnitude for both, up- and down-regulation,
FC values were subjected to a further transformation, resulting in so—called linearized Fold
Changes (column Fold change in the result files). FC values greater than 1 are still identical
to the linearized FC values.

Examples:

- a(lineanzed) FC value of 2 indicates a two-fold induction in group 2 compared to
group 1

- a(lineanzed) FC value of 3 indicates a three-fold induction

- aFC value of 0.5 indicates a two-fold repression in group 2 compared to group 1;
this is equivalent to a linearized FC value of -2

- aFC value of 0.33 indicates a three-fold repression;
this is equivalent to a linearized FC value of —3

IMGM
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2.7.8 Identification of differentially expressed genes

To filter for genes with a robust differential expression between two comparator groups, sev-

eral parameters are taken into account:

Robust detection: A probe is only considered if it is reliably or marginally detectable
in at least one out of all samples of the two comparator groups. Traceability is based
on the flag information given from the Feature Extraction software.

Statistical significance:
Two filtering approaches were used, which apply a different level of stringency to the
data set:

a) Stringent filtering:

A probe is only classified as induced in a specific comparison if its FDR-adjusted p-
value is below 0.01 and it has a Fold Change value 2 2. Analogously, a probe is
classified as repressed if its FDR-adjusted p-value is below 0.01 and its linearized
Fold Change is =-2.

By using this filtering, the multiple testing error is taken into account, and the false
discovery rate is controlled at a maximum level of 1%.

b) Non-stringent filtering:

A probe is only classified as induced in a specific comparison if its p-value (unad-
Justed) is below 0.01 (or 0.05) and it has a Fold Change value 2 1. Conversely, a
probe is classified as repressed if the p-value {unadjusted) is below 0.01 (or 0.05)
and its linearized Fold Change is = -1.

This filtering approach does not account for the multiple testing error®.

* Please note that if more stringent filtering was applied {e.g. FDR-adjusted p-value below 0.1), virtu-
ally no probes would be left for downstream analysis.

IMGM
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2.7.9 ldentification of differentially regulated processes and pathways

Furthermore, several analysis tools from the Panther website (accessible through
http:fifwww pantherdb.org) were applied for functional evaluation of differential regulation.

The Panther ontology is divided into the realms of Biclogical Processes, Molecular Func-
tions and Pathways. Both Biclogical Processes and Molecular Functions are hierarchically
organized into many classes and subclasses. Their hierarchical structure is summarized in
the file Panther BP and MF - Hierarchical Structure.xls, which contains all classes and
subclasses of the Fanther ontology’s Biological Frocesses and Molecular Functions.

In particular, enrichment analysis i1s performed by companng a list of differentially regulated
genes with a reference list, which 1s the complete list of genes represented on the 4x44K
Whole Human Genome Microamrays (Agilent Technologies).

Functional analysis was camed out in December 2008; therefore the results are based on
the version of the Panther data base effective dunng this time penod.
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3 Resulis
3.1 Total RNA dilution

Volumes of entrusted samiples ranged from 1.4 — 15.0 pl for the amount of 1.5 pg total RNA
In order to have available manageable volumes for RNA integrity control (2100 Bioanalyzer)
and sample labeling, total RNA dilutions were calculated at 150 ng/pl and original samples
diluted with nuclease-free water. Samples with concentrations between 100 — 200 ng/pl were

left untouched. The dilution scheme is indicated in the table below.

Tab. 3: Dilution scheme for 40 initial total RNA samples

Information provided IMGM-internal |H.O added | Expected
by customer sample |D (l) conc. (ngfpl)
OM-C1 (1.5 ug RNA, 1.66 pl of 903.6 ng/ul) RS-102_01 8.30 150.0
OM-C1 (15 pg RNA, 229 pl of 6550 ngdpl) RS-102_02 779 150.0
OM-C1 (1.5 pyg RNA, 4.05 pl of 3704 ng/ul) RS-102_02 6.08 150.0
OM-C1 (1.5 pg RNA, 1.75 pl of 857_1 ngipl) RS-102_04 823 1500
OM-C2 (1.5 pg RNA, 3.98 pl of 376.9 ng/pl) RS-102_05 597 150.0
OM-C2 (15 pg RNA, 322 pl of 4658 ngipl) RS-102_06 6.76 150.0
OM-C2 (1.5 pyg RNA, 2.66 ul of 563.9 ng/pl) RS-102_07 745 150.0
OM-C2 (1.5 ug RNA, 3.78 pl of 396.8 ng/ul) RS-102_08 5.05 150.0
OM-0b 1 (1.5 ug RNA, 14.94 pl of 1004 ng/pl)| RS-102 09 - 100.4
OM-Ob 1 (1.5 pg RNA, 15.00 pl of 100.0 ng/pl) | RS-102_10 - 100.0
OM-Cb 1 (1.5 pg RNA, 8.20 pl of 182 9 ng/l) R3-102_11 - 1629

OM-Ob 1 (1.5 pg RNA, 6.06 pl of 247 5 ng/pl RS-102_12 424 150.0

OM-Ob 2 (1.5 pg RNA, 13.2 pl of 113.6 ng/pl RS-102_13 R 113.6

OM-Ob 2 (1.5 g RNA, 7.53 pl of 199.2 ng/ul) | RS-102 15 - 199.2

)
)
OM-Ob 2 (1.5 pg RNA, 8.71 pl of 172.2 ng/ul) RS-102 14 - 1722
)
)

OM-Ob 2 (1.5 pg RNA, 5.97 pl of 2513 ng/pl RS-102_16 418 150.0
OM-Ob 3 (1.5 ug RNA, 7.01 pl of 214.0 ng/pl) | RS-102_17 2.60 150.0
OM-Ob 3 (1.5 ug RNA, 835 pl of 1796 ng/pl) | RS-102_18 - 179.6
OM-0b 3 (1.5 pg RNA, 9.40 pl of 1596 ng/ul) | RS-102_19 - 156.9
OM-Ob 3 (1.5 ug RNA, 1.28 pl of 1087.0ng/pl) | RS-102 20 8.56 150.0
SC-C1 (1.0 ug RNA, 2.14 pl of 467.3 ng/pl) RS-102_21 449 150.0
SC-C1 (1.0 ug RNA, 3.06 pl of 326.8 ng/pl) RS-102 2 167 150.0
SC-C1 (1.5 ug RNA, 3.04 pl of 493.4 ng/ul) RS-102 23 6.99 150.0
SC-C1 (1.5 ug RNA, 2.19 pl of 684.9 ng/pl) RS-102_24 7.88 150.0

IMGM
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SC-C2 (1.5 pg RNA, 3.69 pl of 4065 ng/) RS-102_25 6.27 150.0
SC-C2 (15 pg RNA, 4.77 pl of 3145 ngipl) RS-102_26 525 150.0
SG-C2 (1.5 pg RNA, 3.59 pl of 417.8 ng/) RS-102_27 6.46 150.0
SC-C2 (15 pg RNA, 5.50 pl of 272.7 ngil) RS-102_28 440 150.0
SC-Ob 1 (1.5 pg RNA, 14.98 pl of 100.1 nglpl) | RS-102_29 - 100.1
SC-Ob 1 (1.5 g RNA, 14.97 plof 1002 ng/pl) | RS-102_30 - 100.2
SC-Ob 1 (1.5 g RNA, B.83 pl of 169.9ng/pl) | RS-102_31 - 169.9
SC-Ob 1 (1.5 pg RNA, 1052 plof 1426 nglpl) | RS-102_32 - 1426
SCOb2Z (15pg RNA, 1320 plof 1136 ngipl) | RS-102_33 - 1136
SC-Ob 2 (1.5 pg RNA, 15.00 pl of 100.0 ng/pl) | RS-102_34 - 100.0
SC-ObZ (1.5 pg RNA, 1150 plof 1304 nglpl) | RS-102_35 - 130.4
SC-Ob2Z (1.5pug RNA, 11.11 plof 135.0 nglpl) | RS-102_36 - 135.0
SC-Ob 3 (1.5 pg RNA, 1026 pl of 1462 nglpl) | RS-102_37 - 146.2
SC-Ob 3 (1.5pug RNA, 929 pl of 161.5ng/uly | RS-102_38 - 161.5
SCOb3 (1.5 pg RNA, 1262 plof 1169 ngipl) | RS-102_39 - 118.9
SCOb3 (1.5 g RNA, 345 pl of 434.8ng/ul) | RS-102_40 6.56 160.0

The schema for the 17 replacement samples of 2™ shipment is shown in the following table.

Tab. 4: Dilution scheme for 13 replacement total RNA samples

Information provided IMGM-internal |H.0O added | Expected
by customer sample ID [{1L)] cone. (ng/pl)
COM-C1 (1.5 pg RNA, 555 pl of 268.3 ng/pl) R&-102 02 1* 447 150.0
OM-C1 (1.5 pg RNA, 2.90 pl of 517.2 ng/ul) R&-102_03_1* 6.96 150.0
OM-C1 (1.5 pg RNA, 5.55 pl of 270.3 ng/ul) R&-102 04 1* 444 150.0
COM-C2 (1.5 pg RNA, 816 pl of 183.8 ng/pl) R&-102_05_1* - 1838
OM-C2 (1.5 pg RNA, 8.20 pl of 182.9 ng/ul) R&-102 06 1* - 182.9
COM-C2 (1.5 pg RNA, 5.58 pl of 174.8 ng/pl) R&_102_07_1* - 174.8
OM-C2 (1.5 pg RNA, 6.29 pl of 238.5 ng/ul) RS-102 08 1* 377 150.0
OM-0Ob 1 (1.5 pg RNA, 3.08 pl of 4870 ng/pl) | RS-102_10_1* 678 150.0
SC-C1 (1.5 pg RNA, 7.51 pl of 199.7 ng/pl) RS-102 22 1* - 199.7
SC-C1 (1.5 pg RNA, 597 pl of 251.3 ngfpl) RS-102_23 1* 418 150.0
SC-C1 (15 pg RNA, 293 pl of 511.9 ng/pl) R&-102_24 1* 703 150.0
SC-Ob 1 (1.5 pg RNA, 958 pl of 156.6 ng/pl) | RS-102 30 1° - 156.6
SC-0b 3 (1.5 pyg RNA, 556 pl of 269.8 ng/ply | RS-102_40_1* 445 150.0

* Samples replacing previous samples that did not pass RNA integrity control.

IMGM
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3.2 Total RNA concentration and purity

Total RNA concentrations and A260/280 ratios were determined by speciral photometry on
the NanoDrop MD-1000 instrument. The results as well as the approximate total RNA yields

are indicated in the table below. The replacement samples are sorted apart the comespond-

ing samples of the 1% shipment.

Tab. 5: NanoDrop ND-1000 results for the 40 imitial and 13 replacement total RNA samples

IMGM-internal sample ID ud?:?n?;niﬁf}r RT#Q?&?C' Mﬁ‘gﬁfﬂ RN::EI"J;]{;&H
RS-102_01 9.96 126.08 1.74 126
RS-102 02 10.08 177.83 1.97 1.79

RS-102_02_1* 10.06 14908 2.06 132
R5-102_03 10.13 105.45 204 1.07
RS-102 03 1* 9.86 15213 2.10 161
RS5-102_04 998 163.58 1.91 183
RS-102 04 1" 9.99 18015 2.07 1.29
RS-102_05 9.95 203.47 201 202
RS-102_05_1* 816 183.82 2.00 136
RS-102 06 998 15540 2.02 1.55
RS-102_06_1* 820 18293 1.99 127
R5-102 07 10.11 183.73 1.99 1.86
RS-102 07 1" 858 17483 20 136
R5-102_08 9.82 146.47 2.04 1.44
RS-102_08_1* 10.06 14905 2.04 127
RS-102 09 14.94 13422 21 20
RS-102 10 1* 9.86 15213 21 1.45
R5-102_11 820 22000 206 1.80
RS-102 12 10.30 72.80 21 0.75
RS5-102_13 1320 117.04 212 154
RS-102_14 871 181.86 2.09 158
RS-102_15 TE3 22023 205 166
RS-102 16 10.15 164.11 2.06 1.67
RS-102_17 981 19917 2.06 195
R5-102 18 8.35 196.28 2.07 1.64
RS-102_19 9.40 14698 204 138
RS-102_20 9.94 217.08 1.87 2.16
RS-102_21 6.63 150.02 1.97 1.00
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RS-102_40_1°

10.01

149.88

RS-102
RS-102_22 6.73 165.39 2.00 11
RS-102_22 1* 7.51 199.73 204 0.9
RS-102_23 10.03 110.63 1.97 11
RS-102_23 1° 10.15 147.80 208 0.67
RS-102_24 10.07 130.26 195 1.31
RS-102_24 1° 9.96 150.57 1.70 1.77
RS-102_25 9.96 149.16 2.00 149
RS-102_26 10.02 90.89 2.06 091
RS-102_27 10.05 109.79 204 1.10
RS-102_28 990 129.04 2.05 1.28
RS5-102_29 14.98 76.89 215 1.15
RS-102_30 14.97 101.85 2.09 1.52
RS-102_30_1" 9.58 156.58 1.97 1.33
RS-102_31 §.83 159.83 2.05 1.41
RS-102_32 10.52 67.01 2.09 0.70
RS-102_33 13.20 109.55 210 145
RS-102 34 15.00 82.04 207 1.23
RS-102_35 11.50 91.84 2.04 1.06
RS-102_36 11.11 67.33 2.08 0.75
RS-102_37 10.28 102.41 2.06 1.05
RS-102_38 9.29 146.07 207 1.36
RS-102_39 12.62 88.79 2.07 1.12

2.07

1.37

* Samples replacing previous samples that did not pass RMA integrity control.

For 6 out of 53 sent samples the observed amount of total RNA was less than the expected
amount of 1 pg, whereas amount of samples RS-102_10 and RS-102_40 (shaded [[IE) was
not enough for RNA quality control and labeling.

In addition, for 10 out of 53 sent samples the measured concentration of total RNA was be-
low the expected concentration of 100 ng/pl.
The A260/A280-Ratio ranges from 1.70 — 2.15 and indicates quite pure total RMNA.
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3.3 RNA integrity

3.3.1 Overview of RNA integrity results

The results of the RNA quality check using the 2100 Bioanalyzer instrument (Agilent) are
summarized in the table below.

Tah. & 2100 Bivanalyzer results for the 40 initial and 13 replacement total RNA samples

IMGM-internal
sample ID

285/18S8-
Ratio

RIN

RS-102 01

1.0

75

RS-102 02
RS-102 02 1
RS-102_03
14 | 86 |
RS-102 04
“Rsi02 04t | 15 | 90 |
RS-102_05
RS-102_06
15
RS-102_ 07
RS102 07 1* 15
RS-102_08
RS-102_08_1* 16 91
RS-102_09 16 91
RS-10210_1* | 16 9.1
RS-102_11 15 78
RS-102_12 14 83
RS-102_13 16 90
RS-102_14 14 8.8
RS-102_15 15 88
RS-102_16 1.6 93
RS-102_17 13 96
RS-102_18 12 80

IMGM-internal | 285/18S-| oy
sample 1D Ratio
RS-102_19 1.6 B4
RS-102_20 16 92
RS-102 21
RS-102_22
| RS10222 1" | 16 | 87 |
RS-102 23
(RS0 251 | 5 | 90 |
RS-102_24
| Rs-102 241" | 16 | 79 ]
RS-102 25
RS-102 26
RS3-102 27
RS-102 28
RS-102_29 1.6 9.0
RS-102_30 16 838
RS-102_30_1* 1.7 a7
RS-102_31 1.6 21
RS-102_32 14 85
R5-102_33 1.4 8.2
RS-102_24 1.5 8.9
RS-102_35 16 89
RS-102_36 1.5 2.0
RS-102_37 1.7 89
RS-102_38 1.5 84
R5-102_39 16 G2
RS-102_40 16 a6
RS-102_40 1 1.5 2.1

* Samplez replacing previous samples that did not paze RMA integrity control.
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RIN values for the 40 samples of 1% shipment have a range of 3.1 - 9.6.

16 out of the 40 samples (shaded IIE) have RIN values below 7.0, indicating worse RNA
quality. It can be concluded that these samples are not suitable for whole genome microarray
analysis.

18 out of the 40 samples have RIN values between 7.5 and 9.0, indicating good RNA quality
whereas 6 out of the 40 samples have RIN values of 9.1 and higher, indicating excellent
RNA quality. It can be concluded that all these 24 samples are suitable for whole genome

microarray analysis.

Since RIM wvalues show a huge wvanability, comparability of the samples in microamay
analysis cannot be ensured. In combination with the results of RNA concentration
measurement (see 3.2), 17 samples (shaded in Tab. 5 and Tab. ) of the 1% shipment have
been excluded from further processing.

RIN values for the 13 samples of 2™ shipment have a range of 7.0 - 9.1.

1 out of the 13 samples (shaded I[I) has a RIN value of 7.0, indicating worse RNA quality.
It can be concluded that this sample is not suitable for whole genome microarray analysis.

1 out of the 12 samples (shaded EE) has a RIN value of 7.3, indicating questionable RNA
quality. It cannot be excluded that this sample is not suitable for whole genome microarray
analysis.

11 out of the 13 samples have RIN values between 7.9 and 9.1, indicating well to excellent
RNA quality. it can be concluded that these samples are suitable for whole genome
microarray analysis.

Again two samples (RS-102 02 1* and R3-102_07_1*) have been excluded from further
processing because of worse RNA quality. At the end 34 samples out of two shipments have
been qualified for whole genome microarray analysis.

The electropherograms of 10 total RMA samples (1 sample per group) are shown as
examples together with the virtual gel images in the following sections.

IMGM

19/02/2009 Page 22 0f 123 LABORATORIES

210



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVIDENCIES EN TEIXIT ADIPOS D'ALTERACIONS GE‘.NIQUES DELS VASOS LIMFATICS EN L'OBESITAT
Alfons Horra Pueyo

ANNEXOS

RS-102

3.3.2 2100 Bioanalyzer electropherograms
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Fig. 3: 10 selected total RNA electropherograms out of 53 analyzed samples

3.2.3 2100 Bioanalyzer virtual gel images

The virtual gel images of all samples are shown in the following figure.
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Fig. 4: Virtual gel images for 40 initial and 12 replacement total RNA samples

3.3.4 Overview of qualified and selected samples

34 out of 53 delivered total RNA samples have been qualified for downstream processing
with Whole Human Genome Oligo Microarays. Due to the 4x44k format of the microamay
slides, the number of samples that were selected for labeling and hybridization was reduced

to 32 (& x 4 samples) in agreement with you. They are listed in the table below.

Tal. 7: 32 samples fulfilling RNA quality control criteria and being selected for labeling

IMGM-internal sample ID Group RNA conc. (ngipl) RIN
RS5-102_01 126.08 75
RS$-102 03 1 1(OM-C1) 152.13 8.6
RS-102 04 1° 150.15 9.0
RS-102_05_1* 18382 8.1
RS-102 06_1" 2 (OM-C2) 18293 8.1
RS-102_08_1* 149.05 9.1
RS-102 09 13422 9.1
RS-102_10_1* 15213 9.1
— 3 (OM-Ob 1
RS-102_11 ( ) 220.00 78
R5-102_12 72.80 8.3
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RS-102_13 117.04 9.0
RS-102_14 181.86 8.8
RS-102_15 4 (OM-Cb2) 22023 8.5
RS-102_16 164.11 93
RS-102_17 199.17 9.6
RS-102_18 196.28 8.0
RS-102_19 2 (MO0 ) 146.98 8.4
RS-102_20 217.08 92
RS-102 22 1° 199.73 8.7
RS-102 23 1° 6 (SC-C1) 147 80 9.0
RS-102 24 1 160,57 79
RS-102_29 7689 9.0
RS-102 30 1° 166.58 8.7
RS-102 31 8(Sc-001) 159.83 91
RS-102_32 67 01 85
RS-102_33 109.55 82
RS-102_34 9 (SC-Ob 2) 82 04 89
RS-102_36 67.33 9.0
RS-102_37 10241 89
RS-102_38 146.07 84
RS-102_39 10(SC-0b3) 83 79 92
RS_102_40_1° 149.88 9.1

* Samples replacing previous samples that did not pass RNA integrity control.

3.4 Quantification and quality control of labeled cRNA

3.41 cRNA analysis on NanoDrop Spectrophotometer

400 ng total RNA from 32 samples was reverse transcribed in separate reactions. The
standard amount of 500 ng total RNA could not be used, as concentrations of 8 samples
were below 100ng/pl and volume of total RNA input in labeling reaction is limited.

Each labeled cRNA sample was purified and eluted in 30p1. Concentration of labeled cRNA

and incorporated Cyanine-3 was detected using NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer and
the Microarray measurement tool. cRINA yield (pg) and specific activity (pmol dye / pg cRNA)

have been calculated as described sarier.
IMGM
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The achieved cRMA yield ranged from 4.88 — 12.03 pg. 24 out of 32 samples have a
specific activity of more than 9.0 pmel Cyanine-3 per pg cRNA and fulfill the quality criteria
defined by Agilent Technologies.

For 8 cRNA samples the specific activity ranged from 7.43 — 8.96 pmol Cyanine-3 per pg
cRMA (red letters). In combination with the good results of the cRNA quality control using the
Agilent 2100 Bioanalyzer (see 3.4.2) it was decided that all of these § cRNA samples have
been nevertheless qualified for microarray hybridization.

Tab. 8: NanoDrop ND-1000 guality control parameters for labeled cRNA samples

IMGM-internal | cRNA conc. | 260/280- | Dye conc. | cRNA yield | Specific activity
Sample ID {ngpl) Ratio (pmolfpl) (pa) {pmol/pg)
RS5-102_01 202.99 243 1.67 6.09 823

RS-102_03_17 219.54 236 230 6.59 10.48

RS-102_04 1* 238 594 235 1.98 AT 829

RS-102_05_1* 209.96 234 232 6.30 11.05

RS-102_06_1* 180.11 232 193 540 10.72

RS-102_08_1* 27743 240 243 8.32 8.76
R5-102_09 22845 238 233 6.85 10.20

RS-102_10_1* 30744 233 3.27 9.22 10.64
RS-102_11 185.68 247 1.38 BT 7.43
R5-102_12 241.25 234 274 7.24 11.36
RS-102_13 231.75 239 1.95 6.95 841
RS-102_14 30627 239 3.02 9.19 9.86
RS-102_15 359536 236 4 66 11.86 11.79
RS-102_16 279.04 241 250 8.37 5.96
RS-102_17 279.61 236 323 8.39 1155
RS-102_18 25585 242 2.08 7.68 813
RS-102_19 290,76 239 321 8.72 11.04
RS-102_20 370.20 231 4.83 111 13.05

RS-102_22_1* 240.60 236 234 722 9.73

RS-102_23 1* 40084 237 372 12.03 923

RS-102_24 17 241.33 233 2.95 7.24 1222
R5-102_29 212.28 236 224 6.37 10.55

RS-102_30_1" 29286 232 348 8.79 11.88
RS-102_31 244 37 242 2.26 7.33 9.25
RS-102_32 27744 241 3.01 8.32 10.85
RS-102_33 21411 238 215 6.42 10.04
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R5-102_34 22278 2.37 211 6.68 5.47
RS-102_36 231.13 234 216 6.93 9.35
R5-102_37 162.76 242 1.61 488 9.89
R5-102_38 184.00 235 1.59 552 8.64
RS-102_39 280.53 2.36 3.50 8.42 12.48
RS-102_40_1* 278.11 239 288 8.34 10.36

* Samples replacing prewious samples that did not pass RMA imtegrity control.

3.4.2 cRNA analysis on 2100 Bioanalyzer

The quality of labeled cRNA was controlled using the 2100 Bicanalyzer. Results indicate
successful amplification and labeling for all 32 cRNA samples. The electropherograms of 9

cRNA samples (1 sample per group) are shown below as examples.
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Fig. 5: 9 selected cRNA electropherograms out of 32 analyzed samples
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The electropherograms have been converted into virtual gel images.
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Fig. 6: Virtual gel images for 32 cRMA samples
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3.5 Microarray quality parameters

$.5.1 Feature Extraction 9.5.3.1 quality parameters

The QC Reports, generated by Feature Extraction software for each single array, can be
used to evaluate array results. One can venfy reliability of image processing results and
detect common microarray hybndization or wash artifacts. The following QC reports were
generated:

RS-102_01 (760 1_1).pdf
RS-102_03_1(760_1_2).pdf
RS-102 04 1(763 1 _1).pdf
RS-102_05_1(760_1_3).pdf
RS-102_06_1(760_1_4).pdf
RS-102 08 1(763_1_2).pdf
RS-102_09 (761_1_1).pdf
RS-102_10_1(761_1_2).pdf
RS-102_11 (763_1_3).pdf
RS-102_12 (766 1_1).pdf
RS-102_13 (761_1_3).pdf
RS-102_14 (763_1_4).pdf
RS-102_15 (766 1_2).pdf
RS-102_16 (764_1_1).pdf
RS-102_17 (761_1_4).pdf

RS-102_19 (766 1_3).pdf
RS-102_20 (766_1_4).pdf
RS-102 22 1(762 1 1).pdf
RS-102_23 1(764_1_3).pdf
RS-102_24 1(7T67_1_1).pdf
RS-102 29 (762 1_2).pdf
RS-102 30 1(767_1_2).pdf
RS-102_31(764_1_4).pdf
RS-102_32 (767_1_3).pdf
RS-102_33 (762 1_3).pdf
RS-102_34 (765 _1_1).pdf
RS-102_36 (765_1_2).pdf
RS-102_37 (762 1_4).pdf
RS-102 38 (765 1_3).pdf
RS-102_39 (767 _1_4).pdf

R5-102_18 (764 _1_2), pdf RS5-102 40 _1(765_1_4).pdf
Visual control of the comer spots in the reports of each array confirmed correct automatic
comer finding and gnd placing for all 32 arrays analyzed in this study.

Analysis of the Agilent One-Color RNA Spike-In Plot demonstrated equal and good per-
formance of each single labeling and hybndization expenment. When plotting the logarnthmic
concentration versus the loganthmic green processed signal, 8 out of 10 Spike-In transcnpts
showed linear behavior over 5 orders of magnitude for all except one amay.

A linear Spike-In behavior for the samples RS-102_01 and RS-102_23 1 (shaded & in
Tab. 9) was only given for 7 and 5 out of 10 Spike-In transcripts, respectively. In addition the
distribution of signal intensities was diminished. Therefore, these samples were excluded
from further analysis. Both samples are members of control groups.
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In the following table the major quality parameters on outlier spots (data points or features),

eImor correction and spike-in correlation are shown.

Tab. 9: Feature Extraction quality parameters

- Feature Mon- Feature Bkg Mon- Bk - R Value
"o | Unfomiy”| popistien | Unfornty | Popusion | “£17Y° | spbc
RS-102 01 5 120 13 514 P 0.99
RS-102_03 1* 14 60 34 910 1 1.00
RS-102_04 _1* T 65 0 559 2 0.99
RS-102_05 1* 11 85 24 1,561 2 1.00
RS-102_06_1* 17 99 9 1,171 2 1.00
RS-102_08 _1* 34 68 11 958 2 1.00
RS-102_09 13 i 5 732 2 1.00
RS-102_10 1* 7 i 10 904 2 1.00
RS-102_11 3 89 12 1,398 2 1.00
RS-102_12 4 81 0 802 2 1.00
RS-102_13 5 86 11 1,421 2 1.00
RS-102_14 6 69 1 1,376 2 1.00
RS-102_15 6 81 13 893 2 1.00
RS-102_16 1 78 0 1,024 1 1.00
RS-102_17 1 90 7 1,624 2 1.00
RS-102_18 1 83 0 1,256 1 1.00
RS-102_19 8 75 10 764 2 1.00
RS-102_20 T 74 0 667 2 1.00
RS-102_22 1* 4 64 0 556 1 099
RS-102_24 1* 6 92 3 896 2 1.00
R5-102_29 20 101 11 1,099 2 1.00
RS-102_30_1* 23 80 21 962 2 1.00
R5-102_31 3 85 2 1,782 2 1.00
RS-102_32 8 73 5 937 2 1.00
R5-102_33 59 108 12 1,682 2 1.00
RS-102 34 3 67 0 756 2 1.00
R5-102_36 17 86 in 850 2 0.99
RS-102 37 55 94 4 1,255 3 1.00
RS-102_38 20 75 12 837 2 1.00
R5-102_39 13 92 0 751 2 1.00
RS-102_40 1* 5 73 2 748 2 1.00
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Spots are marked as Feature Qutliers when its appearance is not circular like expected.
They are marked as Background (Bkg) Outlier when the surrounding background is
stnking. Non-Uniformity indicates major differences in shape whereas Population denotes
varieties in confrast to the surrounding area.

The number of Feature Nen-Uniformity Outliers is the most powerful criteria and should be
below 1% (411), whereas there iz no limitation for the other ones. For all 32 arrays this
criteria was fulfilled.

As defined for One-Color based hybridizations, the Additive Error is below 10 for each array.

The R®Value mentioned in the table reflects the linearity of the One-Color RNA Spike-In

Plot. The closer the R%-value is to 1, the better the linearity.

3.5.2 Microarray raw data

Raw data for extracted signal intensities is stored in*.bd format in the following files:

RS-102_01(760_1_1).txt
RS-102_03_1(760_1_2).txt
RS-102_04_1(763_1_1).txt
RS-102_05_1(760_1_3).txt
RS-102 06 1 (760 1 4).txt
RS-102_08_1(763_1_2).txt
RS-102_09 (761_1_1).txt
RS-102_10_1 (761_1_2).txt
RS-102_11(763_1_3).txt
RS-102_12 (766_1_1).txt
RS-102_13 (761_1_3).txt
RS-102_14(763_1_d).txt
RS-102_15 (766_1_2).txt
RS-102_16 (764_1_1).txt
RS-102 17 (761 1 4).txt
RS-102 18 (764_1_2).txt

RS-102_19 (766_1_3).txt
RS-102_20 (766_1_4).txt
RS-102_22 1(762_1_1).ixt
RS-102_23 1(764_1_3).ixt
RS-102 24 1(767 1 1).ixt
RS-102_29 (762_1_2).txt
RS-102 30 1(767_1_2).txt
RS-102_31 (764_1_4).txt
RS-102_32 (767 _1_3).txt
RS-102_33 (762_1_3).txt
RS-102_34 (765_1_1).txt
RS-102_36 (765_1_2).txt
RS-102_37 (762_1_4).txt
RS-102_38 (765_1_3).txt
RS-102 39 (767 1 4).txt
RS-102_40 1(765 1 4).ixt
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3.5.3 Quality control metrics sets

The following figure on the next page visualizes the quality control metrics sets recorded

by Feature Extraction Software. Within this set several quality parameters generated during

processing of the scans and extraction of the signals are summanzed.

In general, IMGM uses the predefined QC metncs set (Agilent Feature Extraction) called
GE1_QCM_Feb07 including 9 different parameters that are described in the following table.

GeneSpring Status

Feature Extraction Status

Tab. 10: Description of parameters used in quality control metrics set

Description | Measures

eQCOneColorLinFitLog-
LowConc

eQCOneColor LinFitLog-
LowConc

Log of lowest detectable concentration
from it of Signal vs. Concentration of
E1a probes

gMonCntr MedCVP rocSig-
nal

rMonCiriMed Pronit
CVBGSubSig(red channel)

The median percent CV of backgroumd-
subtracted signals for imlier noncontrol
probes

gElaMedCYProcSignal

geQCMedPrentCVBG Sulbs-
5ig

Median CV of replicated E1a probes:
Green Bkgd-subtracted signals

gSpatialDetrendRMSFilte-
redMinusFit

gSpatialDetrend RMSFilte-
red MinusFit

Residual of background detrending fit

absGE1E1a5lope Abs(eQCOneColorLinFitSlo | Absolute of slope of fit for Signal vs.
pe) Concentration of E1a probes

ghegCirlaveBGSubSig gNegCtiaAve BGSubSig Avg of NegControl Bkgd-subtracied
signals (Green)

Any- AnyColorPrent BGNonUni- | Percentage of LocalBkgdRegions that

ColorPrentBGRonUnifOL foL are MonUniformity outlier in either chan-
nel

ghNegCiriSDevBGSubSig gNegCtiSDev BGSubSig StDev of NegControl Bkgd-subtracted
signals (Green)

Any- AnyColorPrent FeatMonUni- | Percentage of Features that are Nonlni-

ColorPrentFeatNonUnifOL | fOL formity outliers
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All measured quality parameters of the QC metrics set GE1_QCM _Feb07 are comparable
for all except two samples within and between the hybndized microamays nofwithstanding a
slight vanability (see Fig. 7 generated with GeneSpring GX 10 software).

Samples RS-102 04 1, RS-102_16 and R3-102 22 1 show a minor deviation from the
other samples for the parameter 'gE1aMedCVProcSignal’. This is not a crucial factor.
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3.5.4 Effacts of normalization
The following box plot (Fig. 8) demonstrates the effect of quantile normalization.

Box plots are a visualization of data distribution: The middle 50% of the data lie within the
colored boxes (“interquartile range” between the 257 and 75" percentile), and the horizontal
line within the box indicates the median. Quantile mormalization adjusts all microarray sam-
ples to an identical data distribution.

&=

Harmal iced It sty alues

RE-OSAY_ PRSI 0E M| T 0 METED JA_EIT 0T RS0 REITE 1A MELE 1R PE-IEI0 . MES313_ PEC0E M MEE N PELITIM O MEDE N RIS T
All Sarrples

Fig. B: Visualization of gquantile normalization — BoxW hisker plot
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3.5.5 Filtering on flags

Present calls after filtering on flag information are summanzed in the following table.

all 30 analyzed samples

Tab. 11: Flag information for 36,273 out of 41,078 Probe IDs represented in at least one out of

IMgm__l :;:LEIH[; - present marginal absent
RS-102_ 03 1 22,022 12 4239
RS-102_04_1" 20,278 =) 5,990
RS-102_ 05 1 20,626 10 5637
RS-102_06_1" 31,184 15 5074
RS-102_08_ 1 31,363 27 4,883
RS-102_03 30,403 1 5,859
RS-102_10_1° 31,252 i 5014
R3-102_11 30,243 3 6027
RS-102_12 20,805 4 5464
R3-102_13 21,400 =] 4,868
RS-102_14 20,759 5] 5,508
R5-102_15 20,807 5 5461
RS3-102_16 31,401 1 4871
RS-102_17 31,642 1 4630
RS3-102_18 31,185 1 5087
RS-102_13 31,503 g 4762
RS3-102_20 31,915 6 4352
RS-102_22_1" 20411 4 5,858
RS-102_24 1 20,400 G 5,867
RS-102_29 20,294 18 5,961
RS-102_30_ 1 29,683 21 6,369
R3-102_31 29171 3 ¥.099
RS-102_32 20,801 g 5464
RS3-102_33 31,465 47 4761
RS-102_34 29,608 3 6,662
RS3-102_36 29,705 14 6,554
RS-102_37 28,433 49 TNEL
R3-102_38 20,371 17 5,885
RS-102_39 31,506 8 5209
RS-102_40_ 17 29,840 4 6,429
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3.5.6 Correlation analysis

Similanty of the expression profiles of samples within and between the study groups was
analyzed by determining Pearson’s comrelation coefficient r.

This analysis indicates that:
- The biological replicate samples within each group have a low to high comelation:

o correlation coefficient within group OM-C1 is 0.875
o correlation coefficients within group OM-C2 range from 0.696 to 0.965
o correlation coefficients within group OM-Cb1 range from 0.907 to 0.978
o correlation coafficients within group OM-0b2 range from 0867 to 0.956
o correlation coafficients within group OM-Ob3 range from 0.809 to 0.933
o correlation coefficients within group SC-C1 s 0.930
o correlation coefficients within group SC-0b1 range from 0900 to 0.974
o correlation coefficients within group SC-0b2 range from 0.914 to 0.972
o correlation coefficients within group SC-Ob3 range from 0.911 to 0.981

- The similanty between samples from different groups lay in the same range.

Heterogenetties of each sample seem to have an influence on global gene expression. Fur-
thermore, the comelation between samples of different freatments as well as samples from
different locations suggests that their global gene expression profiles differ only slightly.

The correlation values. are visualized in Tab. 12 and Fig. 9.

IMGM
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Tab. 12: Corrclation matrix for all 30 samplca
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— ==
e
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owguy |RE192 101[25t5 05| 0m7 0ser o R OO
RE-M2 1 |2871 0527|0ET 0907 0362 ST 2507 1200
RE-142 12 |2827 0857|0.E nasT 0597 15TE 0218 1.000
RE-12_13 | 1841 088 08 036] 10m
owamz | FE12 (2843 08s3) 0356 0.313( 088 1000
RE-12_16 | 2823 0750 0372 0518|0835 0343 1000
RE-142_18 |283 0505|07 nams 0315 0852|0817 0413 087 1000
RE-M2_17 | 1500 0887|086 0% 035 0.318( 0326 00 0853 £341( 1000
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Annex 2: Primers RT-PCR

Taula descriptiva primers emprats en |'analisi per RT-PCR de les mostres de
teixit adipds.

Gen Sonda Gen Sonda Gen Sonda Gen Sonda

Adrbk1 Hs00176395_m1 Ctdnep1 Hs00819400_s1 Mogat3 Hs00698325_m1 Ppplr3e Hs00397738_m1
Agl Hs00240568_m1 DIk1 (pref1) Hs00171584_m1 MSTN (miostatin) Hs00976237_m1 Prdm16 Hs00922674_m1
Arrb1 Hs00244527_m1 Dram1 Hs00218048_m1 Nrip1 Hs00942766_s1 Prkarla Hs00267597_m1
Arrb2 Hs01034135_m1 Esrra Hs01067166_g1 PDPN (podoplanina) Hs00366766_m1 Prkar2b Hs00176966_m1
Atg10 Hs00228073_m1 Fabp4 Hs01086177_m1 Pgm5 Hs00222671_m1 Prox1 Hs00896294_m1
Atg16l2 Hs00400565_m1 Fst (follistatin) Hs00246256_m1 Pld6 Hs00381651_m1 Pygm Hs00989942_m1
Atg3 Hs00223937_m1 Gabarapl1 Hs00744468_s1 Ppap2a Hs00170356_m1 Rbfox2 Hs00204814_m1
Atg7 Hs00197348_m1 Gapdh Hs99999905_m1 Ppap2b Hs00170359_m1 Rgs1 Hs01023772_m1
Becn1 Hs00186838_m1 Gbel Hs00609186_m1 Ppap2c Hs00186575_m1 Rip140 Hs00940781_m1
Bmp7 Hs00233476_m1 Gipr Hs00609210_m1 Ppara Hs00947539_m1 Slc2a4 Hs00168966_m1
Ccnd3 Hs00236949_m1 Gsk3b Hs01047719_m1 Pparg Hs01115513_m1 Stx4 Hs00190266_m1
Cept1 Hs00196061_m1 Gys1 Hs00157863_m1 Ppargcla Hs01016719_m1 Stxbp3 Hs01029364_m1
Chka Hs00608045_m1 Lpcat1 Hs00227357_m1 Ppargclb Hs00991677_m1 TGFBR1 (avindin) Hs00610320_m1
Chkb Hs01925200_s1 Lpcat2 Hs00215225_m1 Ppia Hs99999904_m1 Ucpl Hs00222453_m1
Cnrl Hs00275634_m1 Lpcat3 Hs00195039_m1 Ppia Hs99999904_m1 Ucp2 Hs01075227_m1
Cntnap2 Hs00204255_m1 Lpcat4 Hs00405723_m1 Ppp1r3b Hs00226322_m1 Ucp3 Hs01106052_m1
CPT1A Hs00912671_m1 MOGAT1 Hs00369695_m1 Ppp1r3c Hs01921501_s1 Ulk1 Hs00177504_m1
CPT1B Hs00189258_m1 MOGAT2 Hs00228268_m1 Ppp1r3d Hs00901540_s1 Vamp2 Hs00360269_m1
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