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No sabria dir quan va ser el primer cop que ho vaig sentir a dir, pero una
frase molt repetida és que durant la vida de cadasct, tothom hauria de plantar
un arbre, escriure un llibre 1 tenir un fill (o filla, siguem politicament correctes).
Digueu-me agosarat, pero jo diria que ja n’he aconseguit dues, 1 abans que hi
hagi algi que comenci a fer conyes al respecte, em referia a les dues primeres.
El fet de plantar un arbre (era un pi, pero posar-ho donaria lloc a confusions un
pel escatologiques), no sé si haura tingut cap transcendeéncia important, tot 1
que avul en dia amb tant d’efecte hivernacle, qui sap? Per descomptat, tenir
descendéncia fa l'efecte d’haver de marcar “una mica” la vida d’una persona,
sobretot, segons asseguren certes fonts fiables consultades. Tot 1 aixi, de moment
deixaré I'exploracié d’aquest punt per d’aqui uns quants anys. El que ara si sé
del cert és que escriure un llibre, o en aquest cas una tesi, és tota una
experiencia. No pel que suposa simplement escriure-la, que Déu ni do, sind més
aviat pel conjunt de vivencies acumulades al llarg d’aquests anys, que han estat
realment tota una pila d’adjectius, d’entre els quals en destacaria “genials”. Es
per aixo que m’agradaria agrair amb les seglients linies a tots els que d’una
manera o altre han estat particips d’aquests bons moments.

En primer lloc, m’agradaria donar gracies a tots els de casa, sense el
suport 1 el carinyo dels quals, de ben segur que aquesta tesi no hauria arribat a
bon port.

També vull agrair al Francesc 1 a la Marta 'oportunitat que em van oferir
per poder realitzar aquesta tesi quan em van acollir al seu laboratori. M’heu
ajudat 1 he apres molt al vostre costat. Moltes gracies de tot cor.

Aixi mateix, no voldria deixar d’agrair a I’Octavi, a la Teresa 1 a la Roser
tots els consells 1 I’ajuda proporcionada, séon tres persones que sempre han
tingut la porta oberta per mi.

Part d’aquesta tesi també ha estat possible gracies a I'ajuda d’en Joan
Carles 1 en Pere Domingo. Crec que la interacci6 entre el quirofan 1 el
laboratori ajuda molt a prendre consciencia real de la desgracia que representa,
a nivell huma, patir els efectes de la SIDA 1 totes les seves afeccions associades.

No puc deixar de dedicar un espai a un bon col lega 1 millor amic, en
Jesus “Completo Harry”. Ell va ser el meu primer “Sensey”, amb qui no vaig
aprendre a fer anar la katana (que també en sap), pero si vaig aprendre a fer les
primeres passes en el moén de la ciéncia a la mitica planta 14 de ’hospital de la
Vall d’Hebron. Amb ell, amb en Pep 1 la Marta vam passar molt bones estones
al laboratori 1 fora del laboratori.

L’arribada al TAM va ser immillorable, el somni de qualsevol tiu: un
laboratori ple de ties!!! Malauradament, des que vaig arribar jo, la tendeéncia

s’ha anat capgirant. La primera que vaig con¢ixer 1 la primera que va marxar



(espero no ser-ne la causa) va ser la Monica, és una de les persones amb més
carisma 1 sentit de I’'humor que conec. Amb la Neus també m’he fet tips de
riure, és una persona que val molt. Seguint amb la saga, la segient “Sensey”
d’'un servidor va ser la Marisa, que va tenir la paciencia d’ensenyar-me
“bastantes” cosetes 1 amb qui he compartit bons moments. La Pili 1 la Gemma
sempre han estat fonts inesgotables de bons consells 1 bons records. Realment
Pili, tu saps que m’has deixat records inesborrables; sembla mentida el poder
que poden tenir unes simples malles (no em matis després de llegir aixo, si us
plau). Una altra persona que ja va sortir de “la madriguera™ és la Yoli, tot 1 que
no tinc clar si va sortir-ne o va anar a perllongar el periode d’hibernaci6 a
Estocolm. Si és impossible enfadar-se amb alguna persona, aquesta és la Yoli,
sempre disposada a donar-te un cop de ma quan el necessitis. Finalment, dins
d’aquest “grupillo” també hi hauria el nostre “sabor cubano” particular, I’Elita,
una altra persona que val el seu pes en or 1 en qui sempre he pogut confiar per
qualsevol cosa.

Al mateix temps que jo o quasi igual, també va entrar en Jordi i
I’Emmanuel. Quins tres ens vam ajuntar! Amb ells dos he protagonitzat les
coses més increibles que es poden fer dins d’un laboratori, 1 no precisament
relacionades amb la ciencia. Millor que ho deixi aqui, encara que no cal dir que
m’emporto records vostres genials. Dins del pack franceés també va arribar la
Carine, amb qui els riures, consells 1 anims han estat a 'ordre del dia. De la
mateixa manera, amb la Txell Rosell, no sén poques les histories per explicar:
des de cursos de doctorat a activitats “ladico-festives” (pregunteu-ho al DJ de la
sala Apol lo); amb aquest tros de dona he passat molt bons moments. El
Ramon és un tiu collonut, 1 de per si, inquiet (molt inquiet): ha inventat
diferents modalitats per travessar cruilles amb bicicleta 1, sobretot, la tecnica del
doble guant (supervivencia d’alta muntanya); hem passat molt bons moments
també.

Per altra banda el lab ha fitxat dues noves incorporacions amb les que
segur que ‘“se va a haber un follon...”: I’Albert 1 en Josemi. Albert (alias
“Viemo”, o també “Viejo” em sembla), merci pels cursos de reorientacid 1
descoberta musicals, ets un tiu que vals moltissim 1 amb qui he passat estones
genials. No sent menys, d’en Josemi se’n poden esperar les coses més increibles:
per exemple, ara mateix, els isards del Pedraforca poden dir I’hora als turistes
gracies a certa despenjada tartera avall. Et desitjo molta sort en el fabuldos mon
de la HALS. Més novatillos amb qui també hem passat bones estones son la
Julieta (aplicando técnicas de salseo varias), I’Aleix (my tailor is rich...), la Marga

(que ja és mig “Aussie”), la Tiona, I’Andrea 1 en Marc. Molta sort a tots.



Tampoc voldria oblidar-me de la gent que ha passat pel lab 1 que ja no hi
¢s. Moltes gracies a la Claudia, la Txell Granell, la Pili de la Rocha, I’Alberto, la
Lide (“a llavontans”), en Joan i la Maija (Mita Kiulu!?).

Finalment també voldria donar les gracies a tota la colla de la facultat, ja
sabeu, nucli, escor¢a, atmosfera, satel lits, o com ho volgueu dir: I'Ikle, la Noe,
la Ntria Carcasona, ’Edu, I’Anna, la Ntria Roca, la Pili, en Sergi 1 la Marta.
Sempre m’heu donant molt pel..., vull dir..., donat molt de suport quan I'he
necessitat. Practicament podriem dir que hem viscut junts dia a dia durant
quasl 5 anys, 1 aixo esta clar marca moltissim.

Ja posats amb la parrafada, a aquestes alcades tampoc estaria de menys
agrair als qui han amenitzat 1 han estat font d’inspiraci6 durant les llargues
hores d’escriptura: Explosions In The Sky, Built To Spill, Modest Mouse,
Arcade Fire, Band Of Horses, David Thomas Broughton, Jonathan Richman,...
entre d’altres, 1 també a I’Afroninja.

Una abragada a tots!!!












INDEX GENERAL

HIV-1: VIRUS DE LA IMMUNODEFICIENCIA HUMANA
INTRODUCCIO
PANDEMIA
HIV
HIV-1: ULTRAESTRUCTURA
HIV-1: GENOMA
PATOGENESI
CICLE DE L’HIV-1
SIDA

HAART: TERAPIA ANTIRETROVIRAL
INTRODUCCIO
FARMACS ANTIRETROVIRALS
INHIBIDORS DE PROTEASA (Pls)
INHIBIDORS DE LA RT (RTls)
Transcriptasa Reversa de [HIV-1
NRTIs
NNRTIs

TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS
INTRODUCCIO
MECANISMES DE TRANSPORT
CNTs
ENTs
REGULACIO

16
16
16
17
17
17
17
18

19
19
19
20
21
21



EL TEIXIT ADIPOS
INTRODUCCIO
TAB: TEIXIT ADIPOS BLANC
EL TEIXIT ADIPOS COM A ORGAN ENDOCRI
LEPTINA
INTERLEUQUINA-6
TNFa
ADIPONECTINA
ACIDS GRASSOS
RESISTINA
DIFERENCIACIO DEL TEIXIT ADIPOS
CASCADA DACTVACIO DE FACTORS
FACTORS IMPLICATS EN LADIPOGENES
C/EBPx
ADD1/SREBP1
PPARy

RXR
FACTORS ACTIVADORS DE L'ADIPOGENES
Insulina
Acids grassos
Prostaglandines
Glucocrticoids
FACTORS INHBIDORS DE L'ADIPOGENES
RA
Pref-1
Whnts
GH

Altres

23
23
24
24
25
25
25
26
26
27
28
29
30
30
32
32

34

35
35
35
36
36
36
37
37
38
38



TAM: TEIXIT ADIPOS MARRO
REGULACIO DEL TAM
REGULACIO ADRENERGICA
PGC-1x
REGULACIO PER HORMONES TIROIDALS
REGULACIO PER ACID RETNOIC
EL TEIXIT ADIPOS MARRO HUMA

LIPODISTROFIA
INTRODUCCIO
LIPODISTROFIES ADQUIRIDES
LIPODISTROFIA ASSOCIADA A L’HIV-1
QUADRE CLINIC
BASES PATOGENIQUES
A. Toxicitat Mitocondrial
A.1. Fosforilacio d’NRTIs
A.2.. Inhibici6 de la DNA-poly
A.3. Deplecio i mutacié del mtDNA
A.4.. Estrés Oxidatiu
A.5. Apoptosi
A.6. Infeccid de 'HIV-1
A.7. Procés Inflamatori
B. Inhibici6 de I'adipogenesi
C. Estat Inflamatori

D. Lipdlisi

LIPODISTROFIA PARCIAL ADQUIRIDA
QUADRE CLINIC
BASES PATOGENIQUES

38
39
40
42
43
44
46

47
47
47
47
48
48
49
49
50
51
51
51
52
53
53
54
55

55
55
56



LIPODISTROFIA GENERALITZADA ADQUIRIDA 56

QUADRE CLINIC 56
BASES PATOGENIQUES 57
LIPODISTROFIES LOCALITZADES 57
LIPODISTROFIA SEMICIRCULAR 57
LIPODISTROFIES CONGENITES 58
LIPODISTROFIA GENERALITZADA 58
QUADRE CLINIC 58
BASES MOLECULARS
Tipus | 59
Tipus Il 59
Altres Tipus 60
LIPODISTROFIA FAMILIAR PARCIAL DE DUNNIGAN 60
QUADRE CLINIC 60
BASES MOLECULARS 61
LIPODISTROFIA FAMILIAR PARCIAL ASSOCIADA PPARy 62
QUADRE CLINC 62
BASES MOLECULARS 62
LPODISTROFA ASSOCIADA A LA
DISPLASIA MANDIBULOACRAL 62
QUADRE CLINC 62
BASES MOLECULARS 63
ALTRES AFECCIONS DE LA
DISTRIBUCIO DEL TEIXIT ADIPOS 63
LIPOMATOSI ASSOCIADA A HALS 63
QUADRE CLINIC 63
BASES PATOGENIQUES 63

LIPOMATOSI ASSOCIADA A MERRF 64



65

OBJECTIU CENTRAL 67
OBJECTIUS PARTICULARS 68
69

1. La infeccid de I’HIV-1 altera I'expressio genica del teixit adipds

i contribueix a la lipodistrofia associada a HIV-1/HAART 71

2. Alteracio de I'expressio genica dels transportadors de nucleosids

(SLC28 i SLC29) en el teixit adipds de pacients infectats per I'HIV-1 85

3. Una aproximacio transcriptomica a la lipodistrofia associada a HIV
en el teixit adipds indica que alteracions sequlencials en I'expressio

de gens implicats en la inflamacio i metabolisme oxidatiu porten a

I’aparicié d’aquesta sindrome 115

4. L’analisi diferencial de I’expressio génica indica que les “gepes de
bufal” sén una alteracio particular del teixit adipds dins de la

lipodistrofia associada a HAART 137

5. Alteracio de I’expressio de gens reguladors de I'adipogenesi en

lipomes de pacients portadors de mutacions puntuals en el gen de

la tRNALYs del DNA mitocondrial 165

6. L’analisi de I’expressio génica mostra alteracions de la
mitocondrigenesi i I'adipogenesi al teixit adipos d’un pacient amb

lipodistrofia parcial adquirida (sindrome Barraquer-Simons) 171



1. Efectes de TNF« sobre I’'expressio genica de cel-lules

adiposes en cultiu

1. Citotoxicitat i toxicitat mitocondrial in vitro del Tenofovir
per si sol i en combinacio d’altres antiretrovirals de céel-lules
renals del tubul proximal

2. Inhibicio reversible de la sintesi de proteines mitocondrials

durant la hiperlactatemia associada a linezolid

185

187

193

213

217

255

257

269



INDEX DE FIGURES

FIGURA 1 7
FIGURA 2 38
FIGURA 3 9
FIGURA 4 10
FIGURA 5 13
FIGURA 6 15
FIGURA 7 16
FIGURA 8 16
FIGURA 9 17
FIGURA 10 18
FIGURA 11 20
FIGURA 12 21
FIGURA 13 29
FIGURA 14 37
FIGURA 15 42

FIGURA 16 185












ABREVIATURES

3TC Lamivudina

11BHSD1 11B-hydroxysteroid dehydrogenase 1
9cis RA Acid Yis-retinoic

ABC Abacavir

ACO Acetil-Coa carboxilasa

ADD1/SREBP1 Adipocyte Differentiation and Determination factor 1/ Sterol
Regulatory Element Binding Protein 1

AGPAT 1-acilglicerol-3-fosfat-O-aciltransferasa
AMPc AMP ciclic

ANT Transportador de Nucleotids d’Adenina
AP-1 Proteina Activadora 1

ART Terapia antiretroviral

ATPasa ATP sintetasa

AZT Zidovudina

bZIP Basic leucine zipper

C/EBP Proteina d’uni6 a CCAAT/ enhancer
CBP CREB Binding Protein

CCR5 Chemokine (C-C motif) Receptor 5

CNT Concentrative Nucleoside Transporter

CO Citocromo Oxidasa

CPT-1 Carmitine Palmitoyl-Transferase 1
CRABP-1 Proteina citoplasmatica de unién a acido retinoico 1
CRBP Citoplasmatic retinol-binding protein

CRE Element de resposta a AMPc

CREB Proteina d’uni6 a CRE

CXCR4 Chemokine (CXC motif) Receptor

Cyp Ciclofilina

Cytb Citocromo b

d4T Estavudina



ddC Z.alcitabina

ddI Didanosina

DC Dendrytic Cell

DNA Acid Desoxiribonucleic

DNC Deoxynucleotide carrier

DR Repeticiones directas

EGF Factor de crecimiento epidermal
ENT Equilibrative Nucleoside Transporter
ESCRT Endosomal Sorting Complex Required for Transport
ETS E26 Transformation-Specific

FABP Proteina d’uni6 a acids grassos

FAS Fatty Acid Synthase

FIAF Fasting-induced adipose factor

FIV Feline Immunodeficiency Virus

GABP GA-binding protein

GH Hormona del Creixement

GLUT-4 Transportador de Glucosa de tipus 4
GR Receptor de Glucocorticoids

GRE Element de resposta a glucocorticoids
HAART Highly Active Antiretroviral Therapy
HDL Lipoproteines d’alta densitat

HIV Human Immunodeficiency Virus

HLA Human Leukocyte Antigen

HSL Lipasa Sensible a Hormones

IBMX Isobutilmetilxantina

ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IFN Interfero

IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1
IGF-1R Receptor d’'IGF-1

IL Interleuquina

IMC Index de massa corporal



IRS-1y 2
LDL
LEDGF
LMNA
L-PK
LPL
LTR

MCSF
MCP
MPTP
mtDNA
NA

ND
NEFAs
NF
NNRTI
NRF-1
NRTI

NT
OXPHOS
p38MAPK
PBMC
PEPCK

PGC-1x

PGFyq
PGI,
PGJ;
PI3-K
PI
PIC

Substrat del Receptor d’Insulina 112
Lipoproteines de baixa densitat

Lens Epithelium-Derived Growth Factor

Lamina

Piruvat quinasa de fetge

Lipoproteina lipasa

Long Terminal Repeats

Lisina

Factor estimulador de colonies de macrofags
Monocyte Chemoatractant Protein

Porus de Permeabilitat de Transcisi6 Mitocondrial
DNA mitocondrial

Noradrenalina

NADH Deshidrogenasa

Acids grassos no esterificats

Nuclear Factor

Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor
Nuclear Respiratory Factor-1

Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor

Nucleoside Transporter

Sistema cadena respiratoria/fosforilacié oxidativa
P38 Matogen-Activated Protein Kinase

Peripheral Blood Mononuclear Cell

Fosfoenol-Piruvat Carboxi Quinasa
Coactivador del receptor activat per proliferadors

peroxisomals y-1&

Prostaglandina Fox
Prostaciclina
Prostaglandina Jo
Fosfatidilinositol 3-quinasa
Protease Inhibitor

Premtegrationn Complex



PKA Proteina quinasa A

PPAR Peroxisomal Proliferator Actvated Receptor
PPRE Element de resposta a PPARs
Pref-1 Factor preadipocitari |

RA Acido retinoic

RALDH Retinoaldehid deshidrogenasa
RAR Receptor de I’acid retinoic
RARE Element de resposta a RA

RBP Retinol-Binding Protein

RELM Resistin-Lake Molecule

RNA Acid Ribonucleic

ROS Especies reactives d’oxigen

RT Transcriptasa Reversa

RTI Retrotranscriptase Inhibitor

RXR Receptor X de retinoids

SCD1 Stearoyl-Coa desaturase 1

SIDA Sindrome de la Immunodeficiencia Adquirida
SIV Stmian Immunodeficiency Virus

T3 Hormona tiroidal

TsRE Element de resposta a T3

Ta Tiroxina

TAB Teixit Adip6s Blanc

TAM Teixit Adip6s Marré

TFAM Mitochondrial Transcription Factor A
TFBM Mitochondrial Transcription Factor B
TG Triacilglicerids

TGF-f Transforming Growth Factor B

TK Timidina quinasa

TNF-x Tumour Necrosis Factor &

TR Receptor d’hormones Tiroidals
TZDs Tiazolidindiones

18[6) Proteina desacoblant



VCAM
VDR
VLDL
ZMPSTE
ug

ul

ng

Vascular Cell-Adhesion Molecule
Receptor de la vitamina D
Lipoproteines de molt baixa densitat
Metal loproteinasa

Microgram

Microlitre

Nanogram












z

INTRODUCCIO HIV-1

HIV-1: VIRUS DE LA
IMMUNODEFICIENCIA HUMANA

Introduccio

La pandémia de 'HIV-1 és una
complexa barreja de diverses
epidémies dintre 1 entre diferents
regions 1 paisos del mon, 1 sens dubte,
¢s una de les majors crisis de salut
publica del nostre temps. La recerca
ha aprofundit el nostre coneixement
sobre la replicaci6 1 progressi6 del
virus dins del cos d’'una persona
infectada, pero encara que dia a dia el
coneixement de la dinamica de
transmissio 1 patogenesl soén  més
acurats, 1 les opcions de prevencid
shan ampliat, la cura total o una
vacuna efectives son inassequibles. No

obstant, el tractament antiretroviral
d’elevada activitat (HAART) ha

Figura 1.
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transformat radicalment el SIDA:
d’una malaltia mortal ha passat a ser
una malaltia cronica. Cal dir també
que aquesta transformaci6 és encara
pura entelequia en aquelles parts del
mon que continuen patint una carrega
desproporcionada de noves infeccions
sense accés al tractament HAART, 1
per tant, estan més afectades per altes

taxes de morbiditat 1 mortalitat.

Pandemia

En el moén, aproximadament, hi
ha uns 38,6 milions de persones
infectades pel virus de I'HIV-1, 1 uns
25 milions més ja han mort com a

consequiéncia d’aquesta infeccid.! Avui
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en dia no hi ha cap regié del planeta
on el virus no hi hagi arribat (figura 1).
La per

heterosexual ¢és la més freqient, amb

transmissio via

un 85% de totes les infeccions per
HIV-1. El sud de ’Africa és Pepicentre
actual de la pandémia 1 continua
tenint altes taxes de noves infeccions
per HIV-1.2 Aixi mateix, encara que la
prevalenca total de 'HIV-1 romangui
baixa, a les epidemies emergents de la
Xina 1 l’india, els ntimeros absoluts
son  preocupants 1 comencen a
assemblar-se als del sud de I’Africa.
Fora de I’Africa subsahariana, un terc
de totes les infeccions son adquirides
per via parenteral associades a la
drogodependencia, de les quals, la
majoria (8,8 milions) pertanyen al sud
est i centre d’Asia, 1 Europa de Pest.!
Segons trets genetics diferencials
de T'HIV, aquest virus es divideix
principalment en dues grans families:
I'HIV-1 1 PHIV-2 (figura 2). Al seu
torn, PHIV-1 es divideix en 3 grups
(M,N'1 O), 1 'HIV-2 en 8 (de I’A fins a
I’'H), dels quals, el grup majoritari és
I’'HIV-1 M. Lorigen de tots aquests
grups rau en I’evoluci6 inicial del virus
al llarg de tots els seus hostes primats
(SIV, “Sumian Immunodeficiency Virus”)
abans d’arribar a ’home. Aixi, THIV-1
ha evolucionat a partir de soques que
van infectar el ximpanzé (Pan troglodyles
troglodytes) SIVcpz,® 1 'HIV-2, de la
soca del mangabei gris (Cercoebus atys)
I'SIVsm.% 5 A

transmissio entre especies de primats a

través  d’aquesta

humans, les soques del virus s’han anat

seleccionant adquirint adaptacions que

subsequentment han facilitat la
transmissié entre humans (figura 3).6
Per contra del que es podria pensar,
I'entrada a ’hoste huma no ha suposat
un final d’aquest procés siné que, ans
al contrari, la diversificaci6 de formes
¢és un fet patent. Només del subgrup M
de 'HIV-1 s’han trobat 9 subtipus
2), 1

recombinants

(figura diverses formes

que contenen
estructures genetiques de dos o més
subtipus  (p.ex., A/E=CRFO0I;
A/G=CRF02).> 8 No cal di, que
I’evoluci6 continua de la diversitat de
I’'HIV-1 representa un gran obstacle
per al desenvolupament de qualsevol
prevencio o intervenci6 terapéutica.’
La coinfecci6 per dos o més
del HIV ¢és un dels

mecanismes que podria portar a

soques virus
I'origen de noves soques recombinants.
De fet, la recombinaci6 entre ells

sembla ser que es dona molt més
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Figura 2.
Relacions
filogenetiques
dels lentivirus
humans i dels
primats. La
pandémia de
I’HIV-1 és causada
principalment pel
grup M de la soca
de I’'HIV-1, en
concret, el
subtipus C (en
veremell). Hi ha
formes
recombinants que
estarien
emparentades
amb dins del grup
M i no han estat
incloses per
simplificar.
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Figura 3. Possibles vies de transmissié creuada. (A) El ximpanzé com a hoste intermediari a través de la

recombinacié de 2 o més soques SIV dels micos en un mateix individu. (B) Un intermediari extingitt origina una

soca recombinant antecessora de I’SIVcpz, i el ximpanzé actua a mode de reservori. (C) Un ntermediari

desconegut origina una soca recombinant, i diversos ximpanzés actuen a mode de reservori. Science 313, 462
(2006), JH Heeney.

freqientment del qué es pensava,® i les

soques aixi originades, serien
responsables de fins al 20% de les
infeccions en algunes zones (p.ex. el
9 dades

estarien d’acord amb que es donin

sudest asiatic).” Aquestes
coinfeccions de diferents soques en un
context temporal espaiat que pot
arribar a ser de mesos 1 anys.!0-1*
Aquestes observacions estarien en
contradicci6 amb I'assumpcié que
només es realitza una sola adquisicid
d’una de les soques de 'HIV-1, 1 que
aquesta donaria proteccio vers altres
possibles infeccions posteriors.!> De fet
es creu que reinfeccions posteriors
impliquen una progressi6 més rapida

del SIDA.!!

HIV

El virus de la immunodeficiencia
humana (HIV) és un retrovirus que
pertany al genere Lentwirus de la
familia Retrovinidae. Les infeccions dels
Lentwirus acostumen a mostrar un curs
cronic de la malaltia que provoquen,
un llarg periode de laténcia clinica,
una replicacié viral persistent 1 una
implicaci6 del sistema nervios central.
Les infeccions del Visna a les ovelles,
del virus de la immunodeficiencia dels
simis (SIV) a les mones, o el virus de la
immunodeficiencia dels felins (FIV) en

els gats en son exemples tipics.



A simple wvista, a través del

microscopi  electronic, IHIV-1 1
I’'HIV-2  semblarien identics. No
obstant, diferéncies 1mportants

comencen a aflorar quan comparem
els pesos moleculars de les seves
proteines 1 el seu genoma, en concret,
els gens accessoris. Tots dos actuen a
través de mecanismes patogenics
comuns 1 es repliquen en els mateixos
tipus cel lulars, encara que I'HIV-2
genera una deficiencia immune menys

severa.

HIV-1:ULTRAESTRUCTURA

Els virions de ’'HIV-1 tenen un
diametre aproximat d’uns 100nm, 1
consten d’'un embolcall lipoproteic.
Aquesta bicapa lipidica és adquirida
durant el procés de gemaci6 en el que
els nous virus es queden amb part de
la membrana plasmatica de I'hoste.
Com a conseqtiencia, les proteines de
la cellula presents a la membrana,
com les proteines HLA de classe I 1 de
classe II, o proteines d’adhesi6 com
ICAM-1, també estaran presents en el
nou virt, 1 a més, h faclitaran
I’entrada a altres cel lules diana. No
obstant, en menor proporcio, el virus
també contribueix a la sintesi del seu
embolcall amb proteines propies.
Integrats a aquesta bicapa lipidica,
cada particula virica conté 72
complexes glicoproteics, cadascun dels
quals, es composa de trimers de la
glicoproteina externa gpl20 1 la
proteina transmembrana gp41l que els

uneix a la membrana. LLa uni6 entre

Enveoltura viral

Prileasa

Tramscniphasas

Reversa
ARMN

Integrasa

pEd

e gpdi p17

Figura 4.

Ultraestructura de I’HIV-1. Esquema dels diferents

components que conformen I’'HIV-1.

gpl20 1 gp4l és feble de manera que
gpl20 pugui

espontaniament quan sigul necessari:

alliberar-se

gpl20 es troba en sérum 1 al teixit
limfatic dels pacients infectats.

A la cara interna de la
membrana trobem la proteina pl7,
que conforma una matriu de simetria
icosacdrica (60 cares) tot estabilitzant
la membrana. Al seu torn, aquesta
matriu conté la capside del virus, una
estructura conoide que es composa per
unes 2000 unitats de la proteina p24
(figura 4).

El material genetic del virus és
constituit per dues cadenes d’RNA que
estan 1incloses dins de la capside.
I’RNA esta estretament lligat a les
proteines p7 1 p6 (o p9) de la capside, 1
a més, no es troba sol sin6 que també
hi ha altres proteines necessaries per a
la replicaci6 del virus: la transcriptasa
reversa  (p66/p55),'1% 17 i

copies de la integrasa (p32)'® i la

diverses

proteasa (pl1).

10
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HIV-1:GENOMA
El genoma de 'HIV-1, quan es

troba encapsidat dins de la forma
virica, consta de dues sequencies
d’RNA dimeritzades
idéntiques.! O per contra, pot estar
integrat al DNA de l'hoste (provirus)
en forma de doble cadena de DNA.

En aquest ultim format, el total
dels seus 9,8 kb (9.800 parells de
nucleotids) de DNA codifiquen per 9

gens, 1 ambdods extrems 5’ 1 3’ de la

quasi

sequencia genomica del virus estan
delimitats per sequencies repetitives
(LTR, “Long Terminal Repeats™). Tres
d’aquests gens codifiquen per a
proteines estructurals comunes a tots
els retrovirus (els gens Gag, Pol 1 Env),
sent els sis restants, gens que
codifiquen per a dues proteines
reguladores (Tat 1 Rev) 1 quatre per a
proteines accessories (Vpu, Vpr, Vif 1
Nef).?0

El genoma de I'HIV-2 és una
mica més llarg (10,3 kb) 1 i falta el gen
Vpu, que és substituit per un altre

d’equivalent anomenat Vpx.

CICLE DE ’HIV-1

El cicle wvital de IHIV-1 és
complex 1 la seva durada varia en
funci6 de la cellula diana 1 Destat
d’activaci6é d’aquesta (figura 5). En els
estadis 1nicials, el virus interacciona
amb les cel lules hoste sense ocasionar

danys, pero durant la fase d’entrada

pot desencadenar cascades de senyals,
que al seu torn, podrien facilitar la
seva replicacio.?! 22

Uni©.  Sovint, una de les
condicions més limitant d’una infeccid
retroviral és el numero inicial de
virions que arriben 1 s’uneixen a la
superficie cel lular. Les dues molecules
que facilitaran el procés d’uni6 a la
membrana sén una glicoproteina
externa (gpl20) 1 una proteina
transmembrana (gp41).%

El primer pas durant el procés
d’entrada és la uni6 de gpl20 a la
membrana cel lular interaccionant
amb el receptor de CD4. Aquesta unid
comporta tota una serie canvis
conformacionals que fan que les
glicoproteines de I’embolcall viric
donin lloc a 'exposici6 d’una regié de
gpl20, anteriorment amagada, que
ara pot unir-se a un coreceptor de
quimioquines.?*

Els receptors de quimioquines
son  proteines transmembrana
acoblades a proteines G. La seva
funci6 és captar quimioquines que
dirigeixen la migracié de les cel lules

de la

Aproximadament,

resposta 1lmmune.
existeixen  una
dotzena d’aquests coreceptors mediant
I’entrada de TI'HIV-1, 1 entre ells,
CCR5 1 CXCR4 s6n els més usats per
I'HIV-1 en cellules-T  CD4* 1
macrofags.?% 2°

En principi, la uni6 del virus a la
cellula podria ser inhibit. Les
carragenines d’algues marines, lectines

1 la clanovirina interactuen amb la



glicoproteina gpl20 de la capside
virica impedint aixi la replicaci6.?6-28
Per altra banda, ’estudi del cristall de
gpl120 ha revelat detalls del lloc d’unio
a CD4, entre ells, que hi ha una petita
cavitat on es podrien acoblar agents
inhibidors. No obstant, hi ha dubtes
sobre la viabilitat clinica de la majoria
d’inhibidors del virus a nivell de la
uni6 1 'entrada a la cel lula relacionats
amb la produccid, la via
d’administraci6 1 toxicitat. Els
candidats més ben caracteritzats 1 més
facilment sintetitzables podrien ser
utils com a microbicides topics.?

FUSIO. En aquest pas es forma
un porus a través del que sera possible
I'entrada de la capside viral a dins la
cel lula. Aquest procés és dut a terme
per gp4l, que actua a mode d’ancora
unint-se a la membrana de la cel lula
hoste, 1 posteriorment aproximant-la a
I’embolcall viric fins permetre la fusio
entre elles.? 3

S’ha vist que la inhibicié d’aquest
pas és possible a partir de la sintesi de
peptids derivats de gp4l. Actualment
hi ha algun farmac d’aquest tipus que
s’administra via subcutania.’! Altres
possibilitats es centren en la uni6 de
peptids de talla petita que podrien

unir-se a un domini de gp41.3?

Allberament de la capside.
Per a que el material genetic del virid
pugl ser retrotranscrit, la capside 1
nucleocapside del virus ha de ser
desmantellada. Aquest procés no esta

clarament definit, pero es creu que la

ciclofilina A (Cyp-A) interactuaria amb

les proteines de la capside
desengalzant-les.
Retrotranscrpclo. Quan el

genoma viric ha estat alliberat al
citoplasma cel lular, és retrotranscrit.
La transcriptasa reversa (RT) 1 altres
proteines viriques formen un complex
d’alt pes molecular que catalitza la
conversio de les dues cadenes ’RNA a
DNA de doble cadena (dsDNA).

En aquest punt és on actuen la
majoria de farmacs das actual en els
tractaments HAART. Els anomenats
inhibidors de la transcriptasa reversa
(RTIs) hi juguen un paper molt
important (veure en la secci6 4).

Nfegracio.  Un  cop

transcrit, el DNA viric necessita ser

retro-

translocat al nucli, on s’integrara al
DNA de la cellula hoste en regions

riques en gens transcripcionalment

actius. Amb aquesta finalitat, es
formara el complex de preintegracié
(PIC), que constara de proteines

viriques nucleofiliques, la integrasa
virica 1 enzims de reparaci6 del DNA
de I'hoste.?3% Facilitant aquesta feina,
també hi una integrasa de la cel lula
hoste anomenada LEDGF/p75 (“Lens
Epithelium-Derwed — Growth — Factor”),
l'acci6 de la qual, marca el punt
d’inflexi6 on la transformacio de la
ce¢llula en una productora potencial
de nous virions és irreversible.% 37

La integrasa virica catalitza el tall

de la seqiencia LTR 3° del ¢cDNA

viric,® 1 mutacions que inhibeixen

aquests talls donen lloc a virions sense

INTRODUCCIOHV-1
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Transcriptasa RHA

Limfocit-T CD4*

capacitat d’infecci6.’® Tot i que les
linies d’investigacié de nous farmacs
han intentat simular aquest efecte, els
resultats son poc esperancadors de

moment.

Sintesl vinca. La integraci6 al
genoma permet que es comenci la
replicaci6 del material genetic, 1 la
transcripcid 1 traduccié de totes les
proteines

viriques necessaries per

formar els nous wvirions. Aquesta

transcripci6 ¢és dirigida tant per
components de la cellula hoste com

virics.

13

Figura 5.
Cicle de HIV-1:

1. Uni6 de gp120 a CD4 i
el coreceptor.

2. Fusi6é de membranes.
3. Desngalzament de la
capside.

4. (a) L'RT retrotranscriu
I’'RNA a cDNA de cadena
senzilla. (b) Produccié de
la doble cadena de DNA
(dsDNA) a partir dels
motllos anteriors.

5. Importaci6 de la dsDNA
al nucli.

6. Integracié al genoma de
la cél-lula hoste mitjancant
I’accio6 de la integrasa.

7. Produccié d’RNA viric a
través de la maquinaria de
transcripcio de la cél-lula
hoste.

8. Traduccio6 de les
proteines viriques.

9. Maduraci6 proteica a
través de proteases
cel-lulars.

10. La proteina gag actua
com a aglutinant i senyal
de transport cap a la
membrana de totes les
proteines viriques.

11. Formacié i gemacio
dels nous virions.

12. Maduracié dels virions
a través de les proteases
viriques.

13. Virus madurs.

12
N
e

Proteasa
Virica

Les proteases viriques son enzims
encarregats de la maduraci6 de
proteines viriques necessaries per a la
formaci6 de nous virions. Una altra
part de la component de la HAART
inhibidors
d’aquestes proteases (veure la secci6 4).

Encapsidacio | extrusio. Totes

les proteines 1 el nou dsRNA viric son

actual es centra en els

transportats 1 engalzats prop de la
membrana plasmatica. Un cop s’ha
encapsidat el material genetic, de
manera no litica, es dona lextrusiod

dels nous virus a través de la formacid

de d’endosomes (ESCRT-L-II 1 —III),



que mitjancant un procés de gemacio
de cossos multivesiculars.* #1 T?HIV-1
pot beneficiar-se d’aquesta via de
sortida gracies a la possibilitat d’unir-
se a T'SG101 a través del domini p6 de
Gag.*?

SIDA

Durant els estadis inicials de la
sindrome de la immunodeficiéncia
adquirida (SIDA), després que 'HIV-1
hagi traspassat qualsevol de les

barreres fisiques de I’organisme
(mucoses), hi ha un parentesi temporal
en el que la propagaci6 de la infeccid
no ha acabat d’establir-se, 1 en el que
les defenses de I'organisme podrien
controlar  Pexpansi6  virica.®® En
general, les cel lules dendritiques (DC)
son presents en les mucoses oral 1
vaginal, 1 se suposa que estan entre els
primers tipus cel lulars que entren en
contacte amb I'HIV-1. S’ha proposat
que les DCs son les que posteriorment
estenen 'HIV-1 entre els limfocits-T
CD4* 1

consequencia  d’aixo

macrofags,®® 1 com a
s’originaria la
primera amplificaci6 del virus,
sobretot, a nivell del sistema limfatic.
Les wvies potencials de transmissio
poden ser la formaci6 de sinapsis
viriques entre DCs 1 cel lules-T,* #
infeccié en frans a través d’exosomes
provinents de les DCs,* i infecci6 de
DCs en cis per uni6 directa del virus a
receptors de mannosa.'’”> ¥ Amb la
migraci6 dels virions o dels limfocits-T
infectats al corrent sanguini, comenga

una segona fase d’amplificaci6 a nivell

del tracte gastrointestinal, melsa 1 moll
de l'os que resulta en una infeccid
massiva de totes aquelles cel lules que
en siguin susceptibles. En relaci6 al pic
del titol viric (unes 10°-107 copies/mL
de plasma) 1 el descens de limfocits-T
CD4* d’aquest primer estadi de la
infecci6, poden manifestar-se els
primers simptomes clinics (figura 6).
La produccié d’anticossos vers 'HIV-1
marca el final de la fase aguda de la
infeccio.

El segon periode de la infeccio, la
fase de latéencia (o cronica), es
caracteritza per I’abséncia de qualsevol
tipus de simptomatologia. A diferéncia
de la fase aguda, els nivells de viréemia
soén uns dos ordres de magnitud més
baixos, tot 1 que la seva replicacié és
constant. Aquesta reduccid s’atribueix
principalment a la resposta especifica

dels limfocits-T CD8"

contra ’'HIV-1, pero també podria ser-

citotoxics

ne causa la disminucié de cel lules
diana (figura 4). Per altra banda, es
produeix una depleci6 progressiva de
les cellules-T CD4" (naives 1 amb
memoria) fins a nivells infims, que
consequientment, resultarien en l'inici
de la SIDA propiament dita.* Malgrat
la freqient abséncia de simptomes
durant la fase cronica, la replicaci6 de
I’'HIV-1 és constant 1 dinamica durant
tota I’evoluci6é de la malaltia. El temps
de vida mitja d’un sol viri6 és més baix
de 30 minuts, 1 e namero total de
virions produits en un persona pot
arribar a ser d’unes 10'° particules

viriques per dia.*>? Aixi mateix, hi ha

s
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Fase Aguda

Fase Assimplomatica

Tilal Virc en Plasma |chpes/mi)

Doplocid CO-4a GALT

Numero de CélluesiTitre
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Figura 6. Curs de la

infeccio per HIV-1. El titol
viric en plasma (a dalt), i els
canvis dinamics dels
limfocits-T CD4+ (a baix). El
primer estadi de la infeccio es
caracteritza per una elevada
viremia (linia vermella),
cél-lules CD4 baixes (linia
verda), i abséncia
Diversitat d’anticossos especifics contra
Vinca I’HIV-1(linia taronja). La viremia
decau amb I'augment de
limfocits-T CD8+ citotoxics
(linia blava) i la carrega viral
s’estabilitza durant la fase
cronica de la infeccié. Aquesta
0O i e .
carrega viral és molt variable
entre individus (linia vermella
puntejada). La diversitat virica
incrementa amb la progressio
(R RREE  de |a malaltia. Per contra, el
() risc de transmissié és maxim
e @ durant les primeres setmanes.
GALT= gut-associated

Risc do
Transmisssd

Limfocis-T CO-8)

Setmanes Anys

una inducci6 de les taxes de recanvi
de la poblaci6 de limfocits durant la
infecci6, mentre que la proliferaci6
cel lular disminueix quan baixa la
replicaci6 viral a causa del tractament
HAART. S’han proposat diferents

mecanismes per explicar aquesta

depleci6, pero la més acceptada
apunta a un augment generalitzat del
nivell d’activacié del sistema immune.
51

Un altre tret de la fase de
latencia és la variabilitat de la seva
durada depenent de cada individu.
Aixi com la fase aguda es compta per
setmanes, la cronica pot arribar a
durar de 8 a 10 anys. Es evident que
la resistencia a la infecci6 del virus del
SIDA és molt rara posat que 'amplia
majoria de pacients acaba
desenvolupant la SIDA, no gens
menys, hi ha dos grups de pacients

que mostren Immunitat o alta

15

lymphoid tissues.

resistencia a la infeccio de I'HIV-1.
S’anomenen “long term non progressors” 1
“ighly exposed persistently seronegative”,
respectivament. Logicament, els

mecanismes d’Immunitat innata 1
adquirida d’aquests individus estan
sent estudiats, 1 segurament, trobar els
elements diferencials inherents en els
seu sistema immune contribuira al

desenvolupament de la vacuna contra

I’HIV-1.”2



HAART: TERAPIA ANTIRETROVIRAL

Introduccio

L’administraci6 d'un  potent
combinat de farmacs antiretrovirals
contra la infecci6 del virus HIV-1,
conegut com a HAART (Highly

Active  Antiretroviral  Therapy),
aconsegueix una rapida reducci6 dels
nivells d'RNA virals en plasma i en
cel lules infectades en el teixit

limfatic. Aquesta  disminucio
s'atribueix a la mort de cel lules CD4
" infectades 1 a la prevencié de noves
infeccions.”® Uns nivells d’RNA viral
per sobre de les 50 copies per
mil lilitre de plasma (limit de les
actuals  técniques de deteccid),
indicarien una supressio inadequada 1
un risc d’'infeccidé per part de virus
resistents.’t

Les consequencies
immunologiques de la supressio de la
replicaci6 del wvirus son  molt
importants, donant lloc a un
increment en el nimero de limfocits

CD4*. La capacitat de respondre a

el

Inhibidor de Probeasa

antigens, tant de les cel lules CD4*
com de les CD8%, és regenerada i
consequentment, les infeccions
oportunistes persistents es reverteixen

en la majoria dels casos.”> ¢

Farmacs
Antiretrovirals

L’HIV necessita retrotranscriure
el seu RNA de cadena simple a DNA
de doble cadena per poder integrar el
seu material genetic al genoma de la
cel lula hoste, 1 aixi, acabar posant al
seu servel tota la maquinaria
transcripcional 1 traduccional
d’aquesta per a la producci6 de noves
particules infeccioses. Els farmacs
antiretrovirals usats actualment
s’agrupen dins de tres grans families,
cadascuna de les quals intervé de
manera diferent en tot aquest procés.
L’administracié combinada d’aquests

farmacs resulta en una accid6 de

Figura 7. La
proteasa talla la
proteina precursora
p55.

Figura 8. (A) EI PI
té una estructura
similar i entra dins
del centre actiu. (B)
RT inhibida pel PI.

z
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bloqueig coordinada, tant de la
replicaci6 com de la maduraci6 del
virus, aconseguint aixi un millor
control de la carrega wviral 1 del

desenvolupament de la SIDA.

INHIBIDORS DE PROTEASES
(Pls)

Els PIs s6on molecules
dissenyades com a substrats analegs
de les proteases viriques que
bloquegen el centre actiu de la
proteasa un cop s’hi uneixen. Aixo
evitara la formaci6 de nous virions
donat que la funci6 d’aquestes
proteases ¢s la de tallar les proteines
precursores que donaran lloc a les
proteines madures 1 funcionals
necessaries (Figura 71 8).

Els PIs que s’utilitzen a la
terapia antiretroviral sén: amprenavir,
indinavir, lopinavir, nelfinavir,

ritonavir 1 saquinavir.

INHIBIDORS DE LA
TRANSCRIPTASA REVERSA
(RTIs)
TRANSCRIPTASA REVERSA DE
LHNV-1

La retrotranscriptasa (RT) de
I’'HIV-1 és un heterodimer (p66/p51)
amb llocs d’'uni6 a 'RNA 1 DNA
depenent de [Dactivitat DNA
polimerasa. Consta de dues activitats
catalitiques: per una banda realitza la
retrotranscripci6 de 'RNA genomic
viral a DNA de doble cadena, 1 per

una altra, consta d’activitat RNasaH.

17
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Figura 9. (A) Uni6 de nucledtids van formant
al DNA. (B) L’AZT és incorporat a la cadena de
DNA mimetitzant la timina i cap més base pot
ser unida; el cicle vital de I'HIV és estroncat.

Ambdues activitats son dutes a terme
per la subunitat p66, la p51 juga una

funcié estructural.!6 17

NRTls: NHBIDORS DE LA RT

ANALEGS DE NUCLEOSIDS

Els NRTIs son compostos
derivats d’adenosina, citosina, 1
timina. S6n inhibidors competitius 1
actuen com a substrat alternatiu per
al procés de polimeritzaci6 del DNA.
Son  considerats profarmacs ja que
necessiten ser metabolitzats per ser
actius, concretament, un cop dins de
la cellula, han de ser fosforilats per
generar la forma 5’-trifosfat. La
modificacié quimica més important
d’aquests compostos és que els manca
Iextrem 3’-OH, o en el cas de la
zidovudina, que aquest extrem ha
estat substituit per un grup azida (N3).
Aquesta modificacio evita la formacio
de lenllag 3’-5° fosfodiéster entre els
nucleosids de la cadena de DNA en
elongaci6 1 el nucleosid 5’ trifosfat
entrant. D’ aquesta manera, els

NRTTs actuen com a terminadors de



la funci6 de la transcriptasa reversa NRTIs no necessiten ser

del virus (Figura 9). metabolitzats per ser actius (figura
Actualment, els NRTTs d’as més  10).
freqient son: estavudina (d4T), Aquest grup de farmacs inclou:

s
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didanosina (ddI), lamivudina (3TC),  efavirenz, delavirdina i nevirapina.
zidovudina (AZT), zalcitabina (ddC) 1
abacavir (ABC).

NNRTIs: INHBDORS DE LA RT
NO ANALEGS DE
NUCLEOSIDS

Els NNRTIs inclouen un grup
de compostos policiclics de naturalesa
quimica divergent que actuen com a
inhibidors al losterics no competitius
de la RT: s’uneixen covalentment a
una cavitat hidrofobica adjacent al
domini actiu polimerasa de la
subunitat p66 anomenat NNRTI-BP,
7 induint modificacions estructurals
que disminueixen la taxa
d’incorporaci6  de nucleotids®’  a
través del desplacament de residus

aspartat del domini catalitic

polimerasa.”®® A diferéncia  dels

sopPoPPP Figura 10. (8
B R} Enr g Per sintetitzar una
eCfEE : B cadena de DNA, la
PR A7 I retrotranscriptasa
1 . " (RT) comprova
I'eleccié correcta
del nucleotid que ha
de ser engalzat. (B)
Si ho és, uneix el
nou nucleotid a la
cadena. (C) Un
NNRTI s'uneix a la
RT i la paralitza de
manera que ja no
pot unir més bases
nucleotidiques.
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TRANSPORTADORS DE

NUCLEOSIDS

Els nucleosids 1 nucleotids
desenvolupen diferents funcions dins
de la  fisiologia cellular, 1 son
considerats tant nutrients com
moduladors de I’homeostasi cel lular.
A part de la seva funci6 com a
precursors dels acids nucleics, son
elements clau del metabolisme
energetic, lligands de receptors
purinergics 1 transductors de senyals
endocrines. Queda clar doncs, que
modulen un ampli ventall
d’esdeveniments cel lulars.

Les rutes biosintetiques dels
nucleotids només so6n actives en
determinats tipus cellulars 1 sén
energeticament molt costoses. Aixi,
les seves rutes de salvament 1
reciclatge son vies dis frequent,
essent els hepatocits 1 tipus cel lulars
similars, on es porta a terme una
sintesi endogena de nucleotids més
alta.

No obstant, el primer coll
d’ampolla que qualsevol molecula
extracel lular ha de passar és la
membrana plasmatica, que és de
naturalesa hidrofobica. Els nucleosids
son molecules hidrofiliques 1, per tant,
la permeabilitat de la membrana vers
aquests compostos ¢és baixa o gairebé

negligible. Per facilitar un pas eficient

d’aquests substrats, hi ha unes
proteines de membrana que
catalitzen aquesta translocaci6 des del
medi extracel lular cap al citoplasma:
els transportadors de nucleosids
(N'T5).

Precisament, I'Gs de tota una
serie de farmacs anomenats derivats
de nucleosids esta dirigit a
determinats processos (sintesi del
DNA, IRNA, 1 senyalitzacio)
dependents de la incorporaci6 de
nucleosids extracel lulars. En
principi, aquesta dependencia de
I’abastament de nucleosids d’origen
extracel lular en cel lules, altament
proliferants o en les que s’estan
replicant virus a gran escala,
constituiria una diana relativament
especifica per a lefecte d‘aquests
analegs de nucleosids.
Consequientment, aquests derivats de
nucleosids també interferirien en la
captaci6 normal de nucleosids

mitjangant competici6 simple.

Els primers indicis en favor del
transport de nucleosids per mitja de

proteines de membrana van



Figura 11. Estructura molecular predita per a
la familia génica dels transportadors de
nucleosids concentratius.

aparcixer fa unes quantes decades.
Mitjangant aproximacions
bioquimiques, es va assajar la
quantitat de substrat que fluia a
través de la membrana plasmatica 1
sTacumulava dins les cellules. La
cinctica d’aquests fluxos va ser
suficientment heterogénia com per
diferents

reflexar Dacci6 de

transportadors, la identificaci6 dels

quals va trigar bastant més.>% 0

En les

basicament dos tipus de transport de

cel lules  existeixen

nucleosids: un mecanisme de
transport concentratiu, 1 per contra,

un altre equilibratiu.

TRANSPORTADORS DE
NUCLEQOSIDS

CONCENTRATIUS (CNTs)

SLC28
(Solute Carrier 28) és la que codifica
pels CN'Ts. Els dos primers cDNAs
aillats dels NTs van ser CNTI 1
CNT2 de rata (fCNT1 i rCNT2).61,62

Més tard es van clonar 1 caracteritzar

La familia de gens

els seus hortolegs humans hCNTI,
hCNT2 1 hCNT3.5% Els tres

subtipus de transportadors humans

20

consten de 13 dominis

transmembrana 1, deduida dels seus
cDNAs, tenen una talla de 649, 658 1
698

respectivament (figura 11). Tot 1 la

residus aminoacidics,
falta d’anticossos prou especifics per

algunes isoformes humanes dels
CNTs 1 la creenca inicial que aquests
només es trobarien a alguns epitelis,
la combinaci6 amb estudis dels seus
hortolegs murins han aportat indicis
que l'expressio dels CN'Ts és bastant
ubiqua: intesti, ronyo, fetge, pancrees,
marro,

cor, pulmo, teixit adipos

limfocits B, i macrofags.5? 06-68

Els CNTs

mecanisme de

desenvolupen un
transport  contra
gradient (concentratiu), depenent de ,
1 d’alta afinitat 1 especificitat. Aquest
sistema doncs, dona lloc a un flux
d’entrada unidireccional 1 irreversible
de nucleosids.

Tots ells reconeixen la uridina
com a substrat amb afinitats que
varien entre 20 1 80 pM, 1 cadascun
d’ells és especific per a una activitat
transportadora de nucleosids diferent.
hCNT1
transport preferencial per a les
pirimidines,® % hCNT2 per les
purines,®> 7% 71 i hCNT3, d’ambdues
classes. Per a hCNT1, I’adenosina

també podria actuar com a inhibidor.
72,73

mostra una activitat de
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TRANSPORTADORS DE
NUCLEQOSIDS

EQUILIBRATIUS (ENTs)

La familia de gens SLC29
codifica pels ENTs: hENTI 1
hENT?2.7+76 Recentment s’han clonat
hENT3 i hENT4,” tot i que no estan
completament caracteritzats. hENT1
1 hENT2 es composen d’uns 450 1
452 aminoacids, respectivament, que
s’estructuren en 11 dominis
transmembrana (figura 12). La seva
expressio a nivell de teixits és ubiqua,
amb variabilitat d’abundancia
relativa en cada teixit.%”

Els ENTs porten a terme un
transport de difusi6 simple
(equilibratiu), a favor de gradient, de
baixa afinitat 1 poca especificitat.
Encara que aquest tipus de transport
és reversible, els ENTs poden
contribuir considerablement a establir
un flux d’entrada unidireccional.
Aix0 passa quan aquest transport esta
estretament acoblat a una
metabolitzacid dels nucleosids o els
seus analegs transportats (p.ex., la
fosforilaci6 d’aquests per convertir-se
en els nucleotids corresponents, 1 la
seva retencio).

Tant hENTI com hENT?2
tenen afinitats similars pels diferents
nucleosids (purines 1 pirimidines), a
diferéencia de la citidina, que és
transportada amb major afinitat per
ENT?2 (10 vegades més).”®

21

Figura 12. Estructura molecular predita per a la
familia génica dels transportadors de nucleosids
equilibratius.

A priori, 'expressio de qualsevol
proteina podria ser constitutiva o
regulada. De fet, que els N'Ts mostrin
diferents tipus de regulacié indicaria
I’existencia de rols fisiologics
complementaris, cosa que explicaria
la  necessitat que els NTIs es
coexpressin 1 tinguin especificitats 1
afinitats diferents. Per altra banda,
des d’una perspectiva clinica, la
regulacié de lactivitat de transport
depenent d’isoforma, oferiria
I’oportunitat de modular Ila
biodisponibilitat de farmacs 1 millorar
els tractaments aplicats a les terapies
antivirals 1 antitumorals.

No obstant, encara que Ila
regulaci6 de lactivitat 1 I'expressio
dels N'Ts és poc coneguda 1 només ha
estat estudiada en determinats tipus

cel lulars, se sap que 'expressio dels



NTs no és constitutiva. Fins 1 tot en el
cas de I'NT més wubicu 1 més
abundant com és ENTI, 'expressio
sembla estar regulada a nivell
transcripcional 1 postranscripcional
sent altament induit en processos de

proliferacié en macrofags i tumors.%”

68, 79

En el cas dels CNTs I'expressio
¢s altament depenent del grau de
80-85 A més,
CNTI1 és sensible a diferents tipus

diferenciacid cel lular.

citoquines 1 a la depleci6 dels acamuls
de nucleotids endogens per la
inhibici6  farmacologica de la
ribonucleotid reductasa.?* CNT2 és
activat  transcripcionalment  per
factors proapoptotics 1 estaria
implicat en la regulaci6 de respostes
purinérgiques.®

En qualsevol cas, un dels
principals problemes a I’hora
d’estudiar els N'Ts és la dificultat per
trobar models cel lulars on estudiar
les seves propietats biologiques,
particularment per CNTI1, wuna
isoforma amb una distribuci6 molt
més minsa que la d’altres
transportadors 1 una activitat que
molt sovint s’acaba perdent en cultius
cel lulars, fins 1 tot en aquells tipus
cel lulars on el seu mRNA és

facilment detectable.

z
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TEIXIT ADIPOS

La principal activitat de tot
ésser viu ¢és assegurar-se una font
d’energia per realitzar totes aquelles
activitats que el mantinguin viu. En el
cas dels anmimals, ’alimentaci6 facilita
lentrada de nutrients a partir dels
quals extraure’n ’energia metabolica
necessaria. No obstant, ’amenaca
constant de la falta d’aliments fa que
I’emmagatzemament d’energia sigui
essencial per suplir un flux continuat
d’aquesta energia, 1 el teixit adipos és
I’organ que realitza aquesta funcio.

Per altra banda, el teixit adipos
juga un paper crucial en la regulaci6 1
la disfunci6 patologica de
I’homeostasi  energetica.  En  els
mamifers, aix0 representa un
compromis entre ’aport 1 la despesa
energetica que, en gran part,
s’aconsegueix a través de la resposta
coordinada del sistema nervios 1 del
teixit adipoés. Situacions com la
ingesta, la gestacid, la necessitat de
produir calor 1 lexercici fisic son
processos que determinaran el balang
energetic final 1 que, en Ultima
instancia, afectaran el pes corporal.
La producci6 o mobilitzaci6 de les
reserves lipidiques es portara a terme
en funci6 de lexcedent caloric
procedent de la dieta o de la
deficiencia  energetica, com en

situacions de dejd, respectivament.

En quant al metabolisme de la
glucosa, aquesta també és captada
selectivament  pel teixit adipos
depenent de l'acci6 de la insulina
alliberada per les cellules B del
pancrees, 1 també, dels acids grassos i
glicerol alliberats pel teixit adip0s,
que acabaran influint en el
metabolisme hepatic 1 periferic de la
glucosa.

En humans sha demostrat
ampliament que la diferenciaci6 de la
cellula adiposa (Padipocit, que
constitueix els teixits adiposos) 1
Pacumulacié de greix que aquesta
porta a terme (hipertrofia) son
processos fortament relacionats amb
laparici6 1 desenvolupament de
I'obesitat; una patologia resultant del
desequilibri entre la incorporacid
d’energia 1 la seva utilitzacio,
resultant en un balang positiu 1 en un
guany de pes. L'obesitat implica un
risc per la salut donat que porta
associades tot un conjunt d’anomalies
metaboliques que es coneixen com a
sindrome metabolica: diabetis de
tipus II, dislipidéemia 1 malalties
cardiovasculars.

Una altra situacié patologica
molt menys freqiient en humans, és la
lipoatrofia, de la que se’'n parla
extensament més tard.

En mamifers, existeixen dos
tipus de teixits adiposos: el teixit
adip6s blanc (TAB) 1 el teixit adipos
marr6 (TAM). Ambdés tenen



capacitat de metabolitzar 1
emmagatzemar lipids, tot 1 que les
seves funcions séon ben diferents. El
teixit adipos blanc és I’organ especific
que emmagatzema l’energia sobrant
en forma de greix neutre després
d’una ingesta 1, quan €s necessari, €s
capa¢ de proveir energia en forma
d’acids grassos 1 glicerol. El teixit
adip6és marrd, per altra banda, té una
funci6  fisiologicament oposada:
permetre la dissipaci6 d’energia en
forma de calor en comptes de

I’emmagatzemament d’aquesta.

El teixit adipo6s blanc, que és el
teixit adipés majoritari en humans,
esta extensament distribuit per tot el
cos en grans quantitats 1 en diposits
concrets (visceral 1 subcutani). A part
dels adipocits, el TAB també conté
diferents tipus cel lulars, com els
preadipocits sense diferenciar,
fibroblasts, cel lules endotelials dels
vasos sanguinis, cellules del sistema
immune 1 cel ules nervioses.

Com ja s’ha dit, la seva funcio
sobre ’homeostasi lipidica consisteix
en emmagatzemar ’energia sobrant
en forma de triacilglicerids 1 alliberar
acids grassos lliures 1 glicerol quan la
despesa energetica  sobrepassa  la
ingesta d’energia, sota el control del

sistema nervios 1 endocri.

EL TEIXIT ADIPOS COM
AORGAN ENDOCRI

Tradicionalment, el teixit adipos
blanc s’ha considerat com un
reservori passiu d’energia.
Actualment pero, esta plenament
establert que el TAB, mitjancant la
secreci6 de factors endocrins 1
paracrins, juga un paper molt més
actiu en la regulaci6 del metabolisme

i P’homeostasi corporal.®®

Ja al 1987 es va identificar el
teixit adipés com el lloc de major
metabolitzaci6 d’hormones
esteroidals®” i de produccid
d’adipsina, un factor endocri que esta
marcadament disminuit en
rosegadors 1 obesos.® La subsequient
identificaci6 1 caracteritzaci6 de la
leptina  va establir de manera
definitiva la i1dea que el teixit adipos
blanc és un organ endocri.’*
Actualment, se sap que el teixit
adipos és capag d’expressar 1 secretar
una gran varietat de peptids
bioactius, coneguts com adipoquines,
que actuen de manera local (funcié
autocrina/paracrina) 1  sistémica

(endocrina).

L EPTINA. La identificacié de la
leptina com a hormona
adipostatica,®” va transformar la visi6
del teixit adip6s 1 de l'obesitat. La
leptina és una hormona polipeptidica
produida en un 95% pel teixit adipos
(especialment de diposits subcutanis) 1
els seus mnivells circulants

correlacionen  positivament amb
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I'index de massa corporal.” A més, el
menjar, la composici6 d’aquest, la
temperatura ambiental, I’exercici, el
patré de la son 1 el balang energetic
son  factors que regulen les
concentracions de leptina en

plasma.?!-%4

Aquestes influéncies
semblen estar mitjangades
principalment per la insulina,
I'entrada de glucosa als adipocits 1 els
reguladors del sistema nervios
simpatic.”l 92 La regulacié de la
secreci6 de leptina per aquests
factors, que reflexen l'estat energetic
de I'organisme, suggereix que el teixit
adip6s ¢és capag de detectar a curt 1
llarg termini canvis de les necessitats
energetiques corporals 1 modular la
seva activitat endocrina en
conseqiiencia. L’administraci6  de
vitamina A també sha vist que
disminueix D'expressi6 de leptina al
teixit adip6s independentment de
canvis en la massa adiposa.” La
funcié més important de la leptina és,
a través del sistema nervids central,
inhibir la ingesta, alterar el pes
corporal, la despesa energetica 1 la
funci6 neuroendocrina, aixi com
també, a nivell periferic, afectar al
muscul esqueletic, fetge, pancrees,
teixit adip6s 1 altres tipus cel lulars.”

INTERLEUQUINA-6 - (IL-6).
La IL-6, que estructuralment esta
relacionada amb la leptina, actua
com a hormona. El teixit adipos
produeix quantitats substancials
d’IL-6 1 aquesta secreci6 pot arribar a

representar entre el 10 1 el 30% dels

nivells circulants en plasma.”’ Els
nivells d’expressié de la IL-6 al teixit
adipés 1 la concentraci6 d’IL-6 en
plasma correlacionen positivament
amb fenomens d’obesitat, tolerancia
alterada a la glucosa 1 resistencia a la
insulina.”®  Tant els nivells de
expressio6 com de concentracidé en
plasma disminueixen en situacions de
perdua de pes. A més, els nivells
d’IL-6 al plasma sén un bon
indicador del possible
desenvolupament de diabetis mellitus
de tipus II 1 enfermetats

cardiovasculars.
[NFo.. TNFa (factor de necrosi

tumoral @) és una proteina
transmembrana que pateix processos
proteolitics donant lloc a la forma
biologicament activa que exerceix la
seva funci6 a través de receptors de
tipus I 1 II. TNFo s’expressa i
sintetitza, entre altres teixits, al teixit
adip6s, pels adipocits 1 cel lules de
I’estroma vascular.” Els adipocits
també expressen ambdos tipus de
receptors de TNFa.” Encara que
inicialment TNFa es va relacionar
amb processos de caquexia,
actualment se sap que esta implicat
en la patogenesi de la obesitat 1 la
resisténcia a la insulina.”® 19 Els
nivells de TNFa estan augmentats en
situacions d’obesitat en humans 1
rosegadors 1 correlacionen
positivament amb  adipositat 1
resisténcia a la insulina.'%

S’han descrit diferents possibles

mecanismes d’acci6 de TNFa. Al



teixit adipos, TNFa reprimeix gens
involucrats amb la captaci6 1
emmagatzemament d’acids grassos
no esterificats (NEFAs o
non-esterified fatty acids) 1 glucosa,
inhibeix gens de factors de
transcripcié  associats a  processos
d’adipogénesi 1 lipogenesi 1 indueix
canvis a lexpressi6 de diferents
factors secretats per l'adipocit, com
I'adiponectina 1 la IL-6. Al fetge,
TNFa actua reduint 'expressio de
gens 1mplicats a la captacio de
glucosa 1 el metabolisme 1 oxidacié
d’acids grassos 1 indueix I'expressio de
gens involucrats en la sintesi de novo de
colesterol 1 acids grassos.!!
Addicionalment, TNFa afecta la
senyalitzaci6 de la 1insulina,
mitjancant lactivaci6 de serina
quinases que fosforilen els substrats
del receptor d’insulina 1 1 2,102
transformant-els en substrats pobres
per a les quinases del receptor
d’insulina 1 accelerant la seva
degradaci6.!%% 19 TNFo a més, altera
els processos de senyalitzaci6 de la
insulina, indirectament mitjangant
I'increment dels nivells de NEFAs al
plasma.

Un altre efecte de TNFa sobre
els adipocits és la inducci6 de
Iapoptosi!®™ 1 el bloqueig de la
diferenciaci6  adipocitaria!® 10
suggerint un altre mecanisme pel que
aquesta citoquina esta limitant un

excés d’adipositat.
ADIPONECTINA.

L’adiponectina  és una hormona

peptidica que s’expressa de manera
abundant 1 especifica al teixit adipo6s 1
circula en grans quantitats pel torrent
sanguini, en forma de diferents
isoformes proteiques.!V> 198 S’han
descrit dos receptors d’adiponectina,
AdipoR1 i R2,!% que s’expressen
principalment al muscul 1 al fetge,
respectivament. La funci6 que
exercira aquesta adipoquina
dependra no només de la seva
concentraci6 al plasma 1 de les seves
propietats siné també de expressio
teixit-especifica dels receptors
AdipoR11R2.

S’ha establert una potent
correlacié 1inversa entre
I'adiponectina 1 la resisténcia a la
insulina 1 estats d’inflamacié. Las
concentracions d’adiponectina  es
veuen encara més disminuides en
situacions de diabetis mellitus 1
resisténcia a la insulina. A més,
I’administracié  d’adiponectina
recombinant reverteix la resisténcia a
la insulina, en part per 'augment de
loxidaci6 d’acids grassos 1 de la
dissipaci6 d’energia per part del
muscul esqueletic 1 en part per la
inhibici6 de la captacié de glucosa
per part del fetge. L’adiponectina és
Unica entre les hormones ja que actua
facilitant I’acci6 d’una altra hormona,
la insulina.

ACIDS GRASSOS. Els acids
grassos no esterificats (NEFA)
provenen del TAB com a
conseqiiencia de la lipolisi. La major

proporci6 dels NEFA circulants viatja
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unida a albimina, mentre que una
part viatja de forma lliure. En teixits
lipogénics com el fetge 1 el teixit
adip6s, els acids grassos es poden
sintetitzar de novo (lipogeénesi) gracies a
la glucosa. Per tant, el fetge, el teixit
adip6s 1 el muscul seran les principals
dianes de regulacié génica per als
acids grassos. A més de la seva funcié
com a molecules energetiques, els
acids grassos també actuen com a
senyals implicades en la regulaci6 de
I'expressi6 genica. Els acids grassos
estimulen la transcripcié de gens que
codifiquen per a proteines implicades
al transport d’acids grassos, com la
proteina d’uni6 a acids grassos (FABP
o “latty Acad Binding Proten™) 1
proteines del metabolisme dels acids
grassos, com la LPL (lipoproteina
lipasa), la CPT-1 (“Carmitine Palmitoy!
Transferase  I’) 1 les proteines
desacoblants 2 1 3, entre altres. Per
altre banda, també poden inhibir la
transcripci6 del transportador de
glucosa GLUT4, la piruvat quinasa al
fetge (L-PK o “Lwer Piruvate Kinase™),
I'acid gras sintasa (FAS o “Fatty Acid
Sinthase”) 1 la leptina.'%

Una de les maneres per les quals
els acids grassos estan actuant com a
reguladors de D'expressi6 genica és
mitjangant ’activaci6 directa de
lactivitat  transcripcional — d’alguns
receptors nuclears d’hormones, com
el receptor activat per proliferadors
peroxisomals o PPAR  (“Peroxisome
Proliferating  Activated — Receptor”™).
L’activaci6 de PPAR mitjancant la

uni6 de determinats acids grassos al
seu domini d’uni6 a lligand, déna lloc
a una activaci6 de la transcripcié de
gens relacionats amb el propi

metabolisme dels acids grassos.

RESISTINA.,

adipocitoquina, altrament coneguda

Aquesta

com a FIZZ3, va ser descoberta per
tres grups independents'!%-112 §
originariament va ser descrita com a
inductora de la resistencia a la
insulina.!'! Pertany a una familia de
proteines conegudes com a RELMs
(“Resistin-Like Molecules”) que semblen
estar implicades en la regulaci6 de
processos inflamatoris.!!? La resistina
ha estat 1identificada sota dues
isoformes: un hexamer d’alt pes
molecular més prevalent i, per altra
banda, una de baix pes molecular i
menys prevalent pero més
bioactiva.!!?

L'mRNA de la resistina pot ser
trobada en diferents teixits de ratoli 1
humans, incloent-hi el teixit adip0s,
hipotalam, melsa, muscul esqueletic,
pancrees 1 tracte gastrointestinal.!!?
Encara que la sintesi proteica de la
resistina en ratoli sembla estar
restringida als adipocits, en humans
també es troba a adipocits, muscul,
cel lules pancreatiques 1 cel lules
mononuclears com els macrofags. Tot
1 que no hi ha dades comparatives de
nivells de proteina,!!® semblaria que
en humans, les PBMGCs (“Peripheral-
blood Mononuclear Cells”) presenten uns
nivells d’expressi6 de resistina més

alts que els dels d’adipocits. Aixi



doncs, no quedaria clar quin és el
principal tipus cel lular responsable
de la producci6é de resistina a nivell
sistemic.

A les PBMCGCs

I'expressi6 de 'mRINA de la resistina

humanes,

¢s incrementada per les citoquines
proinflamatories IL-1, IL-6 1 TNFa,
mentre que I'IFNy (Interferé y) i la
leptina no hi tenen efecte.!"t La
inducci6 de la sintesi de resistina pot
ser atenuada per I’administracié
d’agonistes de PPARY.!!3: 115 D’acord
amb aixo, el tractament de pacients
de diabetis mellitus de tipus II amb
pioglitazona disminueixen els nivells
de resistina en serum.!''® També s’ha
descrit que la suplementaci6 de la
dieta amb vitamina A inhibeix la

producci6 de resistina al teixit

17°A més, també hi ha altres

adipos.
factors que modulen I'expressio de la
resistina com hormones tiroidals,
l’adrenalina, l'activacié del receptor
B3-adrenergic, l’endotelina-1 1 la
insulina.

La resistina també s’ha trobat
present en articulacions de pacients
amb artritis reumatoide,
correlacionant els seus nivells, amb el
d’altres marcadors inflamatoris. Al
seu torn, la resistina estimula la sintesi

de TNFo IL-1, IL-6 1 IL.-12 a través
NF-xp dependents de

114, 118

de wvies
diferents tipus cel lulars.

Encara que la resistina sha
identificat com un agent involucrat en
el desenvolupament de resisténcia a la

insulina 1 diabetis mellitus de tipus II

en ratolins,'!! aixo no és tan clar en
humans.!'%-12!' No obstant, el fet que
mostrl  propietats proinflamatories
indicaria que pren part en processos
inflamatoris.''®  Cal dir que

ladiponectina 1 la resistina tenen

efectes reciprocs a les cellules
endotelials: la  resistina  indueix
Pexpressi6 ~ d’VCAMI1  (“Vascular

Cell-Adhesion  Molecule 17) 1 ICAMI
(“Intracellular Adhesion Molecule 17) 1 la

pentraxina 3, 1 per contra,

’adiponectina les reprimeix.!'?2

DIFERENCIACIO DEL TEIXIT
ADIPOS

D’acord amb el model
estandard, les cellules mare es
converteixen en preadipocits quan
perden la capacitat de diferenciar-se
en altres llinatges mesenquimals com
els miocits, condrocits o osteocits,
transformant-se aixi  en cel lules
“determinades” a derivar cap a
adipocits.'? Per a Pestudi del procés
de diferenciaci6 adipocitaria, s’han
fet servir diferents models de cultius
cel lulars, dins dels quals s’inclouen
les linies cel lulars preadipocitaries 1
els cultius primaris de cel lules
precursores de I’estroma vascular del
teixit adipds.!?3

Els preadipocits aillats dels
diferents diposits tenen potencials
adipogenics diferents, la base dels
quals, és completament desconeguda.
124-126  Addicionalment, el
comportament metabolic de les

cel lules madures es diferencia segons
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C/EBPo.

C/EBPB /C

C/EBPS \ |
7

SREBP-1/ADD-1

()

la localitzaci6 anatomica. Per
exemple, pel que fa a la capacitat de
resposta a l'estimulacié adreneérgica,
existeixen diferéncies entre la
localitzaci6 visceral, que ¢és més

sensible, i la subcutania.!?’> 128

CASCADA DACTNVACIO DELS
FACTORS DE TRANSCRIPCIO
ADIPOGENICS

El procés d’adipogenest, i vitro,
seguelx una sequencia de passos molt
ben ordenats 1 caracteritzats.
Inicialment, els preadipocits
proliferants surten del cicle cel lular,
normalment mitjancant Pprocessos
d’inhibicié per contacte, encara que
sha  demostrat que en cellules
sembrades a baixa densitat o que es
troben en una suspensi6 de
metilcel lulosa també pot iniciar-se la
diferenciaci6.!?®  Per parar la
proliferaci6 d’aquestes cel lules 1
estimular I’adipogenesi, se les tracta
amb inductors adipogenics que
inclouen agonistes de
glucocorticoides, agents que

incrementen la concentracid6 de

29

\t

f/ﬁgands

Figura 13.
Factors de
transcripcio
involucrats a la
cascada
d’esdeveniments

Gens de I'Adipocit IR
I’inici del programa

adipogenic.

AMPc intracel lular 1 una alta
concentraci6 de glucosa (per
estimular els receptors d’IGF-1,
factor de creixement insulinic 1).
Lligands del receptor activat per
proliferadors peroxisomals y (PPARY),
(per exemple les tiazolidinediones,
TZDs) també son utilitzats de forma
comuna per estimular la diferenciacié
adipocitaria de linies cel lulars
preadipocitaries 1 cellules en cultiu
primari.

Els inductors de l’adipogenesi
promouen I’expansio dels
preadipocits (una o dues rondes
clonals) abans d’iniciar-se els
processos d’activacié transcripcional
de gens marcadors de ladipocit 1
I'adquisici6 del fenotip adipocitari. El
procés d’adipogenesi  es  descriu
habitualment com una successio
d’esdeveniments moleculars (Figura
13). La primera fase implicaria les
proteines d’uni6 al CCAAT/enhancer
B (C/EBPB) i C/EBPD, i aquests
factors de transcripcid serien al seu
temps els responsables de I'inici de la

segona fase: 'activaci6 dels factors de



transcripci6 PPARy 1 C/EBP«.

Aquests dos, son els gens mestres de
tot el procés de . Durant la primera
fase, les cellules fibroblastiques
s’arrodoneixen 1 incrementen els
nivells dels mRNAs de marcadors

adipogénics com LPL.129. 130

L’aparicio de PPARy 1 CG/EBPx
activa I’expressio de si no tots, de la
majoria dels gens que caracteritzen el
fenotip adipocitari, com la FAS, la
glicerofosfat deshidrogenasa, la acetil-
CoA carboxilasa, el transportador de
glucosa GLUT 4, el receptor
d’insulina 1 la proteina aP2/FABP (la
proteina citosolica que lliga acids
grassos, especifica de I’adipocit), entre
altres.3! A través d’aquest procés, al
citoplasma de la cellula van
apareixent gotes lipidiques 1 al llarg
del temps, aquestes aniran
incrementant 1 fusionant-se fins a
formar una o dues grans gotes
lipidiques que ocuparan gran part del
citoplasma.

C/EBPB sembla que és capag
d’induir 'expressio de C/EBPQ, fins 1
tot en abséncia de PPARY,!%? encara
que aquest fet és controvertit.!'?3

PPARy 1 C/EBPx al seu torn

s’autoinduirien, aixi com també ho
farien un respecte l'altre. L’expressio
forcada de PPARY (en presencia dels
seus lligands) 1 C/EBPX  estimula
I'adipogénesi tot 1 en abséncia
d’agents inductors exogens. Encara
que PPARy és suficient per induir

Pexpressi6 de la majoria dels gens

adipocitaris, C/EBPX ¢és necessari
per conferir a I'adipocit sensibilitat a

la insulina.!3%

FACTORS  IMPLICATS EN
'ADIPOGENES

C/EBPs. proteines d’unié a
CCAAT/ enhancer (C/EBPs) pertanyen
a la familia de factors de transcripcid
bZIP (“basic leucine zipper”), domini
basic d’'uni6 al DNA 1 cremallera de
leucina. Actuen com a homo o
heterodimers 1 la seva distribucié
tissular no es limita al teixit adipds.!
No obstant, s’ha observat la regulacié
de lexpressi6 de diferents membres
de la familia C/EBP durant el procés
d’adipogéenesi, 1 estudis de perdua o
guany de funcio realitzats recentment
indiquen que aquestes proteines
juguen un paper molt important al
desenvolupament de la cellula
adiposa.

L’expressi6  ectopica de
C/EBPP és suficient per a induir la
diferenciaci6 de cellules 3T3-Ll
sense que sigul necessarl afegir
inductors hormonals; en el cas de
C/EBPO, estudis similars indiquen
que aquests agents prodiferenciadors
son  necessaris, pero el procés
d’adipogénesi es veu accelerat.!°
C/EBPB a més podria ser capag¢ de
determinar les cel lules cap al llinatge
de ladipocit aixi com promoure la
seva diferenciacio; 1’expressio
ectopica de C/EBPB (1 no 9d) en
cel lules fibroblastiques NIH 3T3

facilita la diferenciaci6 d’aquestes
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cellules en preséncia d’inductors
hormonals.!®” Els fibroblasts
d’embrions als que els manca
C/EBPB o C/EBPd mostren una
certa perdua de potencial adipogenic,
pero les cel lules a les que els falten
ambdues proteines tenen alterada de
manera molt severa la seva capacitat
per a diferenciar-se.'*® Els resultats
que s’obtenen de ratolins deficients en
aquests factors de transcripcié son
bastant ambigus, encara que en
general estarien d’acord amb el paper
d’aquests factors en el
desenvolupament de la cellula
adiposa. Aquests ratolins tenen un
teixit adipés blanc normal, encara
que el seu teixit adipés marr6é mostra
una acumulaci6 lipidica disminuida 1
I'expressio del gen UCP-1 (marcador
especific de [Padipocit marrd) és
també disminuida. En canvi, els
ratolins deficients en ambdos factors
de transcripcié presenten un fenotip
molt més sever. Aproximadament el
85% dels animals moren durant el
periode perinatal per causes
desconegudes 1 el 15% restant que
sobreviu té el TAM considerablement
reduit i el TAB disminuit.'® Es
interessant destacar que la reduccio
del TAM es produeix a causa d’una
reducci6 de I'acumulacié lipidica,
mentre que la reducci6 del TAB
sembla estar provocada per wuna
disminucié del ntimero de cel lules
que quan es diferencien tenen unes
dimensions, morfologia 1 expressio

geénica normals.

La implicaci6 de C/EBPa al

procés d’adipogenesi esta sustentada
per resultats més definitius. La
sobreexpressi6 de C/EBPo  en
cel lules 3T3-L1 doéna lloc a la seva
diferenciacio'® M0 1 Pexpressio
d’RNA antisentit de C/EBPa
bloqueja aquest procés.'®® C/EBPa
s'uneix 1 transactiva a molts gens
relacionats amb el fenotip adipogenic
com: aP2/FABP, SCD1 (“Stearoyl-Coa
Desaturase 1), GLUT4, PEPCK,
leptina 1 el receptor d’insulina.
També L1 és  atribuida funcid
antimitotica. 41

Els animals que presenten una
delecci6 del gen C/EBPo en
homozigosi mostren una reducci6
molt important a lPacumulaci6 de

greix dels diposits del TAB i TAM. 42
Aquests

ratolins moren
d’hipoglucemia severa el primer dia
com a consequencia de la incapacitat
de realitzar gluconeogenesi al fetge.
La reducci6 d’adipositat sembla ser el
resultat d’'una lipogénesi disminuida,
ja que els marcadors de diferenciacio
adipocitaria estan expressats als
diferents diposits de greix d’aquests
animals. La introducci6 del transgen
C/EBPa al fetge d’aquests ratolins
knock out per C/EBPo augmenta la
seva supervivéncia 1 encara que
continuen presentant una manca de
teixit adipos blanc,!*? el teixit adipos

marrd d’aquests ratolins es recupera.
144



ADDT/SHREBFPT. ADD1/
SREBP1 (“Adipocyte Differentiation and
Determination factor 1/Sterol Regulatory
Element Binding Protein 17) es va clonar
independentement com a factor
caracteristic de la cel lula adiposa que
s’uneix a elements de resposta caixa
E!5 116 1 com a component del fetge
que s’'uneix a elements de resposta a
esterols (SREs o “Sterol Response
Element”) de gens que regulen el
metabolisme del colesterol.!?’
ADDI1/SREBP] s’indueix durant
I'adipogénesi 1 es regula per processos
de deju i realimentacié in vivo.!*8 149
El més probable és que la induccié
d’ADDI1/SREBP] durant la
realimentacié estigui mitjangada per
la insulina, ja que la insulina modula
I’expressi6 d’ADDI1/SREBPI
d’adipocits en cultiu. La molecula
completa d’aquest factor de
transcripcio és una molécula inactiva
que s’uneix a la membrana del reticle
endoplasmatic. Una depleci6
d’esterols a la cellula dona lloc a
proteolisi, translocaci6 al nucli 1
activitat  transcripcional de les
SREBPs del fetge, pero com s’activa
ADDI1/SREBP] a Tadipocit esta
encara per determinar. El que esta
clar ¢és que ADDI/SREBPI pot
regular diferents gens relacionats amb
el metabolisme dels acids grassos 1
triacilglicerids, com son FAS, ACO 1
la glicerofosfat aciltransferasa 11 2. El
fet que almenys alguns d’aquests gens

es trobin fortament regulats en
parallel amb ADDI/SREBPI

suggereix que aquest factor és un
enlla¢ entre els canvis nutricionals 1 el
programa genetic lipogenic de la
cel 1ula.

Addicionalment, ADDI/
SREBPI pot regular el procés
d’adipogenesi, encara que no de
manera tan important com PPARY o
GC/EBPa. L’expressi6 ectopica
d’ADD1/SREBP! indueix la
diferenciaci6 de la cel lula adiposa,
probablement induint directament
Iexpressio del gen PPARYy a través de
la unié d’aquest factor a elements de
resposta caixa E al promotor de
PPARY." A més s’ha demostrat que
una construcci6 dominant negativa
de ADDI/SREBP1 bloqueja la
diferenciaci6 de les cellules
8T3-L1.'9 Es interessant destacar
que medi condicionat de cel lules que
expressen ADD1/SREBP1 és capac
d’activar la transcripci6 mitjangada
per PPARy, P! suggerint que
ADDI1/SREBPI1 també esta implicat
en la producci6 del lligand endogen

de PPARY.

PEARY. El receptor activat per
proliferadors peroxisomals y (PPARY)
¢és un membre de la superfamilia de
receptors nuclears d’hormones 1 com
la majoria dels factors de transcripcio
d’aquest tipus, PPARY necessita
heterodimeritzar amb un altre
receptor nuclear d’hormona, el
receptor X de retinoids o RXR, per a
unir-se al DNA 1 ser
transcripcionalment actiu. El gen

PPARYy dona lloc a dos isoformes
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proteiques, PPARy: 1 PPARysy,
generades a partir de diferents inicis
de transcripci6 i splicing alternatiu.!?
Aixa com PPARY; s’expressa poc 1 en
un espectre ampli de teixits, PPARY?
s’expressa en grans quantitats al teixit
adipos 1 es relaciona molt més amb el
metabolisme lipidic.? El receptor
nuclear PPARY, de tots els PPARs, és
el més adipogenic 1 ja s’expressa a
Ietapa del preadipocit. Linies
fibroblastiques infectades amb
retrovirus que expressen PPARY 1 sota
condicions adipogéniques, es
diferencien a adipocits.!>? In vivo, s’ha
observat que encara que els ratolins
deficients al gen PPARy moren de
manera prematura durant el
desenvolupament, PPARY és necessari
per al desenvolupament del teixit

4

adip6s,®* 1 durant la diferenciacié

adipocitaria de cel-lules
fibroblastiques d’origen embrionari
en cultiu® i cellules mare
procedents d’aquests ratolins. 33
PPARY juga un paper crucial en
la funcié de la majoria, o de gairebhé
tots, els gens especifics de cellula
adiposa. La uni6 de PPARy als
enhancers dels gens aP2/FABP 1
PEPCK ¢és absolutament necessaria
per a la funci6 d’aquests gens a les
cel lules adiposes en cultiu.!> Aquest
analisi per al gen de la PEPCK és
extensible wm wvwo, on lactivacio

d’aquest promotor al teixit adipos és

dependent del lloc d’uni6 a PPARY,

quan en altres teixits no ho és.1°0

Els membres de la superfamilia
de receptors nuclears d’hormones son
factors de transcripcié dependents de
l'activacié per lligand 1 PPARy no
n’és una excepci6. PPARy pot ser
activat per compostos — sintétics
anomenats tiazolidinediones (17ZDs),
com la troglitazona, la pioglitazona 1
la rosiglitazona (BRL49653), que es
fan servir com a agents antidiabetics
dins de la practica clinica.!®” Aquests
compostos es van desenvolupar com a
farmacs potencials per al tractament
de la hiperlipémia 1 la resisténcia a la
insulina, sense que se’n sabés res del
seu mecanisme d’accid; va ser més
tard quan es va descobrir la seva
relact6 amb PPARy. Les TZDs
actuen disminuint la hiperglicemia 1
hiperinsulinémia, 1 augmenten la
sensibilitat a la insulina al teixit
adipos, fetge 1 muscul esqueletic. A
nivell del teixit adipds, les TZDs
augmenten la sensibilitat a la insulina,
es creu que estimulant la
diferenciaci6 adipocitaria 1 per tant
produint adipocits més petits 1
sensibles a la hormona. El TAB seria
el seu marc d’actuacié principal, on
es vehicularia la resposta gracies a la
gran expressi6 de PPARy en aquest
teixit.

Com s’esperaria d’un lligand de
PPARY, el tractament de preadipocits
amb TZDs incrementa el grau i la
taxa d’adipogenesi.!®® 199 Aixo passa
i vwo 1 vitro, tot 1 que encara no
esta del tot clar si el potencial

adipogenic d’aquests compostos esta



relacionat amb la seva capacitat
antidiabetica.

Malgrat que les TZDs resulten
molt utils com a eines per a la
investigacio basica 1 per la terapia de
la resistencia a la insulina, no s’ha
aconseguit descobrir cap lligand
endogen de PPARy amb
caracteristiques fisiologiques
d’importancia. De fet, la cerca de
d’aquests compostos ha portat a la
identificacié d’alguns lligands
naturals, incloent-hi la 15 deoxi-
A12:1%  prostaglandina Jo o
15dPGJ».100% 161 Aquest eicosanoid és
capag d’unir-se 1 activar PPARY 1 pot
promoure adipogenesi quan s’afegeix
a fibroblasts en cultiu. Altres acids
grassos naturals, com l’acid oleic 1
linoleic, poden unir-se igualment a
PPARy. 162,163

La distribucié especifica de
lligands a nivell dels diferents teixits
també pot determinar la funci6 de
PPARy. D’aquesta manera, la
disponibilitat de lligands naturals
procedents de la dieta o alliberats per
una situaci6 hormonal determinada 1,
per tant, indicadors del marc cel lular
especific, provocara una resposta
mediada per PPARy molt més
sensible 1 especifica del teixit.

SXH. RXR (receptor X de

retinoids) és un altre membre de la
familia de receptors nuclears
d’hormones. Té tres isoformes o, P i
Y, amb expressi6 diferencial en
diferents teixits. Aixi, al TAM

s’expressa preferentment RXRy 1 al

TAB RXRo.'* Com molts altres

receptors nuclears d’hormones, el
receptor RXR forma dimers amb si
mateix (homodimers) o
heterodimeritza amb altres membres
de la familia de receptors. La
capacitat ’RXR d’heterodimeritzar
amb diversitat de receptors, permet a
RXR actuar en nombroses vies com
a integrador de senyal. L’acci6
adipogenica de PPARy es veu
modulada per la capacitat
transactivadora de I’heterodimer

format per PPARy i RXR.!°? El

receptor RXR s’uneix al seu lligand

natural, Pacid 9-cis retinoic,!>®

encara
que el significat biologic d’aquesta
unié ¢és poc clara donats els baixos
nivells d’aquest derivat in vivo. El 9-cis
retinoic, no obstant, també és capag
d’unir-se a altres tipus de receptors
nuclears, els receptors d’acid retinoic
o RAR. El paper del lligand de RXR
durant el procés d’activacid
transcripcional sembla dependre del
seu paper en la formaci6é de dimers.
Aixi, quan homodimeritza o
heterodimeritza amb RXR o PPAR
es manté sensible a I'accié de lligand,
mentre que quan heterodimeritza
amb el receptor de T3 o el receptor
de la vitamina D (VDR) es creu que
juga un paper de partner necessari
pero insensible al lligand.!6% 165

En aquests ultims anys s’ha
demostrat que els lligands sintetics
especifics del receptor RXR tenen
efectes en el tractament d’alteracions

metaboliques, com la diabetis mellitus
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de tipus II, efectes similars als
produits per les TZDs. Diferents
estudis  wuitro han mostrat que el
tractament amb agonistes especifics
RXR de cellules precursores
potencia la diferenciacié de la cel lula

adiposa blanca i marrona.!%7-170

FACTORS  ACTVADORS  DE
|'ADIPOGENES

Nsulina. La insulina és una
hormona anabolica que promou
I’emmagatzemament de lipids al teixit
adipos, pero que a més actua com a
factor de creixement. Aquesta
acumulaci6 de lipids no només es fa a
través de 'estimulacio de la captacio
de glucosa 1 d’incrementar ’activitat
de la LPL, sin6 que també es fa
mitjancant la inhibici6 de la lipolisi
induida per catecolamines. En
experiments amb linies cel lulars, la
insulina actua a mode de modulador
positiu del procés de diferenciacio
adipocitaria.!”!- 172 Per contra, Iefecte
de promoci6 del creixement per part
de la insulina, a concentracions
suprafisiologiques, podria portar-se a
terme a través de lactivacido del
receptor d’IGF-1 (“Insulin-like Growth
Factor 17).

L’activaci6 del receptor d’IGF-1
(IGF-1R) als preadipocits estimula
I’adipogenesi. Les senyals
adipogeniques d’IGF-1R  actuen
principalment a través del substra del
receptor d’insulina 1!'°2 i d’IRS-2
activant la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3-K),'9? Pactivitat de la qual és

necessaria pel procés de diferenciacio.
102, 173, 174

Acids (Grassos. La ingesta
d’una dieta rica en  greixos,
concretament d’acids grassos saturats,
porta a una hipertrofia 1 hiperplasia
del teixit adipdés. No obstant, fins a
quin punt els acids grassos son
capagos d’afectar la diferenciaci6 de
novo dels adipocits, és un fet que
encara no es coneix del tot. Els acids
grassos poliinsaturats, que sén menys
efectius a l’hora d’incrementar el
numero d’adipocits m vwo, son molt
més efectius en l'estimulacié de la
diferenciaci6 dels preadipocits en
cultiu que els acids grassos saturats,
175,176 yn efecte que, per altra banda,
semblaria estar mitjancat per
I’habilitat  dels acids grassos
polilnsaturats per actuar com a

lligands o precursors de lligands de
PPARY.

Frostaglandines. Per contra
de DPefecte general de los acidos
grasos poliinsaturados, las
prostaglandinas tenen un efecte molt
més especific en la diferenciacié del
preadipocit. La prostaciclina (PGIy) és
un metabolit de 'acid araquidonico
del teixit adip6és 1 estimula
I'adipogénesi unint-se al receptor IP
de membrana dels preadipocits, que
activa [’adenilat ciclasa. El
consequent augmento d’AMPc
intracel lular promou la induccié de
C/EBPB i C/EBPS.'7 A més, la
PGIy pot estimular la diferenciacié

adipocitaria gracies a la seva habilitat



d’actuar com a lligand de PPARy.!"®

Els adipocits secreten grans quantitats
d’angiotensinogen, un precursor de la
angiotensina, que a més del seu paper
vasoconstrictor, promou el procés
adipogénic mitjangant ’estimulacié
de la secreci6 de PGly dels adipocits.
179

Glucocorticoids. Els
glucocorticoids sén potents inductors
de Tladipogenest wm wilro 1 un
hipercorticosteroidisme esta associat a
Pacumulacié de teixit adipds visceral
in vivo. Els receptors de

glucocorticoids  s’expressen  als

180

preadipocits humans primaris,'®’ als

preadipocits de diferents linias
cel lulars establertes 1 a més, activen
I'expressi6 de C/EBP3!8! i PPARY.!82
11-HSD1 (“711B-

Hydroxysteroid  Dehydrogenase 17), que

I enzim

catalitza la conversio de la cortisona
inactiva a la forma activa de cortisol,
1 per tant, sensibilitza els teixits a
’acci6 dels glucocorticoids, es troba a
preadipocits primaris 1 a adipocits. La
d’11B-HSD1 esta

significativament

sintesi
incrementada
durant la diferenciaci6 de linies

183

cel lulars de preadipocits,

probablement mitjangcant ’activacio
C/EBPa. '8

I’obesitat esta

transcripcional de
Addicionalment,
associada amb un increment d’11f-
HSDI al teixit adipds de rosegadors 1
humans.!8 186 Tes cellules de
I'estroma vascular del greix omental
expressen alts nivells d’activitat de

I'11B-HSD1 1, encara que els nivells

de cortisol en plasma de pacients
obesos no son significativament alts,
el cortisol generat pels preadipocits 1
adipocits de la localitzaci6 omental
podrien actuar de manera paracrina
esimulant aixi la diferenciacion

adipocitaria 1 promovent I’obesitat

abdominal.!87
FACTORS INHBDORS DE
L ADIPOGENES

RA. Lacid retinoic (RA) s’obté
de la dieta com a derivat de la
vitamina A, per oxidacié enzimatica
del retinol. Al llarg del temps, s’ha
identificat ’acid retinoic com a agent
amb capacitat per modificar diferents
processos de diferenciacio, incloent-hi
les fases terminals de la diferenciacio
de Tadipocit. Quan es fa servir a
concentracions  suprafisiologiques,
dona lloc a la inhibici6 de la
diferenciaci6 adipocitaria de linies
cel lulars 1 de preadipocits primaris
de porc.!® 189 Ha estat ampliament
demostrat que ’'RA actua durant les
fases tempranes del procés de
diferenciaci6 ja que només és capag
de bloquejar la diferenciaci6 quan
s’afegeix als estadis primerencs del
procés, mentre que si les cel lules ja
han arribat als estadis finals de
diferenciacio, el tractament amb RA
ja no és efectiu.?> 190
Contrariament a I’efecte
inhibitori de I'RA a concentracions
suprafisiologiques, concentracions
properes a la constant de dissociacio

del receptor resulten ser un potent
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Adipogénesi
Adipbeit
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Resisitina

Figura 14. Senyals autocrines i paracrines secretades pel teixit adipés que afecten la diferenciacié

dels preadipocits. Ambdds, adipocits i preadipocits poden secretar factors antiadipogenics (barres) i
proadipogeénics (fletxes). Els adipocits que s’hipertrofien poden, en certa mesura, estimular als preadipocits

perque es divideixin i diferenciin. Abreviatures: GC, glucocorticoids; IGF-1, insulin-like growth factor-1; MCSF,
macrophage colony-stimulating factor; PGFzq«, prostaglandina Fa«; PGl2, prostaciclina; TGF-B, transforming
growth factor B; TNF-«, tumor necrosis factor «.

inductor de diferenciaci6 per les
cel lules Obl7 1 preadipocits de
rata.!”! Recentment, s’ha descrit que
pretractament de ce¢llules ES
embrionaries amb acid retinoic
durant un curt periode de temps,
resulta en un alt mnivell de
diferenciaci6é, indicant que I'RA
podria jugar un paper critic al llarg
del procés de diferenciacié
adipocitaria.'” En aquest cas, el
paper de 'RA als primers estadis del
procés de diferenciaci6 és distingible
del paper que porta a terme al llarg
de la diferenciaci6 terminal de
ladipocit descrita anteriorment, ja
que ni les hormones adipogéeniques ni
els potents activadors de PPARYy

podrien substituir I’acid retinoic. 9%
193

Pref-1. El factor preadipocitari

1 (Pref-1) és un inhibidor de la

94 4

diferenciaci6  adipocitaria! 1 és

37

sintetizat com una proteina de
membrana plasmatica que conté sis
repeticions d’EGF al domini
extracel lular.  Aquest domini
extracel lular és proteolitzat 1 déna
lloc a dos productes solubles de 50 1
25 kDa. Pref-1 s’expressa
abundantment a preadipocits 3T3-L1
1 aquesta expressio va disminuint al
llarg del procés de diferenciacio, fins
a nivells indetectables a les cel lules
madures. Només la forma de 50 kDa
és capag d’inhibir la diferenciaci6.!®
La dexametasona, un agent
diferenciador agonista de
glucocorticoids, inhibeix la
transcripcié de Pref-1 promovent-ne
aixi ’adipogenesi.

Wnts., La familia de
glicoproteines secretades Wnt actua a
través de mecanismes autocrins 1
paracrins per influenciar el

desenvolupament de diferents tipus



96

cel ‘lulars.! Concretament,

Iexpressi6 ectopica del gen Wntl
dona lloc a una potent repressio de la
diferenciaci6 dels preadipocits en

preseéncia d’inductors de

197

diferenciacio. En aquest mateix

sentit, tractaments genetics 1

farmacologics que mimetitzen la via

també
197,

de senyalitzaci6 Wnt
n’estronquen la seva diferenciacié.
198

L’expressi6 de Wnt no afecta la
inducci6 de C/EBPf ni C/EBP9,
pero si que ho fa la inducci6 dels
factors de transcripci6 C/EBPoa 1
PPARy. Aixi, la inhibici6 de Ia
senyalitzaci6 Wnt als preadipocits
porta a la diferenciaci6 espontania
d’aquestes cel lules, indicant aixo
que, els preadipocits produeixen Wnt
inhibeix la
Wntl0b

semblaria ser el millor candidat de la

endogen que
diferenciaci6. El gen
donada lalta

familia, expressio

d’aquest gen en preadipocits

proliferants 1 confluents, que és
rapidament inhibida després de la

induccié de la diferenciacio. 197

(GH.  S’ha

’hormona del

comprovat que
creixement (GH)
disminueix la quantitat de teixit
adipés i wvwo, probablement
meitjancant Pactivaci6 de la lipolisi.
No obstant, la GH inhibeix la
diferenciaci6 de preadipocits en cultiu
primari, suggerint que l’adipogenesi
de novo 1 wn viwo també esta inhibida.
Per contra, la GH estimula la

diferenciaci6 d’altres linies cel lulars

de preadipocits derivades d’embrions,

probablement demostrant I’estat
inicial de desenvolupament d’aquests
céldules.'® Es interessant destacar
que lobesitat correlaciona amb una
menor secreci6 de GH, 1 que, la
perdua de pes ho fa amb una major

secreci6 d’aquesta.??

Alires.  Tant les citoquines
inflamatories TNFa, IL-1, IL-6,

IL-11 i IFNy200-23 com TGFp

(“Transforming Growth Factor 7,204

1 PGF9,2% s6n  altres
inhibidors de

juguen un paper prou important.

agents

ladipogénesi  que

L’eutérmia, o capacitat de
mantenir 1 regular la temperatura
corporal, és una funci6 fisiologica
basica dels animals superiors. Els
principals mecanismes de generaci6
de calor son: la termogenesi associada
a tremolor, consistent en la contraccio
muscular involuntaria 1 la
termogenesi no associada a tremolor.
206 Aquest tltim mecanisme esta lligat
a lactivitat del teixit adipés marrd
(TAM) 1 juga un paper critic en el
balang energetic, encara que la seva
importancia depén de I'especie, 'edat
1 la mida de Porganisme. La funci6
termogenica del teixit adipés marrd
¢és fonamental pel manteniment de la

temperatura en mamifers de mida
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petita, en els quals la relacio
superficie/volum els és desfavorable, 1
durant el periode neonatal 1 la
infancia de moltes especies.??’  Als
nounats humans, el teixit és molt
abundant 1 presenta una gran
activitat, pero la seva importancia va
disminuint  progressivament amb
I'edat. En animals adults d’altres
especies, la producci6 de calor per
part del teixit té una funci6 molt
important en I'adaptacié a ambients
freds, a més de participar al despertar
dels animals en hibernacié.

El color marr6 del TAM es deu
a 'elevada vascularitzaci6 del teixit 1
al gran numero de mitocondries
presents. La taxa de respiracié de les
mitocondries és molt elevada 1 exigeix
un bon subministrament d’oxigen,
garantit per lelevada taxa de
perfussio del sistema vascular. El teixit
adip6s marr6 també presenta una
gran 1Inervaci6 simpatica, aixi com
una alta densitat de receptors & i B-
adrenergics situats a prop de les
terminacions simpatiques.’8

La capacitat del teixit adipos
per produir calor es deu a un
desacoblament regulat entre la
cadena respiratoria 1 la fosforilacio
oxidativa. El desacoblament de la
mitocondria del TAM es caracteritza
per una via de transport de protons
present a la membrana mitocondrial
interna de las cel lules d’aquest teixit.
209 TYactivacié d’aquesta via dissipa el
gradient electroquimic de protons

generat durant la respiracid

mitocondrial 1 'energia generada es
perd en forma de calor. El sistema de
transport de protons es va identificar
com una proteina de 32kDa present
exclusivament en el teixit adipos
marrd. Es va demostrar que la
presencia d’aquesta proteina a la
membrana mitocondrial era elevada
per exposici6 al fred i que la seva
activitat era inhibida per nucleotids
de la familia de les purines.?!?
Aquesta proteina va rebre el nom
d’UCP (“uncoupling protein™)*'! 1 és el
marcador bioquimic 1 molecular del
teixit adipés marrd.  Actualment,
donat que s’han identificat noves

proteines amb una gran similitud
amb UCP se la denomina UCP-1.2!?

REGULACIO DEL TAM

La capacitat termogenica del
teixit adipés marr6 depen de la
temperatura ambiental, de I’estadi de
desenvolupament 1 de la ingesta, 1
aquests factors influeixen tant la
quantitat de proteina desacobladora
present a la membrana mitocondrial
com a la seva activitat 1 expressio dins
del teixit.

El principal estimul fisiologic del
teixit adip6s marr6 ¢és la disminuci6d
de la temperatura ambiental, que
s’associa a un fort increment dels
nivells ’UCP-1. Animals mancats de
teixit adipés marré o gencticament
deficients en UCP-1, presenten
deficiencies en la termogenesi 1

intolerancia al fred.?!3 214



Una exposicid6 aguda de
I’animal al fred provoca una rapida
resposta termogenica del teixit adipos
marro, un increment de activitat del
sistema  nerviés simpatic 1 un
increment del flux sanguini en el
teixit. Durant un procés d’estres
termic perllongat, es produeix una
proliferaci6 dels preadipocits 1 un
increment de la sintesi de proteines,
especificament, d’UCP-1, LPL, la
iodetironina 5’-desiodasa 1 enzims
implicats en lipolisi,?!’® acompanyat
de la proliferaci6 de les mitocondries 1
altres organuls.

El teixit adip6s marr6 participa
en la termogenesi adaptativa induida
per la dieta, regulant el pes corporal.
216 La ingesta d’aliments incrementa
l'activitat del sistema nervids simpatic

del TAM,

termogenica del teixit.?!” Animals

estimulant  Dactivitat
sotmesos a llargs periodes de temps
amb dietes hipercaloriques presenten
hipertrofia del teixit amb uns nivells
alts de la proteina 1 de I'mRNA
d’UCP-1.218  Aixi

situacions de deju?!? o de dieta

mateix, en

hipocalorica??® es dona wuna
disminuci6 dels nivells d’UCP-I.
Altres evidencies de la implicacié del
teixit adipds marr6 en la termogenesi
adaptativa induida per la dieta
s’obtenen d’estudis realitzats amb
diferents soques de ratolins
geneticament obesos, com els ratolins
ob/ob, deficients per al gen de la
leptina, que presenten lactivitat

simpatica del TAM disminuida.

Classicament, s’ha considerat a
la  noradrenalina (NA) com a
principal via de regulaci6 de
lactivitat termogenica del TAM,
mitjancant el control de I'expressio
d’UCP-1, pero lactivitat d’aquesta
proteina ve modulada per altres
factors que actuen de manera
independent o conjunta amb la NA.
La regulaci6 del gen UCP-1 depén de
les exigéncies termogeniques de
I'organisme, a més que esta lligada al
grau de diferenciaci6 del teixit 1 d’'una
expressio exclusiva dins de Padipocit

marro.

REGULACIO ADRENERGICA

La capacitat dun adipocit
marr6 per produir calor depen de
I'actividad de la proteina UCP-1 1 de
la. via de degradaci6 de
triacilglicerids. L’activacid6
noradrenergica del teixit de manera
aguda genera un increment de
I’AMPc intracel lular, provocat per la
uni6 de la NA als seus receptors. En
adipocits madurs, aquest increment
dona lloc a una activacié de 'adenilat
ciclasa que, al seu temps, origina una
estimulaci6é de l'activitat de la lipasa
sensible a les hormonas (HSL) 1 el
corresponent augment dels acids
grassos lliures. Aquests acids grassos,
estimulan directament Iactivitat de la

UCP-1

present a la mitocondria, 1 per altra

proteina  desacobladora

banda, serveixen de substrat en

Quan

Pestimulacio del teixit a través de la

’oxidaci6 mitocondrial.
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NA ¢és cronica, s’incrementa el
contingut ’'UCP-1 a les mitocondries
dels adipocits madurs, es dona
hiperplasia del teixit 1 diferenciacio
del pool de cellules precursores. La
noradrenalina actua modificant la
transcripcid de diferents gens (entre
els quals hi ha UCP-1) i Pexpressio de
factors de transcripcié relacionats
amb diferenciacio i proliferaci6.??!

Als  adipocitos marrons, la
noradrenalina interactua amb els tres
receptors adrenergics: B, o1 1 oo.
Aquests receptors estan associats a
diverses vies de senyalitzaci6 de
I'adipocit marro.

L’adipocit marr6é expressa els
tres subtipus de receptors [-
adrenergics, PBi, P2 1 Ps pero la
participaci6 dins de la resposta
termogenica ¢és  restringida  als
receptors P1 1 Ps-adrenergics. La via
de transducci6 de senyal dels dos
subtipus esta lligada a un increment
dels nivells d’AMPc, a través de
Iestimulaci6 de D’adenilat ciclasa
mitjangant proteines Gs, 1 la seva
expressio a la cellula es relaciona
amb el grau de diferenciacio de
I’adipocit. Els receptors Ps-
adrenergics son els que estan en
major numero dins dels adipocits
marrons madurs ja que participen en
la resposta a l'estimulaci6 aguda i
cronica del teixit. L’increment dels
nivells d’AMPc per l'activaci6 del
receptor Ps-adrenergic doéna lloc a
lactivaci6 de la proteina quinasa
A Aixi, la PKA activa és capag

d’activar I’'HSL, donant lloc a un
increment de la lipolisi 1 wuna
consequent activacié de la
termogenesi.??? Per altra banda, la
PKA fosforila el factor de transcripcio
CREB (proteina d’uni6 a CRE)?*?3
que activa lexpressio del gen
UCP-1,22%226 aixi com augmenta
I'expressio de gens relacionats amb la
diferenciaci6.??!> 227, 228 Els receptors
Bi-adrenérgics estan involucrats en el
fort increment de la divisio cel lular
que s’observa al teixit adipés marr6
exposat al fred. Als preadipocits, que
expressen els receptors Pi-
adrenergics, pero no els B3, I'activacio
adrenergica del teixit a través dels
receptors PB1 estimula la proliferacio i
provoca hiperplasia del teixit.???
L’adipocit marré també
expressa els dos subtipus de receptors
a-adrenergics, o1 1 oo. [’activacio dels
receptors ag-adrenergics estimula la
proteina  Gi, inhibient P’adenilat
ciclasa 1 atenuant aixi els nivells
d’AMPc produits durant I'estimulacié
simpatica del teixit. L'increment dels
nivells d’AMPc dependra del balang
entre lexpressio dels receptors 1 el
tipus d’adenilat ciclasa presents a la
membrana de la cel-lula.
L’esimulaci6 dels receptors ou-
adrenergics dona lloc a un increment
de la produccié d’inositol-trifosfat?* i
un augment dels nivells de calci
intracel lular.?!  El  namero de
receptors al augmenta en situacions
d’aclimataci6 al fred 1 sota

determinades dietes 1 s’ha demostrat
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que lactivaci6  simultania dels
receptors B 1 ai-adrenergics té com a
resultat un increment de [Defecte
produit per ’AMPc.?%2

PGC-Ta. El coactivador del

receptor activat per proliferadors
peroxisomas Yy (PPARy) -la, és un
coactivador recentement identificat
que s’ha demostrat que esta implicat
en multiples respostes biologiques
relacionades amb I’homeostasi
energetica, la regulacié térmica 1 el
metabolisme de la glucosa. Es una
proteina de 90kDa que s’expressa al
muscul esquelétic, cor, ronyo 1 teixit
adip6s marr6, pero no al teixit adipos
blanc dels rosegadors.??’

Un coactivador transcripcional
és una proteina o conjunt de
proteines que mitjangant la interaccio
amb factors de transcripcio,
incrementa la taxa de transcripcié de
determinats gens, exercint aquest
efecte sense que s’hagi d’unir a cap
sequencia especifica del DNA. Aixi,
PGC-la és capag de coactivar, entre

altres, diversos receptors nuclears,

{UCP1, High content of mitochondria)

? a4 8 - W Figura 15.
- :4‘_":9 O{"J Control
kiuﬁg !; tran.scrlpm.ong! de
(o T la diferenciacié de
e la cél-lula adiposa.
Brown Adipocyte Lactivacié de

PPARY/RXR és un

requisit
? indispensable

d’ambdés tipus
cel-lulars. PGC-1«

_ ‘L % ""'~\.\ podria activar
e 5 k! I’'expressié génica
I associada a la
K%v i ' diferenciacié cap
a adipocit marroé.
White Adipocyte

com els PPARs o el receptor de la
hormona tiroidal (TR),??’ regulant
aixi ’expressié de nombrosos gens.
La funci6 dels receptors
adrenergics al TAM 1 al muscul
esqueletic és critica per la resposta
d’aquests teixits al fred 1 a alteracions

de la dieta. En aquest sentit, s’ha

observat que PGC-la  s’indueix
considerablement, a nivell
transcripcional, al teixit adipds

marro 1 al mutscul esqueletic de ratolis
que han estat exposats a baixes
temperatures. D’acord amb aquestes
dades m viwo, 'mRNA de PGC-la
sindueix a les linies cel lulars

d’adipocit marr6 tractades amb
1soproterenol, un

27

agonista  [3-

adrenergic.??”  Aquest efecte esta

mitjancat per receptors fs-
adrenergics, ja que animals deficients
d’aquest tipus de receptor no es
veuen afectats per la induccio de
PGC-la pel fred al TAM.?3 A més,

injeccions amb un agonista {3

especific indueixen especificament

I’expressio de PGC-1o al TAM.?3*

42
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Como ja s’ha comentat,
PGC-la coactiva diferents receptors
nuclears d’hormones, entre ells, els
receptors nuclears que s’uneixen al
promotor d’UCP-1 i1 que en modulen
la seva expressi6. Aixi mateix, s’ha
proposat que part de lefecte de
I’AMPc sobre la regulacio
transcripcional d’UCP-1  esta
mitjancada per la inducci6 de
PGC-la 1 la subsegiient interaccid
d’aquest amb els receptors nuclears
d’hormones PPARY, PPARa, RAR 1
TR.

La introducci6 de PGC-1a a les
cel lules adiposes 3T3-F442A en
cultiu dona lloc a una inducci6 de
Iexpressi6 d’'UCP-1 1 d’enzims
mitocondrials claus de la cadena
respiratoria, aixi com també estimula
un increment de la quantitat de
mtDNA.??7  Quan s’introdueix
PGC-1a a les cel lules musculars, es
dona una inducci6 important de
Iexpressi6 de NRF-1, NRF-2 1
TFAM, factors de transcripcié claus
de la biogeénesi 1 funcid
mitocondrial.?3

Simultaniament als efectes de
PGC-la  sobre la respiracid
mitocondrial a les cel lules de muscul
esquelétic, aquest coactivador també
incrementa [’expressio del
transportador de glucosa sensible a la
insulina (GLUT4) 1 augmenta la de
glucosa.?® A més, el tractament de
celulas  musculars amb  diverses
citoquines activa 1’activitat

transcripcional de PGC-la,

mitjangant la fosforilaci6 directa de la
p38MAPK, provocant un augment
de Dlexpressio6 de gens lligats al
desacoblament mitocondrial 1 a la
despesa energetica.?’

Una de les questions clau sobre
la funci6 de PGC-la és st aquest
coactivador és el que determina que
un preadipocit esdevingui adipocit
marr6 o segueixi diferenciant-se cap a
adipocit blanc (figura 15). Existeixen
diverses observacions que apuntarien
a que PGC-la esta involucrat en la
decisi6 d’aquesta divergencia. En
primer lloc, PGC-lo és [I'inica
proteina descrita fins al moment
capag¢ d’activar potentment
Iexpressi6 d’UCP-1.2%7 Aixi mateix,
quan s’afegeix PGC-la a les cel 1ules
adiposes blanques, s’indueix
Iexpressi6 endogena d’UCP-1 1
s'activa la biogénesi mitocondrial,
essent ambdues caracteristiques
tipiques de l’adipocit marr6.?® Per
ultim, PGOC-lo esta regulat per
I'activaci6 de receptors P-adrenergics
1 AMPc intracel lular, que se sap que
indueixen lexpressio6 d’'UCP-1 1 la

hipertrofia del teixit adipés marro.

REGULACIO PER HORMONES
TIRODALS

El teixit adipés marré conté
I'enzim iodetironina  5’-desiodasa
(tipo II),% d’activitat elevada, pel
que, el TAM és capag de generar la
seva propia hormona tiroidal activa
(3,9,3’-triiodetironina, T's), a partir de

tiroxina (T4). A vegades aquest teixit



pot ser wuna font important

d’hormona alliberada en sang?
D’aquesta manera, el TAM pot
influenciar Pestat termogenic d’altres
organs que no tinguin la capacitat de
generar T3 propia.

L’hormona tiroidal és necessaria
per la termogenesi del teixit adipos
marro induida pel. De fet, els animals
amb afecci6 hipotiroidal moren al ser
exposats a baixes temperatures. A
més, la T3 actua sineérgicament amb
la noradrenalina a diferents nivells:
lactivaci6 de I’adenilat ciclasa, amb
I'efecte de ’AMPc sobre la lipolisi 1
amb laccié termogenica dels acids
grassos sobre la mitocondria.?*!

L’efecte del fred sobre I'accio
de la iodotironina 5’-desiodasa esta
mitjancat per receptors o1 1 -
adrenérgics.?”? Com a conseqiiéncia
d’'una activacié simpatica, l'activitat
de 'enzim és augmentada per mitja
d’un increment de la sintesi d’aquest.
Aixi, ’hormona T3 produida en
aquestes condicions és suficient per
saturar els seus receptors nuclears 1
activar, juntament amb la
noradrenalina, Dexpressi6 del gen
UCP-1.2%9: 213 Ajxo passa quan la T3
s’uneix als seus elements de resposta

al promotor d’aquest gen.>#-246

REGULACIO PER ACID
RETINOIC

L’acid retinoic participa tant a
la diferenciacio6 1 proliferaci6 cel lular
d’uns quants teixits de mamifer com

a la seva morfogenesi.?*” 248 El 9-cis

RA 1 Pall-trans RA son els principals
isomers de lacid retinoic amb
funcionalitat biologica.

L’acid retinoic actua modificant
Pexpressi6 dels seus gens diana a
nivell transcripcional, a través de
I'activaci6 dels factors de transcripcio
depenents de lligands, els receptors
de retinoic. Aquests receptors
pertanyen a la superfamilia de
receptors nuclears 1 es classifiquen en
dues subfamilies: els RAR 1 els RXR.
Els isomers presenten una afinitat
especifica per a cadascun dels
receptors: all-trans RA realitza els seus
efectes a través de RAR gracies a la
formaci6 de ['heterodimer
RAR/RXR 1 el 9-as RA esta
considerat com un “pan-agonista” ja
que s’uneix tant a receptors RAR
com RXR. Aixi, el 9-czs RA activa els
heterodimers RAR/RXR, els
heterodimers RXR/RXR 1 aquells
heterodimers als que un dels
monomers sigut RXR 1 laltre algun
altre membre de la superfamilia de
receptors nuclears d’hormones, com
els PPARs.?®

Tant el TAM com el TAB
participen de forma activa,
conjuntament amb el fetge, a
I’homeostasi dels retinoids 1 so6n teixits
diana de la seva activitat. El teixit
adipos representa el 15-20% del total
de 'emmagatzemament de retinoids
corporal,®’ reserva que es troba
majoritariament en forma de
retinol.? El retinol que arriba a la

cel lula adiposa prové principalment
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del fetge, la cellula el capta 1 el
transforma en 9-cis o all-trans RA. El
teixit adipés presenta una elevada
expressio de les proteines implicades
al metabolisme dels retinoids, la
CRBP (“Cutoplasmatic ~ Retinol-Binding
Protein”) 1 la RBP (“Retinol-Binding
Proten™). S’ha comprobat que wn vitro,
els adipocits marrons 1 blancs poden
sintetitzar RBP 1 la secreten al medi
250

de cultiu,”’ a part que el retinol

pugui ser movilizat pels adipocits.?!
Aquestes dades suggereixen que els
teixits adiposos estan involucrats no
només en l’emmagatzemament sind
també en la movilitzaci6 1 transport
dels retinoids, regulant-ne aixi la seva
homeostasi. Per altrat banda, els teixit
adiposos també contenen acid
retinoic que deriva de la propia
sintesi local®? 1 a concentracions
similars a les del fetge 1 altres teixits
que responen a l'acid retinoic. Per
tant, considerant la massa total dels
teixits  adiposos, aquests poden
contribuir de manera important al
metabolisme de ’acid retinoic.

Com s’ha comentat, 'RA ha
estat ampliament identificat com un
inhibidor del final de la diferenciaci6
adipocitaria de cultius primaris com
de linies cel lulars de preadipocits,
com per exemple, 3T3-L1 1 3T3-
F442A.189, 190, 253-255 Egtudis fets amb
lligands RAR 1 RXR indiquen que la
inhibici6 de la diferenciaci6o esta
mitjangada a nivell de RAR, ja que
per contra, agonistes de RXR

promouen la diferenciacio. Aixo es

veu reforcat pel patré d’expressio dels
subtipus de RAR 1 RXR durant la
diferenciaci6 adipocitaria: RARa 1
RARY es veuen reprimits, 1 RXRa 1
RXRy estan induits juntament a
I'increment de sensibilitat de
I’heterodimer RXR /PPARYy.?>* 256,257
En cellules 3T3-L1, el bloqueig de
l’adipogenesi per part de all-transRA
nomeés ¢€s efectiu quan és subministrat
durant els primers estadis de
diferenciaci6 (juntament als agents
inductors). No obstant, ’expressio
ectopica de RAR en aquestes
cel lules eixampla el periode de
sensibilitat d’aquestes cel lules a ’acid

retinoic,?°°

indicant aixi que la
repressio  de lexpressio de RAR
contribueix a la insensibilitzacid vers
l’acid retinoic. Més encara, l'acid
retinoic evita ’adipogeénesi quan és
afegit a cellules 3T3-L1 que
expressen ectopicament C/EBPa 1
PPARY, 1 que encara no han arribat a
confluéncia.?®® Aixi doncs, ’expressio
de C/EBPa 1 PPARY per si sola, no
seria  suficient per prevenir la
inhibici6 de Tacid retinoic en
adipocits proliferants, mentre que la
sortida permanent del cicle cel lular
dona lloc a la insensibilitzacié vers la
inhibici6 de la diferenciacio
adipocitaria de I’acid retinoic.

El bloqueig dels principals
passos moleculars de D’adipogensi
resultants de la inhibici6 de lacid
retinoic inclouen la inhibici6 de G/
EBPa i la induccié de PPARY.?%9: 260

Les dades experimentals apunten a



que aquests efectes, almenys en part,
son provocats per l'acci6 de I'RA
sobre la transcripcié de C/EBPa.?>?
Altres vies que podrien contribuir al
bloqueig de I'adipogenesi que també
estarien afectades podrien ser: la
repressio dels receptors d’hormones
tiroidals,?®! la inducci6 de c-jun?? i la
induccié d’apoptosi.?®? I7acid retinoic
inhibeix

també Iexpressio  de

diferents gens adipogénics com
I’adipsina,?®* la lipoproteina lipasa,?®
la resistina,!!” i la leptina.?%®

Aixi mateix, recentment s’ha
descrit que P’administracié n vwo
d’all-trans RA a ratolins provoca una
remodelaci6é del teixit adipés blanc,
fent que aquest adquireixi
caracteristiques propies del TAM,
com per exemple, un augment

d’UCP-1, PPARa i PGC-1a).2%7

TEIXIT ADIPOS MARRO
HUMA

Com ja s’ha comentat
anteriorment, els humans només
presenten acumulacions de teixit
adip6és marr6 durant el periode
neonatal, principalment ubicats dins
la cavitat toracica, al voltant dels
principals  vasos sanguinis. No
obstant, resultats recents indiquen
que certs emplacaments de teixit
adipds aparentment només constituits
per teixit adipoés blanc, podrien
presentar cel-lules amb
caracteristiques de teixit adipos
marr6 ja que mitjangant técniques de

“Real Time” PCR s’ha detectat la

presencia de cel lules aillades amb
capacitat d’expressar UCP-1.268, 269 A
més, humans amb feocromocitoma,
una situaci6é patologica caracteritzada
per una elevada activaci6
adrenergica, o amb hibernomas,
tumors de TAM, desenvolupen grans
acimuls de teixit adipés marrd que

UCP-1,
I'expressi6 d’UCP-1 pot induir-se en

expressen indicant  que
certs tumors 1 situacions d’alteracions
metaboliques.?’? No obstant, estudis
recents amb PET (“Positron Emision
Tomography”) indiquen que la
presencia de TAM a humans adults,
en general, podria ser més important
del queé s’ha estat assumint els darrers
anys.?’!

No gens menys, ¢s interessant
destacar que existeix un
polimorfisme en la regid6 promotora
d’UCP-1 que s’ha observat que es
troba associat a obesitat.?’? Aixo
situaria la proteina UCP-1 1 al teixit
adip6s marrd com a agent actiu del
manteniment del pes corporal i de la

regulacié del balang energetic.
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LIPODISTROFIA

Les lipodistrofies sén malalties
que es caracteritzen per la perdua 1
acumulaci6 selectiva de teixit adipos
en diferents localitzacions
anatomiques. Aquestes sindromes son
clinicament molt heterogenies, ja
siguin adquirides o congenites, 1 els
pacients afectats es caracteritzen per
tenir predisposici6 a la resistencia a
insulina 1 complicacions associades:
diabetis mellitus, dislipidémia,
esteatosi hepatica 1 acantosi nigricans.
En dones, també es poden
desenvolupar trets de la sindrome de
I’ovari policistic:  hirsutisme,
oligoamenorrea 1 ovari policistic.

Més d’un segle després de la
primera descripcié d’un fenotip clinic
lipodistrofic?”? s’estan comencgant a
comprendre les bases cel lulars 1
moleculars subjacents als diferents
tipus de lipodistrofies. Per altra
banda, les bases genetiques de moltes
d’aquestes  sindromes han estat
elucidades a través de la
caracteritzaci6 sistematica de
fenotips, és a dir, basant-se en
diferents aspectes clinics 1 patrons
diferencials de distribuci6 del teixit
adipés, juntament amb tecniques de
biologia molecular 1 seqiienciaci6é del

genoma.

Generalment les lipodistrofies
adquirides so6n més comuns que les
congenites, pero tot 1 aixi, cada
lipodistrofia adquirida t¢ un quadre
clinic 1 un mecanisme patogenic

particulars.

LIPODISTROFIA ASSOCIADA
A LHIV-1

Inicialment, el terme “sindrome
lipodistrofica” associat a HIV, va ser
introduit per descriure un quadre
clinic complex que incloia la
redistribuci6  de teixit adipés 1
alteracions metaboliques que es
donaven en pacients infectats per
I’'HIV 1 que, sota tractament HAART]
rebien inhibidors de proteasa (HALS,
“HIV-1/HAART Associated
Lipodystrophy Syndrome”).>’> Més tard,
altres  caracteristiques com
l'osteopenia 1 la hiperlactatemia s’han
inclos dins del diagnostic, pero tot 1
aixi, no hi ha un clar consens per a la
definici6 d’aquesta sindrome. En
part, aixo es deu a que no tota la
simptomatologia es manifesta per
complert ni al mateix temps en tots
els pacients, 1 de fet, en la practica
clinica, part de la diagnosi de
lipodistrofia respon a una
interpretacié més personal que a una

classificacio totalment avaluada.



QUADRE CLINIC

El principal tret clinic descrit en
aquests pacients ¢és la perdua de teixit
adipos periferic (lipoatrofia) a la cara
(periorbital 1 temporal), bragos, natges
1 cames, fent molt wvisibles 1
prominents les venes 1 musculatura de
les cames. Aquesta perdua de greix
periferic pot anar acompanyada
d’una acumulaci6 de teixit adipos
central a nivell intrabdominal 1 a més,
en dones, als pits (lipohipertrofia).?’3
Alguns d’aquests pacients també
poden presentar acumulacions de
greix al coll 1 a la zona dorso-cervical
donant lloc respectivament, a una
doble barbeta 1 al que es denomina
gepa de bufal (de Pangles, “buffalo
lump”), aixi com altres lipomes.?’* Els
nens, al igual que els adults, poden
patir una redistribucié del greix poc
després de I'inici del tractament o bé,
després d’un canvi d’aquest.

Paral lelament a les alteracions
fisiologiques, també es desenvolupen
greus alteracions metaboliques. Molts
pacients acaben desenvolupant
resistencia a la insulina (periferica 1
diabetis

hipertrigliceridemia, baixos nivells de

hepatica), mellitus,
colesterol associats a HDL,?”® alts
nivells de colesterol associats a LDL,
acids grassos lliures incrementats,
hiperglicemia®’® i esteatosi hepatica.
277 En relacié als nivell d’adipoquines
circulants, ’adiponectina es troba
disminuida en sérum.?’®

estudis

Segons diferents

transversals de la poblacié de pacients

tractats amb  antiretrovirals, les

estimacions de la prevalenca
d’aquesta sindrome varien entre un
30 i un 50%.27 279 Un estudi
prospectiu d’'uns 18 mesos després de
I'inici del tractament va resultar en
17%.280

L’aparici6 de lipodistrofia, 1 en

una prevalenca del

concret la lipoatrofia, s’ha observat
més freqiientment en pacients tractats
amb analegs de nucleosids (NRTTs) 1
inhibidors de

Consequentment, el risc de patir la

proteasa  (PI).

sindrome incrementa amb el temps
de tractament, ’edat del pacient 1 el
nivell d’immunodeficiencia, 1 la
composici6 del tractament també pot
accentuar I’evolucié de la
simptomatologia lipodistrofica.
Normalment, la pérdua del teixit
subcutani progressa de forma més
rapida en els pacients tractats amb
NRTIs 1 PIs que en els que només

reben NRTTs.

BASES PATOGENIQUES

Les bases moleculars d’aquesta
sindrome encara romanen sense
identificar de manera concisa. Tot 1
aixi, sembla que hi hauria diferents
mecanismes patofisiologics que
actuarien de manera sinergica 1
complementaria. Es aquest aspecte el
que fa que a vegades sigul complicat
establir limits per descriure’ls. A
grans trets es podrien dividir entre els
que actuen a través de toxicitat

mitocondrial, 1 els que no.
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A. Toxicitat mitocondrial. Les
disfuncions mitocondrials del teixit
adipés de pacients sota tractament
HAART van comencar a ser objecte
de recerca en plena ¢poca d’expansid
1 redefinici6 de les funcions de la
mitocondria dins de la fisiologia
cel Jular. La mitocondria ha deixat de
ser un simple generador d’energia
per passar a ser un dels components
essencials en el control de processos
clau, comprenent des de I’apoptosi a
la producci6 de radicals lliures o
especies reactives d’oxigen (ROS).
Aixi mateix, la investigaci6 duta a
terme dins del camp de la HALS ha
contribuit a ressaltar la importancia
de la mitocondria dins del teixit
adipds.?!

Els avengos que ha suposat la
HAART vers el SIDA so6n
significatius, s’ha passat d’enfrontar-
nos d’una malaltia letal a wuna
malaltia  cronica tractable. No
obstant, la HALS 1 en concret la
toxicitat mitocondrial, ha esdevingut
una entitat clinica concomitant a
aquest tractament.?8? 283 Eg
caracteritza pels segiients simptomes:
disfuncié cardiaca, fallida hepatica,
miopaties, acidosi lactica, replicacio
defectuosa del mtDNA, depleci6 del
mtDNA 1

ultraestructura mitocondrial.?84-288

A 1. Fosforlacio  d'NRTIs.

Després de T'entrada a través dels

alteraci6 de I’

transportadors de nucleosids, els
NRTIs han de ser fosforilats en tres

passos a nivell citoplasmatic o

mitocondrial. La timidina quinasa
(TK) és un dels enzims que porta a
terme aquestes fosforilacions, 1 és
present tant a nivell citoplasmatic
(TK1) com mitocondrial (TK2). El fet
que la seva presencia relativa en cada
tipus cel lular varii, podria ser un dels
determinants a que un teixit sigui més
susceptible que un altre per
desenvolupar toxicitat mitocondrial.
Concretament, TKI1 és present en
aquells teixits que tenen un recanvi
mitotic més frequent, 1 TK2 en teixits

288290 Aquest  és  un

diferenciats.
aspecte que podria ajudar a dilucidar
els mecanismes pels que el greix
visceral 1 subcutani tenen un
comportament tan diferent,
donant-se lipohipertrofia en el primer
1 lipoatrofia en el darrer,
respectivament.??! Tot i aixi, degut a
les dificultats per obtenir biopsies
humanes, majoritariament a nivell
visceral, no hi ha dades disponibles
que sustentin aquestes hipotesis. No
obstant, si que hi ha treballs dins del
context muri que assenyalarien
diferéncies considerables de
maquinaria 1/o susceptibilitat a la
toxicitat mitocondrials entre les dues
localitzacions.?"?

Tornant a l'activitat de la TK2
com a possible diana clau en el
desenvolupament de toxicitat
mitocondrial, en cultius cel lulars,
I'estavudina 1 la zidovudina han
resultat ser repressors de la TK2.2%
Aixo desestabilitzaria els acimuls de

deoxinucleotids intramitocondrials 1



afavoriria l’aparici6 de toxicitat
mitocondrial. D’acord amb aixo hi ha
dades que indiquen una millora dels
nivells de greix subcutani en els
pacients als quals s’ha suplementat

dietariament amb uridina.?* 29

A2, Innibicic de la DNA
00y, La polimerasa-y és I'enzim
el DNA

mitocondrial. Es composa d’una

encarregat de replicar

subunitat principal que té activitat
polimerasa 1 exonucleasa, 1 una altra
de més petita que procura la uni6 al
DNA.2%  Es

exonucleasa la que permet dur a

aquesta  activitat
terme una replicaci6 del DNA amb
garanties de fidelitat respecte el DNA
motlle.?’

Un cop dins de la mitocondria,
els NRTIs trifosfat establirien una
competici6 per ser incorporats al
mtDNA, 1 un cop dins, la falta del
grup 3°-OH,
I'estroncament de la sintesi de la

cadena de mtDNA.2%. 29 Eg aquesta

mateixa falta del grup 3’-OH la que

provocaria

fara que TNRTI sigui resistent a

Pactivitat exonucleasa de la DNA

polimerasa-y.3% Per ltim, també es
dona wuna inhibici6 de Tactivitat
exonucleasa a causa de I'acumulaci6
intracel lular de la forma monofosfat
dels NRTTs.

Estudis transversals recents de
poblaci6 afectada han confirmat la
depleci6 de mtDNA

adipos subcutani de pacients amb la

en el teixit

HALS, respecte individus controls no

301, 302 4

infectats, també respecte

individus naive (infectats 1 no

tractats).0l 303, 304 Elg  agents
farmacologics de la HAART als que
s’acostuma a atribuir aquests efectes
han estat Iestavudina 1 la didanosina
(NRTTIs). D’acord amb aixo, s’ha
observat una millora de la quantitat
de mtDNA quan es substitueix
’estavudina per altres NRTIs,3%-307 o
quan es passa d’un régim basat en
NRTTIs a un altre basat en inhibidors
de proteasa.®® En concret, aquest
ultim canvi de tractament, també
comporta una millora de la
lipoatrofia incrementant
moderadament la quantitat de teixit
adip6s subcutani®®® 398 i disminuint
’apoptosi adipocitaria.?®- 3% Per altra
banda, estudis longitudinals també
indiquen que el tractament amb
NRTTIs
zidovudina) provoca una deplecié de
mtDNA 1 una

P’activitat citocrom oxidasa,

(sobretot estavudina 1
disminuci6  de
307,309 que
millora quan s’atura el seu
subministrament.®!”

No obstant, estudis recents han
aportat proves que [l’alteracio
mitocondrial en els pacients HALS
abasta processos molt més amplis que
la depleci6 de DNA mitocondrial no
nomé¢s atribuibles als NRTTs.

La reducci6 en Dexpressio
genica depenent de mtDNA es pot
trobar en pacients que no presenten
depleci6 de mtDNA pero que si han
estat tractats amb NRTTs.3!1 312 Aixo
per si sol ja seria indicatiu que els

NRTIs poden ser causa de disfuncié
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mitocondrial per altres vies diferents

de la inhibici6 de la DNA pol-y.
A.3. Deplecio I mutacio del

MtDNA. El resultat de la inhibici6 de
I'nic enzim del mtDNA, tant per
sintetitzar noves cadenes de DNA
com per reparar els errors de
replicaci6 introduits, provocara una
depleci6 de mtDNA?82 285 287 que
comportara una sintesi disminuida de
proteines essencials per la OXPHOS.
Al seu torn, la disrupci6 de
I’OXPHOS acabara en una perdua
d’energia (augment de la relacié
AMP/ATP), 1 Talliberament
d’electrons de la cadena respiratoria
incrementant la  producci6 de
ROS.313  Aquest augment de la
concentraci6 de ROS danyara
proteines, lipids 1 mtDNA, iniciant
una cascada d’episodis perjudicials.
En estudis amb ratolins, I'efecte
de la repressi6 de 'expressio de gens
de TOXPHOS en el teixit adipos
visceral ha estat associada al guany de
pes.?!* Aquest també seria un aspecte
a tenir en compte de cara a explicar
les diferéncies entre el greix subcutani

1 visceral.
A4 Estres oxidatiu. Estres

oxidatiu es defineix per un
desequilibri entre la producci6 de
ROS (p.ex. superoxid, peroxid
d’hidrogen, radicals hidroxil 1
peroxinitrit) 1 els agents antioxidants

de la cellula.3!®

Encara que la
deplecié d’energia per alteraci6 de la
replicacit6 del mtDNA és wuna

consequencia logica de la toxicitat

dels NRTIs, és raonable pensar que
Iestres oxidatiu també hi pren part.
La via mitjancant la que Iestres
oxidatiu podria obstaculitzar la
replicaci6 del mtDINA és I'oxidaci6 de
les seves cadenes. La mitocondria
concentra ferro (Fe) per ser
incorporat als citocroms 1 proteines
no hemo-férriques incloent-hi enzims

amb grups Fe-S com l'aconitasa. Els
ROS poden alliberar el ferro Fe(II) de

'aconitasa,®'® 1 aquest unir-se al
mtDNA donant lloc a un punt
especific d’oxidacié. Per altra banda,
sha descrit que la DNA pol-y és
sensible al dany oxidatiu @ vitro, cosa
que podria ser d’importancia in vivo.
287

AL, Apoptosl. Una de les
caracteristiques comunes al teixit
adip6s subcutani dels pacients HALS
és lapoptosi d’adipocits 1 cel lules

317-319

endotelials. Encara que Ia

implicaci6 de la mitocondria en les

303, 320 11

vies d’apoptosi és coneguda,
esta clar en quin punt especific de les
vies d’apoptosi actua I’ART. Tot 1
aixi, s’han descrit alts nivells
d’apoptosi conjuntament amb
depleci6 de mtDNA en pacients
tractats amb estavudina respecte

1,39 aixi com també

individus contro
s’han observat millores en els nivells
de mtDNA 1 apoptosi dels pacients
tractats, quan a aquests se’ls canviava
I'estavudina per altres NRTTs menys
agressius com [l'abacavir o la
zidovudina.’"® El conjunt d’aquestes

dades apuntaria a que I'apoptosi



observada es derivaria dels efectes de
toxicitat mitocondrial dels NRTTs.

No obstant, altres farmacs
diferents dels NRTIs podrien estar
intervenint en les vies d’apoptosi.
S’ha descrit que el nelfinavir (1
possiblement altres inhibidors de
proteases) faciliten proteccié contra
I'apoptosi a través de la interaccio
directa amb el complex del porus de
permeabilitat de transicio
mitocondrial (MPTP),

principal en el control de I'apoptosi

component

dirigida per la mitocondria.’?! Encara
que aquests estudis no han estat
realitzats en el context de cel lules
adiposes, aquestes dades no
concordarien amb el rol proapoptotic
atorgat als inhibidors de proteasa
associat a toxicitat mitocondrial.???
No obstant, noves dades provinents
del cultiu d’adipocits indiquen que el
nelfinavir promou ’apoptosi.??3

Aixi doncs la importancia de la
mitocondria en els processos
apoptotics sembla ser prou important.
En estudis de pacients amb la HALS
s’ha identificat una morfologia
mitocondrial alterada en els adipocits
que patien apoptosi.’?? Per altra
banda, la substituci6é dels farmacs del
tractament antiretroviral que se sap
que donen lloc a més toxicitat
mitocondrial, s’ha vist que estaria
associat a un increment de la massa
de teixit adip6s subcutani.’®® En
canvi, alx0 no passa quan les
variacions d’aquests farmacs només

milloren el quadre metabolic pero no

modifiquen el grau de toxicitat
mitocondrial (i d’apoptosi).3?*

Aixi doncs, aquests estudis
donen consisténcia a la hipotesi que
les alteracions mitocondrials poden
activar 'apoptosi en adipocits, de la
mateixa manera que ha estat descrit
en altres tipus cel lulars. De fet, una
de les hipotesis de com el dany
mitocondrial podria portar a
lactivacié del catabolisme, implica
lactivacié de ’AMP-quinasa degut a
un augment dels nivells I’AMP?8! i
recentment, s’ha vist que l'activacié
de I'AMP-quinasa ¢s inductora de
I’apoptosi.??® Altres factors que se sap
que activen 'apoptosi al teixit adip0s,
ja sigui com a consequencia de 'accio
de la infecci6 o per la inducci6 de
I’AMP-quinasa
esmentada, son els

d’interfer6 y (IFN-&).*?° Finalment,

activitat de

nivells alts

un altre possible origen de I'activacio
de Tapoptosi a través de la
mitocondria estaria relacionada amb
la produccié de ROS. De fet, estudis
recents amb PIs han resultat en un
augment de Papoptosi en cultius
d’adipocits a causa de 'activacié de

Pestres oxidatiu.327

A6, Infeccid de IHV-1.
I’HIV  per si  sol

responsable de contribuir a Destres

podria  ser

oxidatiu. L’expressi6 transgenica de
Tat en cultius cel lulars de neurones
humanes 1 ratolins altera les defenses
antioxidants: s’han observat canvis en
el contingut cellular de glutati6 1

supressio de lactivitat superoxid

INTRODUCCIOLIPODISTROFA



INTRODUCCIOL PODISTROMA

28

dismutasa,®”® major susceptibilitat a

la toxicitat per NRT1s%?? i alteracions
ultraestructurals de la mitocondria.’*
En humans, Vpr pot activar
components mitocondrials de la via
d’apoptosi cel lular com el MPTP3!
332 i per tant, fer més sensible les
cellules a lapoptosi mediada per
toxicitat mitocondrial deguda a
I'ART.

També en humans, hi ha dades
que indiquen depleci6 de mtDNA 1
alteracions de la cadena respiratoria
mitocondrial de cellules PBMC
(“Peripheral Blood Mononuclear Cells”)3%
1 greix subcutani de pacients infectats
per PHIV-1 no tractats.?** Cal dir que
hi ha grups que no han detectat
depleci6 de mtDNA al teixit

subcutani de pacients naive."3

A7 Procgs inflamatori. El
teixit adipos dels pacients HALS esta
immers en un ambient

proinflamatori. Marcadors com el

factor de necrosi tumoral & (TNFx),
altres citoquines proinflamatories 1 la
infiltracié de macrofags constitueixen

signes d’aquesta  situacid.’®

Aquest
fenomen podria agreujar 'impacte de
la toxicitat mitocondrial mediada per
I’ART ja que TNF& ha estat descrit

com un repressor de 'expressi6 de

proteines mitocondrials en adipocits

humans,?® i és sabut que és una

citoquina activadora de I’apoptosi

mediada per la mitocondria.??’

B. Inhibicio de
‘adipogenesl, Tot i desconeixent-

se’'n el mecanisme, s’ha descrit que

diferents farmacs dels tres grups que
conformen la HAART podrien
inhibir la diferenciacié d’adipocits, 1
d’aquesta manera, contribuir a la
lipoatrofia.338-341

Per wuna banda, aquests
mecanismes actuarien mitjancant la
repressio de gens adipogenics com G/
EBPx  (“CCAAT/enhancer  binding
protein-”) 1 PPARY,**® aixi com la
repressio del factor de transcripcié
adipogenic  SREBP-1, que és un
activador de gens que codifiquen per
enzims lipogénics 1 enzims productors
de lligands de PPARY.3*? D’acord a
aixo, en cultius cel lulars d’adipocits
sha descrit la inhibici6 de la
translocacié d’SREBP-1 al nucli®*? i
sha  proposat que I'acumulacio
observada d’SREBP-1 en pacients
HALS podria respondre a
lacumulaci6 de la seva forma
inactiva, donant lloc aixi a inhibicio
de I’adipogenesi 1 lipoatrofia.

Aixi doncs, la inhibici6 de la
diferenciaci6 adipocitaria  estaria
impedint que els preadipocits
presents al teixit adipos poguessin
adquirir el seu fenotip d’adipocit
madur, 1 aixi, suplir la depleci6
d’adipocits en localitzacions on
s’estan donant processos de lipolisi 1
apoptosi associats a lipoatrofia. Cal
dir que el tractament dels pacients
HALS tractats amb farmacs que
actuen sobre PPARYy promovent
diferenciacié6 com les
tiazolidinediones, no han tingut gaire

exit.3* Podria ser que el tractament in



viwo no restaurl completament la
diferenciaci6 o que la inhibici6 de la
diferenciaci6 jugui un paper més
secundari en el desenvolupament de
la HALS. Tot 1 aixi, la reducci6 en
I'expressi6 de PPARY observada en
pacients HALS?® podria contribuir a
aquesta falta de sensibilitat a les
tiazolidinediones.

C. Estat inflamator.  El
desenvolupament de [’estat
inflamatori en el teixit adipos sembla
ser consequencia de la complexa
combinaci6 de la infeccié de PHIV-1
1 la HAART. En aquest procés, els
adipocits 1 cel lules presents al teixit
adip6s com els macrofags 1 cel lules
endotelials, estan implicats com a
efectors 1 com a dianes de la
senyalitzaci6 proinflamatoria. En el
teixit adipos dels pacients amb HALS
s’han trobat alts nivells d’expressié de
TNF«, Interleuquines -1, -6, -8 1 -18,
i interfer6-y.346-3% Juntament amb els
efectes de ’HIV-1 1 les seves proteines
virals, alguns NRTIs 1 PIs poden
TNFax 1
Interleuquina-6  (IL-6) en

induir Pexpressio  de
cultius
d’adipocits.®* Per tant, es creu que la
HAART contribuiria a I'alliberament
de citoquines a través dels adipocits.
A més, tant la infecci6 de PHIV-13°9

351 és

com l’acci6 de les seves proteines
associada a l'activacié de cel lules
demostra

endotelials, com ho

I'augment de marcadors moleculars
VCAM-1, Selectina-E 1 ICAM-1 en
pacients HIV-1*.352 De fet, Tat és
capag d’induir

per sl mateixa

I’alliberament de la proteina

quimioatraient de monocits 1
(MCP-1, o altrament coneguda com
CCL-2) per part de les cellules
endotelials. En menor proporcio,
aquesta quimioquina també  és
produida pels adipocits, cosa que
també ajudara a reclutar
macrofags.® En la mateixa linia, es
creu que la HAART també podria
contribuir a canvis en les cel lules
endotelials 1 el reclutament de
macrofags 1incrementant
alliberament d’MCP-1.!  Aquest

reclutament reforcaria la senyal
proinflamatoria dins del teixit, 1 de
fet, se sap que els macrofags activats
alliberen citoquines 1 MCP-1 en el
teixit adip6s.?*  Molts  d’aquests

agents de senyalitzaci6 actuen
conjuntament per donar lloc a canvis
dins del teixit adipés. De fet, Tat 1
TNF&, treballen sinergicament en la
inducci6 de lalliberament d’IL-6 per
part de les cellules endotelials,®!
mentre que alguns farmacs de la
HAART potencien ’efecte apoptotic
de TNFa&.3!9 En general, s’esperaria
que les citoquines de diferents origens
cel lulars presents al teixit adipos
tindrien com a efecte la reducci6
d’aquest a través del seu efecte
lipolitic 1 de la resistencia a insulina.
El nimero de cel lules es reduiria per
una combinaci6 d’apoptosi 1 la
impossibilitat de substituir aquestes
cel lules a causa de la inhibici6 de la
diferenciaci6 adipocitaria per accid

de les citoquines com TNFX 1 els
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farmacs de la HAART. El resultat de
tot aixo seria la lipoatrofia del teixit
adip6s subcutani.

D, Lpolsi 1 dts nivels
dacids grassos. Dins del quadre
general d’hiperlipidemia, la HALS
s’associa a un augment del nivell
circulant d’acids grassos lliures
(FFAs).3> Sembla ser que aquesta
anomalia és deguda a una activacié
de la lipolisi del teixit adipos, un fet
esperable, tenint en compte la perdua
progressiva de greix en les
localitzacions lipoatrofiques. Per altra
banda, aquests nivells incrementats
de FFAs tenen com a conseqliencia el
desenvolupament de la resistencia a
insulina patent en la HALS, cosa que
concordaria amb el fet que quan
s'inhibeix la lipolisi  per via
farmacologica, millora la sensibilitat
vers la insulina.3%¢

De manera semblant a com
passa amb altres trets de la HALS,
l'activacié de la lipolisi sembla ser
deguda a una combinaci6 de l'accié
dels farmacs de la HALS 1 de la
infecci6 del virus HIV-1 per si mateix.
De fet, 'estat augmentat de la lipolisi
ha estat descrit en pacients HIV-1*
independentment del tractament
HAART*7 En aquesta linia, s’ha
trobat que la familia de farmacs
antiretrovirals dels PIs activen la
lipolist  en  cultius cel lulars
d’adipocits,®® 39 1 que, la suspensié
de la seva administraci6 redueix la
lipolist 1 els nivells de FFAs en els

pacients tractats.’®® De la mateixa

manera, es creu que 'increment dels
nivells de TNF& (i altres citoquines)
en relacio a la infeccié de PHIV-1 o al
tractament podrien ser responsables
de P'increment sostingut de la lipolisi
al teixit adipds, ja que TNFX, a
I'igual que citoquines com I1.-6,%0!
activen la lipolisi en els adipocits.
Aquest fet ha estat relacionat
directament amb l'augment de
lalliberacié d’acids grassos en el teixit
adipés dels pacients HALS.361 362
Matitzant aquest punt, dades
provinents del cultiu conjunt de
macrofags 1 adipocits indicarien que
lalliberament de FFAs per part dels
adipocits activa la secreci6 de TNF&

en els macrofags.?%3

LIPODISTROFIA PARCIAL
ADQUIRIDA (SINDROME
BARRAQUER-SIMONS)
QUADRE CLINIC

Abans de la identificaci6 de la
lipodistrofia associada als pacients

afectats amb la sindrome de la

immunodeficiencia humana
adquirida (SIDA), la lipodistrofia
parcial adquirida,?’? 364 365 era la més

freqiient dins del grup de les
lipodistrofies adquirides. No obstant
segueix sent una malaltia rara de la
que només se n’han descrit uns 250

casos en tot el mon.366

La proporci6
d’afectacié entre homes 1 dones és de
1:4. La perdua de teixit adipds durant
la infancia 1 ’adolescéncia afecta la

cara, coll, bracos, torax 1 la part



superior de lI'abdomen de manera
cefalocaudal.®® Per contra, es poden
trobar acumulacions anormals de
greix a les caderes 1 les cames,
especialment en les dones. La
resistencia a la insulina 1
complicacions associades no
acostumen a estar presents.’®® En
aproximadament el 20 per cent dels
pacients es desenvolupa una
glomerulonefritis  mesangiocapil lar
(membrano-proliferativa) als vuit anys
de l'inici de la lipodistrofia. Altres
malalties autoimmunes, incloses el
lupus eritematoés 1 dermatitis juvenil,
també han estat descrites en alguns

d’aquests pacients.307> 368

BASES PATOGENIQUES

La majoria dels pacients afectats
per aquesta lipodistrofia tenen nivells
normals de tots els factors del
complement. No obstant, aixo no és
aixi en el cas dels baixos nivells de C3
en serum 1 mnivells circulants
detectables d’'una IgG autoimmune
que actua sobre el factor nefritic C3.
El factor nefritic C3 estabilitza la
convertasa CG3 (CG3b,Bb), enzim que
de per si escindiria constitutivament
el factor C3 1 activaria la ruta
alternativa del complement
provocant un consum excessiu de
C3.399 Per altra banda, els adipocits
estan implicats en la sintesi de factors
del complement que sén claus en la
ruta d’activaci6 del complement, per
exemple, participant en la sintesi de

C3b,Bb a través de la produccio del

factor D (adipsina).’®® Aixi doncs, la
possible capacitat dels adipocits per
activar el complement via C3b,Bb a
nivell de membrana provocaria la lisi
dels adipocits donant lloc a
lipodistrofia.’’? En qualsevol cas, per
que el teixit adipéds de les cames no
queda afectat 1, si aquest procés
autoimmune podria ser desencadenat

per una infecci6 virica o no, no queda
clar 371, 372

LIPODISTROFIA
GENERALITZADA

ADQUIRIDA
QUADRE CLINIC

Aquesta lipodistrofia ha estat
diagnosticada en un 80 pacients
(proporci6 home-dona, 1:3).3% La
perdua de teixit adipds subcutani es
déna durant la infancia 1
I’adolescencia, 1 afecta grans parts del
cos com la cara, bracos 1 cames. Fl
greix de les mans 1 les plantes dels
peus també pot arribar a perdre’s,
quan per contra, el teixit adipos
retrorbital 1 del moll de Tos es

conservar.,’’3

El grau de perdua de
teixit adipés intrabdominal  és
variable. Els nens afectats poden
mostrar una gana desmesurada, aixi
com també desenvolupen (en la seva
majoria) acantosi nigricans 1 esteatosi
hepatica.’”* En una cinquena part
dels pacients ha estat descrita
I’aparicié de cirrosi com a sequela de
I’esteatost

hepatica o  hepatitis

autoimmune. La majoria de pacients
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tenen nivells baixos de leptina 1

adiponectina en sérum.?”?

BASES PATOGENIQUES

L’inici de la lipodistrofia
generalitzada adquirida s’anuncia
amb un episodi d’aparicié de noduls
inflamatoris subcutanis 1 paniculitis
en un 25 per cent dels pacients.?’% 376
La marca distintiva d’aquestes lesions
¢s una infiltraci6 del teixit adipos
subcutani per histiocits, limfocits 1
cel lules gegants multinucleades, amb
una reacci6 granulomatosa.
Inicialment, aquestes lesions
cicatritzen amb una perdua
localitzada de greix, pero més tard,
quasi tot el teixit adipds subcutani
desapareix per complert. Un altre 25
per cent dels pacients afectats
pateixen malalties autoimmunes
associades.?’3 376 No obstant, la
meitat del pacients afectats pateixen
la variant idiopatica de la malaltia,
que no inclou ni paniculitis ni
malalties autoimmunes 1 deixaria la
porta oberta a altres mecanismes

d’acci6.3’3

LIPODISTROFIES
LOCALITZADES

La majoria de gent amb
lipodistrofies localitzades perd teixit
adip6s subcutani de petites arees
deixant petits solcs. Per contra, en
altres casos grans regions del tronc o
de les extremitats hi estan
involucrades. La causa d’aquestes

perdues de greix és variable 1 podria

estar relacionada a la injecci6 de
farmacs com la insulina 1
corticosteroids, pressions recurrents,

paniculitis 0 mecanismes desconeguts.
366

LIPOATROFIA
SEMICIRCULAR

El primer cas de lipoatrofia
semicircular va ser descrit el 1974,377
1 des de llavors, la incidéncia
d’aquesta alteraci6 ha estat ben
baixa. Només recentment ha
progressat una situaci6 “epidemica”
afectant centenars d’individus que
tenen en comu el fet de compartir un
lloc de treball del tipus d’empleat
administratiu.?”®

La patologia d’aquesta malaltia
es caracteritza per laparici6 de
depressions a la regi6 anterolateral de
les cuixes. La pell adjacent a les zones
afectades és normal, 1 no es presenten
signes d’inflamaci6 precedents a
aquesta lesio. Tota aquesta
simptomatologia ¢és revertida quan el
pacient deixa el seu ambient laboral
durant cert periode de temps
(aproximadament uns 9 mesos).>”?

La base patogenica de la
malaltia és desconeguda. Fins fa un
temps, lorigen de la malaltia
s‘atribuia a repetits microtraumes
ocasionats per pressions d’aquestes
extremitats contra el mobiliari de
I'oficina a causa de I’adopcio de certs
habits posturals a I’hora de seure.®%
381 No obstant, no s’ha atorgat cap

relaci6 causal prou clara 1 hi ha casos



on no és possible associar-hi cap tipus
de traumatisme. Recentment, també
s’Tha suggerit que els camps
electromagnetics  generats  pels
ordinadors, aparells electronics 1 tot el
seu sistema de cablejat podria
modificar les propietats bioelectriques
de la pell. D’aquesta manera, aixo
podria influenciar la biologia dels
macrofags fent que aquests exhibissin
una activitat lipofagica a I’epidermis.
S’ha proposat que aquesta
electroactivacié podria ser mitjancada

per lalliberament de TNFx.%78

Totes les formes de lipodistrofies
congenites so6n  poc frequents 1
difereixen en la seva forma
d’expressi6. Nous avangos en la
comprensio de les bases moleculars
de les lipodistrofies congenites de més

incidéncia han ajudat a esclarir la

patogeénesi de simptomes 1
complicacions metaboliques
associades.

LIPODISTROFIA
GENERALITZADA
(SINDROME
BERARDINELLI-SEIP)
QUADRE CLINIC

La lipodistrofia generalitzada

congenita és una malaltia autosomica

recessiva que ha estat descrita en uns
250 pacients de diferent origen étnic.
382, 383 Agsumint que només 1 de cada

4 pacients ¢s diagnosticat la

5
prevalenca estimada a nivell mundial
és d’1 cas per cada 10 milions. La
caracteristica principal ¢és la quasi
completa absencia de teixit adipds en
el moment del part 1 la conseqiient
possibilitat de reconcixer tota la
disposici6 del teixit muscular.

La primera infancia es veu
marcada per un creixement accelerat,
una edat oOssia avangada, 1 una gana
desmesurada. Durant la segona
infancia, en el coll, aixelles, engonals 1
tronc, es desenvolupa una marcada
acantosi nigricans. Es també molt
comuna l'aparici6 d’hepatomegalia
de fetge gras 1 la possibilitat que
aquesta, finalment, pugui acabar
derivant a cirrosi. Junt amb aixo,
s’acostuma a presentar
esplenomegalia. Per altra banda,
quasi tots els pacients presenten una
promineéncia o hérnia umbilical, 1
aparenca acromegalica consistent en
una lleugera promineéncia
mandibular, de les mans 1 dels peus.
Després de la pubertat, en les noies,
es pot desenvolupar clitoromegalia 1
la sindrome de I’ovari policistic.
Poques dones afectades poden portar
a terme un embaras amb ¢éxit quan,
per contra, tots els homes afectats
son fertils. Alguns pacients pateixen

cardiomiopaties  hipertrofiques 1

retard mental lleu.38% 385
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A nivell metabolic, la
hiperinsuliné¢mia 1
I'hipertrigliceridéemia  poden  estar
presents fins 1 tot a edats tempranes
de la infancia. Concretament, en el
cas de nivells extrems
d’hipertrigliceridemia es poden
arribar a presentar quadres de
pancreatitis. La diabetis mellitus de
tipus II acostuma a donar-se durant o
a partir de I’adolescéncia, amb les
corresponents complicacions que aixo
comportara a llarg termini.
Paral lelament, es troben nivells de

leptina 1 adiponectina

extremadament baixos.38%-387

BASES MOLECULARS DE LA
LIPODISTROFA
GENERALITZADA DE TIPUS |

Mitjancant la  tecnica de
clonaci6 posicional es va trobar que
els pacients d’aquesta variant de
lipodistrofia presentaven mutacions
per al gen de la 1-acilglicerol-3-fosfat-
O-aciltransferasa 2 (AGPAT?2).
Aquest TI'AGPAT2 esta lligat al
cromosoma 9q34 1 en els pacients
afectats es van trobar diferents
mutacions homozigotes o
combinacions heterozigotes per a
aquest gen. 38, 388

Les 5 isoformes conegudes de
PAGPAT catalitzen lacilaci6 del
glicerol-3-fosfat en la posicid
esteroespecifica namero 2 durant la
sintesi de triglicérids 1 fosfolipids.3%
390 S’ha vist que Pexpressi6 d’mRNA
del gen AGPAT? és, almenys, el doble

del que s’expressa AGPAT1 en el
teixit adipos omental, pero més baixa
en el fetge 1 encara més reduida en el

muscul  esqueletic.380

Aquestes
observacions suggeririen que I’enzim
AGPAT?2 mutat seria el causant de la
lipodistrofia mitjangant la reduccio de
la sintesi de triglicerids, o disminuint
la biodisponibilitat de I’acid fosfatidic
1 fosfolipids que s6n components
importants de la senyalitzacio
intracel lular 1 de la membrana
citoplasmatica, respectivament.’!
D’aquesta manera, els pacients
afectats anirien perdent el teixit
adip6s metabolicament actiu en la
majoria d’arees subcutanies, les zones
intraabdominal 1 intratoracica, 1 la
medul 1a espinal. Per contra, el teixit
adipés mecanic que porta terme un
paper de protecci6 1 d’amortiment
present en articulacions, orbites,
palmells 1 palmells plantars, cuir
cabellut, perineu, vulva 1 la regi6
pericalicia dels ronyons sembla

intacta.392-39% 1,4

romandre
preservaci6 d’aquest teixit adipOs
mecanic en pacients amb la isoforma
AGPAT?2 mutada podria explicar-se
per 'augment d’expressio en altres

AGPAT en aquestes localitzacions.

BASES MOLECULARS DE LA
LIPODISTROFA
GENERALITZADA DE TPUS |

El fet que, diferents mutacions
del gen seipina en pacients
lipodistrofics es van associar amb un

analisi  de lligament positiu al



cromosoma 11ql3, va permetre
establir un segon mecanisme pel qual
es desenvoluparia aquesta variant de
lipodistrofia.’® El gen de la seipina
codifica per una proteina de 398
aminoacids de la que encara se’n
desconeix la seva funci6. No obstant,
el fet que els pacients lipodistrofics
tinguin uns nivells alts de 'expressio
d’'mRNA de la seipina en el teixit
cerebral 1 febles al teixit adipos, fan
pensar que el sistema nervios hi
estaria implicat. Aixo també lliga
amb que la prevalenga del retard
mental moderat 1 la hipertrofia
cardiomiopatica que pateixen els
pacients amb mutacions de la seipina
és superior a la d’aquells que pateixen
mutacions en el gen de PAGPAT2.%8%
386 Per contra, els pacients de tipus 11
perden tant el teixit adipos
metabolicament actiu com el teixit

adipds mecanic.3%

ALTRES TIPUS DE

LIPODISTROFA
GENERALITZADA CONGENITA
Alguns pacients amb

lipodistrofia generalitzada congenita
(menys del 20%) no tenen mutacions
ni mostren lligament al gen AGPAT?2
o al gen de la seipina, respectivament.
Aixo suggereix que altres loci 1 altres
vies moleculars serien les

desencadenants
397-399

d’aquestes

lipodistrofies.

LIPODISTROFIA  FAMILIAR
PARCIAL  DE  DUNNIGAN
QUADRE CLINIC

Les lipodistrofies familiars
parcials sén desordres heterogenis i
autosomics dominants amb diferents
tipus de fenotips. En aquesta
lipodistrofia, la distribucié del teixit
adipds no pateix cap alteraci6 durant
la infancia. Es a arribar la pubertat
quan comenca a manifestar-se un
patr6 gradual de desaparici6 de greix
als bracos 1 les cames donant lloc a un
aspecte musculat.’® Més tard, es
déona una peérdua variable 1
progressiva de teixit adipés de la part
anterior de ’'abdomen 1, més tard, del
pit.*! Alguns dels pacients, les dones
en particular, guanyen greix a la cara,
coll 1 regi6 intraabdominal, donant
lloc a una aparenca semblant a la dels
pacients que pateixen la sindrome de
Cushing. L’acantosi nigricans 1 la
sindrome de l'ovari policistic sén
simptomes poc comuns en aquest cas.
Com veiem, el conjunt de totes
aquestes caracteristiques cliniques fa
que el diagnostic en el cas de les
dones sigui una mica més facil que en
el dels homes ja que aquests, poden
presentar poc greix 1 prominencia
muscular degut a lexercici. En
qualsevol cas, una ressonancia
magnetica de cos complet revelara la
perdua de teixit adipos subcutani 1 un
increment en la quantitat de greix
intermuscular a bragos 1 cames, aixi
com també un excés d’aquest a nivell

intraabdominal.*V!

INTRODUCCIOLPODISTROFIA



INTRODUCCIOL PODISTROMA

Diabetis,  hipertrigliceridémia,
nivells baixos de colesterol HDL
(“High-Density — Lipoprotein™), 1
aterosclerosi son més prevalents en
dones que en homes.**? Normalment,
la diabetis es desenvolupa després de
la segona decada de wvida 1 va
associada a un excés de greix en les
zones no lipodistrofiques en les dones
afectades.*"® Aixi mateix,
I’hipertrigliceridémia ha estat

associada a una pancreatitis aguda.**

BASES MOLECULARS

El fet d’haver trobat un locus (al
cromosoma 1q21-22) lligat a Ila
lipodistrofia ~ familiar  parcial de
Dunnigan va portar a la identificaci6
d’una mutacié missense al gen que
codifica per a la lamina A 1 C
(LMNA).1% Al llarg del temps s’han
anat trobant altres mutacions missense
en aquest gen, 03 406-409

Les lamines pertanyen a la
familia de proteines dels filaments
intermedis que conformen la lamina
nuclear. S’organitzen en una
estructura polimerica que s’intercala
entre la cromatina 1 la membrana
interna de la membrana nuclear. El
gen LMNA conté 12 exons 1 codifica
per ambdues lamines, A 1 C,
mitjancant splicing alternatiu. 1% #!1
Les lamines nuclears proporcionen
estabilitat estructural a 1'embolcall
nuclear 1 interactuen amb la
cromatina i moltes altres proteines.*!?
La péerdua d’adipocits associada

a les mutacions de LMNA son, molt

probablement, degudes a wuna
disrupcié nuclear que donara lloc a
un procés apoptotic o a una disrupcid
de la interacci6 entre lamines 1 factors
de transcripci6 com SREBP1c.*1® Els
fibroblasts dels pacients amb la
lipodistrofia  familiar parcial de
Dunnigan tenen nuclis amb
formacions protuberants 1 una
desorganitzaci6 de tota la malla que
constitueix la lamina nuclear.*!* En
qualsevol cas, els mecanismes que
determinen la perdua de teixit adipos
segueixen sent desconeguts, ja que no
s’han trobat diferencies d’expressi6 de
cap de les lamines A o C als adipocits
de les regions subcutanies, omental o
del coll.*1

S’ha vist que el canvi especific
de les mutacions missense influeix
sobre el fenotip final.*%% #16
Aproximadament tres quartes parts
dels pacients tenen substituida
I’arginina de la posicié 482 per una
glutamina, leucina o triptofan,
donant lloc a wuna miopatia

403, 416 Fpn la resta de

moderada.
pacients, segons la mutacio, es
desenvolupen  diferents  distrofies
musculars 1 cardiomiopaties. Aixi
doncs, aquestes mutacions causarien
una distrofia multisistémica on, I’edat
d’inici 1 la severitat d’aquestes,
diferirien en funci6 del residu
aminoacidic mutat.?  Per altra
banda, les interaccions de certs
dominis de les lamines A 1 C amb
altres proteines de la membrana

nuclear (expressades segons el teixit),



determinarien les anomalies

especifiques de cada teixit.

LIPODISTROFIA  FAMILIAR
PARCIAL ASSOCIADA A
MUTACIONS DE PPARYy
QUADRE CLINIC

Existeixen alguns casos on
mutacions heterozigotiques del gen
PPARYy resulten en un fenotip
semblant a la lipodistrofia familiar
parcial de Dunnigan. El teixit adipos
es veu reduit en extremitats 1 natges
tot 1 que no se’n veu afectat en el
greix subcutani abdominal. També es
desenvolupa una resistencia a la
insulina  greu, diabetis mellitus,
dislipidémia amb mnivells alts de
triglicerids 1 HDL  disminuits, 1
hipertensié greu. L’esteatosi hepatica
1 la sindrome de l'ovari policistc son

presents frequentment.*!”

BASES MOLECULARS

La proteina PPARY és un factor
de transcripcié depenent d’activacié
per lligand que s’expressa en grans
quantitats al teixit adipés. Juga un
paper essencial en la funci6 de la
majoria dels gens especifics d’aquest
teixit i de ’adipogénesi. 9% 312

Se n’han descrit cinc mutacions:
Cys190S, Arg397Cys, Pro467Leu,
Val290Met 1 Phe388Leu. La mutaci6
Cys190S provoca una alteraci6 en
Pestructura dels dits de zinc2
mitjancant el que PPARy s’uneix al

DNA.#18 En el cas de la mutacid

Arg397Cys, es produeix la ruptura
d’un enllag 16nic entre la posicié 397 1
324. Les altres tres isoformes mutants

de PPARy han

transcripcionalment inviables, tenir

resultat ser

reduida la capacitat d’uni6 a lligand 1
inhibir lacci6 de les isoformes
normals que es coexpressen (efecte
dominant negatiu).*!”> 19 420 Vejem
doncs que encara que les mutacions
al gen PPARYy causarien lipodistrofia
a través de la inhibicié adipocitaria,
les raons de la pérdua de teixit adipos
subcutani periféric romanen poc

clares.

LIPODISTROFIA ASSOCIADA
A LA DISPLASIA
MANDIBULOACRAL
QUADRE CLINIC

Aquest desordre és autosomic
recessiu 1 es caracteritza per presentar
una hipoplasia mandibular 1
clavicular, acroosteolisi, contractures
a les articulacions, pigmentacid
cutania puntejada, cares semblants a
ocells, malformacions dentals, atrofia
de la pell, calvicie 1 lipodistrofia. Els
pacient afectats poden presentar dos
tipus de lipodistrofia: el tipus A inclou
la pérdua de teixit subcutani de
bracos 1 cames, 1 manté o incrementa
en excés el greix a la cara i el coll; el
tipus B es caracteritza per una pérdua
generalitzada de greix subcutani.*?!
La hiperinsulinémia, resistencia a la
diabetis

insulina, mellitus 1

hiperlipidémia son trets que es donen

en alguns dels pacients.*?! 422
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BASES MOLECULARS

Alguns pacients d’aquest
desordre amb lipodistrofia de tipus A
presenten la mutacido Argd27His en el
gen LMNA.39 423 Per altra banda,
també s’ha trobat una mutaci6 en
una metal loproteinasa (ZMPSTE24)
implicada en el processat post-
traduccional de la prelamina A.***
Tot 1 aixi, hi ha pacients que no
semblen presentar mutacions ni en
ZMPSTE24 ni en LMNA, indicant
Pexistencia  d’altres loci  sense

identificar,¥?*

LIPOMATOSI ASSOCIADA A
LA HALS
QUADRE CLINIC

Aquesta alteraci6 del teixit
adip6s és un simptoma que apareix
en un subgrup de pacients de la
HALS 1 també rep la denominaci6 de
“gepa de bufal”. Es caracteritza per
una acumulaci6 de teixit adipos
subcutani progressiva a nivell de la
regi6 dorso-cervical,*?> 26 | tot i la
semblanc¢a amb la hipertrofia visceral,
es diferencia d’ella perque només
afecta a una regié anatomica molt

especifica.

Els adipocits de les “gepes de
bufal” presenten una mida més
reduida 1 un patr6 heterogeni de
distribucié de les vacuoles lipidiques
que varia des de multivacuolar a
univacuolar.*?’ Per altra banda, sén
cellules que han adquirit wuna
capacitat proliferativa que roman
intacta 1inclos quan soOn
transplantades a un ambient
lipoatrofic.*?®  Aquest ultim aspecte
deriva de dades provinents de
cirurgia plastica reconstructiva
aplicada als pacients HALS: el
transplant de teixit adip6s provinent
de “gepes de bufal” en la zona facial
lipoatrofica ha resultat en I’aparicio
de la “sindrome del hamster”, un
creixement desmesurat del teixit
adip6és de les galtes com a
consequéncia del transplant.*?8

Un altre aspecte diferencial
d’aquest teixit proliferatiu  és
Iexpressio6 d’UCPI, el marcador
molecular diferencial del teixit adipos
marroé respecte el teixit adipos blanc.
29 Aix0, juntament a laspecte
morfologic  préviament —esmentat,
suggeriria 1’adquisici6 de
caracteristiques propies del teixit

adip6s marro.

BASES PATOGENIQUES

Encara que [Detiopatogenesi
d’aquest simptoma de la HALS és
desconegut, Iexistencia d’un fenomen
similar de lipomatosi dorso-cervical 1
expressi6 d’'UCPl en pacients
portadors de mutacions del mtDNA,



Y abogarien per un cas comu de
toxicitat mitocondrial com a origen
de la patologia.**! No obstant, de
quina manera aquesta alteracié
mitocondrial provocada pels farmacs
deriva en lipoatrofia o lipomatosi en
algunes localitzacions anatomiques,
¢s desconegut ja que cap farmac de la

HAART ha estat

especificament a

assoclat
Paparici6  de
lipomatosi.*3? El que si s’ha trobat és
que alguns NRTIs com l’estavudina
poden ser causants de la inducci6 de
d’UCPI,

simulant les vies dependents d’acid
33

I’expressio segurament
retinoic en el control d’aquest gen.*

Tot 1 que el teixit adipés marrd
no ¢s present en humans (almenys en
quantitats importants), dins del teixit
adip6s blanc, com ja s’ha comentat,
mitjancant tecniques de “Real Time”
PCR s’ha detectat la presencia de
cel lules aillades amb

d’expressar UCP1.2%% 269 En aquesta

capacitat

linia, hi ha indicis que en pacients
amb resistencia a la insulina es déna
la inhibici6 de 'expressio de gens que
marcadors
434

codifiquen per a
moleculars del teixit adipés marro,
1 també, s’ha observat que el
tractament amb  tiazolidinediones
afavoreix 1’adquisici6o de
caracteristiques de teixit adipos

marro6 per part del teixit adipos blanc

(veure seccié TAM). 435437

LIPOMATOSI ASSOCIADA A
MERRF

Tot 1 la diversitat de mutacions
puntuals en el mtDNA, la lipomatosi
només sembla estar present en aquells
pacients portadors de la mutacio
tRNADS, ja sigui la A8344G o la
G8363A. 13811 [a

lipomes

presencia de
d’heréncia materna
acompanyada de simptomes
d’alteraci6 neurologica és un indici
inequivoc de la preséncia d’aquestes
mutacions tRNA™*, Altres mutacions
patogeniques del mtDNA, també
poden portar associades alteracions
neurologiques, pero mai lipomatosi.
No se sap com les mutacions tRINAM*
provoquen aquesta alteracio
especifica del teixit adipos en aquests
pacients.

Les alteracions cellulars 1
moleculars del teixit lipomatds dels
pacients portadors de la mutaci6
tRNA* s6n poc coneguts. Tot i aixi,
I’analisi de la ultraestructura d’alguns
lipomes ha mostrat anomalies
mitocondrials en forma d’inclusions
electrodenses,"? i en un lipoma d’un
pacient amb la mutacid A8344G es
va trobar expressi6 del marcador

especific de teixit adipés marro
(UCP1).13
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OBJECTIUSOBJECTIUS

Per tal d’avancar en el coneixement de les causes moleculars de la
lipodistrofia en pacients HIV-1, I'objectiu central d’aquesta Tesi ha estat
estudiar les alteracions d’expressid génica que apareixen en el teixit
adipds subcutani de pacients infectats per HIV-1, subjectes a tractament
HAART i que acaben desenvolupant lipodistrofia. A més, de forma
complementaria, s’han realitzat estudis en paral-lel en el teixit adipds de
pacients amb formes poc frequents de lipodistrofies d’origen congénit o
adquirit i amb caracteristiques semblants a algunes de les alteracions de
la lipodistrofia associada a HIV-1 (“gepa de bufal” en pacients amb
mutacions del gen tRNARS del DNA mitocondrial, i lipoatrofia periférica en
una pacient amb la sindrome Barraguer-Simons).

1. Estudiar les alteracions en I'expressio genica al teixit adipds
subcutani de pacients infectats per I'HIV-1 en diferents estadis del
tractament HAART i d’aparicid de lipodistrofia, mitjancant RT-PCR
quantitativa, immunoblot i analisi transcriptomica.

2. Estudiar les alteracions especifiques en I'expressio genica del teixit
adipés a la “gepa de bufal” que apareix en pacients HIV-1 sota
tractament HAART, aixi com en pacients amb mutacions del gen tRNALS
al DNA mitocondrial.

3. Estudiar les alteracions en I’'expressio genica en el teixit adipds
subcutani d’una pacient amb sindrome de lipodistrofia parcial adquirida
(sindrome Barraguer-Simons).






RESULTATS






RESULTATSPUBLICACIONS

La infecci6 de I’HIV-1 altera I’expressio génica
del teixit adipos i contribueix a la lipodistrofia
associada a HIV-1/HAART

REVISTA:
ANTIVIRAL THERAPY
2006 11(6): 729-40
PMID: 17310817



Resum:

Les bases etiopatogeniques de la lipodistrofia associada a 'HIV-1 1 la
HAART s6n poc conegudes, pero aquesta sindrome indica que el teixit adip0s
és molt sensible, tant a la infecci6 de 'HIV-1, com als farmacs antiretrovirals 1,
possiblement, a la combinacié de tots dos factors.

Per tal de discernir entre la contribuci6 relativa de farmacs i la infeccio, es
va comparar ’expressié de gens marcadors de la funci6 mitocondrial, gens de la
diferenciaci6é 1 el metabolisme adipocitari, 1 gens d’adipoquines en el teixit
adipos subcutani. Aixi mateix, aquest estudi es va portar a terme en els seglients
grups de pacients: individus sans, pacients infectats per 'HIV-1 encara no
tractats, 1 pacients infectats per ’HIV-1 tractats amb o sense la HALS.

El teixit adipds subcutani dels pacients infectats, comparat amb el dels
controls, va mostrar nivells baixos ’'mRNA del gen de la citocrom oxidasa 11
codificat pel DNA mitocondrial. Aquestes concentracions encara eren més
baixes associades al tractament HAART. De la mateixa manera, en els pacients
infectats per P’HIV-1 (tractats o no), respecte els pacients controls, es va trobar
una expressio reduida de gens nuclears que codifiquen per proteines
mitocondrials, PPARY, 1 marcadors especifics de I'adipocit. Per contra, el nivell
d’expressi6 d'mRNA d’UCP-3 1 Pref-1 incrementen en els pacients tractats
lipodistrofics. Els gens que codifiquen per adipoquines, també estaven altament
afectats: TNNFoa estava induit, mentre que l’adiponectina 1 la leptina estaven
reprimits en els paciets infectats per P’HIV-1 (tractats o no). Aixi doncs, ja entre
pacients naive 1 controls, es trobaven les principals alteracions de I'expressio
genica d’aquests marcadors. Altres canvis anaven associats a la HAART 1 al
diagnostic de la HALS.

Aixi doncs, les alteracions de 'expressio geénica en el teixit adipods ja serien
presents en aquells pacients infectats pel virus de 'HIV-1 pero sense tractament
HAART. Consequientment, la infecci6 de ’'HIV-1 per si sola, provocaria part de
les alteracions del teixit adip6s que acabarien empitjorant a causa de la
HAART, i al seu torn, desenvolupant la HALS.
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PUBLICACIONSANTIV. THER.

Alteracié de ’expressié génica dels
transportadors de nucleosids (SLC28 i SLC29)
en el teixit adipés de pacients infectats per
PHIV-1

REVISTA:
ANTIVIRAL THERAPY
2007; 12(6): 853-63.
PMID: - 17926640



Resum:

Els transportadors de nucleosids (N'Is) son proteines codificades pels
membres de les families geéniques SLC28 1 SLC29. Aquests transportadors
participen a les rutes de salvament 1 reciclatge de nucleosids 1 nucleobases, aixi
com també contribueixen a la modulacié dels nivells extracel lulars de
I’adenosina 1 tots aquells elements als que aquesta regula. En aquest treball hem
estudiat els patrons d’expressio dels gens que codifiquen pels NTs dins del
context del teixt adipos, 1 st els seus nivells ’'mRNA varien segons la infecci6 de
I’'HIV-1, la HAART o el desenvolupament de la HALS.

Els adipocits humans expressen els gens SLC28A1, SLC28A2 1 SLC28A3
(que codifiquen per hCNT1, hCNT2 1 hCNT3, respectivament) 1 SLC29A1 1
SLC29A2 (que codifiquen per hENT1 1 hENT?2, respectivament). Aixi mateix,
la infecci6 de P'HIV-1, en lestadi previ al tractament HAART 1 el
desenvolupament de la HALS, s’associa amb la inducci6 dels nivells d’'mRNA
dels gens que codifiquen per hCNT1, hCNT3 1 hENT2. De fet, I'increment
d'mRNA dels dos primers gens, podria ser deguda a l'acci6 de TNF&. El
desenvolupament de la HALS s’associa a una inducci6 selectiva de 'mRINA
d’hCNT2. Aquestes dades doncs, suggereixen que els gens de les families
SLC28 1 SLC29, no només serien dianes de la infeccio de 'HIV-1, sin6 que
també contribuirien al desenvolupament de les alteracions del teixit adipos

subcutani que provoquen lipodistrofia.
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Aproximacioé transcriptomica a la lipodistrofia
associada a HIV. Alteracions sequencials en
I’expressio de gens implicats en inflamacid i

metabolisme oxidatiu en el teixit adip6s donen

lloc a 'aparicié d’aquesta sindrome

REVISTA:
AIDS (Research Letters)
2007 - ENVIAT
PMID: -



Resum:

Amb la intenci6 de discernir els principals mecanismes que porten al
desenvolupament de la sindrome lipodistrofica en els pacients infectats per
PHIV-1 en tractament HAART, es van estudiar quatre grups de pacients:
controls sans, pacients infectats per ’HIV no tractats (o naive), pacients infectats
per PHIV-1 sota tractament HAART sense signes de lipodistrofia, 1 pacients
amb un quadre lipodistrofic plenament desenvolupat, incloent-hi lipoatrofia. Es
va treballar amb 'RNA de les biopsies de teixit adipos subcutani obtingudes de
24 pacients, 1 'analisi transcriptomica de 'expressio d’'mRNA es va portar a
terme mitjancant 1'Gs de dues mostres per grup de pacients, composada
cadascuna d’elles de tres mostres d’RINA de tres pacients diferents.

Com a eina experimental es van fer servir els xips de DNA “Human
Genome Survey” d’Applied Biosystems (AB): 31.700 sondes d’oligonucleotids
(60-mers) que representen un conjunt de 27.868 gens 1 més de 1.000 sondes
control. Es va obtenir 1 amplificar el cRNA marcat amb Digoxigenina-UTP a
partir d’l microgram d’RNA total, 1 després de I’hibridacio, es va mesurar 1
analitzar la senyal de quimioluminiscéncia generada. El programari d’AB es va
fer servir per processar la senyal d’interes respecte el soroll de fons, 1 després
d’obtenir els valors del ratios, se’ls va aplicar una transformacié logaritmica 1
una normalitzaci6 per quantils. I’analisi estadistica de les diferéncies es va
realitzar mitjancant tests estadistics binomials 1 tests de suma de rangs
Wilcoxon. L’analisi d’expressio diferencial dels transcrits genics en relacio a la
seva funci6 molecular, procés biologic 1 via metabolica es va dur a terme
mitjancant ’eina ontologica PANTHER. Els nivells d’expressi6 genica
representatius dels grups de gens més alterats es van validar a través dels “Gene
TagMan Expression Assays” d’AB.

Els resultats indicarien que la infeccié en abséncia de tractament esta
associada a importants modificacions de l'expressié genica en grups de gens
pertanyents a la inflamacio, la immunitat mitjancada per limfocits-T 1 la
immunitat associada a interfer6. Els gens relacionats amb 'oxidaci6 d’acids
grassos també mostraven alteracions en pacients naive. Tots aquests grups de
gens seguien igualment alterats en els pacients sota tractament HAART no
lipodistrofics, no obstant, van aparéixer modificacions especifiques a nivell dels
gens d’immunitat mitjangada per macrofags 1 destoxificaci6. A més, per primer
cop 1 associat al tractament, es va detectar una alteracié en I’expressié de gens
de la fosforilacié oxidativa mitocondrial 1 de gens del transport d’electrons.
Aquestes alteracions es trobaven de manera molt més marcada als pacients
tractats lipodistrofics. Més encara, les biopsies de teixit adipos dels pacients

lipodistrofics eren les uniques que presentaven alteracions en Iexpressio dels
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gens relacionats amb apoptosi, 1 per altra banda, presentaven una inducci6 dels
gens del catabolisme dels acids grassos.

A partir d’aquestes dades es proposa un patr6 de modificacions de
Iexpressi6 geénica que aniria evolucionant amb la progressi6 del
desenvolupament de la lipodistrofia associada a HAART/HIV-1. En un primer
estadi, la infecci6 de I'HIV-1 provocaria el desenvolupament dun estat
inflamatori. A continuacié 1 com a conseqiiencia del tractament HAART; es
produiria una greu alteraci6 de lexpressio dels gens relacionats amb el
metabolisme oxidatiu. Finalment, el conjunt de tot aquest procés seria
empitjorat en els casos d’exposici6 perllongada al tractament HAART
incloent-hi I'activacié d’apoptosi 1 el desenvolupament de lipoatrofia del teixit
adipos periferic.
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L’analisi diferencial de I’expressié génica
indica que les “gepes de bufal” sén una
alteracio particular del teixit adipés dins de la
lipodistrofia associada a HAART

REVISTA:
AIDS
2007 - ACCEPTAT
PMID: -



Resum:

L’aparici6 d’'un augment progressiu del teixit adipés de la zona
dorso-cervical (anomenada “gepa de btfal”) és una caracteristica especifica dels
pacients de la lipodistrofia associada a la infecci6 per HIV-1/tractament
HAART. Les bases moleculars d’aquesta alteracid, totalment oposada a la
lipoatrofia del teixit adip6s subcutani, sén desconegudes.

En aquest estudi es va determinar 'expressiéo geénica de marcadors de la
funci6 mitocondrial, diferenciacié adipocitaria, inflamacié 1 proliferacié
cel lular a les gepes de bafal, 1 al teixit adipds subcutani de controls sans 1
pacients infectats per 'HIV-1 sota tractament HAART.

Al teixit adip6s de les gepes de bufal, respecte el teixit adipos subcutani
dels controls, s’Than detectat baixes concentracions de DNA mitocondrial 1
d’aquells transcrits codificats pel DNA mitocondrial. L'expressio6 d’UCP1
només es va detectar al teixit adipés de les gepes de buafal, mentre que
Iexpressi6 d’'UCP2 1 UCP3, va romandre sense canvis per contra del que
passava amb les mostres de teixit adipés subcutani. De la mateixa manera,
Pexpressié genica dels marcadors d’adipogenesi no estava alterada als pacients
amb gepes de bufal, mentre que estava profundament alterada al teixit adipos
subcutani. A més, el teixit adipos de les gepes de bafal no mostrava la induccid
de TNF& ni de B-2 Microglobulina com passa al greix subcutani dels demés
pacients. L'expressié del marcador de macrofags CD68 estava disminuida a les
gepes de bufal respecte el teixit adipés subcutani dels pacients. Per contra, el
marcador de proliferaci6 PCNA va mostrar nivells d’expressié molt més alts a
les gepes de buafal que al teixit subcutani dels pacients tractats 1 als controls sans.

El teixit adipos de les gepes de bufal, respecte el teixit adipos subcutani no
lipomatbs dels pacients HIV-1* sota tractament HAARIT, sembla que
presentaria alteracions especifiques en 'expressiéo genica dels seus marcadors.
Per altra banda, les alteracions mitocondrials no poden explicar el
comportament lipoatrofic diferencial del teixit adipés subcutani respecte el de
les gepes de bufal, mentre que Iabséncia d’un estat inflamatori a les gepes de
bufal podria explicar part de les diferéncies de comportament d’aquesta regi6

del teixit adip0s.
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PUBLICACIONSMOLEC GEN METAB.

Alteracid de I’expressio de gens reguladors de
I’adipogenesi en lipomes de pacients portadors
de mutacions puntuals en el gen de la tRNAYs
del DNA mitocondrial

REVISTA:
MOLECULAR GENTICS AND METABOLISM
2006 Nov; 89(3): 283-5. Epub 2006, Apr 17
PMID: 16603396



Resum:

Els mecanismes subjacents a I’aparici6 de lipomes en pacients portadors
de la mutaci6 tRNAM™ son desconeguts. S’han investigat els canvis en els
patrons d’expressi6 genica dels lipomes de tres pacients portadors de les
mutacions de la tRNA! A8344G o G8363A. Per contra del que passava a les
mostres de teixit adipds subcutani, als lipomes, es va detectar expressi6 de
I'mRNA de la proteina desacoblant 1. No obstant, I'expressi6 d’altres
marcadors del teixit adipés marr6 com PGC-1la no estaven alterats. L’expressio
genica de PPARY 1 el retinoblastoma estaven reprimides als lipomes, tot 1 que la
de C/EBPa no es va veure afectada. L’expressio de Pref-1 també es va trobar
fortament reprimida. Aixi doncs, la lipomatosi deguda a les mutacions de la
tRNAD és associada al patrd d’expressio alterat de gens clau en la regulacié de
I'adipogénesi. Aixo ¢és consistent amb el fet que hi ha una activacié de la

proliferacio 1 un teixit adipés amb un patré distorsionat entre blanc 1 marré.
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L’analisi de I’expressio génica mostra
alteracions de la mitocondrigénesi i
I’adipogeénesi al teixit adipés d’un pacient amb
lipodistrofia parcial adquirida (sindrome
Barraquer-Simons)

REVISTA:
JOURNAL OF MEDICAL CASE REPORTS
2008 - ENVIAT
PMID: -



Resum:

La lipodistrofia parcial adquirida o la sindrome Barraquer-Simons (APL)
¢és una forma rara de lipodistrofia progressiva que es caracteritza per latrofia
del teixit adipdés d’aquests pacients. L'etiopatogeénesi d’aquesta sindrome és
desconeguda, 1 per tal d’aprofundir en el seu coneixement, es va estudiar
I’expressi6 genica del teixit adip6s d’una pacient recentment diagnosticada.

L'expressi6 genica de marcadors de l’adipogenesi i el metabolisme
adipocitari, incloent-hi el regulador PPARY, estava reprimida a la pacient APL.
Els nivells d’expressi6 de I'adiponectina també estaven reprimits, perd per
contra, els de la leptina no mostraven cap canvi. Aixi mateix, els marcadors
locals de ’estat inflamatori tampoc estaven alterats. Per altra banda, I’expressi6
dels gens relacionats amb la funcié mitocondrial estava reduida, tot i que els
nivells de DNA mitocondrial van romandre inalterats.

Aquests resultats apunten a una alteracié de 'expressié de gens relacionats

amb l'adipogénesi 1 la mitocondriogenesi del teixit adipos de la pacient APL.
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(Dades no sotmeses a publicacio)

INTRODUCCIO

L’augment en els nivells de

TNF«x al teixit adipds observats com
uns dels primers esdeveniments ja
associats a la infecci6 per HIV-1 feien
pensar que podria ser el TNFX un
agent causal primordial en donar lloc
al conjunt d’alteracions en el teixit
adipos en els pacients amb HALS, tal
1 com es proposa en ’esquema final
de Tlarticle 1. Aquesta mateixa
hipotest es va fer en relaci6 a les
alteracions en l'expressio genica dels
transportadors de nucleosids en
pacients amb HALS (article 2). Per
tal d’avangar en respondre a aquesta
pregunta es varen realitzat
experiments en que cel lules adiposes
humanes en cultiu foren tractades
amb TNFX 1 es determina els canvis
en expressio dels gens per a aquests
transportadors (article 2).

Aquesta mateixa aproximacio
podia ser emprada en relaci6 als gens

marcadors de biogénesi mitocondrial

1 adipogéenesi estudiats en l'article 1.
Amb aquesta finalitat es determina
com l'exposici6 a 10 nM TNF«
afectava Dexpressi6 d’aquests gens
mitjancant RT-PCR quantitativa 1
emprant la mateixa metodologia que
en els articles 1 1 2 , excepte per a la
determinaci6 del transcrit codificat
pel DNA mitocondrial, en que
s’empra el transcrit per la subunitat 11
del complex I 0
NADH-deshidrogenasa, ND?2
(Hs00846374_s1).

RESULTATS | DISCUSSIO

Tal 1 com es pot comprovar, el
TNFx provoca wuna disminucié
generalitzada de expressio genica de
marcadors del metabolisme de
ladipocit, com LPL 1 GLUT4, aixi
com de l'adiponectina 1, en menor
grau de la leptina (Fig 1). Aquests
resultats son for¢a parallels als
observats en teixit adip6s de pacients
amb HALS 1 fins 1 tot en pacients



“naive” en els que ja és present
laugment de TNF&. En base al
coneixement existent de la regulacié
transcripcional dels gens esmentats,
podria ser que els efectes del TNFx
es produissin de forma indirecta,
degut a la potencial acci6 d’aquest
sobre els reguladors adipogenics clau
(PPARy 1 C/EBPX) que controlen
I'expressi6 de gens del metabolisme
lipidic adipocitari 1 d’adipoquines
com l'adiponectina o la leptina
(Spregelman et al., 1993). Efectivament,
els nostres resultats indicaren que el
TNFx
Iexpressi6 de PPARy 1 de CG/EBP«,

en major grau en aquest darrer cas.

reduia  significativament

Aquest resultats, tot 1 concordar
també amb Dobservat en el teixit
adipés de pacients HIV, mostra un
cert grau de diferencia ja que en les
biopsies de teixit adipos és el transcrit
de PPARYy el més reduit mentre que
C/EBPx mRNA es troba poc
disminuit. En qualsevol cas, 1 en
concordancia

conegudes (Warne, 2003) , TNFX

actua com un agent repressor de gens

amb dades ja

implicats en la diferenciaci6 1 el
metabolisme adipocitari  en les
cel lules adiposes humanes.

Pel que fa als gens implicats en
la funci6 mitocondrial (Fig 2), mentre
que en pacients hi hagué una
reducci6 parallela dels transcrits
corresponents a subunitats de la
cadena respiratoria codificats pel

DNA mitocondrial i pel DNA nuclear

ja en pacients ‘“naive”, només el

codificat per DNA mitocondrial
(ND2)
conseqiiéncia de I'accié del TNFa Es

estigué reduit com a
remarcable que, mentre que el
regulador mitocondriogéenic NRF1
afectat per TNFQ,

igualment com no ho esta en teixit

no estigué

adipos de pacients, PGC-1& estigué
profundament disminuit en resposta a
TNFx Aixo fou totalment diferent
amb el que s’observa en teixit adipos
de pacients. A més, aquesta reducciod
en PGC-1X no tingué com a
consequencia cap reduccio en els seus
gens diana mitocondrials, com COIV
tot 1 que si que fou paral lela a una
reducci6 en UCP2 (veure més
endavant), diana també de PGC-1«&.

Es coneix molt poc dels efectes del

TNFX sobre la expressio genica
mitocondrial a cellula  adiposa
humana. Dades recents (Dahlman et
al, 2006) indiquen un descens
moderat de I'expressio d’alguns gens
codificants per components de
cadena respiratoria mitocondrial 1
una manca d’efectes sobre reguladors
com NRF2 pero lexplicaci6 del
comportament diferencial pel que fa
a l'expressio del mRNA de PGC-1x
en teixit de pacients 1 en cel lules
adiposes exposades a TNFx fara
necessaries noves aproximacions
experimentals.

En darrer lloc, cal esmentar el
comportament oposat de UCP2 i
UCP3 en resposta a TNFx. UCP2

mRNA es troba reduit, de forma
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semblant al que s’esdevé en pacients
HIV-1, fins 1 tot en I'estat de “naive”.
UCP3 mRNA es veu augmentat, la
qual cosa estaria d’acord amb el que
s’observa en els pacients només en el
cas dels que mostren ja lipodistrofia.
L’augment de UCP3 mRNA en
pacients I’haviem atribuit a la
activitat lipolitica en el teixit adipos
d’aquest pacients, donada la acci6
estimuladora dels acids grassos lliures
sobre el gen UCP3 (Solanes et
al,2003). Vistos aquests resultats,
podria ser que fos la coneguda acci6
pro-lipolitica del TNF& en adipocits
(Gasic et al., 1999) la responsable de la
inducci6 de I'expressio del gen UCP3,
tot 1 no poder-se excloure una accié
del TNF& independent de lipolisi. De

fet, ha estat descrit que hi ha un

efecte inductor del TNFX sobre el
gen UCP3 en sistemes cel lulars en
els que la lipolisi no sembla jugar un
paper tant important, com el muscul
esqueletic (Villarroya 2003)

En resum, podem concloure
que bona part de les alteracions
observades pel que fa a gens implicats
en ladipogenesi al teixit adipds de
pacients infectats amb HIV-1 poden
explicar-se com a consequencia de
l’acci6 del TNF& sobre aquests gens.
A una conclusi6 semblant podem
arribar en relaci6 amb les alteracions
en les proteines desacoblants UCP2 1
UCP3. Pel contrari, és menys clar
que lacci6 del TNF& pugui explicar
els efectes deleteris en marcadors de

biogénesi mitocondrial, tot i

I'important efecte repressor de TNF&
sobre el regulador mitocondriogenic
PGC-la. Caldra estudiar si altres
fenomens amb potencial regulador
també presents en pacients “naive”
(com la inducci6 d’altres citoquines
pro-inflamatories o lacci6 de
proteines viriques del HIV-1) tenen
un paper de més relleu en la repressio
de gens implicats en la cadena
respiratoria. En qualsevol cas, aquests
resultats experimental constitueixen
una primera aproximacié directa al
paper del TNF& sobre lexpressio
genica a la cel lula adiposa 1 caldra en
un futur esbrinar els mecanismes dels
seus efectes aixi com les
consequencies funcionals que

comportl.
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Figura 1: Nivells de ’'mRNA de gens marcadors del metabolisme de
I’adipocit i ’adipogénesi, en cultius d’adipocits control i tractats amb
TNFo 10nM. A les figures hi ha representades les mitges mitjangant
barres, 1 la #SEM amb les barres d’error. Els p-valors per les
comparacions estadistiques entre grups s’han representat amb asteriscs: *
(p<0.05) 1 ** (p<0.01).
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Figura 2: Nivells de ’mRNA de gens marcadors de la funcio
mitocondrial, en cultius d’adipocits control i tractats amb TNFa
10nM. A les figures hi ha representades les mitges mitjangant barres, i la
+SEM amb les barres d’error. Els p-valors per les comparacions
estadistiques entre grups s’han representat amb asteriscs: * (p<0.05) 1 **
(p<0.01).
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Una de les estrategies més
obvies a I’hora d’abordar lestudi de
I'etiopatologia d’'una malaltia com la
lipodistrofia associada a 'HIV-1 1 la
HAART ¢és intentar identificar les
diferéncies que hi ha entre diferents
grups de pacients, de forma que cada
grup representi un estadi d’afectacié
de la malaltia. Aixi, Destudi dels
patrons d’expressi6 d’'mRNA dels
gens del seu teixit adipos subcutani
aportara (o no) dades que aclariran el
paper de diferents aspectes (infeccio
per HIV-1, tractament, etc.) sobre el
ple desenvolupament de la malaltia.
Fins ara, els estudis fets i vwo amb
aquests pacients s'havien limitat a fer
comparacions concretes de grups dos
a dos per veure com el
desenvolupament de la HALS
afectava l'expressio genica del teixit
adip6s subcutani: pacients
diagnosticats amb la HALS respecte
controls sans;*® 3 pacients HALS
respecte  pacients infectats sense
tractament HAART (naive);’* o
pacients HALS respecte pacients
infectats 1 en tractament perd no

lipodistrofics.37, #4445

Aquests
estudis han demostrat que la terapia
antiretroviral causa alteracions
significatives en l'expressio geénica del
teixit adipds dels pacients HALS,
sobretot, quan es comparaven els seus
nivells d'expressi6 amb els dels
controls no infectats. Aquest aspecte

en concret va portar a pensar que els

farmacs que es fan servir en la
HAART eren els agents causals de les
anomalies en el teixit adip6s. Pero per
contra 1 per primer cop, els resultats
del nostre estudi (en el que també es
comparen pacients naive respecte
controls sans) indiquen que la infecci6
del virus HIV-1 per si mateix causa
part de les alteracions de l'expressio
genica al teixit adipés subcutani,
independentment de la toxicitat dels
farmacs. Aixi doncs, el paper de
I'HIV-1 1 el procés infeccios passarien
a tenir una major rellevancia en el
desenvolupament de la HALS.

Una primera aproximacio
d’aquest treball a tota aquesta
problematica fou l'estudi dels canvis
en l'expressid geénica mitjangant
I’analisi de gens coneguts marcadors
de funcions relacionades amb la
cadena respiratoria mitocondrial, la
funcié adipocitaria especifica (tant
metabolica com lligada a la
diferenciaci6 o la sintesi
d’adipoquines) 1 la inflamaci6 local al
teixit adipos.

La majoria de les alteracions
que es van trobar a mnivell de
Iexpressi6 genica entre els diferents
grups respecte el grup de controls
sans, ja eren presents al grup de
pacients naive, 1 eren mantinguts als
grups de pacients infectats 1 tractats
(independentment de si  havien
desenvolupat lipodistrofia o no). Aixi

doncs, les petites diferencies trobades



entre els demés grups serien
associades especificament al
tractament HAART 1 al

desenvolupament de la lipodistrofia,
com per exemple, el descens en els
nivells de 'mRNA de la COX-II 1
laugment dels d’UCP3 1 Pref-1
(veure més avall). Per altra banda, tots
els nostres resultats d'expressié genica
dels pacients HALS concorden amb

els resultats d'altres estudis,30% 345, 347,

M5 excepte pel gen C/EBPA: en el

nostre estudi quedava inalterat
(almenys en termes de significativitat
estadistica) quan la seva expressio es
veia disminuida en altres.*® No
obstant, cal dir que tot 1 observar
tendencies similars, les diferéncies
d'expressio entre els pacients tractats
(amb o sense HALS) no han estat
significatius com en altres estudis
(p-ex.: disminuci6 dels nivells
dmRNA de PPARy, GLUT4, i
HALS),H+ 445

segurament a causa d’'un numero

adiponectina  als

mostral per grup massa baix en el
nostre estudi, tot 1 mostrar tendéncies
similars.

Les nostres dades apunten a que
la infecci6 de 1'HIV-1 causa una
alteraci6 profunda en l'expressi6 de
gens que codifiquen per proteines
mitocondrials, independentment de si
els seus transcrits provenen del DNA
nuclear o del DNA mitocondrial (com
COX-IV 1 UCP2, 1 COX-I,
respectivament). Ni 'expressio genica
del factor de transcripci6 NRF-1 ni la
PGC-la

del <coactivador

correlacionen amb els canvis
observats, cosa que indica que
aquests factors no serien responsables
de les alteracions observades en
l'expressio de gens que codifiquen per
proteines mitocondrials. La
disminuci6 en la concentracié
d’'mRNA d’aquests gens es manté en
els pacients tractats, encara que
semblaria que el tractament
milloraria lleugerament els nivells de
les proteines mitocondrials COX-IV 1
UCP2 codificades a nivell nuclear.
Per contra, el tractament
antiretroviral, 1 'aparicié de la HALS
més tard, provoquen una major
disminuci6 de l'expressi6 genica de
COX-II, que al seu torn correlaciona
negativament amb el temps
d'exposici6 a tots els farmacs. De fet,
una de les hipotesis actuals per
explicar la patogenesi de la HALS és
la toxicitat mitocondrial induida pels
NRTTs,*% i relacionat amb aixo, han
estat detectades disminucions del
contingut de DNA mitocondrial en el
teixit adipos subcutani de pacients
tractats amb la HAART, 1 més
recentment, també ha estat establert
que aquesta depleci6 provoca una
disminucié de l'activitat respiratoria
mitocondrial.?®!  Aixi  doncs, els
farmacs antiretrovirals (especialment
els NRTTs), causarien una disminucio
de l'expressio genica deguda a la
depleci6 mitocondrial. Les nostres
dades fan pensar que la infeccid per
part de I'HIV-1 ¢és wun factor

desencadenant d'aquestes anomalies

RESUM GLOBAL



RESUM GLOBAL

en l'expressio genica, tot 1 que les
dades obtingudes de I’analisi
transcriptomic a través de “micrarray”
donen més suport al paper
desenvolupat pel tractament
antiretroviral a les  alteracions
propiament mitocondrials (veure més
endavant). L'alteraci6 mitocondrial,
més enlla duna reducci6 en
l'eficiencia  bioenergetica, podria
causar apoptosi 1 modificar la
producci6 d'especies reactives (ROS),
estant tots aquests esdeveniments
relacionats amb el desenvolupament
de lipoatrofia.**’ La disminuci6 de
I'expressi6  d'UCP2, proteina
implicada en la proteccié contra la
produccié de ROS*® contribuiria a
l'augment d'aquesta producci6. Per
contra, observem que l'expressio
d'UCP3 no es veu afectada per la
infecci6 del wvirus, pero si que
sindueix en els pacients sota
tractament HAART que han
desenvolupat la HALS. Aixo podria
estar relacionat amb I'increment del
nivell de lipids circulants en aquests
pacients, ja que els acids grassos son
els principals activadors de la
transcripci6  d'UCP3.**?  Finalment,
les dades sobre UCPI, ens indiquen
que a diferencia de la induccié
especifica observada en els casos de
lipomatosi associada a HAART

429 ¢s  una

(veure més endavant),
proteina que no estaria involucrada
en les alteracions lipoatrofiques del

teixit adipos subcutani.

La diferenciaci6 del teixit adipos
1 el manteniment del seu fenotip
diferenciat requereixen de la
participaci6 de factors de transcripcio
claus, com PPARY 1 C/EBP&, que
regulen l'expressi6 dels gens
marcadors del teixit adipos.
L'expressio del gen PPARY, de forma
oposada a la del gen C/EBP«,
disminueix drasticament en els
pacients infectats per I'HIV-1 sense
tractament, 1 roman baixa en els
tractats. Aixo és coherent amb altres

fonts que ja havien trobat una

reduccid dels nivells d'mRNA de

PPARY en els pacients HALS
(tractats amb HAART), respecte als

controls no infectats,*

1 amb que,
tant naives com pacients en
tractament HAART tenen els
mateixos nivells d'expressi6 de
I'mRNA  PPARY.’™  L'expressid
genica dels marcadors adipocitaris
LPL, GLUT4 1 I'Adiponectina, tots

ells dianes de la regulaci6 per PPARY,
131 també es troba reprimida. Aixi
doncs, la infecci6 de 'HIV-1 per si
sola tornaria a ser causa d'una
profunda alteraci6 en l'expressio
genica del teixit adipos, que sembla
millorar amb el tractament
antiretroviral, pero que queda
finalment estroncada a causa del
desenvolupament de la HALS. Per
contra, ’expressi6 del coactivador
PGC-1x és induida per la infecci6 de
I’'HIV-1 1 aquest increment es manté
malgrat el tractament antiretroviral o

el desenvolupament de lipodistrofia.



Recentment, s’ha descrit que les
modificacions dietaries per tal de
reduir el volum de greix en pacients
obesos indueixen I'expressi6 de
PGC-1a en teixit adipds, la qual
cosa, de la mateixa manera que en els
nostres resultats, estaria associada a
un increment de la lipolisi, pero
també disminuiria DPexpressio dels
gens que codifiquen per PPARY,
LPL, UCP2 i Leptina.* No obstant,
la. HALS va associada amb un
increment de l'expressi6 genica de
Pref-1, que estarta d'acord amb
l'augment dels nivells de 'mRINA de
Pref-1 observats en cultius cel lulars
d'adipocits per la presencia de Pls al
medi.®! Tenint en compte que Pref-1
¢és un factor regulador que inhibeix la
diferenciaci6  adipocitaria, un
increment en la seva expressio podria
contribuir a la lipoatrofia dels diposits
de greix. De la mateixa manera cal
dir que, aixi com també ha estat
descrit en les lipodistrofies adquirides
o d'origen genetic 1 en els models

452 les

murins de lipodistrofia,
alteracions en l'expressi6 de gens del
teixit adipoés (com la leptina 1
'adiponectina) podrien contribuir al
desenvolupament de la resistencia a
insulina 1 a altres alteracions com les

trobades als pacients diagnosticats
amb la HALS.

En el cas de TNF«, la infeccio
pel virus HIV-1 també resultaria
determinant en l'augment de la seva

expressio genica. Cal remarcar que

s'ha descrit un increment de TNF& (i

altres citoquines proinflamatories) en
el teixit adipos dels pacients amb la
HALS, tant per a TNFX produit a

453 com a nivell local.3%6

nivell sistemic
Per altra banda, TNFX té efectes
paracrins 1 autocrins sobre els
adipocits fent que disminueixin la
seva diferenciaci6 adipocitaria 1 la
resposta a la insulina, 1 que
augmentin la lipolisi, l'apoptosi 1 la
disfuncié en la cadena respiratoria
mitocondrial.?*? Relacionat amb aixo,
¢és Interessant remarcar que, segons
els nostres resultats l'expressi6 de
TNFx correlaciona negativament

amb l'expressio del factor adipogenic

PPARY 1 els marcadors del teixit
adipos  (leptina 1 adiponectina
inclosos). Més encara, quan per la
majoria d'aquests gens s'ha descrit
que poden ser inhibits per TNF&. Per
contra, el coactivador PGC-1X és

activat per TNFX 1 citoquines
relacionades,?®” tot i que no és clar
que n’incrementi l'expressié genica
(veure més endavant). A més de la
inducci6 de TNF& per 'efecte directe
de la infecci6 de 1'HIV-1, els Pls 1
NRTIs també podrien mediar un
increment encara més gran de TINF&
al ser alguns d'aquests farmacs
inductors de la seva expressi6 1
secreci6 en cultius d'adipocits m vitro
(veure revisi6).?3® L'acci6 combinada
de tots aquests efectes podria
contribuir a la patogenia de la HALS,
amb la infecci6 per I'HIV-1 com a

agent desencadenant.
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Segons aquestes dades, nosaltres
proposariem estudiar la possibilitat
que, el desenvolupament d'un estat
inflamatori mediat per l'exposici6 del
teixit adipds a un increment local de
citoquines proinflamatories 1/o0 a
l'accié de proteines virals amb efectes
paracrins 1 endocrins, serien la clau
principal de tots els esdeveniments
posteriors per donar lloc a la HALS.

De manera general, la infeccid
per I'HIV-1 provocaia una activaci6
de les cel lules endotelials, macrofags
1 potser dels propis preadipocits 1
adipocits, Iniciant-se aixi tota una
cascada d'esdeveniments inflamatoris.

352 Un dels episodis dins d'aquest

procés el constituiria el pas de 'HIV-1
a través de la barrera endotelial (a
coll de monocits infectats), de la que
al seu torn en podria resultar una
infecci6 dels adipocits, especialment
quan aquests fossin estimulats per
citoquines  proinflamatories com
TNFo.**I potser també 11-6 o fins i
tot quimioquines com MCP-1 que es
sap que estan implicades en
processos inflamatoris del teixit
adip6s en situacions com l’obesitat.
Emmarcat també dins d'aquest
procés, proteines de I'HIV-1 com Tat
1 Vpr, que son alliberades per les
ce¢llules que han estat infectades,

podrien ajudar a la induccidé del



procés inflamatori en el teixit adipos
subcutani dels pacients infectats 1
afectar-ne  directament l'expressio
genica.* Paral lelament a tot aixo, al
teixit adipds subcutani dels pacients
infectats diagnosticats amb HALS
també s'hi troben lipogranulomes 1
318

macrofags infiltrats.3!” Aquests

macrofags, segurament activats,
podrien estar alliberant citoquines 1
quimioquines  proinflamatories, 1
d'aquesta manera, la font de canvis
inflamatoris a mnivell cel lular no
només implicaria als adipocits del
teixit adipés subcutani sindé que
també inclouria als macrofags 1 a les
cellules endotelials. Aixi doncs,
podria establir-se una regulaci6 per
retroalimentacié entre aquests tipus
cel lulars, resultant en conjunt un
entorn d'activaci6 inflamatoria. En
els adipocits, les adipocitoquines
influenciarien unes la producci6 de
les altres, 1 dins d'aquest context, la
disminucio de 'expressié genica de la

leptina 1 l'adiponectina contribuirien

a accentuar aquest ambient
inflamatori ja que ambdues
adipocitoquines tenen  propietats

antiinflamatories. L'efecte net del
canvi en les adipocitoquines seria la
reducci6 de la massa de teixit adipos
tant a nivell del volum de cada
adipocit (per efectes lipolitics 1
resistencia a la insulina) 1 a nivell del
numero

d'adipocits  (efectes de

desdiferenciaci6 1 apoptosi),
contribuint tot plegat a la lipoatrofia

en els pacients infectats per I'HIV-1.

En el segon article, I'estudi de
Iexpressi6 dels gens que codifiquen
pels transportadors de nucleosids
constitueix el primer treball fet amb
aquestes proteines de membrana a
nivell teixit adipés huma, 1 en
consequencia, el primer punt a
destacar és que, tant al teixit adipos
com als cultius cel lulars d’adipocits

humans, s’expressa tot el panell de

transportadors de nucleosids
identificats: SLC28A1, SLC28A2,
SLC28A3 (hCNT1, hCNT2 1

hCNT3, rspectivament), 1 SLC29A1,
1 SLC29A2 (hENT1 1 hENT2,
respectivament). En certa manera,
aix0 no era previsible tenint en
compte que els CNTs només han
estat descrits en epitelis 1
macrofags.96-68 156-458 No  obstant,
CNTI 1 CNT2 ja havien estat
detectats al teixit adip6s marré de
rata."®

Aquestes dades subratllen la
complexitat del patr6 de l'expressio
genica dels N'Ts al teixit adipos, cosa
que per altra banda seria molt
important de cara a la modulaci6 del
transport 1 disponibilitat de nucleosids
a nivell del teixit adipés. Com ha
estat descrit, els adipocits no només
secreten adenosina  sin6  també
inosina i hipoxantina.*®® De fet, els
dos tltims compostos es creu que so6n
els més secretats a les suspensions
d’adipocits. La inosina és un substrat

hCNT2 1

mentre que la

d’alta  afinitat per
hCNT3,63 71

hipoxantina només pot ser
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transportada per hENT2.7> 76 Ta
necessitat de reciclar aquests dos
compostos explicaria la coexpressio
de diferents NTs en aquest tipus
cel lular. Més encara, s’ha proposat
que hENTI, 1 més recentment
hCNT2, modularien els nivells de
I'adenosina a mnivell de cervell 1
fetge.160-463 En qualsevol cas, hCNT3
també seria un possible candidat per
dirigir la  reabsorci6 cellular
d’adenosina tot 1 que fins al moment,
no s’ha descrit cap cas que relacioni
la funci6 d’hCNT3 amb els efectes
relacionats amb ’adenosina. Aquests
efectes de l'adenosina a mivell
extracel lular consisteixen en la
inhibici6 de la lipolisi per part dels
adipocits quan aquesta és present al
medi de cultiu, 1 en 'activaci6é de la
lipolis quan, presumiblement, el medi
de cultiu és deplecionat d’aquesta per
mitja de laddici6 d’adenosina
desaminasa (ADA).** Aquests efectes
associats a ’adenosina s6n mitjancats
pels receptors Al (A1R) presents a la
membrana plasmatica dels adipocits.
De manera interessant, 'activitat del
transportador d’alta afinitat CN'T2 a
les cel ules parenquimals del fetge, se
sap que ¢s induida per lactivacié
d’AIR mitjancant un mecanisme que
necessita 'obertura d’un canal Katp,
cosa que consequentment, estaria
potenciada per un baix nivell
d’energia intracel lular.

Encara que ningt s’ha plantejat
el fet que els transportadors de

nucleosids puguin estar modulant el

metabolisme energetic dels adipocits,
aquesta seria una possibilitat que
hauria de ser estudiada amb més
detall. En qualsevol cas, el patro
d’expressi6 dels diferents NTs dins
d’aquest tipus cel lular ja anticipa
una complexa interacci6 entre
transportadors que acabaria donant
lloc a una regulaci6 acurada de la
reabsorci6 de I’adenosina, 1
paral lelament, de I’activacio
purinergica a través dels receptors Pl
als adipocits.

L’analisi de la relaci6 entre la
funci6 dels N'1s 1 la regulacio del
metabolisme energetic de ’adipocit és
un dels objectius a aconseguir
d’aquest estudi, 1 en aquest sentit, és
molt intrigant que la infeccid a través
del virus HIV-1 per si sola quan
encara no s’ha rebut cap tractament,
pugui alterar I’expressio genica dels
NTs. Aixo és particularment evident
en el cas del gen del transportador
d’adenosina hCN'T3, aixi com també
ho és pels dos gens que jugarien un
paper encara més important en el
reciclatge de nucleosids 1 nucleobases
hENT2 1 hCNTI. Com hem wist
anteriorment, tenim proves que
I’'HIV-1 per si sol podria promoure
alteracions en l’expressio genica de
ladipocit, ja sigui en gens que
codifiquen per proteines
mitocondrials, 1 aixi implicats en el
metabolisme energetic, com també,
en ladipogenesi. En aquest estudi,
s'identifiquen altres gens que es veuen

regulats per aquesta infeccid, pero



que tenen com a tret distintiu que so6n
transportadors de membrana
citoplasmatica que contribuirien a la
regulacié del metabolisme
adipocitari, 1 a l'adipositat, aixi com
també al reciclatge de nucleosids 1
nucleobases.

Per altra banda, a part dels
efectes provocats per la infeccio, el
desenvolupament de la HALS també
esta associat a canvis significatius de
I'expressi6 genica dels N'Ts, com es
veu amb lincrement dels nivells
d’mRNA del gen SLC28A2 (hCNT2)
1els gens SLC29 (hENT1 1 hENT?2) a
les biopsies de pacients lipodistrofics.
Aquest resultat anticipa un paper
important de les alteracions del
reciclatge de nucleosids (adenosina
entre d’altres) 1 nucleobases als
adipocits en el desenvolupament de la
HALS.

Com s’ha descrit a Pestudi del
primer article, I'increment de TNFa
com a resultat del procés inflamatori
desencadenat per la infeccid, donava
lloc a Ialteracié de I'expressi6 genica
d’'un primer bloc de gens del teixit
adip6s. Paral lelament, en alguns
estudis s’ha proposat que TNFa
modularia els nivells d’'mRNA dels
gens que codifiquen pels NTs als
macrofags de ratoli 1 les cellules
parenquimals del fetge de rata.®® 8
Tenint en compte els primers gens
induits després de la infeccio de
I'HIV-1 (SLC28A1, SLC28A3, 1
SLC29A2, codificant per hCNTI,
hCNT3, 1 hENT2, respectivament),

abans del tractament 1 el
desenvolupament de la HALS, els
resultats indiquen que I'increment de
TNFo podria explicar la induccié
dels gens hCNT1 1 hCNT3, tenint en
compte que aquesta citoquina per si
sola pot simular aquest efecte en
cultius d’adipocits. En qualsevol cas,
laugment dels nivells d’'mRNA del
gen que codifica per hENT-2 als
pacients infectats per I'HIV-1, no
tractats 1 no lipodistrofics, hauria de
ser explicat per altres causes
associades a la infecci6é de 'HIV-1, ja
que els cultius primaris d’adipocits
humans no mostren canvis
significatius dels nivells d'mRNA
d’hENT2 quan sén tractats amb
TNFoa. També caldria aprofundir
més en per que la disminucid dels
nivells d'mRNA d’hENT1 1 hCNT?2

observats  vitro, com a resposta de

TNFoa, no es dona als pacients

infectats. En aquest sentit, 'analisi
preliminar d’alguns marcadors geénics
de la biogénesi mitocondrial 1
adipogenesi és poc clar que puguin
ser explicats com a conseqiiencia de
l'acci6 de TNFa sobre aquests gens
(veure anex de resultats de TNFa).
De fet, la inducci6 per TNFa al teixit
adipos dels pacients infectats per
HIV-1 tan sols sembla ser una
component de tota la resposta
inflamatoria, en la que multiples
citoquines 1 altres agents reguladors
estarien implicats, 1 en alguns casos,
jugar papers oposats en el control de

I'expressi6 de gens concrets.
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Tenint en compte I'increment
de macrofags infiltrats al teixit adipos
dels pacients HALS?!® la possibilitat
que l'expressi6 d’NTs als macrofags
pugui haver influenciat I’analisi de
I'expressio dels N'Ts de les mostres de
teixit adipo6s, especialment als grups
LD- 1 LD+, no pot ser descartada.
No obstant, que Dexpressio del
marcador de macrofags CD68 dels
pacients naive respecte els controls
sans romangui sense alteracions,
indica que 'increment de I'expressio
de TNFo 1 laugment dels nivells
d’'mRNA d’alguns dels gens que
codifiquen pels N'Ts als pacients naive
son probablement deguts als adipocits
o altres tipus cel lulars dins de les
localitzacions de teixit adipods, pero
no per macrofags de manera
important. Aixo és consistent amb el
fet que, per exemple, ENT'1 és un N'T
del que se sap que s’expressa de
manera important a macrofags®’ i no
s’han observat alteracions als nivells
d’'mRNA d’hENTI1 als pacients
naive. No obstant, no es pot
menystenir que els macrofags
contribueixin fins a cert punt als
canvis d’expressio dels N'Ts.

El  desenvolupament de la
HALS esta particularment associat a
I'increment dels nivells de 'mRNA
d’hCNT2 1 hENT2. CNT2 no és
diana de TNFo a les cellules
parenquimals de fetge de rata (encara
que sembla que és aixi als macrofags

67, 68, 84

de ratoli), pero és diana d’altres

agents com els glucocorticoids 1

TGFB."® Encara que no tenim una
explicaci6 per I'aparent repressio dels
nivells d'mRNA d’hCNT2 dels
cultius cel lulars d’adipocits tractats
amb TNFa, la regulaci6 difrencial
dels gens SLC28 indicaria que la
hipotesi que els tres NTs pels que
codifiquen, hCNTI1, hCNT2, 1
hCNT3, podrien jugar diferents
papers dins de la fisiologia cel lular a
través del reciclat de nucleosids.

Un altre punt important
relacionat amb aquestes dades és el
fet que el subministrament de
nucleosids naturals (p.ex. la uridina)
podria ajudar a combatre alguns dels
efectes nocius de la HAART.?% Posat
que, encara que amb diferent afinitat,
tots els N'Ts expressats als adipocits
poden transportar uridina,'® els
canvis en lexpressi6 dels NTs
associats a la infeccié per HIV-1 1 el
desenvolupament de la HALS
podrien determinar capacitats
diferents dels adipocits per concentrar
intracel lularment aquests nucleosids
amb potencial terapeutic com la
uridina.

Com s’ha comentat, un dels
aspectes més importants de la HALS
¢s la lipoatrofia del teixit adipos
subcutani. Existeixen altres malaties
on aquesta caracteristica és comuna, 1
una d’elles és la lipodistrofia parcial
adquirida (APL) o sindrome
Barraquer-Simons. Tot 1 la molt
infreqiient preséncia d’aquesta
malaltia, ens ha estat possible estudiar

el teixit adip6s d’una pacient d’APL.



Els resultats de l'estudi dut a terme
amb la mostra d’aquesta pacient,
indiquen una alteraci6 de expressio
dels gens associats al procés de
diferenciaci6 adipocitaria, cosa que
inclou els gens relacionats amb el
metabolisme del teixit adipos 1
PPARY, el gen clau de la regulaci6 de
I'adipogenesi. pRB 1 Pref-1 no
mostren alteracions de la seva
expressio, suggerint aixi que aquests
factors antiadipogénics no
contribueirien a I’alteracié
adipogenica de la pacient. Per contra,
la  repressi6 de PPARy n’és
probablement la principal causa,
desregulant al seu temps l'expressio
de gens que codifiquen per
components del metabolisme
adipocitari o per adipoquines, com

GLUT4, LPL o

’adiponectina.’®! Es conegut que la

per exemple

manca de PPARy, ja sigui per
haploinsuficiencia o per efecte
dominant doble negatiu, déna lloc a
la  lipodistrofia  parcial familiar
(Dunnigan) de tipus 3,%¢ i de la
mateixa manera, com ja hem wvist,
Iexpressi6 de PPARy també es veu
reduida en pacients HALS.3%, 467
Sembla doncs que la disminucié de
lactivitat de PPARY, sigui quin sigui
el seu origen, seria un aspecte comu a
diferents tipus de lipodistrofies. I en
consonancia amb aquesta observacio,
els mnivells circulants normals de
leptina observats en la pacient APL

també es troben en els pacients

HALS.

La principal diferéncia entre la
pacient APL 1 els pacients HALS
recau en la component inflamatoria

de la

I’expressid

malaltia. Aixi, mentre
génica dels gens
marcadors d’inflamaci6 als pacients
HALS estan sistematicament
induits,3*% 316, 467 3 la pacient APL
mostren una expressid totalment
normal que descartaria qualsevol
tipus d’implicaci6 inflamatoria en
I'origen de ’APL.

Un altre fet remarcable d’aquest
estudi ¢és la 1identificaci6 d’una
reducci6 de Pexpressio dels gens de la
cadena respiratoria de la pacient
APL. questa observacié és comuna
als pacients HALS. Aixi doncs,
dades,

primera identificaci6 d’alteracions

aquestes representen la
mitocondrials del teixit adipés en una
forma de lipoatrofia no associada a
una infecci6 virica, tractament
antiretroviral, ni depleci6 de mtDNA.
A més, assenyala lalteraci6o de la
funcié mitocondrial com a potencial
agent causal de la lipoatrofia,
independentment de quins factors
Parribin a originiar (1 que encara
hauran de ser investigats). Dades
recents han assenyalat que la
biogeénesi mitocondrial juga un paper

important en el procés de

diferenciacié  adipocitaria,*®®  que

encaixaria amb [’alteraci6
mitocondrial com a agent causal del
fenomen lipoatrofic. No obstant,
altres factors relacionats amb

alteracions mitocondrials com les
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mutacions del gen de la tRNALys al
mtDNA donen lloc a lipomatosi en
comptes de lipoatrofia periferica
(veure més endavant), 1 per tant, no
per presentar-se alteraci6 de
lactivitat mitocondrial es podra
presuposar el desenvolupament de
lipoatrofia del teixit adipos.

En linies generals, I'analisi de
I'expressio genica dels diferents grups
de pacients descrits al primer article
mitjancant la técnica del microarray
ha prmeés que es confirmessin
resultats que ja s’intuien, 1 a reforgar
amb noves dades, aquells que tenien
una consisténcia estadistica. L’analisi
a través de microarrays fa que aixo
sigui possible al treballar amb un
major namero de gens (tot el genoma)
pertanyent a cada via metabolica, 1
que a més, aixo es faci al mateix
temps per a cada pacient.

Aixi, una de les primeres
constatacions importants ¢és el fet que
a lordenar tots aquests resultats
d’expressid genica en forma de
dendrograma, veiem que el grup de
controls sans es comporta
completament diferent del que seria
tota la resta de pacients infectats. De
la mateixa manera, dins d’aquest
grup de pacients infectats, la
divergencia més gran ¢és la que es
dona entre el grup dels pacients naive
1 la resta de pacients tractats amb la
HAART. Finalment, I"altima divisio 1
la que té menys pes especific, és la
que trobem entre pacients que han

desenvolupat la HALS 1 els que no

dins del grup de pacients tractats.
Aquests resultats reafirmen la
importancia que tenen, tant la
infecci6 de ’'HIV-1 com el tractament
HAART, a nivell del patr6é general de
Iexpressi6 genica dins del teixit
adip6s (com ja s’havia suggerit), 1 a
més, ratifica la importancia biologica
de la configuraci6 dels grups entre els
que s’ha repartit als pacients.

Per altra banda, també es va
trobar que l'abséncia de tractament
esta associada a una modificacié
significativa de Pexpressi6 genica del
grup de gens relacionats amb la
inflamaci6, la immunitat associada a
les cellules T 1 la immunitat
associada a interfer6. Aquest fet no
deixa de ser esperable tenint en
compte que el niumero de cel lules del
sistema 1mmune esta
considerablement reduit durant les
primeres fases de la infeccié (veure
introducci6). Aixi mateix, els gens
relacionats amb l'oxidaci6 d’acids
grassos ja presenten alteracions a
nivell del grup de pacients naive. Tots
aquests grups de gens romanen
igualment alterats en els pacients sota
tractament HAART sense signes de
lipodistrofia. No obstant, els grups de
gens d’immunitat associada a
macrofags 1 de destoxificaci6, mostren
alteracions especifiques en aquest
grup de pacients, que
presumiblement, estarien d’acord
amb la reducci6 del titol viric a causa
del tractament 1 es permetria aixi la

recuperaci6 del nimero de macrofags



1 limfocits T per una banda, 1 la
inducci6 de tota la maquinaria
enzimatica necessaria per
metabolitzar els farmacs
subministrats. En canvi, 'alteracié de
I'expressi6 de gens de la cadena de
transport d’electrons apareix per
primer cop associada al tractament, i
aquestes alteracions semblen estar
reforcades dins del teixit adipos dels
pacients lipodistrofics, cosa que
lligaria amb els possibles processos de
toxicitat mitocondrial que
desencadenarien els farmacs del
tractament. Per altra banda, els
pacients lipodistrofics semblen ser els
unics que presenten una alteracié de
Iexpressi6 dels gens associats a
apoptosi, 1 a més, l'activaci6 dels gens
associats al catabolisme dels acids
grassos. Aixo estaria d’acord amb les
hipotesis proposades al primer treball,
consistents en que tant la infeccié de
I’HIV-1 com els efectes dels farmacs
podrien provocar una alteracié de la
biogeénesi mitocondrial que, a través
de toxicitat mitocondrial, donaria lloc
banda,

Pactivaci6 del catabolisme d’acids

a apoptost. Per altra
grassos, respondria a [l’alta
concentraci6 d’acids grassos lliures
resultants del procés lipoatrofic del
teixit adipos subcutani.

Un altre punt de controversia
dins de la HALS és Paparici6 de
lipomatosi. En wvista dels resultats
obtinguts, es podria dir que
Iexpressi6 genica d’UCPI present a

les “gepes de bufal” és una alteraci6

especifica d’aquesta localitzacié 1 no
del teixit adipds subcutani de pacients
infectats per P’HIV-1 1 sota tractament
HAART, on la seva expressi6 ¢és
indetectable. Aixo establiria que les
alteracions en el patro de
diferenciaci6 de 'adipocit blanc cap a
marro és caracteristic de les “gepes de
bufal” 1 no una caracteristica comuna
dels pacients tractats amb HAART.
Ha estat descrit que I'estavudina 1 la
nevirapina poden induir l'expressio
genica d’'UCPI 1 la diferenciacié dels
adipocits blancs cap a adipocits

marrons en cél lules en cultiu,**°

pero
aixo no pot explicar la diferéncia
entre 'expressié genica d’UCPI entre
el teixit adip6s de les “gepes de bufal”
1 el teixit adipds subcutani, tenint en
compte que no hi havia cap
diferéncia en la presencia d’aquests
farmacs als régims del tractament
HAART que rebien els dos grups de
pacients estudiats. De fet, una
publicaci6 prévia indicava que cap
dels components del tractament
HAART pot ser associat a 'aparici6
de les “gepes de bufal”.*3? Per altra
banda, una altra caracteristica del
greix de les “gepes de bufal” és
I’activacié de la biogénesi
mitocondrial (fort augment de la
VDAC), que és conseqient amb
aquesta adquisicio del fenotip de
teixit adipés marrd, tot 1 la
disminuci6é de components de la
cadena respiratoria per toxicitat dels
farmacs antiretrovirals (veure més

endavant). No obstant, ’expressio de
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PGC-la 1 UCP3 roman sense canvis
respecte els controls, per contra del
que passa a les zones lipoatrofiques.
Se sap que aquests dos gens
s’expressen més al teixit adipds marr6

que al blanc,?%7 470

indicant aixo que
el teixit adipés de les “gepes de
bufal”, adquireix algunes de les
caracteristiques del teixit adipos
marr6, més que desenvolupar
completament el seu fenotip. Aixo es
correspon amb les dades que
indiquen que la morfologia dels
adipocits de les “gepes de bufal”
presenten un aspecte intermedi entre
blanc i marr6.*?’ Per altra banda,
donat que els acids grassos no
esterificats activen [’expressio
d’'UCP3,*"! Palta expressio6 d’'UCP3
en el teixit adipds dels pacients amb
lipodistrofia ha estat atribuida a
Pactivaci6 de la lipolisi, wun
esdeveniment que ¢és poc probable
que es doni a les “gepes de bufal” per
desenvolupar un paper d’acumulacié
de greix.

De forma semblant, la reduccid
dels nivells de mtDNA 1 de
components de la cadena respiratoria
al greix de les “gepes de bufal” 1 al
greix subcutani és conseqient amb
Iefecte de la toxicitat mitocondrial
del tractament antiretroviral, 1 potser
la infeccit6 de 'HIV-1. Més encara,
les “gepes de bufal” mostren un
augment generalitzat de proteines
mitocondrials, a I'igual que al greix
subcutani. Aquest fenomen també ha

estat observat al teixit adipos

lipoatrofic de pacients tractats sota
regims HAART que contenen
NRTIs, 1 s’ha interpretat com un
intent de compensaci6 per part de les
mitocondries per contrarrestar els
baixos nivells de mtDNA que hi ha en
aquests casos, simulant el que passa al
muscul d’alguns pacients que
pateixen malalties del mtDNA.
Aquestes observacions indiquen que
la depleci6 del mtDNA ¢és poc
probable que constitueixi un
mecanisme etiopatologic important
per la determinaci6 que una
localitzaci6 de teixit adip6s pateixi
atrofia o hipertrofia en pacients sota
tractament HAART.

Pel que fa a la regulaci6 de
l'adipogenesi, les dades obtingudes
indicarien que PPARYy no es troba
reprimit a les “gepes de bufal”, a
diferencia del que passa al teixit
subcutani dels pacients. De fet, aixo
¢és coherent amb I"'augment progressiu
de la massa adiposa de les “gepes de
bufal”, 1 també, amb que els gens
involucrats en l'acumulacié de greix
com la lipoproteina lipasa o
I'adiponectina (que sén dianes de
PPARY),"72 473 estiguin  induits
respecte el teixit adipés subcutani.
Com hem vist anteriorment (veure el
primer article), la reducci6 de
Iexpressi6 de PPARy al teixit adipos
subcutani és un dels primers
esdeveniments que acabaran
conduint al desenvolupament de la
HALS. Tot 1 aixi, aquesta repressio

sembla que només s’associa a la



lipoatrofia pero no a altres
manifestacions de les alteracions
associades al tractament HAART,
com les “gepes de bufal”. Cal
remarcar doncs, que aquesta major
expressio6 de PPARy als lipomes
respecte el teixit adipos subcutani no
lipomatods dels pacients infectats per
PHIV 1 en tractament HAART,

hauria de tenir-se en consideracid

sabent que les tiazolidinediones
(activadores de PPARy) so6n
considerades potencials agents

terapeutics de la lipodistrofia. Les
tiazolidinediones podrien ser una
soluci6 farmacologica per al
tractament de la lipodistrofia, aixi
com també per la resistencia a la
insulina associada, ja que se sap que
aquests farmacs incrementen la
massa de greix subcutani 1 redueixen
la resistencia a insulina en els pacients
de diabetis mellitus de tipus I1.3*
Malgrat la millora de Iexpressio
genica al teixit adipés mitjancant les

tiazolidinediones,*’*

alguns estudis no
estarien d’acord amb aquest ts de les
tiazolidinediones. Els resultats que
aporta aquest estudi anticiparien que,
tot 1 els possibles efectes beneficiosos,
el tractament per tiazolidinediones
podria augmentar el risc de
desenvolupar lipomatosi. De fet,
recentment 1 d’acord amb aixo, s’ha
descrit un cas de lipomatosi multiple
en un pacient que estava sota
tractament HAART just després de
tractar-lo amb rosiglitazona.*”> El fet
d’'UCP1,

que Dexpressi6 genica

especificament induida als lipomes,
també és una diana activada per
tiazolidinediones (a través de PPARY),
176 destaca la cura amb qué s’hauria
d’anar a I’hora d’administrar aquest
farmac per tal d’evitar un increment
de les possibilitats de desenvolupar
“gepa de buafal”. D’altra banda,
I'expressio de la proteina SREBPI1 al
teixit adip6s ha estat descrita com
una alteraci6 caracteristica del teixit
adipés  subcutani dels pacients
infectats per PHIV-1 1 sota tractament
HAART, que a més, tenien lipoatrofia
periférica.’® Es creu que
lacumulaci6 dI’SREBP1 es déna a
resultes del seu processament
defectuds. Aquest fenomen també és
present al teixit adipds subcutani
lipoatrofic dels pacients del nostre
estudi, pero a I'igual que per a altres
reguladors adipogénics, aixo no passa
a les “gepes de bufal”.

Per altra banda, el teixit adipos
subcutani dels pacients infectats per
IHIV-1 que estan tractats amb la
HAART, sembla ser I’escenari d’un
procés inflamatori, tal 1 com ho
indiquen els alts nivells d’expressio de
TNFo 1 la B2-microglobulina, 1
d’altres citoquines proinflamatories
(veure primer article).’!”- 3% Com ja
sha  comentat, algunes de les
alteracions de I’expressio genica de les
zones lipoatrofiques, com la repressio

de PPARy 1 els
marcadors d’adipogenesi (p.ex. LPL,

subsequents

o adiponectina), es podrien explicar a

través de la repressio originada pels
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alts nivells de TNFa. Com també ja
hem discutit, aix0 es correlaciona
amb els nostres resultats sobre I’efecte
inhibidor de TNFoa en adipocits
humans en cultiu per aquest
marcador adipogenic. Per contra,
I'abseéncia  d’aquesta induccié de

TNFa 1 d’altres

proinflamatories directes com la (2-

dianes

microglobulina a la gepa de bufal,
concordaria amb els nivells normals
dels factors de transcripci6 1 les seves
dianes. Aixi, encara que les raons per
les que la infecci6 de T'HIV-1
juntament amb la HAART no
provoquen aquest ambient
inflamatori a les “gepes de bufal” son
desconegudes, les observacions
obtingudes  explicarien ’abséncia
d’alteracions adipogeniques. L’analisi
microscopic del teixit adip6s
lipoatrofic mostra una alta infiltraci6
de macrofags que podrien contribuir
al desenvolupament d’aquest marc
303, 318, 320 {Jpa

induccid inflamatoria com aquesta

local d’inflamacio.

també s’ha pogut observar al teixit
adip6s subcutani lipoatrofic  dels
pacients d’HIV-1 a través de
I’expressi6 del marcador de
macrofags CD68 (veure article dels
NI5). De forma interessant, els nivells
d’expressi6 de 'mRNA de CD68
eren significativament més baixos a
les “gepes de bufal”, indicant aixo
que en aquesta localitzacio, la
infiltraci6 de macrofags no esta
induida.

Com hem vist al primer treball,

el gen Pref-1 és un inhibidor de
I'adipogenesi que es troba induit al
teixit adipés subcutani dels pacients
infectats per PHIV-1 sota tractament
HAART. Aix0 concordava, amb la
repressio d’altres gens marcadors de
la diferenciaci6 adipocitaria com
PPARYy. No obstant, el greix de les
“gepes de bufal” no mostra aquesta
inducci6 de I'expressio de Pref-1, 1 de
fet, aquests nivells d’'mRNA serien
compatibles amb un alt estat
proliferatiu  de les cellules dels
lipomes. En aquesta linia, s’ha
proposat que els inhibidors de
proteasa podrien induilr
especificament I’expressio  de
Pref-1.%! Tot 1 aixi, la diferéncia
d’expressi6 de Pref-1 als lipomes de
pacients tractats amb un reégim
d’inhibidors de proteasa similar al de
pacients que no desenvolupen
aquesta alteracid, suggeriria que
Ialteraci6 de Pref-1 no pot ser
atribuida totalment als inhibidors de
proteasa.

L’alta expressi6 de PCNA
estaria d’acord amb la hipotesi que
les cel lules adiposes de les “gepes de
bufal” estarien patint un procés
intrinsec d’inducci6 de la proliferacio
cel lular. Aixi mateix, aixo
concordaria amb una possible menor
reducci6 de 'expressio de C/EBPa.
Al teixit adipos de pacients sans,
C/EBPa s’associa a la diferenciacié
adipocitaria, pero també a ’aturada
del cicle cellular*’” L’expressio de
C/EBPa a les “gepes de bufal”



indica que els adipocits d’aquesta
localitzaci6 podrien estar modificats
per combinar el manteniment del
fenotip adipocitari amb la capacitat
de proliferar. Cal tenir present que
durant el transcurs de
reconstruccions de zones facials
lipoatrofiques per mitja de cirurgia
plastica, s’ha observat que
I'autotransplant de teixit adipos de
“gepes de bufal” a aquestes zones pot
donat lloc a lipohipertrofia
progressiva, ¢s a dir, un augment
continu de greix a les galtes,
anteriorment lipoatrofiques, com a
conseqiiéncia del transplantament.*?®
Aixo indica que les cellules de les
“gepes de bufal” haurien adquirit una
alta capacitat proliferativa que a més
es manté quan son reubicades en un
ambient lipoatrofic, cosa que
concorda amb les dades d’expressio
genica de les “gepes de bufal”. No
obstant, cal tenir en compte que
Iexpressi6 de PCNA va resultar ser
bastant variable entre les diferents
“gepes de bufal” analitzades, cosa
que apuntaria a una adquisicié
variable de lestat proliferatiu. Aixo
explicaria perque 'augment del teixit
adipés de les galtes després de
I'autotransplantament només es dona
en alguns pacients. Finalment, aquest
alt estat proliferatiu de les cel lules de
les “gepes de bufal” estaria d’acord
amb I’aparicié de caracteristiques de
teixit adipos marro, donat que aquest
t¢ una alta capacitat d’augment en

resposta a estimuls ambientals??? i a la

inhibici6 de supressors de la

proliferaci6  cel lular, com per

exemple la proteina del
retinoblastoma (pRB), que se sap que
promouen la diferenciaci6 de teixit
adip6s marré respecte el blanc.*78

Un altre tipus d’acumulaci6 de
teixit lipomatods a la zona anatomica
de la “gepa de bufal”, tot 1 que no
relacionat amb la HALS, és el que
apareix com a resultat de la mutacid

del gen tRNAM* del mtDNA. En els

pacients analitzats amb aquesta
malaltia, a Pigual que als lipomes
associats a la HALS, es va trobar

d’UCPL.  Aixo

reforcaria la idea que la lipomatosi ¢és

expressio  genica
associada a laparici6 de trets
fenotipics de teixit adipés marro6. Tot
1 aixi, laparici6 de caracteristiques
del teixit adipés marré implicarien
una activacid6 de l'expressio de
transcrits de components de la
cadena respiratoria, 1 aixo tampoc €s
present en aquests tipus de lipomes,
com tampoc ho son els nivells
d’'mRNA de PGC-la. Aixi doncs,
aquests resultats mostrarien un patrd
d’expressi6  adipocitari  distorsionat
mostrant caracteristiques d’adipocits
marrons, pero no l'adquisici6 d’un
fenotip complert de teixit adipos
marro.

De la mateixa manera que als
lipomes HALS, el manteniment dels
nivells de C/EBPa concorda amb el
manteniment de les caracteristiques
de teixit adip6s dins dels lipomes,

pero també indica que les alteracions
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moleculars que es deriven de la
mutacié del tRNAMS anularien els
efectes antiproliferatius de CG/EBPa,
permetent aixi el creixiement dels
lipomes. La repressi6 de PPARy
podria explicar, en part, la
desdiferenciaci6 dels adipocits. La
repressi6 de la proteina del
retinoblastoma, que de la mateixa
manera, ajudaria al manteniment de
I'estat proliferatiu d’aquests adipocits
1 a 'aparici6é de trets de teixit adipos
marr6.*’® Per dltim, un altre aspecte
que concorda entre ambdos tipus de
lipomes és la repressi6 de Pref-1, que
també podria ser interpretat com un
mecanisme per mantenir el fenotip
adipos.

En resum, podem dir que els
pacients infectats amb HIV-1 1 en
tractament HAART  manifesten
alteracions complexes en el teixit
adip6s, des de lipoatrofia fins a
acumulacions de tipus lipomatos la
qual cosa es manifesta en alteracions
diferencials de I'expressi6 genica. En
les zones lipoatrofiques, sembla que
una induccié local d’estatus
proinflamatori juga un paper clau en
la manifestaci6 de la perdua de teixit
adipés 1 aixo donaria lloc a una
repressio global de 'expressié de gens
especialitzats en la funci6 adipocitaria
1 una inducci6 de processos com
lapoptosi o la  desdiferenciacio
adipocitaria. Tot 1 manifestar-se
aquestes alteracions de forma massiva
en els pacients infectats 1 en HAART,

abans del tractament 1 just degut a la

infecci6 es produirien ja els primers
esdeveniments propis de la induccid
del procés proinflamatori 1 el bloqueig
de la diferenciaci6 adipocitaria. La
toxicitat dels farmacs afectaria
especialment la component de
bloqueig de la funcié mitocondrial 1
potenciaria esdeveniments com la
infiltraci6 de macrofags.  Aquesta
component proinflamatoria  seria
propia de la HALS pero no d’altres
formes de lipoatrofia com la APL. Per
motius que encara desconeixem, en
algunes zones anatomiques
especifiques (zona dorso-cervical) tot 1
haver-hi la toxicitat mitocondrial, no
es donaria la induccid
proinflamatoria 1 la reacci6 a la
infecci6 més tractament HAART
donaria lloc a una alteraci6 fenotipica
del teixit adipoés caracteritzada per
una elevada proliferaci6 1 un cert
grau de transformaci6 a fenotip de
teixit adipés marr6. En aquest cas,
aquestes dues caracteristiques son
comuns, no obstant, a altres
alteracions similars com les que
s’observen en malalts amb algunes
mutacions del DNA mitocondrial.

En conclusid, el present estudi
aporta noves dades en el coneixement
de la HALS que poden contribuir a
avancar en estrateégies per a evitar-la,
aixi com dona idea de la complexitat
biologica del teixit adipés huma 1 la
seva capacitat diferencial de resposta

a estimuls fisiopatologics.












CONCLUSIONSCONCLUSIONS

CONCLUSIONS

L’analisi de Pexpressié genica de marcadors predeterminats de diverses
funcions biologiques al teixit adipos subcutani de pacients infectats per P'HIV-1,
indica que existeixen alteracions (disminuci6 de l'adipogenesi, induccié de
marcadors d’inflamacio, alteraciéo d’alguns transportadors de nucleosids) abans
de l'inici del tractament HAART. A més, el tractament 1 Paparici6 de
lipodistrofia accentuen aquestes alteracions 1 en fan aparc¢ixer algunes

d’especifiques, com la induccié d’"UCP3 1 Pref-1.

L’augment de citoquines, especialment TNFX, és un dels principals
agents potencials desencadenants del conjunt d’alteracions en ’expressio geénica
del teixit adipds en els pacients infectats amb HIV-1, 1 aixi ho confirmen les
dades dels efectes de TNF& sobre els adipocits humans en cultiu, regulant

I'expressio d’alguns transportadors de nucleosids 1 marcadors adipogeénics.

I’analisi transcriptomica global mitjancant “microarrays” de DNA,
generalment, confirma les observacions fetes a partir de marcadors
preseleccionats 1 suggereix una aparici6 sequencial de les alteracions de
funcions biologiques del teixit adipés amb la infeccid, el tractament 1 la
subseglient aparici6 de lipodistrofia (aparici6 del procés inflamatori 1 de
primeres alteracions del metabolisme amb la infecci6, 1 aparicio significativa
d’alteracions mitocondrials amb el tractament). Els nous aspectes identificats
per Panalisi transcriptomica serien l'alteracié especifica de 'apoptosi en els
casos en que es dona lipodistrofia, o I’aparici6 d’alteracions en I’angiogenesi
amb el procés d’'infeccié per PHIV-1. Aixi mateix, els processos inflamatoris
relacionats amb limfocits-T o limfocits-B apareixen amb la infecci6, mentre que
els associats a macrofags només ho fan amb el tractament, 1 especialment, amb

el desenvolupament posterior de lipodistrofia.

El teixit adipos de les “gepes de bufal” en pacients lipodistrofics
infectats per 'HIV-1 té un patr6 d’alteracions diferencials de Iexpressié genica
respecte al teixit adipds subcutani dels pacients. Aquestes alteracions serien
indicatives d’'un cert grau de transformaci6 del fenotip d’adipocit blanc al
d’adipocit marrd, 1 a més, una adquisicié d’elevada capacitat proliferativa. Les
alteracions mitocondrials comuns en ambdos teixits no explicarien el seu
comportament diferencial, mentre que I'abséncia d’inflamacié local podria

explicar, almenys en part, la manca de lipoatrofia en les “gepes de bufal”.
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Algunes d’aquestes alteracions sé6n comunes en les “gepes de bufal” de pacients
amb mutacions del tRNAM* del DNA mitocondrial (aparici6 de fenotip marrd)
mentre que no és aixi per altres (abséncia d’alteracions mitocondrials 1 reduccio

de marcadors d’adipogenest).

Les alteracions en I'expressié geénica del teixit adipos subcutani en una
pacient de lipoatrofia parcial adquirida (sindrome Barraquer-Simons),
presenten caracteristiques comuns amb la lipoatrofia periferica dels pacients
infectats per ’'HIV-1, com la reducci6 en la mitocondriogenesi o 'adipogenest.
Per altra banda, la manca de signes d’inflamaci6 fa pensar que, en aquest cas,

el procés inflamatori local no seria essencial per desenvolupar lipoatrofia.

CONCLUSIONSCONCIUSIONS
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Resum:

En aquest treball s’ha valorat la toxicitat del tenofovir (TFV) 1 s’ha
comparat amb la de la zidovudina (AZT), la didanosina (ddl), ritonavir (RT'V) 1
lopinavir (LPV), per si sols 1 en combinacid, en cel lules epitelials de rony6 del
tubul proximal (RPTEGCs). La citotoxicitat va ser mesurada un cop les cel lules
van ser tractades amb diferents concentracions 1 combinacions dels
antiretrovirals al llarg de 22 dies. A més, es van valorar els nivells de mtDNA 1
de 'mRNA de la COX-II a les RPTEGCs tractades amb inhibidors de la
transcriptasa.

El TFV per si sol sembla no estar associat a toxicitat mitocondrial. Per
contra, el ddI donaria lloc a una marcada citotoxicitat, que va resultar ser més
elevada que la produida per 'AZT (P = 0,002) 1 el TFV (P = 0,0001). La
combinaci6 de RTV 10 pM 1 LPV 40 pM disminuiria significativament la
viabilitat de les RPTEC (P < 0,0001), 1 el TFV tendiria a reduir aquest efecte.
El TFV per si sol no afecta els nivells de mtDNA ni els nivells de 'mRNA de la
COX-II, mentre que el ddl causaria una severa depleci6 del mtDNA 1 una
reducci6 paral lela de I'expressio de COX-II. Els efectes del ddI en el mtDNA 1
I'mRNA de COX-II, pero no els de 'AZT, estarien encara més induits per
I'efecte del TFV, cosa que concordaria amb la inhibicié de la eliminaci6 del ddI
provocada pel TFV. I’addicié de TNF al ddI o a ’AZT sembla incrementar
lleument el ratio nivells de 'mRNA de la COX-II/mtDNA respecte els que es
troben en aquelles cel lules tractades amb ddl o AZT per si sol.

Aquests resultats i vitro indicarien que, la combinacié del TFV amb altres

antiretrovirals, no incrementaria de forma prou significativa el potencial toxic

del TFV en les RPTEC:S.
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Resum:

L’objectiu d’aquest estudi ha estat determinar els mecanismes de toxicitat
mitocondrial lligats a la hiperlactatémia associada a linezolid. Cinc pacients que
seguien un tractament de linezolid van ser estudiats al llarg de la fase aguda
d’hiperlactatemia, 1 també, després de la seva fase de recuperacio 1
normalitzacié dels nivells de lactat un cop havien deixat el tractament amb
linezolid. Aquests estudis van ser realitzats amb cel lules mononuclears de sang
periferica (PBMCs) a les que se’ls va mesurar la massa mitocondrial,
I’homeostasi de la sintesi de proteina mitocondrial (activitat de la citocrom c
oxidasa (COX), expressio de 'mRINA de la COX-II, 1 el nivell de depleci6 de
mtDNA), 1 la funci6 mitocondrial (el potencial de la membrana mitocondrial 1
la capacitat oxidativa de la cel 1ula).

Durant la hiperlactatemia induida pel linezolid, es van trobar nivells
extremament reduits de expressio de la COX-II (només un 16% respecte el
grup control, P < 0,001), una proteina codificada, transcrita 1 traduida a nivell
mitocondrial. D’aquesta manera, lactivitat de la COX també es va trobar
disminuida (un 51% de lactivitat total, P < 0,035). Aquestes davallades
s’observaven tot 1 que els nivells dels transcrits de la COX-II es van trobar
anormalment incrementats (un 297%, P = 0,10) 1 el contingut de mtDNA va
romandre estable. Aquestes alteracions persistien tot 1 corretgir-les per la massa
mitocondrial, que es va trobar moderadament dimsinuida durant la fase
d’hiperlactatéemia. La majoria dels parametres van retornar al rang dels controls
després de la supressio del tractament amb linezolid, normalitzaci6 dels nivells
de lactat, 1 recuperacio clinica.

Aixi doncs, el linezolid inhibiria la sintesi de proteines mitocondrials,
portant aixo a una reducci6 de I'activitat enzimatica mitocondrial, que per altra

banda, és revertida un cop s’abandona el tractament amb linezolid.
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