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DADES DEL CENTRE

El treball esta vinculat a les practiques externes realitzades a la Unitat de Recerca
Biomédica (URB) del Institut d’Investigaci6é Sanitaria Pere Virgili (IISPV). Es un grup
d’investigacio creat I’any 1990 i situat a I’antic Hospital Universitari Sant Joan de Reus.

La unitat esta dirigida pel Prof. Jorge Joven i el Dr. Jordi Camps.

L’area de recerca de la URB és nutricié i metabolisme. De manera que, els projectes
actuals s’enfoquen en 1’estudi de la relacid entre el metabolisme, 1’oxidaci6 i la inflamaci6
amb malalties no transmissibles, especialment 1’obesitat morbida, malalties hepatiques,
cardiovasculars i cancer. En definitiva, s’usen técniques de biologia molecular i
determinacions multidmiques per estudiar el paper dels marcadors en la inflamaci6 i

I’oxidacid, i la naturalesa i I’origen dels trastorns metabolics.

RESUM

Context: L.’obesitat és una malaltia que constitueix un problema de salut mundial per la
seva creixent prevalenca i les malalties associades, perque disminueixen 1’esperanca de
vida dels pacients. L Unic tractament eficac per a I’ obesitat severa €s la cirurgia bariatrica,
que mostra millores cliniques com la remissié de comorbiditats. El desenvolupament
d’obesitat i I’efecte de la cirurgia bariatrica s6n processos complexos que, per ser
estudiats, requereixen tecniques d’alt rendiment com I'ds de ciéncies omiques. La

protedmica permeten examinar els mecanismes implicats en aquests successos biologics.

Objectius: Estudiar el perfil proteic dels teixits adiposos per determinar si varien segons
la seva localitzaci6 en I’ obesitat i avaluar si hi ha modificacions en el proteoma plasmatic

causades per I’obesitat i la cirurgia bariatrica.

Metodologia: Es van obtenir mostres de plasma de pacients sotmesos a cirurgia bariatrica
(n=40), de pacients dotze mesos postintervencié (n=20) 1 de voluntaris sans no obesos
(n=20). Addicionalment, es van recollir biopsies de teixit adipds visceral 1 subcutani de
pacients amb obesitat (n=18). Les mostres es van emprar per determinar els parametres

bioquimics, per fer estudis histologics i analisis proteomics.

Resultats: Les caracteristiques cliniques 1 bioquimiques eren diferents entre els grups
d’estudi. El proteoma dels teixits adiposos en 1’obesitat depenia de la seva localitzaci6.
L’obesitat alterava el proteoma plasmatic en els pacients precirurgia respecte dels

voluntaris sans. La cirurgia bariatrica modificava al perfil protedmic plasmatic dels



pacients postcirurgia, alterant i el restablint la concentraci6 de proteines com la C reactiva
1 I’apolipoproteina A-IV, involucrades en la resposta inflamatoria i la regulaci6 de la

ingesta de menjar.

Conclusio: Els pacients amb obesitat presentaven alteracions en el proteoma de plasma i
perfils proteomics diferents en funcié del tipus de teixit. Addicionalment, la cirurgia
bariatrica restablia part del proteoma en plasma, especialment el d’aquelles proteines

involucrades en processos inflamatoris i reguladors de la ingesta.

INTRODUCCIO

1. OBESITAT
L’Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) defineix el sobrepeés i I’obesitat com

I’acumulacié anormal o excessiva de greix, regional, global o totes dues, que pot posar

en risc la salut (WHO 2021).

L’index de massa corporal (IMC), que es calcula dividint el pes entre el quadrat de
I’al¢ada, 1 la ratio de cintura-maluc s’usen per delimitar diferents estadis d’aquesta
condicié medica (WHO 2021). En adults, un IMC entre 18,5 1 24,9 correspon a un estat
de pes saludable, mentre que si aquest valor se situa entre 25 1 29,9 es considera sobrepes,
i entre 30 o més, obesitat. Addicionalment, I’obesitat es subdivideix en tres classes segons
el grau de massa corporal, sent la categoria de grau III la més severa, també anomenada
obesitat morbida (IMC > 40) (Williams et al. 2015) (figura 1). Paral-lelament, un
perimetre de cintura de més de 102 cm en homes i 88 cm en dones es consideren signes
d’obesitat (Luppino et al. 2010). Per a I’avaluacié en nens s’ha de tenir en compte 1’edat,
hi ha una distincié entre menors de 5 i entre 5 1 19 anys, i s’estableixen grafics i taules
especifiques que descriuen patrons de creixement de cada col-lectiu, emprats com a guia

de referéncia per especificar 1’obesitat i el sobrepes (WHO 2021).

Infrapés Normopés Sobrepeés \ Obesitat (30 - 34,9) \
<18.3) (18,5-24,9) (25-29,9) el Cranz s
(30-349)  (35-39,9) (>40)

Figura 1. Index de massa corporal




L’obesitat indueix a la remodelacié del teixit adipds, que s’expandeix per acomodar
I’excessiva entrada de calories, fet que canvia notablement 1’estructura i composicio
cel-lular dels adipocits. L’increment del teixit adipds és, per tant, la principal
caracteristica de I’obesitat. Tanmateix, no només és important la quantitat de teixit, sind
que la seva distribucié també té un paper essencial en la salut del pacient. Es per aixd que
aquest teixit es pot classificar en funcié de la seva localitzacid, en teixit adipos subcutani
o parietal (TAS) 1 teixit adipés visceral (TAV). El TAS es localitza sota la pell i
constitueix el primer lloc d’acumulacié de greix. Quan en aquesta zona ja no hi ha
disponibilitat de suportar més inputs d’energia, el greix es distribueix en localitzacions
ectopiques com entre organs, en aquests casos s’anomena TAV (Longo et al. 2019).
L’increment de TAV es relaciona amb un major risc de mortalitat. Per tant, en aquests
casos és quan té especial rellevancia el perimetre de cintura-maluc, donant aixi una idea

de la salut del pacient i de la possibilitat d’'una mort prematura (Cameron et al. 2013).

1.1.Causes
En el desenvolupament de I’obesitat hi intervenen diversos factors. Per una banda, s’ha
demostrat que algunes alteracions genetiques, basades en mutacions de peérdua de funcid
de gens, s’han vist associades amb el desenvolupament de 1’obesitat severa. L’obesitat
severa pot ser resultat de defectes en la via de les leptines-melanocortines ja que la leptina
és una hormona derivada dels adipocits que té la funci6é de regular la gana segons les
necessitats energetiques de 1’organisme, una deficiéncia en aquesta via pot conduir a
I’augment de la ingesta i conseqiientment, a un augment de massa greixosa. Alguns gens
implicats en aquesta via, la desregulacié dels quals poden donar lloc a obesitat son la
leptina, el receptor de la leptina, la pro-opiomelanocortina, la prohormona convertasa 1 i
el receptor de la melanocortina 4 (Niazi et. al. 2019). Tot i aix0, les alteracions genétiques
de I’ obesitat son trastorns rars (menor a 1’1% de freqiiéncia al-1elica) que afecten un baix
nombre de les persones amb obesitat severa, és per aix0 que les causes principals que
donen es centren en altres factors que poden influenciar el balang positiu d’energia. El
guany de pes resulta de la combinacié de I’increment de I’energia consumida, baixa

activitat fisica i despesa energetica reduida (figura 2) (Blither 2019).
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Figura 2. Factors que contribueixen al balang positiu d'energia i, en conseqiiéncia, a l'obesitat.

Font: Bliiher et al. Nat Rev Endocrinol (2019)

1.2.Prevalenca: un problema en augment

La prevalencga arreu del mén de I’obesitat ha incrementat significativament durant els
ultims anys, sent actualment considerada una epidémia per I’OMS. Gairebé un ter¢ de la
poblacié mundial té sobrepes o obesitat (Chooi et al. 2019). Globalment, 1’any 2015 es
va estimar que hi havia un total d’1,9 mil milions d’adults amb sobrepés 1 609 milions
d’adults amb obesitat, representant el 39% de la poblaci6 mundial (figura 3). Les
tendeéncies en nens 1 adolescents son particularment rellevants per a la predicci6 del nivell
d’obesitat que podria afectar a la poblaci6 futura. En nens de menys de 5 anys, uns 38,2
milions tenien obesitat o sobrepes al 2019, mentre que en nens d’entre 5 i 19 anys, uns
340 milions al 2016. La ratio de creixement és alarmant, entre nens de 5 i 19 anys, ha

augmentat des d’un 4% al 1975 fins a un 18% al 2016 (WHO 2021).

a Percentage of adults defined as obese, 1975 b Percentage of adults defined as obese, 2014

Nodata 0 5 10 15 20 25 30 35 >40%
s E— e i s s ]

Figura 3. Increment de la prevalenca d'obesitat sobre el temps. Percentatge d'adults amb obesitat per pais

al 1975 (a) i al 2014 (b).

Font: Bliiher et al. Nat Rev Endocrinol (2019)

11



L’any 2015, el nombre de persones amb sobrepées era menor en dones que en homes entre
els adults joves (entre 20 i 44 anys), per0d aquesta tendencia es reverteix a partir dels 45-
49 anys, coincidint amb I’ etapa menopausica de les dones. Alternativament, la prevalenca
d’obesitat €s generalment més alta en dones que en homes, en totes les edats, sent entre

50 1 65 anys quan la diferéncia entre sexes és maxima (figura 4) (Chooi et al. 2019).

Les ratios d’ambdues condicions (sobrepes i obesitat) s’incrementen a partir dels 20 anys,
assolint el seu pic maxim entre les edats de 50 i 65 anys i declinant després (figura 4)

(Chooi et al. 2019).

Global prevalence of overweight Global prevalence of obesity

60%

25%
50%
20%
40% &
Q
L¥] (%]
2 2 15%
9 30% <
o [
] 2 10%
e
20% =
a.
-6-Both [-% . -e-Both
10% B-Male 5% - -B-Male
- Female -#-Female
0% —_— —_— 0% ‘
33833 % 533887874 8% 3 8 3 ¥ 853 8RF g
R X R ¥ 2 QLR B BB RR S R B AW 8 L3438 8RR
Age Group (yr) Age Group (yr)

Figura 4. Prevalenca global de sobrepés i obesitat en adults majors a 20 anys per grup d'edat i sexe.

Font: Chooi et al. Metabolism (2019).

2. TRACTAMENT DE L’OBESITAT: CIRURGIA BARIATRICA
La cirurgia bariatrica (CB) és el tractament més efica¢ contra I’obesitat severa. Es
defineix com una intervencid quirdrgica que té per objectiu reduir I'IMC mitjangant la
restriccidé en la ingesta d’elevades quantitats de menjar o causant una restriccid en
I’absorcié de nutrients, o totes dues. Hi ha diferents tipus de cirurgia bariatrica, es

realitzen depenent del pacient i les seves caracteristiques cliniques (figura 5) (le Roux &

Heneghan 2018).
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Gastric Banding Sleeve gastrectomy Roux-en-Y Gastric Bypass BPD

Figura 5. Procediments bariatrics: Gastric Banding (GB), Sleeve Gastrectomy (SG), Roux-en-Y Gastric
Bypass (RYGB) i Bilopancreatic Divesion (BPD)

Font: Roux et al. Med Clin North Am. (2018)

Les dues cirurgies bariatriques més comunament realitzades son la Sleeve gastrectomy i

la Roux-en-Y gastric bypass (figura 6) (Evers et al. 2017).

El Roux-en-Y bypass (RYGB) és el tractament bariatric gold-standard, i és un
procediment de restricci6é i mala absorcid. L’estdbmac proximal es separa de I’estomac
distal per formar una petita bossa gastrica restrictiva. La bossa gastrica es connecta al jeju
mitja, el qual s’ha desviat de les secrecions pancreatiques de la vesicula biliar. Aquest
procediment té certs avantatges com la restriccid en I’absorci6 dels aliments, canvis
hormonals favorables i I’estimulacié de la reducci6é de pes. Tot i aix0, és una cirurgia
bastant complexa que podria comportar deficiéncies en algunes vitamines i minerals al
llarg del temps (Padwal et al. 2011). Redueix la mida de I’estémac i redirigeix el flux de

nutrients (Evers et al. 2017).

Sleeve gastrectomy (SG) consisteix en la reseccid de la curvatura major i fonda de
I’estomac, deixant I’estdmac remetent i en forma de tub allargat. L’eliminaci6 d’aquesta
part disminueix els nivells de grelina, la principal hormona reductora de la fam. Aquest
procediment bariatric, relativament nou, és un dels més utilitzats actualment, ja que
implica canvis favorables en el metabolisme, donant la capacitat de revertir patologies
severes que afecten el fetge (Padwal ef al. 2011). Es considera un procediment restrictiu
perque elimina aproximadament el 80% de I’estdmac, perd no afecta significativament

en 1I’absorcié de nutrients (Evers et al. 2017).
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a Roux-en-Y gastric bypass b Vertical sleeve gastrectomy

A\

\K Esophagus
\

Gastric pouch

—— Stomach

-h_| _

Duodenum Jejunum

Duodenum

Figura 6. Representaci6 de les dues cirurgies bariatriques més comunes. a) Roux-en-Y gastric bypass. b)

Vertical sleeve gastrectonty.

Font: Evers et al. Annu Rev Physiol. (2016)

3. MALALTIES CONCOMITANTS: COMORBIDITATS DE L’OBESITAT
La incidencia 1 la prevalenca de 1’obesitat constitueix un perill per a la salut, a causa de
les comorbiditats associades (Agha & Agha 2017). La sindrome metabolica (SM) és un
terme que defineix un estat en el qual coincideixen un conjunt de caracteristiques
cliniques que augmenten la probabilitat de patir diverses malalties. L’ obesitat augmenta
la probabilitat d’aparici6 de SM 1, en conseqiiencia, les seves patologies derivades,
algunes de les quals son diabetis tipus 2, hipertensié i dislipémia (Samson & Garber
2014). Entre les malalties concomitants associades al sobrepés i a 1’obesitat, es
distingeixen aquelles dependents d’alteracions metaboliques associades a aquesta
condicid, com sOn entre d’altres la diabetis mellitus tipus 2, la dislipeémia, el fetge gras,
la hipertensié arterial i les malalties cardiovasculars. Altres comorbiditats depenen de
canvis fisico-mecanics de I’excés de pes, com la hipoventilaci6, I’apnea de la son i
osteoartrosis. En dltim lloc, les condicions psicologiques com 1’ansietat i la depressid son
molt recurrents entre la poblacié amb obesitat per la poca adaptacié social i comprensid

cap aquesta patologia (Agha & Agha 2017).

3.1.Resisténcia a la insulina (RI) i diabetis mellitus tipus 2 (T2DM)

L’increment de la prevalenca de la T2DM s’ha vist relacionada amb 1’augment de la
incidencia de I’obesitat. L’excés de massa corporal s’associa amb un increment del risc
de desenvolupament de resisténcia a la insulina, un factor que augmenta la possibilitat de
patir alteracid de la tolerancia a la glucosa i de T2DM (Maggio & Pi-Sunyer 2003). La

RI és la incapacitat de respondre correctament a la secrecié d’insulina per part de les
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cel-lules B de les illes pancreatiques (cel-lules encarregades d’alliberar insulina), conduint
a una major producci6 d’aquesta hormona, provocant hiperinsulinemia (Kahn ez al.
2006). El teixit adip6és modula el metabolisme mitjangant I’alliberament d’acids grassos
no esterificats, glicerol, hormones (incloses adiponectina i leptina) i citocines pro
inflamatories. En individus obesos, la produccié de molts d’aquests compostos es troba
alterada. A més de factors derivats dels adipocits, s’augmenta 1’ alliberament del factor de
necrosis tumoral a, d’interleuquina-6, de proteina quimoatractora de monocits i de
productes addicionals de macrofags i altres cel-lules que habiten en el teixit adipds,
implicades en el procés de resisténcia a la insulina (Kahn ef al. 2006). De manera que,
involucra un conjunt de molecules que predisposen a un estat inflamatori i a

complicacions metaboliques (Golay & Ybarra 2005).

Finalment, addicionalment a la RI, si aquesta s’acompanya de la disfunci6 de les cel-lules
B, resulta en una perdua del control dels nivells de glucosa en sang que pot donar lloc a

T2DM (Kahn et al. 2006).

3.2.Malalties cardiovascular (CVD) i hipertensio arterial (HTA)

L’obesitat comporta multiples efectes directes sobre el sistema cardiovascular, canvis
hemodinamics i alteracions en I’estructura i funci6 cardiaca i endotelial. L’excés de massa
corporal, particularment I’ obesitat severa, requereix un augment del volum sanguini total,
del volum sistolic i de la despesa cardiaca. Augmenta la demanda cardiovascular, causant
dilataci6 1 hipertrofia del ventricle esquerre i en alguns casos comporta la disfunci6
sistolica 1 diastolica (Lavie et al. 2009). Totes les variacions son conseqiiencia de
I’adaptacié cardiovascular a I’excés de massa corporal i a ’augment de les demandes
metaboliques. Afecta I’estructura del miocardi i al rendiment del bombeig a causa de la
substitucid del miocardi per teixit adipds (miocardiopatia per obesitat) (Ren et al. 2021).
Una gran quantitat de morts en la poblacié mundial es poden atribuir als elevats indexs
de massa corporal i a I’estil de vida sedentari, trets de risc significatius per a les malalties

cardiovasculars (Ren et al. 2021).

La hipertensi6 és el terme que s’usa per descriure la pressio arterial major a 130/90
mmHG (tensié arterial sistolica/diastolica) en mesures no puntuals. Hi ha estudis
epidemiologics que demostren una clara associacid entre I’augment de la pressid arterial
i ’increment de pes i s’ha observat que les persones amb obesitat tenen major probabilitat
de patir hipertensio (Seravalle & Grassi 2017). El desenvolupament d’hipertensié en
I’obesitat implica diferents mecanismes que sorgeixen de I’augment de greix corporal.
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Factors com la RI, I’augment de I’activitat del sistema nervids simpatic, la pujada dels
nivells d’hormones natriuetiques angiotensina II 1 l'aldosterona 1 d’adipocines
(especialment leptina), I’increment en la reabsorci6 del sodi, I’alteracié del sistema renal
i canvis hemodinamics, poden contribuir potencialment a I’aparici6é d’hipertensié (Hall
et al. 2019; Mikhail et al. 1999). A més, l'obesitat prolongada sovint condueix al
desenvolupament d'hipertensio resistent al tractament. Per tant, el pacient sovint requereix
multiples farmacs antihipertensius i un tractament concurrent de la dislipeémia, la

resisténcia a la insulina, la diabetis i la inflamaci6 (Hall et al. 2019).

3.3.Dislipémia (DLP)

La dislipemia descriu 1’alteraci6 de nivells de lipids 1 lipoproteines de la sang. La forma
derivada de I’obesitat i de la RI s’anomena dislipémia metabolica (Lavie et al. 2009). Es
caracteritza principalment per un augment en les concentracions de triglicerids (TG) i
acids grassos lliures (FFA), acompanyat d’una disminuci6 de colesterol de lipoproteines
d’alta densitat (colesterol HDL) 1 nivells normals o augmentats de lipoproteines de baixa
densitat (colesterol LDL). L’increment dels FFA en el fetge porta a I’acumulacié de TG
i a la sintesi de lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) (Lavie et al. 2009; Vekic et
al. 2019). La malaltia és un vincle significativament important entre 1’obesitat i el

desenvolupament de T2DM, CVD i certs tipus de cancer (Lavie et al. 2009).

3.4.Malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD) i esteatohepatitis no alcoholica
NASH

NAFLD és la malaltia hepatica més prevalent al mén. Es multisistémica, afecta tant a

fetge com a organs extrahepatics i a vies reguladores. Es caracteritza per una acumulacid
ectopica de TG en el fetge i pot provocar en alguns casos inflamaci6 i fibrosi de teixit
hepatic (Byrne & Targher 2015). El desenvolupament de NAFLD acostuma a anar
acompanyat d’elevats nivells d’IMC. Durant I’obesitat, a causa del balan¢ energetic
positiu, en el teixit adip6s es produeix hiperplasia i hipertrofia que resulta en disfuncions
en el teixit. S’augmenta el nivell de FFA circulants i de les adipocines, provocant
I’emmagatzematge de FFA en altres teixits com el muscul o el fetge (acumulaci6 de greix
ectopic) (Adams et al. 2005). La patologia és progressiva, s’explica amb la hipotesi del
hit multiple. S’inicia amb I’acumulacié de greix al fetge, estadi designat amb el nom
d’esteatohepatitis hepatica (1r hif). Quan el fetge presenta una quantitat de greix superior
o igual al 5%, es passa a considerar patogenic (2n hif). Finalment, en preséncia de dany

cel-lular hepatic i inflamacid, es designa com a NASH (3r hir) (Buzzetti et al. 2016).
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L’obesitat, el SM i la T2DM s6n condicions de salut fonamentals que instiguen el

desenvolupament de NAFLD (Adams et al. 2005).

3.5.Cancer
L’obesitat augmenta el risc de desenvolupar diversos tipus diferents de cancer i s'associa
amb un pitjor resultat clinic. S’han proposat diferents mecanismes que el promouen,
especifics de cada teixit. No obstant, la inflamaci6 cronica associada a I'obesitat és el tema
central, un esdeveniment que promou la progressid d’aquesta malaltia (Kolb et al. 2016).
En persones amb alt IMC, a escala local, la inflamacié i I’augment del nombre d’adipocits
produeixen I’alteraci6 del teixit adipds. La pertorbacié del teixit porta a la mort dels
adipocits 1 a inflamacid cronica de baix grau. En alguns casos, la inflamaci6 del teixit
adip6s dirigeix a la infiltracid de cel-lules immunitaries per remodelar I’ambient. Dins de
I’ambient alterat poden succeir canvis pato fisiologics que poden conduir a 1’aparicié de
cancer (Iyengar et al. 2016). A més, a escala sistemica la SM, la DLP i la RI poden

empitjorar el dany del teixit causant el creixement del tumor (Iyengar ez al. 2016).

3.6.Trastorns de son - apnea de la son (OSA)

L'apnea obstructiva del son és una condicié infra-diagnosticada caracteritzada per
episodis recurrents d'obstrucci6 de les vies respiratories superiors, que condueixen a la
fragmentaci6 i hipoxia intermitent durant el periode de son. L'obesitat predisposa a 'OSA,
i la seva prevalenca esta augmentant arreu del mén a causa de 1'epidémia de 1’obesitat
(Drager et al. 2013). Estudis recents han demostrat que els marcadors del risc
cardiovascular (incloent-hi I'activacié simpatica, la inflamaci6 sistémica i la disfunci6
endotelial) s'incrementen significativament en pacients obesos amb OSA en comparacid
a aquells sense OSA, evidenciant que I'OSA és un factor de risc emergent per a les
conseqiiencies cardiometaboliques de 1'obesitat. Hi ha proves consistents de models
animals 1 estudis clinics que suggereixen que I'OSA augmenta la disfuncié metabolica,
inflamatoria, autonoma, vascular 1 cardiaca de l'obesitat 1 exacerba la sindrome

metabolica (Drager et al. 2013).

3.7.Trastorns de depressio i ansietat

La incidéncia de la depressio i l'ansietat s'amplifica per I'obesitat. L’estat neuroimmune i
els circuits neurals de control de I’estat d’anim i emocional es troben influenciats per la
disfuncié metabolica i vascular, inflamacid, resistencia a la insulina i leptina i la
hipertensi6 (Fulton ef al. 2022). Les conseqiiéncies psiquiatriques de I’obesitat provenen
d’una dieta nutricional pobra, de la inflamaci6é conduida cap al cervell, dels circuits
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d’intersecci6 neutral que controlen 1’estat d’anim i el pes corporal i dels moduladors
endocrins de I’estat d’anim, entre d’altres. La dieta nutricional pobra basada en greixos
té diferents efectes de comportament per culpa de I’estimulacié de diverses classes de
lipids que comporten la simptomatologia depressiva, a més, 1’excés de sucre agreuja
aquest estat. L’augment dels nivells circulants de citocines proinflamatories, quimosines
1 molecules d’adhesio cel-lular com les prostaglandines resultat de 1’expansié dels
adipocits i la disbiosis intestinal, indueix un estat de depressio i ansietat. Alteracions en
els circuits d’interseccid neural que controlen I’estat d’anim i el pes corporal també poden
influenciar en 1’aparicié d’aquests trastorns. Finalment, hi ha diverses hormones
endocrines que poden augmentar la incidencia d’ansietat 1 depressié com el cortisol,

insulina i leptina (Fulton et al. 2022).

3.8.Infertilitat i sindrome de I’ovari poliquistic (SOP)

L’obesitat és responsable d’un augment de risc d’infertilitat. L’impacte en la salut
reproductiva es relaciona amb 1’aparici6 de la sindrome de I’ovari poliquistic, una de les
principals causes d’infertilitat en moltes dones amb IMC elevats. El SOP és una afectacid
endocrina resultada de trastorns hormonals, apareix per les anomalies produides en I’estat

de SM com la RI, DLP i HTA, patologies derivades de I’obesitat (Cena et al. 2020).

4. PROTEOMICA
Els successos biologics complexos generalment impliquen la interacci6 de gens,
transcrits, proteines, metabolits 1 lipids. El desenvolupament de les cieéncies omiques
(genOmica, protedmica, transcriptomica, i metabolomica) pot revelar nous dominis en la
complexitat dels sistemes biologics. En particular, la comprensié de malalties a partir
d’aquestes estrategies obre la porta a identificar factors genetics, epigenctics 1 ambientals
involucrats. La integracié de totes les omiques és una estrateégia significativa per poder
estudiar tots els factors moleculars de les cel-lules, teixits o organismes complets en un

moment determinat (Monti et al. 2019).

La proteomica consisteix en l’estudi del proteoma d’un sistema. Les estrategies
protedmiques d’alt rendiment s’usen per quantificar proteines i localitzar i identificar
modificacions postraduccionals i estudiar interaccions proteina-proteina, especificament
relacionades amb condicions fisiologiques o patologiques particulars (Aslam et al. 2017).
El proteoma de les cel-lules és relativament complex i1 exhibeix un ampli rang dinamic,

és a dir, depen de l'estat fisiologic com la pressio, pH, temperatura, de la dosi i de la
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durada del tractament. Varia entre tipus cel-lulars, entre estadis del desenvolupament i
entre cel-lula sana i patologica (Monti et al. 2019). Aquesta ciéncia Omica té un paper
fonamental en I’estudi dels sistemes biologics. En la figura 7, es mostra 1’increment de

I’tds de la protedmica basada en els estudis publicats que empren técniques Omiques.
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Figura 7. Representaci6 grafica dels estudis cientifics publicats cada any que usen técniques oOmiques.

Font: Monti et al. J Proteomics (2019)

4.1. Técniques proteomiques

Les analisis proteomiques proveeixen la representacié completa de la informaci6
estructural i1 funcional de la cel-lula en resposta a diferents situacions. Amb el suport de
les tecnologies d’alta eficiencia, es recull un enorme volum de dades protedmiques. A
més, s’estableixen bases de dades bioinformatiques per poder manejar la informaci6 i

emmagatzemar-la (figura 8) (Aslam et al. 2017).

Purificacié ([ Analisi ) Caracteritzacié (Analisi de la seqiiéncia )
- Técniques basades - ELISA - Estratégies basades - Seqiienciacié Edman
en cromatografia - Western Blot en gel
- Microarrays de - Espectrometria de
proteines masses
. y, \_ )
(" Analisi bioinformatic | Analisi estructural (" Quantificacio Y
- Cristal-lografia de - ICAT
rajos X -SILAC
- Espectroscopia de -ITRAC

Figura 8. Visi6 general de les técniques proteomiques.

Adaptacié de la font: Aslam et al. ] Chromatogr Sci (2017)
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4.1.1. Purificacio

Les tecniques cromatografiques s’usen per separar i purificar proteines d’un complex
biologic, existeixen diferents metodologies per fer-ho, basats en la carrega de les
proteines (cromatografia d’intercanvi ionic), en la mida molecular (cromatografia
d’exclusi6 de mida) 1 en I’afinitat de la interaccid6 amb diferents components

(cromatografia d’afinitat) (Aslam et al. 2017; Neverova & Van Eyk 2005).

4.1.2. Analisi

Per a I’analisi es poden usar técniques com ’ELISA (figura 10), el Western Blot (figura
11) i1 els microarrays de proteines (figura 9) (Aslam ef al. 2017). L’ELISA permet
detectar i quantificar proteines mitjancant la unié d’anticossos conjugats amb enzims que
generen productes detectables per espectrofotometria (Aslam ef al. 2017; De La Rica &
Stevens 2012). Per altra banda, el Western Blot permet la identificacid i semiquantificacié
de proteines mitjancant marcatge de proteines amb anticossos primaris i/0 secundaris
(AllScience 2019; Aslam et al. 2017). Finalment, els microarrrays de proteines és una
tecnologia d’alta eficiéncia usada per analitzar les interaccions i activitats de diverses
proteines alhora, consta d’una superficie de suport al qual s’addiciona un array de captura

de proteines (figura 9) (Aslam et al. 2017; Kaushansky et al. 2010).
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domain
Glass substrate interaction

Protein domain microarray
Figura 9. Microarrays de proteines
Font: Kaushansky A et al. Nat Protoc (2010)
4.1.3. Caracteritzacio
Per a la caracteritzacid, s’usen estratégies basades en gel i espectrometria de masses. Per
separar proteines complexes en mostres s’usen gels d’electroforesis (figura 10) (Aslam et
al. 2017; Viswanathan et al. 2006). Per altra banda, 1’espectrometria de masses és una
tecnica que permet determinar la distribuci6 de les molécules d’una substancia en funcio

de la seva massa (figura 11) (Aslam et al. 2017; Gingras et al. 2007).
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Figura 10. Analisi 2-D-DIGE (two-dimensional differential gel electrophoresis)

Font: Viswanathan S et al. Nat Protoc (2006)
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Figura 11. Espectrometria de masses. A. Purifiacaci6 de la proteina d'interés mitjancant lisi cel-lular; B.
Pas opcional de separaci6é de components amb SDS-PAGE; C. Proteolisi; D. Espectromatria de masses;

E. Interpretaci6 dels resultats.

Font: Gingras AC et al. Nat Rev Mol Cell Biol (2007)

4.1.4. Analisi de la seqiiéncia
La seqiienciaci6 Edman és un métode de determinaci6 de la seqiiéncia d’aminoacids en
una proteina particular. El residu amino terminal s’etiqueta i es va separant del peptid

sense afectar les unions dels altres aminoacids (figura 12) (Alfaro et al. 2021; Aslam et

al. 2017).
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Figura 12. Seqiienciacié Edman

Font: Alfaro JA et al. Nat Methods (2021)

4.1.5. Quantificacio
ICAT, SILAC i ITRAQ sén tecniques de quantificacié de proteines basades en el
marcatge d’isotops estables. ICAT 1 ITRAQ realitzen la quantificaci6 mitjancant el

marcatge quimic mentre que en SILAC es fa un marcatge metabolic dels isotops (Aslam

et al. 2017; Harsha et al. 2008; Shiio & Aebersold 2006; Unwin 2010) (figura 16).

4.1.6. Analisi estructural

La cristal-lografia de rajos X i I’espectrometria de RMN sén dues técniques d’alta
eficiencia que proveeixen I’estructura de les proteines de forma tridimensional que €s ttil
per entendre la seva funcid biologica (Aslam et al. 2017; Gawas et al. 2019; Zia et al.

2019).

4.1.7. Analisi bioinformatic
L’enorme volum de dades obtingudes a partir de les tecnologies d’alta eficiéncia usades
en la protedmica son analitzades a partir d’eines computacionals i analitiques. Les bases
de dades bioinformatiques s’estableixen per tractar i emmagatzemar les dades
aconseguides. S han desenvolupat diverses eines bioinformatiques per predir 1’estructura
tridimensional de les proteines, per a 1’analisi dels dominis i motius proteics, de les

interaccions entre proteines i de les dades aconseguides amb MS (Aslam et al. 2017).

En conclusié, les multiples teécniques proteOmiques en conjunt proveeixen la
representacié completa de la informaci6 estructural i funcional de la cel-lula aixi com dels

mecanismes de resposta cel-lulars contra estres i farmacs.
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4.2 Proteomica translacional

Una de les caracteristiques principals del proteoma és que varia depenent de les
condicions bioldgiques, el que proveeix estats de dinamisme cel-lulars, fent que no tot el
genoma present en la cel-lula s’expressi donant lloc a proteines funcionals. De manera
que, I'estudi de les proteines especifiques produides en diferents moments té efecte
potencial important en el camp clinic (Aslam et al. 2017). L’estudi del proteoma cel-lular
pot aportar informacio sobre les vies de senyalitzaci6 cel-lular i, per tant, generar noves
dianes farmacologiques (He & Chiu 2003). D’altra banda, I’analisi de diversos fluids
proximals humans com plasma, sérum i orina, permet caracteritzar el comportament
cel-lular mitjancant I’avaluaci6 del perfil proteic i aportar possibles marcadors biologics
sobre I’evoluci6 de les malalties (Candiano et al. 2018; Hristova & Chan 2019; Peng et
al. 2018).

Una aplicaci6 translacional de la protedmica en el cancer €s la identificacié de marcadors
biologics per detectar els diferents subtipus moleculars de cancer de mama. Els diferents
tipus de cancer mama es defineixen per una combinacié de -caracteristiques
morfologiques, genomiques i protedmiques que fins a 1’actualitat s’han de determinar
mitjangant una biopsia. La identificacié de cada subtipus proporciona informacié sobre
pronostic i tractament del cancer. Malauradament, a partir de la classificaci6 actual, hi ha
moltes pacients a les qui el tractament els resulta ineficient per resisténcia als
medicaments, recurréncia del cancer o fracas de la terapia. Per exemple el tractament del
cancer es complica en presencia heterogeneitat clonal intratumoral, en aquests casos, es
manté activa més d’una poblaci6 de clons tumorals per assegurar la supervivencia del
tumor fins i tot en si un con mor en el tractament (figura 13). En conseqiiéncia, un major
coneixement de I’entorn proteic del tumor augmenta la possibilitat de I’ds d’un tractament
eficient. En aquest camp, la proteomica esta facilitant el refinament del tipus de cancer
de mama, la identificaci6 de la possibilitat de recurréncia i la probabilitat de resisténcia
als medicaments, conduint a uns tractaments potencialment més efectius en aquesta

malaltia (Mueller et al. 2018).
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Figura 13. Heterogeneitat intratumoral en cancer de mama. Els tumors de mama poden contenir subclons
cel-lulars amb una varietat d’alteracions genomiques i protedmiques. La cooperacié clonal i 1’aparici6 de
subclons durant el tractament influencien el fenotip biologic del tumor i la resisténcia al tractament. El
tractament combinat per eliminar de forma simultania i seqiiencial totes les poblacions clonals podria

proporcionar una major eficacia.

Font: Mueller C et al Expert Rev Proteomics (2018)

HIPOTESI DEL TREBALL I OBJECTIUS

L’obesitat és una malaltia que afecta a nivell mundial per la seva alta prevalenca i la seva
creixent incidéncia. L’obesitat, per 1’acumulacié excessiva de greix i la possible
acumulaci6 ectopica en altres Organs, pot donar lloc a I’aparicié de comorbiditats que
empitjoren la qualitat de vida i fins i tot augmenten el risc de mort prematura del pacient,
com la diabetis, malalties cardiovasculars, dislipemia, esteatohepatitis no alcohdlica,

cancer, trastorns de la son, ansietat i depressid i infertilitat.

Es creu que I’obesitat podria reprogramar metabolicament tot 1’organisme, i que aquests
canvis podrien veure’s reflectits en (1) el perfil proteomic dels teixits adiposos segons la
seva localitzacid i el seu possible efecte en les caracteristiques cliniques dels pacients, i
(2) les proteines circulants en el plasma, per la qual cosa seria molt interessant poder
esbrinar quins s6n aquests canvis 1 quin paper tenen en I’acumulacié de greix i en la
subseqiient aparici6 de comorbiditats. A més, quan els pacients amb obesitat morbida sén
intervinguts amb cirurgia bariatrica, la majoria de comorbiditats associades desapareixen.
Ens preguntem si la cirurgia bariatrica també modifica les concentracions proteiques en

plasma, restablint el proteoma, assimilant-lo als individus sans.
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L’objectiu del nostre estudi és determinar si el perfil proteic dels teixits adiposos varia
segons la seva localitzaci6 1 avaluar canvis en el proteoma plasmatic relacionats amb

I’obesitat 1 la cirurgia bariatrica.
Tasques planificades:

— Determinar i quantificar el perfil protedmic en mostres de teixit adipds subcutani
1 visceral de pacients amb obesitat severa.
— Comparar els diferents perfils proteics entre els teixits per trobar:

o Canvis relacionats amb 1’area dels adipocits del teixit

o Si existeix un perfil proteomic especific depenent de la localitzaci6 del
teixit adipos.

— Determinar 1 quantificar el perfil proteomic en mostres de plasma de controls sans
1 de pacients obesos abans i dotze mesos després de la cirurgia bariatrica.
— Comparar els diferents perfils proteics plasmatics per trobar:

o Canvis relacionats amb 1’obesitat: controls sans comparats amb pacients
amb obesitat.

o Canvis associats a la cirurgia bariatrica: pacients obesos abans de la
cirurgia comparats amb els mateixos pacients després de dotze mesos de
la cirurgia.

o Si en els pacients es restaura el perfil proteic: comparacié de pacients

obesos després de dotze mesos de la cirurgia amb controls sans.

METODOLOGIA

1. DISSENY DE L’ESTUDI
El nostre estudi inclou pacients amb obesitat severa (n=40) que es van sotmetre a
gastrectomia vertical (SG) a I’Hospital Sant Joan de Reus. Els criteris d’inclusi6 a I’estudi
van ser tenir un IMC igual o superior a 35 i ser majors de 18 anys (majors d’edat), i es
van excloure aquells pacients amb malalties infeccioses croniques (com hepatitis virica o
Sindrome de la Immunodeficiéncia Adquirida) o amb consum actual o anterior d’alcohol
(>30 g en homes i >20 g en dones diaris). L’estudi és retrospectiu, es fan comparatives
postoperatories, és per aixo que es va fer un seguiment de 20 dels pacients amb obesitat

12 mesos després de la cirurgia bariatrica (figura 14).
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Per fer comparacions, vam utilitzar mostres de sang d’individus voluntaris sans (n=20)
reclutats en la nostra area, que ens va facilitar el Banc de Mostres Biologiques de I’ Institut

d’Investigaci6 Sanitaria Pere Virgili (Biobanc-IISPV).

Abans de la CB
n=40

Pacients amb obesitat

n=40 \
Seguiment als 12 mesos de la CB

Total de pacients n=20
n=60

Poblacidé control
n=20

Figura 14. Representaci6 esquematica del disseny d'estudi i de la distribuci6 dels pacients

2. OBTENCIO DE LES MOSTRES
Es van obtenir 40 mostres de sang i 18 de teixit adipds subcutani i visceral de pacients
amb obesitat morbida el dia de la intervencio. Dotze mesos després de la cirurgia, 20 dels

pacients van accedir a acudir a hospital a proporcionar mostres de sang.

Les mostres de sang es van obtenir just abans de la cirurgia, es van recollir en tubs
Vacutainer per a serum (amb gelosa) i per a plasma (amb EDTA) i es van centrifugar a
2500 rpm durant 15 minuts a 4°C per obtenir aquests especimens. Les mostres es van

aliquotar i emmagatzemar immediatament a -80 °C per futurs analisis.

El procediment quirtdrgic es va dur a terme per laparoscopia i sota anestesia general, i en
finalitzar el procés de resecci6 de I’estomac, es va procedir a I’obtencié de biopsies de
teixit: TAV de I’omentum majus, i TAS del teixit adipds situat just per sota del teixit

connectiu de la pell de I’abdomen.

Una porcid de la biopsia es va emmagatzemar a -80 °C en diverses aliquotes per a futurs
analisis, i 1’altra porcid es va fixar en formaldehid durant 24 hores, per a després incloure-

la en parafina i elaborar analisis histologiques.

3. CARACTERISTIQUES BIOQUIMIQUES
Mitjancant I'ds d’un analitzador automatic (COBAS 8000, Roche Farma), es van
determinar els parametres bioquimics: glucosa, insulina, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, triglicérids, transaminases (ALT, AST, GGT), hemoglobina, plaquetes,
leucocits i albumina. Les mostres de sérum o plasma van ser sotmeses a assajos

quimioluminescents, immunoassajos o enzimatics seguint procediments estandards del
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Laboratori de Referéncia del Camp de Tarragona i Terres de 1I’Ebre. Es va estimar la RI

amb el model homeostatic de resisténcia a la insulina (HOMA-IR) (Matthews ef al. 1985).

4. ANALISI HISTOLOGICA
Les mostres parafinades van ser tallades a 2 pm mitjangant el microtom. Després, van ser
subjectes a un procés de rehidrataci6 a partir de diferents solucions amb concentracions
variables d’etanol i xilol. Inicialment, es van introduir en solucions de xilol, seguidament
en xilol-etanol en solucions decreixents en xilol i creixents en etanol i finalment en aigua
destil-lada. Després de la deshidratacid, es va realitzar la tincid Sirius Red. La técnica de
la tinci6 Sirius Red es basa en la tinci6 del col-lagen present en els talls histologica. El
Sirius Red s’uneix especificament a les fibres de col-lagen donant una coloraci6 vermella

identificable i quantificable.

Mitjancgant 1’analisi histologic de les mostres de teixit adipés amb 1’ds d’un microscopi
connectat a una camera Nikon Eclipse i de les mostres tenyides amb Sirius Red es van
realitzar micrografies i es va determinar I’area dels adipocits de les mostres mitjangant

ImagelJ (Schneider ef al. 2012) i I’eina MRI Adipocyte Tool (Osman et al. 2013).

5. PROTEOMICA
L’analisi proteomic es va analitzar al centre Eurecat, Centre Omic de Ciéncies. A
continuacid es troben descrites breument les diferents etapes que es van dur a terme.
L’objectiu era validar el perfil proteic de mostres de plasma i teixit adipds subcutani i
visceral usant nano cromatografia liquida acoblada a un espectrometre de masses
Orbitrap. En total, es van analitzar 18 mostres de TAV, 18 mostres de TAS)i 80 mostres

de plasma (20 controls, 20 postcirurgia i 40 precirurgia).

L’analisi proteomic de les mostres tant de teixit com de plasma es va basar en I’extraccid
1 quantificacié proteica; la digestid6 proteica i el marcatge peptidic; la separacid
cromatografica, 1’analisi per espectrometria de masses i finalment la identificaci6 i la

quantificacid proteica.

El procediment de 1’analisi protedmic es troba explicat detalladament en 1’apartat

d’annexos (annexos 1).

5.1.Analisi proteomic per mostres tissulars

Inicialment, les mostres es van sotmetre a una lisi i homogeneitzaci6 en preséncia de

tampd RIPA (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estats Units) en cicles de
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congelacid-descongelacié amb nitrogen liquid. Seguidament, es van realitzar rondes de
centrifugacio 1 tractament mecanic amb sonicador. A continuacid, es van precipitar les
proteines del sobrenedant amb una solucié de TCA/acetona i les proteines precipitades es
van re suspendre en una soluci6 d’urea/bicarbonat d’amoni. Finalment, es van quantificar
amb el metode Bradford. Seguidament, i préviament a la digestio, les proteines es van
dissoldre en una solucié de ditiotreitol per a ser reduides i posteriorment en iodoacetamina

per a ser alquilades.

Per a la digestid, les mostres es van incubar amb tripsina de grau de seqiienciacio tota la
nit. A continuacio, es va parar la digestié mitjancant acid formic i es van dessalinitzar els
peptids en una columna Oasis HLB SPE (Waters, Massachusetts, USA) per a ser
posteriorment marcats amb TMT 10-plex (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). A més,
es va etiquetar un grup (pool) i es va incloure a cada lot de TMT. Finalment, es van

dessalinitzar els lots en columnes Oasis HLB SPE (Waters, Massachusetts, USA).

A continuacid, les mostres marcades es van fraccionar amb el metode Off-gel (Tecnologia
Agilent). Les fraccions es van separar per una columna de fase reversa de C18 (nanoL.C
EASY-II de Thermo Fisher). Seguidament, es va fer I’analisi d’espectrometria de masses

(espectrometre de masses LTQ-Orbitrap Velos Pro de Thermo Fisher).

Posteriorment, es va procedir a fer la identificaci6 i quantificacié proteica. Per a la
identificacio, la informacié es va obtenir a partir del software Proteome Discoverer
versio.1.4.0.288 (Thermo Fisher). Totes les mostres del MS i MS/MS es van analitzar
usant Mascot (Thermo Fisher versi6 2.5). La quantificacid proteica es va fer comparant
les ratios de cada marcatge TMT sobre el TMT-126 i els resultats de la quantificacio es
van normalitzar basant-se a la mediana de les proteines per poder avaluar 1’increment o

disminuci6 de I’expressio de les proteines.

5.2.Analisi proteomic per mostres de plasma

Per altra banda, en 1’analisi protedmic per mostres de plasma es va seguir el mateix
procediment que per mostres de teixit amb dues petites variacions. La primera és que
abans de I’analisi protedomic es va fer una depleci6 de les 7 proteines plasmatiques més
abundants (albumina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina, haptoglobina i fibrinogen) per
incrementar el nombre de proteines identificades/quantificades. La segona és que el

marcatge peptidic es va fer amb TMT 11 plex.
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6. ESTADISTICA

Per a les avaluacions estadistiques, els grups es van comparar utilitzant Rstudio amb la
versio V4.0.5 del llenguatge i amb el paquet “Tableone” (Panos & Mavridis 2020). Les
diferéncies entre grups es van considerar significatives si el valor p <0,05. Mann-Whitney
U es va utilitzar per comparar variables no parametriques, la prova Wilcoxon per
comparacions coincidents i taules de contingencia i prova de chi quadrat per a variables
categoriques. Les variables quantitatives es van expressar com a variables mitjanes (rang

interquartil) i qualitatives com a n (%) del total de participants.

Es va utilitzar el Metaboanalyst 5.0 per generar diferents scores i loading plots. Les dades
es van normalitzar mitjancant transformacid logaritmica i els missing values es van
estimar i imputar amb les medianes de la variable en concret. Les analisis univariants es
feien servir com a metode exploratori de les dades fent estudis d’una sola variable,
consistien en generar diferents grafiques basades en ratios de concentracio i p-valors. Es
feien servir analisis de Fold Change (FC), t-test, Volcano plot i False Discovery Rate
(FDR) pels quals vam establir un llindar de FC>1,5 i p-valor i FDR<0,05. Per altra banda,
s’empraven els segiients analisis multivariants Principal Component Analysis (PCA) i el
Fartial Least Square — Discriminant Analysis (PLS-DA). Addicionalment, s’usaven
analisis d’agrupacid, concretament heatmaps clusteritzats jerarquicament. Finalment, es
van fer analisis de xarxes de correlacid (Correlation Network) utilitzant el paquet

“qgraph” de R (Epskamp et al. 2012).

El PCA és un metode no supervisat que s’utilitza per trobar les direccions que millor
expliquin les variacions del conjunt de dades. Les dades es resumeixen en menys
variables anomenades scores que sOn la mitjana ponderada de les variables originals. Els
perfils de ponderacié s’anomenen loadings. Contrariament, els PLS-DA sén un métode
supervisat que utilitza técniques de regressié multivariant per extreure informacié que
pugui predir la pertinenca de cada variable mitjancant la combinaci6 lineal de variables
originals. A més, a partir del PLS-DA es generen VIP score (importancia de variables en
la projeccid) per visualitzar les variables amb major capacitat de separaci6. Per tant, el
PCA i el PLS-DA es van usar per reduir la dimensionalitat de les dades. Els heatmaps
s’utilitzaven per determinar la concentracio relativa de cada component de cada pacient i
es va aplicar per visualitzar les concentracions relatives globals 1 les correlacions entre
les variables. Per ultim, 1’analisi de xarxes de correlaci6 grafica les relacions entre les

variables continues seleccionades, situant més a prop aquelles amb més correlacio.
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RESULTATS

En aquest estudi, es va dur a terme una analisi protedomica per identificar i quantificar les
concentracions de proteines en plasma en voluntaris sans no obesos i en pacients amb
obesitat morbida (abans i després de la CB) per determinar variacions protedmiques
associades a I’obesitat i la CB. A més, es va fer una analisi protedmica de mostres de
TAV i TAS dels mateixos pacients amb obesitat severa per determinar la preséncia de
canvis relacionats amb la mida dels adipocits 1 atribuir un perfil proteomic diferent en

funci6 de la localitzaci6 del teixit adipos.

1. CARACTERISTIQUES CLINIQUES 1 BIOQUIMIQUES DE LA
POBLACIO
Fent una comparaci6é de les caracteristiques cliniques dels tres grups (controls sans,

pacients obesos i pacients postcirurgia bariatrica), la majoria dels resultats van ser els
esperats. S’obtenien resultats similars en el sexe i 1’edat, la majoria eren dones i la mitjana
d’edat era entre els 40 1 50 anys. Les diferéncies més significatives van ser I'IMC 1 el
perimetre de cintura, els pacients obesos tenien valors mitjans més alts en les dues
variables, seguit dels pacients obesos intervinguts de CB feia dotze mesos i finalment els
controls sans. Addicionalment, es va veure un increment lleuger en la pressid arterial

sistolica en els pacients obesos i post CB en comparacié amb els no obesos.

L’aparicié de malalties com TD2M, DLP, hipotiroidisme, NASH, trastorns de la son,
depressio i ansietat, era considerablement major en pacients obesos. A més, es va observar
una disminuci6 significativa d’aquestes malalties en els pacients que s’havien sotmes a
CB. En conseqiiencia de la preséncia d’aquestes comorbiditats, els pacients amb obesitat
eren els qui prenien més medicacié per a tractar-les. La técnica quirirgica majoritaria que
seria emprada en tots els pacients obesos era 1’Sleeve Gastrectomy, sent I’tinica utilitzada
en els pacients ja operats. Les variables bioquimiques també van ser diferents en els tres
grups, destacant la glucosa, la insulina i ’"HOMA IR que eren significativament majors
en els pacients obesos, aixi com, els nivells de transaminases també es trobaven
augmentats en el grup de pacients obesos, aquests valors disminuien al cap de dotze

mesos del tractament quirdrgic, arribant a nivells similars al dels pacients control.

L’area dels adipocits en els pacients amb obesitat del TAS va ser significativament major

que el del TAV (pvalor=0,008).

Els resultats complets de 1’analisi clinic i bioquimic dels pacients es mostra en la taula 1.
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Taula 1. Caracteristiques cliniques i bioquimiques dels pacients.

Les variables

categoriques de la taula es mostren en la forma n(%), sent n de casos que es compleixen
amb la variable 1 % el percentatge de la poblacié que representa respecte del total.

Sexe (dona)
Edat (anys)

IMC (kg/m?)
Perimetre de cintura (cm)
Tensio arterial sistolica
(mmHg)

Tensio arterial diastolica
(mmHg)

Hipertensi6 arterial
Diabetis mellitus tipus 2
Dislipémia
Apnea obstructiva de la son
Depressio
Ansietat
Hipotiroidisme

Esteatohepatitis no alcoholica

Vasodilatadors
Sulfonilurees
Hormones tiroides
Diiiretics
Biguanides
Beta bloquejadors
Inhibidors d'ACE
CPAP

BPD
RYGB
SG

Glucosa (mM)
Insulina (mM)
HOMA IR
Triglicérids (mM)
Colesterol total (mM)
Colesterol HDL (mM)
Colesterol LDL (mM)
Colesterol VLDL (mM)

ALT (pKat/L)
AST (uKat/L)
GGT (uKat/L)

TAV (um?)
TAS (um?)

Pacients obesos

(n=40) de CB (n=20)
CARACTERISTIQUES CLINIQUES
32 (82,1) 14 (73,7)
49,6 + 10,3 52,5+10,2
453 +6,0 334 +3,0
133,5+13,7 111,0+11,7
127,9 +31,1 135,1 24,7
754 +17,6 80,9 10,2
15 (37.5) 5(25,0)
14 (35,0) 5 (15,0)
10 (25,0) 3 (15,0)
14 (35,0) 1(5,0)
8 (20,0) 1(5,0)
10 (25,0) 4 (20,0)
2(5,0) 2 (10,0)
20 (51,3) =
TRACTAMENTS
= 1(5,0)
1(2,5) -
3(7.5) 1(5,0)
5(12,5) 1 (5,0)
8 (20) 2 (10,0)
1(2,5) 1(5,0)
6 (15,0) 3 (15,0)
9(22.,5) 1(5,0)
TECNICA QUIRURGICA
1(2,6) -
11 (28,2) =
27 (69,2) 20 (100)
VARIABLES BIOQUIMIQUES
7.1+2.1 51+1,0
111,1 +82,7 62,8 £28.9
52+47 -
1,6 £0,7 0,903
40+1,0 58+12
1,3£06 1,8+03
2,7+0,8 3,610
0,7+04 0,5+0,2
TRANSAMINASES
0,8 +0,4 0,3+0,1
0,8+04 0,3+0,1
0,4+03 0,3+0,2
AREA DELS ADIPOCITS

4043,2 (2962,1-4729,3) -
4556,2 (3894,9-5863,8) -

12 mesos després

Controls

sans (n=20)

11 (57,9)
40,3 +124
24,8 £33
83,8 £13,9

118,7 £ 194

77,6 £ 14,1

1(5,3)
1(5.,3)

49+04
45,3 £15,8
1,4£0,5
1,004
5,0+1,0
1,6 £04
3,109
0,4+0,2

0,4+0,2
0,4+0,1
0,2+0,2

p-valor

<0,001
0,002
<0,001
<0,001

0,191

0,51

0,032
0,025
0,052
0,001
0,045
0,06
0,363

0,224
0,61
0,471
0,21
0,089
0,61
0,2
0,026

<0,001
0,001
0,001
<0,001
<0,001
0,001
0,004
0,003

<0,001

<0,001
0,023
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IMC: index de massa corporal; TAS: teixit adipés subcutani; TAV: teixit adipds visceral; CPAP: pressié
positiva continua en la via aeria; CB: cirurgia bariatrica; BPD: Bilopancreatic Divesion; RYGB: Roux-en-
Y bypass; SG: Sleeve Gastrectomy; HOMA IR: model homeostatic per avaluar la resisténcia a la insulina;
HDL: lipoproteines d’alta densitat; LDL: lipoproteines de baixa densitat; VLDL: lipoproteines de molt
baixa densitat.; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartat aminotransferasa; GGT: gamma glutamil

transpeptidasa.

2. SIGNATURA PROTEOMICA DELS TEIXITS ADIPOSOS EN
L’OBESITAT

Divuit dels pacients amb obesitat van accedir a donar mostres de TAS 1 TAV. A partir

d’elles, es va avaluar la signatura proteomica i la possible existéncia de diferéncies

significatives en la concentracid proteica entre els dos subtipus de teixit adipds. Es van

detectar i quantificar 507 peptids en tots dos teixits.

Es van dur a terme analisis univariants i multivariants per determinar la possible preséncia
de diferéncies significatives en la concentracid proteica dels dos subtipus de teixit. Les
analisis univariants Fold Change, t-test i Volcano Plot indicaven alteracions en la
concentracié d’algunes proteines entre els dos teixits. Aixi mateix, el Volcano Plot
evidencia les proteines que tenen diferéncies significatives entre el TAS i el TAV, les
proteines que presenten una concentracio significativament major en el TAV son el factor
de barrera de I’autointegraci6 (O75531), I’adenosina quinasa (P55263), 1a proteina de xoc
termic beta-6 (AOA1X7SC65) i la caveolina-1 (Q03135), mentre que la leucotrie A-4
hidrolasa (P09960), 1a histona H2A tipus 1-A (Q96QV6), la subunitat alfa-3 de la proteina
G d’unidé a nucleotids de guanina (P08754) i la lactoferrina (E7EQB2) es trobaven
disminuides (Figura 15A).

A continuacid, es van elaborar els analisis multivariants PCA i PLS-DA per poder
analitzar més variables simultaniament. L’analisi no supervisat PCA (figura 15B) mostra
que la maxima variabilitat en el proteoma no permet diferenciar els dos teixits adiposos
analitzats. Contrariament, si que es poden separar els dos teixits amb una analisi
supervisada PLS-DA (figura 15C). A partir del grafic PLS-DA VIP score es van definir
les variables més importants de 1’estudi PLS-DA i que permeten una gran separacio,
aquestes son la proteina RAD23 de reparaci6 de I’escissio UV (Q5WO0SS), la proteina
S100-A13 (Q99584) la lactoferrina (E7EQB?2), la proteina 1 de quatre dominis LIM i mig
(Q5JXI8) i la proteina 1 d’uni6 a fosfatidiletanolamina (P30086), destacant per la seva
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capacitat de separacio la proteina QSWO0SS5, que es troba incrementada en el teixit adipos

subcutani (figura 15D).
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Figura 15. Comparativa de la signatura protedomica dels teixits adiposos en 1’obesitat. A. Volcano Plot; B.
PCA 3D; C. PLS-DA 3D; D. Projeccid de variables d'importancia (VIP).

PCA: Analisi de components principals; PLS-DA: Analisi discriminant de minims quadrats parcials;

Q5WO0S5: proteina RAD23 homoleg B de reparaci6 per escissio, Q99584: proteina S100-A13; E7TEQB2:

lactotransferrina, Q5JXIS: proteina 1 de dominis LIM quadre i mig i P30086: proteina 1 d’uni6 a

fosfatidiletanolamina.
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Un cop estudiada la relacio entre el perfil proteomic dels dos teixits adiposos, es va voler
avaluar la relaci6 entre la protedmica del TAV 1 TAS amb les caracteristiques cliniques
(antropometria i caracteristiques bioquimiques) i histologiques de cada pacient. Es va fer
una analisi de xarxa de correlacid, un metode aplicat a I’estudi de correlacions entre

diverses variables.

Els resultats de la xarxa de correlaci6é del TAS mostren correlacions entre peptids i totes
les caracteristiques cliniques menys 1’edat i el perimetre de cintura. A més, totes les
variables que tenen correlacid es troben agrupades en un sol clister (figura 16A).
Contrariament, en la xarxa de correlacid que inclou al teixit adipds visceral, poques
caracteristiques cliniques semblen estar correlacionades amb peptids, només el colesterol
HDL i ’THOMA-IR; I’'HDL esta correlacionat amb la proteina d’uni6 a acids grassos 5
(Q01469) i la immunoglobulina constant pesada gamma 4 (P0O1861), i THOMAIR amb
la membrana amino oxidasa primaria (Q16853) i la proteina associada a caveolae 3
(Q969G)5) (figura 16B). Addicionalment, en aquest segon mapa, a diferéncia del primer,

s’observen quatre clisters que agrupen diferents variables entre elles.

&

@

Antropometria
Caracteristiques bioquimiques

Histologia
Protedmica

o
o
o
o

Figura 16. Xarxes de correlacié. L’analisi de xarxes de correlacié mostra diferéncies entre els peptids i

les caracteristiques cliniques i histologiques depenent del teixit. Xarxa de correlaci6 del teixit adipds (A)
subcutani i (B) visceral. Com més a prop estan localitzades les variables, i com més gruixuda és la linia
que les uneix, la correlacié és més significativa. Les linies blaves representen correlacions positives, i les

linies vermelles correlacions negatives
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En resum, s’han pogut identificar les proteines que presenten majors diferéncies entre els
teixits adiposos visceral 1 subcutani. Els processos biologics en els que es troben

involucrades d’aquestes proteines es troben llistats en la taula S1 de ’annex.

3. EFECTE DE L’OBESITAT EN LA PROTEOMICA PLASMATIC
D’entre els 40 pacients amb obesitat, tots van donar mostres de plasma abans de la
cirurgia bariatrica i 20 d’aquests en van donar també dotze mesos després de la
intervencio. Paral-lelament, es van recollir mostres de 20 voluntaris sans no obesos per a
poder fer estudis comparatius. En 1’analisi protedmic es van detectar i quantificar 230

peptids.

Es va comparar la concentraci6 en plasma de proteines dels 40 pacients amb obesitat i
amb els 20 pacients voluntaris sans no obesos. Es va veure que 1’obesitat modifica el

perfil protedmic en plasma.

Inicialment, es va fer una analisi univariant. Les analisis Fold Change, t-test i Volcano
Plot mostraven que hi havia variacid de proteines en els dos grups. El Volcano Plot mostra
que alguns peptids com la proteina C reactiva (P02741), la subunitat beta de
I’hemoglobina (P68871), I’haptoglobina (P00738), la proteina basica plaquetaria
(PO2775) 1 la subunitat alfa de I’hemoglobina (P69905) es trobaven significativament
augmentats 1 1’apolipoproteina C-I (K7ERI9) 1 I’apolipoproteina A-IV (P06727)
significativament disminuides en els pacients amb obesitat (figura 17A). Seguidament, es
va fer analisis multivariant amb PCA i PLS-DA. En I’analisi PCA es mostra que el perfil
protedmic global, en un analisi supervisat, no van presentar grans diferéncies entre els
pacients obesos i els control (figura 17B). En canvi, I’analisi PLS-DA indica que les
concentracions de proteines globals, en una analisi supervisada, van presentar diferéncies
suficients per a poder separar els dos grups (figura 17C). En el PLS-DA VIP score (figura
17D), es determina que les proteines que més destacaven per la seva capacitat de
separaciO eren la proteina C reactiva (P02741), la glicoproteina alfa 1-B (P04217), la
proteina del complement C5 (P01031), la subunitat beta de I’hemoglobina (P68871) i
I’haptoglobina (P00738), el que significa que se’ls va donar més importancia a I’hora de
generar el PLS-DA perqué es pogués distingir la separacid entre els grups, tots aquests es

trobaven augmentats en els pacients obesos respecte els control.
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Figura 17. Efecte de 'obesitat en el perfil protedomic plasmatic. A. Fold Change; B. T-test; C. Volcano
Plot; D. PCA 3D; E. PLS-DA 3D; F. Importancia de les variables en la projeccié (VIP).

PCA: Analisi de components principals; PLS-DA: Analisi discriminant de minims quadrats parcials;

P02741: proteina C reactiva; P04217: glicoproteina alfa 1B; PO1031: proteina del complement CS5;
P68871: subunitat beta d’hemoglobina; PO0738: haptoglobina.
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4. EFECTE DE LA CIRURGIA BARIATRICA EN PROTEOMA
PLASMATIC

4.1.Comparativa entre pacients amb obesitat pre i post cirurgia bariatrica
Per a determinar I’efecte de la cirurgia bariatrica en protedmica de plasma, es van fer
comparacions de la concentraci6 plasmatica de proteines dels 20 pacients dels qui es tenia
mostra abans de cirurgia bariatrica i dotze mesos després, aixi com comparacions entre
els 20 pacients dotze mesos després de la cirurgia bariatrica i les 20 persones voluntaries
no obeses sanes. S’observa una modificaci6 en el perfil proteic en plasma a causa de la

cirurgia bariatrica.

Es van fer analisis univariants de Fold Change, t-test aparellats i Volcano Plot entre
pacients obesos pre 1 postoperacid que van revelar variacions en la concentraci6 d’algunes
proteines, 1’apolipoproteina A-IV (P06727) es trobava disminuida i la proteina C reactiva
(P02741) augmentada en pacients amb obesitat precirurgia (figura 18A). Els analisis
multivariants com PCA 1 PLS-DA mostraven diferéncies significatives en les
concentracions de proteines globals en les analisis supervisades, pero en les no
supervisades, les diferéncies no eren tan clares (figural8B i C). A partir dels PLS-DA
VIP score (figura 18D ) es van determinar els peptids que més destacaven per la seva
capacitat de separacio, la proteina C reactiva (P02741), el component P del serum
amiloide (P02743), la proteasa 1 (P15636) i el factor I del complement (G3XAM?2),
utilitzats en el PLS-DA perque es pogués distingir la separaci6 entre els grups. Aquests
quatre peptids es troben augmentats en pacients amb obesitat respecte als mateixos

pacients després de la cirurgia.
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Figura 18. Efecte de la cirurgia bariatrica en el perfil protedmic de plasma, comparativa entre pacients
obesos pre i post cirurgia. A. Volcano Plot; B. PCA 3D; C. PLS-DA 3D; D. Importancia de les variables
en la projeccié (VIP)

PCA: Analisi de components principals; PLS-DA: Analisi discriminant de minims quadrats parcials;
P02741: proteina C reactiva; P15636: proteasa 1; P06727: apolipoproteina A-IV; G3XAM2: factor del

complement 1; glicoproteina alfa 2HS

4.2.Comparativa entre pacients control i postcirurgia bariatrica

Per altra banda, també es van fer el mateix tipus d’analisis univariants i multivariants
entre els 20 pacients postcirurgia i els 20 controls no obesos sans. L’analisi univariant
Volcano Plot, en aquest cas, només va trobar diferéncies significatives en concentracid
proteica en la proteina zeta/delta 14-3-3 (BOAZS6) i la proteina plaquetaria basica
(P02775), en els dos casos la concentraci6 d’aquestes proteines es trobava disminuida en
els pacients control (figura 19A). En 1’analisi multivariant no supervisat PCA (figura
19B) els grups d’estudi s’observaven superposats, en canvi, en 1’analisi supervisats PLS-
DA (figura 19C) es van observar completament separats gracies a 1’ds de peptids amb

major capacitat de distincid. Segons es mostra el PLS-DA VIP score (figura 19D) els
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peptids més importants soén la glicoproteina alfa 1-B (P04217), augmentada en els
pacients post cirurgia, el component P del serum amiloide (P02743) i la ficolina 3
(O75636), disminuides en els pacients postcirurgia, i la proteina zeta/delta 14-3-3

(BOAZS6), augmentada en els pacients postcirurgia.
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Figura 19.Efecte de la cirurgia bariatrica en el perfil protedmic plasmatic, comparativa entre pacients
obesos postcirurgia i pacients control. A. Volcano Plot; B. PCA 3D; C. PLS-DA 3D; D. Importancia de

les variables en la projeccié (VIP).
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PCA: Analisi de components principals; PLS-DA: Analisi discriminant de minims quadrats parcials;
P04217: glicoproteina alfa 1; P02743: component P del serum amiloide; O75636M: ficolina 3; BOAZS6:
zeta/delta proteina 14-3-3 i 095445: apolipoproteina M.

5. GLOBALMENT
En I’estudi comparatiu de la protedmica en plasma dels 3 grups de pacients (control sans
no obesos, obesos pre i postcirurgia) es va detectar la preséncia de proteines amb
diferéncies significatives entre els tres grups. En 1’analisi univariant Krustall-Wallis, es
van detectar 6 proteines significativament diferents (figura 20A). Aquestes proteines son
I’hemopexina (P02790), 1’apolipoproteina C-I (K7ERI9), la calistatina (P29622),
I’apolipoproteina M (095445), 1a proteina C reactiva (P02741) i la proteina zeta/delta 14-
3-3 (BOAZS6). Addicionalment, I’analisi clusteritzat heatmap de la figura 23B, que
mostra el top 25 d’especies llistades amb el #-fest 1 representades per mitjanes de grup,
indica que el grup de pacients postcirurgia segueixen tendencies en el perfil proteic més
similar als pacients amb obesitat, i més diferents respecte als pacients control. Tot i aixo,
el heatmap també mostra que sembla que en els pacients postcirurgia es restauri part del
proteoma, assemblant-se a les concentracions que tenen els control (figura 20B). Les
proteines que més destaquen perque els seus nivells son més similars entre els controls i
els pacients postcirurgia sén la proteina C reactiva (P02741), I’apoproteina A-IV
(P0O6727), el subcomponent Clq de la subunitat C del complement (P02747) i
I’apolipoproteina F (Q13790). En canvi, altres proteines com la glicoproteina alfa 1B
(P04217) 1 la proteina plaquetaria basica (P02775) es troben en nivells molt similars en
el grup de pacients amb obesitat i el grup després de la cirurgia. Finalment, entre el grup
de pacients amb obesitat i el grup control, és on es troben més diferéncies en la

concentracié de proteines.

En resum, s’han pogut identificar les proteines que presenten majors diferéncies entre els
grups a través d’analisis estadistiques. Els processos biologics en els quals es troben
involucrades aquestes proteines es troben llistats en la taula S2 de I’annex. Hi ha proteines
que destaquen en diversos grafics comparatius de diferents grups, aquests son la proteina
C reactiva (P02741), la proteina plaquetaria basica (P02775), I’apolipoproteina C-I
(K7ERI9), I’apolipoproteina A-IV (P06727), la glicoproteina alfa 1-B (P04217) i el
component P del sérum amiloide (P02743). L’aparicié d’aquestes proteines com a

destacades en les diferents comparacions es mostra en la taula 2.
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Taula 2. Proteines destacades en les comparatives de grups. Es senyalen amb una X els
grups en els que ha aparegut com a destacada cada proteina.

Voluntaris sans

vs pacients amb

Pacients amb

obesitat vs post cb

Voluntaris sans vs

post cirurgia

Voluntaris sans vs

pacients amb obesitat

obesitat vs post cb
P02741 X X X
P02775 X X X
K7ERI9 X X
P06727 X X X
P04217 X X X
P02743 X X

P02741: proteina C reactiva; P02775: proteina plaquetaria basica, K7ERI9: apolipoproteina C-1, P06727:
apolipoproteina A-IV, P04217: glicoproteina alfa 1-B, P02743: component P del seérum amiloide

DISCUSSIO

L’obesitat i el sobrepes sén considerades un problema de salut molt greu per les seves
complicacions fisiologiques i la seva creixent prevalencga, gairebé 2 mil milions d’adults
pateixen sobrepes i 650 milions obesitat (WHO 2021). L’ obesitat comporta I’augment de
la incidéncia de malalties com diabetis mellitus tipus 2, dislipémia, malalties
cardiovasculars, cancer, desordres en la son i psicologiques com ansietat 1 depressio.
Totes aquestes condicions augmenten el risc de mort prematura (Agha & Agha 2017). La

cirurgia bariatrica és considerada el tractament més efectiu en casos d’obesitat extrema,
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mostrant resultats clinics positius en el control de les comorbiditats (Arterburn et al.

2020).

Existeix una gran heterogeneitat en el fenotip entre els individus que pateixen obesitat,
fet que esta estretament relacionat amb la presencia de diferents molecules com les
proteines (Mayoral LP et al. 2020). Per aquest motiu, s’ha avaluat el perfil protedmic
plasmatic i en els TAS i TAS en un estudi multi comparatiu entre controls sans, pacients

amb obesitat i pacients 12 mesos després de la cirurgia bariatrica.

Hi ha certes caracteristiques cliniques i bioquimiques dels tres grups d’estudi que son
significativament diferents. Les caracteristiques cliniques de I'IMC, el perimetre de
cintura i la pressi0 arterial; variables bioquimiques com la glucosa, la insulina i ’THOMA
IR; 1 les transaminases tenien valors mitjans més baixos en els voluntaris sans. En
conseqiiencia, la incideéncia de comorbiditats (hipertensio arterial, diabetis mellitus tipus
2, dislipeémia, apnea obstructiva de la son, depressid, ansietat i NASH) era major en els
pacients que tenien alterades aquestes variables, concretament en els pacients amb

obesitat (WHO 2021; Agha & Agha 2017).

Després de la cirurgia bariatrica es va observar una disminucié significativa en la
preseéncia de comorbiditats. Algunes variables com la glucosa, la insulina, THOMA IR,
els triglicerids 1 les transaminases també es van reduir significativament, arribant a nivells
similars als dels voluntaris sans, i van augmentar els nivells de colesterol, fets que poden
estar lligats a la subseqiient remissi6 de patologies. Per exemple, la disminucié dels
nivells de glucosa, d’insulina i ’HOMA-IR expliquen la reduccié de la incidéncia de
T2DM (Insenser et al. 2021), aixi com, 1’augment del colesterol HDL i la disminuci6 dels
nivells de TG expliquen la reducci6 de DLP en els pacients 12 mesos desprésde la cirurgia
(Genua et al. 2020). A més, la remissié completa de la malaltia NASH observada en els
resultats i ja descrita en estudis anteriors (Tan er al. 2018), es pot veure reflectida en la
disminuci6 dels nivells de transaminases, indicant una millora en el dany hepatic, encara
que aquestes molecules no s’utilitzin com a diagnostic directe de NASH (Woreta &

Algahtani 2014).

El teixit adipds blanc (subcutani i visceral) pateix canvis en condicions d’obesitat. Tot i
ser tots dos teixits adiposos blancs tenen diferencies significatives, tal com mostren els
resultats d’aquest estudi mitjancant analisis i comparacions en el perfil proteomic dels

teixits i en la diferéncia entre la mida dels adipocits (és major en el teixit adip6s visceral).
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Estudis anteriors (Ibrahim 2010) ja evidencien I’existéncia de distincions anatdmiques,
cel-lulars, moleculars 1 fisiologiques entre ells. Els canvis que pateixen el TAV 1 TAS en
condicions d’obesitat inclouen hiperplasia (augment de produccié de cel-lules),
hipertrofia (augment de la massa muscular), infiltraci6 de cel-lules immunitaries i
secrecid de vasoconstrictors (Benjamin Chun-Kit Tong 2017). Aquestes alteracions soén
causades per variacions en la concentraci6 de diverses molécules. En aquest estudi, s’han

evidenciat algunes d’elles.

En el TAV, s’ha vist un augment en la concentracié de proteines que participen en la
hipertrofia, en concret, la proteina 1 de quatre dominis LIM 1 mig. L’increment de la
concentracié d’aquesta proteina, que promou 1’expansi6 del teixit, té relaci6 amb que el
TAYV és el segiient lloc d’acumulaci6 de greix després del TAS (Longo et al. 2019), i per
aixo, en els casos en els quals el TAS no té més capacitat, s’incrementaria la producci6
d’aquesta proteina en el TAV perque pugui emmagatzemar més greix. Els resultats també
mostren un augment en la concentracié de proteines que participen en la infiltracié de
cel-lules immunitaries en el TAV, com la proteina S100-A13 o el factor de barrera de
I’auto integracio, fet que es correspon amb el que havien explicat altres autors (Ibrahim
2010). Addicionalment, en el TAV augmenta la producci6 de proteines relacionades amb
la reparaci6 1 mecanismes epigenetics com la histona H2A tipus 1-A o la proteina RAD23
de reparaci6 de I’escissi6 UV. S’ha descrit en estudis anteriors, que la disrupcié en el
balang¢ dels mecanismes epigenétics contribueix 1’obesitat i a comorbiditat com la T2DM

(Ling & Ronn 2019).

L’alteraci6 en la concentracié d’algunes proteines provocada per 1’obesitat promou
I’aparicié de comorbiditats. Per exemple la proteina caveolina 1, significativament
augmentada en TAV, esta involucrada en la senyalitzaci6 del receptor de la insulina, per
la qual cosa té un paper important en 1’aparicié de T2DM (Haddad et al. 2020). Un altre
exemple seria I’increment de moleécules implicades en la produccié d’ATP com
I’adenosina quinasa (també es troba incrementada en TAV) que contribueixen a
I’alteracié del metabolisme energetic i en conseqiiencia a 1’aparicié o agreujament de

malalties cardiovasculars (Lopaschuk er al. 2021).

En I’estudi de xarxes de correlaci6 indica un cop més que el TAS i TAV tenen un perfil
proteomic diferent: en el TAS es mostra relacid entre tots els peptids 1 la majoria de
caracteristiques cliniques excepte 1’edat i el perimetre de cintura. En canvi, en el TAV
només dues caracteristiques cliniques es troben relacionades amb peptids (HDL i HOMA
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IR), ’HDL esta correlacionat amb la proteina d’uni6 a acids grassos 5 (Q01469) i la
immunoglobulina constant pesada gamma 4 (P01861) i 'HOMA IR amb la membrana

amino oxidasa primaria (Q16853) i la proteina associada a caveolae 3 (Q969G5).

Totes aquestes relacions mostrades en la xarxa de correlacions del TAV es poden recolzar
amb descripcions d’estudis anteriors. Les proteines d’uni6 a acids grassos faciliten el
transport dels lipids als diferents organuls cel-lulars, concretament la proteina d’uni6 a
acids grassos 5 esta relacionada amb el desenvolupament de desordres metabolics com la
resisténcia a la insulina (Furuhashi er al. 2020). Les correlacions observades entre I’ HDL
i la immunoglobulina constant pesada gamma 4 podria esdevenir causada per les
alteracions metaboliques que pateix aquest teixit, i la major infiltracié de cel-lules
immunitaries (Aguilar-Ballester et al. 2020; Benjamin Chun-Kit Tong 2017). De la
mateixa manera, també s’ha vist una relacié entre ’HOMA IR i la membrana amino
oxidasa primaria (Q16853), una proteina que intervé en el sistema immunitari, estudis
anteriors ja descriuen relacions entre el sistema immunitari i la utilitzacié d’energia com

la glucosa (Lee & Dixit 2020).

Les comparatives del proteoma en plasma dels tres grups d’estudi mostren diferencies
significatives. L’efecte de I’obesitat és notori, en aquesta condici6 es presenta un alt grau
d’inflamaci6 i, en conseqiiéncia, una alteracié de les cel-lules que intervenen en els
processos inflamatoris (Karczewski et al. 2018), i una desregulacié en el sistema
immunitari alterant els nivells de molécules de resposta immunitaria innata 1 adaptativa
(Fang et al. 2020). En I’estudi comparatiu de I’efecte de 1’obesitat s’ha observat una
alteracio significativa de certes proteines que coincideixen amb declaracions els estudis
ja fets anteriorment per altres autors. S’observa un augment en la proteina C reactiva en
el grup de pacients amb obesitat respecte al control com a resposta a 1’estat inflamatori
(Kawai ef al. 2021). A més, s’alteren algunes molecules que participen en la resposta del
sistema immunitari com la proteina del complement C5, la proteina basica plaquetaria,
I’haptoglobina i la glicoproteina alfa 1-B (Kawai et al. 2021). Addicionalment, els
resultats també van indicar un increment tant en la subunitat alfa com en la beta de
I’hemoglobina en pacients amb obesitat, corroborant el fet que els nivells d’hemoglobina
es troben alterats en 1’estat d’obesitat (Elmugabil ef al. 2017). Finalment, els pacients amb
obesitat mostraven nivells significativament menors d’apolipoproteines (C-I1 1 A-IV), el

que suggereix la presencia d’una desregulaci6 en el procés metabolic del colesterol 1 del
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transport de lipids i fins i tot, la disminucié de 1’apolipoproteina A-IV indica una

desregulaci6 en el control de la ingesta del menjar (Qin & Tso 2012).

El perfil protedomic en els pacients en resposta a la cirurgia bariatrica també varia. Per una
banda, els pacients amb obesitat abans de la cirurgia presenten nivells més elevats de
proteines de resposta inflamatoria (proteina C reactiva), nivells més baixos de proteines
encarregades de donar sensacio de sacietat (apolipoproteina AIV) (Kawai et al. 2021; Qin
& Tso 2012) i nivells més alts de proteines relacionades amb la resposta immunitaria
(factor del complement 1 i component P del sérum amiloide) (Fang et al. 2020). Aquestes
diferencies significatives en la concentraci6 de certes proteines evidencien els canvis que
experimenten els pacients després de la cirurgia com la baixada de pes i la disminuci6 de
comorbiditats. Per altra banda, la comparativa entre el proteoma del grup control i els
pacients postcirurgia sembla indicar un possible restabliment del proteoma, doncs en el
Volcano Plot només es troben diferéncies significatives en dues proteines i en el analisi
PLS-DA, el VIP score maxim que té una proteina és menor a 3 mentre que en la
comparativa entre els grups pre i postcirurgia aquest valor és superior. Tot i aixo, les
diferéncies en les concentracions de certes proteines entre els pacients postcirurgia i els
control mostren que el perfil protedmic dels pacients postcirurgia pateix grans millores
pero no es restableix completament 1 segueixen estant en un estat d’inflamacio 1 resposta
immunitaria alterat (Biobaku et al. 2020). Algunes de les proteines augmentades en el
grup postcirurgia estan relacionades amb molécules del sistema immunitari (proteina
plaquetaria basica i glicoproteina alfa 1-B) o proteines reguladores de la transducci6 de
senyals de vies apoptotiques en els mitocondris critiques per a la supervivencia cel-lular
(proteina zeta/delta 14-3-3), el que indica la preséncia de dany cel-lular i disfunci6

mitocondrial causada per 1’obesitat (de Mello ef al. 2018).

Finalment, en la comparativa del proteoma plasmatic global, s’evidencia que el perfil
protedmic del grup de pacients després de la cirurgia s’assembla més al control que els
d’abans de la cirurgia amb els control. En alguns casos fins i tot la concentraci6 d’algunes
proteines acaba sent més similar entre els pacients després de la cirurgia i els controls
sans que entre els pacients abans i després de la cirurgia, com en el cas de la proteina C
reactiva i I’apoproteina A-IV, descrites anteriorment. Aquests resultats suporten la idea
del restabliment parcial del proteoma gracies a la cirurgia, fet que explicarien els efectes
beneficiosos del tractament en la reduccié de les comorbiditats (Guangzhong & Song

2021).
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CONCLUSIONS

Després d’elaborar les diferents analisis d’aquest estudi, s’ha arribat a diverses

conclusions:

1. Els pacients que pateixen obesitat tenen un alt risc de patir malalties derivades
d’aquesta condici6. A més, la cirurgia bariatrica és util no només per a reduir de
pes, sind que també resulta ser un tractament efica¢ per a I’eliminaci6 d’aquestes
comorbiditats i per a la millora d’altres condicions cliniques 1 bioquimiques com
la disminuci6 dels nivells de transaminases, insulina, glucosa i HOMA IR.

2. L’area dels adipocits presenta diferéncies entre els dos tipus de teixit adipOs
(visceral i subcutani) en I’obesitat, és major en el TAS, la qual cosa dona més pes
a la hipotesi que son distints.

3. El perfil proteomic dels pacients amb obesitat varia en funcié del tipus de teixit
adipds (visceral o subcutani), el que indica que tot i ser dos teixits adiposos blancs,
les molecules que participen en cadascun d’ells son especifiques. VAT en
comparaci0 amb SAT conté un major nombre de peptids immunitaris i
inflamatoris.

4. La relacié del proteoma dels teixits adiposos visceral i subcutani amb les
caracteristiques cliniques i bioquimiques dels pacients és molt diferent. En el SAT
la majoria dels peptids es relacionen amb totes les caracteristiques cliniques 1
bioquimiques excepte 1’edat i el perimetre de cintura, mentre que en el VAT
només alguns peptids es poden relacionar amb I’HDL i ’HOMA IR.

5. L’obesitat es caracteritza per presencia d hiperplasia, hipertrofia i infiltracié de
cel-lules immunitaries en el teixit adipds visceral i subcutani, pel que hi ha una
alteraci6 de proteines que intervenen en aquests processos. Augmenta la
concentraci6 de proteines de resposta inflamatoria cronica (proteina C reactiva) i
de resposta del sistema immunitari (complement CS5, basica plaquetaria,
haptoglobina i glicoproteina alfa 1-B, especialment).

6. La cirurgia bariatrica modifica les concentracions de proteines en plasma,
restablint parcialment el proteoma. S’observa una disminucié en la concentracid
de molécules responsables de la sensaci6 de sacietat (apoproteina A-1V), de la
inflamaci6 (proteina C reactiva) i de resposta immunitaria (subcomponent Clq de
la subunitat C del complement). Aquestes proteines podrien intervenir

especialment en les caracteristiques cliniques del pacient.
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7. Laproteina C reactiva i I’apolipoproteina IV semblen estar molt relacionades amb
I’obesitat 1 amb les comorbiditats. La proteina C reactiva augmenta i la
apolipoproteina IV disminueix en 1’obesitat, mentre que al cap d’un any de la

cirurgia els nivells d’aquests peptids arriben a ser molt similars als dels control.

Tot 1 aix0, aquest estudi presenta limitacions que es podrien tenir en compte per a estudis
posteriors. La mostra de pacients de I’estudi és baixa, augmentar el nombre seria molt
interessant per poder extreure conclusions amb major precisid. A més, dels 40 pacients
que es van sotmetre a la cirurgia només es van prendre dades al cap de dotze mesos de 20
pacients, el que va disminuir el nombre de dades de pacients amb qui fer comparatives
abans i després de la cirurgia. Addicionalment, un dels pacients control tenia hipertensié
i un altre diabetis mellitus tipus 2, pel no estaven completament sans. Per finalitzar, s’ha
de tenir en compte que els pacients estaven sent tractats amb medicaci6, pel que a I’hora
de fer les comparacions entre els diferents grups aquest era un punt on ja es diferia de

partida 1 podria haver afectat d’alguna manera a les dades obtingudes.
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ANNEXOS

Annex 1. Analisis protedomics per mostres tissulars i plasmatiques

6.1.Analisi per mostres tissulars

1.1.Extraccio i quantificacio proteica

Es van pesar les mostres de teixit (25-30 mg) i es va fer una lisis cel-lular segons el
protocol del tampd RIPA (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estats Units):
primer, es va addicionar 1mL del tamp6 RIPA 1 es va homogeneitzar completament amb
un BlueBender amb 3 cicles de congelacié-descongelacié amb nitrogen liquid i després
es va agitar 1 hora a 4°C i centrifugar. Després de la centrifugacio, es va usar el sonicador
amb un pols de 30s al 50% d’amplitud. A continuacid, les mostres van ser centrifugades
a 14000 rpm durant 15 minuts i es van recollir els sobrenadants per a fer la precipitacié
de proteines mitjangcant 1’addicié d’una soluci6 amb un 10% de TCA/acetona (acid
tricloroacetic/acetona). Els pelets de les proteines es van resuspendre en una solucié 6M
d’urea i 50mM de bicarbonat d’amoni (ABC) i es van quantificar amb el metode Bradford

(figura 15).
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Figura suplementaria 1. Esquema del procés d'extracci6 i quantificacid proteica

1.2.Digestio proteica i marcatge peptidic 10-plex TMT

Es van reduir 30 ug de proteina amb una solucié 4 mM de 1,4 Ditiotreitol (DTT) durant
1 ha37°Cies va fer una alquilacié6 amb 8 mM de iodoacetamina (IAA) durant 30 minuts
a 25°C en un ambient sense llum. Posteriorment, les mostres es van digerir durant tota la
nit (pH 8,0 1 37°) amb la proteasa tripsina de grau de seqiienciacié (Promega, Wisconsin,
USA) i amb Lys-C (Wako, Richmond, USA), a una relaci6 enzim:proteina de 1:50. Passat
el temps, la digestio es va parar per acidificacié mitjang¢ant una soluci6 d’acid formic al
1% v/v. A continuacid, els peptids es van dessalinitzar en una columna Oasis HLB SPE
(Waters, Massachusetts, USA) just abans de fer marcatge amb TMT 10-plex (Thermo

Fisher Scientific, CA, USA) seguint les instruccions del fabricant (figura 16).

Per normalitzar totes les mostres del estudi d’entre els diferents lots de TMT multiplexats
utilitzats, es va etiquetar un grup (pool) que contenia totes les mostres amb 1’etiqueta
TMT-126 1 es va incloure en cada lot de TMT. Finalment, els diferents lots de TMT 10-
plexs es van dessalinitzar en columnes Oasis HLB SPE abans de 1’analisi de nano-LC-

MC (figura 16).
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Figura suplementaria 2. Esquema del procés de digesti6 proteica i marcatge peptidic 10-plex TMT

1.3. Analisi Offgel-nanoLC (Orbitrap)/Espectrometria de masses (MS)

Les mostres marcades i multiplexades van ser fraccionades amb el métode Off-gel
(Tecnologia Agilent) seguint el protocol del fabricant. Les mostres es van fraccionar en
12 fraccions no lineals de pH 3-10. Seguidament, la fraccié 1 (F1) es va barrejar amb la
fracci6 7 (F7),1a F2 amb la F8, 1 aixi amb la resta de fraccions. Es van obtenir un total de
6 fraccions i es van separar en una columna de fase reversa (RP) de C18 (75 um de 1D,
15 cm de longitud, 3 um de diametre de particula, Nikkyo Technos Co. LTD, Jap6) en un
nanoLC EASY-II de Thermo Fisher. La separaci6é cromatografica es va realitzar en un
gradient de 90 minuts utilitzant aigua Mili-Q (0,1% d’acid formic) i acetonitril (0,1%

d’acid formic) com a fase mobil a un cabal de 300 nL/min (figura 17).

Els analisis d’espectrometria de masses es van realitzar en un LTQ-Orbitrap Velos Pro de
Thermo Fisher mitjancant un espectrometre de masses (R=30000 FHMW) seguit d’una
adquisici6 FTMS/MS depenent de dades (R=15000 FHMW, 40% HCD) dels deu ions
principals més intensos amb un rebuig de I’estat de carrega d’1 i una exclusié dinamica

de 0,5 min (figura 17).
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Figura suplementaria 3. Esquema del procés d'analisi Offgel-nanoLC (Orbitrap)/Espectrometria de
masses

1.4.Identificacio proteica i quantificacio

La identificacié/quantificacié es va dur a terme en el software Proteome Discoverer
v.1.4.0.288 (Thermo Fisher) mitjancant la Tecnologia d’Identificaci6 de Proteines
Multidimensional (MudPIT) que combina els 6 arxius de dades sense processar obtinguts

després del fraccionament Off-Gel.

Per a la identificacié de proteines, tots els espectres MS 1 MS/MS es van analitzar usant
el cercador Mascot (v.2.5). El flux de treball configura usant 2 nodes Mascot diferents
que combinen la base de dades Homo Sapiens (74449 entrades) i la base de dades de
contaminants (247 entrades), ambdds cerques suposant digesti6 amb tripsina. Es van
permetre 2 escissions omeses i un error de 0,02 Da per a la massa de fragmentacio6 de FT-

MS/MS 1 de 10,0 ppm per a una massa d’ions originals de FT-MS.

TMT-10plex es va configurar com a modificacid de quantificaci6 i oxidaci6é de metionina
1 I’acetilacié de N-terminals es va establir com a modificacié dinamica, mentre que la
carbamidometilaci6 de la cisteina es va establir com a modificaci6 estatica. El rati de fals
descobriment (FDR) i les probabilitats de les proteines es van calcular mitjangant

Percolador.

Per a la quantificacié de proteines, es van usar els ratis de cada marcatge TMT sobre el
marcatge TMT-126 i els resultats de la quantificacié es van normalitzar en base a la

mediana de les proteines.

2. Analisis proteomics per mostres de plasma

2.1.Extraccié i quantificacié proteica de les mostres de plasma

Abans de ’analisi proteomic, es va fer deplecid de les 7 proteines plasmatiques més
abundants (albimina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina, haptoglobina i fibrinogen) per
incrementar el nombre de proteines identificades/quantificades. Per aixo, 12 uL de cada

mostra es van passar dues vegades a través de 1’aparell MARS (Human-7 Multiple Affinity
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Removal Spin) de Agilent Technologies. El flux de les fraccions es va recollir per a
I’analisi proteomic seguint el protocol del fabricant. El flux de les fraccions es van
concentrar i el tampo es va intercanviar per una soluci6 d’aproximadament 100 uLL d’urea
6 M en bicarbonat d’amoni (ABC) mitjangant 1’is de columnes de centrifugaci6 5K
MWCO (Agilen 5185-5991). De la soluci final, es va realitzar una quantificacid proteica
amb el metode Bradford (figura 18).

Mostra de plasma Depleci6 de les 7 proteines Concentracié del flux i
plasmatiques més abundants intercanvi de tampo
1 \ﬂ; Flux de fraccions =

» Quantificacié proteica

_ =
i Meétode Bradford

Figura suplementaria 4. Esquema del procés d’extraccié i quantificaci6 proteica de mostres de plasma

2.2. Digestio6 proteica i marcatge peptidic 11-plex TMT

30 ug de proteina total es van reduir amb 4mM de 1.4-Dithiothreitol (DTT) durant 1h a
37°C 1 es va fer una alquilaci6 amb 8§ mM de iodoacetamina (IAA) durant 30 minuts a
25°C en un ambient fosc. Després, les mostres es van sotmetre a digestié durant tota la
dit (Ph 8,01 37°C) amb la proteasa tripsina de grau de seqiienciaci6é (Promega, Wisconsin,
USA) i amb Lys-C (Wako, Richmond, USA), a una relaci6 enzim:proteina de 1:50. La
digestid es va parar per acidificacié mitjancant una soluci6 d’acid formic al 1% v/v i els
peptids es van dessalinitzar en una columna Oasis HLB SPE (Waters, Massachusetts,
USA) abans del marcatge amb TMT 11-plex (Thermo Fisher Scientific, CA, USA)

seguint les instruccions del fabricant (figura 19).

Per normalitzar totes les mostres del estudi d’entre els diferents lots de TMT multiplexats
utilitzats, es va marcar un grup (pool) que contenia totes les mostres amb 1’etiqueta TMT-
126 1 es va incloure en cada lot de TMT. Els diferents lots de TMT 11-plexs es van
dessalinitzar en columnes Oasis HLB SPE (figura 19).
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Marcatge TMT 11 plex

Normalitzaci6 Resta de mostres
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Figura suplementaria 5. Esquema del procés de digesti6 proteica i marcatge peptidic 11-plex TMT

2.3.Analisi nanoLC (Orbitrap)/Espectrometria de masses (MS)

Els péptids marcats i multiplexats es van carregar en una nanocolumna trampa (100 um
de D.I; 2 cm de longitud; 5 um de diametre de particula, Thermo Fisher Scientific, CA,
EE.UU) i es van separar en una nanocolumna de fase reversa (RP) C-18 (75 pm de LD,
15 cm de longitud, 3 um de diametre de particula, Nikkyo Technos Co. LTD, Jap6) en un
nonoL.C EASY-II de Thermo Fisher. La separaci6é cromatografica es va realitzar en un
gradient de 180 minuts utilitzant aigua Mili-Q (0,1% d’acid formic) i acetonitril (0,1%
d’acid formic) com a fase mobil a un cabal de 300 nL./min. Cada mostra es va analitzar

per triplicat per incrementar el rendiment del proteoma (figura 20).

Els analisis d’espectrometria de masses es van realitzar en un LTQ-Orbitrap Velos Pro de
Thermo Fisher mitjancant un espectre de d’espectrometre de masses millorat (R=30000
FHMW) seguit d’una adquisici6 FTMS/MS depenent de dades (R=15000 FHMW, 40%
HCD) dels deu ions principals més intensos amb un rebuig del estat de carrega de 1 i una

exclusi6 dinamica de 0,5 min (figura 20).

Separacio cromatografica Espectrometria de masses

Analisi per triplicat

Figura suplementaria 6.Esquema del procés d'analisi nanoL.C (Orbitrap)/Espectrometria de masses
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2.4 I1dentificacié proteica i quantificacio

Per a la identificaci6 i quantificaci6 proteica es va realitzar el mateix procediment que en

el descrit per les mostres de teixit (apartat 1.4. d’annexos 1).

Taula S1. Proteines identificades 1 destacades en les comparatives entre els teixits

adiposos visceral i subcutani durant I’obesitat (ordenades alfabéticament).

ID Swiss-Prot

AO0A1X7SC65

E7EQB2

075531

P01861

P08754

P09960
P30086
P55263

Q01469

Q03135

Q16853

Q5JXI8

Q5W0S5

Q969G5

Q96QV6

Q99584

Nom del compost

Proteina de xoc térmic beta-6

Lactoferrina

Factor de barrera de I’autointegracié

Immunoglobulina constant pesada gamma

Subunitat alfa-3 de la proteina G d’uni6 a
nucledtids de guanina
Leucotri¢ A-4 hidrolasa
Proteina d’uni6 a fosfatidiletanolamina

Adenosina quinasa

Proteina d’uni6 a acids grassos 5

Caveolina 1

Membrana amino oxidasa primaria

Proteina 1 de quatre dominis LIM i mig

Proteina RAD23 de reparaci6 de I’escissio

(A%

Proteina associada a caveolae 3

Histona H2A tipus 1-A

Proteina S100-A13

Procés biologic
Regulaci6 de la resposta a
I’exposicié de condicions

estressants
Regulaci6 de la resposta
immunitaria
Regulaci6 de la resposta
immunitaria, integracié de I’ADN,
segregaci6 i condensaci6 de
cromosomes.
Regulaci6 de la resposta

immunitaria adaptativa
Regulaci6 del cicle cel-lular

Sintesi de leucotrié
Regulaci6 de la cascadea de MAPK
Biosintesi d’ATP
Regulaci6 del metabolisme de la
glucosa i de lipids.
Regulaci6 de processos cel-lulars
com el transport del colesterol.
Regulaci6 de la resposta
inflamatoria
Desenvolupament del muscul dels

organs
Reparaci6 de danys cel-lulars

Regulaci6 de processos cel-lulars
mitjancant la unié a proteines
quinasa
Organitzaci6 de la cromatina
Regulaci6 de la resposta

immunitaria
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Taula S2. Proteines identificades i destacades en les comparatives de plasma dels grups

d’estudi (ordenades alfabéticament).

ID Swiss-prot
G3XAM2

K7ERI9

075636
095445

P00738

P01031

P02741

P02743

P02747

P02775

P02790

P04217

P06727

P15636

P29622

P68871
P69905

Q13790

Nom del compost

Factor de complement I

Apolipoproteina C-1

Ficolina 3

Apolipoproteina M
Haptoglobina

Complement C5

Proteina c reactiva

Component P del serum

amiloide

Subcomponent Clq de la

subunitat C del complement

Proteina plaquetaria basica

Hemopexina

Glicoproteina alfa 1-B

Apolipoproteina A-IV

Proteasa 1

Calistatina

Subunitat beta de ’hemoglobina

Subunitat alfa de ’hemoglobina

Apolipoproteina F

Procés biologic
Regulaci6 de I’activacié del complement
Transport de lipids, regulaci6 del procés
metabolic del colesterol, de lipoproteines i de
trigliceérids
Activaci6 del complement
Transport i homeostasi del colesterol
Resposta inflamatoria i de defensa i processos
sistema immunitari
Activaci6 del complement
Regulaci6 de I’emmagatzematge de lipids, de
la resposta inflamatoria i immunitaria i
activaci6 del complement.
Regulaci6 de la resposta inflamatoria i
immunitaria i del procés metabolic de
glicoproteines i activaci6 del complement.
Activaci6 del complement i regulacié de la
resposta immunitaria
Regulaci6 de la resposta immunitaria,
inflamatoria i del transport transmembrana de
glucosa.
Regulaci6 de la resposta immunitaria, del
procés metabolic i de transport del grup heme
i de la homeostasi de 1’16 ferro en la cel-lula.
Regulaci6 de la resposta immunitaria.
Regulaci6 del procés de biosintesi, homedstasi
i transport del colesterol i del procés
metabolic de lipoproteines.

Activitat endopeptidasa tipus serina.
Regulaci6 negativa de I’activitat
endopeptidasa
Regulaci6 del transport d’oxigen.
Regulaci6 del transport d’oxigen
Regulaci6 del procés metabdlic del colesterol i

del procés metabdlic i de transport de lipids.
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Annex 2. Fitxa de seguiment del tutor del TFG

Normativa de Treball Fi de Grau Facultar d Enologia
Aprovada per Junta de Facultar d°Enclogia del dia 30 d’octubre de 2014

ANMEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR{A del TFG

Mom | Cognoms de 'Alumnefa:;_Maria Mimbrero Pelegri
Mom | Cognoms del Tutor/a:_Santiage Garcia Vallve

Data de |la entrevista amb Malumne: 24 Maig 2022

Recomanacions durant el seguiment: Durant el seguiment m’ha estat explicant el que ha fet a les PE | com
volia plantejar les diferents seccions de la memoria de TFG. He vist diverses versions preliminars i
esbormanys i I'he fet un seguit de recomanacions per millorar la memoria (com definir un objectiu principal i

diversos mes especifics, comeccions de 'estil, de forma, ...}

Observacions: Ha tingut una actitud pro-activa i ha anat contactat amb mi durant fot aguest guadrimestre. El
contacte ha estat principalment a través de comeu electronic. Ha seguit les meves recomanacions.

Observacions Darrera revisia:

Tot i no estar del tot acabada, la darmera versio de la memoria de TFG esta melt avangada. Falten alguns
retocs | acabar de redactar algun apartat de resultats, discussio | conclusions. Tot i aixd, crec gue la Naria
na tindra cap problema en acabar la memdria a temps | gue la memdria complira amb els reguisits per a que
pugui ser presen@ada.

Signatura del Tutora Signatura del Alumnefa
GARCIA Firmaia

digrtalmentes por
"H'A.LL"H'E, GARCIA VALLYE,

SANTIAGOD SANTIAGD .
LALITENTICACION

[!E"L”-E"ﬂ':'ﬂ”:l Fecha: J022.05.24

ON) 20:10:58 +02'00°

Tarragona a 24 de _Maig_2022
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