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“Solo existen dos cosas: ciencia y opinion.
La primera engendra el conocimiento;
la segunda, la ignorancia”.
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ABSTRACT

The role of alterations in the remodeling of extracellular matrix (ECM) in the different adipose
tissues in obesity and its associated comorbidities, as well as in the response to bariatric surgery
(BS), is currently unknown. Likewise, the potential contribution to this phenomenon by
mesothelial cells present in the peritoneum is unknown. The objective of this study was to
analyze the transcriptional profile of ECM-related genes in mesenteric adipose tissue (TAM),
omental adipose tissue (TAE), subcutaneous adipose tissue (TAS) and peritoneal tissue (TP) and
their relationship with different clinical variables.

A prospective observational case-control study was designed with a group of patients with
obesity undergoing BS and a group of controls without obesity undergoing elective
cholecystectomy, obtaining intraoperative samples of the four tissues (TAM, TAE, TAS and TP).
Subsequently, differential expression analysis was performed using microarrays and ECM-
related genes differentially expressed between groups in each tissue were selected. After a
functional enrichment analysis, the most representative genes were selected and, in a subgroup
of patients and controls, expression differences were validated by real-time quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR). Finally, the relationship between the expression levels of
the selected genes and different baseline clinical variables of this subgroup of patients and
controls was analyzed, as well as the weight and metabolic evolution 12 months after BS in the
patient subgroup.

Between January 2017 and May 2019, tissue samples were obtained in the patient group (n=30)
and the control group (n=13). Differential expression analysis using microarrays revealed an
overexpression of genes related to the ECM in the group of patients with obesity compared to
the control group in the four tissues studied. However, the differences in TAS were considerably
less notable. The functional enrichment analysis also showed a lower number of enriched
functional categories related to the ECM in the TAS compared to the rest of the tissues.
Subsequently, 11 representative genes of the enriched processes were selected (VCAN, PRG4,
SRGN, S100A8, CRISPLD2, THBS1, ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTS9, MMP19 and HAS1) and the
differential expression results were validated by RT-qPCR.

Overexpression in TAM and TAE of four of the genes selected in the functional enrichment
analysis (HAS1, ADAMTS4, THBS1 and S100A8) was associated with obesity and insulin
resistance at the time of intervention. HOMA-IR was also correlated with the expression of
HAS1, THBS1, VCAN, and S100A8 in TAE and ADAMTS1, ADAMTS4, and THBS1 in TP. No
consistent relationships were identified between the expression of the genes analyzed and the
presence of arterial hypertension and dyslipidemia at the time of the intervention. The
expression in TAS did not show any notable relationships either.

Regarding the relationship between gene expression and evolution 12 months after BS, a
correlation was found between the decrease in HOMA-IR and the overexpression of ADAMTS9
in TAM and THBS1 in TAE. The changes in the lipid profile 12 months after BS were also
correlated with the expression of some of the selected genes (ADAMTS4 and PRG4 in TAS, VCAN
in TAM and CRISPL2, ADAMTS4 and VCAN in TP). No correlations were identified between the
expression of the analyzed genes and weight change after BS.

The observed results point to a relationship between obesity, insulin resistance and the
overexpression of genes related to the ECM in the visceral tissues analyzed (TAM, TAE and TP),



highlighting the possible contribution of the TAM and mesothelial cells to metabolic
deregulation in the obese patient.
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RESUMEN

Actualmente se desconoce el papel que juegan las alteraciones en la remodelacidn de la matriz
extracelular (MEC) de los distintos tejidos adiposos en la obesidad y sus comorbilidades
asociadas, asi como en la respuesta a la cirugia baridtrica (CB). Asimismo, se desconoce la
potencial contribucion a este fendmeno de las células mesoteliales presentes en el peritoneo.
El objetivo de este estudio fue analizar el perfil transcripcional de los genes relacionados con la
MEC en el tejido adiposo mesentérico (TAM), el tejido adiposo epiploico (TAE), el tejido adiposo
subcutdneo (TAS) y el tejido peritoneal (TP) y su relacidn con distintas variables clinicas.

Se disefié un estudio observacional prospectivo de tipo caso-control con un grupo de pacientes
con obesidad intervenidos de CB y un grupo de controles sin obesidad intervenidos de
colecistectomia electiva, obteniéndose intraoperatoriamente muestras de los cuatro tejidos
(TAM, TAE, TAS y TP). Posteriormente, se realizé un analisis de expresién diferencial mediante
microarrays y se seleccionaron los genes relacionados con la MEC diferencialmente expresados
entre grupos en cada tejido. Tras un analisis de enriquecimiento funcional, se seleccionaron los
genes mas representativos y, en un subgrupo de pacientes y controles, se validaron las
diferencias de expresion mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR). Finalmente, se analizd la relacidon entre los niveles de expresion de los genes
seleccionados y distintas variables clinicas basales de este subgrupo de pacientes y controles,
asi como la evolucién ponderal y metabdlica a los 12 meses de la CB del subgrupo pacientes.

Entre enero de 2017 y mayo de 2019, se obtuvieron las muestras tisulares en el grupo de
pacientes (n=30) y el grupo de controles (n=13). El analisis de expresién diferencial mediante
microarrays objetivé una sobreexpresion de genes relacionados con la MEC en el grupo de
pacientes con obesidad respecto al grupo control en los cuatro tejidos estudiados. Sin embargo,
las diferencias en el TAS fueron considerablemente menos notables. El andlisis de
enriquecimiento funcional mostré también un menor ndmero de categorias funcionales
enriquecidas relacionadas con la MEC en el TAS en comparacidon con el resto de tejidos.
Posteriormente, se seleccionaron 11 genes representativos de los procesos enriquecidos (VCAN,
PRG4, SRGN, S100A8, CRISPLD2, THBS1, ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTS9, MMP19 y HAS1) y se
validaron los resultados de expresidn diferencial mediante RT-qPCR.

La sobreexpresion en TAM y TAE de cuatro de los genes seleccionados en el andlisis de
enriquecimiento funcional (HAS1, ADAMTS4, THBS1 y S100A8) se asoci6é con la obesidad y la
insulinorresistencia en el momento de la intervencion. HOMA-IR también se correlacioné con la
expresion de HAS1, THBS1, VCAN y S100A8 en TAE y ADAMTS1, ADAMTS4 y THBS1 en TP. No se
identificaron relaciones consistentes entre la expresidn de los genes analizados y la presencia
de HTAy DLP en el momento de la intervencién. La expresién en TAS tampoco mostré relaciones
destacables.

Respecto la relacion de la expresion génica y la evolucidn a los 12 meses de la CB, se encontré

una correlacion entre la disminuciéon del HOMA-IR y la sobreexpresién de ADAMTS9 en TAM y
THBS1 en TAE. Los cambios en el perfil lipidico a los 12 meses de la CB también se
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correlacionaron con la expresion de algunos de los genes seleccionados (ADAMTS4 y PRG4 en
TAS, VCAN en TAM y CRISPL2, ADAMTS4 y VCAN en TP). No se identificaron correlaciones entre
la expresion de los genes analizados y la evolucién ponderal.

Los resultados observados apuntan a una relacion entre la obesidad, la resistencia insulinica y la
sobreexpresion de genes relacionados con la MEC en los tejidos viscerales analizados (TAM, TAE
y TP), destacando la posible contribucion del TAM vy las células mesoteliales a la desregulacion
metabdlica en el paciente con obesidad.
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1. INTRODUCCION

1.1. LA OBESIDAD: ASPECTOS GENERALES

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA OBESIDAD

En las Ultimas décadas, la obesidad se ha convertido en uno de los mayores problemas de salud
publica en todo el mundo. La prevalencia de la obesidad se ha mas que duplicado des de 1980,
y casi triplica los datos de la década anterior. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud,
actualmente mas del 39% de la poblacidn adulta tiene sobrepeso (definido como indice de masa
corporal o IMC > 25 kg/m2) y un 13% (11% de los hombres y 15% de las mujeres) sufre de
obesidad (IMC > 30 kg/m2). De hecho, en las ultimas décadas hemos asistido a un cambio de
paradigma respecto al estado nutricional de la poblacién en términos globales, de forma que
actualmente la obesidad y el sobrepeso no solamente son mds prevalentes, sino que
aproximadamente el 65% de la poblacién mundial vive en dreas donde estos trastornos causan
mas muertes que la desnutricién (.

En los paises occidentales, el problema es alin mas grave y actualmente la obesidad ha alcanzado
proporciones epidémicas. En Espafa, a dia de hoy alrededor del 22% de la poblacion tiene
obesidad, y més del 61% tiene sobrepeso 2. En los Estados Unidos, quizds uno de los maximos
exponentes del problema, actualmente 2 de cada 3 adultos tienen sobrepeso @ vy, segin datos
de 2016, la proporcién de norteamericanos con IMC > 30 kg/m2 es del 39.6%. La prevalencia es
incluso mas elevada entre las mujeres y la poblacidn de entre 40 y 59 aios, donde las cifras de
obesidad alcanzan el 42.8% (4. La proporcién de adultos con IMC incluso mayor también ha
aumentado en los ultimos afios ¥, y actualmente el 7.7% de adultos en los Estados Unidos tienen
un IMC por encima de 40 kg/m2. Entre las mujeres y la poblacién de mediana edad, la
proporcién de individuos con obesidad severa se acerca peligrosamente al 10% (4.

Si bien la obesidad fue considerada hasta hace pocos afios un problema casi exclusivo de los
paises desarrollados, la tendencia creciente de este trastorno estd afectando también a los
paises y sectores sociales mas desfavorecidos, entre los cuales se esta registrando un rapido
aumento de casos (). Mientras los paises en vias de desarrollo siguen afrontando el problema
de la desnutricion, en la actualidad deben enfrentarse de forma concomitante a un rapido
aumento de la poblacidn con obesidad, especialmente en las dreas urbanas. En estas areas, los
patrones dietéticos, laborales y de transporte se estan acercando progresivamente al modelo
occidental de vida sedentaria y sobreconsumo de grasas y azlcares a una velocidad equiparable
a la del imparable crecimiento urbanistico. En consecuencia, hoy en dia las zonas menos
desarrolladas se enfrentan a un doble problema, ya que es cada vez mas habitual la coexistencia
de la desnutricion y la obesidad en una misma comunidad.
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Entre los jovenes por debajo de 20 afios, la tendencia en las Ultimas décadas ha sido también
creciente. Se calcula que hoy en dia 340 millones de nifios y adolescentes tienen sobrepeso (40
millones por debajo de los 5 afios). Esto supone un incremento dramatico des de la década de
1970, donde el sobrepeso infantil y juvenil se situaba alrededor del 4%, hasta cifras actuales
cercanas al 18%. Hasta un 6% de la poblacion juvenil a nivel global esta hoy en dia en rango de
obesidad. De forma similar a la poblacién adulta, los datos son especialmente alarmantes en los
paises occidentales. En EUA la obesidad en los menores de 20 afios supera el 18%, mientras que
el 6% de esta poblacidon tiene un grado severo de obesidad con un IMC > 40 kg/m2,
especialmente entre la poblacion adolescente. En los paises en vias de desarrollo, la poblacion
infantil es ain mas vulnerable y mas susceptible de sufrir los efectos de un inadecuado cuidado
nutricional pre-natal y en edades tempranas. En Africa, la proporcién de nifios menores de 5
anos con sobrepeso ha aumentado un 50% en los ultimos 20 afios, y aproximadamente la mitad
de menores de 5 afios con sobrepeso en el mundo viven en paises asiaticos. Al mismo tiempo,
esta poblacién estd expuesta a una alimentacidn rica en grasas y azucares y pobre en
micronutrientes, que habitualmente tiene un menor coste y también una menor calidad en
términos nutricionales. Estos patrones dietéticos asociados a un bajo nivel de actividad fisica,
propiciados por los cambios socio-ambientales en zonas con una falta de planificacidn sanitaria,
educativa, econdmica y urbanistica, han resultado en un aumento preocupante de la obesidad
infantil y juvenil en estas dreas, mientras el problema de la desnutricidn sigue sin resolverse.

La obesidad es actualmente no solo un problema para la salud individual, con importantes
consecuencias en términos de enfermedades asociadas, disminucidon de la calidad y de la
esperanza de vida>®), Se trata de una enfermedad crénica cuyo alarmante ritmo de crecimiento,
que se espera que continle en las préximas décadas, supone un verdadero reto también para
el Sistema Sanitario, para las economias y para el conjunto de la sociedad. Segin un informe de
la OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) de 2019 (), en los préximos
afos la obesidad reducira la esperanza de vida entre 1 y 4 afios en los paises miembros, y en los
préximos 30 afios se esperan mas de 92 millones de muertes prematuras relacionadas con la
obesidad. Segun este informe, actualmente, los costes de esta enfermedad para el sistema
sanitario en los paises occidentales se situan alrededor del 8% del gasto sanitario total. Los
costes indirectos y el impacto econdmico global, incluyendo la disminucidon de la productividad
laboral y el producto interior bruto, se estiman mucho mayores.

En conclusidon, la obesidad es un problema crénico de tendencia claramente creciente y
actualmente de proporciones epidémicas, que supondra sin duda uno de los principales retos
para la Salud Publica en el siglo XXI. Ya que se trata de una enfermedad prevenible, en los
préximos afios serdn cruciales las politicas de prevencién a nivel global para disminuir el enorme
impacto para el Sistema Sanitario y para el conjunto de la sociedad tanto de la obesidad como
de sus enfermedades asociadas.

1.1.2. SINDROME METABOLICO Y COMORBILIDADES ASOCIADAS

La obesidad tiene implicaciones a muchos niveles, empezando por la nada despreciable
repercusion sobre la imagen corporal, las relaciones sociales y la autoestima, ademas de la
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evidente limitacion para la actividad fisica e incluso las actividades de la vida diaria. Esta
afectacion de la calidad de vida en ocasiones requiere de atencidn psicoldgica o psiquidtrica
especifica®. Por otro lado, el exceso de peso favorece la aparicidn de artropatias graves, dolor
crénico, alteraciones del suefio, sindrome de apneas-hipopneas del sueifio (SAHS) y otros
problemas respiratorios. El aumento de volumen de grasa intra-abdominal también se asocia
con la aparicion de enfermedad por reflujo gastro-esofagico e incontinencia urinaria severa,
entre otros trastornos (2,

No obstante, los principales efectos del exceso de grasa corporal se dan a nivel molecular,
manifestandose en un gran espectro de alteraciones metabdlicas que conllevan una reduccion
de la esperanza de vida de estos pacientes®). La hipertensidn arterial (HTA) es hasta un 40% més
prevalente en la poblacién con obesidad @ y el riesgo relativo de padecer diabetes tipo 2 (DM2)
es 7 veces mayor en estos pacientes 19, El 60% de los pacientes con obesidad sufren de
dislipemia (DLP) ®Y y mds del 90% tienen alglin grado de esteato-hepatopatia no alcohdlica
(NAFLD) (2, En este contexto, la NAFLD se ha convertido a dia de hoy en la principal causa de
hepatopatia en el mundo occidental, y se espera que en la proxima década la esteato-hepatitis
no alcohdlica (NASH), su forma mas severa, se convierta en la primera causa de trasplante
hepdtico (1314,

La asociacion entre el exceso de tejido adiposos, la DM2, la HTAy la DLP es tan estrecha, que en
los afios 90 aparecid el término “sindrome metabdlico” para hacer referencia a la coexistencia
de estas patologias *5). Aunque los criterios diagndsticos del sindrome metabdlico han ido
variando con el tiempo, aproximadamente el 40% de la poblaciéon europea padeceria este
sindrome, segun la definicién propuesta en 2005 por la International Diabetes Federation (19,
muy similar al actual consenso de 2009 1), La elevada prevalencia de sindrome metabdlico en
los pacientes con obesidad responde conceptualmente al hecho de que el tejido adiposo
actuaria como un érgano endocrino en si mismo, que en ciertos estados patoldgicos como la
obesidad sufre una desregulacién a la que se ha dado el nombre de “adiposopatia”,
“enfermedad del tejido adiposo” o sick fat (1819, Esta desregulacién, que afecta también al
sistema inmunitario propiciando un estado de inflamacidn crénica ?9, tiene entre sus principales
implicaciones metabdlicas el aumento de la resistencia a la insulina Y. Todas estas alteraciones
se traducen en un elevado riesgo cardiovascular en los pacientes que presentan sindrome
metabdlico 22, pero también en una mayor incidencia y mortalidad asociada a determinados
tipos de cancer en pacientes con obesidad, como lo son el cancer colorrectal, el cdncer de mama
en mujeres post-menopausicas, o los tumores de endometrio, rifidn, eséfago y pancreas (23,

Cabe mencionar que no todos los pacientes con obesidad sufren complicaciones a nivel
sistémico (1. Existe un subgrupo de pacientes con obesidad conocidos como “obesos sanos”.
Aunque no existe un consenso respecto a la definicion de este subgrupo, este término suele
utilizarse para definir a personas con un IMC > 30 kg/m2 que no presenta ninguna otra de las
patologias caracteristicas del sindrome metabdlico ?*. La prevalencia de “obesos sanos” se
estima de entre el 2-28% (. Sin embargo, estos individuos no deben considerarse
completamnete sanos, ya que, en algunos estudios, aunque en menor medida que los “obesos
enfermos”, estos sujetos presentan un riesgo cardiovascular mayor que el de los sujetos con
normopeso (26,
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1.1.3. METABOLISMO ENERGETICO, OBESIDAD E INFLAMACION. EL CONCEPTO DE
“ADIPOSOPATIA”

Como se ha comentado anteriormente, a dia de hoy sabemos que el tejido adiposo es un tejido
dinamico y metabdlicamente activo, que actua a nivel sistémico como un érgano endocrino
mediante la secrecion de las llamadas “adipoquinas”. Ademas, a medida que profundizamos en
el estudio de la adiposopatia se pone de manifiesto una estrecha relacién entre el metabolismo
energético y el sistema inmune, lo cual ha dado lugar a la aparicion del término
“inmunometabolismo” (22:27),

Para explicar las bases de la adiposopatia (Figura 1), podriamos decir que, mientras que en el
individuo sano existe un estado de equilibrio entre el tejido adiposo y el resto del organismo, en
el paciente con obesidad estas relaciones o interacciones a nivel inmunometabdlico se ven
altamente alteradas y desreguladas 139, Segln esta teoria, un balance energético positivo en
el organismo generaria la hipertrofia selectiva del tejido adiposo visceral (TAV), que incluye al
tejido adiposo mesentérico (TAM) y al tejido adiposo epiploico (TAE), en lugar de una respuesta
hiperplasica homogénea del TAV y el tejido adiposo subcutaneo (TAS). La expansion patoldgica
del TAV mediante la hipertrofia adipocitaria daria lugar a una hipoxia relativa del tejido adiposo.
Esta isquemia relativa estaria también relacionada con un depdsito excesivo de componentes
de la MEC alrededor de los adipocitos, que limitaria la respuesta angiogénica en un tejido
adiposo en expansion. La hipoxia en el tejido adiposo, mediante la activacién de proteinas como
el factor 1 inducible por hipoxia a (HIF1 a), no provoca en este caso una respuesta pro-
angiogénica sino la activacion de un programa transcripcional alternativo, con sintesis
incrementada de MEC y aumento de la fibrosis tisular (23, La respuesta angiogénica limitada
junto con la remodelacién alterada de la MEC, que no solo supone una restriccién fisica para el
adipocito y los neo-vasos sanguineos sino que se relaciona con la activacion de vias de
sefializacién pro-inflamatorias dependientes de integrinas y otros receptores de membrana,
serian las responsables de disparar la respuesta inflamatoria local, induciendo una alteracion en
el perfil de secrecion de citoquinas por parte del tejido adiposo con repercusiones a nivel
sistémico (2930,

En el tejido adiposo del paciente con obesidad se ha descrito también un aumento de la
migracion de células inflamatorias. Este aumento de células inflamatorias esta probablemente
relacionado con la necrosis y apoptosis adipocitaria, producto de la limitada respuesta
angiogénica, la remodelacién alterada de la MEC con depdsitos excesivos de sus componentes
y la activacién de vias de sefializacidn relacionadas con la muerte celular (Figura 2). La apoptosis
de los adipocitos induciria la infiltracién del tejido adiposo por macréfagos, ya que el adipocito
necrotico constituiria un estimulo fagocitico para este subtipo celular 39, De hecho, en el tejido
adiposos de los pacientes con obesidad se ha observado un aumento de la poblacién de
macrdfagos y de citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF) o la
interleuquina 6 (IL6) entre otras (2021.273132) Estas citoquinas favorecen la infiltracién por
leucocitos mononucleares pro-inflamatorios como los linfocitos T CD8+, T CD4+ hl y B2, que a
su vez inducen la migracion de nuevos macréfagos y su diferenciacion a estados pro-
inflamatorios @Y. La produccidn y liberacidn de citoquinas pro-inflamatorias por parte del tejido
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adiposo provoca a su vez un aumento de la sintesis hepatica de proteina C reactiva (PCR) (29,
dando lugar a un estado basal de inflamacién sistémica crénica en los pacientes con obesidad.

Ganancia ponderal
(balance energético positivo)
[

Expansion del
tejido adiposo
(hipertrofia)

Respuesta
Remodelacion alterada de la MEC HIPOXIA TISULAR angiogénica
* limitada
-Restriccion fisica :

(depdsito excesivo de Necrosis/Apoptosis ‘
componentes MEC)

adipocito
-Activacion de vias de |
sefializacion pro- 5
inflamatorias Infiltracion por
(via integrinas y otros macrofagos pro-
receptores de ' inflamatorios (M1-like)
membrana) .

-INFLAMACION
-FIBROSIS
“._ | -RESISTANCIA INSULINICA

Figura 1. Bases fisiopatoldgicas de la adiposopatia.
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@ Macroéfago M1-like

Normopeso Obesidad

Figura 2. El tejido adiposo en el paciente con obesidad. Adaptada de De Lin, Biochem Pharmacol, 2016 39,

Una de las principales consecuencias de la alteracién inmunometabdlica que observamos en la
obesidad es la aparicion de resistencia a la insulina. Los mecanismos concretos que relacionan
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la hipoxia del tejido adiposo y la fibrosis con la resistencia insulinica no estan bien establecidos
(30, No obstante, sabemos que uno de los mecanismos probablemente implicados en la
resistencia a la insulina esta relacionado con TNF, el cual interfiere en la fosforilacién de IRS1
(Insuline Receptor Substarte 1) (2021.32.33) |imitando su funcién como transductor de la sefial de la
insulina en los adipocitos y probablemente también a nivel sistémico %3V, Otra de los factores
relacionados con la resistencia insulinica tiene que ver con el aumento de la lipdlisis en el tejido
adiposo de los sujetos con obesidad, lo cual genera un aumento de los acidos grasos libres (AGL)
circulantes 3438, Estos AGL interfieren con las vias de comunicacidn de la insulina ?%3% y actdan
como agentes pro-inflamatorios a nivel sistémico, contribuyendo a la cascada de eventos que
culminan en la alteracion del metabolismo energético (273136 Ademads, el exceso de AGL
favorece el acumulo ectdpico de lipidos en tejidos como el higado, el musculo o los vasos
sanguineos, dando lugar a alteraciones especificas en estos tejidos (193537,

Las alteraciones inmunometabdlicas asociadas a la obesidad han sido un campo de interés
creciente en los Ultimos 20 aiios. No obstante, aunque tenemos evidencia que apoya el concepto
general de la adiposopatia, a nivel molecular existen mecanismos de regulacién locales y
sistémicos altamente complejos cuyas bases fisiopatoldgicas e implicaciones clinicas ain no han
podido ser del todo aclaradas, y que sin duda seran objeto de nuevas investigaciones en los
proximos afios.

1.2. TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD

En términos generales, el tratamiento de la obesidad tiene como objetivo la reduccion del peso
del individuo. Sin embargo, la pérdida ponderal no persigue simplemente la correccion de
factores o medidas antropométricas, sino que estd dirigida a conseguir una mejoria del estado
inmunometabolico del paciente. Es decir, el objetivo de la pérdida ponderal seria mejorar el
complejo conjunto de alteraciones metabdlicas que conocemos como “adiposopatia” y sus
consecuencias deletéreas para la salud del paciente con obesidad. De hecho, sabemos que la
pérdida de peso se asocia a una disminucién del riesgo cardiovascular y a la mejoria o incluso
resolucidon de enfermedades tales como la DM2, la DLP, la HTA y el SAHS . Una disminucién
ponderal del 5-10% se ha asociado a un descenso de 1.0% en los niveles de hemoglobina
glicosilada (HbA1c) y a una disminucién de la necesidad de farmacos hipoglucemiantes, asi como
a la disminucién de las cifras de tensidn arterial y el uso de medicacién antihipertensiva 3®. Una
disminucién mantenida de peso mucho menos significativa, de tan solo entre 2.5 y 5 kgs, tendria
también beneficios metabdlicos notables, y se ha asociado a la mejoria del perfil lipidicoy a una
disminucidn significativa del riesgo de sufrir DM2 de hasta el 60%. Ademas, la reduccién en el
peso se asocia también a una disminucién de la incidencia de patologia neoplasica en los
pacientes con obesidad, a una mejoria del dolor articular, de la capacidad funcional y en
definitiva a un incremento notable de la calidad de vida (>38),

En relacion con las estrategias de pérdida ponderal, debemos distinguir dos grandes grupos o
tipos de tratamiento de la obesidad: los tratamientos médicos, basados en la intervencion
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nutricional o dietética y las modificaciones en el estilo de vida, y los tratamientos quirurgicos,
basados en estrategias intervencionistas para conseguir la disminucion ponderal y la correcciéon
de la adiposopatia.

1.2.1. TRATAMIENTO MEDICO

El tratamiento médico ha demostrado efectividad en el tratamiento de la obesidad,
consiguiendo tanto una reduccién ponderal como una mejoria de las comorbilidades en estos

pacientes (3839),

El manejo médico se basa en una estrategia terapéutica formada por tres pilares fundamentales
de intervencidn ©38):

1. Reduccidon del aporte caldrico: Tipicamente se recomienda un déficit del aporte
energético requerido en un 30% o una reduccién de 2500-750 kcal/d, que en términos
genéricos corresponderia a un aporte aproximado de 1200 a 1500 kcal/d para las
mujeres y de 1500 a 1800 kcal/d para los hombres. No obstante, el calculo concreto del
aporte caldrico debe realizarse de forma individualizada de acuerdo al peso de cada
individuo y al nivel de actividad fisica).

2. Aumento de la actividad fisica: la recomendacién general consiste en realizar ejercicios
aerodbicos durante un tiempo =150 min/sem (lo que equivaldria a 230 min/d al menos 5
dias/sem). Niveles superiores de actividad (200-300 min/sem) se recomiendan para
mantener la pérdida ponderal o minimizar la reganacia de peso a largo plazo (mas alla
de los 12 meses).

3. Terapia conductual y estrategias para facilitar la adherencia a las recomendaciones
dietéticas y del estilo de vida: En general se recomiendan programes estructurados de
auto-monitorizacion de la ingesta, la actividad fisica y el peso combinado con controles
preferentemente presenciales, que deben ser frecuentes (> 14 sesiones/6 m) vy
mantenerse a largo plazo a intervalos mayores para prevenir la reganacia ponderal.

Con una estrategia medica 6ptima, intensiva, desarrollada por especialistas y con controles
frecuentes, se puede conseguir una pérdida ponderal de alrededor de unos 8 kgs o un 5-10% del
peso inicial en un periodo de 6-12 meses. Sin embargo, una cierta reganancia ponderal es
frecuente e incluso esperable en estos programas. Aunque no se ha establecido la duracién
minima de la intervencién para el mantenimiento de la pérdida ponderal, un programa de
seguimiento y recomendaciones periddicas hasta al menos 2.5 afios tras la intervencion inicial
ha demostrado reducir la reganancia ponderal en estos pacientes. Aun asi, los resultados
ponderales tras una intervencidon médica éptima a largo plazo demuestran que Unicamente un
35%-60% de los pacientes mantiene una pérdida >5% del peso inicial a los 2 afios de la
intervencion.

31



1.2.2. TRATAMIENTO QUIRURGICO

La cirugia bariatrica (etimoldgicamente “relativa al tratamiento de lo pesado”) nacié en los afios
50 de la mano de Kremen %, quién observd que los pacientes que, por diferentes motivos,
habian requerido una reseccion intestinal amplia, tenian problemas malabsortivos y perdian
peso a pesar de que aumentaran su aporte caldrico. Estas observaciones dieron lugar en las
décadas siguientes al desarrollo de una serie de técnicas quirdrgicas que se basaron bien en
limitar la absorcidn de nutrientes mediante secciones y derivaciones del tracto intestinal
(técnicas a las que se denomind malabsortivas), o bien en limitar capacidad del tracto digestivo
y especialmente del estémago (técnicas restrictivas). Sin embrago, en los ultimos 20 afios, los
avances en la comprensién de la fisiopatologia de la obesidad y de lo cambios fisiopatologicos
derivados de la intervencidn sobre el tracto gastrointestinal han hecho que se abandone esta
clasificacidn, que no refleja los mecanismos (atin no del todo conocidos) ni los objetivos actuales
del tratamiento quirurgico de la obesidad. Las intervenciones ya no se consideran malabsortivas,
restrictivas o mixtas, sino que la cirugia baridtrica ha pasado a entenderse como una cirugia
metabdlica. De esta forma, el objetivo inicial de pérdida ponderal ha sido substituido por unos
objetivos metabdlicos de correccién de la adiposopatia y de resolucion de las comorbilidades
derivadas de un estado metabdlico alterado en el paciente con obesidad.

1.2.2.1. Principales técnicas quirdrgicas

De acuerdo con lo establecido en las Guias Europeas sobre Cirugia Baridtrica y Metabdlica
avaladas por la International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders
(IFSO) y la European Association for the Study of Obesity (EASO), los procedimientos actualmente
disponibles y aceptados para la pérdida de peso y el control metabdlico de los pacientes con
obesidad son los siguientes:

e  Banda gastrica ajustable (BGA)

e  Gastrectomia vertical (GV)

e  By-pass gastrico en Y-de-Roux (RYGB)

e  Derivacion bilio-pancreatica (DBP)

e  By-pass duodenal/cruce duodenal (BPD/CD)

Existen otras muchas técnicas de las cuales no se dispone de resultados a largo plazo y cuya
recomendacidon e indicaciones aun deben ser evaluadas, como la plicatura gastrica
laparoscépica o el by-pass gastrico en omega. El by-pass duodeno-ileal de anastomosis Unica
con gastrectomia vertical (SADI-S) es un tipo de CD modificado que también se considera una
de las técnicas sobre las que se requiere una mayor evidencia a largo plazo antes de establecer
su indicacién. Otros procedimientos, como las intervenciones de interposiciones intestinal o los
dispositivos endoluminales, se consideran aun exclusivamente experimentales (41,

Segun datos de la International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders

(IFSO), en los ultimos 15 afios se han duplicado los procedimientos de CB realizados en el mundo
(Figura 3). De entre todos los procedimientos descritos, sin duda los dos mas utilizados son el

32



RYGB laparoscépico (LRYGB) y la GV laparoscdpica (GVL) (Figura 4), que hoy en dia suponen
aproximadamente el 90% de los procedimientos realizados en el mundo (Figura 5) 42,
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Bypass gastrico en Y-de-Roux

El RYGB fue introducido por primera vez en la practica clinica en 1967 de la mano de Mason,
quién lo describié como una variante de la reconstruccion tipo Billroth Il utilizada tras la
antrectomia como tratamiento de la Glcera gastrica 3. En 1977, Griffin adoptd la configuracion
“en Y de Roux” “%, una de las principales modificaciones del procedimiento que tras medio siglo
de variaciones nos llevarian a la técnica actual. La Ultima gran modificacidn del procedimiento
llegd con la introduccidn de las técnicas minimante invasivas, cuando en 1993 Wittgrove y Clark
describieron el RYGB laparoscdpico *>. Aunque desde su descripcidn se han producido multiples
variaciones, la técnica, que rapidament se convirtié en el procedimiento de referencia para la
mayoria de grupos ¢47), consiste en la creacidn de una bolsa o “pouch” géstrico de unos 25-30
ml de volumen seguido de la seccién de la primera asa yeyunal (a unos 30 cms del angulo de
Treitz) y la posterior reconstruccidn del transito intestinal. Esta recosntruccién del transito se
realiza mediante la disposicion de las asas “en Y de Roux”, confeccionando una anastomosis
gastro-yeyunal (entre el cabo distal del asa yeyunal y el pouch géstrico) y una anastomosis
yeyuno-yeyunal o “pie de asa” (entre el cabo proximal del asa yeyunal, portadora de las
secreciones bilio-pancraticas, y el yeyuno distal, a unos 150 cms de la anastomosis gastro-
yeyunal). De este modo, la técnica, combina el efecto restrictivo de la reduccion del tamafio del
estdmago con el efecto malabsortivo derivado de disminuir la longitud del tramo de intestino
delgado donde se producird la absorcién de nutrientes, que queda reducida al tramo distal a la
anastomosis yeyuno-yeyunal o “asa comun”, donde convergen el contenido alimentario y las
secreciones bilio-pancreaticas 48,

Gastrectomia vertical

La GVL es un procedimiento técnicamente mas sencillo, creado como una adaptacién resectiva
por via laparoscépica del procedimiento de Magenstrasse y Mill. La técnica fue inicialmente
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descrita en los aflos 80 como una modificacidn de la gastrectomia realizada en el contexto de
una DBP con CD. Posteriormente, ya en el siglo XXI, se utilizd como el primer tiempo de un
procedimiento en dos fases en pacientes con super-obesidad (IMC >60 kg/m?) o que por su
elevado riesgo quirurgico se consideraba que no podian ser sometidos a un LRYGB *°, El objetivo
fue inicialmente producir una pérdida ponderal inicial que permitiera reducir el riesgo quirurgico
y posibilitara una cirugia mas compleja en un segundo tiempo. La técnica consiste en una
gastrectomia restrictiva en forma tubular mediante la cual se reseca el 80% del volumen del
estdmago a expenses de la curvatura mayor. Tras la pérdida ponderal inicial, se podia plantear
una conversidon a LRYGB o CD. Sin embrago, los resultados ponderales y metabdlicos de los
pacientes sometidos a GVL eran a menudo satisfactorios, hasta el punto que el segundo tiempo
quirargico que pretendia afiadir un componente malabsortivo a la intervencidn no se llegaba a
realizar por estimarse innecesario en muchos de los casos.

La evolucién favorable de los pacientes sometidos a GVL se recibié con gran sorpresa en el
mundo de la CB, donde tradicionalmente se habia relacionado el éxito de los procedimientos
con el componente malabsortivo “), De hecho, la GVL ha demostrado conseguir resultados
significativamente mejores que otros procedimientos restrictivos, siendo incluso comparables a
los obtenidos por el gold standard de la CB, el LRYGB (3251, E[ éxito de la técnica se ha relacionado
con diferentes mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con el aumento de péptidos similares
al glucagon tipo 1 (GLP1), el descenso de la ghrelina y otros mecanismos hormonales aln
desconocidos, que sitlan a la GVL en la esfera de la regulacién inmunometabdlica mas alla de
los efectos puramente restrictivos (.

Los buenos resultados como técnica Unica han hecho que en los Ultimos afios la GVL haya
ganado popularidad tanto entre los pacientes como entre los cirujanos, por lo que en los ultimos
15 afios se ha producido un enorme aumento en el uso y la indicacién de esta técnica (>5?)
(Figura 5). De hecho, en la actualidad la GVL ha superado al LRYGB en numero de intervenciones
y supone ya mas del 50% de los procedimientos de CB realizados en todo el mundo (59,

-~
y

Figura 4. Principales técnicas quirurgicas en cirugia bariatrica. a. Bypass gastrico
en Y-de-Roux; b. Gastrectomia vertical (de https://www.nhs.uk/conditions/weight-
loss-surgery/types/).
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Figura 5. Tendencias en cirugia bariatrica. Evolucion del nimero de procedimientos realizados en el
mundo respecto a las principales técnicas en CB, segun la encuesta realizada por la International
Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders (IFSO) en 2018 42), SG: Sleeve gastrectomy,
RYGB: Roux-en-Y Gastric Bypass, OAGB: One Anastomosis Gastric Bypass, AGP: Adjustable Gastric Band,
EP: Experimental Procedures. Adaptada de Angrisani et al, Obesity Surgery 2021.

SADI-S (Single anastomosis duodeno-ileal bypass with sleeve gastrectomy)

Se trata de una técnica descrita en 2010 por el Dr. Sdnchez-Pernaute %3, considerada una
modificacién simplificada del cruce duodenal con el objetivo de disminuir el tiempo quirurgico
y el riesgo de complicaciones post-operatorias.

Se trata de un procedimiento en el que inicialmente se realiza una gastrectomia vertical, seguida
de una anastomosis duodeno-ileal con preservacion del piloro, exclusion yeyunal y creacién de
un asa comun alimentaria (originalmente de 200cms, posteriormente estandarizada a unos 300
cms para disminuir el riesgo de déficits nutricionales) (Figura 6).

El SADI-S puede realizarse como cirugia primaria directa, planificada en dos tiempos o como
procedimiento revisional en caso de fracaso terapéutico tras la gastrectomia vertical 4.

Cabe decir que, a pesar de las potenciales ventajas del SADI-S, hoy en dia representa un pequefio
porcentaje de los procedimientos de CB realizados y existe todavia poca literatura que describa
sus resultados en grandes series homogéneas. A pesar de que existe cierta evidencia sobre la
seguridad del procedimiento y sobre su efectividad tanto a nivel de la pérdida ponderal como
de la mejoria metabdlica (**-%9), el SADI-S se considera atn una de las técnicas sobre las que se
requiere una mayor evidencia a largo plazo para poder establecer su indicacidn especifica %),
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Figura 6. Single anastomosis duodeno-ileal bypass
with sleeve gastrectomy (SADI-S) (de
https.//www.iglacy.com/que-operamos/obesidad-
morbida/tecnicas-avanzadas-la-cirugia-la-obesidad-
morbida/).

1.2.2.2. Indicaciones de cirugia bariatrica

Desde los afios 90 y hasta 2022, se considerd indicada la cirugia baridtrica o metabdlica en
pacientes entre 18 y 60 afios con las siguientes caracteristicas “%):

e IMC 240 kg/m2

e IMC 35-40 kg/m2 con comorbilidades en las que la pérdida de peso inducida
guirdrgicamente pueda suponer una mejoria significativa (enfermedades metabdlicas, cardio-
respiratorias, artropatias severas, trastornos psicoldgicos severos relacionados con la obesidad,
etc.).

El IMC utilizado como criterio para la cirugia puede ser el IMC actual o el IMC maximo alcanzado
previamente. Se debe tener en cuenta que la pérdida ponderal preoperatoria como resultado
de un tratamiento médico intensificado (llegando a un IMC por debajo del establecido como
criterio para la indicaciéon de CB) no constituye una contraindicacién para la CB previamente
indicada. La CB tiene indicacién en aquellos pacientes que muestran una pérdida de peso
significativa con un programa de tratamiento conservador, pero que muestran una reganancia
ponderal a medio-largo plazo. En individuos de origen asidtico, el limite de IMC debe reducirse
en 2.5 puntos para compensar factores genéticos, ambientales y dietéticos en esta poblacidn.

No obstante, durante la redaccién del presente trabajo fueron publicadas las nuevas
recomendaciones respecto a las indicaciones de procedimientos en cirugia baridtrica y
metabdlica por parte de la American Society for Metabolic and Bariatric Surgery (ASMBS) y de
la International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders (IFSO) 7, las
cuales en 2022 establecieron un limite menor respecto al IMC para considerar la indicacion de
CB:
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e IMC>35kg/m2

e IMC30- 35 kg/m2 con comorbilidades asociadas en las que la pérdida de peso inducida
quirurgicamente pueda suponer una mejoria significativa (DM2, HTA, DLP, SAHS, enfermedades
cardiovasculares, asma, NAFLD, enfermedades renales, sindrome del ovario poliquistico,
infertilidad, enfermedad por reflujo gastro-esofagico, pseudotumor cerebri o artropatia severa).

En individuos de origen asidtico, el limite de IMC debe reducirse en 2.5 puntos para compensar
factores genéticos, ambientales y dietéticos en esta poblacién. Dado que no existe evidencia a
favor de establecer un limite de edad para la indicacidn de CB, se recomienda una seleccién de
los pacientes teniendo en cuenta la evaluacion de la fragilidad.

1.2.2.3. Eleccidn de la técnica quirudrgica

Respecto a la eleccidn de la técnica quirlrgica, de acuerdo con la evidencia actual se considera
que no existen datos concluyentes sobre cémo asignar un procedimiento baridtrico o
metabdlico determinado a cada paciente 4,

En la seleccidn de la técnica quirdrgica deben considerarse factores como las comorbilidades y
el control metabdlico del paciente, la presencia de hernia hiatal o enfermedad por reflujo
gastroesofagico, la necesidad de tratamiento farmacoldgico por otras enfermedades, la
experiencia del cirujano y los deseos y expectativas del paciente.

En general, a pesar de la falta de evidencia concluyente en este sentido, se considera que la
mejoria de las comorbilidades, la pérdida ponderal y el mantenimiento del peso a largo plazo
serian mayores tras la DBP, seguidas por el CD, LRYGB, GVL y finalmente BGA. Paralelamente, la
complejidad quirdrgica y las potenciales complicaciones postquirurgicas o metabdlicas a largo
plazo seguirian este mismo orden decreciente entre las técnicas mencionadas. Asi pues, a pesar
de que los resultados postquirurgicos de la GVL se han demostrado comparables a los del LRYGB
(%8 |a tendencia actual en la practica clinica suele ser la de proponer la GVL en lugar del LRYGB
a los pacientes con menor exceso de peso o menos comorbilidades asociadas a la obesidad ©°2,
Cabe destacar que, al ser la GVL una técnica mas sencilla y mas rapida frente al LRYGB, ésta suele
considerarse una opcién mas adecuada en los pacientes de mayor riesgo quirdrgico (€9,
Contrariamente, al ser una técnica que preserva el piloro y que por tanto puede favorecer una
elevada presidon intra-gastrica, la presencia de enfermedad por reflujo gastroesofagico se
considera una contraindicacién relativa de la GVL, y el es6fago de Barret se considera
actualmente una contraindicacién absoluta de la técnica ©+62),

1.2.2.4. Resultados de la cirugia bariatrica

La efectividad de las técnicas quirudrgicas en el tratamiento de la obesidad ha sido ampliamente
reportada en la literatura (*863-67 En 2004, un metaandlisis con mas de 20.000 pacientes
evaluando el efecto de diferentes técnicas quirargicas reporté una pérdida ponderal media del
61% del exceso de peso, con una resoluciéon de comorbilidades tales como la HTA, DM2, DLP y
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SAHS superior al 70% con una mortalidad del 0.5% . De la misma forma, otro metaandlisis mas
reciente incluyendo mds de 160.000 pacientes intervenidos entre 2003 y 2012 reporté
resultados similares (67),

En los ultimos afios, el tratamiento quirdrgico ha demostrado ser el tratamiento mas efectivo
de la obesidad mérbida tanto en términos metabdlicos como ponderales %6871 En 2014, un
metaanalisis de 16 estudios (5 ECR) incluyendo mas de 6000 pacientes con un seguimiento de
18 meses concluyd que los pacientes sometidos a CB tenian una pérdida ponderal
significativamente mayor, una mejoria en el metabolismo glicidico y entre 10-15 veces mas
probabilidades de conseguir una remisidon de la DM2 en comparacidn con el tratamiento médico
79 En el mismo sentido, los resultados del estudio prospectivo randomizado “Surgical
Treatment and Medications Potentially Eradicate Diabetes Efficiently” (STAMPEDE) al afio V), a
los 3 afios (%8 y 5 afios después de la CB (6® demostraron una superioridad de las dos técnicas
quirargicas mas utilizadas (RYGBP y GV) respecto al tratamiento médico en cuanto a la pérdida
ponderal, el control glicémico, la mejoria del perfil lipidico, la reduccién del tratamiento
farmacolégico y el aumento de la calidad de vida de los pacientes. De hecho, a los 5 afios el 88%
de los pacientes sometidos a CB en este estudio presentaban un control glicémico considerado
entre aceptable y muy bueno sin requerimiento de insulina, y la mayoria de pacientes con una
HbAlc <6.0% no requerian tratamiento hipoglucemiante alguno, objetivo que no se alcanzé en
ninguno de los pacientes sometidos a tratamiento médico. Otros estudios recientes con
seguimiento a largo plazo han demostrado una reduccién de la mortalidad en los pacientes
sometidos a CB, ademds de una menor aparicion de comorbilidades asociadas, con la
consecuente disminucion en la utilizacién de recursos sanitarios 7273,

Cabe destacar que existe evidencia de los efectos tempranos de la cirugia metabdlica, que
preceden a la pérdida ponderal. Se ha demostrado una rapida mejoria postquirdrgica en los
valores de HbAlc, HOMA-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance), colesterol
LDL, tension arterial y una reduccion general del riesgo cardiovascular independientes de la
pérdida ponderal 7478, Sin embargo, los mecanismos exactos que producen este cambio
metabdlico en relacidn con cada una de las técnicas quirurgicas es un amplio campo de estudio
gue comprende mecanismos multiples y complejos, los cuales no estan a dia de hoy
completamente definidos %),

Respecto a las diferencias entre las técnicas quirurgicas, el mayor cuerpo de evidencia disponible
acerca de los resultados metabdlicos y ponderales se refiere al LRYGB, debido a que se trata de
la técnica mas antigua. No obstante, existen al menos dos metaanalisis basados en estudios
aleatorizados que han descrito resultados clinicos similares con otras técnicas (5864, Otros
metaandlisis han evidenciado una mayor pérdida ponderal a largo plazo en los pacientes
sometidos a LRYGBP en comparacién con la GV. Sin embargo, en este mismo estudio no se
evidenciaron diferencias entre las técnicas respecto a la resolucién de comorbilidades (72,
Respecto al SADI-S, a pesar de que existe una evidencia limitada a largo plazo, en un metaanalisis
reciente se ha descrito una pérdida ponderal y una resolucién de la diabetes comparable a otras
técnicas malabsortivas, evidenciandose una mayor resolucién de la diabetes en comparacion
con el LRYGBP %9, Otro metaanalisis publicado en 2023 sefialé una mayor pérdida ponderal y
una mayor tasa de remision de la diabetes en los pacientes sometidos a SADI-S en comparacién
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con el LRYGBP 9, Otros estudios que comparan los resultados tras el LRYGBP con la GVL han
sefialado la importancia de la severidad y la duracidn pre-operatoria de la diabetes como uno
de los factores asociados a los resultados metabdlicos tras la CB, mas alla de la realizacién de
una técnica quirdrgica concreta 89,

1.3. ELTEJIDO ADIPOSO Y LA MATRIZ EXTRACELULAR

1.3.1. ESTRUCTURA DE LA MEC EN EL TEJIDO ADIPOSO

La MEC es una estructura compleja compuesta por diferentes proteinas, proteoglicanos y
polisacaridos, que proporciona un soporte para las células y modula los procesos bioldgicos en
los tejidos mediante la regulacion de los procesos de adhesidn celular, migracion, regeneracion
y apoptosis entre otros. El papel de la MEC en la regulacion de la adhesidn celular y la activacién
de vias de sefializacién dependen en gran medida de las integrinas, que actian como
transductores de senal a través de la membrana plasmatica para activar diferentes vias de
sefializacion intracelular 3082),

Dado que el tejido adiposo de los pacientes con obesidad se caracteriza por una gran expansion
adipocitica, la remodelacién y reorganizacion de la MEC resulta crucial para permitir el aumento
de tamafio de los adipocitos (hipertrofia) y la formacidn de nuevos adipocitos a partir de células
precursoras (hiperplasia). Ademas, la MEC interviene en la formacion de nuevos vasos
sanguineos, punto fundamental en un tejido adiposo sano. Como se ha comentado
previamente, la limitada respuesta angiogénica en el tejido adiposo enfermo y las condiciones
de hipoxia relativa dan lugar a la necrosis del adipocito y la consecuente inflamacion, fibrosis y
finalmente a las alteraciones inmunometabdlicas que conducen a la resistencia a la insulina.

En el tejido adiposo, la MEC esta formada bdsicamente por coldgenos, fibronectina y una
pequefia proporcidon de laminina 3. No obstante, existen gran cantidad de componentes y
moléculas reguladoras que tienen un importante papel en la remodelacién de la MEC y por tanto
en la funcidn y regulacién del tejido adiposo. A continuacién, se describen brevemente estos
componentes, receptores y reguladores principales de la MEC.

1.3.1.1. Componentes de la MEC

Colagenos

El colageno (tipos |, II, lll, IV) es el principal componente estructural de la MEC. Es producido
principalmente por los adipocitos, pero también por los pre-adipocitos, células endoteliales y
stem cells presentes en el tejido adiposo.
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Dado que los adipocitos maduros almacenan energia en forma de triglicéridos, la matriz de
colageno proporciona un fuerte esqueleto externo que soporta el estrés mecanico del adipocito.
Ademas, los colagenos intervienen en los procesos de adhesion, diferenciacidn y cicatrizacion
en el tejido adiposo (82,

El coldgeno tipo IV se encuentra en la membrana basal de los adipocitos 9, mientras que el
coldgeno tipo | es el componente mds abundante de la MEC (84,

En la obesidad, el acimulo de coldgeno en el tejido adiposo da lugar a fibrosis y aumento de la
rigidez, limitando la capacidad de expansidn del adipocito. Estos cambios se han relacionado con
la presencia de insulinorresistencia (83,

Osteopontina (OPN)

Proteina estructural de la MEC, principalmente expresada en los macrofagos del tejido adiposo
(88) La osteopontina se encuentra elevada en el tejido adiposo de las personas con obesidad (67,
y la delecidn de este gen en ratones ha demostrado prevenir la inflamacion e infiltracion por
macréfagos del tejido adiposo, mejorando la sensibilidad a insulina (8, Recientemente, ciertos
estudios han sefialado una elevacidn de la osteopontina plasmatica en pacientes con DM2 (82,

Acido hialurénico (HA)

Glucosaminglicano linear que promueve la quimiotaxis y adhesion de monocitos mediante la
unién al receptor CD44 %91 E| 4cido hialurdnico se encuentra aumentado en ratones obesos, y
la inhibicion de esta molécula mejora la inflamacidn y resistencia insulinica en ratones (5892,

Trombospondina 1 (THBS1):
Proteina de la familia de las trombospondinas, con funciones antiangiogénicas y antitumorales.

La trombospondina-1 es una glicoproteina de adhesion con multiples dominios que actiia como
mediadora en las interacciones célula-célula y célula-MEC. Se une a fibronectina, lamininay a
los coldgenos tipo V y VIl entre otros. Se expresa predominantemente en el TAV.

La trombospondina-1 se ha relacionado con la modulacién tanto positiva como negativa de los
procesos de adhesidon migracién y crecimiento de las células endoteliales. De hecho, esta
proteina interacciona con al menos 12 receptores relacionados con la adhesién celular,
incluyendo CD36 (actua como ligando de CD36 activando una respuesta antiangiogénica),
integrinas-aVy B1, sindecano y proteina asociada a integrinas (IAP o CD47). También interaciona
con multiples proteasas relacionadas con la angiogénesis como el plasmindgeno, la urokinasa,
las metaloproteinasas de matriz (MMP’s), la trombina, la catepsina y la elastasa.
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Tiene un papel en la agregacion plaquetar y también en la respuesta adaptativa al estrés del
reticulo endoplasmatico por medio de la interaccidon con ATF6 (activating transcription factor 6
alpha).

Se ha descrito la sobreexpresién de THBS1 asociada a la obesidad, y su expresidn se encuentra
elevada en pacientes afectos de obesidad con resistencia a la insulina 9. En ratones, la dieta
rica en grasas induce la expresidon de THBS1 en el tejido adiposo y aumenta los niveles de THBS1
circulante 3), La delecién del gen THBS1 en ratones ha demostrado ser un factor protector
contra la inflamacién del tejido adiposo y la resistencia insulinica inducida por dieta 3.

1.3.1.2. Integrinas y otros receptores de la MEC

Integrinas

Las integrinas son receptores heterodiméricos transmembrana compuestos por subunidades a
y B. En los mamiferos, existen 18 tipos de subunidades a y 8 tipos de subunidades B, que se
combinan para dar lugar a 24 integrinas distintas 4.

Las integrinas son los principales receptores implicados en la adhesién celular a las proteinas de
la MEC y también en ciertas uniones célula-célula. Desde su descubrimiento por parte de Hynes
et al. en 1987 (%), estos receptores de membrana han despertado interés por su papel en la
adhesidn celular y en la activacion de vias de sefializacién intracelular.

Las integrinas estan formadas por un gran dominio extracelular de unién al ligando, un dominio
trans-membrana y un pequeno dominio intracelular indirectamente asociado con el esqueleto
acto-miosinico. Existen diferentes sub-familias de integrinas en funcién de su dominio
extracelular, incluyendo receptores de coldgeno, receptores de laminina, receptores Arg-Gly-
Asp (RGD) y receptores especificos de leucocitos 4,

Para la activacidn de las integrinas, es necesario un cambio del receptor adoptando una
conformaciéon “abierta”, lo cual requiere de la accién de proteinas adaptadoras intracelulares
tales como las talinas y kindilinas ©°®%7), Sin embargo, las integrinas no tienen actividad quinasa
propia, por lo que la sefializacidn intracelular depende de la actividad de moléculas como FAK
(quinasa de adhesion focal) e ILK (integrina ligada a quinasa).

Aunque el papel de las integrinas en el tejido adiposo en la obesidad aun no esta bien
establecido, algunos estudios apuntan a un rol fundamental de las interacciones entre la MEC y
los receptores de membrana en relacién a las alteraciones inmunometabdlicas objetivadas en
la obesidad. En modelos animales transgénicos con DM2, la integrina B1 parece modular la
actividad de GLUT 4, el principal transportador de glucosa dependiente de insulina del tejido
adiposo 8, La disminucidn de los niveles de ILK en ratones, se ha objetivado hiperglicemia e
hiperinsulinemia asociadas a la infra-expresién de GLUT4 9, Por otro lado las integrinas B2,
relacionadas con la funcidn leucocitaria, se relacionan con la infiltracién del tejido muscular por
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parte de neutrdfilos, lo cual se ha relacionado con un empeoramiento de la resistencia insulinica
(100) por Gltimo, se cree que las integrinas podrian participan en la regulacidn del matbolismo
glucidico a través de vias de sefalizacion relacionadas con el estrés mecanico en determinados
tejidos (101,

CD44

CD44 es una glicoproteina que actla como receptor transmembrana. Se expresa en gran
cantidad de tejidos y se une a componentes de la MEC, especialmente a acido hialurénicoy a
osteopontina.

CD44 regula diferentes funciones celulares relacionadas con la interaccion célula-MEC vy la
interaccion célula-célula. Se han descrito una isoforma estandar (CD44s) y multiples variantes
(CD44v), las cuales se encuentran en algunos tejidos epiteliales y en situaciones patolégicas (192,
Se han descrito tres tipos de acciones relacionadas con la actividad de este receptor: en primer
lugar, la interaccion con ligandos como HA, que puede activar diferentes vias de sefializacion a
través de la interaccidon con receptores con actividad tirosin-quinasa o con el citoesqueleto
celular actinico; en segundo lugar, CD44 presenta funciones como co-receptor que intervienen
en la senalizacion mediada por receptores con actividad tirosin-quinasa. Por ultimo, CD44
conecta la membrana plasmatica y el citoesqueleto actinico (103,

Los estudios disponibles sobre el papel de CD44 en el tejido adiposo en la obesidad se han
centrado en la isoforma estdndar (CD44s), mientras que las variantes en el tejido adiposo no
han sido estudiadas 3?0,

CDA44 tiene un papel destacado en la inflamacidn a nivel del tejido adiposo y la aparicién de la
resistencia insulinica. La deficiencia de este receptor se ha relacionado con la mejoria del
metabolismo glucidico y de la inflamacién a nivel del tejido adiposo en ratones diabéticos, y el
tratamiento con anticuerpos anti-CD44 disminuye el nivel de glucosa plasmatica y también la
infiltracion por macréfagos en el tejido adiposo de ratones sometidos a dieta hipercaldrica (104,

En humanos, CD44 estd fuertemente expresado en las células inflamatorias del tejido adiposo
obeso y los niveles de CD44 en plasma se relacionan con la resistencia a la insulina. De hecho,
tanto CD44 como OPN estan altamente expresados en el tejido adiposo en condiciones de
obesidad 1%, Por otro lado, un analisis de metilacién del dcido desoxirribonucleico (ADN) en
humanos relaciond los fenédmenos epigenéticos con la desregulacion del TAV, siendo CD44 una
de las moléculas identificadas relacionadas con la insulinorresistencia en los pacientes con
obesidad (106),

CD36

También conocida como “translocasa de acidos grasos”, CD36 es una proteina integral de
membrana que se une a gran cantidad de ligandos incluyendo colagenos, THBS1, lipoproteinas
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y é4cidos grasos (19), Este receptor facilita el transporte de AGL hacia el tejido adiposo en
humanos (108),

Los ratones sometidos a dieta hipercaldrica con delecion de CD36 muestran mejoria en el perfil
insulinico y una reduccion del infiltrado de macréfagos en el tejido adiposo comparado con los
ratones con CD36(10%110) Estudios de expresidon génica han demostrado una sobreexpresion de
CD36 en el TAM de pacientes diabéticos (1Y,

El papel de CD36 en relacién con la obesidad y el metabolismo glicidico ha sido
mayoritariamente atribuido a su funcién como transportador de AGL. No obstante, se ha
propuesto que la unién de CD36 a componentes de la MEC como THBS1 podria tener un
importante papel en la transduccién de sefiales y la activacién de vias de sefializacién
intracelular (112,

1.3.1.3. Reguladores de la MEC

Metaloproteinasas de matriz (Matrix Metalloproteinases o MMP’s)

Las MMP’s pertenecen a la superfamilia de las metzincinas, metaloproteinasas dependientes de
zinc que comprende las subfamilias MMP, ADAM (Desintegrina y metaloproteinasa) y ADAMTS
(Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina) (113,

La subfamilia MMP esta formada por endopeptidasas dependientes de calcio que contienen
zinc, las cuales son responsables de la degradacién de proteinas estructurales de la MEC (114, Las
MMP’s juegan un papel fundamnental en la regeneracion de la MEC tanto en condiciones
normales como patoldgicas, y participan en los procesos de cicatrizacion, regeneracion tisular,
angiogénesis y metdastasis de células neoplasicas (14, Algunos subtipos de MMP se han
relacionado con procesos de apoptosis de algunos tipos celulares 1'% y con la regulacién de la
transcripcion de diferentes proteinas y factores de crecimiento (116),

Los miembros de la familia MMP puden dividirse en colagenasas (MMP1, -8 y -13), gelatinasas
Ay B (MMP2 vy -9), estromalisinas 1, 2 y 3 (MMP3, -10 y 11), matrilisina 1y 2 (MMP7 y -26),
MMP’s de membrana (MT-MMP’s: MMP14, -15, -16, -17, -24 y -25) y elastasa (MMP12) (117),

Las MMPs son inhibidas por sus inhibidores enddgenos, los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), de forma que el equilibrio
entre estas dos familias determina la actividad tisular “neta” de las MMPs. El desequilibrio o
desregulacién en las MMPs, sobrereguladas en la obesidad, se ha relacionado con la
fisiopatologia de la obesidad y la DM2 en humanos 3118, La concentracién plasmatica de MMP2
y -9 se encuentra aumentada en pacientes con obesidad (1'® y en los pacientes diabéticos (119,
Ademds, la expresién de MMP9 en el tejido adiposo se correlaciona postivamente con el HOMA-
IR en personas con obesidad (118, Debido a la sobre-regulacién de MMP’s en la obesidad, se ha
descrito una disminucién en los niveles de elastina en el tejido adiposode los pacientes con
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obesidad. El andlisis del tejido adiposo tanto visceral como subcutaneo en humanos y ratones
sugiere la relacion entre la sobreregulacion de MMP12 y la obesidad asi como la resistencia
insulinica (2%, También se ha descrito un aumento de MMP11 en el tejido adiposo de ratones
obesos, que podria ser uno de los mecanismos tempranos relacionados con la disfuncién del
tejido adiposo (129,

En conjunto, estos hallazgos sugieren que las MMPs probablemente juegan un importante papel
en la homeostasis del tejido adiposo en la obesidad. No obstante, la relacion de cada MMP con
sus sustratos especificos y sus implicaciones en relacién a la obesidad y la resistencia insulinica
no han sido claramente definidos 3.

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases o
TIMP's)

Familia de inhibidores tisulares enddgenos y especificos de las MMP’s. Existen cuatro tipos de
TIMP’s (TIMP-1 a -4) (122),

Se han descrito niveles plasmaticos aumentados de TIMP1y 2 en pacientes con DM2 y sindrome
metabdlico 119, Por otro lado, la delecidon de TIMP2 en ratones exacerba la induccidn de
obesidad mediante dieta rica en grasas en modelo murino 123, mientras que la expresion de
TIMP3 se encuentra reducida en el tejido adiposo de ratones obesos 124, Otros estudios han
relacionado la delecién de TIMP3 con esteatosis hepatica e inflamacidn a nivel del tejido adiposo
en ratones (12 por contra, la sobreexpresiéon de TIMP3 en macréfagos los protege contra estas
condiciones y mejora la resistencia insulinica (129,

Estos datos sugieren que la actividad de las TIMP’s tendria un efecto metabdlico protector por
contraposicion a la actividad tisular de las MMP’s, probablemente regulada por factores
tisulares locales no del todo conocidos 9. Los efectos beneficiosos asociados a la actividad de
las TIMP’s podrian deberse a la supresién de la actividad de MMP’s y a la consecuente mayor
estabilizacién de la MEC, o a su potencial efecto sobre la actividad de otras familias de proteasas
como ADAM y ADAMTS (127),

ADAMTS (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1)

Pertenecientes también a la superfamilia de las metzincinas como las MMP’s, se trata de una
familia de metalopeptidasas que participan en la degradacion de la MEC en diferentes tejidos.
Utilizan el zinc como cofactor.

Lss 19 proteinas ADAMTS descritas en el ser humano se clasifican en ocho categorias bioldgicas
en base a la organizacién de sus dominios y a sus funciones conocidas. Las agrecanasas (ADAMTS
1, 4,5, 8, 15), ademads de sus funciones proteoliticas, tienen entre sus miembros proteinas con
actividad anti-angiogénica como ADAMTS1 y 8 (aunque en otros subgrupos de ADAMTS se han
descrito también efectos sobre la angiogénesis) 128, ADAMTS2, 3 y 14 forman un grupo
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relacionado con la maduracién de las fibras de coldgeno 2%, Otros subgrupos estan formado
por proteoglicanasas (ADAMTS 9y 20), e incluso existen algunas de las ADAMTS que conforman
subgrupos llamados “huérfanos”, ya que el substrato especifico y funcion de cada una de estas
proteasas no ha sido aun identificado (ADAMTSS, 10, 16, 18, 17 y 19) (128),

Existe muy poca informacién sobre la relacién entre la familia ADAMTS y la homeostasis
glucidica. Se ha descrito una sobreexpresion de ADAMTS5 durante el desarrollo de obesidad en
ratones (130, y también en ratas con obesidad inducida por dieta (39, Koza describid una
correlacién entre la expresién de ADAMTS5 en el tejido adiposo y las diferencias en la masa
adipocitica de ratones genéticamente idénticos C57BL/6J (132, mientras que otros autores han
relacionado la actividad de ADAMTS 5 con la adipogénesis y la expansion del tejido adiposo en
el modelo murino (132:133),

Actualmente los mecanismos mediante los cudles MMP’s, TIMP’s y ADAMTS intervienen en los
desérdenes metabdlicos asociados a la obesidad son en gran parte desconocidos.

1.3.2. ADIPOSOPATIA Y REMODELACION DE LA MEC

A pesar de que en la literatura existen numerosos estudios que relacionan tanto el depdsito
excesivo de componentes de la MEC como la activacion de vias de sefializacién relacionadas con
los receptores de MEC con la alteracién inmunometabdlica del paciente con obesidad, los
mecanismos especificos que dan lugar a estos cambios a nivel del tejido adiposo no son
completamente conocidos.

A continuacién se exponen los principales factores que actualmente se consideran implicados
en la relacién entre MEC y adiposopatia (Figura 7).

1.3.2.1. Inhibicién de la angiogénesis en el tejido adiposo. El papel de H1Fla.

Como se ha comentado previamente, el tejido adiposo en expansién requiere de una respuesta
angiogénica adecuada. En la obesidad, en cambio, el potencial angiogénico se encuentra
limitado por mecanismos que se creen relacionados con la MEC (30),

En condiciones de obesidad, el factor inducible por hipoxia HIF1a no da lugar a un aumento de
la angiogénesis mediado por el factor de crecimiento endotelial vascular a (VEGFa), como si
sucede en el crecimiento tumoral 3%, sino que HIFla induce la activacién de un programa
transcripcional alternativo que da lugar a la sintesis de componentes estructurales de la MEC y
a un aumento de la fibrosis tisular.

La respuesta antiangiogénica “paraddjica” mediada por H1Fla ha sido apoyada por hallazgos
experimentales, como la prevencién de la respuesta fibrética en el tejido adiposo de ratones
obesos tratados con PX-478, un inhibidor de H1Fla, o bien mediante sobreexpresiéon de una
variante dominante negativa de H1F1a (%, De hecho, se ha observado que la respuesta a la
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hipoxia en el tejido adiposos de ratones ob/ob se asocia paraddjicamente con una disminucidn
de la expresion del gen VEGFa y de la densidad vascular en ese tejido (139,

La capacidad angiogénica del tejido adiposo se relaciona con la homeostasis glucidica. En
ratones obesos sometidos a dieta hipercaldrica, la induccién de la expresion de VEG «a en el
tejido adiposo es capaz de revertir la intolerancia a la glucosa (139, y |a inhibicidn de H1F1a en
este modelo animal se ha asociado también con una mejoria metabdlica.

Se ha propuesto la hipdtesis de que la escasa angiogénesis en el tejido adiposo de las personas
con obesidad podria condicionar un menor intercambio de insulina y otras hormonas, asi como
de citoquinas y adipoquinas entre la sangre y el tejido adiposo, lo que podria dar lugar a la
resistencia insulinica por mecanismos similares a los descritos en otros tejidos como el musculo
esquelético (137.138),

En conjunto, estos hallazgos sugieren la presencia de mecanismos especificos en la obesidad
gue relacionan la hipoxia, la angiogénesis y la fibrosis. Dado que la fibrosis parece inhibir la
capacidad angiogénica del tejido adiposo mediante la inhibicion de la expresion de factores
angiogénicos como VEGFa, la hipdtesis sobre la existencia vias de sefializacion inhibidoras de la
angiogénesis mediada por la interaccion entre ECM vy receptor pareceria razonable 59, No
obstante, no disponemos actualmente de datos sobre la regulacién de la angiogénesis mediada
por integrinas u otros receptores, por lo que son necesarios mas estudios en este campo.

1.3.2.2. Induccién de la muerte celular en el adipocito

Los componentes de la MEC no sdlo proporcionan soporte estructural a los adipocitos, sino que
regulan la proliferacién y los procesos de muerte celular en el tejido adiposo.

La primera hipdtesis sobre la relacion de la fibrosis con la muerte celular en el tejido adiposo
tiene que ver con la restriccidn fisica que los depdsitos excesivos de componentes de MEC
imponen a la expansién del adipocito, lo que causaria la muerte celular 13, En segundo lugar,
se ha propuesto que la interaccion MEC — receptor (ya sean integrinas u otros) podria
desencadenar la activacién de vias de sefializacién relacionadas con la necrosis o apoptosis del
adipocito 39, Esta hipdtesis es apoyada por el hecho de que, en ratones ob/ob sin colageno VI
(Col6al), se ha observado una menor necrosis de los adipocitos, acompafiada de la paricion de
adipocitos de mayor tamafio y de una mejoria de la resistencia insulinica 3. En el mismo
estudio, la reduccién de la muerte adipocitaria se asocid con una disminucion significativa de
una de las formas de Xbp1, un marcador de estrés del reticulo endoplasmatico que actia como
inductor de la apoptosis mediante la activacion del factore de transcripcion CHOP y la protein-
quinasa JNK (139),

Los mecanismos propuestos sobre la sefializacion mediada por receptores relacionados con la
MEC y su relacion con la induccién de la muerte en el adipocito guardan cierto paralelismo con
la fisiopatologia tumoral. De hecho, muchos de los cambios observados durante la expansion
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del tejido adiposo que tienen que ver con los componentes de la MEC, sus reguladores o sus
receptores, se dan también durante el crecimiento tumoral. Estos cambios incluyen un depésito
excesivo de algunos coldgenos (I, I, Ill, V y IX) 149 niveles aumentados de MMP’s (MMP1, 2, 3,
7,9,12,14,21, 24,25) y TIMP’s (TIMP 1, 2 y 3) 14y el aumento de la sefializacién mediada por
receptores de MEC como el descrito entre HA y el receptor CD44 (142, No obstante, mientras que
los cambios a nivel de la MEC en el caso de la expansién tumoral dan lugar al crecimiento celular,
invasion y metdstasis, en el caso de la expansion del tejido adiposo la consecuencia final seria la
apoptosis. Si bien no se conocen las vias y mecanismos de regulacién que podrian estar
implicadas en este proceso, los avances en el conocimiento de la biologia tumoral podran sin
duda contribuir a esclarecer la relaciéon entre obesidad, fibrosis, apoptosis y homeostasis
glucidica.

1.3.2.3. Induccidn de la infiltracién del tejido adiposo por macréfagos e inflamacién

Independientemente de los mecanismos inductores de la muerte celular en la obesidad, la
muerte del adipocito se ha relacionado con la inflamacidn y la infiltracidn del tejido adiposo por
parte de macréfagos, que serian atraidos por el estimulo fagocitico del adipocito necrético (143,
Por otro lado, algunos autores han propuesto que la interaccién MEC — receptor podria activar
vias de sefalizacion intracelular que darian lugar a la regulacion de genes relacionados con la
inflamacién y la quimiotaxis de células del sistema inmune 30,

Estudios en modelo de obesidad murino han demostrado un aumento de la infiltracion por
macrdéfagos y de apoptosis adipocitica en ratones con una delecién selectiva de la protein-
quinasa FAK en los adipocitos (*, Dado que FAK es una tirosin-quinasa esencial en la
proliferacidn celular cuya transmision de sefiales depende de las integrinas, estos hallazgos
sugieren un probable papel de FAK en la regulacién de la expresidn génica relacionada con la
inflamacidn en el tejido adiposo.

Otros trabajos en ratones con obesidad inducida por dieta han mostrado que el tratamiento con
hiauluronidasa recombinante pegilada de origen humano disminuye no sélo el HA a nivel del
tejido adiposo, sino también la expresion de marcadores pro-inflamatorios como TNFa (138, La
delecién de CD44, el principal receptor de HA, también ha mostrado una disminucién de la
expresion de genes relacionados con la inflamacién a nivel del tejido adiposo (143, Estos datos
sugieren que la activacién de vias de sefializacién mediadas por HA — CD44 podrian regular la
infiltracion por macréfagos y la inflamacion del tejido adiposo en ratones.

Por ultimo, tambiém se ha sefialado que la delecidn del gen de la integrina B2 protegeria a los

ratones con obesidad inducida por dieta de la resistencia insulinica, ya que evitaria la activacion
y proliferacion de macréfagos en el tejido adiposo (149),
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1.3.2.4. El origen celular del depdsito excesivo de ECM: éadipocitos, preadipocitos o
macrdéfagos?

La contribucidn cuantitativa de los distintos tipos celulares a los depdsitos fibréticos del tejido
adiposo en el paciente con obesidad es dificil de establecer. Sin embargo, parece claro que no
existe un Unico tipo celular responsable de la sintesis de componenetes de la MEC (**7),

Los preadipocitos y los macréfagos, aunque son superados por la gran masa adipocitaria en el
tejido adiposo hipdxico, pueden incluso superar en niumero a los adipocitos y su papel en
relacion a los cambios fibréticos tisulares ha sido demostrado en numerosos trabajos (147,
Estudios in vitro sugieren que los preadipocitos, en contacto con células inflamatorias como los
macréfagos, producen una gran cantidad de moléculas de la MEC como coldgeno tipo |,
fibronectina o su receptor la integirna a5 entre otros (**8), Los macréfagos, por su parte, parecen
actuar como reguladores de la produccion de depdsitos fibréticos. Los macréfagos producen
mediadores solubles como TGF-B1 vy factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF por sus
siglas en inglés) que activan a los fibroblastos ademds de regular el balance entre las MMP’s i
sus inhibidores (1), Estas células son también responsables de la secrecién de citoquinas que
regulan la fibrogénesis mediante la atraccion de fibroblastos y células inflamatorias hacia el
tejido adiposo. De hecho, dada su capacidad para estimular una respuesta tanto pro- como anti-
fibrética y su actividad reguladora en la activacion de los fibroblastos, los macréfagos aparecen
como uno de los actores principales en el proceso de fibrosis. Otros tipos celulares como los
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mastocitos han sido también relacionados con el acimulo de coldgeno en el tejido adiposo,
aunque se desconoce su funcién en relacién a este proceso (1),

Por ultimo, la estrecha relacion entre los adipocitos y los depdsitos extracelulares de colageno
y otros componentes de la MEC no permiten excluir a los propios adipocitos como productores
de los cambios fibréticos en el tejido adiposo de los pacientes con obesidad >V, De hecho, existe
una cierta semejanza entre los adipocitos y las células estrelladas responsables de los cambios
fibréticos en el higado. Estas células, en su estado quiescente o inactivo, expresan un perfil
transcripcional similar al del adipocito (>, En respuesta a diferentes estimulos, estas células
estrelladas se diferencian en miofibroblastos y expresan un programa transcripcional
profibroético, lo cual permite hipotetizar sobre la posible existencia de mecanismos similares en
el adipocito (que sin embargo a dia de hoy no han sido descritos).

1.4. EL PAPEL DE LAS CELULAS MESOTELIALES

En las ultimas décadas ha sido dmpliamente reportada la relacién entre la localizacién de los
diferentes depdsitos adipociticos y su efecto diferencial sobre el metabolismo energético (153154,
Asi pues, los individuos en qué el exceso de adiposidad se presenta sobretodo a nivel del TAS
presentan un menor riesgo cardiovascular que los individuos con una mayor proporcién de grasa
visceral {155, Asimismo, la celularidad y los diferentes patrones de expansién del tejido adiposo
en la obesidad son otro claro predictor de disfunciéon metabdlica: mientras que la hipertrofia del
TAV se relaciona con el sindrome metabdlico, los mal llamados “obesos sanos” exhiben un
fenotipo caracaterizado por la presencia de adipocitos mas numerosos y de menor tamafio a
nivel del TAV, resultado del predominio de la expansion hiperplasica (156,

Hasta la fecha, tanto el origen de los nuevos adipocitos durante la expansion del tejido adiposo
como los factores celulares y moleculares que regulan el equilibrio entre los procesos de
hipertrofia e hiperplasia en la poblacién adipocitaria en los diferentes depdsitos son en gran
medida desconocidos. No obstante, en los ultimos afios han surgido numerosos estudios que
apuntan a un origen diferencial de las distintas poblaciones en los distintos depdsitos
adipociticos que podria contribuir a explicar sus diferencias funcionales en condiciones de
obesidad (157158), En este contexto, las células mesoteliales aparecen como potenciales
precursores adipocitarios y como uno de los actores principales en los procesos de remodelacion
e inflamacién en el TAV (156,

1.4.1. PROPIEDADES DE LAS CELULAS MESOTELIALES

Las células mesoteliales son células planas y poligonales que forman una monocapa sobre la
superficie visceral y parietal de las cavidades peritoneal, pleural y pericardica (1, Esta
monocapa continua permite el transporte de fluidos entre cavidades, manteniendo la
homeostasis de las cavidades que reviste. A pesar de que estas células poseen propiedades
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comunes a las células epiteliales, como la presencia de microvellosidades o la polaridad
basal/apical, su origen es mesodérmico y comparten caracteristicas tipicas de celulas
mesenquimales (como por ejemplo la expresion de desmina y vimentina).

La presencia de células mesoteliales recubriendo los depdsitos adipociticos viscerales (omental
y mesentérico) ha sido reportada desde los afios 80 (189, En cambio, estas células no estan
presentes en el TAS (161,

Tradicionalmente se considerd que la funcion de las células mesoteliales era basicamente de
barrera, proporcionando una superficie no adherente que permite el contacto y movimiento de
estructuras vecinas y constituyendo la primera linea de defensa contra agentes lesivos (162, Sin
embargo, multiples investigadores en los Ultimos afios han descrito un fenotipo inflamatorio en
las células mesoteliales en el TAV de los pacientes con obesidad, y se las ha relacionado con
fenédmenos inflamatorios in vitro (163,

Cultivos de células mesoteliales han demostrado la secrecién de IL8 in vitro en respuesta al
estimulo pro-inflamatorio de IL1b y TNF (164, Se cree que IL8 tiene un papel fundamental en el
reclutamineto de leucocitos a traves del tejido peritoneal (TP) en caso de peritonitis (165, In vitro,
la grasa visceral libera mayor cantidad de IL8 que la grasa subcutanea, siendo esta liberacion
mas significativa en la fraccidn vascular estromal que en la poblacién adipocitaria aislada. Estos
hallazgos sugieren que las células no adipociticas podrian contribuir al incremento de los niveles
circulantes de IL8 obseevados en la obesidad (1), En humanos, los niveles circulantes de IL8 se
correlacionan con el IMC, la resistencia a insulina y el riesgo cardiovascular (167),

Por su parte, el tejido adiposo es uno de los principales lugares de produccién de IL6, citoquina
fuertemente relacionada con la resistencia insulinica y la alteracién del metabolismo energético
en la obesidad (1%8), Los nivels de IL6, cuya liberacidon se ha demostrado en células peritoneales
en respuesta al estimulo pro-inflamatorio de TNF y IL1b (184, se encuentran elevados en los
pacientes que realizan dialisis peritoneal (*67), Por tanto, como se ha demostrado con otras
citoquinas (163168 se cree que las células mesoteliales podrian participar en la produccién de IL6
en el TAV contribuyendo a la disfuncién inmunometabdlica del paciente con obesidad.

Las células mesoteliales peritoneales también expresan el receptor tipo toll (TLR), que en las
células inmunes se relaciona con la produccion y secrecidon de citoquinas. En ratones, la
inhibicidn de la sefalizacion mediada por TLR4 ha demostrado tener un efecto protector contra
la inflamacidn y la resistencia insulinica inducida por la dieta alta en grasas, sugiriendo un papel
de este receptor en la desregulacion metabdlica asociada a la obesidad (169,

1.4.2. CELULAS MESOTELIALES Y FIBROSIS

La fibrosis es uno de los principales factores contribuyentes a la disfuncién tisular en la obesidad.
Los fibroblastos, uno de los principales tipos celulares productores de colageno, son células
mesenquimales que se encuentran en el estroma de numerosos tejidos, entre ellos el tejido
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adiposo. Se trata de células indiferenciadas que no expresan marcadores de otros tipos
celulares, por lo que existen aun a dia de hoy ciertas dudas sobre su origen y sobre si constituyen
una poblacién homogénea de células o bien se trata de distintas subpoblaciones procedentes
de distintos progenitores 179, Sea como fuere, este tipo celular esta fuertemente implicado en
los procesos de regeneracion tisular, cicatrizacion, reparacion, remodelacidn y fibrosis.

En los ultimos afios, se ha sugerido que las células mesoteliales podrian tener un rol en la fibrosis
tisular en diferentes tejidos, especielmente cuando los mecanismos normales de regeneracion
se encuentran alterados. En este contexto, las células mesoteliales serian capaces de
diferenciarse y migrar hacia la zona lesionada, expresando un perfil pro-inflamatorio,
secretando citoquinas y contribuyendo a la fibrogénesis. De hecho, el desarrollo de nuevas
técnicas de marcaje y rastreo molecular ha permitido en los ultimos afios demostrar que las
células mesoteliales son capaces de experimentar una “transicién mesotelial a mesenquimal”,

I”

también llamada “transicién epitelial a mesenquimal” o EMT por sus siglas en inglés (124,
Mediante este proceso, descrito en distintas situaciones patoldgicas en diferentes tejidos como
el higado, el pulmdn, el rifidn o el peritoneo de pacientes en diélisis peritoneal 7Y, las células
mesenquimales se convertirian en células fibrogénicas mediante un mecanismo dependiente de
TGFp. Este mcanismo también se ha descrito durante el desarollor tisular normal, en que’las
células mesoteliales que expresan la glicoproteina de membrana “mesotelina” dan lugar a
células de muculatura lisa, fibroblastos y células endoteliales en distintos érganos intra-

abdominales y toracicos 172,

En conjunto, estos hallazgos sugieren la contribucion de las células mesotaliales a la fibrosis del
TAV en los sujetos con obesidad.

1.4.3. PRECURSORES ADIPOCITICOS

El origen de las células del tejido adiposo, incluyendo los adipocitos y los tipos celulares del
estroma circundante, han sido un area de interés en los ultimos anos. Las diferencias en la
expresion génica, asi como su aparicion durante las diferentes etapas del desarrollo han dado
lugar a la hipdtesis de un origen diferencial entre los diferentes depdsitos anatémico de tejido
adiposo. Si bien se habia apuntado a un origen del tejido adiposo pardo a partir de la cresta
neural '73), estudios recientes apuntan también a un distinto origen embrionario de los TAVs y
TAS en ratones. Chau observd recientemente que los depdsitos mesentéricos, omental,
gonadales, y otros depdsitos adiposos viscerales que aparecen después del nacimiento en
ratones derivan de células precursoras que expresaron el gen del tumor de Wilms Wt1 durante
el desarrollo. En cambio, las células adiposas de los depdsitos inguinales derivarian de un subtipo
celular distinto, que no expresa Wtl. Se ha objetivado la expresion de Wt1 en las células
mesoteliales presntes en el depdsito adiposo gonadal durante el desarrollo embrionario,
sugiriendo que estas células mesoteliales podrian ser precursores de los adipocitos en este
tejido 137, De hecho, las células mesoteliales Wtl + expresaron marcadores de precursores
adipocitarios (CD29, CD34, Scal). En linea con estos hallazgos, estudios anteriores habian
demostrado que las células mesoteliales en cultivo se podian diferenciar en adipocitos y otros
tipos celulares mesenquimales (174, Otros estudios recientes han apoyado el concepto de un
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origen mesotelial de los adipocitos en el TAV (173, en contraposicidn a la hipétesis previa sobre
el origen perivascular de los precursores adipociticos (176). Cabe decir, no obstante, que ambas
hipétesis no son mutuamente excluyentes, sino que existen datos en la literatura que apoyan la
heterogenicidad de precursores en el TAV, cuyos depésitos tendrian origen en diferentes linajes
celulares 177,

Dadas las caracteristicas funcionales de las células mesoteliales, el mesotelio asociado a los
depdsitos adiposos viscerales podria ser uno de los contribuyentes a la disfuncidn tisular en el
paciente con obesidad. Un conocimiento mds profundo de las caracteristicas de este subtipo
celular en la obesidad serd crucial para esclarecer su papel en la desregulacién
inmunometabdlica de estos pacientes.

1.5. LA MEC COMO POTENCIAL DIANA TERAPEUTICA EN LA
OBESIDAD

Dado que la fibrosis a nivel del tejido adiposo en los pacientes con obesidad se ha relacionado
con alteraciones patoldgicas tanto a nivel local como sistémico relacionadas con la hipoxia
tisular, la inflamacidn del tejido adiposo, y finalmente la disminucién de la sensibilidad a la
insulina 78 e incluso un peor prondstico tras la CB (172180 |3 MEC se ha convertido en los Gltimos
afios en una diana terapéutica prometedora para combatir la obesidad y las comorbilidades
relacionadas. Desgraciadamente, hasta la fecha no existen tratamientos capaces de bloquear de
forma directa o revertir los cambios fibréticos a nivel del tejido adiposo (178),

Como se ha comentado anteriormente, HIF1a es uno de los factores principales en el desarrollo
de los cambios fibrdticos tisulares en respuesta a la hipoxia. Sun testo el efecto de la inhibicion
de HIF1la mediante su inhibidor especifico PX-478 en ratones obesos, y evidencio la supresidn
de los cambios fibréticos y la inflamacidn a nivel del tejido adiposo con una mejoria metabdlica
asociada®®, El aumento de la expresion de HIF1a mediante la inhibicion del dominio hidroxilasa
(PHD) por parte de GSK1278863 y FG-4592 se ha asociado también a una disminuciéon de
los niveles de colesterol plasmatico, proporcionando nuevas perspectivas respecto al
posible tratamiento de la dislipemia asociada a la obesidad (181.182),

Por su parte, la sefializacién mediada por TGF-B también ha despertado interés terapéutico para
combatir la fibrosis tisular. Actualmente existen farmacos hipoglucemiantes de primera linea
como la metformina que parecen inhibir la respuesta profibrética mediada por TGF-f1/Smad3
a través de su accion activadora de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK). Este efecto
antifibrético mediado por AMPK se ha relacionado con un aumento de la sensibilidad a la
insulina 183, A pesar de que el disefio de farmacos especificos capaces de bloguear la respuesta
fibrética mediada por TGF-B constituye actualmente un reto, se ha visto que la berberina,
compuesto presente en diversas plantas, ejerce un efecto antidiabético mediante la activacion
de AMPK (18 y disminuye la fosforilacion de Smad3 mediada por TGF-B. Estos cambios han
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demostrado disminuir el acumulo de coldgeno y revertir la sobreregulacién de genes
relacionados con la fibrosis en ratones obesos (185,

La familia de metalopeptidasas MMP es otro de los factores clave en la remodelacién de la MEC
en la obesidad. En este sentido, la inhibicidon de peptidasas como MMP14 se ha asociado a la
posible reversibilidad de los cambios fibréticos a nivel del tejido adiposo (178,

La constatacién en los ultimos afos de la relacién entre la fibrosis del tejido adiposo y la
desregulacion metabdlica en la obesidad ha abierto las puertas a la exploracion de nuevas
estrategias de tratamiento. Si bien los hallazgos terapéuticos en este campo son a dia de hoy
limitados, el estudio de la MEC en los tejidos adiposos y su relaciéon con las alteraciones
fisiopatolégicas en el paciente con obesidad sin duda podra dar lugar en los préximos afios al
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas tanto para la obesidad como para las comorbilidades
asoaciadas.
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2. HIPOTESIS

La alteracién de la regeneracion de la MEC se considera uno de los componentes de la llamada
“adiposopatia” asociada a la obesidad. Por tanto, la disfuncién inmunometabdlica sistémica que
padecen los pacientes con obesidad podria relacionarse con esta regeneracion alterada de la
MEC en el tejido adiposo. No obstante, no se conocen las diferencias en las alteraciones de la
MEC de los distintos tipos de tejido adiposo ni la contribucién especifica de cada uno de ellos en
la disfuncidn inmunometabdlica sistémica. Asimismo, tampoco esta establecido el papel en la
regeneracion de la MEC de las células mesoteliales (presentes en el peritoneo que recubre el
tejido adiposo mesentérico y epiploico, pero no el tejido adiposo subcutaneo).

Asi pues, la hipotesis de este trabajo es que, entre un grupo de pacientes con obesidad y un
grupo de controles sin obesidad, existen diferencias en la expresidn de genes relacionados con
la MEC en los distintos tejidos estudiados (tejido adiposo mesentérico, tejido adiposo epiploico,
tejido adiposo subcutaneo y tejido peritoneal), las cudles podrian relacionarse con diferentes
variables clinicas pre-operatorias y con la evolucién metabdlica y ponderal tras la cirugia
bariatrica.
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3. OBJETIVOS

En relacidn con la hipdtesis de este trabajo, se han definido los siguientes objetivos:

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Comparar las diferencias en el perfil transcripcional de los genes relacionados con la MEC en los
cuatro tejidos estudiados (tejido adiposo mesentérico, tejido adiposo epiploico, tejido adiposo
subcutdneo y tejido peritoneal) en un grupo de pacientes con obesidad y un grupo de controles
sin obesidad, y analizar la relacidn entre la expresidn de los genes mas representativos y distintas
variables clinicas basales, asi como la evolucidn tras la CB en el grupo de pacientes con obesidad.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Realizar un andlisis de expresion diferencial mediante microarrays a partir de muestras de
acido ribonucleico (ARN) tisular en los cuatro tejidos estudiados e identificar los genes
relacionados con la MEC diferencialmente expresados (GDEs) entre el grupo de pacientes y el
grupo control.

2. Realizar un analisis de enriquecimiento funcional de los genes relacionados con la MEC
diferencialmente expresados entre el grupo de pacientes y el grupo control en los cuatro
tejidos estudiados, y seleccionar los genes mas representativos de este andlisis para la
validacion de su expresion diferencial mediante RT-gPCR en un subgrupo representativo de
pacientes y controles.

3. Analizar la relacién entre diferentes variables clinicas (IMC, insulinorresistencia, HTA y DLP)
en el momento de la intervencién y los niveles de expresidén de los genes seleccionados en el
analisis de enriquecimiento funcional de los cuatro tejidos estudiados en un subgrupo
representativo de pacientes y controles.

4. Analizar la relacién entre la evolucion ponderal y metabdlica a los 12 meses de la CB y los

niveles de expresion de los genes seleccionados en el analisis de enriquecimiento funcional de
los cuatro tejidos estudiados en un subgrupo representativo de pacientes.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se disefid un estudio prospectivo observacional de tipo caso-control (188 entre un grupo de
pacientes con IMC > 35 kg/m? intervenidos de CB laparoscépica electiva y un grupo de controles
con IMC < 30 kg/m?2 intervenidos de colecistectomia laparoscdpica electiva. De cada sujeto, se
obtuvieron biopsias quirurgicas de cuatro tejidos (TAM, TAE, TAS y TP). A continuacidn, se realizo
un andlisis de expresién diferencial mediante microarrays y se seleccionaron los genes
relacionados con la MEC diferencialmente expresados entre grupos en cada tejido. Tras un
analisis de enriquecimiento funcional, se seleccionaron los genes mas representativos y, en un
subgrupo de pacientes y controles, se validaron las diferencias de expresion mediante reaccién
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). Finalmente, se analizd la
relacién entre los niveles de expresiéon mediante RT-qPCR de los genes seleccionados en este
subgrupo de pacientes y controles y distintas variables clinicas basales, asi como la evolucidn
ponderal y metabdlica de los pacientes a los 12 meses de la CB (Figura 8).

Grupo Pacientes Grupo Control
Biopsias quirlrgicas Biopsias quirlrgicas
(4 tejidos: TAE, TAM, TP, TAS) (4 tejidos: TAE, TAM, TP, TAS)

Analisis de expresion mediante microarrays

}

Seleccién de GDE'’s relacionados con la MEC

¢

Andlisis de enriquecimiento funcional

}

Seleccion genes mas representativos

'

Validacién de expresion de genes

L » . h «—
representativos mediante RT-gPCR
Andlisis de relacion entre Anélisis de relacion entre
—| expresion génica y evolucion a expresion génica y situacion  |<e—
los 12 meses de CB clinica basal

t

Figura 8. Esquema general del estudio. TAM: Tejido adiposo mesentérico; TAE: Tejido adiposo epiploico; TAS:
Tejido adiposo subcutdneo; TP: Tejido peritoneal, GDEs: Genes diferencialmente expresados; MEC: Matriz
extrecelular; RT-gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real; CB: Cirugia baridtrica.
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4.1.1. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Para el cdlculo del tamafio muestral, se utilizé el aplicativo web de Fisterra
(https://www.fisterra.com/mbe/investiga/9muestras/9muestras2.asp).

Para detectar cambios de expresidén de al menos un 25% con una potencia estadistica del 80% y
un nivel de confianza del 95% (error tipo 1 < 0.05 bilateral), se calculé una n requerida de 26
sujetos en cada grupo. Asumiendo unes pérdidas esperadas de hasta el 30% (15% por problemas
técnicos durante el procesamiento de las muestras y otro 15% por pérdida durante el
seguimiento), la n final requerida fue de 38 sujetos por grupo.

4.1.2. PARTICIPANTES

4.1.2.1. Criterios de inclusidn

Los participantes del estudio fueron reclutados de forma consecutiva en dos centros, el Hospital
Universitario Vall d’Hebrdn (grupo pacientes) y el Hospital San Rafael (grupo control). Los
criterios de inclusién fueron:

Grupo Pacientes

e |MC > 35 kg/m2.

e Edad entre 18 y 60 afios.

e Indicacion de CB segun criterios cldsicos recogidos en las guias internacionales (14%187) (IMC
> 40 kg/m2 o IMC > 35 kg/m2 con al menos una de las siguientes comorbilidades: DM2,
HTA, DLP, SAHS, NAFLD, cardiopatia isquémica, enfermedad por reflujo gastro-esofagico,
insuficiencia venosa severa, artropatia severa, incontinencia urinaria severa o alteracion
significativa de la calidad de vida por alteracién de la movilidad).

e Fracaso en un intento previo de perder peso o incapacidad para mantener la pérdida
ponderal a largo plazo mediante intervenciones dietéticas y conductuales.

e Adecuada adherencia y cumplimiento preoperatorio de los controles médicos y el
seguimiento establecido dentro del programa de CB.

e Capacidad para comprender y dar su consentimiento informado para una CB.

e Consideracién de “apto” para CB tras la evaluacién por parte del Comité Multidisciplinar
de la Unidad de Obesidad Mérbida del Hospital Universitario Vall d’"Hebrén.

e Pacientes operables, sin contraindicacidn quirdrgica por otro motivo (riesgo quirurgico no
aceptable por comorbilidades médicas, prondstico vital comprometido por otra
patologia, abuso de téxicos).

Grupo Control

e IMC<30kg/m2.
e Edad entre 18 y 60 afios.
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e Indicacidn de colecistectomia laparoscépica programada por colelitasis.

e Capacidad para comprender y dar su consentimiento informado para una cirugia
abdominal electiva.

e Sujetos operables, sin contraindicacidn quirdrgica por otro motivo (riesgo quirurgico no
aceptable por comorbilidades médicas, prondstico vital comprometido por otra
patologia, abuso de téxicos).

4.1.2.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron todos los sujetos con alguno de los siguientes criterios:

e Edades extremas (<18 o >60 afios).

e Contraindicacion para la cirugia (sujetos no operables).

e Sujetos sometidos a cirugia urgente.

e Sujetos con evidencia de proceso inflamatorio agudo intra-abdominal.

e Sujetos en tratamiento con metformina o farmacos hipoglucemiantes que pudiesen
interferir con los procesos de regeneracion y remodelacidn tisular a nivel de la MEC.

e Sujetos en tratamiento con otros farmacos que pudiesen interferir con los procesos de
regeneracion y remodelacién tisular a nivel de la MEC (quimioterapicos,
inmunomoduladores, corticoides sistémicos y tratamientos anti-inflamatorios
cronicos).

e Sujetos con patologia neoplasica.

e Sujetos con patologia inflamatoria crénica.

e Consumo de alcohol > 20 gr/dia

4.1.3. INTERVENCIONES QUIRURGICAS

Todos los participantes del estudio que conformaron el grupo de pacientes con obesidad fueron
sometidos a CB en la Unidad de Cirugia Bariatrica, Endocrina y Metabdlica del Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Vall d’"Hebrén. Se incluyeron pacientes
sometidos a diferentes técnicas de CB: GVL, LRYGB y SADI-S. La eleccién de la técnica quirurgica
en cada paciente se realizé de acuerdo a los criterios clinicos e indicaciones establecidas por la
Unidad Multidisciplinar de Obesidad Mérbida del Hospital Universitario Vall d’Hebrén. Estas
técnicas quirlrgicas se encuentran detalladas en el apartado 2.2.2.1. Principales técnicas
quirdrgicas.

Todos los participantes del estudio que conforman el grupo de controles sin obesidad fueron
sometidos a colecistectomia laparoscépica por colelitasis sintomatica y fueron intervenidos en
la Unidad de Cirugia General del Hospital San Rafael.

Para este estudio, se registré especificamente el tipo de intervenciéon quirurgica, el

cumplimiento del protocolo antes y después de la intervencidn, las incidencias durante la misma
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y la evolucidn postoperatoria.

4.1.4. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Biopsias de tejidos

Tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con obesidad, se obtuvieron biopsias
quirurgicas de los cuatro tejidos a estudio durante la cirugia programada. Estos tejidos son:

e Tejido adiposo subcutaneo (TAS)

e Tejido adiposo epiploico (TAE)

e Tejido adiposo mesentérico (TAM)
e Tejido peritoneal (TP)

TAV

Tejidos Adiposos

Tejidos Viscerales

Figura 9. Tejidos incluidos en el estudio. TAS: Tejido adiposo subcutdneo; TAE: Tejido adiposo
epiploico; TAM: Tejido adiposo mesentérico; TP: Tejido peritoneal; TAV: Tejido adiposo visceral.

El TAS, el TAE y el TAM son tejidos adiposos, a diferencia del TP que es un tejido mesotelial. El
TAE, el TAM vy el TP se consideran tejidos viscerales por encontrarse a nivel intrabdominal, a
diferencia del TAS. Al tratarse de tejidos adiposos de localizacidn intraabdominal, el TAE vy el
TAM se engloban en el concepto de TAV, para contraponerlos al TAS (Figura 9).

Para facilitar el posterior procesamiento de los tejidos se establecié un tamafio minimo de 1 cm
x 1 cm x 0.5 cms de grosor (excepto para muestras de TP, cuyo grosor es inferior a 0.1 cms). El
TAS fue obtenido a nivel abdominal y el TP fue obtenidos a nivel parietal anterior. Tras la
escisidon, las muestras fueron conservadas en medio de estabilizacion de RNA (RNAlater™
Stabilization Solution; Thermo Fisher Scientific). Todas las muestras fueron conservadas a 42C
hasta ser congeladas en nitrégeno liquido a -802C en las primeras 48h tras su extraccion para
posterior procesamiento.

Las muestras de tejidos bioldgicos fueron registradas en el Registro Nacional de Biobancos
(https://biobancos.isciii.es/), seccion “Colecciones” (Coleccién de Muestras registrada con
Referencia C.0004671) y almacenadas adecuadamente en un repositorio tutelado por el Grupo
de Investigacion en Cirugia General del Vall d’"Hebrén Institut de Recerca (GRCG-VHIR), con la
correspondiente codificacion e informacion clinica y epidemioldgica asociada.
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Durante el proceso de obtencién y almacenamiento de muestras bioldgicas se aplicaron los
estandares internacionales de buenas practicas de acuerdo a las recomendaciones facilitadas
por el servicio de asesoramiento del Biobanco-VHIR
(http://en.vhir.org/portall/article_menu_serveis.asp?s=serveis&contenttypeid=293&contenti
d=1220&t=biobanc).

Muestras de sangre

A todos los participantes del estudio se les extrajo una muestra de sangre obtenida mediante
puncion venosa periférica entre las 7:00 y las 8:00 de la mafiana, tras 8h de ayuno, justo antes
de la de la intervencion quirdrgica (to).

En el caso del grupo de pacientes, se realizaron ademas controles analiticos postoperatorios de
forma regular de acuerdo con el protocolo de seguimiento establecido por la Unidad
Multidisciplinar de Obesidad Mdrbida del Hospital Universitario Vall d’Hebrén, incluyendo un
control analitico a los 12 meses de la CB (t12).

A parte de las biopsias quirdrgicas y de las determinaciones analiticas aqui descritas, no se
realizaron otros andlisis ni exploraciones complementarias adicionales a los participantes del
estudio.

4.1.5. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los sujetos que voluntariamente participaron en el estudio recibieron un documento de
informacidn al paciente y firmaron un consentimiento informado especifico para la obtencién
intra-operatoria de muestras bioldgicas de acuerdo con las directrices de la Ley 41/2002 Basica
Reguladora de la autonomia del paciente y de los derechos y obligaciones en materia de
informacion y documentacién clinica. Ambos documentos estan registrados en la historia clinica
de los participantes.

Los datos de los participantes se mantuvieron en todo momento codificados a fin de garantizar
la confidencialidad en su utilizacion seglin la normativa vigente (Ley 15/99 de Proteccién de
Datos de Caracter Personal), no siendo la identidad de los participantes en ninglin caso revelada
a terceras personas.

La presente Tesis Doctoral, enmarcada en el proyecto titulado “Alteraciones biomoleculares en
la matriz extracelular como herramienta para establecer nuevos perfiles de pacientes y
prediccion de respuesta a cirugia baridtrica. Estudio en humanos y ratas”, parcialmente
financiado por una subvencion para Proyectos de Investigacidén en Salud (modalidad Proyectos
de Investigacién en Salud) de la Accidn Estratégica en Salud 2013-2016 (Instituto de Salud Carlos
1), otorgada en la convocatoria 2017 (FIS P117-01879), ha sido autorizada por el Comité Etico
de Investigaciéon  Clinica  (CEIC) del Hospital Universitario Vall d’Hebrén
(http://www.vhir.org/serveis/CEIC/presentacioplataforma.asp) tras su evaluacion en la sesion
ordinaria n2 323 el pasado 12/01/2018 (Proyecto PR(AG)122/2017), con dictamen favorable.
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4.2. VARIABLES CLINICAS Y BIOQUIMICAS

4.2.1. VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS Y ANTROPOMETRICAS

El dia de la intervencion quirlrgica (to), se registro el sexo, edad, peso y talla de todos los
participantes del estudio. En el grupo de pacientes con obesidad, el peso se registré también a
los 12 meses de la intervencion (ti2).

Indice de masa corporal (IMC)

Mediante la talla y el peso en cada momento, se calculé el IMC. El IMC es una de las principales
variables antropométricas utilizadas para definir la constitucion fisica o el “tamafio relativo” de
un individuo. Popularizado por el matemético belga Adolphe Quetelet en 1832 (188 ¢
inicialmente conocido como “indice de Quetelet”, se define como la relacién entre el peso del
individuo en kilogramos y el cuadrado de la altura en metros:

IMC = Peso (kg) / Altura(m) 2

Este indice, denominado IMC a partir de 1972 por Ancel Keys 189, es a dia de hoy uno de los
principales indices antropométricos utilizados tanto en la practica clinica como en estudios
poblacionales, ya que es un indice facil de calcular, econémico y que presenta buena correlacion
con el porcentaje de grasa corporal V),

Porcentaje de peso total perdido (%TWL)

En la literatura reciente se han descrito diferentes métricas o formas de cuantificar la evolucién
ponderal de los pacientes con obesidad tras las CB. En general, las variaciones absolutas en el
peso o el IMC no se consideran adecuadas para comparar sujetos con parametros
antropométricos preoperatorios distintos (1%%191), En cambio, las medidas que expresan un valor
relativo, como el % de peso total perdido (Percentage of Total Weight Loss, %TWL), el % de
exceso de peso perdido (Percentage of Excess Weight Loss, %EWL) o el porcentaje de exceso de
IMC perdido (Percentage of Excess BMI Loss, %EBMIL) resultan mas utiles en este sentido. A
pesar de sus limitaciones 192, |as medidas ponderales relativas son actualmente las
recomendadas tanto por la American Society for Metabolic and Bariatric Surgery *°3 como por
las principales publicaciones cientificas en el campo de la CB para evaluar la evolucién ponderal
postoperatoria del pacientecon obesidad.

En este estudio, siguiendo la recomendacién mas generalizada (%3, hemos utilizado el %TWL
como medida para analizar la pérdida ponderal de los pacientes tras la CB. Esta métrica se

calcula como el incremento partido por el total:

%TWL = (Peso inicial - Peso final) / Peso inicial
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Dado que, de acuerdo con la evidencia actual, la maxima pérdida ponderal tras la CB se alcanza
entre el primer y el segundo afio tras la intervencion (194197 en este estudio decidimos evaluar
la evolucidn ponderal de los pacientes con obesidad utilizando el %TWL a los 12 meses de la CB.

4.2.2. COMORBILIDADES

En este estudio se definieron y analizaron especificamente las comorbilidades incluidas dentro
del denominado sindrome metabdlico *7): diabetes o pre-diabetes, HTA y DLP. También se
registré el consumo de tabaco y endlico.

Se registré el indice de la Sociedad Americana de Anestesiologia (ASA) de los participantes en el
momento de la intervencién como medida global de las comorbilidades de los sujetos
estudiados.

Las variables clinico-epidemioldgicas y las comorbilidades definidas fueron evaluadas en el
momento de la intervencidn (to) y a los 12 meses de la cirugia en el caso del grupo de pacientes
(t12).

Otras comorbilidades, como el SAHS o la NAFLD fueron registradas de acuerdo con la evaluacidn
clinica inicial en el momento del reclutamiento. Sin embargo, la evolucién de estas variables a
los 12 meses de la intervencidn en el grupo de pacientes con obesidad no se analiza
especificamente en la prdctica clinica habitual y por tanto no fue evaluada en este estudio.

Diabetes

El diagndstico clinico de diabetes se definid, de acuerdo a la American Diabetes Association (1%8),
como la positividad de uno de los criterios:

e Glucosa plasmatica en ayunas (tras 8h sin aporte caldrico) =2 126 mg/dL (7.0 mmol/L).

e Glucosa plasmatica = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) a las 2 horas durante el test de
sobrecarga oral de glucosa

e HbAlc>6.5% (48 mmol/mol)

e Cualquier determinacién de glucosa plasmatica > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) en un
paciente con sintomas cldsicos de hiperglicemia o crisis hiperglicémica

Prediabetes

El diagnéstico clinico de prediabetes se definid, de acuerdo a la American Diabetes Association
(1%8) como la positividad de uno de los criterios:

e Glucosa plasmatica en ayunas (tras 8h sin aporte caldrico) entre 100 mg/dL (5.6 mmol/L)
y 125 mg/dL (6.9 mmol/L)

e Glucosa plasmatica entre 140 mg/dL (7.8 mmol/L) y 199 mg/dL (11.0 mmol/L) a las 2
horas durante el test de sobrecarga oral de glucosa
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e HbAlc 5.7-6.4% (39-47 mmol/mol)

Hipertension arterial (HTA)

La presion arterial normal se define por la presencia de una presion sistélica < 120 mmHg y una
presion diastdlica < 80 mmHg. Por encima de estas cifras, se definen la “presidn arterial elevada”
cuando la presidn sistélica estd entre 120-129 mmHg y la “hipertensidn arterial” cuando se
detectan cifras de tension sistdlica por encima de 130 mmHg o de tensidn diastdlica superiores
a 80 mmHg %), Sin embargo, la tendencia actual y las recomendaciones del American College
of Cardiology y la American Heart Association recogidas en las guias clinicas internacionales (1°%
consideran la tension arterial como una variable continua en la que no se puede establecer un
punto de corte categérico entre valores normales y alterados para toda la poblacidn, sino que
los objetivos tensionales deben definirse en cada individuo en funcién de sus comorbilidades y
del riesgo cardiovascular concreto que presente teniendo en cuenta otras variables como la
edad, el sexo o la presencia de eventos cardiovasculares previos. Asi pues, los objetivos
tensionalesy la indicacion del tratamiento farmacoldgico antihipertensivo no se definen en base
a una cifra tensional concreta sino en relacién al riesgo cardiovascular concreto del paciente. De
esta forma, en pacientes adultos sanos sin historia cardiovascular previa y con un riesgo de
enfermedad cardiovascular arterioesclerdtica estimado < 10% a 10 afios, se recomendara el uso
de medicacién antihipertensiva por encima de cifras tensionales sistélicas de 140 mmHg o
diastélicas de 90 mmHg (objetivada en dos determinaciones diferentes tomadas en reposo por
personal sanitario), mientras que en pacientes con antecedente de eventos cardiovasculares
previos o un ASCVD a 10 afios > 10 % el objetivo tensional debe ser mas conservador y se
recomienda el inicio de tratamiento antihipertensivo a partir de cifras tensionales de 130/80
mmHg (%9, En consecuencia, las estrategia clinica actual consiste en realizar una estratificacion
precisa e individualizada del riesgo cardiovascular del paciente (que puede realizarse facilmente
con la herramienta disponible en la web de la American Heart Association
(http://static.heart.org/riskcalc/app/index.html#!/baseline-risk), y a partir de éste establecer
objetivos tensionales concretos y valorar la necesidad de iniciar tratamiento con uno o varios
farmacos.

De acuerdo con las recomendaciones actuales, para este estudio la presencia de HTA no se ha
definido Unicamente en base a unas cifras tensionales concretas por encima de la definicion de
normalidad, sino que se ha considerado la necesidad de utilizar algin tratamiento farmacolégico
para mantener las cifras de presién arterial por debajo del umbral tensional definido para cada
paciente de acuerdo a la estratificacién individualizada del riesgo cardiovascular establecida en
las guias internacionales.

Del mismo modo, la resolucién de la HTA a los 12 meses en el grupo de pacientes sometidos a

CB se ha definido como el mantenimiento de cifras tensionales por debajo del umbral
establecido para cada paciente sin necesidad de tratamiento farmacoldgico.
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Dislipemia (DLP)

La alteraciéon del metabolismo lipidico es una de las comorbilidades frecuentemente asociadas
a la obesidad. En general, para los individuos con bajo riesgo cardiovascular se recomiendan
valores de colesterol-LDL < 130 mg/dL, colesterol-HDL > 40 mg/dL, colesterol-No HDL < 160
mg/dL, y triglicéridos < 150 mg/dL. Sin embargo, del mismo modo que se establece para la
presion arterial, de acuerdo con las guias para el manejo de la dislipemia y la prevencién del
riesgo cardiovascular publicadas en 2017 por la American Association of Clinical Endocrinologists
(AACE) y el American College of Endocrinology (ACE) 2%, se definen unas categorias de riesgo
en funcién de las cuales se establecen las cifras objetivo de colesterol-LDL, colesterol-HDL,
colesterol-no HDL, triglicéridos y Apo B. Asi pues, del mismo modo que sucede con las cifras de
presion arterial, la valoracién individualizada del riesgo cardiovascular a 10 afios mediante
distintas herramientas o scores (Framingham Risk Assessment Tool, Reynolds Risk Score o MESA
10-year ACVD Risk with Coronary Artery Calcification (CAC) Calculator, entre otros) constituye la
base sobre la que se construye la actuacion terapéutica individalizada con respecto al perfil
lipidico %), En base a esta estratificacién del riesgo, las recomendaciones respecto a las cifras
objetivo y la indicacion de tratamiento farmacolégico pueden ser muy variables entre
individuos. A modo de ejemplo, para los individuos considerados de mayor riesgo cardiovascular
(“riesgo extremo”) se recomiendan cifras de colesterol-LDL por debajo de los 55 mg/dL, muy por
debajo de los 130 mg/dL recomendados para individuos de bajo riesgo.

En este estudio y de acuerdo con las recomendaciones actuales, la presencia de DLP no se
definido Unicamente en base a unos valores analiticos concretos respecto al perfil lipidico, sino
gue se ha considerado la necesidad de utilizar algin tratamiento farmacolégico para mantener
los valores de lipidos en sangre por debajo del valor definido para cada paciente de acuerdo a
la estartificacion individualizada del riesgo cardiovascular establecida en las guias
internacionales.

Del mismo modo, la resolucién de la DLP en el grupo de pacientes con obesidad a los 12 meses
de la CB se ha definido como el mantenimiento de valores lipidicos en sangre por debajo del
umbral establecido para cada paciente sin necesidad de tratamiento farmacolégico.

Sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS)

El SAHS es un trastorno respiratorio caracterizado por la interrupcion de la respiracion durante
el suefio, ya sea en forma de apneas (cese del flujo de aire de al menos 10 segundos) o hipopneas
(reduccién en el flujo de aire con desaturacion resultante de al menos un 4 %) 2%, Esta
alteracion aparece como consecuencia de la obstrucciéon de la via respiratoria alta como
consecuencia del inadecuado tono motor de la lengua y de los musculos responsables de la
apertura de la via aérea superior, y es un factor de riesgo independiente para complicaciones
cardiovasculares (des de la hipertension a la cardiopatia isquémica), neuroldgicas vy
perioperatorias (2°202) Sj bien la prevalencia del SAHS se estima de entre el 2% y el 7% %) en la
poblacién general, su incidencia entre la poblacién obesa con criterios de CB se sitUa alrededor
del 80% (204,
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En este estudio, la presencia de SAHS se ha definido de acuerdo con los criterios diagndsticos
clasicos (Apnea-Hipopea Index —AHI- de 5 o superior con sintomas asociados tales como
somnolencia diurna, fatiga o alteraciones cognitivas, o AHlI de 15 o superior
independientemente de la presencia de sintomas asociados) 2%, El diagndstico de SAHS se
realizé tras la evaluacién mediante polisomnografia realizada y evaluada por especialistas de la
Unidad del Suefio del Servicio de Neumologia del Hospital Universitario Vall d’'Hebrén, de
acuerdo con el protocolo de la Unidad Multidisciplinar de Obesidad Mdrbida del hospital.

La resoluciéon del SAHS en el grupo de pacientes después de la CB no se evalué especificamente.

Esteato-hepatopatia no alcohdlica (NAFLD, Non-alcoholic fatty liver disease)

Aunque los criterios diagndsticos de NAFLD difieren segun las diferentes asociaciones y
sociedades cientificas, la definicién de dicha entidad incluye de forma constante la evidencia de
una acumulacion excesiva de lipidos en el parénquima hepatico (detectado por imagen o
histologia) y la ausencia de otras causas de esteatosis en ausencia de consumo endlico (2%, La
NAFLD incluye un espectro de trastornos de diferente gravedad, que van desde la esteatosis o
NAFL (non-alcoholic fatty liver), forma mayoritaria y mas benigna sin evidencia de dafio celular,
hasta la esteatohepatitis o NASH (non-alcoholic steatohepatitis) con evidencia de cambios
inflamatorios hepatocitarios con o sin fibrosis (297,

Existe una relacion bidireccional entre la NAFLD y el sindrome metabdlico, de forma que la
NAFLD ha llegado a considerarse como la manifestaciéon de este sindrome a nivel hepatico
siendo a resistencia a la insulina el principal factor implicado en esta asociacion (2%, Ademds,
existe evidencia de que la prevalencia de NAFLD aumenta con el IMC %), y los datos de
diferentes estudios histoldgicos muestran prevalencias de hasta un 85% de esteatosis i un 40%
de esteatohepatitis en pacientes con IMC > 40 kg/m2 (210),

En este estudio, se definid la presencia de NAFLD de acuerdo a criterios ecograficos.

La resolucion de la NAFLD en el grupo de pacientes después de la CB no se evalud de forma
especifica.

4.2.3. VARIABLES BIOQUIMICAS

Utilizando la muestra obtenida el dia de la intervencidén (to), se determinaron los valores en
plasma de glucosa, insulina y HbA1c% en todos los sujetos incluidos en el estudio. En los sujetos
del grupo de pacientes sometidos a CB se determinaron también los valores de triglicéridos y
colesterol (LDL y HDL). En este grupo, se realizd ademas un control analitico con las mismas
determinaciones a los 12 meses tras la CB (ti;). Estas determinaciones fueron realizadas por
parte del laboratorio del Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Universitario Vall d’"Hebrdn
en todos los pacientes.
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De la muestra de sangre preoperatoria (to) también se obtuvieron otras determinaciones
(bioguimica basica, ionograma y pruebas de coagulacion) de acuerdo con los protocolos
preoperatorios habituales del Hospital Universitario Vall d’Hebrén y del Hospital San Rafael.
Estas determinaciones se realizaron en el laboratorio de los Servicios de Bioquimica Clinica de
ambos hospitales, en funcién del centro en el que se intervino quirdrgicamente a cada paciente
(grupo control en el Hospital San Rafael, grupo pacientes en el Hospital Universitario Vall
d’Hebrén).

Segun las técnicas estandarizadas de los laboratorios de los Servicios de Bioquimica Clinica del
Hospital Universitario Vall d’'Hebrén y del Hospital San Rafael, los parametros bioquimicos
basicos se determinaron mediante el analizador automatico Cobas c-711 Roche (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).

La glucosa se determind mediante el método enzimatico de la glucosa-hexoquinasa.

La determinacién de triglicéridos se realizd6 mediante el método enzimatico de lipasa / GPO /
PAP (Glicerol fosfato / peroxidasa aminofenazona).

El colesterol total se determind mediante el método enzimatico de la colesterol-esterasa /
colesterol- oxidasa; el colesterol HDL mediante método directo inmuno-enzimdtico, y el
colesterol LDL mediante la férmula de Friedewald (Colesterol LDL (mg/ dL) = Colesterol Total -
[Colesterol HDL + Triglicéridos/5]).

Los niveles de insulina inmunorreactiva fueron determinados mediante un inmunoensayo de
electroluminiscencia automatizado (Modular E-170, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania), con una sensibilidad de 0,2 mUI/L y un coeficiente de variacion interensayo de <2,8%.

La HbA1lc se determind mediante la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento con
un analizador completamente automatizado (Adams Menarini Hi-AUTO Alc 8160, Arkray,
Kyoto, Japdn), con un coeficiente de variacién interensayo de 1,8% y 1,5% a niveles de HbAlc
de 4,8% y 9%, respectivamente (rango de referencia: 4-5,8%).

HOMA-IR

Para la evaluacion del grado de resistencia insulinica se utilizé el HOMA-IR (Homeostatic Model
Assessment for Insuline Resistance). Se trata de un método descrito en 1985 para estimar la
funcién de las células beta-pancreaticas y la resistencia insulinica en base a los valores de glucosa
e insulina plasmdtica en ayunas. Se calcula segun la siguente férmula:

HOMA-IR = (glucosa en ayunas (mg/dL) - insulina en ayunas (mUl/L)) / 405
Se han descrito variaciones en el punto de corte del HOMA-IR a partir del cual se considera que
un paciente presenta o no resistencia a la insulina en funcién de la edad, la raza, el sexo e incluso

ciertas comorbilidades (2*2). En nuestro medio, Ascaso (212 estudié la distribucidn del indice en
una cohorte de poblacién espafola sin parametros clinicos ni analiticos de diabetes o sindrome
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de resistencia insulinica, estableciendo un valor de HOMA-IR = 3.8 (correspondiente al percentil
90 de la distribucion del indice en dicha poblacién) como el punto de corte para definir la
insulinoresistencia. De acuerdo con esta evidencia, se definid la resistencia a la insulina como
un valor de HOMA-IR > 3.8. No obstante, respecto a la evaluacidn de la evolucidon metabdlica
tras la CB, se considerd que el analisis de una medida relativa resulta mas adecuado que la
valoracién respecto a un punto de corte concreto dada la variabilidad en el perfil metabdlico
inicial de los sujetos incluidos. Por este motivo, en este estudio, la evolucion del perfil de
insulinorresistencia tras la CB se analizé en términos de variacion relativa (%) del HOMA-IR a los
12 meses de la intervencién.

4.3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

4.3.1. OBTENCION DEL ARN

El analisis transcriptémico mediante microarrays de expresién se basa en la deteccién y
cuantificacion de los ARN mensajeros (ARNm) presentes en una determinada muestra.

Como se ha especificado previamente (ver apartado 4.1.4. Obtencion de muestras bioldgicas),
las muestras tisulares obtenidas mediante biopsia quirtrgica fueron conservadas en medio de
estabilizacion de ARN (RNAlater™ Stabilization Solution; Thermo Fisher Scientific) y se
mantuvieron a una temperatura de 49C durante un maximo de 48h. Posteriormente, fueron
congeladas nitrégeno liquido a -802C para su posterior procesamiento y extraccion de RNA.

La extraccién del ARN se realizd6 mediante la combinacién de dos técnicas: la homogeneizacidn
del tejido con reactivo Trizol®, y la posterior purificacion del ARN total del tejido en columnas
de silice utilizando el kit PureLink® RNA Mini kit (Thermo Fisher Scientific).

En primer lugar, se procedio a la homogeneizacidn de las muestras tisulares con un volumen de
Trizol® (Ambion) proporcional al peso del tejido segun especificaciones de la casa comercial. Se
homogeneizaron muestras de entre 100 y 200 mg de tejido para asegurar una concentracion de
ARN final suficiente para el andlisis. Después de la homogeneizacidn y lisis celular de la muestra
con el reactivo Trizol®, se afadid un volumen proporcional de cloroformo para separar el
homogeneizado en una fase acuosa superior (que contiene ARN) claramente diferenciada de las
capas inferiores (que contienen ADN y proteinas).

La purificacidn y aislamiento final del ARN de la fase acuosa se llevd a cabo utilizando las
columnas de centrifugaciéon con membrana de silice del PureLink® RNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las indicaciones de la casa comercial (Figura 10). Se afiadié un tratamiento
adicional en las columnas de silice, incorporando una DNAsa (PureLink® DNase Set; Thermo
Fisher Scientific) para eliminar posibles restos de ADN gendmico en el eluido final.
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Figura 10. Extraccién de ARN. Proceso de extraccion de ARN de muestras tisulares utilizando el PureLink® RNA Mini Kit
(Thermo Fisher Scientific). Modificado de https.//www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/dna-rna-purification-
analysis/rna-extraction/rna-types/total-rna-extraction/purelink-rna-mini-kit.htm|.

4.3.1.1. Analisis cuantitativo y cualitativo del ARN

Para asegurar la validez de los resultados, tras la extraccion del ARN tisular se realizé un analisis
cuantitativo y cualitativo del ARN obtenido. Mediante este andlisis se determind la
concentracion, pureza e integridad de las muestras de ARN, ya que alteraciones en alguno de
estos parametros podrian provocar enormes variaciones en los resultados del andlisis que
podrian generar conclusiones erréneas.

De acuerdo a las directrices MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments) ?3), se analizd el ARN purificado mediante espectrofotdometro (ND-2000
Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc.) y electroforesis capilar utilizando el Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

La concentraciéon de ARN fue determinada mediante Nanodrop y la integridad del ARN fue
evaluada mediante el calculo del nimero de integridad del ARN (RIN, RNA Integrity Number)
proporcionado tras el analisis mediante Bioanalyzer, siendo el RIN un valor que puede oscilar
entre 1 (ARN totalmente degradado) y 10 (ARN totalmente integro). Sélo se aceptaron para el
analisis transcripcional los participantes cuyas 4 muestras tisulares tuvieran una concentracion
superior a 100 ng/ul y un RIN > 7. Para las muestras de TP, de procesamiento mas complejo
debido a las caracteristicas del tejido, se aceptd un RIN >5).

Los procesos de extraccién de ARN y andlisis inicial con espectrofotémetro se realizaron en las
instalaciones del VHIR (Vall d’Hebron Institut de Recerca) por parte del personal del Grupo de

Investigacion en Cirugia General (Grup de Recerca en Cirurgia General, GRCG-VHIR).

Los procesos de analisis de integridad del ARN mediante Bioanalyzer y el posterior andlisis
transcriptémico con microarrays se realizd en la seccion de Gendmica de la Unidad de Alta
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Tecnologia (UAT) del VHIR
(http://en.vhir.org/portall/article_menu_serveis.asp?s=serveis&contenttypeid=279&contenti
d=1219&t=uat).

4.3.2. ANALISIS DE MICROARRAYS

4.3.2.1. Anélisis transcriptdmico mediante microarrays

Las bases del analisis de expresidon génica mediante microarrays se encuentran explicadas en el
Anexo I.

Todo el procesamiento se llevé a cabo con el ensayo comercial de Affymetrix Clariom™ S Pico
Assay HT, human (Thermo Fisher Scientific), que integré en este caso placas de 24 chips Clariom
S 24-Array Plate y todos los reactivos necesarios para llevar cabo el analisis transcripcional
(Figura 11). Estos chips permiten medir el nivel de expresién de > 20,000 genes correctamente
anotados. El procesamiento se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Amplificacién y marcaje con biotina

Se partido de muestras de ARN (grupos de muestras o pools) a una concentracién de 500
pg/uL. Se inicid el proceso con una transcripcidn inversa que integra la longitud completa del
ARN, capturando tanto ARN codificante como las multiples formas de ARN no codificante.
Seguidamente, se amplificé el ADN complementario (ADNc) resultante mediante qPCR, y se
realizé una transcripcion in vitro T7 (con T7 RNA polimerasa) de la cual se obtuvo ARN
complementario (ARNc). Este a su vez se purificé y se utilizd para sintetizar, mediante
transcripcion inversa, un ADNc que finalmente se marcd con biotina tras un proceso de
fragmentacion.

Hibridacion, adquisicion de las imagenes y generacion de datos

Se llevd a cabo a partir de la hibridacién del ADNc biotilinado en las dos placas de 24 chips,
utilizando durante todo el proceso el sistema GeneTitan™ HT Microarray System, de alto
rendimiento y automatizado. Los chips se incubaron a 45°C en agitacion y, tras una serie de
lavados, se escanearon con el dispositivo GeneTitan Instrument Imaging Device. Los primeros
datos en crudo de la cuantificacidn se obtuvieron gracias al software del sistema Transcriptome
Analysis Console version 4.0. (Thermo Fisher Scientific), a partir de la matriz de intensidades de
sefial de cada chip.
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Figura 11. GeneChip. Procesamiento y analisis de muestras de ARN con GeneChip de Affymetrix. Modificado de
http://www.affymetrix.com y de Lipshutz, R. J., Fodor, S. P., Gingeras, T. R. & Lockhart, D. J. High density synthetic
oligonucleotide arrays. Nat. Genet. 21, 20-4 (1999) (214),

4.3.2.2. Pooling o agrupacién de muestras para el analisis con microarrays

En los analisis mediante microarrays, el termino pooling se refiere a la agrupacién o combinacion
de diferentes ARNm (procedentes de diferentes casos) en una sola muestra o pool que sera
hibridada en el microarray. Las muestras de ARNm pueden ser agrupadas en pools por
diferentes motivos (213);

e En primer lugar, debido a la posible necesidad de obtener una mayor concentracién de
ARNm para poder ser analizada en los microarrays (en casos en los que no se disponga de
suficiente ARNm procedente de cada muestra de forma individual) (216,

e En segundo lugar, con el objetivo de reducir el efecto de las variaciones bioldgicas en el
andlisis (es decir, minimizar el efecto de la variacion entre individuos) (217218 Esta reduccién
de la variabilidad entre individuos puede ser deseable cuando se desean analizar las
diferencias de expresion entre grupos (por ejemplo, de casos y controles) y no entre
individuos. Con esta estrategia se facilita la deteccion de hallazgos significativos y patrones
de expresion caracteristicos en las poblaciones de estudio (219.220),

e En tercer lugar, con el objetivo de reducir los costes del anadlisis, ya que los estudios que
incluyen la agrupacién de muestras en pools permiten analizar un gran nimero de
individuos agrupados, disminuyendo el numero de microarrays necesarios Yy
potencialmente disminuyendo el coste total del andlisis.
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En el presente estudio, dado que el objetivo principal es la comparacién del mapa
transcriptémico entre grupos, decidimos trabajar con pools de muestras dadas las potenciales
ventajas de este disefio respecto a la reduccidon de la variabilidad individual, asi como
considerando la reduccién de costes y por tanto la mayor eficiencia asociada a este disefio. Para
validar los hallazgos iniciales del analisis con microarrays en los individuos estudiados,
posteriormente se seleccionaron los genes mas representativos con expresién diferencial en los
tejidos de interés y se analizd su expresion individual mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(RT-gPCR).

En el grupo de pacientes con obesidad se obtuvieron 6 pools por tejido, estando cada pool
compuesto por muestra de 5 sujetos distintos. En el grupo control se obtuvieron también 6 pools
por tejido, pero en estos se combind el material de menos sujetos, concretamente de 3 sujetos
en unoy de dos sujetos por pool en el resto. Asi pues, en este estudio, el analisis con microarrays
se basé en la hibridacidon de 48 muestras, cada una de ellas formada por un pool de muestras de
ARN procedente de varios individuos (Figuras 12y 13):

e Grupo Pacientes (n = 30): 6 pools (n=5 sujetos/pool) x 4 tejidos = 24 pools de muestras
para el andlisis.

e Grupo Control (n =13): 6 pools (5 pools con n=2 sujetos; 1 pool con n=3 sujetos) x 4 tejidos
= 24 pools de muestras para el andlisis.

e En TOTAL: 24 muestras (pacientes) + 24 muestras (controles) = 48 muestras para el
analisis
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Figura 12. Pooling de muestras en el grupo de pacientes con obesidad.
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Figura 13. Pooling de muestras en el grupo de sujetos control.

Para el andlisis con microarrays, los pools de muestras se distribuyeron en dos placas de 24 chips
Clariom S 24-Array Plate. Dado que en cada grupo se dispone de 6 pools de muestras para cada
uno de los tejidos, estos se distribuyeron 3 a 3 en cada una de las placas para minimizar las
posibles variaciones sistematicas en la medida que pudieran estar relacionadas con factores
técnicos y no con una verdadera variacién biolégica, efecto conocido como efecto lote o batch
effect 21, De esta forma, en cada placa de 24 chips se analizaron tantos pools de muestras del
grupo control como del grupo de pacientes, con las muestras de cada tejido igualmente
distribuidas entre las dos placas.

En la Figura 14 se representa de forma esquematizada la metodologia general del andlisis de

expresion génica mediante microarrays, asi como la distribucidon especifica de los pools de
muestras en las placas de 24 chips para el analisis de expresién génica.
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Figura 14. Metodologia general del analisis de expresion génica. ARN: dcido ribonucleico; TAE:
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adiposo subcutdneo; MEC: Matriz extracelular; CB: Cirugia baridtrica.



4.3.2.3. Analisis bioinformatico de los resultados de los microarrays

El analisis bioinformatico se realizd con el soporte de la Unidad de Estadistica y Bioinformatica
(UEB) del Vall d’'Hebrén Institut de Recerca (VHIR), siguiendo el esquema habitual para el analisis
de datos de microarrays
(http://en.vhir.org/portall/article_menu_serveis.asp?s=serveis&contenttypeid=43&contentid

=1250&t=presentation).

Para el andlisis estadistico se utilizé el lenguaje estadistico "R" (version R 3.6.0 (2019-04-26),
Copyright (C) 2019 The R Foundation for Statistical Computing) y las bibliotecas desarrolladas
para el andlisis de microarrays en el Proyecto Bioconductor (www.bioconductor.org).

Preprocesamiento: normalizacién y filtrado

Antes de analizar los resultados obtenidos en los microarrays, es imprescindible realizar un
preprocesamiento de los datos con el objetivo de detectar y eliminar variaciones sistematicas y
artefactuales asociadas a factores técnicos e inherentes al propio proceso de hibridacién de los
arrays, preservando la variacién bioldgica real. Para ello se realizé una primera exploracién
cualitativa de los resultados analizando la distribucién de los valores de intensidad de los
distintos arrays, con el objetivo de validar la inclusion o no de los chips en el proceso de
normalizacién posterior.

Normalizacion

La normalizacién es el proceso mediante el cual se eliminan o minimizan las variaciones no
biolégicas en los niveles de intensidad de la sefal, de forma que se puedan detectar de forma
adecuada las diferencias en la expresion génica eliminando los sesgos asociados a factores
técnicos, de manera que se puedan comparar los datos obtenidos en el analisis de los arrays.

En este estudio, el proceso de normalizacién se realizé mediante el método RMA (Robust Multi-
array Average) *??, que incluye la correccion del fondo o background de hibridaciones no
especificas, la normalizacion de los datos por cuantiles y la conversion de las sondas a
transcritos, con promedio de los valores de los exones, para obtener un valor Unico de expresion
correspondiente a cada gen analizado (sumarizacién).

Filtrado

I “

Para aumentar el poder estadistico y reducir el “ruido de fondo” en el analisis, el pre-
procesamiento de los datos incluyd un proceso de filtrado mediante el cual algunos genes que
no pueden considerarse expresados o diferencialmente expresados fueron eliminados. Para
asegurarnos de que ningun gen diferencialmente expresado se eliminara del andlisis, la
desviacion estandar de todos los genes en el array fue calculada de forma que se pudiera
ordenar y expresar graficamente. Si la expresidon de un gen determinado cambia en funcidn de

las condiciones experimentales (es decir, entre los diferentes grupos), seria de esperar que la
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desviacidn estandar entre muestras fuese elevada; por el contrario, las desviaciones estandar
de los genes cuya expresidn no varia entre los grupos deberian ser mas baja.

En el presente estudio se eliminaron del analisis todos aquellos genes cuya desviacién estandar
estuviese por debajo del percentil 65 de todas las desviaciones estdndar calculadas. En este
caso, se establecié un punto de corte que puede considerarse conservador con el objetivo de
evitar que se eliminara del analisis algin gen con expresion diferencial. Este proceso dio como
resultado la seleccion de un listado de genes para su posterior analisis de expresién diferencial.

Identificacion y clasificacion de los genes del matrisoma

Tomando como referencia la base de datos de la plataforma The Matriosome Project
(http://matrisomeproject.mit.edu/) 223, de entre los genes seleccionados se identificaron los
especificamente relacionados con la matriz extracelular. Estos genes fueron clasificados de
acuerdo con la division Core-matrisome / Matrisome-associated y también en base a las
categorias funcionales (ECM glycoproteins, collagens, proteoglycans, ECM-affiliated proteins,
ECM-regulators y secreted factors) definidas en la plataforma.

Los genes identificados fueron incluidos en el analisis de expresion, que se basé en (Figura 15):

e Caracterizacién y andlisis comparativo de los perfiles de expresidén génica de grupos y
tejidos;

e Andlisis estadistico inferencial para la deteccion y seleccidon de los subconjuntos de
genes del matrisoma con expresidn génica diferencial en obesidad; y

e Caracterizacién y analisis de significacion bioldgica de los conjuntos de genes
seleccionados para la caracterizacién funcional de la expresion génica del matrisoma en
obesidad.

Microarrays

Caracterizacién del
Seleccion de genes de matrisoma —————————» perfil de categorias de

I ! |

Andlisis no Andlisis Analisis
supervisado supervisado inferencial
PCA Clustering x
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relacionados con la MEC
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PCA Categorias de matrisoma
Clustering Andlisis de enriquecimiento funcioral l

Andlisis de la relacién con
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Figura 15. Analisis del perfil de expresidon génica de proteinas del matrisoma en los grupos estudiados a
partir de los datos obtenidos mediante microarrays. PCA: andlisis de componentes principales, MEC: Matriz
extracelular, GDE: genes diferencialmente expresados, CB: Cirugia baridtrica
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4.3.3. ANALISIS DE LOS PERFILES DE EXPRESION GENICA

El andlisis de microarrays necesita métodos matematicos que exploren unos datos que se
encuentran en un espacio altamente dimensional, es decir, que se encuentran influenciados por
un gran numero de factores o variables. Mediante este tipo de métodos matemadticos se
consigue reducir la dimensionalidad de determinados grupos de genes que presentan patrones
transcripcionales similares. Estos métodos se basan en la agrupacién de diversas variables en
factores o componentes, compuestos cada uno de ellos por la agrupacién de multiples variables,
gue serian factores explicativos de una determinada proporcidn de la variacidn observada en un
conjunto de datos. Este tipo de analisis exploratorios permiten discriminar condiciones
experimentales distintas, en este caso grupos de sujetos, en base a los perfiles globales de
expresion.

Los perfiles de expresién génica de matrisoma se caracterizaron a dos niveles: en primer lugar,
a partir del total de genes de matrisoma detectados en el andlisis de microarrays; y en segundo
lugar, a partir de los subconjuntos de genes diferencialmente expresados (GDEs) en cada tejido
y grupo de sujetos. Se utilizaron métodos supervisados (en los que se conoce la clasificacion, o
parte de ella, de las observaciones) y métodos no supervisados (en los que se ignora el grupo al
gue pertenece cada observacién) comunes en el analisis de datos de microarrays.

El analisis de los perfiles de expresion génica se realizd6 mediante el analisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés) asi como con diferentes métodos de agrupamiento o
clustering, utilizando para ello la aplicacién ClustVis, disponible en servidor web
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) 224,

4.3.3.1. Analisis de Componentes Principales (PCA)

Este analisis de tipo no supervisado permite relacionar el conjunto de las muestras analizadas
en funcidn de la variabilidad en la expresidn génica global, reduciendo la dimensionalidad de las
muestras a dos (o tres) dimensiones, de forma que cada muestra se representa graficamente en
base a los dos componentes principales que caracterizan a la mayoria de los genes expresados.
El resultado puede representarse en forma de grafico donde las muestras similares deben
aparecer juntas, pudiéndose generar elipses predictivas con un nivel de confianza determinado.

Se realizaron PCA a partir de las intensidades normalizadas y filtradas de todos los genes de
matrisoma detectados en el microarrays, asi como de la seleccion de genes de matrisoma
diferencialmente expresados para determinar su potencial como clasificador de pacientes y/o
tejidos. Se utilizé la Descomposicidn en Valores Singulares para el cdlculo de los componentes
principales y el resultado se representé en forma de graficos de dispersion definidos por los dos
primeros componentes. Se incluyeron elipses predictivas con un nivel de confianza del 95%.
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4.3.3.2. Métodos de agrupamiento (clustering)

Se utilizaron métodos de clustering con el objetivo de encontrar, dentro del conjunto de
observaciones, grupos (clusters) de genes con un mismo patron de expresion (lo cual sugiere
expresion o regulacion comun), y muestras con patrones comunes de expresion génica que, al
igual que el PCA, tuvieran la capacidad de clasificar correctamente a los grupos.

Se aplicaron métodos de clustering supervisados (en los que se conoce previamente la
clasificacion de las observaciones y el objetivo es encontrar una firma molecular o un conjunto
reducido de genes cuyo perfil de expresion permita clasificar una determinada muestra), y no
supervisados (en los que no se conoce a qué grupo pertenece realmente cada observacién, y el
objetivo principal es determinar qué elementos, ya sean genes o muestras, presentan un patron
de expresion similar). Hay que destacar que los métodos de clustering no aportan informacion
cuantitativa sobre qué genes se expresan diferencialmente entre grupos, sino que se trata de
métodos exploratorios que tienen como objetivo la busqueda de patrones similares de
expresion entre el conjunto de observaciones. En este tipo de analisis, las particiones se
establecen de forma que las observaciones que estan dentro de un mismo grupo son similares
entre ellas y distintas a las observaciones en otros grupos.

Se realizd una primera exploracidn de la estructura de los datos (expresién génica de todos los
genes del matrisoma) utilizando andlisis de agrupamiento o clustering supervisado.
Posteriormente, mediante analisis no supervisado, se analizé el perfil de expresidn de los GDEs
en los distintos tejidos entre individuos del grupo de pacientes con obesidad y el grupo control.
En todos los casos, se utilizé un método de clustering jerdrquico aglomerativo a partir de las
distancias euclidianas entre genes y condiciones, con un procedimiento de vinculacién
completo.

Se utilizaron mapas de calor o heatmaps como representacion de la matriz de valores en forma
de un gradiente de color proporcional al valor de cada variable en cada posicién, lo cual facilita
la identificacion visual de posibles patrones de expresion caracteristicos de cada cluster. El
resultado de estas agrupaciones y de cdmo se relacionan entre si se representa en forma de
dendrogramas o “arboles de similitud”.

4.3.4. ANALISIS DE LOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

4.3.4.1. Seleccidén de genes diferencialmente expresados

El analisis estadistico inferencial para la seleccién de los GDEs en pacientes con obesidad
respecto a controles en cada uno de los tejidos se realizd a partir de los datos completos
obtenidos en los micorarrays. Dicho analisis se baso en el ajuste de un modelo lineal de andlisis
(imma) con moderacién empirica de la varianza de Bayes. El modelo de analisis bayesiano es
una técnica estadistica similar a ANOVA disefiada especificamente para el andlisis de
microarrays (2%,
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Debido a que multiples comparaciones (una por cada gen) son realizadas al mismo tiempo
durante el anilisis, los p-valores se ajustaron para controlar el FDR (False Discovery Rate)
utilizando el método de Benjamini y Hochberg para comparaciones multiples (226,

El modelo empirico de la varianza de Bayes utilizado en este estudio genera diferentes medidas
o estadisticos que pueden ser utilizados para decidir qué genes se consideran diferencialmente
expresados:

e logFCo M es el fold change estimado (en escala logaritmica, log2) entre las condiciones
experimentales consideradas en el analisis.

e AveExpr es una medida de la expresidon media del gen en todos los arrays, expresado en
escala logaritmica log2.

e t es una “t-moderada”, que corresponde a la ratio entre M y su error estandar. Se
interpreta de la misma forma que el estadistico t de Student.

e P.Value es el p valor correspondiente a t.

e adj.P.Val es el p valor ajustado para comparaciones multiples segin el método de
Benjamini y Hochberg, y

e B es un estadistico que indica la probabilidad de que un gen se encuentre
diferencialmente expresado vs la probabilidad de que no lo esté (en escala logaritmica).
Un valor de B > 0 indicaria la probabilidad de una expresién diferencial. Cuando B = 0,
se interpreta como una probabilidad del 50% de que el gen tenga una expresién
diferencial. El estadistico B, que se calcula de forma ajustada para comparaciones
multiples, expresa una probabilidad “a posteriori” que asume inicialmente que una
determinada proporcién de genes tienen una expresién diferencial. En ausencia de
pérdida de datos, el estadistico t (y su p-valor) y el estadistico B clasifican u ordenan los
genes exactamente en el mismo orden en base a su expresion.

De los tres estadisticos arrojados por este tipo de analisis (t, su p valor asociado y B), en este
estudio se eligié el p-valor como base para la seleccion de GDEs (ya que, a diferencia de B, no
requiere para su cdlculo la suposicién de una proporcion esperada de GDEs).

Asi pues y en base a este modelo lineal de analisis bayesiano, para cada comparacién o contraste
de condiciones se obtuvo un listado de genes ordenados de acuerdo a la evidencia de expresion
diferencial, desde la mas fuerte a la mas débil, en funcién de la significacidn estadistica de la
diferencia (p-valor) o de acuerdo con la ratio de expresion (fold change) entre las condiciones
experimentales.

Cabe destacar que el punto de corte (p-valor o fold change) por encima del cual se considera
gue un gen esta diferencialmente expresado es arbitrario y puede ser mas o menos restrictivo
en funcion del andlisis. En este caso, el criterio estadistico para la seleccién de GDEs en el andlisis
inferencial (umbral de expresion) se basé en un valor ajustado de p < 0.05 y un aumento
logaritmico (absolute logaritmic fold change) > 0.5.
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Las comparaciones en relacion a la expresion diferencial del matrisoma se representaron
graficamente en forma de volcano plots que muestran la magnitud del cambio en la expresion
génica frente a la distribucion de la significacion estadistica.

Interpretacion del Log Fold Change (log2FC):

El Log Fold Change (log?FC) es una medida que se utiliza para comparar la expresion génica entre
dos condiciones o grupos diferentes. Representa la magnitud del cambio en la expresién de un
gen entre las distintas condiciones analizadas.

Para el célculo del log?FC, se obtiene el nivel de expresién de cada gen en cada condicién o grupo
y, tras la normalizacién de los datos, se calcula el log?FC tomando el logaritmo base 2 de la
relacion entre los dos valores de expresidn:

log®FC = log; (A/B)

e Valorlog?FC préximos a 0 (log?FC = 0) indican que no hay cambio en la expresién del gen
entre las dos condiciones.

e Valores log?FC positivos (log?FC > 0) indican que hay un incremento de la expresién del
gen en la condicidn A con respecto a la B.

e Valores log?FC negativos (log?FC < 0) indican que hay una disminucién de la expresién
del gen en la condicion A con respecto a la B.

La interpretacion de la magnitud del cambio en la expresidn puede hacerse en escala decimal
elevando 2 al resultado del log?FC (2€). Por tanto, si el LFC entre las dos condiciones ha
resultado positivo, por ejemplo de 1.2 (log?FC = 1.2), significa que la expresidn del gen en la
condicién A es 2 1092FC = 212 = 2 30 veces la expresion del gen en la condicién B. Es decir, la
expresion del gen aumenta 2.30 veces en A con respecto a B. De la misma forma, si el log?FC
entre las dos condiciones ha resultado negativo, por ejemplo de -2.7 (log?FC = -2.7), significa que
la expresion del gen en la condicién A es 2 092FC = 227 = 0,15 veces la expresion del gen en la
condicion B. Es decir, la expresion del gen disminuye 1/0.15= 6.67 veces en A con respecto a B.

4.3.4.2. Caracterizacion de los genes diferencialmente expresados

Como se ha expuesto previamente en el apartado 4.3.2.3. Andlisis bioinformdtico de los
resultados de los microarrays, los GDEs en los tejidos analizados fueron clasificadas de acuerdo
con las categorias funcionales definidas en la plataforma The Matriosome Project
(http://matrisomeproject.mit.edu/) 2?3,
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4.3.4.3. Analisis de significacion bioldgica

El andlisis mediante microarrays y, mas concretamente, el andlisis de expresion diferencial entre
dos condiciones (en este caso grupo de pacientes con obesidad vs grupo control), genera una
gran cantidad de informacion que no puede ser analizada de forma manual. Existen diferentes
herramientas de computacidon o aplicativos especializados para poder realizar este tipo de
andlisis, destinados a la identificacion de categorias funcionales que se encuentran
significativamente enriquecidas en un conjunto determinado de genes. En este estudio, el
analisis de significacidon bioldgica de los conjuntos de GDEs consistid en un andlisis de
enriguecimiento funcional seguido de un segundo andlisis de interaccién de proteinas.

Para evaluar estadisticamente las diferencias funcionales en la expresidon génica entre dos
condiciones, una estrategia habitual ha consistido en cuantificar el interés de cada GDE con un
determinado valor de p, ajustar las p’s por comparaciones multiples, elegir un punto de corte
determinado y generar una lista de posibles “genes candidatos”. Sin embargo, este método
analiza los genes de forma individual, sin tener en cuenta los posibles cambios combinados en
la expresion y las acciones biolégicas coordinadas que se dan entre determinados genes desde
un punto de vista funcional. Por ello, en los Ultimos afios se han desarrollado métodos de andlisis
“de enriquecimiento”, que incorporan este enfoque biolédgico al andlisis de expresion diferencial
y son capaces de detectar situaciones en las que los genes de un grupo determinado,
relacionados entre si, experimentan pequefias variaciones de forma coordinada.

Existen dos métodos basicos para realizar este tipo de anélisis funcional (227);

e Andlisis de sobre-representacién o Over-representation analysis (ORA): Consiste en
comparar la expresidon de un conjunto de genes de interés con un conjunto de genes de
referencia. El conjunto de genes de interés se define en este caso estableciendo un
punto de corte (por ejemplo, un determinado valor de p) para generar un listado de
genes candidatos. A continuacion, en relacion a cada una de las categorias funcionales
previamente establecidas (por ejemplo, las diferentes anotaciones definidas en una
base de datos previamente seleccionada como Reactome o Gene Ontology), este
método detecta si los genes de esa categoria estan sobre-representados o infra-
representados en nuestro conjunto de genes y evalla si lo estdan con mayor probabilidad
de la que seria justificable por azar.

e Andlisis de enriquecimiento de conjunto de genes o Gen Set Enrichment Analysis (GSEA):
En este tipo de andlisis no se parte de un punto de corte concreto para generar un
listado de genes candidatos, sino que se ordenan todos los genes del conjunto de
acuerdo a un determinado criterio o valor de expresion (generalmente el valorde p y el
fold change). En este caso, para cada categoria funcional se pretende analizar si los
genes pertenecientes a esa categoria se encuentran acumulados en la parte alta o bien
en la parte baja de nuestro listado de genes.

En este estudio, se realizd un ORA para el analisis funcional de los GDEs.
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El analisis de enriquecimiento funcional a partir de los listados de GDEs se relizé mediante la
herramienta Metascape (https://metascape.org) 228, Metascape incluye diversas bases de
datos ontoldgicas optimizadas, y elimina redundancias mediante un proceso de agrupacion de
términos. En este caso, se utilizaron las bases de datos de GO (Gene Ontology;
http://geneontology.org/), sin incluir Cell Compartments para evitar la redundancia de términos
asociados a “matriz extracelular”, KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
https://www.genome.jp/kegg/), Reactome (https://reactome.org/), MsigDB (Molecular
Signatures Database, https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/), Biocarta
(https://maayanlab.cloud/Harmonizome/resource/Biocarta), Wikipathways
(https://www.wikipathways.org/), DisGeNet (https://www.disgenet.org/) y PaGen Base.
Metascape utiliza pruebas hipergeométricas y el algoritmo de correccion del valor p de
Benjamini-Hochberg para clasificar todos los parametros ontolégicos que contengan un
conjunto de genes comunes a la lista de entrada sustancialmente mayor que el esperado por
azar. La similitud por pares entre dos términos enriquecidos se calcula a partir de una
puntuacién de la prueba Kappa. La matriz de similitud se agrupa jerarquicamente y se aplica el
umbral de 0,3 para obtener los diferentes clusters. Metascape determina el término mas
significativo (valor p mas bajo) en cada cluster para representar el cluster en un grafico de
barras.

Por otra parte, también se llevé a cabo un analisis de interacciones utilizando Metascape. Este
tipo de analisis puede ayudar a precisar qué complejos bioquimicos o componentes de sefiales
de transduccion gobiernan los datos bioldgicos, en este caso los perfiles de expresidén génica.
Metascape utiliza como principal fuente de datos las interacciones fisicas proteina-proteina del
interactoma humano capturadas en BioGrid, ademds de InWeb_IM y OmniPath. Ante un
conjunto de genes o proteinas, primero extrae automdticamente una red de interaccién
formada por estos candidatos. A continuacidn, para cada componente de la red conectada,
aplica de forma iterativa el algoritmo MCODE e identifica los complejos densamente
conectados. Para cada complejo, aplica ademas el analisis de enriquecimiento de funciones y
utiliza los tres términos mas enriquecidos para la anotacion de sus funciones biolégicas.

Se estudiaron los grupos de GDEs en los 4 tejidos de pacientes con obesidad, y se compararon
los resultados entre si mediante la capacidad de Metascape de realizar meta-andlisis de listas
multiples de genes. La visualizacidn de los resultados comprendié:

e La generacién de grdficos de barras de enriquecimiento con los clusters mas
enriquecidos y los patrones de enriquecimiento de los GDEs en los 4 tejidos.

e La generacidon de redes de enriquecimiento con nodos representados por graficos

circulares en los que el tamafio del sector es proporcional al nimero de genes originados
en cada lista de genes.
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4.3.5. VALIDACION DE RESULTADOS MEDIANTE RT-gPCR

4.3.5.1. PCR cuantitativa con transcriptasa inversa

El andlisis transcriptémico con microarrays es el principal método experimental para el andlisis
de la expresidn génica a gran escala. No obstante, esta técnica estd sujeta a una cierta
variabilidad experimental que hace necesaria la validacién de los datos obtenidos mediante
otras técnicas que permitan confirmar los resultados de expresion y detectar posibles falsos
positivos. En este sentido, la RT-qPCR es a dia de hoy el gold standard para la validacion de los
resultados de expresion obtenidos mediante microarrays (229,

En este estudio, tras el analisis funcional previamente descrito, se seleccionaron los GDEs entre
los tejidos de los dos grupos de estudio de acuerdo con los siguientes criterios:

e Expresion diferencial con p<0.05
e Expresion diferencial superior a 2 (log2FC > 1)
e Intensidad superiora 7

De acuerdo con estos criterios, se seleccionaron los genes mas representativos de los procesos
enriquecidos en el grupo de pacientes con obesidad. La expresion diferencial de estos genes
seleccionados tras el andlisis funcional fue validada mediante RT-qPCR.

Las bases técnicas y conceptuales del analisis de expresidn génica mediante RT-gPCR se
encuentran detallados en el Anexo Il.

En este caso, la validacion de los genes seleccionados se realizé en las muestras de ARN de los
cuatro tejidos estudiados de 24 sujetos (15 pacientes con obesidad y 9 sujetos del grupo
control). Estos sujetos fueron seleccionados en base a criterios técnicos y logisticos relacionados
con la limitacién de espacio en las placas, el coste del procedimiento y la calidad de las muestras
de ARN disponibles para la validacién.

Todas las muestras incluidas en el analisis cumplieron los requerimientos de calidad minimos
necesarios para la realizacién de una RT-gPCR (MIQE guidelines (?'3).

Se realizaron cuatro transcripciones reversas, correspondientes a los cuatro tejidos a estudio,
utilizando el kit The Transcriptor Universal cDNA Master de Roche, (Ref. 5893151001) y el
termociclador Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler de Thermo Fisher Scientific, en el que se
programaron los ciclos indicados siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La concentracion final de ADNc tras la transcripcion reversa fue, en el caso de las muestras a
analizar, 750 ng/uL (0.75 ug/20 ulL por reaccion). Se trabajé con un pool de muestras de ARN
para la realizacién de las curvas estandar, y con dos controles negativos para excluir posibles
contaminaciones a nivel de las muestras analizadas (control sin transcriptasa inversa, RT Minus
o RT, y control sin muestra, Non-Template Control, o NTC), en este caso a una concentracion de
1000 ng/uL (1 ug/20 uL por reaccién). Este pool de muestras se realizé a partir de muestras de
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ARN humano de los tejidos estudiados, procedente de pacientes con algun criterio de exclusion
y por tanto no incluidos en el analisis transcripcional con microarrays.

Mediante diluciones, se transformaron todas las concentraciones iniciales de las diferentes
muestras de ARN a 110 ng/uL. Una vez obtenidas todas las muestras de ADNc, se procedié a la
realizacién de las RT-qPCR’s previa dilucidn 1:20 de las muestras (concentracion final del ADNc
1.87 ng/uL; concentracion final del pool 2.5 ng/uL).

Se realizaron un total de 11 RT-qPCR’s (una por cada uno de los genes a validar), y otras 4 gPCR’s
para la busqueda y validacidon de genes de referencia, utilizando el kit Power UpTM SYBRTM
Green Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Ref. A25778). Se utilizaron
placas de 384 pocillos con un volumen final de 10pL por pocillo (cantidad de ADNc por reaccidén
en el caso de las muestras 3.74 ng/10uL; en el caso del pool 5 ng/10uL). Cada una contenia
triplicados de las 24 muestras (15 pacientes con obesidad y 9 controles) de cada uno de los
cuatro tejidos a estudio (24 sujetos X 4 tejidos X 3 = 288 muestras), triplicados Non-Template
Control, triplicados del control negativo RT Minus y un banco de diluciones de concentracion
conocida (6 diluciones estandar), por triplicado, para determinar la eficiencia de la reaccién para
cada par de cebadores.

Los cebadores utilizados fueron disefiados manualmente, y sus eficiencias fueron comprobadas
mediante el andlisis de la curva estandar realizada con un banco de diluciones a concentraciones
decrecientes conocidas (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) en cada una de las placas.

Para placas de 96 pocillos, se utilizé el termociclador de Applied Biosystem PRISM® 7000; para
placas de 384 pocillos, se utilizé el termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System with 384-
Well Block Modulev (ABI 7900HT). Los ciclos fueron programados en la modalidad estandar de
acuerdo con las indicaciones de la casa comercial. Mediante el programa Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR System Software (SDS v2.4), se calcularon los umbrales de ciclo (Ct’s)
de cada una de las muestras analizadas en la qPCR, lo cual permite la cuantificacién de la
cantidad (numero de copias) de la secuencia de interés presente en la muestra y por tanto el
anadlisis de expresion el gen de interés.

4.3.5.2. Analisis de datos y genes de referencia

En teoria, cuando comparamos dos muestras para un analisis de expresién mediante RT-gPCR,
un valor de Ct menor indica una mayor concentracién inicial de ARN y por tanto un mayor nivel
de expresion del gen de interés. Sin embargo, los célculos realizados en base al Ct deben
realizarse previa normalizacién de los mismos en base al Ct de una secuencia control para excluir
posibles variaciones relacionadas con la técnica. El método para realizar esta correccion se basa
en el andlisis de la expresion del gen de interés versus la expresién de un gen de referencia
(genes de expresion constitutiva que presentan los mismos niveles de expresién en diferentes
tipos tisulares). Tras la normalizacion del Ct del gen de interés en base al Ct del gen de referencia,

se utilizé el método Delta Delta Ct (AACt) para realizar una cuantificacidn relativa de la expresion
(230)
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El método AACt consiste en:

1. Célculo de ACt: Normalizacion del Ct del gen de interés en cada muestra en base al Ct
del gen de referencia:

ACt(caso) = CtgenX (caso) — Ct gen referencia

ACt(cantroI) = CtgenX (control) — ct gen referencia

2. Célculo de AACt: Segunda normalizacién del ACt del gen del interés en una muestra
determinada respecto del ACt del gen de interés en la muestra control:

AACt = ACt(caso) - ACt(control)

3. Calculo de 2-44%; Cuantificacion relativa de la expresidn en la muestra respecto a la
muestra control (normalizada en base a un gen de referencia).

2-44%= Expression fold change

En general, la expresidn génica se representa de forma logaritmica como Log,. Aunque la
eficiencia de la reaccién nunca es del 100%, cabe destacar que al utilizar este método se asume
que la eficiencia de amplificacion es la misma entre el gen de interés y el gen de referencia.

Selecciéon de genes de referencia

Los genes de referencia utilizados deben seleccionarse en funcién del disefio experimental,
teniendo en cuenta el tipo de tejido o el tipo celular con el que se trabaja. La estabilidad de la
expresioén del gen de referencia debe ser validada en las condiciones experimentales especificas
antes de proceder a la normalizacién de los datos.

En este estudio, se seleccionaron genes de referencia de uso comun como B-actina (ACTB),
importina 8 (IPO8) y cadena ligera de ferritina (FTL), todos ellos validados mediante RT-qPCR
(31 E| gen HPRT1 (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa), otro gen de referencia
habitualmente utilizado, fue desestimado como gen de referencia en este caso por presentar
datos de amplificacion muy bajos en las muestras de TAS. Por el contrario, el gen FTL fue
seleccionado especificamente para este andlisis a partir de los resultados obtenidos en el analisis
con microarrays.

Para realizar las RT-gPCR de los genes de referencia se requieren cebadores o primers
especificos, algunos de los cuales se encuentran disponibles en la mayoria de laboratorios por
ser de uso comun, como es el caso de los cebadores para ACTB. En el resto de casos, como se
ha mencionado anteriormente, los cebadores fueron disefiados de forma manual.
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4.3.5.3. Andlisis estadistico:

La presencia de diferencias en el nivel de expresidén génica entre las muestras del grupo control
y del grupo de pacientes con obesidad obtenidas en las RT-qPCR’s se analizé mediante el método
AACt 230, Estadisticamente, para comparar las Ct's normalizadas de las muestras de ambos
grupos de estudio en un mismo tejido, se evalud la normalidad en la distribucién de los datos
mediante el test W de Shapiro-Wilk (¢ = 0.05) y la homogeneidad en la distribucién de las
varianzas (homocedasticidad) con la prueba F de Fisher para varianzas de dos muestras (a =
0.05). En el caso de confirmar la hipdtesis nula en ambos casos (es decir, se puede asumir
normalidad y homogeneidad en las varianzas), se aplicé el test paramétrico T-Test o prueba T
de Student (¢ = 0.05). En caso de no cumplirse las condiciones de normalidad y
homocedasticidad, se aplico el test paramétrico U de Mann-Whitney (@ = 0.05) para dos
muestras independientes.

4.4. RELACION ENTRE EXPRESION GENICA Y VARIABLES CLINICAS

De acuerdo con los objetivos secundarios de este estudio, se analizé la relacién entre la
expresion de los genes seleccionados y determinadas variables clinicas de interés en el
momento de la intervencién (to) en un subgrupo representativo de controles y pacientes con
obesidad. En el grupo de pacientes, se analizé ademds la relacidn entre la expresidn basal de los
genes de interés y la evolucidn metabdlica y ponderal a los 12 meses de la CB (t12).

Las variables clinicas de los sujetos estudiados se describieron en forma de n (%) para las
variables cualitativas y en forma de media (+desviacion estdndar) en el caso de las variables
cuantitativas. No fue necesario comprobar la normalidad de las variables ya que, dado el tamaiio
muestral, todos los analisis relativos a la comparacién de variables clinicas se realizaron con tests
no paramétricos. Se consideraron significativos los andlisis con significacion bilateral p < 0,05.

En el andlisis de las variables clinicas y demograficas basales y la evolucién clinica al afo de la
intervencioén, se utilizaron los test de McNemar y chi-cuadrado para las variables cualitativas
apareadas y no apareadas, respectivamente. Para el andlisis de variables cuantitativas, el test
de U de Mann-Whitney para muestras independientes y el test de Wilcoxon para muestras
apareadas.

Durante el analisis de asociacién entre la expresién génica y las variables clinicas cualitativas, se
utilizd el test de U de Mann Whitney para muestras independientes. Para el estudio de
correlacién entre la expresion génica y las variables cuantitativas, se utilizo el test de correlacion
de Pearson.

El analisis estadistico de las variables clinicas y su asociacién con la expresion génica se realizd
con el programa SPSS v26 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS CLINICOS

5.1.1. PACIENTES INCLUIDOS EN EL ANALISIS TRANSCRIPCIONAL

Entre enero de 2017 y mayo de 2019 se incluyeron 77 sujetos (44 pacientes y 33 controles). De
estos, el 27% de pacientes (12/44) y el 12% de controles (4/33) no fueron finalmente incluidos
por estar recibiendo farmacos hipoglicemiantes, lo que constituia un criterio de exclusion (ver
apartado 4.1.2.2. Criterios de exclusion). Ademas, dado que, como se ha explicado previamente,
solo se incluyeron sujetos cuyos cuatro tejidos pudieran ser analizados, las muestras del 4,5%
(2/44) de pacientes y del 42% de controles (14/33) se tuvieron que descartar a causa de
problemas relacionados con la degradacién del ARN en alguno de los tejidos (ver apartado
4.3.1.1 Andlisis cuantitativo y cualitativo del RNA). Asi pues, se perdieron 14 pacientes y 20
controles. Finalmente, se incluyeron en el analisis transcripcional mediante microarrays
muestras de 30 pacientes y 13 controles (Figura 16).

Biopsia tisular + Extraccion de ARN
(n=77)
Grupo Grupo
PACIENTES CONTROLES
(n=44) (n=33)

ARN degradado / ARN degradado /
muestra inadecuada —t > muestra inadecuada
(n=2) (n=14)
Tratamiento con farmacos Tratamiento con farmacos
hipoglucemiantes —] —> hipoglucemiantes
(n=12) (n=4)

> IMC > 30kg/m2
- (n=2)
v v
Grupo Grupo
PACIENTES CONTROLES
(n=30) (n=13)
Andlisis con microarrays
(n=43)

Figura 16. Sujetos incluidos en el analisis transcripcional. ARN: Acido ribonucleico; IMC: indice de
masa corporal.
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5.1.2. ANALISIS DE VARIABLES CLINICAS Y DEMOGRAFICAS

5.1.2.1. Grupo Pacientes vs Grupo Control

En la Tabla 1 se muestra la comparacidn entre los datos demograficos y clinicos basales (en el
momento de la intervencién) de los sujetos en los dos grupos de estudio.

Tabla 1. Datos demograficos y clinicos de los sujetos estudiados

Grupo Pacientes (n=30) Grupo Control (n=13) valor p
Edad (afios) 45,7 (+8,5) 45,5 (+8,9) 0,7
Sexo (mujer) 22 (73,3%) 9(69,2%) 0,8
Tabaco 3 (10%) 0 (0%) 0,2
ASA I/l 26 (86,7%) 13 (100%) 0,2
BMl  (kg/m?) 42,2 (£3,9) 26,7 (+1,4) <0,001*
HbA1c, 5,6 (+0,3) 5,4 (0,2) 0,03*
Glucosa  (mg/dl) 96 (+10,6) 88,6 (+7,3) 0,03*
Insulina « (mU/I) 22,3 (+10,4) 7,4 (£2) <0,001*
HOMA-IR 5,4 (£2,9) 1,6 (x0,5) <0,001*
HOMA-IR , >3,8 20 (66,7%) 0 (0%) <0,001*
HTA 11 (36,7%) 1(7,7%) 0,052
DLP 9 (30%) 1(7,7%) 0,1
SAHS 20 (66,7%) 0 (0%) <0,001*

Las variables cualitativas se expresan en forma de n (porcentaje); las variables cuantitativas en forma de media (tdesviacion
estandar).

* Diferencias estadisticamente significativas.

ASA: American Society of Anesthesilogy Score; BMI: Body Mass Index; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline
Resistance; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; HTA: Hipertension arterial; DLP: Dislipemia; SAHS: Sindrome de apneas-hipopneas
del suefio

Como se observa en la tabla, los grupos de estudio fueron comprables en cuanto a edad, sexo y
ASA.

Contrariamente, como es esperable por la propia definicién de los grupos, se detectaron
diferencias significativas en el IMC y en el HOMA-IR, asi como en los valores analiticos
relacionados con la insulinorresistencia, todos ellos mas elevados en el grupo de pacientes con
obesidad. También se observd una mayor proporcidn de pacientes dislipémicos e hipertensos
en el grupo de pacientes (36,7% vs 7,7 y 30% vs 7,7% respectivamente), si bien estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas.

5.1.2.2. Andlisis de la evolucidn ponderal y de las comorbilidades en el grupo de pacientes
alos 12 meses de la CB

No se registrd6 ninguna incidencia durante las cirugias ni hubo ninguna complicacién
postoperatoria en los sujetos analizados.

En la Tabla 2 se describe la evolucién ponderal y respecto a las comorbilidades y variables
analiticas analizadas en el grupo de pacientes con obesidad.
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Tabla 2. Evolucidn clinica al afio de la CB en el grupo de pacientes

Basal (to) 12 meses tras CB (t;) valor p

(n=30) (n=30)
BMI (kg/m?) 42,2 (£3,9) 27,6 (£3) <0,001*
HbA1c (%) 5,6 (£0,3) 5,2 (0,3) <0,001*
Glucosa (mg/dl) 96 (+10,6) 82,1 (%6,7) <0,001*
Insulina (mU/I1) 22,3 (+10,4) 5,8 (£2,2) <0,001*
HOMA-IR 5,4 (+2,9) 1,2 (+0,5) <0,001*
HOMA-IR ¢ >3,8 20 (66,7%) 0 (0%) <0,001*
Péptido C (ng/mL) 2,7 (¥1,1) 1,4 (x0,6) <0,001*
HTA 11 (36,7%) 6 (20%) 0,063
DLP 9 (30%) 2 (6,7%) 0,039*
TG (mg/dl) 133 (+47) 87,4 (+23) <0,001*
Colesterol total (mg/dl) 208 (+31) 186 (+29) <0,001*
LDL (mg/dI) 133 (+25) 111 (+25) 0.001*
HDL (mg/dl) 49,2 (+10) 57 (+12) <0,001*

Las variables cualitativas se expresan en forma de n (porcentaje); las variables cuantitativas en forma de media (tdesviacion
estandar). * Diferencias estadisticamente significativas. CB: Cirugia baridtrica; BMI: Body Mass Index; HbAlc: Hemoglobina
glicosilada; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; HTA: Hipertension arterial; DLP: Dislipemia ; TG:
Triglicéridos; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL: High Density Lipoprotein.

En general se observd una disminucion significativa del IMC y una mejoria significativa de las
variables relacionadas con la insulinorresistencia y el perfil lipidico. No se detectaron diferencias
en la proporcién de pacientes hipertensos antes y después de la CB. No obstante, la proporcion
de individuos hipertensos pasé del 36,7% en el momento de la intervencion al 20% a los 12
meses de la CB, evidenciando una tendencia que sin embrago no alcanzé la significacion
estadistica.

5.2. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Tras el control de calidad y el pre-procesamiento de las muestras, se analizaron los resultados
de la expresion génica en los tejidos estudiados. En primer lugar, se realizd un analisis
comparativo del transcriptoma completo de los diferentes tejidos entre los pacientes con
obesidad y los sujetos del grupo control, y se seleccionaron los genes con expresidn
significativamente diferencial entre ambos grupos mediante un modelo de analisis bayesiano
(225) De entre los GDEs, se seleccionaron aquellos relacionados con la MEC tomando como
referencia la base de datos de The Matriosome Project (http://matrisomeproject.mit.edu).

Los genes seleccionados fueron sometidos a distintos andlisis bioinformaticos: 1) un primer
analisis inferencial para la seleccidon de genes con expresién diferencial entre grupos; 2) un
segundo analisis descriptivo para el andlisis de perfiles globales de expresién; y 3) un tercer
analisis funcional, donde se analizaron las diferencias observadas entre grupos en base a su
funcion o significacion bioldgica. Tras estos analisis, los genes mas representativos de los
procesos enriquecidos en el grupo de pacientes con obesidad fueron analizados mediante RT-
gPCR para validar su expresion diferencial.

Posteriormente, se realizd un analisis exploratorio de las asociaciones entre los niveles de
expresion de los genes mas representativos en cuanto a su expresién diferencial entre grupos y
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el estado clinico basal (ponderal y metabdlico) de un subgrupo representativo de pacientes y
controles. Asimismo, en el subgrupo de pacientes con obesidad, se analizo la posible correlacién
entre los niveles de expresion de los genes de interés y la evolucidn ponderal y metabdlica a los
12 meses de la CB.

5.2.1. CONTROL DE CALIDAD DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Durante el procesamiento de los resultados obtenidos en los microarrays se realizaron
diferentes analisis de control de calidad tanto antes como después de la normalizacién de los
datos. Este tipo de analisis permiten comprobar si las muestras analizadas son apropiadas para
la normalizacién y el posterior andlisis de expresién diferencial, asi como detectar potenciales
sesgos inadvertidos (como un posible batch effect o efecto lote) que pudiesen alterar los
resultados. Los controles de calidad realizados permiten detectar estos errores sistematicos en
una determinada medicién o resultado, producidos por factores técnicos y por tanto no
relacionados con las variaciones bioldgicas reales (232, permitiendo su correccién mediante
diferentes técnicas estadisticas durante las distintas fases del procesamiento de los datos.

Analisis de Componentes Principales

Como parte del control inicial de calidad de las muestras, se realizé un primer analisis de
componentes principales (PCA) (ver apartado 4.3.3 Andlisis de los perfiles de expresion génica).
Este tipo de analisis antes del procesamiento de los datos permiten la identificacién de las
muestras o valores atipicos, también conocidos como outliers, con el objetivo de decidir si una
determinada muestra debe o no ser incluida en el andlisis.

En este caso, en base a los resultados obtenidos en el analisis de calidad inicial, todas las
muestras analizadas se consideraron adecuadas para el siguiente proceso de normalizaciény se
decidid no excluir ninguna de ellas del analisis.

5.2.2. PRE-PROCESAMIENTO: NORMALIZACION Y FILTRADO

Normalizacion

Como se ha explicado previamente (ver apartado 4.3.2.3. Andlisis bioinformdtico de los
resultados de los microarrays), con el objetivo de eliminar posibles sesgos relacionados con la
técnicay poder comparar los datos de expresidn génica entre las diferentes muestras analizadas
en los microarrays, los datos fueron pre-procesados utilizando el método RMA (Robust
Multiarray Averaging) 233,

Tras el proceso de normalizacion, se observé que la distribucidn de la intensidad de seiial entre
las muestras fue muy similar.
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Un nuevo andlisis mediante PCA tras la normalizacion de los datos sugirid la presencia de un
efecto batch (en este caso relacionado con las dos placas utilizadas para el analisis de los
microarrays). Para corregir el efecto batch, el factor batch se incluyd posteriormente en el
modelo lineal utilizado para el analisis de expresién diferencial.

En base a los resultados obtenidos en los analisis de calidad y pre-procesamiento, ninguna de
las muestras fue identificada como outlier después del proceso de normalizacién. Por tanto, se
decidié no excluir ninguna muestra del estudio y todas ellas se consideraron validas para el
analisis de expresion.

Filtrado

Como se muestra en la Figura 17, los genes con una elevada desviacion estandar (los que
potencialmente podrian presentar diferencias de expresién entre los grupos de estudio)
representan menos del 35% de los genes en el array. De acuerdo con este hallazgo, se eliminaron
del andlisis aquellos genes cuya desviacion estandar estuviese por debajo del percentil 65 de
todas las desviaciones estdndar calculadas. Este punto de corte, que puede considerarse
conservador, se establecid con el objetivo de evitar que se eliminara del analisis algin gen con
expresion diferencial entre los grupos.
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Tras el pre-procesamiento de los datos y de acuerdo con los criterios de filtrado, que fueron
aplicados a cada condicién especifica (grupo y tejido), se seleccionaron un total de 6485 genes
para su inclusion en el andlisis de expresion diferencial.
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5.2.3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE EXPRESION GENERAL

Tomando como referencia la base de datos The Matriosome Project -Matriosome DB 2.0-
(http://matrisomeproject.mit.edu, septiembre de 2021), de entre los 6485 genes inicialmente
seleccionados para el analisis, se seleccionaron un total de 380 genes (6% del total) que
codificaban proteinas relacionados con la MEC (ver Figura 18).

Genes obtenidos del

preprocesado de los Matrisoma DB
microarrays
(transcriptoma)

Genes analizados
(380)

Figura 18. Genes analizados

Con el objetivo de comprobar la hipdtesis segln la cual existe una dinamica transcripcional del
matrisoma distinta en los pacientes con obesidad y los sujetos sin obesidad, el analisis del perfil
de expresion de genes relacionados con la MEC en los dos grupos de estudio se realizd segun el
esquema mostrado en la Figura 15 (ver apartado 4.3.2.3. Andlisis bioinformdtico de los
resultados de los microarrays).

El listado completo de los 380 genes del matrisoma con un nivel de expresion detectable en las
muestras analizadas se encuentra en el Anexo lIl.

La proporcién de genes identificados en este estudio en cada una de las categorias de matrisoma
fue muy similar a la identificada en Matrisome DB 2.0 (The Matriosome Project) para el
matrisoma humano completo (Figura 19).
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MATRISOMA HUMANO COMPLETO
(The Matriosome Project)

Collagens

ECM
Glycoproteins

Secreted
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Proteoglycans

ECM
Regulators

380 GENES DE MATRISOMA
IDENTIFICADOS EN EL ESTUDIO

Collagens

Secreted
Factors

ECM
Glycoproteins

Proteoglycans

ECM
Regulators

Figura 19. Distribucion por categorias de los genes de matrisoma identificados en este estudio en comparacion
con la distribucion de los genes del matrisoma humano completo. Los genes se han clasificado en las distintas
categorias definidas en The Matrisome Project-MIT (http://matrisomeproject.mit.edu).

Con los datos de expresidon de estos 380 genes en todos los tejidos y grupos de sujetos
analizados, se realizaron un primer anadlisis no supervisado (PCA) y un andlisis supervisado
(clustering), que se muestran en las Figuras 20 (a y b) y 21 respectivamente.
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Figura 20. PCA (analisis no supervisado) incluyendo los 380 genes de matriosoma segtin su nivel de expresién en
cada tejido (a) y en cada grupo de estudio (b). Las elipses representan el drea que incluiria una nueva observacion
de un determinado grupo con una probabilidad del 0.95. TAE: Tejido adiposo epiploico; TAM: Tejido adiposo
mesenterico; TP: Tejido peritonela; TAS: Tejido adiposo subcutdneo.
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Figura 21. Heatmap (analisis supervisado) incluyendo los 380 genes de matrisoma segun su nivel relativo de
expresion en cada una de las muestras de ARN de los cuatro tejidos en los dos grupos de estudio. TAE: Tejido
adiposo epiploico; TAM: Tejido adiposo mesenterico; TP: Tejido peritonela; TAS: Tejido adiposo subcutdneo.

Como se muestra en las figuras, la expresién de los genes del matrisoma en los sujetos
estudiados mostré en general perfiles de expresion génica propios de cada tejido mas que de
cada grupo. EI TP y el TAS mostraron un patrén de expresién mas especifico y distinto al de los
TAVs (TAE y TAM), que resultaron mucho mas parecidos entre si.
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5.2.4. RESULTADOS DEL ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

Los 380 genes identificados relacionados con la MEC fueron incluidos en el andlisis de expresion
diferencial entre los grupos de estudio.

Tras el pre-procesamiento y el analisis de expresion general en nuestra muestra, se realizaron
tres tipos diferentes de andlisis estadistico de los datos de expresion obtenidos en los
microarrays:

1. Analisis de tipo inferencial, para la seleccidn de GDEs en los tejidos analizados entre los
dos grupos de estudio.

2. Andlisis de tipo descriptivo (analisis no suprevisado mediante PCA y clustering), para el
analisis de perfiles globales de expresion de estos GDEs.

3. Andlisis de tipo funcional, donde se analizaron las diferencias observadas entre grupos
en base a su funcién o significacidn bioldgica.

5.2.4.1. Analisis estadistico inferencial o seleccién de genes diferencialmente expresados

Como se ha explicado previamente (ver apartado 4.3.4.1. Seleccion de genes diferencialmente
expresados), el andlisis para la seleccion de GDEs se basd en el ajuste de un modelo lineal de
andlisis (limma) con moderacién empirica de la varianza de Bayes ??°). En este caso, el criterio
estadistico para la seleccidén de genes con expresién diferencial se basé en un valor ajustado de
p < 0.05.

Las comparaciones respecto a los niveles de expresidn de los genes relacionados con la MEC
expresados en cada tejido entre el grupo de pacientes con obesidad y el grupo control se
representaron graficamente en forma de volcano plots (Figura 22). En estos graficos, en qué
cada gen es representado en forma de punto, el eje de las abscisas representa la magnitud de
la variacion de la expresion entre los grupos (fold change, en escala logaritmica) y el eje de las
ordenadas representa la significacion estadistica (p-valor, en escala logaritmica). De esta forma,
se pueden identificar visualmente los genes con mayores variaciones de expresion entre grupos
en cada tejido (tanto sobreexpresados como infraexpresados) y su nivel de significacidn
estadistica.
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Figura 22: Volcano plots para la comparacion de la expresion génica (genes relacionados con la MEC) entre
grupo de pacientes y grupo de controles en cada tejido. Los simbolos de los genes se muestran para los 3
genes sobreexpresados e infraexpresados con mayor significacion estadistica en el grupo de pacientes con
obesidad respecto a los pacientes no obesos en cada tejido. Los genes se muestran en color violeta si
sobrepasan el umbral de expresion y significacion previamente establecido (un valor ajustado de p < 0.05 y un

aumento logaritmico > 0.5 para todos los tejidos).

Como se muestra en la Figura 22, se observan diferencias de expresion en los genes relacionados
con la MEC en todos los tejidos entre el grupo de pacientes con obesidad y el grupo control. De
hecho, se observa que la mayor parte de diferencias en todos los tejidos vienen dadas por la
sobreexpresion de genes en el grupo de pacientes respecto al grupo control, siendo Ia
infraexpresion de genes mucho menos frecuente en los tejidos de pacientes con obesidad en
relacion a los del grupo control. Ademas, se observa que las diferencias son mucho mas notorias
entre los grupos a nivel de los tejidos viscerales (TAE, TAM y TP), en los cuales se aprecia la
sobreexpresion de un nimero mucho mayor de genes en comparacién con el TAS. Por el
contrario, en el TAS las diferencias de expresién observadas entre los grupos de estudio son
mucho menores que las objetivadas en los tejidos viscerales, tanto en el nimero de genes con
expresioén diferencial como en el nivel de significacidn estadistica alcanzado por los mismos.

Tras el analisis con microarrays, como se muestra en la Figura 23, el TAM fue el tejido con mayor
numero absoluto de genes de matrisoma con expresion diferencial entre los grupos (90 GDE's
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relacionados con la MEC de un total de 1169 GDE’s en este tejido, constituyendo un porcentaje
relativo del 7.7%). El siguiente tejido en nimero de GDE’s entre grupos fue el TAE (78 genes
relacionados con la MEC de un total de 1200 GDE’s en este tejido, 6.5%), seguido del TP (75
genes relacionados con la MEC de 1027 GDE’s, 7.3%). El tejido con menos genes
diferencialmente expresados entre los grupos de estudio y también menor nimero absoluto de
GDE'’s relacionados con la MEC fue el TAS (51 genes relacionados con la MEC de 580 GDE’s, 8.8%
del total de GDEs en este tejido).

Genes con expresion diferencial
(grupo pacientes vs grupo control)

1400
1200
1000

800 GDE's

600
GDE's (MEC)
400

200
eh [ /R Wi L e

Mesenterio  Epiplon Peritoneo Subcutdneo

Figura 23. Genes con expresion diferencial entre grupos en los cuatro tejidos analizados (p < 0,05). GDE’s:
Genes diferencialmente expresados; GDE’s (MEC): Genes diferencialmente expresados relacionados con la
matriz extracelular

El listado completo de genes relacionados con la MEC con expresidon diferencial entre los grupos
de estudio en cada uno de los tejidos analizados se muestra en el Anexo IV.

En el Anexo V se muestran los 3 genes con mayor expresién diferencial (sobreexpresion,
representada por un valor de log fold change positivo, o infraexpresion, representada por un
valora de log fold change negativo) entre pacientes con obesidad y sujetos del grupo control en
cada uno de los tejidos analizados. Esta informacion se acompafia de una breve descripcién
funcional de cada uno de los genes.

En el grupo de pacientes con obesidad, destaca la sobrexpresién de ADAMTS4 y de IL6, siendo
estos los genes de matrisoma con mayor sobreexpresion diferencial en los tres tejidos viscerales
analizados (TAE, TAM y TP) respecto al grupo control. Respecto a los genes infraexpresados en
el grupo de pacientes con obesidad respecto al grupo control, destaca la infraexpresion de
ADAMTS16 tanto en el TAM como en el TP. El gen LGALS12 se encuentra infraexpresado en el
TP y el TAE de los pacientes con obesidad. También se detecté una menor expresién del gen
SERPINI1 tanto en el TAS como en el TAE de los sujetos con obesidad.
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5.2.4.2. Analisis estadistico descriptivo. Analisis no supervisado (PCAs i Clustering)

Tras un primer analisis inferencial, donde se seleccionaron de forma general los genes con
expresion diferencial en los diferentes tejidos entre los dos grupos de estudio (ver apartado
5.2.4.1. Andlisis estadistico inferencial o seleccion de genes diferencialmente expresados), se
procedio a realizar un segundo andlisis de los perfiles globales de expresion de estos genes con
expresion diferencial entre los grupos de estudio. Asi pues, se trata de un andlisis descriptivo
gue pretende analizar los diferentes patrones de expresion de los GDEs relacionados con la MEC
entre las distintas condiciones experimentales. Este tipo de andlisis pretende evaluar hasta que
punto el conjunto de genes analizados es capaz de diferenciar entre si estas distintas
condiciones (grupo y tejido).

El andlisis de los patrones de expresion se realizd mediante dos tipos de andlisis no supervisados:
PCAy Clustering.

Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Como se ha mencionado anteriormente (ver apartado 4.3.3.1. Andlisis de Componentes
Principales), el PCA reduce la dimensionalidad de las muestras a dos dimensiones, de forma que
cada muestra se representa graficamente en base a los dos componentes principales que
caracterizan la mayoria de los genes expresados. Al representarlas en un diagrama de
dispersion, las muestras consideradas “similares” deberian aparecer agrupadas en una misma
zona del grafico (es decir, deberian aparecer representados como puntos cercanos entre si).

En la Figura 24, en la que cada elipse representa uno de los grupos de estudio, se representan
los perfiles globales de expresion de los GDEs relacionados con la MEC en los tejidos de ambos
grupos utilizando diferentes niveles de significacion estadistica. Se observa claramente un perfil
de expresidn diferencial entre los pacientes del grupo con obesidad y los sujetos del grupo
control.

Figura 24. Analisis de Componentes
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En la Figura 25 se representan los perfiles globales de expresién de los GDEs relacionados con
la MEC en cada uno de los cuatro tejidos estudiados en el grupo de pacientes con obesidad y el
grupo control. En esta representacién podemos observar claramente las diferencias de
expresion entre ambos grupos en los tres tejidos viscerales estudiados, mientras que
practicamente no se objetivan diferencias en la expresion de los genes del matrisoma entre el
grupo de pacientes con obesidad y el grupo control a nivel del TAS. Cabe destacar ademas la
similitud entre los TAVs (TEAy TAM) dentro de cada uno de los grupos de estudio, que presentan
no obstante diferencias de expresidén notables entre pacientes con obesidad y controles.
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Figura 25: Analisis de Componentes Principales correspondiente al analisis descriptivo de los genes del
matrisoma diferencialmente expresados (p<0.05) en los cuatro tejidos estudiados del grupo control y del
grupo de pacientes con obesidad. Las elipses representan el drea que incluiria una nueva observacién de un
determinado grupo con una probabilidad del 0.95. TAE: Tejido adiposo epiploico; TAM: Tejido adiposo
mesenterico; TP: Tejido peritonela,; TAS: Tejido adiposo subcutdneo.

Clustering y analisis discriminante

La deteccidn de patrones de expresién comun entre los genes y/o entre las muestras analizadas
en los microarrays se conoce como agrupacion o clustering. En este caso, se ha utilizado un
método de clustering jerarquico de tipo aglomerativo (ver apartado 4.3.3.2 Métodos de
agrupamiento (clustering)).

En este estudio, de la misma forma que en el Analisis de Componentes Principales, los datos se
analizaron utilizando la aplicacion ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/). Se utilizdé como

criterio estadistico un valor ajustado de p < 0.05.

Se utilizaron heatmaps para representar la matriz de valores de expresidon en forma de un
gradiente de color proporcional al valor de cada variable en cada posicién. La matriz estd
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construida de forma que cada linea representa un gen, y cada columna representa una muestra
(en este caso un pool de pacientes). El color azul indica infraexpresidn, mientras que los genes
sobreexpresados aparecen de un color rojo-anaranjado en la matriz (mayor sobre o
infraexpresion como mas intenso es el color para un determinado gen). Esta gradacion facilita
la identificacidn visual de posibles patrones de expresidn caracteristicos de cada cluster.

En este caso, la agrupacion jerdrquica aglomerativa clasificé las muestras del mismo tejido en
un mismo cluster. Lo mismo sucedié con las muestras procedentes de cada uno de los grupos
de estudio.

En el siguiente heatmap (Figura 26) estan representados los diferentes patrones de expresion
de los genes seleccionados en las muestras procedentes de cada tejido en cada uno de los
grupos de estudio (se han colocado lineas de separacion entre los grupos y los tejidos para
facilitar su interpretacion).

En general, se observa que existen diferencias en los patrones de expresién de genes
relacionados con la MEC en los tejidos del grupo de pacientes con obesidad respecto a los del
grupo control. Estas diferencias, que se objetivan en los cuatro tejidos estudiados, son
sobretodo a expensas de una sobreexpresion de determinados genes en los tejidos del grupo
de pacientes con obesidad.
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En general, se evidencié una sobreexpresiéon de genes en los tejidos del grupo de pacientes
respecto al grupo control. No obstante, como se muestra claramente en las elipses parcialmente
superpuestas en el PCA correspondiente (ver Figura 25), el tejido que muestra menos
diferencias de expresidn entre los grupos de estudio es el TAS.

En el Anexo VI se muestran varios heatmaps en qué se observan los distintos patrones de
expresion de los genes relacionados con la MEC diferencialmente expresados entre los grupos
en cada uno de los tejidos analizados. Los heatmaps se acompafian del PCA correspondiente a
cada comparacion.

En general, se evidencié una sobreexpresidn de genes en los tejidos del grupo de pacientes con
obesidad respecto al grupo control. No obstante, como se muestra claramente en las elipses
parcialmente superpuestas en el PCA correspondiente (ver Anexo VI), el tejido que muestra
menos diferencias de expresion entre los grupos de estudio es el TAS.

5.2.5. ANALISIS FUNCIONAL O DE SIGNIFICACION BIOLOGICA

Dentro del andlisis de expresion diferencial se realizé un andlisis funcional compuesto por dos
partes, una composicién global del matrisoma de la obesidad y un andlisis de enriquecimiento.

5.2.5.1. Composicién global del matrisoma en la obesidad

Para completar el andlisis comparativo de los perfiles de expresion de los genes relacionados
con la MEC entre los dos grupos de estudio en los cuatro tejidos analizados, analizamos qué
genes se encontraban sobre o infraregulados en cada uno de los tejidos de los pacientes con
obesidad y cudles eran comunes entre los distintos tejidos estudiados (pairwise intersections).
Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 27 (a-c). En este tipo de representacion
grafica (grafico Circos de Metascape) se muestra como se solapan los genes de los diferentes
grupos o listados de genes. En el exterior, el arco representa la identidad de cada lista de
genes. En el interior, el color naranja representa los genes que aparecen en multiples listas,
y el color amarillo representa los genes que son exclusivos de esa lista de genes. Las lineas
moradas enlazan los genes compartidos por las distintas listas de genes. Cuanto mayor sea
el nimero de enlaces morados y mas largos los arcos naranjas, mayor es el solapamiento
entre las listas de genes. Cada grafico Circos se acompafia del correspondiente diagrama de
Venn y la tabla mostrando los diferentes indices de Jaccard.

En general, la obesidad se relacioné con una mayor sobre-regulacién de genes, siendo la infra-
regulaciéon mucho menos significativa. A pesar de que los patrones de expresion de genes
relacionados con la MEC fueron especificos de cada tejido, se objetivd una mayor similitud entre
los perfiles globales de expresion de los tejidos viscerales, especialmente entre el TAM y el TAE.
El TAS mostré un perfil de expresion claramente diferenciado en relacién a los genes de MEC
respecto a los otros tejidos analizados.
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Figura 27. Composicion global del matrisoma. Genes con expresion diferencial (sobreexpresados e
infraexpresados) entre grupos (a); Genes con expresidn diferencial entre grupos sobreregulados en
los tejidos de los pacientes con obesidad (b); Genes con expresion diferencial entre grupos
infraregulados en los tejidos de los pacientes con obesidad (c). EPI: Tejido adiposo epiploico; MES:
Tejido adiposo mesentérico; PER: Tejido peritoneal; SUB: Tejido adiposo subcutdneo.

Como hemos visto, la condicidn “obesidad” se acompafié de una mayor activacion
transcripcional de los genes del matrisoma en comparacion con los pacientes control en todos
los tejidos.

En la Figura 28 se muestran los genes relacionados con la MEC que mostraron una expresion
diferencial entre los grupos de estudio en cada uno de los tejidos estudiados, de acuerdo con
las categorias del descritas The Project
(http://matrisomeproject.mit.edu/). Seglin esta clasificacion, en los pacientes obesos los
factores secretados destacaron como la fraccién de genes transcripcionalmente modificada mas
numerosa en los tejidos viscerales, mientras que en el TAS se objetivd una mayor activacion
transcripcional de genes reguladores de la MEC. En linea con lo que sucede al analizar el
matrisoma humano completo, las fracciones correspondientes a coldgenos y proteoglicanos

matrisoma humano

en Matrisome

fueron las de menor actividad transcripcional en los tejidos de los sujetos con obesidad.
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En las Figuras 29 (a y b) y 30 se muestra el nUmero absoluto de genes sobre-regulados e infra-
regulados en cada uno de los tejidos estudiados en los pacientes del grupo con obesidad
respecto al

grupo control, clasificados en

(http://matrisomeproject.mit.edu/).

categorias de The Matrisome Project

En los tejidos viscerales de los pacientes con obesidad, la proporcién de genes sobre-regulados
fue aproximadamente el doble que el de los infra-regulados. En el TAS, esta proporcidn llegd a
ser de 3,5 a 1, aunque el nimero absoluto de gens con expresion diferencial (supra o infra-
regulados) fue significativamente menor que en el resto de tejidos analizados (Figuras 27.a y
27.b).

a Genes con expresion diferencial- MEC b
(Sobreexpresados grupo pacientes vs grupo control )

Genes con expresion diferencial- MEC
(Infraexpresados grupo pacientes vs grupo control )

70 30
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Figura 29. Genes con expresion diferencial relacionados con la MEC, sobreexpresados (29.a) e infraexpresados
(29.b) en el grupo de pacientes con obesidad (p < 0,05). Distribucién por categorias. EPI: Tejido adiposo epiploico;
MES: Tejido adiposo mesentérico,; PER: Tejido peritoneal;, SUB: Tejido adiposo subcutdneo.
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Figura 30. Proporcion de genes con expresion diferencial relacionados con la MEC sobreexpresados e
infraexpresados en el grupo de pacientes con obesidad (p < 0,05). Distribucion por categorias. GDE’s MEC:
Genes diferencialmente expresados relacionados con la matriz extracelular; EPI: Tejido adiposo epiploico; MES:
Tejido adiposo mesentérico; PER: Tejido peritoneal; SUB: Tejido adiposo subcutdneo.

Como se muestra en la Figura 30, las categorias con mayor activacién transcripcional, con una
proporcion muy similar en los tres tejidos viscerales de los pacientes con obesidad, fueron los
factores secretados, los reguladores de la ECM vy las glicoproteinas de la MEC. En estos tejidos
viscerales se observé una mayor heterogeneidad en las categorias de genes infraexpresados en
el grupo de pacientes con obesidad. En el caso del TAS, destaca un perfil transcripcional
diferenciado, siendo mas significativa la sobreexpresién de glicoproteinas de la MEC vy
encontrandose infra-regulada la transcripcion de factores secretados, en contraste con la sobre-
regulacién observada en los tejidos viscerales.

5.2.5.2. Anélisis de enriguecimiento e interaccidn entre proteinas

Para ampliar la perspectiva biolégica sobre los datos, se llevaron a cabo andlisis de
enriquecimiento (ver apartado 4.3.4.3 Andlisis de significacion bioldgica).

Tejido adiposo epiploico (TAE)

Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional en el TAE se muestran en la Figura 31.
En este tejido, destacaron entre los sobreexpresados genes asociados a la organizacion de la
MEC, de adhesion y migracién celular, concretamente de leucocitos, de desarrollo vascular,
guemotaxis y degranulaciéon de neutréfilos y sefalizacién de TNFo. Entre los infra-regulados
destacaron genes asociados a proteinas estructurales de MEC y la formacién de colageno.

El mapa de enriquecimiento (Figura 32) muestra las categorias funcionales mas enriquecidas en
el TAE en forma de red. En este tipo de representacion, el tamafio de los nodos viene
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determinado por el nimero de genes en esa categoria y las lineas conectan conjuntos de genes
que se solapan o superponen entre distintas categorias. Asi pues, los conjuntos de genes
mutuamente superpuestos entre dos categorias funcionales tienden a aparecer cercanos en la
red, haciendo mas fécil la identificacién de mddulos funcionales. En este caso, vemos que en el
TAE existe una estrecha relacién funcional entre grupos de genes sobreexpresados en este tejido
relacionados con la migracién celular, la migracién de leucocitos, la adhesién celular y la
actividad ligando-receptor.

Tejido adiposo mesentérico (TAM)

Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional en el TAM se muestran en la Figura 33.
A nivel del TAM, de forma similar al TAE, destaca la sobreexpresion de genes relacionados con
la organizacién estructural de la MEC. En segundo lugar, destacaria en este caso la expresion de
genes relacionados con la angiogénesis, ademds de los factores secretores, regulacion de la
actividad de endopeptidasas, quimiotaxis, degranulacidn de neutrdfilos y sefializacién de TNFa.
En este tejido los procesos infra-regulados también estuvieron relacionados con la organizacion
estructural de la MEC, ademds de la regulacidn negativa de la actividad proteolitica de las
endopeptidasas.

El mapa de enriquecimiento (Figura 34) muestra las categorias funcionales mas enriquecidas en
el TAM. En este caso observamos como los procesos de quimiotaxis y migracion celular estan
estrechamente relacionados con la angiogenesis. Por su parte, los genes relacionados con la
formacion de granulos secretores aparecen relacionados funcionalmente con la regulacion de
la actividad de las endopeptidasas y la respuesta inflamatoria. Observamos también una relacién
entre los genes relacionados con los componentes de la MEC y los relacionados con la actividad
de las endopeptidasas.

Tejido peritoneal (TP)

Los resultados del andlisis de enriquecimiento funcional en el TP se muestran en la Figura 35. En
el TP, encontramos sobreexpresados genes relacionados con la organizacién estructural de la
MEC y en segundo lugar con la actividad de citoquinas, quimiotaxis y migracién celular y
especificamente leucocitaria. Destacan también los procesos de angiogenesis, secrecién de
granulos y nuevamente la via de sefializacién de TNFa asi como la respuesta inflamatoria.
Respecto a los procesos infra-regulados, destaca nuevamente la organizacidn estructural de la
MEC Yy la regulacidn de los procesos de quimiotaxis y migracién celular.

En el mapa de enriquecimiento (Figura 36) podemos ver relacionados funcionalmente en el TP

los grupos de genes relacionados con los procesos de regulacién de la migracion celular,
guimiotaxis y regulacion de la adhesion celular.

Tejido adiposo subcutaneo (TAS)

Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional en el TAS se muestran en la Figura 37.
En este tejido destaca la sobre-regulacion de los procesos relacionados con la organizacién y
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también con la degradacién de la MEC. Destaca la infra-regulacion de procesos relacionados con
la agregacién plaquetar y los colagenos.

En el mapa de enriquecimiento (Figura 38) observamos claramente como, en comparacién con
los tejidos viscerales, el TAS presenta un nimero mucho menor de genes y de categorias
funcionales enriquecidas en relacién con la MEC. Destaca la relacion entre los procesos de
organizacion de la MEC sobre-regulados en este tejido y los grupos de genes asociados a
procesos de degradacion de colagenos.
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Figura 31. Grafico de barras de enriquecimiento funcional en tejido adiposo epiploico (TAE). Se muestran
las categorias funcionales mas enriquecidas respecto a los genes diferencialmente expresados sobreregulados
(a) e infraregulados (b) en este tejido.
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Figura 32. Mapa de enriquecimiento. Se muestran las categorias funcionales mas enriquecidas en el tejido
adiposo epiploico (TAE) (a) y su nivel de significacion estadistica (b).
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Figura 33. Grafico de barras de enriquecimiento funcional en tejido adiposo mesentérico (TAM). Se
muestran las categorias funcionales mas enriquecidas respecto a los genes diferencialmente expresados
sobreregulados (a) e infraregulados (b) en este tejido.
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Figura 34. Mapa de enriquecimiento. Se muestran las categorias funcionales mas enriquecidas en el tejido
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Figura 35. Grafico de barras de enriquecimiento funcional en tejido peritoneal (TP). Se muestran las

categorias funcionales mas enriquecidas respecto a los genes diferencialmente expresados sobreregulados
(a) e infraregulados (b) en este tejido.
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Figura 36. Mapa de enriquecimiento. Se muestran las categorias funcionales mas enriquecidas en el tejido
peritoneal (TP) (a) y su nivel de significacién estadistica (b).
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Figura 37. Grafico de barras de enriquecimiento funcional en tejido adiposo subcutaneo (TAS). Se muestran
las categorias funcionales mas enriquecidas respecto a los genes diferencialmente expresados sobreregulados
(a) e infraregulados (b) en este tejido.
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Figura 38. Mapa de enriquecimiento. Se muestran las categorias funcionales mas enriquecidas en el tejido
adiposo subcutaneo (TAS) (a) y su nivel de significacion estadistica (b).
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5.2.6. RESULTADOS DE LA VALIDACION MEDIANTE RT-gPCR

5.2.6.1. Genes incluidos

De acuerdo con los criterios previamente expuestos (ver apartado 4.3.5.1 PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa), se seleccionaron los 11 genes mas representativos de los procesos
enriquecidos en el grupo de pacientes con obesidad para validar su expresion diferencial
mediante RT-gPCR. Los genes seleccionados fueron los siguientes (segln su clasificacidon en The
Matrisome Project, http://matrisomeproject.mit.edu):

e Proteoglicanos:
o VCAN (versicano)
o PRG4 (proteoglicano 4)
o SRGN (serglicina)
e Factores secretados:
o S100A8 (calgranulina A)
e Glicoproteinas de la MEC:

o CRISPLD2 (proteina secretada rica en cisteina con dos dominios LCCL de unién a
lipopolisacaridos)

o THBS1 (trombospondina 1)

e Reguladores de la MEC:
o ADAMTS1 Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 1)
o ADAMTS4 Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 4),
o ADAMTS9 (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 9)
o MMP19 (Metaloproteinasa de matriz 19)

e Constituyentes de la MEC (relacionados con la migracion celular):
o HASI1 (Hialuronano sintasa 1)

En el Anexo VII se encuentra una breve descripcion funcional de los 11 genes seleccionados.

5.2.6.2. Caracteristicas y evolucion de los pacientes incluidos.

Como se ha explicado anteriormente (ver apartado 4.3.5.1 PCR cuantitativa con transcriptasa
inversa), la validacidon de los niveles de expresion de estos genes se realizé utilizando las
muestras de RNA de los cuatro tejidos estudiados de una seleccion de 24 sujetos (15 del grupo
pacientes y 9 del grupo control).

Dado que los pacientes fueron seleccionados de acuerdo a criterios técnicos y de calidad de las
muestras de ARN, se realizé una comparacion entre los datos clinicos, demograficos y la
evolucioén clinica tras la CB de los 15 pacientes del grupo con obesidad incluidos en la validacion
y los 15 pacientes con obesidad no incluidos en este andlisis. Los resultados de esta
comparacion, que tiene por objetivo evaluar la presencia de algun posible sesgo de seleccidn en
los pacientes sometidos a validacién mediante qPCR, se muestran en la Tabla 3 y la Tabla 4.
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Tabla 3. Datos clinicos de los pacientes incluidos en la validacion mediante RT-qPCR

Pacientes incluidos Pacientes no incluidos valor p

(n=15) (n=15)
Edad (afios) 45,2 (+7,7) 46,1 (19,6) 0,9
Sexo (mujer) 12 (80%) 10 (66,7%) 0,4
Tabaco 2(13,3%) 1(6,7%) 0,5
ASAI/Il 14 (93,3%) 12 (80%) 0,3
BMI , (kg/m?) 43 (#4,5) 41,5 (23,2) 0,4
HbA1c (%) 5,6 (+0,3) 5,7 (+0,3) 0,4
Glucosa , (mg/dl) 96,87 (8,4) 95,1 (+12,7) 0,4
Insulina ;, (mU/I1) 21,2 (8,2) 23,5 (+12,4) 0,9
HOMA-IR ¢ 5,2 (+2,3) 5,6 (£3,4) 0,8
HOMA-IR >3,8 11(73,3%) 9 (60%) 0,4
Péptido C, (ng/mL) 2,6 (£0,8) 2,9 (£1,3) 0,9
HTA 3 (20%) 8(53,3%) 0,06
DLP 7 (46,7%) 2(13,3%) 0,046*
TG o (mg/dI) 134 (£21) 132 (+44) 1
Colesterol total ,, (mg/dl) 210 (+25) 206 (£36) 0,6
LDL o (mg/dI) 134 (+21) 131 (+29) 0,5
HDL ,, (mg/dl) 51 (£10) 48 (+11) 0,4
Esteatosis hepatica 13 (86,7%) 14 (93,3%) 0,5
SAHS o 9 (60%) 11(73,3%) 0,4

Las variables cualitativas se expresan en forma de n (porcentaje); las variables cuantitativas en forma de media (tdesviacion

estandar).

* Diferencias estadisticamente significativas.
RT-gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real; ASA: American Society of Anesthesilogy Score; BMI: Body Mass Index; HbAIc:

Hemoglobina glicosilada; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; HTA: Hipertension arterial; DLP:

Dislipemia ; TG: Triglicéridos; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL: High Density Lipoprotein, SAHS: Sindrome de apneas-hipopneas

del suefio

Tabla 4. Evolucidn clinica a los 12 meses de la CB de los pacientes incluidos en la validacion mediante RT-qPCR

Pacientes incluidos Pacientes no incluidos valor p
(n=15) n=15)

BMI 1, (kg/m?) 27,7 (£3,7) 27,5 (¥2,1) 0,7
%TWL 1, (kg/m?) 35,2% (7,3) 33,5% (+4,4) 0,3
HbA1c.y, (%) 5,3 (+0,3) 5,1(0,3) 0,3
Glucosa i1, (mg/dl) 80,1 (+5,9) 84,1 (%7,1) 0,2
Insulina 4, (mU/1) 5,7 (£2,2) 5,8 (£2,2) 1

HOMA-IR , 1,15 (£0,5) 1,2 (+0,4) 0,7
AHOMAC-IR 1941, (%) -72% (£18) -74,1% (+15) 0,9
HOMA-IR ;, >3,8 0 (0%) 0 (0%) NA
Péptido C,y, (ng/mL) 1,3 (0,5) 1,4 (x0,7) 0,7
HTA 2 2 (13,3%) 4 (+26,7%) 0,4
DLP 11, 0 (0%) 2 (13,3%) 0,1
TG 12 (mg/dl) 92 (+26) 83 (+20) 0,4
ATG 112 (%) -21,7% (£38,5) -33,5% (+18) 0,6
Col. total ;, (mg/dl) 191 (+24) 180 (33) 0,3
ACol. total .12 (%) -8,4 %(+8,4) -11,2% (+17) 0,7
LDL 11, (mg/dI) 115 (+25) 107 (+25) 0,4
ALDL .41, (%) -13,2% (+15,6) -16% (£22) 0,7
HDL 1, (mg/dl) 58 (+13) 56 (+12) 0,7
AHDL .41, 14,8 (¥17,3) 18,9% (+18) 0,7

Las variables cualitativas se expresan en forma de n (porcentaje); las variables cuantitativas en forma de media (tdesviacion

estandar).

* Diferencias estadisticamente significativas.

CB: Cirugia baridtrica; RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real; BMI: Body Mass Index, %TWL: Percentage of Total Weight Loss,

HbAlc: Hemoglobina glicosilada; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; A: variacion HTA:

Hipertension arterial; DLP: Dislipemia; TG: Triglicéridos; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL: High Density Lipoprotein,
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Como se muestra en la Tabla 3, no se detectaron sesgos en la seleccion de los pacientes del
grupo con obesidad incluidos en el analisis de validacidén de la expresion génica mediante RT-
gPCR. De hecho, se demostrd que estos pacientes eran comparables en sus caracteristicas
clinicas y demograficas al resto de sujetos del grupo con obesidad no incluidos en el analisis de
validacidn, a excepcion del porcentaje de individuos dislipémicos (en este caso se detectd una
mayor proporcién de individuos dislipémicos en el grupo sometido a validacidn, hallazgo que
podria estar en relacion a la n limitada). Tampoco se detectaron diferencias en la evolucion
ponderal y metabdlica de los individuos del grupo con obesidad incluidos en el andlisis de
validacidn respecto a los no incluidos (Tabla 4).

Por tanto, de acuerdo con estos resultados, los individuos seleccionados para validacién de la
expresién mediante qPCR se consideraron representativos del grupo de pacientes con obesidad.

5.2.6.3. Resultados de la validacion de la expresion diferencial mediante RT-qPCR

Normalizacion mediante genes de referencia

Como se ha explicado previamente, los calculos realizados en base al Ct deben realizarse previa
normalizacion de los mismos en base al Ct de una secuencia control o gen de referencia (ver
apartado 4.3.5.2. Andlisis de datos y genes de referencia).

En este estudio, se seleccionaron genes de referencia de uso comun, como ACTBy IPOS, y otros
especificamente seleccionados en base a los datos obtenidos en el analisis con microarrays,
como el gen FTL. Dado que no fue posible seleccionar una combinacidn adecuada de genes de
referencia para normalizar los datos de los cuatro tejidos de forma simultanea, se seleccionaron
genes de referencia especificos para la normalizacién de cada tejido: se selecciond la
combinacion de IPO8 y FTL para el TAS, y la combinacién ACTB y FTL para el TAM. Aunque seria
preferible la normalizacidon con mas de un gen de referencia, en el caso del TAE el Unico gen
adecuado fue IPO8. En el caso del TP no fue posible la identificacién de genes de referencia
adecuados, por lo que, con el objetivo de obtener un resultado aproximado de la expresién
génica, se decidié trabajar con las Ct’s obtenidas en las qPCR de los genes diana, prescindiendo
de la normalizacion mediante cuantificacion relativa.

Analisis de la validacién de la expresion diferencial mediante qPCR

En la Figura 39 se exponen los resultados de los niveles de expresion objetivados mediante RT-
gPCR en los genes seleccionados en cada uno de los tejidos en el grupo de pacientes con
obesidad y el grupo control. En este caso se ha utilizado el ACt como medida de la expresion del
gen de interés en cada una de las muestras.
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Figura 39. Niveles de expresion (ACt). Valores objetivados en cada grupo mediante gPCR en los 11 genes
seleccionados en cada uno de los tejidos: tejido adiposo epiploico (a), tejido adiposo mesentérico (b), tejido
peritoneal (c) y tejido adiposo subcutaneo (d). *MMP19: Datos de expresion no valorables.

De forma general, como se observa en los gréficos, los valores mas bajos de ACt objetivados en
las RT-gPCR’s de los pacientes del grupo con obesidad indican una expresién aumentada de los
genes de interés en los tejidos de los pacientes de este grupo respecto al grupo control.

Cabe decir que la expresion del gen MMP19 no pudo ser validada en ninguno de los tejidos
estudiados, ya que se objetivé una morfologia irregular en la curva de disociacion de la gPCR.
Esta morfologia irregular (en forma de curva con varios picos) se relaciona con la falta de
especificidad de los cebadores utilizados, por lo que los datos de expresion obtenidos para este
gen no son valorables. Cabe destacar que, en el caso de MMP19, se utilizaron cebadores ya
disponibles en el laboratorio disefiados mediante el aplicativo de la casa comercial Roche.

Debemos remarcar también, como se ha mencionado anteriormente, que en el caso del TP no
se encontraron genes de referencia adecuados para la normalizacién de los datos obtenidos. Al
no haber sido posible la normalizacién de los resultados de expresion de los genes de interés
mediante cuantificacidn relativa en este tejido, se ha trabajado con los valores de Ct obtenidos
para cada gen de interés con el objetivo de obtener un valor aproximado de la expresion
peritoneal de cada uno de los genes analizados.

En el Anexo VIII se muestra el andlisis numérico de las diferencias de expresion entre grupos
objetivado en las qPCR’s para cada gen de interés comparado con el valor obtenido en el analisis
con microarrays. En general, el analisis mediante RT-gPCR mostrd una sobrexpresiéon de los
genes analizados en los tejidos viscerales de los pacientes con obesidad con respecto a los
individuos no obesos. En el TAE y en el TAM, los genes que mostraron mayor sobrexpresién en
el grupo de pacientes con obesidad fueron ADAMTS4, S100A8y HAS1(7.7,6.9y 5.6 veces mayor
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expresion en el TAE de los pacientes con obesidad en comparacion a los individuos del grupo
control; 2.7, 5.4 y 4.3 veces mayor expresion en el TAM de los pacientes con obesidad en
comparacion a los individuos del grupo control, respectivamente).

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los genes cuya expresién diferencial entre los grupos
de estudio ha sido validada en el analisis mediante gPCR en cada uno de los tejidos estudiados.

Tabla 5. Genes utilizados en la validacion de la expresion diferencial mediante qPCR

Gen Tipo TAS TAE TAM TP
VCAN Proteoglicano * * **
PRG4 Proteoglicano *x
SRGN Proteoglicano * ok
S100A8 Factor secretado *x *k ok
CRISPLD2 Glicoproteina MEC **
THBS1 Glicoproteina MEC * **
ADAMTS1 Regulador MEC * o
ADAMTS4 Regulador MEC * * **
ADAMTS9 Regulador MEC *
‘MMP19 Regulador MEC - - - -
HAS1 Constituyente MEC / * * *k

Migracidn celular

*:p<0.05 **:p<0.01
SMMP19: Datos de expresion no valorables.
TAS: tejido adiposo subcutdneo; TAE: Tejido adiposo epiploico, TAM: tejido adiposo mesentérico, TP: tejido peritoneal

A pesar de que, como se muestra en la Figura 39 y en la Tabla 5, los patrones especificos de
expresion de los genes analizados presentaron diferencias entre los cuatro tejidos estudiados,
el analisis mediante gPCR confirmé en general una sobreexpresién de los genes seleccionados
en los tejidos viscerales de los pacientes con obesidad. Por tanto, en términos generales,
podemos decir que se observd que los niveles de expresion génica obtenidos en las qPCR’s
validaron las diferencias de expresién objetivadas previamente en el andlisis mediante
microarrays en los genes analizados.

Los genes S100A8, ADAMTS4 y HAS1 validaron su expresion diferencial entre los grupos de
estudio en los tres tejidos viscerales analizados, con mayor significacidn estadistica en el caso
de S100A8.

En cambio, como ya se sugeria en el analisis con microarrays, el TAS presentd escasas diferencias
en la expresidn de genes relacionados con la MEC respecto al grupo de pacientes control. En
este caso, el analisis de expresion mediante RT-gPCR Unicamente objetivé diferencias en la
expresion de VCAN, que en este caso mostré una mayor expresion en los pacientes del grupo
control respecto a los del grupo de pacientes con obesidad (ver Anexo VIII).
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5.2.7. NIVELES DE EXPRESION GENICA Y SITUACION CLINICA BASAL

5.2.7.1. Andlisis de asociacidon entre la expresién de los genes seleccionados en los
diferentes tejidos y la situacion clinica basal

De acuerdo con los objetivos secundarios del presente estudio, en primer lugar se realizé un
analisis exploratorio de la asociacién entre los niveles de expresién de los genes seleccionados
(obtenidos mediante gqPCR) y distintas variables clinicas cualitativas, con especial interés en la
obesidad (definida como IMC > 30 kg/m?) y la insulinorresistencia (definida como HOMA > 3.8).
También se evalud la asociacidn entre la expresion de los genes de interés y la presencia de HTA
y de DLP, ambas definidas en base a criterios clinicos en relacion al riesgo cardiovascular
individual (ver apartado 4.2. Variables clinicas y bioquimicas).

En la Tabla 6 se muestran los genes cuya expresion se asocié estadisticamente de forma
significativa con las distintas variables clinicas basales analizadas en cada uno de los 4 tejidos
estudiados. En el Anexo IX se pueden encontrar los datos numéricos del estudio de asociacion,
con los valores medios de ACt para cada gen en cada una de las situaciones clinicas analizadas
en cada uno de los tejidos estudiados. Cabe recordar que un menor valor de ACt indica una
mayor expresion basal del gen (ver Anexo Il).

Tabla 6. Asociacion entre variables clinicas basales y expresion génica

IMC > 30 kg/m? HOMA-IR > 3.8 HTA DLP
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
TAE ADAMTS1 -
SRGN
TAM
SRGN
ADAMTS1
ADAMTSY
TP ADAMTS4 ADAMTS4 ADAMTS 4 ---
MMP19 THBS1 SRGN
PRG4
TAS HAS1 PRG4*

En azul se muestran asociaciones observadas tanto en el TAE como en el TAM

* La variable clinica se asocia a una menor expresion del gen.

TAE: Tejido adiposo epiploico; TAM: Tejido adiposo mesentérico; TP: Tejido peritoneal;
TAS: Tejido adiposo subcutdneo; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline
Resistance; IMC: indice de masa corporal; HTA: Hipertensidn arterial; DLP: Dislipemia
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En general, en el estudio de asociacién se observaron diferencias significativas en la expresion
de gran parte de los genes analizados en relacién con el IMC y con la presencia o no de
insulinorresistencia en los sujetos estudiados. Estos hallazgos fueron mas evidentes en los
tejidos viscerales, especialmente a nivel del TAE y el TAM, mientras que practicamente no se
identificaron variaciones significativas en la expresion de los genes estudiados entre las diversas
situaciones clinicas a nivel del TAS.

Anivel del TAE y el TAM, se detectd una expresion significativamente mayor de HAS1, ADAMTS4,
THBS1 y S100A8 en los pacientes con IMC > 30 kg/m? Paralelamente, en estos mismos tejidos
se objetivd una mayor expresion de estos mismos genes (ademas de SRGN) en los pacientes
definidos como insulinorresistentes. En el TAM, no asi en el TAE, se detect6 también una mayor
expresion de otras metalopeptidasas de la familia ADAMTS (ADAMTS1 y ADAMTS9) en los
individuos insulinorresistentes.

Anivel del TP, paralelamente a los hallazgos de los otros tejidos viscerales, se observd una mayor
expresion de ADAMTS4 en los individuos obesos y en los insulinorresitentes. Los individuos con
IMC > 30 kg/m? presentaron también una mayor expresidn peritoneal de PRG4, mientras que los
insulinorresistentes, ademas de ADAMTS4, presentaron una mayor expresién peritoneal de
THBS1.

En el TAS las diferencias fueron discretas y Unicamente se detecto una mayor expresion de HAS1
en los pacientes con IMC > 30 kg/m?.

La asociacion entre los niveles de expresion de los genes estudiados y la presencia de HTA fue
poco significativa y mucho menos consistente en los tejidos estudiados. Si bien destacé una
expresion significativamente mayor de algunas metalopeptidasas de la familia ADAMTS en el
TAE y el TP (ver Tabla 6), el en el TAS se observd una expresién significativamnete menor del
gen PRG4 en los individuos hipertensos.

No se objetivaron asociaciones entre la expresion de los 11 genes seleccionados en ninguno de
los tejidos estudiados y la presencia de DLP.

5.2.7.2. Anadlisis de correlacidon entre la expresidon de los genes seleccionados en los
diferentes tejidos y la situacion clinica basal

En segundo lugar, para evaluar la relacidn entre la expresion de los genes seleccionados en los
diversos tejidos estudiados y las variables clinicas de interés, se realizé un andlisis de correlacion
entre los niveles de expresion en cada tejido y las distintas variables cuantitativas.

En la Tabla 7 se muestra los genes cuya expresion presentd correlacion con las distintas variables

clinicas basales analizadas en cada uno de los 4 tejidos estudiados. Los resultados numéricos del
analisis de correlacion se especifican en el Anexo X.
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Tabla 7. Correlacion entre variables clinicas basales y expresion génica

IMC
(n=24)

HOMA-IR
(n=24)

DLP (n=15)

TG

cT LDL

HDL

TAE S100A8

HAS1

- SRGN

VCAN*

THBS1
VCAN
S100A8

TAM HAS1 --- - - - o

HAS1* ADAMTS9*

HBS1*

ADAMTS4 --- HAS1*
THBS1

ADAMTS1

)

TAS HAS1 --- - - - -

* Correlacion negativa (a mayor expresion del gen, menor valor de la variable cuantitativa)

TAE: Tejido adiposo epiploico;, TAM: Tejido adiposo mesentérico; TP: Tejido peritoneal; TAS: Tejido adiposo
subcutdneo, IMC: indice de masa corporal: HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline
Resistance; DLP: Dislipemia; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol Total; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL: High
Density Lipoprotein.

Insulinorresistencia (HOMA-IR)

En general, destacan las correlaciones de signo negativo entre la expresién de algunos de los
genes de interés y el HOMA-IR en el TAE y en el TP (ver Anexo X). No obstante, dado que para
el calculo del coeficiente de correlacion lineal de Pearson se ha utilizado el valor medio del ACt
como medida de la expresién de cada gen, se debe tener en cuenta la correcta interpretacion
de este valor a la hora de analizar los datos de correlacidn.

En el TAE, los genes cuya expresion mostraron una correlaciéon negativa significativa entre la
media del valor de ACt y el valor del HOMA fueron HAS1, THBS1, VCAN y S100A8 (Figura 40).
Puesto que a menor ACt mayor expresion del gen, en este caso existe una correlaciéon que debe
interpretarse como positiva entre las variables: a mayor HOMA-IR, mayor expresidn epiploica
de los genes mencionados. En este caso, la mayor fuerza en la correlacién se evidencio entre el
HOMA-IR y la expresionepiploica de SI00A8 (r =-0,536, p = 0,007).
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Figura 40. Correlacion entre el HOMA-IR de los sujetos estudiados y la expression génica analizada mediante
RT-qPCR en el tejido adiposo epiploico (TAE).

Del mismo modo, a nivel del TP se objetivd una correlacion de signo negativo (que debido al
significado de Ct debe interpretarse nuevamente como positiva) entre la expresién de THBSI,
ADAMTS1 y ADAMTS4 y el valor del HOMA (Figura 41). Por tanto, a mayor HOMA se observa
una mayor expresion de estos genes a nivel peritoneal. En este caso, la correlacion mas fuerte
se detectd entre el HOMA-IR y la expresion peritoneal de ADAMTS4 (r = -0.666, p = 0.001).
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Figura 41. Correlacion entre el HOMA-IR de
los sujetos estudiados y la expression génica
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En el TAM y el TAS no se observd ninguna correlacion significativa entre los niveles de expresion

de los genes estudiados y el HOMA.

IMC

Respecto a la correlacién con el IMC (Figura 42), la expresion de HAS1 mostré una correlacion
positiva con esta variable en el TAS y en el TAM de los sujetos estudiados. En el TAE, se objetivd
una correlacion positiva del IMC con la expresion de S100A8. No se encontraron correlaciones

significativas entre el IMC y la expresidn génica en el TP.

Perfil lipidico

HASL, . cotine HAS1

.
e --:._.‘ - . . .: .,. sl
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S100A8, 10
...
el " . Figura 42. Correlacion entre la expresion
. '.‘. . ‘ de los genes seleccionados y el IMC de los
: R sujetos estudiados en los diferentes
e L tejidos analizados.

El andlisis de correlacidn entre la expresién de los genes de interés y el perfil lipidico de los
sujetos analizados arrojo resultados variables y poco consistentes en los tejidos estudiados. Los
principales hallazgos se dieron a nivel del TAE (Figura 43) y del TP (Figura 44), mientras que en

el resto de tejidos no se observaron correlaciones significativas.

Figura 43. Correlacion entre la expresion de los genes seleccionados en el tejido adiposo epiploico y el

VCAN, SRGN,, 6,

perfil lipidico de los sujetos estudiados.
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Figura 44. Correlacion entre la expresion de los genes seleccionados en el tejido peritoneal y el perfil

lipidico de los sujetos estudiados.

5.2.8. NIVELES DE EXPRESION GENICA Y EVOLUCION POSTOPERATORIA

Por ultimo, de acuerdo con los objetivos secundarios de este estudio, se evalué la correlacidon
entre la expresidn basal de los genes de interés en los tejidos de los pacientes con obesidad en

el momento de la CB y la evolucion de las distintas variables clinicas analizadas a los 12 meses

de la intervencion. No se realizé un analisis de asociacion debido a la limitada n de las muestras

a comparar.

A pesar de que los 15 pacientes analizados fueron sometidos a técnicas quirurgicas distintas (8

LRYGB, 6 GV y 1 SADIS), dada la limitada n disponible no se realizé un analisis estratificado en

funcién de la técnica.

En la Tabla 8 se muestra los genes cuya expresion presentd correlacion con las distintas variables

clinicas analizadas a los 12 meses de la CB en los 4 tejidos estudiados. Los datos detallados del

analisis de correlacion se muestran en el Anexo XI.
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Tabla 8. Correlacion entre variables clinicas a los 12 meses de la CB y expresion génica

%TWL 11, AHOMA-IR . ATG o2 ACT 0112 ALDL 112 AHDL .11,
(n=15) 12 (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
(n=15)
TAE -—- THBS1 - --- - -
TAM --- ADAMTS9 - --- --- VCAN
TP --- --- --- CRISPL2 ADAMTS4 -
VCAN
TAS - — — --- - ADAMTS4
PRG4

TAE: Tejido adiposo epiploico; TAM: Tejido adiposo mesentérico; TP: Tejido peritoneal; TAS: Tejido adiposo subcutdneo,
DLP: Dislipemia; %TWL 1,: Porcentaje de peso total perdido a los 12 meses de la cirugia baridatrica; AHOMA-IR to.t12:
Variacion relativa (%) del HOMA-IR a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ATG w.112: Variacion relativa (%) del valor de
Triglicéridos a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ACT vw.112: Variacion relativa (%) del valor de Colesterol Total a los 12
meses de la cirugia baridtrica; ALDL «o.+12: Variacion relativa (%) del valor de Low Density Lipoprotein a los 12 meses de
la cirugia baridtrica; AHDL .+15: Variacion relativa (%) del valor de High Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia
baridtrica.

Insulinorresistencia (HOMA-IR)

Respecto a la variacion del HOMA a los 12 meses de la CB, se detectd una correlacion
significativa fuerte-moderada entre esta variable y la expresion basal de THBS1 en el TAE y la
expresion basal de ADAMTS 9 en el TAM (r = 0.574, p = 0.0032; r = 0.579, p = 0.03
respectivamente), evidenciando una mayor mejoria metabdlica al afio de la intervencion en los
pacientes con una mayor expresion de estos genes en los tejidos mencionados (Figura 45).

En el TASy en el TP no se detectaron correlaciones significativas entre la expresion de los genes
de interés y la evolucién ponderal o del perfil de insulinorresitencia al afio de la CB.

THB51, i0iar ADAMTS9, ...,

Figura 45. Correlacion entre la expresion de los genes seleccionados y la variaciéon porcentual del
HOMA-IR a los 12m de la CB.
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Porcentaje de peso total perdido (%TWL)

En este caso, a pesar de que estadisticamente se observé una correlacidn entre el %TWL vy la
expresion basal de MMP19, como se ha comentado anteriormente (ver apartado 5.2.6.3.
Resultados de la validacion de la expresion diferencial mediante RT-qPCR), debido a las
irregularidades observadas en la curva de disociacion de la RT-gPCR en el analisis de este gen,
debemos considerar los datos de expresidn como poco valorables y la consiguiente correlaciéon
como no concluyente.

Perfil lipidico
Las correlaciones respecto a la evolucion del perfil lipidico tras la CB fueron poco consistentes.

Se observaron correlaciones entre la evolucion del valor de HDL tras la CB y la expresién de
ADAMTS4 y PRG4 en el TAS (Figura 46), asi como con la expresién de VCAN en TAM (Figura 47)
(mayor expresién basal del gen en los tejidos mencionados se correlacioné con un mayor
aumento porcentual del valor de colesterol HDL a los 12 meses de la CB).

También se objetivd una correlacién entre la evolucién del valor de colesterol total en el
subgrupo de pacientes analizados y la expresién de CRISPL2 y VCAN en el TP (mayor expresion
basal del gen se correlaciond con una mayor disminucién porcentual del valor de colesterol total
a los 12 meses de la CB). Del mismo modo, la expresiéon de ADAMTS4 en el TP se correlaciond
con una mayor disminucion porcentual del valor de colesterol LDL a los 12 meses de la CB (Figura
48).

En este caso no se observaron correlaciones significativas a nivel del TAE.
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Figura 46. Correlacion entre la expresion de los genes seleccionados en el tejido adiposo subcutaneo y

la variacion del perfil lipidico a los 12m de la CB.
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Figura 47. Correlacion entre la expresion
de los genes seleccionados en el tejido
adiposo mesentérico y la variacion del
perfil lipidico a los 12m de la CB.
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6. DISCUSION

En los ultimos afios existe un interés creciente por el estudio fisiopatoldgico de la obesidad y las
bases biomoleculares de la adiposopatia. Existe evidencia de que la hipertrofia del tejido
adiposo en los sujetos con obesidad se asocia con la aparicion de fibrosis tisular a nivel tanto
subcutdneo como visceral (132151 y de que esta alteracidn fibrética se relacionaria con el grado
de resistencia insulinica 135234, Sin embargo, los mecanismos que determinan la aparicién de
estos cambios fibréticos y su impacto sobre la fisiopatologia de la obesidad y de la resistencia
insulinica aun no han sido aclarados 9,

Si bien parece claro que la remodelacién alterada de la MEC es uno de los factores
determinantes en el desarrollo de la adiposopatia, ain no conocemos la posible contribucion de
los diferentes tipos de tejido adiposo a la disfuncién metabdlica del paciente con obesidad. De
hecho, el TAS ha sido ampliamente estudiado (172235-238) pero no asi los tejidos adiposos intra-
abdominales o viscerales (epiploico y mesentérico), mucho menos accesibles para el estudio y
cuya disfuncién y contribucién a la metabolopatia del paciente con obesidad son escasamente
conocidos. En este sentido, el papel del mesenterio no ha sido previamente analizado en
profundidad a nivel transcriptémico. Sin embargo, en los Ultimos anos existe un interés
creciente sobre el papel de las células mesoteliales (presentes en los TAVs pero no asi en el TAS)
como potenciales precursores adipocitarios {157 y como fuente adicional de citoquinas y factores
relacionados con la inflamacién de los TAVs (163 Estas células mesotelailes podrian ser
potenciales contribuidores en los procesos de desarrollo y remodelacion del TAV, pudiendo ser
uno de los factores determinantes en la disfuncidon adipocitaria visceral en el paciente con
obesidad (158,

Ademas de la evidencia limitada respecto a la contribucién de los diferentes tejidos adiposos y
el papel de las células mesoteliales en la disfuncidn adipocitaria y metabdlica del paciente con
obesidad, tampoco existen datos concluyentes en la literatura sobre la traduccidon clinica de
estos cambios a nivel de los diferentes componentes del tejido adiposo. No se ha establecido
claramente la relaciéon entre la alteracién de la MEC en estos tejidos y la resistencia insulinica, y
se desconoce de qué forma esta regeneracion alterada de la MEC podria relacionarse con la
respuesta metabdlica y ponderal tras la CB. En este sentido, el analisis de los perfiles de
expresion de genes relacionados con la MEC en los diferentes tejidos adiposos de los pacientes
con obesidad podria ayudar a una mejor comprensién de las bases biomoleculares y
fisiopatoldgicas de la adiposopatia y del deterioro metabdlico en estos pacientes. Asimismo, la
relacion entre los hallazgos de expresidn y el estado de insulino-resistencia o la evolucién tras
la CB podrian contribuir a esclarecer el papel de la MEC en la metabolopatia del paciente con
obesidad, permitiendo investigar posibles dianas terapéuticas e incluso, en un futuro, ayudar a
establecer perfiles de pacientes respecto a su potencial respuesta a la CB.

El objetivo de este estudio fue comparar la expresion de genes relacionados con la MEC entre
pacientes con obesidad (n = 30) y controles sin obesidad (n = 13) en cuatro tejidos que
consideramos de interés: TAS, TAE, TAM y TP. Las muestras fueron obtenidas mediante biopsia
quirdrgica en pacientes sometidos a cirugia programada, y posteriormente procesadas vy
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analizadas mediante microarrays. La expresién de los genes seleccionados con mayor expresion
diferencial entre los grupos de estudio se validé mediante RT-qPCR. De forma secundaria, se
analizd la relacién entre el nivel de expresion de estos genes en los tejidos analizados y
diferentes variables clinicas, con especial interés en el IMC y el estado de resistencia insulinica,
asi como con la evolucidn ponderal y metabdlica al afio de la CB en los pacientes con obesidad.

Hasta la fecha, no existe ningun otro estudio transcriptémico comparativo sobre la expresion de
genes relacionados con la MEC entre pacientes con obesidad e individuos sin obesidad en los
cuatro tejidos analizados. En este sentido, este estudio constituye el primer trabajo en analizar
el posible papel diferencial en relacion con la adiposopatia del epipldn y el tejido adiposo
mesentérico, considerados en este trabajo como dos tipos de TAV diferenciados. Ademas, en
este estudio hemos realizado el primer andlisis transcriptdmico a gran escala en los tejidos
mesentérico y peritoneal en la obesidad, cuyas implicaciones en la disfuncién adipocitica y
metabdlica de estos pacientes no han sido previamente analizadas.

En nuestro estudio, el analisis mediante microarrays detectd diferencias de expresién en los
cuatro tejidos analizados entre los pacientes con obesidad y controles sin obesidad,
objetivandose principalmente la sobreexpresién de genes relacionados con la MEC asociados a
la obesidad. Las diferencias de expresidn, validadas mediante RT-qPCR, fueron mas significativas
en los tejidos viscerales que en el TAS, donde se objetivaron diferencias discretas entre los dos
grupos de estudio. Se objetivd una relacidn positiva entre la expresion de algunos de los genes
analizados en los tejidos viscerales y el estado de resistencia insulinica de los sujetos estudiados,
asi como en menor medida con su IMC. En cambio, practicamente no se identificaron
variaciones significativas de expresidn a nivel del TAS en relacién con estas variables,
evidenciando la escasa contribucidn de este tejido al estado de alteracidon inmuno-metabdlica
del paciente con obesidad (al menos en lo que a la regeneracion de la MEC se refiere) en
comparacion con la de los TAVs. Respecto a la evolucidn tras la CB, nuestro estudio evidencid
una mejoria mas notable de la resistencia insulinica en los pacientes con mayor expresion del
gen THBS1 en el epiplon y de ADAMTS 9 en el tejido mesentérico.

A nivel metodolégico, para el analisis transcriptomico se disefid un estudio gendmico
observacional de tipo caso-control (18), Se trata de un disefio que requiere un analisis complejo,
en el cual resulta imprescindible detectar y corregir potenciales errores sistematicos en los
resultados relacionados con factores técnicos y no relacionados con variaciones reales de la
expresiéon génica 22, Para minimizar estos sesgos potenciales, que constituyen uno de los
principales problemas relacionados con este disefio 232239, en este estudio se adoptaron unos
criterios estrictos respecto a la calidad de las muestras de ARN incluidas y se realizaron repetidos
procesos de analisis de calidad de los datos mediante diferentes técnicas estadisticas en cada
fase del proceso de analisis de expresién génica. En este caso, ademas, cabe destacar que, al
trabajar con un tejido tan poco estudiado como lo es el peritoneo, se constatdé una notable
dificultad en el procesamiento de este tipo de muestras tisulares, obteniendo concentraciones
menores y valores de RIN mas bajos que con el resto de muestras de ARN analizadas. No
obstante, a pesar de las dificultades técnicas, consideramos que las medidas adoptadas nos
permitieron trabajar con un disefio sélido y de una gran validez interna.
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Cabe destacar que el estudio de expresion se realizé mediante el analisis de pools de muestras.
Si bien es cierto que las ventajas e inconvenientes del disefio con pools para el andlisis de
expresién con microarrays sigue siendo objeto de debate en la comunidad cientifica (debido
fundamentalmente a la pérdida de informacién individual), consideramos que la idoneidad y
conveniencia de la utilizacién de pools debe ser analizada en relacion con el objetivo y disefio
general del estudio. En este sentido, si bien la agrupacion de muestras no seria adecuada para
disefios experimentales en los que se pretenda comparar la expresién entre individuos, esta
resulta util cuando el objetivo es la comparacion de la expresion entre poblaciones o grupos
distintos. Por tanto, en este caso la utilizaciéon de pools no solamente resulta adecuada en
relacion al objetivo del presente estudio, sino que, al disminuir el nimero de muestras
analizadas (y por tanto el coste del andlisis), nos permitié realizar un analisis mas eficiente.
Ademads, la informacion individual que se pierde con la agrupacién de muestras fue
posteriormente obtenida y analizada con la validacion de los resultados mediante RT-qPCR.

En los ultimos afios, numerosas publicaciones en el dmbito de la biologia molecular y la
estadistica han analizado las implicaciones de la agrupaciéon de muestras en los estudios de
expresién con microarrays, centrandose especialmente en dos cuestiones. En primer lugar, la
definicidn de disefos equivalentes (es decir, la determinacion del nimero de sujetos, muestras
y arrays necesarios en un disefio con pools para obtener un poder estadistico determinado
equivalente al de un disefio con muestras individuales) 244241, En segundo lugar, la cuestién
sobre si la sefial derivada de un pool de muestras es o no equivalente al promedio de las
expresiones obtenidas en un disefio individual (Biological Averaging Assumption, BAA). A pesar
de todos los factores matematicos, estadisticos, técnicos y biolégicos a considerar, en estudios
recientes que han comparado los disefios con pools de muestras y los disefios con muestras
individuales, los resultados de expresidn para un determinado gen han resultado similares (215,

Respecto a los pacientes incluidos en el estudio, cabe mencionar que, a pesar de que la n
calculada de 38 pacientes por grupo se recluté de forma satisfactoria e incluso se superd durante
el periodo planificado en el grupo de pacientes con obesidad, sélo se consiguid reclutar a 33
pacientes en el grupo control. Entre las causas relacionadas con la dificultad para el
reclutamiento de pacientes en este grupo se encuentran probablemente los estrictos criterios
de inclusion y exclusidn establecidos con el objetivo de minimizar posibles sesgos de seleccién.
No obstante, resulta remarcable que la principal dificultad para el reclutamiento de sujetos en
el grupo control fue determinada por el IMC de los pacientes intervenidos de colecistectomia
programada. Una proporcion no despreciable de estos pacientes no pudieron ser incluidos por
presentar un IMC > 30 kg/m?2. De hecho, Unicamente uno de los pacientes reclutados en este
grupo presentd un IMC inferior a 25 kg/m?, evidenciando una vez mas las proporciones
epidémicas del sobrepeso y la obesidad en nuestro medio (*?). Debido a la extrema dificultad
para reclutar individuos con normopeso, nos vimos obligados a establecer como criterio de
exclusion en el grupo control un IMC > 30 kg/m? (utilizado en otros estudios de disefio similar
(242)) en lugar del IMC > 25 kg/m? que habiamos planteado inicialmente. Por otro lado, en
relacion a los pacientes con obesidad sometidos a CB, cabe destacar que, dado que los pacientes
fueron intervenidos entre enero de 2017 y mayo de 2019, los criterios para la inclusion de
pacientes en este grupo se establecieron de acuerdo con la indicacién de CB en el momento de
la realizacion del estudio. Segun los criterios clasicos recogidos en las guias internacionales
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utilizadas por la comunidad médica en el periodo de inclusidn de pacientes (:41187)  ge
consideraron indicaciones de CB y cretirio de inclusion en nuestro estudio un IMC > 40 kg/m2 o
bien un IMC > 35 kg/m2 con al menos una de las comorbilidades establecidas en las
mencionadas guias. Cabe destacar, no obstante, que durante la redaccion de este trabajo fueron
publicadas las nuevas recomendaciones respecto a las indicaciones de procedimientos en
cirugia baridtrica y metabdlica por parte de la American Society for Metabolic and Bariatric
Surgery (ASMBS) y de la International Federation for the Surgery of Obesity and Metabolic
Disorders (IFSO) 57, las cuales en 2022 establecieron un limite menor respecto al IMC para
considerar la indicacién de CB en los pacientes con obesidad (IMC > 35 kg/m2 o bien un IMC >
30 kg/m2 con comorbilidades asociadas).

No todos los pacientes reclutados pudieron ser finalmente incluidos en el analisis de expresién
génica. De hecho, las pérdidas en ambos grupos fueron notablemente mayores a las esperadas.
En el grupo de pacientes con obesidad, se excluyeron el 31.5% de los pacientes (14/44),
principalmente por encontrarse en tratamiento con farmacos hipoglucemiantes. En el grupo de
pacientes control, las pérdidas llegaron hasta el 60.6% (20/33) y se debieron fundamentalmente
a problemas técnicos relacionados con el procesamiento del ARN que fueron detectados en los
distintos controles de calidad realizados. Estos problemas podrian estar relacionados con
multiples factores, entre ellos la externalizacién de algunos de las fases del procesamiento de
las muestras, la labilidad del ARN respecto a su degradacion, o la dificultad técnica evidenciada
en el procesamiento de muestras peritoneales (la causa de la cual desconocemos y que no se
encuentra descrita en la literatura previa). Cabe mencionar, no obstante, que, priorizando la
validez interna del disefio, se decidié incluir en el analisis de expresion sélo las muestras de los
pacientes cuyas cuatro muestras de ARN tisular cumplieran los criterios de calidad establecidos.
Hasta 12 paceintes con obesidad y 6 de los controles inicialmente reclutados se excluyeron del
analisis de expresion diferencial tras un analisis mas exhaustivo de los criterios de inclusié y
exclusidn, bien por estar en tratamiento con farmacos antidiabéticos o bien por tener un IMC >
30 kg/m?en el caso de 2 sujetos del grupo control. Consideramos que el error en la seleccién
inicial de estos sujetos, si bien deberia haberse evitado, responde probablemente a la dificultad
asociada al desarrollo de un proyecto en el que han participado diferentes profesionales
(investigadores y facultativos tanto médicos como quirdrgicos) de distintos centros, con unas
condiciones asistenciales particulares que por desgracia no siempre favorecen la dedicacion
necesaria a la actividad extraasistencial. No obstante, a pesar del elevado porcentaje de
pérdidas en ambos grupos y de los estrictos criterios aplicados para la seleccion de muestras de
ARN para el andlisis, la n final de nuestro estudio fue similar a la utilizada en estudios similares
de andlisis transcriptémico(35-238),

En relacién a los criterios de inclusidon y exclusién, en este estudio se decidié excluir a los
pacientes en tratamiento con fdrmacos hipoglucemiantes, independientemente de su
diagndstico clinico. Aunque este criterio no ha sido uniformemente adoptado en los estudios
previos sobre la expresién génica o la presencia de fibrosis en los tejidos adiposos, en la misma
linea que Roumans 238, Guglielmi (23} o Darimont (163 decidimos excluir a estos pacientes debido
a la evidencia creciente sobre las potenciales alteraciones en los procesos de regeneracion y
remodelacion tisular a nivel de la MEC en diferentes tejidos en los pacientes tratados con
farmacos como la metformina (2424 |3 sitagliptina (*”) o la canagliflozina (248,
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El tratamiento con metformina, que actualmente constituye la primera linea terapéutica en los
pacientes con diagnédstico de DM2 %), parece tener implicaciones a nivel biomolecular
relacionadas con su accién activadora de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) (244
246250) Esta activacion tendria efectos en la homeostasis de la MEC relacionados con la supresion
de la respuesta fibrdtica mediada por TGF-B1/Smad3. Estos mecanismos se han relacionado en
estudios histopatoldgicos con una disminucidn del acimulo intersticial de MEC y de los cambios
fibréticos periadipocitarios en el TAE de pacientes con obesidad. Ademas, este efecto
antifibrético mediado por AMPK se ha relacionado con un aumento de la sensibilidad a la
insulina (18), mientras que la disminucion de la actividad de AMPK en el TAV de pacientes con
obesidad se ha relacionado con un mayor grado de insulino-resistencia (1832%1), Otros estudios
con cultivos de células adipociticas murinas (22 o en cultivos de células humanas del ntcleo
pulposo 253 sugieren que la metformina podria alterar la expresion de genes relacionados con
la MEC como las integrinas, metalopeptidasas de la familia MMP o algunos tipos de colageno.
Por su parte, se ha sugerido que el efecto antifibrético de la sitagliptina podria también estar

relacionado con la respuesta mediada por TGF-3/Smad3 (247),

La no inclusién de los individuos con medicacién hipoglucemiante supone prescindir en nuestro
estudio de aquellos pacientes que representarian la alteracion mas extrema del metabolismo
glicidico. No obstante, consideramos necesario, dado el objetivo del estudio, evitar el posible
sesgo en la interpretacién de los resultados de expresion génica producido por el uso de
farmacos hipoglucemiantes que pudieran interferir con los procesos de remodelacién y fibrosis
en los diferentes tejidos estudiados. A pesar de que, de acuerdo con estas consideraciones, en
nuestra poblacién de estudio no se incluyeron pacientes con diagndstico clinico de DM2, los
sujetos analizados presentaron un espectro de afectacién metabdlica variable respecto a la
resistencia insulinica, cuyo andlisis consideramos interesante aun sin los posibles valores mas
extremos.

A nivel epidemiolégico, los dos grupos de pacientes analizados fueron comparables respecto a
la edad, el sexo y el ASA, mientras que, como era esperable, presentaron diferencias respecto al
IMC y los parametros clinico-analiticos relacionados con la resistencia insulinica. Curiosamente,
no se detectaron diferencias significativas entre los grupos respecto a la proporcién de pacientes
con HTA o DLP. De la misma forma, al analizar la evolucién de los pacientes con obesidad tras la
CB, si bien se observé la mejoria esperable respecto al IMC, la insulino-resistencia y el perfil
lipidico, no se detectaron diferencias significativas en la proporcién de pacientes hipertensos
antes y después de la intervencion. En ambos casos, no obstante, las diferencias observadas
resultaron clinicamente relevantes aunque no se alcanzara la significacién estadistica, lo cual
podria estar relacionado con la n limitada que con frecuencia encontramos en los estudios de
expresion génica.

Respecto al andlisis de expresidn génica realizado en este estudio, cabe destacar que en la
literatura existen multiples articulos sobre la expresidén de genes a nivel del tejido adiposo en la
obesidad, la mayoria de los cuales se han centrado en el estudio del TAS (mucho mas accesible
gue los tejidos viscerales). Varios trabajos han sefialado previamente diferencias en los perfiles
de expresidn en el TAS entre pacientes con obesidad y sujetos con normopeso (23%254-256),
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Henegar 233 realizé un andlisis transcriptémico en el TAS de 35 pacientes con obesidad y 10
controles con normopeso, evidenciando diferencias significativas entre ambos. En este mismo
estudio, el analisis funcional reveld una marcada sobreexpresion de genes y categorias
funcionales relacionados con los constituyentes de la MEC en los pacientes con obesidad como
uno de los hallazgos principales del analisis.

En comparacion con el TAS, los perfiles de expresidn a nivel del TAV han sido poco estudiados.
Cabe destacar, en primer lugar, que en la literatura es casi una constante la identificacién del
tejido adiposo visceral con el tejido adiposo omental o epiploico. De hecho, en la mayoria de
articulos estos términos son utilizados indistintamente. Otros TAVs, como el “depdsito
epigastrico” situado en la parte proximal del estémago (%°” o los apéndices epiploicos presentes
en el colon 29 han suscitado menor interés, y su estudio casi anecdético ha arrojado resultados
poco remarcables. Sorprendentemente, este es el primer trabajo de andlisis transcriptomico a
gran escala donde se analiza el perfil de expresion génica en el tejido mesentérico y sus posibles
implicaciones en la disfuncién inmuno-metabdlica asociada a la obesidad.

Baranova (*2 compard los perfiles de expresion génica en el tejido epiploico entre 50 pacientes
con obesidad sometidos a CB y 9 pacientes con IMC < 30 kg/m?, observando una expresién
diferencial en mas de 1200 genes, el 85.5% de los cuales se encontraban sobreexpresados en el
TAE de los pacientes del grupo con obesidad respecto al grupo control. Aunque el estudio de
Baranova se limita al andlisis del tejido epiploico, estos hallazgos estan en linea con los
resultados del presente estudio, en el que la mayor parte de diferencias observadas en los
perfiles de expresion génica entre los grupos de corresponden también a una sobreexpresion
de genes en los TAVs de los pacientes con obesidad (entre ellos el TAE). En el estudio de
Baranova, las principales diferencias se detectaron en relacién a la expresion de genes
relacionados con el metabolismo glicidico y lipidico, transportadores de membrana y enzimas
relacionadas con el ciclo celular. Cabe destacar, no obstante, que este estudio, realizado en
2005, incluyé pacientes diabéticos en tratamiento hipoglicemiente, por lo que los potenciales
hallazgos y la importancia relativa de las diferencias entre grupos respecto a la expresiéon de
genes relacionados con la MEC pueden haber sido enmascarados por un potencial sesgo de
seleccién. Mas recientemente, Ronquillo ?*® compard los perfiles de expresién tanto a nivel del
TAS como del TAV en pacientes con obesidad y sujetos con normopeso con un disefio similar al
presente estudio, observando diferencias significativas en ambos tejidos y destacando una
sobreexpresion de los genes PPAP2C (lipido fosfato fosfohidrolasa 2), CYP4A11
(citocromoP4504A11) y CYP17A1 (citocromo P450 17A1) en el TAV de los pacientes con
obesidad. En este caso, cabe destacar que en el articulo no se especifica qué tipo de TAV es
analizado, aunque de acuerdo con la literatura previa es probable que se trate de tejido omental,
ni tampoco se especifican claramente los criterios de inclusion y exclusion establecidos, lo cual
limita la adecuada interpretaciéon de los resultados.

A diferencia de los estudios de Baranova y Ronquillo, en los que se analiza el mapa
transcriptémico completo, tras partir de un analisis transcriptémico general en este estudio
decidimos realizar un analisis mas restrictivo. Dado que bajo el término “adiposopatia” se
engloban  multiples alteraciones inmunometabdlicas complejas, probablemente
interrelacionadas y sdlo parcialmente conocidas, decidimos centrar nuestro estudio en el
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analisis de uno de los principales componentes de esta compleja alteracidn fisiopatolégica: la
remodelacién de la MEC. En linea con el analisis llevado a cabo por Henegar (3%, en este estudio
investigamos el mapa transcriptémico de la MEC, pero en esta ocasién incluyendo el analisis del
epipldn y de otros dos tejidos cuya contribucion a la adiposopatia no ha sido previamente
explorada en profundidad: el mesenterio y el tejido peritoneal. En este sentido, si bien Henegar
remarcd la importancia de la alteraciéon de las vias y funciones relacionadas con los
constituyentes de la MEC en el TAS del paciente con obesidad, nuestro estudio demuestra que
las diferencias observadas en el TAS, si bien presentes, son minimas en comparacidn con las
objetivadas en los otros tres tejidos viscerales analizados.

En el presente analisis de expresién mediante microarrays, uno de los genes relacionados con la
MEC que mostré una mayor expresion diferencial entre los grupos de estudio, siendo uno de los
genes mas sobre-expresados en el epipldn, el peritoneo y el mesenterio de los pacientes del
grupo con obesidad, fue ADAMTS 4. La subfamilia ADAMTS estd compuesta por 19
metalopepetidasas del espacio extracelular que utilizan zinc como cofactor y que participan en
diferentes procesos de remodelacién tisular. Esta subfamilia, junto a las MMP’s y sus inhibidores
endogenos (la subfamilia TIMPS), constituye una de las principales familias de proteasas
implicadas en la regulacion de la funcion y estabilidad de la MEC a nivel de diferentes tejidos. La
peptidasa ADAMTS4 pertenece, al igual que ADMTSL1 -5, -8, -9, -15 y -20, al subgrupo de las
agrecanasas o proteoglicanasas. A pesar de que su papel en humanos no ha sido completamente
establecido, Voros describié la expresion de estas agrecanasas en el tejido adiposo murino
(130.259) ' habiéndose evidenciando en varios estudios una marcada sobreexpresion de ADAMTS4
(259) y especialmente de ADAMTS5 asociada a la adipogénesis y la expansién del TAV en ratones
obesos (132133239) De forma remarcable, Bauters demostré recientemente que los preadipocitos
knockdown para ADMTS5 presentan in vitro una diferenciacién significativamente disminuida
respecto a las células que si expresan este gen, y que los depdsitos adiposos viscerales se
encuentran disminuidos in vivo en los ratones obesos ADAMTS5 (-/-). En linea con estos
hallazgos, en este estudio se demuestra una sobreexpresion de algunas de estas agrecanasas
(especialmente de ADAMTS4) en los TAVs del grupo de pacientes con obesidad. Si bien es
necesario esclarecer las implicaciones de este hallazgo en humanos y su posible relacién causal
con el depdsito andmalo de otros constituyentes de la MEC en los tejidos de pacientes con
obesidad, estos hallazgos podrian sugerir un mecanismo fisiopatolédgico relacionado con Ia
adipogénesis similar al descrito en el modelo murino 33, Por otro lado, dado que en este estudio
ADAMTS4 resultd fuertemente sobre-expresado no solamente en los TAVs sino también en el
peritoneo de los pacientes del grupo con obesidad, en linea con la tesis de Gupta este hallazgo
podria apuntar a las células mesoteliales como potenciales precursores adipociticos (156157,
Ademas, como sugieren los hallazgos previos de Darimont (183), este hallazgo situaria a las células
mesoteliales como posible fuente adicional de péptidos reguladores de la MEC en los tejidos
viscerales del paciente con obesidad. Por ultimo, estudios recientes han descrito niveles
elevados de ADAMTS4 en plasma y en los monocitos periféricos en pacientes con sindrome
coronario agudo (%9, sugiriendo una posible relacion entre la sobreexpresion de ADAMTS4 y el
riesgo cardiovascular que merece ser explorada con mas profundidad en el subgrupo de
pacientes con obesidad.
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En el andlisis transcripcional con microarrays y siguiendo a ADAMTS4, el segundo gen con mayor
sobreexpresion en los tres tejidos viscerales analizados en los pacientes con obesidad fue /L6.
Aunque la citoquina pro-inflamatoria IL6 es secretada por los propios adipocitos 2%V, |os
macréfagos que infiltran el TAV de los individuos con obesidad (262263) han demostrado ser
también responsables de gran parte de la produccidn de IL6 en el tejido adiposo (?%3. De hecho,
si bien el tejido adiposo esta formado por diversas poblaciones celulares, en el caso del TAV
(tanto epiploico como mesentérico) destaca la presencia de un peritoneo visceral dispuesto en
forma de capa que envuelve los adipocitos, que no encontramos en el TAS y que podria ser uno
de los factores responsables de las diferencias funcionales entre el TAV y el TAS. Este tejido
peritoneal estd formado por células mesoteliales y un submesotelio formado por otros tipos
celulares como fibroblastos, macréfagos, linfocitos y adipocitos. Estos tipos celulares, entre los
que destacan las células mesoteliales, no forman una barrera “pasiva” como se creyd en el
pasado, sino que secretan una gran cantidad de citoquinas (163 y factores quimiotacticos ?%% que
promueven entre otros la migracion de neutréfilos y monocitos desde el espacio vascular a la
serosa ante situaciones de inflamacidn, traumatismo o estrés tisular. En 2008, Darimont publicé
un estudio en el que evalud la contribucién de las células mesoteliales presentes en el epipldn
en la secrecidon de citoquinas inflamatorias en 11 mujeres con obesidad, evidenciando la

sobreexpresion de hasta 16 citoquinas inflamatorias en las células mesoteliales en comparacién
con los adipocitos, y siendo /IL18 la que presentd una mayor expresion diferencial. En la misma
linea que los hallazgos de Darimont, la evidencia en nuestro estudio de una mayor expresion de
IL6 en los tres tejidos viscerales estudiados sugiere que las células mesoteliales podrian ser una
fuente de moléculas proinflamatorias en el epiplén y el mesenterio de los pacientes con
obesidad. De hecho, Topley ha descrito previamente la secrecion de IL6 por parte de células
peritoneales inducida por otros factores proinflamatorios (164, La expresidn de citoquinas
inflamatorias en las células mesoteliales, que sin duda debe contribuir al estado de inflamacion
crénica que experimenta el paciente con obesidad, podria explicar algunas de las diferencias
objetivadas en los estudios de expresidn génica entre el TAS y el TAV en estos pacientes. Cabe
mencionar que, aunque si se demostré la contribucion de las células mesoteliales en relacion a
la produccién de otras citoquinas inflamatorias, a diferencia de nuestro estudio en el estudio de
Darimont no se detectd una expresiéon aumentada de /L6 en las células mesoteliales respecto a
los adipocitos epiploicos. Sin embargo, si se objetivé una expresiéon aumentada del transductor
de sefal de IL6, IL6ST, en las células mesoteliales en este tejido. Este hallazgo podrian estar en
relacion con diversos factores, entre los que se encuentran la compleja regulacién de IL6 o la
existencia de otros tipos celulares como fuente de citoquinas pro-inflamatorias en los TAVs y el
peritoneo, como los macréfagos, fibroblastos u otros componentes de la fraccidon vascular
estromal (265-267) Desgraciadamente, el disefio de nuestro estudio no nos permite identificar los
subtipos celulares responsables de la expresiéon de un determinado gen en los tejidos

estudiados, sino que estos tejidos han sido analizados como una Unica unidad fisiopatoldgica y

funcional.

Es importante afiadir que en la literatura existen resultados contradictorios respecto a la
expresiéon de /L6 en los diferentes tejidos adiposos. Mientras que en algunos estudios con
cultivos celulares se describe una mayor produccion de IL6 en el tejido epiploico de los sujetos
con obesidad respecto al TAS (265268) otros estudios han descrito una mayor expresion de esta
citoquina en el TAS 2%8), En este sentido, cabe destacar que, aunque IL6 es una de las principales
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citoquinas inflamatorias relacionada con el estado inflamatorio crénico y la regulacion de las
alteraciones metabdlicas que presenta el paciente con obesidad en multiples tejidos, los
mecanismos fisiopatoldgicos de la sefializacion mediada por IL6 son altamente complejos y no

del todo conocidos. De hecho, hoy sabemos que los efectos metabdlicos derivados de la
activacion de las vias de sefializacion mediadas por IL6 son duales respecto a la accién insulinica,
gue se ve potenciada o inhibida en funcidn de una regulacién diferencial en los distintos tejidos
(168,269) Ademds, estas vias de sefializacidn requieren la participacidn de distintos tipos celulares
y de la integracién de mecanismos proinflamatorios, antiinflamatorios y no inflamatorios (279,
Algunos estudios apuntan a una respuesta diferencial en funcién del tipo celular secretor de IL6.
De esta forma, podria existir un tipo de respuesta inhibidora de la accién de los macréfagos del
tejido adiposo mediada por un mecanismo de sefializacién candnico ante la secrecién de IL6 por
parte de las células mieloides, mientras que la secrecién de esta citoquina por parte de los
adipocitos promoveria la respuesta contraria, con acumulacion de macrdfagos en el tejido
adiposo mediada por una via de sefializacion no candnica, a su vez promovida por la
sobreexpresion de determinadas metalopeptidasas 27, Estas observaciones traducen la
complejidad de la regulacién inmunometabdlica mediad por IL6, cuya fisiologia en los diferentes
tejidos del paciente con obesidad debe ser aun aclarada.

En el presente estudio, IL6 no fue uno de los genes seleccionados como mas representativos de
las vias mas enriquecidas en el andlisis funcional entre los dos grupos de estudio. A pesar de ser
uno de los genes relacionados con la MEC mas sobreexpresados en los tejidos viscerales
analizados, se considerd que /L6, aun siendo un gen regulador de la MEC segun la clasificacion
de Matriosome, no es especifico de la MEC, sino que interviene en multiples procesos
inflamatorios, inmunoldgicos y metabdlicos. Por este motivo, se decidid no incluirla en el andlisis
de validacién de la expresién mediante gPCR, y se optd por seleccionar un grupo de genes cuya
funcién se consideré mas especificamente relacionada con la MEC, como es el caso de
ADAMTS4, HAS1 y S100A8. Estos tres genes validaron su sobreexpresion en los tres tejidos
viscerales analizados mediante RT-qPCR. HAS1 es el gen que codifica una de las tres isoenzimas
responsables de la sintesis celular de acido hialurénico, uno de los principales componentes
estructurales de la MEC en multiples tejidos formando macromoléculas mediante la unién a
proteoglicanos. En los mamiferos, estas tres isoenzimas se encuentran en la membrana
plasmdtica de las células, sintetizando 4cido hialurdnico directamente alrededor de la superficie
celular. La capa de hiaulorodano pericelular producida por HAS1 (enzima con una distribucién
intracelular mucho mayor en comparacion con el resto de isoenzimas) es habitualmente fina en
comparacion con la producida por HAS2 y HAS3, y los niveles de ARNm y la actividad enzimdtica
de HAS1 son en la mayoria de tejidos también mucho menores, por lo que la escasa o nula
actividad basal de HAS1 despertd inicialmente poco interés. Sin embargo, la expresion y
actividad de esta enzima, mediada por su receptor de membrana CD44, estd fuertemente
inducida por distintos factores inflamatorios como IL1, TNFoo. o TGFJ asi como por la
disponibilidad de sustratos glicidicos para la sintesis de dcido hialurénico 272273), Por tanto, de
acuerdo con los datos previamente publicados sobre la actividad de HAS1, podemos postular
que la sobreexpresion de HAS1 en los tejidos viscerales de los pacientes con obesidad objetivada
en nuestro estudio probablemente traduce el estado de inflamacidn crénica y la situacién de
estrés glicémico en estos tejidos. Del mismo modo, se ha descrito la produccidn y liberacion de
S100A8 (mayoritariamente en forma de dimero S100A8/A9 o calprotectina) por parte de los
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neutréfilos en respuesta a procesos inflamatorios o de estrés (274, Este heterodimero tiene un
papel fundamental en la regulacién de la respuesta inflamatoria tisular estimulando el
reclutamiento de células inflamatorias e induciendo la secrecién de citoquinas, por lo que su
sobreexpresion en los tejidos viscerales de los pacientes con obesidad objetivada en el presente
estudio seria una muestra mas del estado inflamatorio a este nivel.

El analisis mediante RT-qPCR también confirmd la sobreexpresion en el tejido epiploico de los
sujetos con obesidad de proteoglicanos y glicoproteinas de la MEC relacionados con la adhesion
y migracién celular (VCAN y THBS1), ademas de reguladores de la MEC como ADAMTSI.

En el mesenterio, por su parte, se validé la sobreexpresién de SRGN en el grupo de pacientes
con obesidad, cuya funcién esta relacionada con los procesos de apoptosis y regeneracién tisular
y con la regulacion de determinadas proteasas.

En general, los hallazgos de nuestro analisis con microarrays en los tejidos epiploico y
mesentérico de los pacientes con obesidad (y su posterior validacién mediante RT-qPCR) indican
que los TAVs en estos sujetos tienen un perfil transcriptémico respecto a la MEC perecido entre
ellos y alejado del observado en el TAS. Cabe decir que los estudios sobre la expresién génica a
nivel mesentérico en humanos con obesidad han sido hasta hoy practicamente anecddticos. Si
bien el presente estudio constituye el primer andlisis transcriptémico a gran escala en el tejido
mesentérico, algunos datos aislados de estudios previos han apuntado similitudes entre epipldn
y mesenterio con respecto de la expresidn de algunos genes como UCP1 (termogenina), PTGDS
(prostaglandina-H2 D-isomerasa), IL6, y osteopontina entre otros, mientras que MCP1 (ligando
2 de quimiocina), IL168, adrenomedulina, PPARy (receptores activados por proliferadores
peroxisémicos) y PAI-1 (inhibidor del activador del plasmindgeno-1) se encontrarian menos
expresados en el mesenterio 27, También se han descrito niveles més bajos de ARNm del
receptor insulinico en el tejido mesentérico respecto al epiploico (%), si bien la traduccién
fisiopatoldgica de estos hallazgo no han sido aln establecidos. Yan, por su parte, describid la
sobreexpresion de CD36 en el tejido adiposo mesentérico de pacientes diabéticos 111, la cual
podria estar relacionada con el papel de CD36 en el transporte de AGL o bien con la activacion
de vias de sefializacién intracelular mediadas por la unién a componenetes de la MEC como
THBS1 (112),

A pesar de las escasas similitudes y diferencias previamente descritas entre epiplon vy
mesenterio y como también sucede en nuestro estudio, se desconoce si las diferencias
observadas en los niveles de ARNm entre estos tejidos se deben a la expresién en células
adipocitarias o en otros tipos celulares. Del mismo modo, se desconocen las diferencias
fisioldgicas e inmunometabdlicas entre ambos TAVs y sus implicaciones en el paciente con
obesidad. A pesar de estos interrogantes, nuestros hallazgos respecto a la expresion
mesentérica de genes relacionados con la MEC sugieren un patrén de regeneracion de la MEC
diferenciado en el paciente con obesidad y muy similar al observado en el epiplén de estos
pacientes. No obstante y de acuerdo con nuestros hallazgos, si bien los genes sobreregulados
en el mesenterio y el epiplén de los pacientes con obesidad se distribuyen de forma similar en
categorias funcionales, nuestros resultados ponen de manifiesto diferencias especialmente
respecto al tipo de genes infraregulados en uno y otro tejido en estos pacientes (mayor
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infraregulacion de glicoproteinas en el epipldn y de proteinas reguladoras de la MEC y moléculas
afines en el mesenterio) que deberan ser explorados con mayor profundidad.

Mas alla de los hallazgos respecto a los TAVs, este es el primer trabajo de analisis transcripcional
a gran escala en el tejido peritoneal del paciente con obesidad. Los escasos estudios previos
sobre expresidn génica en el tejido peritoneal se han centrado en el estudio de condiciones
patoldgicas como las adherencias postquirdrgicas (27277, |la endometriosis 278 o la didlisis
peritoneal 1279280 | os resultados obtenidos en este estudio respecto al perfil de expresién
peritoneal de genes relacionados con la MEC en la obesidad mostraron importantes diferencias
con el peritoneo de los pacientes en el grupo control, evidenciando un patrén de
sobreregulacion de genes del matrisoma con ciertas similitudes respecto al de los TAVs.
Respecto a los genes infraregulados, aunque se evidencié un mayor nimero de coincidencias
respecto a los genes con infraregulacidn entre el peritoneo y el epipldn (6/25 genes) que entre
el peritoneo y el mesenterio (4/25 genes) en los pacientes con obesidad, la distribucion por
categorias funcionales de los genes infraregulados en el peritoneo de los sujetos con obesidad
mostré mayores similitudes con el patrén de expresién objetivado en el mesenterio. Estos
hallazgos son por el momento de dificil interpretaciéon dado el escaso numero de genes del
matrisoma infraregulados en los tejidos de los pacientes con obesidad y la imposibilidad de
diferenciar la expresidn génica entre subtipos celulares en este estudio. A pesar de ello, los
resultados apoyarian un papel activo del peritoneo, previamente sugerido en la literatura
(163,164,264) respecto a la expresion de moléculas relacionadas con la regeneracion tisular y la
inflamacidn (ya sea a nivel de las células mesenquimales o en relacidn a otros tipos celulares).
Ademas, nuestros hallazgos ponen de manifiesto importantes similitudes entre el peritoneo y
los tejidos adiposos intra-abdominales respecto al perfil transcripcional del matrisoma, lo cual
podria indicar un papel activo en los mecanismos de regulacion de la MEC por parte de algunos
de los tipos celulares presentes en el peritoneo (que también encontramos en los TAVs), o la
presencia de mecanismos comunes respecto a la remodelacion de la MEC en estos tejidos en la
obesidad. Lamentablemente, en el caso del tejido peritoneal, los datos de expresidon obtenidos
mediante RT-gPCR’s no pudieron ser normalizados debido a la imposibilidad de encontrar genes
de referencia adecuados para el andlisis de un tejido tan escasamente estudiado. En
consecuencia, los datos de expresién obtenidos en este tejido deben considerarse y analizarse
en términos de aproximacion.

Respecto al TAS, el tejido adiposo sin duda mas accesible y estudiado en la obesidad (235238255,256),
observamos unas diferencias mas que discretas entre grupos en comparacién con las
observadas a nivel de los tejidos viscerales. Estos datos ponen de manifiesto una mayor
importancia de los tejidos viscerales respecto al TAS en la alteracién inmunometabdlica del
paciente con obesidad. Si bien esta mayor contribucion de los tejidos viscerales ha sido
ampliamente sefialada en la literatura en relacidon a la resistencia insulinica y el sindrome
metabdlico, nuestro estudio demuestra también una mayor importancia fisiopatoldgica de los
tejidos intraabdominales respecto a uno de los principales componentes de la adiposopatia
como lo es la regulacidn alterada de la MEC.

En los ultimos afos ha habido un creciente interés por el estudio de la remodelacién alterada
de la MEC en la obesidad y su implicacion en la alteracion inmunometabdlica que sufren estos
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pacientes. La MEC es una estructura altamente dindmica, sujeta a multiples procesos de
remodelacion en respuesta a diferentes estimulos de cardcter lesivo o de reparacién. En los
tejidos adiposos, la MEC sufre un proceso de remodelacidon constante, permitiendo que los
adipocitos, sus precursores y otros tipos celulares se adapten y cambien a nivel tanto
morfoldgico como funcional en respuesta a diferentes estimulos. Evidencia reciente (obtenida
mayoritariamente en estudios con modelo murino) sugiere que la obesidad inducida por dieta
se relaciona con un depdsito aumentado de proteinas de la MEC y con cambios en vias de
sefializacién mediadas por integrinas y otros reguladores de la MEC, que a su vez se relacionan
con la resistencia a la insulina (133281, Lin et al 9, en la linea de lo que ya habian apuntado
previamente Sun et al. 47 y Williams et al. 282, postula que el depdsito de componentes de la

MEC en los tejidos metabdlicamente activos (musculo esquelético, tejidos adiposos e higado)
tiene efectos deletéreos en la sensibilidad a la insulina, y que la presencia de estos componentes
y sus proteinas reguladoras en los tejidos adiposos se asocia a la insulinorresistencia en el
paciente con obesidad. En este sentido, las integrinas y otros receptores relacionados con la
MEC expresados en los tejidos adiposos (como CD44) se han relacionado con la regulacién de la

sensibilidad a la insulina (30.82,282),

Numerosos estudios han demostrado que el depésito aumentado de componentes de la MEC y
la presencia y activacidn de las vias de sefializacién mediadas por receptores relacionados con
la MEC en el tejido adiposo se asocian con la inflamacién tisular y la insulinorresitencia en los
pacientes con obesidad 178, Sin embargo, los mecanismos concretos mediante los cuales la MEC
se relaciona con la resistencia insulinica son desconocidos. Se ha postulado que la inflamacién
del tejido adiposos y la consecuente activacion de vias de sefializacion “profibréticas” podria
alterara la sensibilidad a la insulina en determinados tejidos (147:178.282) A pesar de que se trata
de vias de regulacién complejas y no del todo conocidas, se ha sugerido que los cambios en la
composicion de la MEC, con un aumento de la concentracién de sus componentes y con una
mayor proporcidn de proteinas fibrilares respecto a las de menor densidad (222 asi como la
consiguiente alteracién de la sefializacion mediada por integrinas, contribuirian a la sensibilidad
alterada a la insulina en los tejidos del paciente con obesidad. Otras hipdtesis incluyen la barrera
mecadnica que el aumento de los componentes de la MEC supone para la hipertofia adipocitaria
y para el propio transporte de glucosa e insulina en los tejidos adiposos 39,

A pesar de que los mecanismos fisiopatoldgicos no son del todo conocidos, en los Ultimos afios
existe evidencia creciente en la literatura sobre la relacién entre fibrosis y alteracién de la
sensibilidad a la insulina en los diferentes tejidos adiposos. En general, sabemos que la
expansién del tejido adiposo en los individuos con obesidad se asocia a la aparicidn de fibrosis
en el TAS y también en el TAV (139151 Ademds, se ha descrito una mayor fibrosis tisular en el TAS
de los pacientes resistentes a la insulina {23, No obstante, a pesar de que esta relacidn parece
consistente en el modelo murino (135283 |os hallazgos en humanos y en especial en relacién al
TAV han sido en ocasiones contradictorios y resultan adn dificiles de interpretar. Guglielmi (243,
con unos criterios de inclusidn y exclusion superponibles a los del presente estudio, combiné el
analisis de expresion de genes relacionados con la MEC en el TAE con el estudio histoldgico del
tejido para evaluar la relacién entre el grado de fibrosis y la resistencia insulinica en los pacientes
con obesidad. Sus hallazgos mostraron por primera vez un mayor grado de fibrosis epiploica en
el grupo de pacientes con mayor resistencia insulinica, si bien no se detectaron diferencias en la
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expresion de colagenos entre ambos grupos. Si bien la discrepancia entre los hallazgos
histoldgicos y la expresion de coldgenos ya habia sido descrita 3%, Guglielmi postula que la
alteracion de la sensibilidad a la insulina podria estar relacionada con la disfuncidn adipocitaria
derivada de los cambios fibréticos observados en el TAV. La aparicidn de la fibrosis estaria
relacinado con complejas interacciones entre la MEC y los receptores de la superficie celular del
adipocito que implicarian la activacién de vias de sefializacién mediadas por Bl-integrinas, las
cuales darian lugar a la pyroptosis adipocitaria. Estos procesos alterarian la sensibilidad a
insulina por alteracion de las caveolas en que se localizan los receptores de insulina. Ademas,
Guglielmi sugiere la presencia de mecanismos de estabilizacion e inhibicidn de la degradacidn
de los componentes de la MEC que podrian explicar el depésito excesivo de los mismos, mas
alld de sus niveles de expresién. Contrariamente, Muir 223 describié una disminucién del grado
de fibrosis y de la expresidon de genes relacionados con este proceso en los tejidos adiposos
(especialmente el visceral) de sujetos con obesidad y DM2 en comparacién con sujetos no
diabéticos. Si bien no se puede descartar el sesgo potencial asociado a los farmacos
hipoglicemiantes en este tipo de estudios en relaciéon a la MEC, Muir hipotetiza sobre la
limitacidn a la hipertrofia adipocitaria condicionada por la fibrosis, que podria ser un mecanismo
adaptativo “extremo” del tejido adiposo en el paciente con obesidad favoreciendo la hiperplasia
y asociando una mejoria metabdlica. Estos hallazgos han sugerido una relacién entre fibrosis e
insulino-resistencia que podria ser dependiente del IMC. Chabot (%%, por su parte, investigé la
relacién entre la fibrosis del TAS y el TAV y el grado de insulinoresietncia de pacientes con
obesidad. Mientras que en el TAS los pacientes diabéticos presentaron un mayor grado de
fibrosis, que a su vez mostré correlacion con el HOMA-IR y el indice de Matsuda, en el TAV no
se detectaron diferencias en el grado de fibrosis entre pacientes con obesidad diabéticos y no
diabéticos, y no se objetivé correlacién entra la fibrosis del TAV y los distintos indices de
resistencia insulinica.

Enlinea con los hallazgos de Guglielmi, en nuestro estudio de asociacion se observd una relacién
positiva entre los niveles de expresion de algunos de los genes analizados relacionados con la
MEC vy la resistencia insulinica de los sujetos estudiados. Estos hallazgos fueron notorios en los
tejidos viscerales (especialmente a nivel de epiplon y mesenterio), mientras que,
contrariamente a los datos aportados por Chabot, resultaron poco significativos en el TAS.
Nuestros resultados, por tanto, en linea con lo sugerido por Chan en su estudio de los
compartimentos adipociticos 287, indicarian una mayor importancia de los tejidos viscerales en
comparacion con el TAS en relacién con la homoestasis glicidica.

En relacién a nuestros hallazgos, cabe destacar la asociacidn detectada entre la expresion
epiploica y mesentérica de HAS1, ADAMTS4, THBS1 y S100A8 y la presencia de obesidad e
insulinorresistencia en los sujetos estudiados. Debemos sefialar la limitacion a la hora de
establecer una relacién causal entra la expresion génica en estos tejidos y la presencia de estas
dos variables, de por si relacionadas. No obstante, la sobreexpresion de estos mismos genes del
matrisoma tanto en el epiplén como en el mesenterio, descrita por primera vez en este estudio,
sugieren la presencia de mecanismos fisiopatolégicos comunes o al menos similares en ambos
tejidos en relacidn con la inflamacidn, el estrés glucidico y la consecuente remodelacidn alterada
de la MEC. Los hallazgos del presente estudio, a diferencia de la extensa literatura en la que se
ha utilizado el tejido epiploico como sinénimo de tejido adiposo visceral o intraperitoneal,
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ponen de manifiesto la necesidad de considerar el mesenterio como un TAV diferenciado y
metabdlicamente activo. De hecho, en 2016, Coffey definid por primera vez el mesenterio como
un érgano en si mismo %8, remarcando las peculiaridades anatémicas, histolégicas y
funcionales del mismo y sus potenciales implicaciones en estados patoldgicos. En este trabajo,
que supuso un cambio de paradigma respecto a la consideracién del tejido mesentérico y que
contribuyd al desarrollo del marco conceptual en el que se ha desarrollado nuestro trabajo, se
remarca la importancia del mesenterio como érgano metabdlicamente activo, implicado en
sistemas de sefalizacion y respuesta tanto local como sistémica a multiples estimulos, ademas
de constituir un potencial depdsito de stem cells mesoteliales con capacidad de transformacion
y regeneracidén en distintas situaciones que estan siendo actualmente objeto de multiples
investigaciones. Si bien el estudio del mesenterio ha suscitado un gran interés en relacién a la
enfermedad inflamatoria intestinal (288-2%) |3 posible relevancia clinica de los procesos
metabdlicos en el mesenterio probablemente va mucho més alla de los tejidos abdominales (221,
Ademas de ser el principal constituyente del TAV 11, el mesenterio es uno de los principales
6rganos productores de proteina C reactiva, la desregulacién de la cual se ha relacionado con la
patobiologia de la obesidad, la aterosclerosis, la resistencia a la insulina y el sindrome
metabdlico (288, A pesar de que el mesenterio sigue siendo un drgano relativamente
desconocido y poco estudiado en comparacion con el tejido epiploico, existe evidencia reciente
gue relacionaria la disminucion del tejido adiposo mesentérico con una mejoria de la resistencia
insulinica y con la pérdida ponderal en babuinos con obesidad (2°?. De hecho, actualmente se
estd desarrollando un ensayo clinico para evaluar los efectos de la extraccidn de tejido adiposo
mesentérico en humanos con obesidad y diabetes (identificador de clinicaltrials.gov:
NCT03953963). Ademads, estudios en ratas obesas con resistencia a la insulina han mostrado una
mejoria en el perfil lipidico tras la aplicacidn mesentérica de ultrasonidos y fotobiomodulacion
con laser en este tejido (2°3),

Nuestros hallazgos en relacion al tejido mesentérico sugieren una posible implicacidn
fisiopatoldgica en la obesidad y la homeostasis glicidica que, si bien podria tener similitudes con
los hallazgos descritos a nivel epiploico, presenta ciertas caracteristicas diferenciales. Por
ejemplo, en el presente estudio se ha descrito la asociacién entre la expresion mesentérica (y
no epiploica) de metalopeptidasas como ADAMTS1 y ADAMTS9 y la resistencia insulinica en los
sujetos estudiados, lo cual podria sugerir un patrén diferencial respecto a la remodelacién de la
MEC en el tejido mesentérico cuyas caracteristicas e implicaciones fisiopatoldgicas deberdn
estudiarse con mayor profundidad en el futuro.

Respecto a los hallazgos a nivel peritoneal, paralelamente a los hallazgos en el resto de tejidos
viscerales estudiados, resulta interesante la asociacién observada entre la expresion peritoneal
de ADAMTS4 y THBS1 y la presencia de insulinorresistencia en los sujetos estudiados. ADAMTS4
fue una de los genes cuya expresion peritoneal se asocié también a la presencia de obesidad.
Como se ha mencionado anteriormente, los resultados de nuestro estudio muestran un patron
de sobrerregulacion de genes del matriosoma con ciertas similitudes respecto al de los TAVs, en
los que ya se habia descrito previamente, como confirma nuestro estudio, una sobreexpresion
de THBS1 en individuos con obesidad y resistencia a la insulina 3%, Nuestros hallazgos podrian
sugerir un papel activo por parte de algunos de los tipos celulares presentes en el peritoneo
(también presentes en los TAVs) en los mecanismos de regulacién de la MEC, o bien la presencia
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de mecanismos comunes en relacién a la remodelacién de la MEC en los tejidos viscerales del
paciente con obesidad.

Las implicaciones de las alteraciones en la expresidn de genes del matrisoma en los diferentes
tejidos viscerales de los pacientes con obesidad y su relacién con la homeostasis glicidica,
sefialada por algunos autores en los ultimos afios y apoyada por los resultados del presente
estudio, son en gran medida aun desconocidas y merecerdn sin duda una investigacion mas
exhaustiva en el futuro.

En el presente trabajo, se realizd un analisis de correlacidn entre los niveles de expresién de los
genes con expresion diferencial entre los grupos y la evolucién ponderal y metabdlica al afio de
la CB en los pacientes con obesidad. En la literatura existen numerosos estudios que analizan el
transcriptoma a nivel del TAS en relaciéon con la pérdida o la reganacia ponderal, la mayoria en
base a intervenciones dietéticas (2367238294 Roumans et al. investigd las variaciones genéticas en
genes relacionados con la MEC en los participantes del European DiOGenes study (3,
analizando 2903 polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) correspondientes a 124 genes.
Comparando el grupo de pacientes que mantuvo la pérdida ponderal tras una intervencién
dietética con el grupo de pacientes con reganacia ponderal, identificé 6 SNP’s significativamente
asociados a la reganancia ponderal (en los genes POSTN (periostina), LAMB1 (laminina
subunidad 1), COL23A1 (cadena de colageno a-1 XXIII) y FBLNS5 (fibulina 5) en hombres, y FN1
(fibronectina 1) en mujeres), concluyendo que variantes en los genes relacionados con la MEC
se asocian a reganancia ponderal tras una pérdida de peso de una forma diferencial en hombres
y mujeres. En un ensayo clinico randomizado posterior, Roumans analizé de nuevo la expresion
de genes relaciondos con la MEC en el TAS durante la pérdida ponderal en 61 pacientes con
obesidad considerados “sanos” tras diferentes intervenciones dietéticas y se correlacionaron los
cambios en la expresién de 277 genes relacionados con la MEC con el porcentaje de peso
reganado. El estudio identificé 26 genes que se correlacionaron con la reganacia ponderal,
relacionados especialmente con la actividad de integrinas leucocitarias, la remodelaciéon de la
MEC y en menor medida con la sensibilidad a la insulina. En relacién a la CB, Lassen (*7? describié
un “FATscore” histoldgico en pacientes con obesidad que relaciond de forma significativa un
mayor grado de fibrosis en el TAS en el momento de la intervencidn con una mala respuesta
ponderal al afio de la CB. En otro estudio reciente, se ha realcionado la expresidon de genes
relacionados con la MEC en el TAS con la pérdida ponderal tras la CB (89, Henegar 3%, por su
parte, si bien no correlaciond sus hallazgos con la pérdida ponderal ni el estado metabdlico de
los sujetos analizados, describié un interesante cambio funcional en el mapa transcriptémico
del TAS a los 3 meses de la CB, evidenciando una disminucidn de la expresion de genes
relacionados con el espacio extracelular y la membrana celular tras la CB que podria traducir
una reversion del estado “profibrotico” del tejido adiposo de los pacientes con obesidad.
Cancello %5% también trabajé con biopsias de TAS tras la CB, en este caso a los 12 meses de la
intervencién. Su estudio histolégico evidencié una persistencia de la fibrosis al afio de la
intervencioén, a la vez que el estudio transcripcional evidencié similitudes entre el grupo de
pacientes postoperados a los 12 meses de la CB y el grupo de pacientes con obesidad e IMC >
40. Estos hallazgos, contrariamente a lo apuntado por Henegar, podrian indicar una mayor
persistencia en el tiempo tanto de los cambios fibréticos como del perfil transcripcional en los
tejidos del paciente con obesidad, mas alla de la pérdida ponderal.
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Si bien los estudios de Roumans y de Osorio-Conles sugieren una relacién entre la expresion de
genes relacionados con la MEC en el TAS y la pérdida ponderal en los pacientes con obesidad,
los mecanismos asociados a la pérdida o reganancia ponderal tras la CB son en gran medida aun
desconocidos. Cabe destacar, en este sentido, la ausencia de estudios sobre los cambios
funcionales o de expresidon génica en tejidos viscerales debido a la dificultad técnica en el acceso
y especialmente a los evidentes problemas éticos que plantearia la obtencion de las mismas.
Por tanto, no existen en la literatura datos sobre los cambios morfoldgicos o funcionales en el
TAV tras la CB. Debido a las mencionadas limitaciones, en nuestro estudio no se planteé la
obtencién de muestras tras la intervencidn inicial y decidimos realizar unicamente un estudio
exploratorio de correlacidn con las variables clinicas de interés. Decidimos utilizar el %TWL como
medida para analizar la pérdida ponderal tras la CB siguiendo la recomendacion mas
generalizada '®® y, dado que la maxima pérdida ponderal tras la CB se alcanza entre el primery
el segundo afio tras la intervencidn (194195.197.2%) decidimos evaluar dicho parametro a los 12
meses de la cirugia. Si bien en nuestro estudio no se detectaron resultados concluyentes en
relacion a la expresién de los genes analizados y la pérdida ponderal tras la CB, los resultados
observados respecto a la evolucion metabdlica de los pacientes intervenidos, mucho mas
notorios en los tejidos viscerales analizados, contrastan con los resultados de Roumans y Osorio-
Conles centrados en la expresidn de estos genes a nivel del TAS.

En relacidén a la resistencia insulinica, como sucede en los estudios sobre la evolucién ponderal
en pacientes sometidos a CB, tampoco existen datos en la literatura que relacionen los cambios
clinicos tras la CB con hallazgos a nivel del TAV. Como se ha comentado anteriormente, Chabot
(288) describid un mayor porcentaje de fibrosis en el TAS de los individuos con obesidad con DM2
respecto a los no diabéticos, si bien no detectd cambios en la fibrosis a nivel de este tejido a los
6 meses de la CB ni pudo establecer ninguna correlacion entre la fibrosis y el grado de resistencia
insulinica después de la CB. Katsogiannos (2°”) reporté un aumento de los niveles de expresion
de genes relacionados con el metabolismo glucidico en el TAS a los 6 meses de la CB (entre ellos
el transportador de glucosa tipo IV SLC2A4), si bien las implicaciones clinicas de este hallazgo no
han podido aun ser determinadas. En nuestro estudio de correlacién con la expresién génica
basal, dado que la mejoria metabdlica respecto al perfil de insulinoresistencia tras la CB se ha
evidenciado ampliamente tanto en el postoperatorio temprano como en el seguimiento a medio
y largo plazo (2%8301) decidimos analizar la variacion relativa del HOMA-IR a los 12 meses de la
intervencién.

Consideramos, en relacién a nuestro analisis de la relaciéon entre la expresién génica y
detreminadas variables clinicas, que el hecho de haber incluido pacientes sometidos a diferentes
técnicas quirdrgicas (8 LRYGB, 6 GV y 1 SADI’s) puede haber generado diferencias en la evolucion
ponderal y metabdlica de los pacientes incluidos que dificulten la interpretacién de los
resultados. Sin embargo, dada la limitada n disponible, se desestimd realizar un analisis
estratificado en funcién de la técnica quirdrgica. No obstante, aun considerando nuestro analisis
de correlacién meramente exploratorio, nos parece remarcable el hecho de que, incluso
considerando el posible sesgo en relacidon a la técnica quirudrgica, las Unicas correlaciones
observadas respecto a la evolucién metabdlica tras la CB se han encontrado en el epiplén (mayor
expresion epiploica de THBS1 correlacionada con mayor disminucién del HOMA-IR) y el
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mesenterio (mayor expresién mesentérica de ADAMTS9 correlacionada con mayor disminucion
del HOMA-IR). En relacién a estos resultados, cabe sefalar que la exprsesion de THBS1 en el TAE
se asocio a la presencia de insulinoresistencia y se correlacioné positivamente con el valor de
HOMA-IR en el momento de la CB, del mismo modo que la expresidon mesentérica de ADAMTS9
se asocio a la presencia de insulinoresistencia en el momento de la intervencién. Por tanto, la
mayor disminucion del HOMA-IR tras la CB en los pacientes con mayor expresién de THBS1 en
el TAE y de ADAMTS9 en el TAM no resultaria contradictoria con los resultados previos del
anadlisis de asociacién y correlacién con las caracteristicas clinicas basales, sino que podria
reflejar un estado de alteracion metabdlica mas significativo en los pacientes con mayor
expresion tisular de estos genes, que posteriormente presentarian una mayor mejoria relativa
del HOMA-IR tras la CB. Por otro lado, es importante considerar la relacidon existente entre
obesidad e insulinorresistencia a la hora de interpretar los resultados, ya que estas dos variables
podrian actuar como potenciales variables confusoras de forma que la primera podria influir en
en el andlisis de la asociacion entre la expresidon génica y la segunda, y viceversa. No obstante,
dado que el diseio del estudio no permite establecer una relacién causal concluyente entre la
expresion génica y las variables analizadas, este analisis debe considerarse de caracter
exploratorio. Ademas, a pesar de las dificultades de interpretacidn, en linea con los resultados
generales de nuestro estudio consideramos que estos datos sefialan la importancia del TAV en
contraposicion al TAS en relacién a la obesidad y a las alteraciones metabdlicas asociadas,
hallazgos que sin duda podran ayudar a generar nuevas hipdtesis en el futuro.

Nuestro estudio presenta ciertas limitaciones. En primer lugar, se trata de un estudio genémico
de tipo observacional, y que por tanto, como se ha comentado anteriormente, proporciona una
evidencia limitada respecto a la asociacidn causal entre exposicién y observacidon en
comparaciéon con otros disefios de tipo experimental. En este sentido, no obstante,
consideramos que el disefio elegido es adecuado en relacidn a los objetivos del estudio y que la
metodologia del mismo nos ha permitido controlar en gran medida los sesgos potenciales.

Por otro lado, debemos destacar que los estudios transcriptdmicos con microarrays, si bien nos
permiten explorar la expresién de una gran cantidad de genes de forma simultanea, no nos
proporcionan evidencia sobre la traduccién de un determinado ARNm a proteina funcional (302,
De hecho, la expresidon de un detrminado gen no siempre se correlaciona con la concentracion
de proteina funcional en un determinado tejido, ya que dicha concentraciéon depende de otros
muchos factores como la eficiencia traslacional del ARNm, los procesos de regulacién vy la
velocidad de degradacidn de la proteina entre otros. Por otro lado, los estudios transcriptomicos
no pueden evaluar ciertos cambios post-traslacionales como la fosforilaciéon, que pueden
condicionar importantes cambios en las funciones celulares no detectables en estudios de
expresion. Si bien la forma mas adecuada de analizar las caracteristicas moleculares vy
funcionales de un determinado tejido seria mediante técnicas de caracterizacién del proteoma,
los estudios protedmicos en tejidos bioldgicos resultan técnicamente complejos y requieren de
técnicas y equipamientos econdmicamente costosos. De acuerdo con los recursos disponibles y
siendo conscientes de las limitaciones tanto temporales como econdmicas de nuestro proyecto,
considermos que un analisis transcriptémico proporciona una gran cantidad de informacion y
resulta adecuado para comparar perfiles de expresidén y detectar patrones que puedan dar lugar
a nuevos estudios sobre procesos especificos.
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Cabe considerar, en relacién al disefio elegido y como se ha comentado con anterioridad, que
en nuestro estudio no es posible diferenciar el papel funcional de diferentes grupos celulares,
sino que analizamos el tejido como un “todo”. No podemos, por tanto, analizar el origen celular
de los genes diferencialmente expresados, para lo cual se hubiese requerido separar los
adipocitos de la fraccién vascular estromal y las células mesoteliales en los tejidos adiposo,
realizar cultivos celulares o utilizar técnicas inmunohistoquimicas que hubiesen supuesto un
aumento considerable de recursos en relacion a nuestro estudio. No obstante, teniendo en
cuenta los resultados previos de Darimont (163, nuestros datos con respecto a la expresion de
genes como /L6 permiten hipotetizar sobre el posible papel de las células mesoteliales como
fuente de citoquinas en los tejidos adiposos viscerales. Dado que nuestro estudio arroja en este
sentido Unicamente datos indirectos, esta hipdtesis debera ser investigada en el futuro.

En el presente estudio no se realizd una comparacién intra-grupo de los cuatro tejidos
estudiados. De acuerdo con el objetivo del estudio, si bien el analisis del tejido mesentérico y
peritoneal sin duda hubiese tenido cierto interés, las diferencias entre el tejido adiposo
subcutaneo y epiploico en los pacientes con obesidad ya han sido previamente reportadas
(303,304) por tanto, de nuevo teniendo en cuenta la complejidad del anélisis y la limitacién de
recursos, no se considerd pertinente extender el andlisis mas alla de los objetivos marcados.

A pesar de las limitaciones previamente mencionadas, el presente estudio constituye el primer
analisis transcripcional comparativo entre pacientes con obesidad e individuos sin obesidad en
los cuatro tejidos analizados. Se trata en este caso del primer trabajo en analizar el epiplon y el
tejido adiposo mesentérico como dos tipos diferentes de TAV, cuyas implicaciones diferenciales
en relacion a la adiposopatia del paciente con obesidad no han sido previamente estudiadas.

Ademds, en este estudio hemos realizado el primer analisis de expresién génica a gran escala en
los tejidos mesentérico y peritoneal en el paciente con obesidad, tejidos que no han sido
previamente estudiados a nivel transcripcional y cuyas implicaciones en la disfuncién adipocitica
y metabdlica del paciente con obesidad no han sido analizadas con anterioridad.

En general, los resultados de nuestro trabajo nos han permitido evaluar el perfil transcriptémico
de los cuatro tejidos analizados en el paciente con obesidad respecto a los genes relacionados
con la MEC y explorar posibles relaciones entre la sobrexpresion de determinados genes de
interés, el estado metabdlico y la posible evolucion de los pacientes sometidos a CB. Nuestros
resultados ponen de manifiesto la necesidad de considerar el tejido mesentérico como un TAV
diferenciado del tejido epiploico, y la posible contribucidn de las células mesoteliales en estos
tejidos en relacién a la alteracidon inmunometabdlica del paciente con obesidad. No obstante, la
remodelacion alterada de la MEC como uno de los componentes de la adiposopatia en la
obesidad comprende multitud de procesos, sistemas de regulacidon y vias de sefializacidn
altamente complejas que requeriran de investigaciones futuras para una mejor comprension
fisiopatoldgica de estos procesos.

Profundizar en el conocimiento de las bases moleculares de la adiposopatia no sélo nos ayudara
a comprender las bases de la cirugia metabdlica, sino que podria ayudarnos a definir perfiles de
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pacientes con una potencial respuesta a la CB e incluso definir potenciales dianas terapéuticas
futuras.
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7. CONCLUSIONES

1. El andlisis de expresion diferencial mediante microarrays objetivd una sobreexpresion de
genes relacionados con la MEC en el grupo de pacientes con obesidad respecto al grupo control
en los cuatro tejidos estudiados. El TAS fue el tejido que presentd un menor nimero de GDEs
entre grupos, y, entre los tres tejidos viscerales, el mesenterio fue el que presenté mayor
ndmero de GDEs.

2. En el andlisis de enriquecimiento funcional, el TAS presenté un menor nimero de categorias
funcionales enriquecidas relacionadas con la MEC en comparacién con el resto de tejidos. Se
identificaron los 11 genes mas representativos de los procesos enriquecidos en el conjunto de
los cuatro tejidos estudiados (VCAN, PRG4, SRGN, S100A8, CRISPLD2, THBS1, ADAMTSI,
ADAMTS4, ADAMTSY9, MMP19 y HAS1).

3. El andlisis mediante RT-qPCR validd los resultados del analisis de expresidn diferencial entre
grupos en 10 de los 11 genes mas representativos seleccionados en el analisis de
enriquecimiento funcional. Los datos respecto a la expresiéon de MMP19 no fueron valorables
debido a la falta de especificidad de los cebadores utilizados. Asimismo, en el peritoneo la
validacién debe considerarse aproximada por la falta de genes de referencia.

4. En un subgrupo representativo de pacientes y controles, la presencia de obesidad e
insulinorresistencia en el momento de la intervencion se asocié con la sobreexpresién en TAM
y TAE de cuatro de los genes seleccionados en el andlisis de enriquecimiento funcional (HAS1,
ADAMTS4, THBS1 y S100A8). Ademas, el HOMA-IR se correlaciond con la expresidon de HASI,
THBS1, VCAN y S100A8 en TAE y ADAMTS1, ADAMTS4 y THBS1 en TP. No se identificaron
relaciones consistentes entre la expresion de los genes analizados y la presencia de HTA y DLP.
La expresidn en TAS tampoco mostré relaciones destacables.

5. En un subgrupo representativo de pacientes, la disminucién del HOMA-IR a los 12 meses de
la CB se correlaciond con la sobreexpresién de ADAMTS9 en TAM y THBS1 en TAE. Los cambios
en el perfil lipidico a los 12 meses de la CB también se correlacionaron con la expresién de
algunos de los genes seleccionados (ADAMTS4 y PRG4 en TAS, VCAN en TAM y CRISPL2,
ADAMTS4 y VCAN en TP). No se identificaron correlaciones entre la expresién de los genes
analizados y la evolucién ponderal.
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8. LINEAS DE FUTURO:

Los resultados del presente estudio apuntan a un perfil transcriptémico diferencial respecto a
los genes relacionados con la MEC en los cuatro tejidos analizados de los pacientes con obesidad
respecto a los individuos sin obesidad, especialmente a nivel de los tejidos viscerales. En un
futuro, el aislamiento y analisis de las diferentes poblaciones celulares presentes en los tejidos
estudiados (poblacién adipocitaria, fraccidon vascular estromal y, en el caso de los tejidos
viscerales, también de las células mesoteliales) podria permitir analizar el origen celular de los
genes diferencialmente expresados en los pacientes con obesidad objetivados en el presente
trabajo. En este sentido, el estudio mediante cultivos celulares y el uso de técnicas
inmunohistoquimicas podrian ayudar a esclarecer la contribucion de cada uno de estos
componentes celulares a la remodelacién alterada de la MEC en los diferentes tejidos en los
pacientes con obesidad. Este tipo de estudios sin duda permitiran aportar nuevos datos sobre
el escasamente conocido papel de las células mesoteliales en los TAVs y seguir avanzando en el
estudio funcional de los diferentes tipos de TAVs y sus implicaciones diferenciales en el conjunto
de alteraciones inmunometabdlicas de los pacientes con obesidad.

Los genes de interés identificados en este trabajo podrian también dar lugar a futuros estudios
de caracterizacion del proteoma en los tejidos analizados. Las técnicas de caracterizacion del
proteoma podrian poner de manifiesto cambios en las funciones celulares o tisulares de los
pacientes con obesidad relacionados con la presencia y concentracion de una detreminada
proteina funcional en los tejidos analizados. Los hallazgos a nivel protedmico podrian
permitirnos ampliar la informacion arrojada por el presente estudio transcripcional respecto a
los 11 genes evaluados y generar nuevas lineas de trabajo en el estudio funcional de estos tejidos
y su relacién con la adiposopatia. En este sentido, resulta de especial interés la posibilidad de
identificar posibles dianas terapéuticas relacionadas con la MEC que pudieran dar lugar a futuras
investigaciones farmacoldgicas en relacion con la la resistencia insulinica y las alteraciones
inmunometabdlicas decritas en los pacientes con obesidad.

Por otro lado, uno de los principales hallazgos del presente trabajo fue la evidencia de una mayor
disminucién del HOMA-IR a en los pacientes intervenidos mediante CB con una mayor expresion
mesentérica basal de ADAMTS9 y en los que presentaban una mayor expresion epiploica basal
de THBS1. Del mismo modo, los cambios en el perfil lipidico a los 12 meses de la CB también se
correlacionaron con la expresién basal de algunos de los genes analizados en este trabajo en los
diferentes tejidos estudiados. Estos hallazgos podrian ayudar en un futuro a definir perfiles de
pacientes con una potencial respuesta metabdlica mas o menos favorable tras la CB. Estos
futuros “perfiles moleculares” podrian llegar a condicionar la indicacion de una detreminada
técnica quirdrgica en base a la respuesta esperada en un paciente concreto, avanzando asi hacia
una medicina personalizada o “de precisiéon” en el campo de la obesidad y sus enfermedades
asociadas.

Por ultimo, cabe decir que actualmente no es posible evaluar los datos de expresién post-CB de

los genes analizados en este trabajo debido a las evidentes limitaciones éticas relacionadas con
la obtencién de muestras tisulares de forma invasiva. No obstante, una posible linea de
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investigacion futura podria centrarse en la identificacion de biomarcadores de expresion génica
en otro tipo de muestras biolégicas en los pacientes obesos. La identificacion de estos
biomarcadores, enmarcados en el concepto de “biopsia liquida” que ya se utiliza en
determinados tipos de cancer, podria aportar datos sobre los cambios de expresion de genes
relacionados con la MEC en determinados tipos celulares circulantes, exosomas u otros analitos
gue podrian permitirnos evaluar los cambios funcionales en ciertos tipos celulares después de
la CB. Ademas de ayudarnos a comprender mejor la relacidon entre la MEC, la obesidad y sus
enfermedades asociadas y el papel de los distintos tipos de tejidos adiposos, el conocimiento de
estos cambios funcionales y su relacidn con variables clinicas de interés como la resistencia
insulinica sin duda podria facilitar el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas relacionadas
con la MECYy el desarrollo de futuros tratamientos dirigidos.
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10.1. ANEXO I: BASES DEL ANALISIS DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE MICROARRAYS

Los microarrays o chips de ADN son formatos experimentales basados en la presencia de un
determinado nimero de fragmentos de ADN (sondas o probes) fijados en una posicion concreta
sobre un sustrato solido o membrana (de cristal, plastico, silice u otros materiales), los cuales se
unen especificamente a moléculas diana complementarias de ADN (secuencias diana o target
sequences) durante el proceso conocido como “hibridacién” G%), Las secuencias diana son
previamente sometidas a procesos de amplificacion y marcaje con una molécula detectable o
un componente fluorescente, de forma que tras el proceso de hibridacion la fluorescencia o
sefial emitida por la secuencia marcada puede ser detectada y cuantificada mediante técnicas
de analisis de imagen (laser scan), lo que permite cuantificar el nivel de expresion de los genes
especificos correspondientes a cada sonda en la muestra problema (305:306),

Existen diferentes tipos de microarrays:

e De Proteinas: Permiten el analisis masivo y simultaneo de interacciones proteicas.

e De Tejidos: Permiten al analisis de centenares de muestras histoldgicas en una solo placa o
array, las cuales pueden ser analizadas mediante diferentes técnicas inmunohistoquimicas
de forma simultanea (307,308),

e De DNA:

o Arrays de CGH (arrays de hibridacion gendmica comparada): Basados en la
hibridacion competitiva, permiten el analisis comparativo del genoma de un
individuo con un genoma de referencia, de forma que identifica las diferencias y
localiza regiones de desequilibrios genédmicos en la muestra problema, pudiéndose
detectar variaciones estructurales como microdeleciones o alteraciones
cromosdmicas 399,

o SNPs (polimorfisomo de un dnico nucledtido): Permiten detectar diferentes
polimorfismos en una poblacion mediante la deteccion de variaciones o
polimorfismos en un Unico nucleédtido (SNP), que constituyen las variaciones mas
frecuentes en el genoma (algunas de estas variaciones presentan una frecuencia >
1% en determinadas poblaciones). A diferencia de los arrays de CGH, no se basan
en la hibridaciéon competitiva.

e De Expresion: Permiten realizar andlisis transcriptomicos mediante la deteccion y
cuantificacién de los ARNm presentes en una muestra. Segun el tipo de moléculas utilizadas
como sonda en el microarray, estos pueden ser:

o De ADNc

o De oligonucledtidos

e Otros (de carbohidratos, de células, etc.)

Microarrays de expresion

En este estudio, para el andlisis del transcriptoma de los tejidos estudiados hemos utilizado
microarrays de expresion. Con respecto a este tipo de microarrays, existen basicamente dos
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tipos de plataformas, bien basadas en la sintesis in vitro y posterior adhesion de ADNCc's o
oligonucledtidos largos (de 70-80 nucleétidos) en una matriz sélida, o bien basadas en técnicas
fotolitograficas, en las que oligonucledtidos de 25 nucledtidos son sintetizados in situ en al
propio array. Estos dos tipos de plataforma también difieren en el tipo de marcaje con
fluorocromos vy el tipo de analisis de expresién que se realiza en cada tipo de chip (andlisis
mediante ratios de expresion versus cuantificacién absoluta). En el primer tipo de plataforma
(microarrays de ADNCc), el andlisis de expresion se realiza de forma simultanea en las distintas
muestras mediante hibridacidon competitiva en un mismo array 19, mientras que en los chips
de oligonucleétidos el andlisis de las diferentes muestras se realiza en arrays independientes
(311 E| primer tipo de arrays, denominados también “de doble canal” o arrays de dos colores,
utilizados habitualmente para la comparacidon de la expresidon génica entre una muestra
experimental y una muestra control, se basan en la hibridacién de las dos muestras de forma
simultanea en un mismo chip, cada una de las cuales ha sido marcada con un fluoréforo
diferente (habitualmente Cyanine 3, Cy3, y Cyanine 5, Cy5). De esta forma, se realiza una
hibridacidon competitiva, tras la cual se mide la seial de fluorescencia de forma relativa entre
ambos fluoréforos en cada sonda, representando asi la expresién génica de una muestra
respecto a la otra. Por el contrario, en los microarrays “de oligonucledtidos” (o arrays de un
color), habitualmente marcados con biotina, los niveles de expresion de los genes de cada
muestra se analizan en chips diferentes, de forma que se obtiene una medida absoluta y por
separado del nivel de expresién de cada uno de los genes en cada muestra. Este es el sistema
utilizado por los chips de Affymetrix utilizados en el presente estudio (ver Figura Al).
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GeneChip de Affymetrix

En este estudio, hemos utilizado microarrays de oligonucleétidos sintetizados in situ de
Affymetrix (Affymetrix Clariom™ S Pico Assay HT, human, de Thermo Fisher Scientific). Se trata
en este caso de una matriz de 1.28 cm2, dividida en multiples celdas de 50um2. En este tipo de
microarrays, cada gen esta representado por un grupo de sondas cortas (en este caso
Unicamente exones constitutivos, presentes en todas las posibles isoformas de un gen) en lugar
de por una unica sonda. En el caso de los chips de Affymetrix, para cada gen, el microarray
contiene un conjunto de sondas o “probe-set” constituido por oligonucleétidos de 11 tipos
distintos (11 hebras simples distintas de oligonucledtidos de tamafio 25 nucledtidos). Cada
oligonucledtido se encuentra miles de veces adherido en cada celda del “microarray”,
constituyendo la sonda sobre la que se hibridard la secuencia diana de un gen determinado.
Estos microarrays permiten medir simultdneamente el nivel de expresidon de >20,000 genes
correctamente anotados (ver Figura A2).
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10.2. ANEXO II: BASES DEL ANALISIS DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE RT-qPCR

PCR cuantitativa con transcriptasa inversa

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa es una variacién de la PCR convencional que permite
utilizar esta técnica de amplificacion para la cuantificacion de 4cidos nucleicos presente en una
muestra. La reaccion en cadena de la polimerasa puede iniciarse a partir de una molécula de
ADN o bien de ARN, en cuyo caso el primer paso del procedimiento consistira en la sintesis de
ADNCc a partir de la molécula inicial de ARN mediante la enzima Transcriptasa Inversa.

Si bien en la PCR convencional el producto amplificado Unicamente puede detectarse al final del
proceso mediante electroforesis, en el caso de la RT-qPCR la deteccién del producto amplificado
se realiza en tiempo real en cada ciclo de la PCR, lo que permite la cuantificacidon exacta del
numero de copias de la secuencia de interés presentes al inicio del proceso en la que se basara
el andlisis de expresion.

La cuantificacion del producto amplificado en la RT-qPCR se basa en la adicién de una molécula
fluorescente (fluoréforo) que se une al producto amplificado, de forma que a mayor cantidad
de producto amplificado mayor nivel de fluorescencia emitida por el fluoréforo. Los sistemas de
RT-qPCR detectan la cantidad de fluorescencia emitida en cada ciclo, y los softwares de analisis
conectados al termociclador permiten representar graficamente el nivel de fluorescencia
emitida respecto al numero de ciclos. La cantidad de amplicdn producido es proporcional al
nimero de moléculas de RNA/DNA iniciales presentes en la muestra, de forma que en aquellas
muestras con mayor expresion del gen la fluorescencia del producto amplificado sera detectada
en ciclos anteriores.

Productos necesarios para la RT-gPCR

e Unasecuencia molde de ADN (de cadena simple o doble), en la que esté incluida la secuencia
de interés que se quiere amplificar (en caso de partir de una muestra de ARN, previamente
se sintetizara su ADN complementario mediante una transcripcién inversa).

e Dos cebadores o primers, uno directo y otro reverso (secuencias cortas de nucledtidos, de
unos 20 pares de bases, complementarias al inicio y al final de la secuencia especifica que
se quiere amplificar).

e Abundantes desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP) de los cuatro tipos que conforman el
ADN (adenosina, guanina, citosina y timina).

e Una polimerasa termoestable, la enzima encargada de incorporar los nucleétidos a los
nuevos duplicados de la secuencia diana.

e Marcador fluorescente que se una al producto amplificado y permita la cuantificacion del
mismo de forma proporcional al nimero de copias realizadas.

e Una solucién buffer rica en magnesio y libre de potasio. El magnesio actia como cofactor de
la polimerasa. El potasio, en cambio, propicia la formacién de superestructuras en la cadena
de nucledtidos que dificultan la accidn de esta enzima.
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Etapas de un ciclo de RT-qPCR

La RT-gPCR se basa en tres etapas basicas que constituyen un ciclo. Mediante cambios sucesivos
de temperatura, las etapas se repiten en los sucesivos ciclos de la reaccién:

e Etapa 1: Desnaturalizacion o separacion de las cadenas de ADN (a 94-95 2C).

e Etapa 2: Anillamiento o union (hibridacion) de los oligonucleédtidos cebadores
especificos del ADN molde (a 50-652C, dependiendo de la composicion del
oligonucleétido).

e Etapa 3: Elongacidn o sintesis de la cadena complementaria al ADN molde por la accién
de una polimerasa (a 68-722C).

Representacion grafica e interpretacion de las curvas de fluorescencia

La deteccidn y cuantificacidn del producto amplificado en la PCR depende de la deteccion de la
fluorescencia emitida. Esta deteccién se puede expresar graficamente en una curva de
amplificacion elaborada por el software conectado al termociclador. En el eje de ordenadas se
representa la fluorescencia emitida por el fluoréforo, mientras que en el eje de abscisas se
representan los sucesivos ciclos de amplificacién (Figura A3).

La curva resultante tras los sucesivos ciclos se puede dividir en tres fases:

e En una primera fase, correspondiente a los primeros ciclos de la PCR, el nivel de
fluorescencia emitida es bajo y no se observan grandes cambios en la deteccién de la misma.
Esta etapa permite el cdlculo de la fluorescencia basal o baseline.

e La segunda fase es la denominada exponencial, durante la cual se produce un incremento
exponencial de la seiial de fluorescencia detectada.

e La tercera fase es la denominada fase de meseta, en que la fluorescencia detectada se
estanca tras un nimero determinado de ciclos debido a que alguno de los componentes de
la reaccidn actia como factor limitante, de forma que se satura la reaccion.

Fase meseta

o
g
a
b
B
3
ﬁ Fase exponencial
g Umibral
2
— Figura A3. Curva de
Fluorescencia basal amplificacion y fases
durante los sucesivos
ciclos de PCR.
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Es importante destacar que la cuantificacion de la fluorescencia se limita a la fase exponencial,
cuando la fluorescencia supera un determinado valor por encima de la linea de base (umbral o
threshold). Este umbral determina el momento en que la fluorescencia detectada es
significativamente mayor a la fluorescencia basal, y marca el punto a partir del cual empieza la
fase de crecimiento exponencial de la fluorescencia (Unica fase en que la relacién entre la
fluorescencia emitida y el producto de amplificacién guardan una relacién directa).

El ciclo en el que la fluorescencia supera el umbral se conoce como Ct (cycle threshold, o umbral
de ciclo). Este pardmetro es importante para la cuantificacién relativa y el analisis de la expresion
diferencial. Esto se debe a que, en una gqPCR estandar, todas las curvas de fluorescencia se
saturan en el mismo nivel dado que partirdn de concentraciones controladas e idénticas de
todos los reactivos necesarios previamente descritos. Por ello, la cuantificacién relativa del
producto amplificado no vendra determinada por el final de la reaccién, sino por el nUmero de
ciclos necesarios para que la fluorescencia supere un determinado umbral definido por el
investigador (en este caso el Ct). A mayor concentracion inicial de la secuencia de ADN de
interés, menor serd el numero de ciclos requeridos para que la fluorescencia supere dicho
umbral (menor serd el Ct). Esto permite el calculo relativo de las concentraciones iniciales de las
secuencias de acidos nucleicos (en funcién de los Ct’s obtenidos) en el que se basa el analisis de
expresion.
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10.3. ANEXO Ill: CONJUNTO DE GENES DEL MATRISOMA

Categorias MATRISOMA CENTRAL PROTEINAS ASOCIADAS A MATRISOMA
e ax : GLUCOPROTEINAS REGULADORAS FACTORES DE
Clasificacion COLAGENOS DE MEC PROTEQOGLICANOS  LIGADAS AMEC DE MEC SECRECION
Definicidn Genes codificartes Genes codificantes Genescodificantes Genes codificantes Genes codificantes Genes codificantes
de coldgenos de glucoprote inas de protenglicanos de proteinas de enzimasy de factore s solubles
estructurales de winculadas reguladores de secrecidn
ECh estructuralmente o implicados en la
funcionalmente a rernodelacidn de la
profeinas de MEC MEC
MN? genes (%
B 14 [3,7%) 92 (24,21 %) 12 {3,16%]) 57 (15 %) 89 [23,427%]) 116 {30,53%])
matrisoma)
Genes COLI4AL ABISRP ASPMN ANXAZ ADAMIO AMNGPFTL
COLISAL ADIPOC BGM AMNKAS ADANMIZ AMGPTZ
COLLEAL AGRM FrACD AMNXAG ADAMIS AMGPTLL
COL1AL CILP HAPLM3 AMNXAS ADANMZO AMGPTLZ
COLZZAL CRELDL LU AMNXAG ADANMZZ AMGPTLY
COLZ7AL CRELDZ QM AMNXAR ADANMZ22 AREG
COL4AT CRISPLDL oD AMNXAS ADANM33Z ARTM
COL4AZ CRISPLDZ FODM CloA ADAMS EMPZ
COLSAL CTGR PRG4 C1ap ADAMTSL BMP3
COLGAZ CTHRCL SPOCKL C1lac ADAMTS12 BMP4
COLGAZ CYRE1 SRGM C1OTMFL ADAMTS1G BIPS
COLGAS EDIL3 WCAN CL1OTHF3 ADAMTS17 EMPG
COLGAG EFEMP1 CD208 ADAMTS1R EMPT
COLBAL EGFLAN CLC ADAMTSZ CBLMZ
ELM CLECTOA ADAMTSZ CCBEL
EMILINL CLECL 28 ADAMTSS CCL1G
EMILIMNZ CLECIA ADAMTSS CCL1E
FBLM1 CLECZD ADAMTSE CCL1S
FELMZ CLEC3B ADAMTSS CcCLz
FELMS CLECAA ADAMTSLL CCLz1
FRBM1 CLECAE ADAMTSLS CCLz2z
FGLZ CLEC4G ADAMTSLS CCLzd
FHDCL COLECLZ AGT CCls
FRAS1 5PG4 BRPL CCLE
GASG ENCN 17058 CHRDLL
GLDM FCM1 C0109 CLCFL
HWCHL FREMI1 C5TG CRHBP
IGFEPZ GPC3 C5TA CRLFZ
IGFBP4 GPC4 C5TR CSF3
IGFEPS GPCO CTSE CX3CLL
IGFEPG ITLML CTSC CXCL1Z
IG5F10 ITLNZ CT5D CXCL14
KCP LGALS1Z CTSF CXCLZ
LAMAL LGALS 2 CTsG CXCLE
LAMBL LGALSS CTsH EGFLG
LAMBZ IUCL CTSK FGF1
LARCL KUCIG CTsL FGF1O
LG4 PLXDCL TS5 FGF1G
LRG1 PLXMAZ CTSZ FGFZ
LTEP1 PLXMA4 EGLMI FiEGFY
LTEPZ PLEMEZ F10 FiGFS
LTEPZ PLXMCL F1341 FGFEPZ
LTEP4 s0Cz2 FAMZ204 FLT3LG
IMATNZ s0C3 HPSEZ FRZE
IFAPL s0cq HTRAZ F5T
IFAPS SEMAZA HYALL F5TL3
IIFAPS SEMAID HYALZ GDFLO
WMFGES SENAIF ITIH GH1
IGR SEMAIG ITIHS HBEGF
IWIRARRML SEMALA LOX HCFCZ
WIXRAS SEMA4R LOXL1 HGF
MNDMF SENA4C IMASP L HHIF
MELLZ SEMALD It P14 IGFL
MIDL SEMASA WIMPLE IGF2
MIDZ SEMAGA MIMPLT IL10
MNPMT SEMAGC IIMPLS 1115
MTHL SEMAGD RAME 2 IL1G

Tabla Al. Conjunto de genes de matrisoma (n=380). Identificados tras normalizacién y filtrado de los resultados
obtenidos en los microarrays y clasificado en los distintos compartimentos o categorias definidos en The Matrisome
Project-MIT (http://matrisomeproject.mit.edu).
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10.4. ANEXO IV: GENES DEL MATRISOMA CON EXPRESION
DIFERENCIAL ENTRE GRUPQOS POR TEJIDOS

A continuacién, se muestran los datos correspondientes a la expresion diferencial entre los

grupos de estudio respecto a los genes relacionados con la MEC en cada uno de los tejidos

analizados.

En cada una de las tablas los genes han sido ordenados en funcién del aumento logaritmico (log

fold change) de la expresidn objetivada en los sujetos del grupo con obesidad respecto a los del
grupo control. De esta forma, los genes que aparecen en la parte superior de cada una de las

tablas serian los genes con una mayor sobreexpresién en el grupo de pacientes con obesidad en

ese tejido, mientras que los genes que aparecen al final de la tabla serian los genes que

presentan una mayor expresion diferencial negativa (es decir, los mas infra-expresados en el

grupo con obesidad respecto al grupo control) en el tejido analizado.

TEJIDO ADIPOSO EPIPLOICO (TAE)

Tabla A2. Genes del matrisoma con expresion diferencial entre grupos en el tejido adiposo epiploico.

GENE SYMBOL Log FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 3,65 1,01E-09 Matrisome-associated ECM Regulators
IL6 3,34 1,38E-08 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINE1 3,18 3,10E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
S100A12 2,45 7,85E-06 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINB2 2,20 4,75E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
S100A8 2,12 2,46E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
ccL2 2,08 4,30E-07 Matrisome-associated Secreted Factors
SPP1 2,06 4,75E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
TNFAIP6 1,93 1,24E-05 Core matrisome ECM Glycoproteins
CLEC4E 1,83 5,80E-06 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
MMP19 1,72 1,01E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
HBEGF 1,71 2,27E-08 Matrisome-associated Secreted Factors
AREG 1,60 2,07E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAMTS9 1,58 4,18E-05 Matrisome-associated ECM Regulators
SRGN 1,43 2,86E-08 Core matrisome Proteoglycans
S100A9 1,38 3,16E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
IL1B 1,36 1,57E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAMTS1 1,32 6,38E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
THBS1 1,30 2,75E-05 Core matrisome ECM Glycoproteins
CRISPLD2 1,30 3,33E-06 Core matrisome ECM Glycoproteins
MMP9 1,20 4,76E-04 Matrisome-associated ECM Regulators
TNFSF14 1,10 2,25E-06 Matrisome-associated Secreted Factors
VCAN 1,06 1,45E-04 Core matrisome Proteoglycans

IL10 1,02 2,08E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
LEP 0,96 1,16E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
SEMA4A 0,93 2,44E-04 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SERPINA3 0,91 1,57E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
BMP2 0,78 3,62E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
EGFLAM 0,78 1,31E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
S100P 0,76 3,33E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
CXCL8 0,73 3,93E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
SRPX2 0,72 6,41E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
SERPINBS 0,72 4,58E-04 Matrisome-associated ECM Regulators
SDC4 0,68 4,90E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
CI1QTNF1 0,68 1,86E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SERPINAL 0,65 2,42E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
MMP2 0,65 1,60E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
FGL2 0,63 2,39E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
LTBP2 0,63 5,26E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
SCUBE2 0,62 1,29E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
CcCL8 0,61 2,67E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
CYR61 0,61 1,81E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
TSKU 0,61 1,54E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
FGF2 0,60 7,16E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINB1 0,55 5,63E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
VEGFA 0,53 1,39E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
FSTL3 0,50 1,02E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
S100A11 0,50 4,45E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
TIMP1 0,48 1,59E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
CcCL23 0,43 3,12E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
THBS2 0,41 3,49E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
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ANGPTL1
IGFBP4
IGF1
MMP14
COL1A1
PDGFD
FMOD
RSPO1
GAS6
IGFBP5
ANGPTL7
COL14A1
PAHA2
MXRAS5
ITLN2
WNT2B
PODN
NPNT
NID2
COL27A1
IGSF10
MST1L
THSD4
FGF9
SERPINI1
LGALS12
BMP4

4,98€-02
3,39E-02
4,89E-02
3,37E-02
2,95E-02
2,00E-02
1,48E-02
4,13E-02
4,30E-02
8,06E-03
2,80E-02
2,02E-02
1,05E-02
1,44E-02
2,16E-02
1,72€-02
3,32€-03
7,36E-03
5,98E-04
3,02€-03
2,16E-03
3,26E-05
2,85E-03
1,22€-03
8,78E-04
2,92E-03
1,09E-03

Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated

Secreted Factors
ECM Glycoproteins
Secreted Factors
ECM Regulators
Collagens

Secreted Factors
Proteoglycans
ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
Secreted Factors
Collagens

ECM Regulators
ECM Glycoproteins
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors
Proteoglycans
ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
Collagens

ECM Glycoproteins
Secreted Factors
ECM Glycoproteins
Secreted Factors
ECM Regulators
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors

TEJIDO ADIPOSO MESENTERICO (TAM)

Tabla A3. Genes del matrisoma con expresion diferencial entre grupos en el tejido adiposo mesentérico

GENE SYMBOL Log FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 2,69 1,12E-06 Matrisome-associated ECM Regulators

IL6 2,42 9,58E-06 Matrisome-associated Secreted Factors
S100A12 2,32 1,97E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
S100A8 2,16 1,79E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
CLEC4E 1,90 2,90E-06 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
CCL18 1,68 1,94E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINE1 1,62 1,61E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
ADAMTS9 1,57 4,69E-05 Matrisome-associated ECM Regulators

AREG 1,48 6,75E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINB2 1,41 1,41E-04 Matrisome-associated ECM Regulators
ADAMTS1 1,39 2,07E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
TNFAIP6 1,39 1,04E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
ccL2 1,37 3,38E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
HBEGF 1,34 3,71E-06 Matrisome-associated Secreted Factors

SRGN 1,32 1,66E-07 Core matrisome Proteoglycans

SPP1 1,31 2,11E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
S100A9 1,18 1,71E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAM22 1,05 4,88E-05 Matrisome-associated ECM Regulators
SCUBE2 1,00 1,48E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
CRISPLD2 1,00 1,96E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
THBS1 0,99 9,15E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
BMP2 0,95 2,72E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
SRPX2 0,95 5,08E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
MMP9 0,89 7,97E-03 Matrisome-associated ECM Regulators

CLC 0,85 4,11E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
FGL2 0,79 1,00E-05 Core matrisome ECM Glycoproteins
SERPINA3 0,78 5,96E-03 Matrisome-associated ECM Regulators

TSKU 0,78 2,38E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
COL4A1 0,77 4,89E-04 Core matrisome Collagens

TNFSF8 0,76 5,92E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

IL10 0,75 1,14E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

LOX 0,69 4,14E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
PLXNC1 0,67 4,54E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SDC3 0,66 3,87E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
ANGPT2 0,66 2,16E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

LEP 0,66 2,19E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

CTSS 0,64 2,85E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

IL1B 0,62 3,37E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
FGF10 0,60 1,78E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
MMP19 0,60 2,11E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
SERPINB1 0,59 2,98E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
CYR61 0,59 2,18E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
ST14 0,58 2,05E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
SERPINA1 0,56 8,60E-03 Matrisome-associated ECM Regulators

CTSH 0,56 8,81E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
VEGFA 0,53 1,36E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
TNFSF14 0,49 1,98E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINB8 0,49 1,27€-02 Matrisome-associated ECM Regulators
CLEC1A 0,47 4,25E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
C1QTNF1 0,46 2,99E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
NID1 0,45 9,20E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
CTSD 0,45 2,02E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
ANGPTL1 0,43 3,42E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
VEGFC 0,42 1,95E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

ELN 0,41 4,81E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
MEGF9 0,41 2,97E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

CSTA 0,40 3,99E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
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TNFSF13
MMP2
INHBB
LAMC1
S100A11
MATN2
FBLN5
SVEP1
MUC1
S100A1
SEMAA4C
GPC4
SLPI
CCL21
NID2
ADAM20
SERPINI1
MST1L
COL1A1
COL15A1
ANXA8
FGF9
SEMASA
FNDC1
RSPO1
LOXL1
AGT
ITLN2
BMP3
LGALS12
MXRAS5
ADAMTS16
SEMA6C

0,39

2,98E-02
4,84E-02
3,45E-02
2,81E-02
3,79€-02
4,92E-02
2,68E-02
2,48E-02

3,60E-02
1,37€-03
1,85€-03
2,18€-03
3,38E-02
4,78E-03
7,79€-03
7,48€-03
4,93€-03
9,78E-04
2,31E-02
5,22€-03
1,14€-02
5,36E-03
1,65E-03
5,40E-03
2,11€-03

Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Core matrisome
Core matrisome
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Matrisome-associated
Core matrisome
Matrisome-associated
Matrisome-associated

Secreted Factors

ECM Regulators
Secreted Factors

ECM Glycoproteins
Secreted Factors

ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors
ECM-affiliated Proteins
ECM-affiliated Proteins
ECM Regulators
Secreted Factors

ECM Glycoproteins
ECM Regulators

ECM Regulators
Secreted Factors
Collagens

Collagens
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors
ECM-affiliated Proteins
ECM Glycoproteins
ECM Glycoproteins
ECM Regulators

ECM Regulators
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors
ECM-affiliated Proteins
ECM Glycoproteins
ECM Regulators
ECM-affiliated Proteins

TEJIDO PERITONEAL (TP)

Tabla A4. Genes del matrisoma con expresion diferencial entre grupos en el tejido peritoneal

GENE SYMBOL Log FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 3,93 1,37E-10 Matrisome-associated ECM Regulators

IL6 3,35 1,32E-08 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAMTS9 2,30 3,25E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
SERPINE1 2,15 5,01E-05 Matrisome-associated ECM Regulators
TNFAIP6 1,99 7,43E-06 Core matrisome ECM Glycoproteins
S100A12 1,92 2,79E-04 Matrisome-associated Secreted Factors

ccL2 1,88 2,81E-06 Matrisome-associated Secreted Factors
CRISPLD2 1,74 6,28E-09 Core matrisome ECM Glycoproteins
HBEGF 1,59 1,18E-07 Matrisome-associated Secreted Factors
CLECAE 1,51 1,09E-04 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
S100A8 1,37 4,13E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
THBS1 1,32 2,26E-05 Core matrisome ECM Glycoproteins
SERPINA3 1,30 1,66E-05 Matrisome-associated ECM Regulators
ADAMTS1 1,13 1,55E-06 Matrisome-associated ECM Regulators
S100A9 1,00 6,69E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

AREG 0,95 7,42E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
CYR61 0,90 6,96E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
SRGN 0,90 1,25E-04 Core matrisome Proteoglycans

PPBP 0,85 4,25E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
S100P 0,79 2,22E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
BMP2 0,75 5,78E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAMTS3 0,73 5,82E-04 Matrisome-associated ECM Regulators
MMRN1 0,71 1,06E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
MEGF9 0,71 2,73E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINB1 0,71 4,63E-04 Matrisome-associated ECM Regulators

SRPX2 0,68 9,55E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
CCL8 0,66 1,70E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
COL4A1 0,66 2,51E-03 Core matrisome Collagens

CLEC1A 0,64 7,42E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
KITLG 0,64 3,19E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

CSF3 0,63 1,39E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
CXCL8 0,63 1,26E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
BMP5 0,57 1,06E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
SEMAGA 0,57 2,62E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
VEGFA 0,56 9,18E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
WNT5A 0,53 9,99E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
MMP19 0,53 4,06E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
CLEC4A 0,51 1,75E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
LGl4 0,51 3,66E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
CTSG 0,49 1,25E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

CSTA 0,47 1,67E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
ANGPTL1 0,46 2,35E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

CTGF 0,45 2,29E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
IL15 0,44 2,42E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
CcCL24 0,43 1,12E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
THBS2 0,43 2,68E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
FGL2 0,40 1,65E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
INHBB 0,38 3,74E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
MEGF6 0,38 4,65E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

GPC4 0,38 3,71E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
MDK -0,34 2,74E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
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MMP14 -0,40 1,99E-02 Matrisome-associated

PLXNA3 -0,40 2,92E-02 Matrisome-associated
SBSPON -0,42 1,37E-02 Core matrisome

CTSH -0,45 3,33E-02 Matrisome-associated
FBN1 -0,47 2,88E-03 Core matrisome

SEMA3G -0,50 3,07E-02 Matrisome-associated
CXCL12 -0,53 7,13E-03 Matrisome-associated
THSD4 -0,54 3,55E-02 Core matrisome

FGF10 -0,55 3,04E-02 Matrisome-associated
ADAM20 -0,56 1,35E-02 Matrisome-associated
COL27A1 -0,56 1,58E-02 Core matrisome

ANXA6 -0,56 4,67E-03 Matrisome-associated
ADAM12 -0,57 4,62E-02 Matrisome-associated
PTN -0,58 8,39E-03 Matrisome-associated
$100B -0,66 4,24E-03 Matrisome-associated
CD209 -0,66 4,99E-02 Matrisome-associated
SMOC1 -0,67 1,07E-03 Core matrisome

COL1A1 -0,67 2,04E-04 Core matrisome

TLL1 -0,69 1,68E-02 Matrisome-associated
CCL16 -0,72 1,30E-02 Matrisome-associated
P4HA2 -0,73 2,28E-03 Matrisome-associated
PLXNA4 -0,78 9,34E-03 Matrisome-associated
LGALS12 -0,82 4,57E-03 Matrisome-associated
ADAMTS16 -1,36 2,97E-05 Matrisome-associated

ECM Regulators
ECM-affiliated Proteins
ECM Glycoproteins
ECM Regulators

ECM Glycoproteins
ECM-affiliated Proteins
Secreted Factors

ECM Glycoproteins
Secreted Factors

ECM Regulators
Collagens
ECM-affiliated Proteins
ECM Regulators
Secreted Factors
Secreted Factors
ECM-affiliated Proteins
ECM Glycoproteins
Collagens

ECM Regulators
Secreted Factors

ECM Regulators
ECM-affiliated Proteins
ECM-affiliated Proteins
ECM Regulators

TEJIDO ADIPOSOS SUBCUTANEO (TAS)

Tabla A5. Genes del matrisoma con expresion diferencial entre grupos en el tejido adiposo subcutaneo

GENE SYMBOL Log FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ITLN1 1,87 1,04E-04 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SPP1 1,22 3,11E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
PRG4 1,14 1,91E-04 Core matrisome Proteoglycans

ST14 1,08 4,39E-05 Matrisome-associated ECM Regulators
ANXA8 1,03 1,95E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
CLEC4E 1,03 6,20E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
c1QaB 0,94 2,92E-04 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
WNT2B 0,93 9,10E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
TNFSF14 0,82 2,19E-04 Matrisome-associated Secreted Factors
WISP2 0,82 1,03E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
LTBP2 0,80 5,06E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
CRISPLD2 0,79 2,48E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
ADAM22 0,77 1,96E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
S100A3 0,75 1,06E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
SMOC2 0,75 3,55E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
MMP19 0,74 4,90E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
THBS2 0,73 3,01E-04 Core matrisome ECM Glycoproteins
MMP9 0,72 2,83E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

EDIL3 0,66 8,75E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
ANGPT2 0,66 2,12E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
PAPLN 0,65 9,31E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
COL6A2 0,62 1,05E-03 Core matrisome Collagens

HTRA3 0,60 1,20E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

RSPO1 0,59 2,39E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
TIMP1 0,59 3,34E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
SERPINB8 0,58 4,03E-03 Matrisome-associated ECM Regulators

F13A1 0,56 3,44E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
ADAMTS18 0,55 1,40E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
FAM20A 0,55 1,84E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

C1QA 0,50 4,68E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
COL4A1 0,49 2,23E-02 Core matrisome Collagens

ADAMTSS 0,47 1,90E-02 Matrisome-associated ECM Regulators
MMP2 0,47 1,87E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

KcP 0,47 5,47E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
ADAMTS2 0,45 2,00E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

ITIHS 0,45 3,09E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

TGFBI 0,43 4,57E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
TNFSF12 0,41 2,80E-02 Matrisome-associated Secreted Factors

VWF 0,40 3,13E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
GPC4 0,39 3,39E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
COL1A1 -0,40 2,17E-02 Core matrisome Collagens

ADAM20 -0,47 3,63E-02 Matrisome-associated ECM Regulators

S100B -0,55 1,58E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
FNDC1 -0,58 3,61E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
IGF1 -0,61 1,22E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
FMOD -0,70 1,08E-03 Core matrisome Proteoglycans

CRHBP -0,78 2,38E-02 Matrisome-associated Secreted Factors
LGALS12 -0,82 4,54E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
CLC -0,85 4,07E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SERPINI1 -0,99 1,25E-04 Matrisome-associated ECM Regulators

PPBP -1,23 3,89E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
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10.5. ANEXO V: GENES CON MAYOR EXPRESION DIFERENCIAL
ENTRE GRUPOS POR TEJIDOS

De todos los GEDs entre grupos del matrisoma listados en el Anexo IV, a continuacion se listan
(Tabla A6) y se explica la funcion de los 3 genes con mayor sobre e infraexpresion en el grupo
de pacientes con obesidad en cada uno de los 4 tejidos.

Tabla A6. Genes del matrisoma con mayor expresion diferencial entre grupos

TEJIDO ADIPOSO EPIPLOICO (TAE)

GEN Log2 FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 3,65 1,01E-09 Matrisome-associated ECM Regulators

IL6 3,34 1,38E-08 Matrisome-associated Secreted Factors
SERPINE1 3,18 3,10E-08 Matrisome-associated ECM Regulators
SERPINI1 -0,84 8,78E-04 Matrisome-associated ECM Regulators
LGALS12 -0,87 2,92E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
BMP4 -0,91 1,09E-03 Matrisome-associated Secreted Factors

TEJIDO ADIPOSO MESENTERICO (TAM)

GEN Log2 FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 2,69 1,12E-06 Matrisome-associated ECM Regulators

IL6 2,42 9,58E-06 Matrisome-associated Secreted Factors
S100A12 2,32 1,97E-05 Matrisome-associated Secreted Factors
MXRA5 -0,84 1,65E-03 Core matrisome ECM Glycoproteins
ADAMTS16 -0,86 5,40E-03 Matrisome-associated ECM Regulators
SEMA6C -1,21 2,11E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
TEJIDO PERITONEAL (TP)

GEN Log2 FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ADAMTS4 3,93 1,37E-10 Matrisome-associated ECM Regulators

IL6 3,35 1,32E-08 Matrisome-associated Secreted Factors
ADAMTS9 2,30 3,25E-08 Matrisome-associated ECM Regulators

PLXNA4 -0,78 9,34E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
LGALS12 -0,82 4,57E-03 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
ADAMTS16 -1,36 2,97E-05 Matrisome-associated ECM Regulators

TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO (TAS)

GEN Log2 FOLD CHANGE P VALOR MATRISOME DIVISION MATRISOME CATEGORY
ITLN1 1,87 1,04E-04 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SPP1 1,22 3,11E-02 Core matrisome ECM Glycoproteins
PRG4 1,14 1,91E-04 Core matrisome Proteoglycans

CLC -0,85 4,07E-02 Matrisome-associated ECM-affiliated Proteins
SERPINI1 -0,99 1,25E-04 Matrisome-associated ECM Regulators

PPBP -1,23 3,89E-03 Matrisome-associated Secreted Factors
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TEJIDO ADIPOSO EPIPLOICO (TAE)

Genes con mayor sobre-expresion

ADAMTS4 (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 4)

Metalopeptidasa de la familia ADAMTS, que incluye 19 proteasas secretadas que utilizan iones
metalicos como cofactor. Estd implicada en la degradacion de la MEC. Se localiza en el espacio
extracelular.

Se trata de una endopeptidasa que se une al agrecano (uno de los principales proteoglicanos
presente en la MEC de los tejidos cartilaginosos) y se cree que participa en su degradacion.
Utiliza el zinc como cofactor.

Se ha relacionado con la degradacion del cartilago en enfermedades artriticas y con la
neurodegeneracion en la enfermedad de Alzheimer.

IL6 (Interleuquina 6)

Citoquina con una amplia variedad de funciones bioldgicas en relacién a la inmunidad, Ila
regeneracion tisular y el control metabdlico.

La union de IL6 al receptor especifico IL6BR (CD126) da lugar a la activacion de la via de
sefalizacion intracelular IL6 313, Para una sefializacidn intracelular efectiva, IL6R debe asociarse
a gp130. El receptor IL6R puede estar en la membrana de ciertos tipos celulares, en cuyo caso la
interaccion IL6-IL6R da lugar a la estimulacion de la “via de sefializacién cldsica” (con accidn anti-
inflamatoria), o puede encontrarse en forma soluble (sIL6R), pudiendo asociarse a la molécula
gp130 de cualquier tipo celular activando la “transefializacion” (con efecto pro-inflamatorio).
Recientemente se ha descrito una tercera forma de sefializacion de IL6, la llamada
“transpresentaciéon” 314 en la que una célula que expresa IL6R en su membrana, tras la unién
de IL6, presenta esta citoquina a otra célula préxima que sélo expresa gp130.

IL6 es un potente inductor de la respuesta de fase aguda. La rapida produccidn de esta citoquina
contribuye a la defensa del organismo durante la infeccién y el dafio tisular; sin embargo, el
exceso de su sintesis se relaciona con diversos estados patoldgicos. En la respuesta inmune
innata, IL6 es sintetizada por las células mieloides (como los macrdéfagos y las células dendriticas)
en respuesta al reconocimiento de patégenos mediado por los receptores toll-like (TLRs) en el
lugar de la infeccidn o el tejido lesionado. En la respuesta inmune adaptativa, IL6 es necesaria
para la diferenciacion de células B en células secretoras de inmunoglobulinas, y participa
también en el proceso de diferenciacion de las células T CD4+ en sus diferentes subtipos.

Actua como factor esencial en la homeostasis del tejido dseo y vascular, ya sea de forma directa
o mediante la induccion por parte de VEGF, provocando un aumento de la actividad angiogénica
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y de la permeabilidad vascular 3%, Mediante la via de transefializacién y de forma sinérgica con
IL1y TNF, IL6 induce la sintesis de VEGF (310),

Respecto a sus funciones en el control metabdlico, IL6 es abocada al torrente sanguineo tras la
contraccién muscular, incrementando la lipdlisis y mejorando la resistencia a la insulina 317, A
nivel del sistema nerviosos central y mediante transefializacion también actla en el control de
la homeostasis energética y de la glucosa. Ademds, mediante la accion de GLP-1, interviene en
la sefializacidn entre los tejidos sensibles a la insulina, las células L intestinales y los islotes
pancreaticos, participando en la adaptacion de los mismos a los cambios insulinicos.

SERPINE1 (Serpina Familia E Miembro 1)

Las serpinas (del inglés, serine protease inhibitors) son una superfamilia de proteinas
caracterizadas principalmente por ser inhibidores de proteasas (en este caso de serin-
proteasas).

SERPINE1 es un gen que codifica para una proteina llamada “inhibidor del activador del
plasmindgeno 1“ (PAI-1, Plasminogen activator inhibitor 1). PAI-1 es el principal inhibidor
fisioldgico del sistema fibrinolitico, por lo que se actividad se considera pro-trombética.

PAI-1 actua a nivel del espacio extracelular y también de la membrana plasmatica. Actia como
inhibidor de PLAT (tissue-type plasminogen activator) y de PLAU (urokinase-type plasminogen
activator). Como inhibidor de PLAT, es un factor necesario para la regulacién de la fibrindlisis y
es responsable del control de la degradacion del coagulo. Como inhibidor de PLAU, esta
implicado en la regulacién de la adhesién y migracidn celular (de forma independiente de su

actividad proteasa).

También estd implicado en los procesos de regeneracion y senescencia celular.

Genes con mayor infra-expresion

SERPINI1 (Neuroserpina)
SERPINI1 es un gen que codifica para una proteina llamada “neuroserpina”, involucrada en la

formacion y organizacidn de sinapsis y en la plasticidad sinaptica del sistema nervioso adulto en
el humano.

LGALS12 (Galectina 12):

La galectina 12 es una proteina con dominios de unidn a carbohidratos, que en este caso se une
a la lactosa.

Se ha relacionado con el proceso de apoptosis adipocitaria.
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BMP4 (Proteina morfogénica dsea 4):

El factor morfogénico del hueso 4 es un polipéptido perteneciente a la superfamilia TGF-, la
cual incluye una gran cantidad de familias de factores de crecimiento y diferenciacién celular.

BMP4 se relaciona con los procesos de desarrollo del tejido dseo y cartilaginoso, asi como en la
reparacion tisular tras la fractura.

También se ha relacionado con la regulacién de vias de sefalizacion dependientes de MAP

quinasas.

TEJIDO ADIPOSO MESENTERICO (TAM)

Genes con mayor sobre-expresion

ADAMTS4:

Ver genes con mayor sobre-expresion en TAE.

IL-6

Ver genes con mayor sobre-expresién en TAE.

S100A12 (proteina de union al calcio S100 A12)

Gen que codifica para una proteina también conocida como calgranulina C.

Se trata de una proteina con dominios de unidn a calcio, zinc y cobre, que juega un importante
papel en la regulacion de la inflamacion y la respuesta inmune.

Tiene actividad pro-inflamatoria relacionada con el reclutamiento de leucocitos, produccién de
citoquinas y regulacién de la adhesién y migracién leucocitaria.

Genes con mayor infra-expresion

MXRAS5 (Adlicén)

También conocido como “adlican”, es una proteina de adhesidon relacionada con la
remodelacién de la MEC y la adhesidn entre células 38, Dispone de varios dominios de unidn al
perlacdn (gran proteoglicano implicado en la unidn de multiples componentes de la MEC con
moléculas de adhesion de las membranas celulares). Presenta una elevada expresién en el tejido
renal y en tejidos lesionados.
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Aunque sus funciones aun no estan completamente establecidas, se ha demostrado una
regulaciéon por parte de TGF-B1 y se le han atribuido propiedades anti-inflamatorias y anti-
fibréticas. Su inhibicion se ha relacionado con una sobreexpresion de proteinas de matriz
extracelular 329,

ADAMTS16 (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 16)

Metalopeptidasa de la familia ADAMTS, que incluye 19 proteasas secretadas que utilizan iones
metalicos como cofactor.

La proteina codificada por este gen debe ser procesada mediante protedlisis para generar la
forma proteica madura. Aunque su funcién es poco conocida, ADAMTS16 se expresa en el
cartilago humano y se encuentra sobre-expresado en la artritis. Se cree que su actividad puede
inhibir la proliferacién y migracion celular en el condrosarcoma, y se ha postulado también un
papel en la regulaciéon de la tensién arterial.

SEMAG6C (Semaforina 6C)

La semaforina 6C es una proteina de la familia de las semaforinas, encargadas de la regulacion
de multiples procesos de sefializacion relacionados con la respuesta celular a la lesiéon neuronal,
por lo que se cree que pueden estar implicadas en la regeneracion neuronal.

Las semaforinas han sido también relacionadas con el crecimiento tumoral, la angiogénesis, la
regulacién de la respuesta inmune, y en los ultimos afios también con alteraciones metabdlicas

incluyendo la obesidad, la inflamacion del tejido adiposo y las complicaciones microvasculares
de la diabetes 320),

TEJIDO PERITONEAL (TP)

Genes con mayor sobre-expresion

ADAMTS4

Ver genes con mayor sobre-expresion en TAE.
IL-6

Ver genes con mayor sobre-expresion en TAE.

ADAMTSS (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 9)

Metalopeptidasa implicada en la degradacién de los grandes proteoglicanos de la MEC como el
agrecano y el versican. Utiliza el zinc como cofactor.
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ADAMTS9 posee ademads una funcién independiente de su actividad peptidasa promoviendo el
transporte de diferentes componentes secretados desde el reticulo endoplasmatico al aparato
de Golgi.

Genes con mayor infra-expresion

PLXNA4 (Plexina A4)

Proteina de la membrana plasmatica, que actla como co-receptor necesario para la activacién
de receptores de las semaforinas de clase 3, implicadas en la remodelacién del citoesqueleto.

Esta proteina esta implicada en la axonogénesis y el desarrollo del sistema nervioso.

LGALS12

Ver genes con mayor infra-expresion en TAE.

ADAMTS16

Ver genes con mayor infra-expresién en TAM.

TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO (TAS)

Genes con mayor sobre-expresion

ITLN1 (Interlectina 1)

Las intelectinas son proteinas secretadas y multiméricas, con un dominio de unién a
carbohidratos dependiente de calcio. Se trata de un tipo de proteinas que han sido preservadas
durante la evolucién del phylum Chordata y que se expresan en numerosas superficies mucosas,
lo cual sugiere un papel de estas proteinas en la inmunidad innata.

Las intelectinas han sido relacionadas con varios estados patoldgicos como la enfermedad
inflamatoria intestinal, la obesidad, la diabetes y el asma 321-323),

La intelectina 1 se une especificamente a cadenas de carbohidratos de bacterias tanto gram-
positivas como gram-negativas, incluyendo K. pneumoniae, S. pneumoniae, Y. pestis, P. mirabilis

entre otros 324, Por el contrario, ITLN1 no se une a glicanos humanos.

Ademas de su funcion en el sistema de defensa contra microorganismos, ITLN1 puede funcionar
como adipoquina estimulando la captacién adipocitaria de glucosa dependiente de insulina 52,
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SPP1 (fosfoproteina secretada 1 o osteopontina 1)

La osteopontina es una proteina extracelular estructural perteneciente a una familia de
proteinas acidicas secretadas llamada SIBLINGs (Small Integrin Binding Ligand N-Glycosylated
proteins), cuyos miembros estan compuestos por abundantes aminodcidos de carga negativa.

La osteopontina puede unirse fuertemente a 4tomos de calcio presentes en la superficie de gran
cantidad de biominerales, de forma que es uno de los principales reguladores de la
mineralizacién a nivel de la matriz extracelular del tejido 6seo.

La osteopontina es ademas un factor anti-apoptdtico para diferentes tipos celulares como
macroéfagos, células T, fibroblastos y células endoteliales.

Otras de las funciones de la osteopontina estan relacionadas con la quimiotaxis, promoviendo
el reclutamiento de células inflamatorias, ademas de intervenir en mecanismos de adhesidn
celular.

PRG4 (Proteogilcano 4)

Proteoglicano también llamado /Iubricina por su papel lubricante a nivel articular. El
proteoglicano 4, como componente estructural de la MEC a nivel articular, evita los depdsitos
proteicos del liquido sinovial en el cartilago de las superficies articulares mediante la inhibicién
de la adhesion de las células sinoviales a la superficie cartilaginosa. Existen diferentes isoformas
descritas.

Si bien fue inicialmente descrito a nivel articular, evidencia reciente ha sugerido un importante
papel del proteoglicano 4 como regulador de la respuesta inflamatoria tisular. En este sentido,
se ha postulado que el proteoglicano 4 podria unirse a diferentes receptores de membrana

celulares implicados en diferentes vias de sefializacién, actuando como molécula mediadora de
la inflamacién y reguladora de la homeostasis tisular (329),

Genes con mayor infra-expresion

CLC (Galectina 10)

Gen que codifica para una proteina de la superfamilia de las galectinas, un grupo de proteinas
de unién a B-galactésidos. Poseen dominios de unién a carbohidratos.

La galectina 10 es una enzima de la familia de las lisofosfolipasas, que actian a nivel de las
membranas celulares regulando la funcién de los lisofosfolipidos.

La galectina 10 se expresa en eosindfilos y basdfilos, hidrolizando lisofosfatidilcolina en
glicerofosfocolina y un acido graso libre.
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También se ha relacionado esta proteina con procesos inflamatorios.

SERPINI1 (Neuroserpina)

Ver genes con mayor infra-expresion en TAE.

PPBP (Proteina bdsica pro-plaquetar)

También llamado CXCL7, este gen codifica para una proteina que es secretada en grandes
cantidades por parte de las plaquetas tras su activacidon. Esta proteina precursora serd
posteriormente procesada en plasma a P-tromboglobulina (TGB) y péptido activador de
neutrofilos 2 (NAP2).

Sus funciones incluyen la estimulacidon de procesos tales como la mitogénesis, la sintesis de

componentes de matriz extracelular, la regulacion del metabolismo glucidico y la sintesis de
activador del plasminégeno.
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10.6. ANEXO VI: ANALISIS NO SUPERVISADO (PCAs y CLUSTERING)

A continuacidn, se representan varios heatmaps mediante los cudles se representan por
separado los distintos patrones de expresién de los genes con expresion diferencial relacionados
con la MEC en cada uno de los cuatro tejidos estudiados entre el grupo de pacientes con
obesidad y el grupo control (Figura 4A). Los heatmaps se acompafian del PCA correspondiente
a cada comparacion para facilitar la interpretacion de las diferencias entre los tejidos de ambos

grupos.

£
g
PC1 [54.691]
1< e — p— _— —
p= " —
il = S — — -
[1e = e
- —
fi | — pu— —
P — -
-_E ] se—
I - P —
% -
L= jr==1] " — —
[ — —
=
g LI
| ’(-_ —
L —
e — =
k— e —
= L:f =

X

|-
\

= —"

i
m m m
2 RN
o O o

m
pd
Q
3
w

[RVREE]

$8043

28043

PC2{14.3%)
°

f

leﬂ‘ T

4
m
@
O
9
pa
o

Tli

'm

= Nﬁn Al

IIII Il |

PC1 (38%)

=
S
—

:

"M,

—

111 II

¥110S3N
€110S3N
211083
IHOSEWl

980S3N

$80S3an

Tissue
*TAM

uy
# Controles
acientes

0
&
roup
..
s B 3 [ 3 0 15

—_—
=
m
@
o}
2

Tissoe
o ltam

Growp [ Grove
e 3 l Controles
= N M racientes

206



PC2 (15.7%}

& T ] ] E]
PC1 (32.5%)

|

: ﬁm«ﬁ:ﬁ%

- f—
]
— =
[ ——
' = |
e s
LE B— ]
< L] —
e—
R |
‘E . r—
: —_"_1
T —
Ly
—
—— —
S —
o —_—
W —
- — o
= —— —
T T T 2 o®
D D D D D b
[z} (2] g 3 (s} (s} [} g
§ 8383828 8 3
& &6 K &6 b S L S

Group

.
® Pacientes

Tissug
.

180434

Goup
2 [ controle

Paciente

PG2 (17.9%)

;I IIIJ?'

f— _—E—
e —
e -4 =
—

Ml;l;ﬂ!zl,l;!:l’:;vlli(fM‘:=!-|5!m§uu;mguui;rl!:u i'-fm|.|:xl|u!“ziu;.ll'wu;l’ilﬁh hu

Figura 4A. PCA y heatmap para comparaciones multiples por grupos y tejidos. Expresion de genes
relacionados con la matriz extracelular en el tejido adiposo epiploico (TAE, ay b), tejido adiposo

o

2 [ Controles

, I Pacientes
Tison

° M as

mesentérico (TAM, cy d), tejido peritoneal (TP, e y f) y tejido adiposo subcutaneo (TAS, gy h) en el grupo

de pacientes y el grupo control. Valor ajustado de p < 0.05.
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10.7. ANEXO VII: SELECCION DE GENES MAS REPRESENTATIVOS
DE LOS PROCESOS ENRIQUECIDOS

De entre los genes relacionados con procesos enriquecidos en los tejidos de los pacientes con
obesidad, se seleccionaron los siguientes 11 genes representativos:

Proteoglicanos:

o VCAN
o PRG4
o SRGN
e Factores secretados:
o S100A8
e Glicoproteinas de la MEC:
o CRISPLD2
o THBS1
e Reguladores de la MEC:
o ADAMTS1
o ADAMTS4
o ADAMTS9
o MMP19
e Constituyentes de la MEC (relacionados con la migracién celular):
o HAS1

PROTEOGLICANOS

VCAN (Versicano)

Gran condroitin-sulfato-proteoglicano de la familia de los lecticanos o hialectanos (junto al
agrecano, brevicano y neurocano). Como los demas componentes de la familia de los lecticanos,
posee un dominio de unién al acido hialurdnico.

El versicano uno de los principales macro-componentes de la MEC (masa molecular superior a
1000kDa). Se han descrito multiples variantes transcripcionales del gen VCAN dando lugar a
diferentes isoformas presentes en la MEC.

El versicano tiene un papel fundamental en la adhesidn inter-celular y la adhesion de las células
a la MEC, participando en procesos de sefializacidn intracelular relacionados con la migracion,

crecimiento y diferenciacion celular, asi como la angiogénesis.

La expresién de versicano se encuentra aumentada en multiples situaciones patoldgicas que
condicionan grandes cambios a nivel de la MEC, como pueden ser procesos de inflamacion y
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regeneracion tisular o diferentes procesos neoplasicos, donde la expresién de versicano se ha
relacionado con los mecanismos de progresion tumoral y metéstasis 327,

PRG4 (Proteolgicano 4)
Ver Anexo V: Genes con sobre-expresion en TAS.
SRGN (Serglicina)

También conocida como serglicina, proteina del nucleo del proteoglicano hematopoyético o
proteina del nucleo del proteoglicano del granulo secretor. Se expresa en células
hematopoyéticas y es secretada de forma constitutiva por células endoteliales y macréfagos.
Esta implicada en la formacion de los granulos secretores de los mastocitos y en el
almacenamiento de diferentes compuestos en forma de vesiculas secretoras.

Participa en el almacenaje de proteasas en diferentes localizaciones, y es esencial para el
almacenaje de grancima B en los linfocitos T citotdxicos. En este sentido, SRGN tiene un papel
esencial en el proceso de apoptosis mediada por granulos citotdxicos secretados por los
linfocitos T activados. La proteina SRGN participa en la formacién de un complejo con la
granzima B, que en respuesta a determinadas sefiales de activacidn es secretado en forma de
granulos y penetra en las células mediante la accion de la perforina para inducir la apoptosis.
También regula la secrecién de TNF-a y determinadas proteasas.

FACTORES SECRETADOS

S100A8 (Calgranulina A)

También llamada calgranulina A, S100A8 es una proteina de la familia S100 localizadas
predominantemente en el citoplasma de ciertos tipos celulares y relacionadas con la regulacién
de una gran cantidad de procesos como la progresidon del ciclo celular, la apoptosis y la
diferenciacion celular, asi como la respuesta inflamatoria.

S100A8 es una proteina con dominios de unién a calcio y zinc relacionada con los procesos de
inflamacidn y respuesta inmune, induciendo la quimiotaxis y adhesién de neutrdfilos.

Su expresidn es inducida por citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a y IL-1p, y se han descrito
diferentes isoformas.

La proteina S100A8 se encuentra predominantemente en forma de heterodimero S100A8/A9 o
calprotectina, la cual se ha relacionado con multiples funciones intra y extracelulares.

La calprotectina supone el 45% del componente proteico soluble en el citosol de los neutrdfilos,
y es secretada por medio de un mecanismo no completamente definido durante los procesos
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inflamatorios. La produccién de calprotectina se encuentra fuertemente estimulada en procesos
traumaticos, de estrés, infecciosos e inflamatorios.

La expresion alterada de S100A8 se asocia a situaciones patoldgicas como la fibrosis quistica (274,

GLICOPROTEINAS DE LA MEC

CRISPLD?2 (Proteina secretada rica en cisteina con dos dominios LCCL de union a
lipopolisacdridos)

También llamada CRISP11 (Cysteine-rich secretory protein 11). Se trata de una proteina
secretada rica en cisteina con dos dominios LCCL de unién a lipopolisacaridos (componente
inmunoestimulador de las bacterias gram-negativas). Los dominios LCCL se relacionan con la
proteccién frente a la endotoxina, y estan implicados en la respuesta inmune independiente de
anticuerpos 328),

CRISPLD2 modula la morfogénesis de la via aérea y la alveologénesis durante la etapa
embrionaria y tiene un papel en la maduracién del epitelio pulmonar 32°)

A nivel de la MEC, CRISPLD2 promueve el ensamblaje de diferentes componentes mediante la
unién a glicosaminglicanos.

THBS1 (Tormbospondina 1)

Proteina de la familia de las trombospondinas, con funciones antiangiogénicas y antitumorales.

La trombospondina-1 es una glicoproteina de adhesién con multiples dominios que actia como
mediadora en las interacciones célula-célula y célula-MEC. Se une a fibronectina, laminina y a
los colagenos tipo V y VIl entre otros. Se expresa predominantemente en el tejido adiposo
visceral.

La trombospondina 1 se ha relacionado con la modulaciéon tanto positiva como negativa de los
procesos de adhesién migracién y crecimiento de las células endoteliales. De hecho, esta
proteina interacciona con al menos 12 receptores relacionados con la adhesién celular,
incluyendo CD36 (actua como ligando de CD36 activando una respuesta antiangiogénica),
integrinas-aV y B1, sindecano y proteina asociada a integrinas (IAP o CD47). También
interacciona con multiples proteasas relacionadas con la angiogénesis como el plasmindgeno, la
uroquinasa, las MMP’s, la trombina, la catepsina y la elastasa.

Tiene un papel en la agregacion plaquetar y también en la respuesta adaptativa al estrés del
reticulo endoplasmatico por medio de la interaccidn con ATF6 (activating transcription factor 6

alpha).

Se ha descrito la sobre-expresion de THBS1 asociada a la obesidad, y su expresidn se encuentra
elevada en pacientes con obesidad y resistencia a la insulina (3%282), En ratones, la dieta rica en
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grasas induce la expresion de THBS1 en el tejido adiposo y aumenta los niveles de THBS1
circulante 282, |3 delecidn del gen THBS1 en ratones ha demostrado ser un factor protector
contra la inflamacidn del tejido adiposo vy la resistencia insulinica inducida por dieta (282),

REGULADORES DE LA MEC

ADAMTS1 (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 1)

Metalopeptidasa implicada en la degradacion de la MEC. Se localiza en el espacio extracelular,
en la membrana basal y también en las vesiculas citoplasmaticas. Implicada en la degradacién
del agrecano, uno de los principales proteoglicanos presente en la MEC de los tejidos
cartilaginosos. Utiliza el zinc como cofactor.

Su actividad como peptidasa se asocia con multiples procesos inflamatorios, asi como con el
desarrollo de caquexia en las enfermedades neoplasicas.

Posee actividad inhibidora de la angiogénesis.

ADAMTS4 (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 4)

Ver Anexo V: Genes con sobre-expresion en TAE.

ADAMTSS (Desintegrina y metaloproteinasa con dominios trombospondina 9)

Ver Anexo V: Genes con sobre-expresion en TP.

MMP19 (Metaloproteinasa de matriz 19)

Las MMP’s son una familia de metalopeptidasas localizadas en el espacio extracelular que
juegan un papel esencial en la regulacién de la remodelacién de la MEC, estando implicadas en
la degradacidén de practicamente todos los componentes de la MEC (elastasas, colagenasas, etc).
Se trata de endopeptidasas con varios dominios de unién a iones zinc y dependientes de iones
calcio como cofactores.

Especificamente inhibidas por la familia de peptidasas TIMP, la desregulacién de la actividad de
MMP’s se relaciona con la fisiopatologia de la obesidad y de la resistencia a la insulina en
humanos (39,

MMP19 esta implicada en la degradacién de varios componentes de la MEC como el agrecano.
Hidroliza el colageno tipo IV, el nidégeno, la laminina y la fibronectina, entre otros. Se cree que
también podria tener un papel en los procesos de neovascularizacidon o angiogénesis a nivel de

la MEC.

Fuertemente inhibida por TIMP-2, TIMP-3 TIMP-4, y en menor medida por TIMP-1.
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Al igual que ADMTS4, MMP19 se ha relacionado con la degradacion del cartilago en
enfermedades artriticas.

CONSTITUYENTES DE LA MEC

HAS1 (Hialuronano sintasa 1)

Es uno de las tres isoenzimas responsables de la sintesis celular de acido hialurénico o
hialuronano, uno de los componentes estructurales principales de la MEC en multiples tipos
tisulares formando macromoléculas mediante la unién a proteoglicanos.

HAS1 despertd inicialmente poco interés, ya que su papel como enzima productor de
hialuronano es mucho menor que el de HAS2 o HAS3. De hecho, HAS1 presenta habitualmente
una baja expresion tisular y requiere de altas concentraciones de azlcares precursores para la
sintesis de hialuronano. Sin embrago, HAS1 ha demostrado tener una regulacién asociada a los
estados inflamatorios, siendo su expresidn y actividad fuertemente inducidas por distintos
factores pro-inflamatorios (citoquinas e interleuquinas entre otros).

La capa de hiaulorodano pericelular producida por HAS1 (enzima con una distribucion
intracelular mucho mayor en comparacion con el resto de isoenzimas) es habitualmente fina en
ausencia de la induccidon mediada por agentes inflamatorios o situaciones de estrés relacionadas
con el metabolismo glicidico. Estas interacciones especificas, mediadas por la interaccion
hialurodano-CD44, regulan la organizacion del hialurodano en una matriz reclutadora de
leucocitos y factores quimiotacticos durante la respuesta inflamatoria G%. La interaccién
hialurodano-CD44 también se ha relacionado con la migracién celular ) y con la activacién de
vias de sefializacidn aberrante relacionadas con la progresion tumoral 9, Por tanto, a pesar de
su aparentemente escasa actividad enzimatica en condiciones normales, HAS1 tiene un
importante papel regulador de la MEC en situaciones como la inflamacidn, el estrés glicémico
en el sindrome metabdlico y otras situaciones patoldgicas como algunos procesos neopldsicos.
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10.8. ANEXO VIII: DIFERENCIAS DE EXPRESION ENTRE GRUPOS

MEDIANTE MICROARRAYS Y RT-gPCR

A continuacién, se muestra el analisis numérico de las diferencias de expresion de cada gen en

cada uno de los tejidos analizados entre el grupo de pacientes con obesidad y los individuos sin

obesidad (expresadas como log?FC y como Fold Change) obtenidos mediante microarrays y

mediante RT-qPCR. Valores de p < 0.05 indican una expresién diferencial significativa entre los

dos grupos en ese tejido en el andlisis mediante cada una de las técnicas.

Tabla A7. Valores de expresién en tejido adiposo epiploico (TAE) en los pacientes con obesidad respecto a los individuos sin obesidad

Microarrays RT-gPCR
Gen Log’FC FC p-valor Log’FC FC p-valor
CRISPLD2 1.298 2.459 3.66 x 10 1.280 2.428 2.47x 10"
THBS1 1.304 2.469 1.79x 103 1.350 2.550 1.80x 10?2
ADAMTS1 1.321 2.498 1.29x 10° 1.600 3.031 2.93x10?
ADAMTS4 3.652 12.570 7.26 x 107 2.950 7.727 2.17 x10?
ADAMTS9 1.578 2.986 2.51x10° 0.350 1.275 3.49x 10
MMP19* 1.724 3.304 1.65 x 102 3.200 9.190 1.57 x 102
PRG4 0.398 1.318 4.78x 10" 0.130 1.094 3.16x 10"
SRGN 1.429 2.692 8.06 x 10° 1.070 2.099 1.24x 10"
VCAN 1.058 2.082 6.76 x 10° 1.320 2.497 5.09 x 10
HAS1 2.857 7.245 1.19x 10° 2.480 5.579 1.33x10?
S100A8 2.118 4.341 1.64 x 10° 2.790 6.916 3.88x 10°
FC: ratio de expresion (Fold Change) entre las condiciones experimentales; *MMP19: Datos de expresion no valorables
Tabla A8. Valores de expresion en tejido adiposo mesentérico (TAM) en los pacientes con obesidad respecto a los individuos sin obesidad

Microarrays RT-qPCR
Gen Log’FC FC p-valor Log’FC FC p-valor
CRISPLD2 0.996 1.994 8.64 x 107 1.030 2.042 2.74x 10"
THBS1 0.995 1.993 2.54x10? 1.090 2.129 1.28 x 10™
ADAMTS1 1.386 2.614 1.19x 10° 0.790 1.729 2.00x 10
ADAMTS4 2.691 6.458 2.50 x 10" 1.410 2.657 1.03 x 102
ADAMTS9 1.566 2.961 3.23x10° 0.090 1.064 2.63x10"!
MMP19* 0.595 1.510 9.76 x 10° 0.517 1.431 1.79x 10"
PRG4 0.022 1.015 9.77 x 10! -1.170 0.306 2.05x 10
SRGN 1.322 2.500 6.32x10° 0.860 1.815 1.75x 102
VCAN 0.263 1.200 6.49 x 10 -0.490 0.712 3.38x 10"
HAS1 1.615 3.063 9.86 x10° 2.120 4.347 4.58 x 102
S100A8 2.161 4.472 1.63x 102 2.430 5.389 1.61x10°
FC: ratio de expresion (Fold Change) entre las condiciones experimentales; *MMP19: Datos de expresion no valorables
Tabla A9. Valores de expresién en tejido peritoneal (TP) en los pacientes con obesidad respecto a los individuos sin obesidad

Microarrays RT-gPCR
Gen Log?FC FC p-valor Log?FC FC p-valor
CRISPLD2 1.739 3.338 3.89x10° - - 1.63x10%
THBS1 1.321 2.498 1.93x 103 - - 1.28x10*
ADAMTS1 1.133 2.193 1.94 x 10* - - 2.85x10°
ADAMTS4 3.929 15.232 1.48 x 107 - - 2.01x 10"
ADAMTS9 2.301 4.928 1.00 x 10° - - 1.40x 10?2
MMP19* 0.525 1.439 3.69x 10" - - 9.65 x 107
PRG4 0.482 1.397 4.24x 10" - - 6.01x10°
SRGN 0.902 1.869 7.26x10° - - 1.63x10°
VCAN 0.348 1.273 5.48x 10! - - 3.18x10°
HAS1 2.263 4.800 2.96 x 107 - - 4.82x10°
S100A8 1.366 2.578 8.18 x 10° - - 1.85x 102
FC: ratio de expresion (Fold Change) entre las condiciones experimentales; *MMP19: Datos de expresion no valorables
Tabla A10. Valores de expresién en tejido adiposo subcutaneo (TAS) en los pacientes con obesidad respecto a los individuos sin obesidad

Microarrays RT-gPCR
Gen Log?FC FC p-valor Log?FC FC p-valor
CRISPLD2 0.788 1.727 2.08x 10! 1.170 2.250 1.61x10*
THBS1 0.522 1.436 6.22x 10" 1.790 3.458 1.95x 10™
ADAMTS1 -0.111 0.926 9.49x 10" 0.600 1.516 7.88x 10"
ADAMTS4 0.853 1.806 6.66 x 10! 1.190 2.282 5.31x10?
ADAMTS9 0.380 1.301 8.49x 10" 0.660 1.580 4.56 x 10"
MMP19* 0.736 1.666 4.91x10? 0.630 1.548 7.43x 10"
PRG4 1.138 2.201 9.51x10? 2.250 4.757 1.61x 10"
SRGN 0.397 1.317 6.30x 10" 1.180 2.266 3.55x 10"
VCAN 0.416 1.334 7.12x 10" -1.230 0.426 1.96 x 102
HAS1 0.805 1.747 3.96 x 10 0.900 1.866 1.52x 10"
S100A8 0.650 1.569 7.61x 10" -0.340 0.790 4.71x 10"

FC: ratio de expresion (Fold Change) entre las condiciones experimentales; ¥*MMP19: Datos de expresion no valorables
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10.9. ANEXO IX: ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE EXPRESION
GENICA Y SITUACION CLINICA BASAL

A continuacion, se muestran los datos del andlisis de asociacién (test U de Mann Whitney) entre
la situacién clinica basal y la expresion génica en los diferentes tejidos.

Tabla A11. Analisis de asociacion entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido adiposo epiploico (TAE)

IMC>30 IMC<30 valor p R No IR valor p HTA No HTA valor p DLP No DLP valor p
(n=15) (n=9) (n=11) (n=13) (n=3) (n=21) {n=8) (n=16)
MMP19* 1,02 (+1,9) 2,44 (x04) 0,018 0,83 (2,1) 2,16 (x0,8) 0,041 0,29 (+1,8) 1,73 (+1,6) 0,17 0,78 (+2,3) 1,94 (+1,2) 0,11
CRISPL2 2,88 (+1,4) 2,97 (+1,2) 0,86 2,44 (+1,3) 3,32 (+1,2) 0,19 1,61(+0,9) 3,1(+1,3) 0,052 2,52 (+1,5) 3,11(+1,2) 0,57
HAS1 4,82 (+2,6) 7,03 (1) 0,018 4,25 (+2,2) 6,84 (+1,7) 0,004 3,4 (+1,6) 5,97 (+2,3) 0,07 4,5 (+2,3) 6,23 (£2,2) 0,08
ADAMTS1 1,54 (+1,7) 2,67(+0,8) 0,064 1,4 (1,9) 2,44(+09) 0,12 0,26 (+1,3) 2,21 (+1,4) 0,041 1,5(+1,7) 2,2 (+1,4) 0,32
ADAMTS4 4,23 (£2,9) 6,92 (+1) 0,012 3,57 (x2,7) 6,65 (+1,7) 0,003 2,94 (+1,9) 5,57 (+2,6) 0,12 4,13 (£3,2) 58(£2,3) 0,19
ADAMTS9 4,07 (£2,1) 4,16 (+0,8) 0,86 3,38 (1,8) 4,71 (+1,4) 0,12 3,86 (+0,5) 4,14 (£1,8) 0,45 4,42 (£2,3) 3,94 (+1,3) 0,42
PRG4 0,62 (+1,4) 0,49 (+0,9) 0,86 0,001 (+1) 1,06 (+1,3) 0,047 -0,26 (+0,8) 0,69 (£1,3) 0,2 0,44 (+1,3) 0,64 (+1,3) 0,93
SRGN 1,98 (+1,7) 2,79 (+1,7) 0,56 1,41 (+1,7) 3,02 (¥1,4) 0,026 0,38 (+1,4) 2,56 (+1,6) 0,052 1,74 (+1,8) 2,56 (+1,7) 0,38
THBS1 0,87 (#1,5)  0,22(+09) 0,030 41,35 (+1,1) 0,3 (x1,1) 0,002 4124 (£12)  -035(1,4) 0,23 0,76 (+1,6)  -031(+13) 061
VCAN 4,17 (+1,2) 522(+15) 0,07 3,76 (1) 524 (+1,4) 0,004 3,72 (£0,6) 4,68 (+1,5) 0,2 4,44 (+1,1) 4,63 (+1,6) 0,93
S100A8 1,92 (+2,1) 4,45(+1,8) 0,08 1,41 (+1,5) 4,1 (+2,2) 0,005 0,61 (+1,7) 3,19 (+2,2) 0,07 2,49 (£2,8) 3,06 (+2,1) 0,61
Expresion génica se muestra como media ACt (+desviacion estandar)
IMC: Indice de masa corporal; IR: Insulinoresistencia (HOMA-IR>3,8); HTA: Hipertensidn arterial; DLP: Dislipemia
*MMP19: Datos de expresién no valorables.
Tabla A12. Andlisis de asociacién entre situacion clinica basal y expresién génica en tejido adiposo mesentérico (TAM)
IMC>30 IMC<30 valor p R No IR valor p HTA No HTA valor p DLP No DLP valor p
(n=15) (n=9) (n=11) (n=13) (n=3) (n=21) (n=8) {n=16)
MMP19* 4,01 (£1,6) 3,47 (+1,2) 0,45 3,8(+1,7) 3,82 (+1,3) 0,82 2,69 (x0,4) 3,97 (+1,5) 0,2 3,45 (+1,5) 3,99 (+1,4) 0,29
CRISPL2 5,4 (+2,1) 587(+1,1) 048 4,82 (+2) 6,21(+1,3) 0,055 4,84 (+2,8) 568(+1,7) 04 552 (2,2)  561(+1,6) 098
HAS1 6,99 (£25)  955(1,7) 0015 6,08 (+2,3) 9,53 (+1,5) <0001 584 (+1,8) 825 (25 007 7,29(+23)  828(+2,7) 035
ADAMTSI ~ 151(+1,5)  253(¢1,3) 0,14 0,93 (+1,1) 2,71(+1,3) 0,004 0,35 (+1,4) 2,11(+1,4) 01 2,16 (+1,3) 1,76 (#1,7) 0,53
ADAMTS4  6,11(1,9)  795(+15) 0,041 5,87 (+1,3) 7,59 (+2,1) 0,009 6,39 (+2,1) 6,86 (+2) 0,68 6,06 (+2,6) 7,17 (+15) 021
ADAMTSS 3,39 (£1,5) 3,92 (£1,5) 0,38 2,79 (£¥1,1) 4,27 (£1,5) 0,015 3,01(1,7) 3,67 (x1,5) 0,51 3,79 (¢1,7) 3,49 (+1,5) 0,61
PRG4 2,81 (+1,7) 2,08 (+2,3) 0,48 2,5(+1,6) 2,57 (+2,2) 0,91 1,24 (£2) 2,72 (+1,9) 0,27 2,57 (+1,9) 2,52 (+2) 1
SRGN 0,62 (+1) 1,91 (+1,3) 0,015 0,4 (+1) 1,69 (+1,2) 0,004 -0,02 (+0,3) 1,26 (+1,3) 0,07 0,65 (+0,6) 1,33 (+1,5) 0,32
THBS1 1,32 (+1,5) 2,85 (+2) 0,048 0,74 (+1,3) 2,87 (1,7) 0,001 0,44 (0,7) 2,1(+1,9) 0,2 1,59 (+1,8)  2,04(+1,9) 057
VCAN 458 (+1,1)  4,53(+15) 077 4,49 (+1,1) 462(+13) 036 5,46 (+1,7) 443 (+1,1) 045 5 (+1,3) 434(+1,1) 032
S100A8 033(+1,9)  3,2(+18) 0,002 0,17 (£1,6) 2,74 (+2) 0,001 0,03 (+1,4) 1,6 (+2,4) 0,23 141(x1,7) 14(2,6) 0,93
Expresion génica se muestra como media ACt (+desviacion estandar)
IMC: Indice de masa corporal; IR: Insulinoresistencia (HOMA-IR>3,8); HTA: Hipertensién arterial; DLP: Dislipemia
*MMP19: Datos de expresion no valorables.
Tabla A13. Andlisis de asociacion entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido peritoneal (TP)
IMC>30 IMC<30 valor p R No R valor p HTA No HTA valor p DLP No DLP valor p
(n=15) (n=9) {n=11) (n=13) (n=3) (n=21) {n=8) (n=16)
MMPI9*  338(:11)  2,58(t0,7) 0,039 3,04 (£1) 3,09 (1) 0,88 295(x1,7)  308(:09) 09 321(x09)  3(xL1) 0,77
CRISPL2 164(£09)  211(¢0,7) 011 1,54 (£1) 2,04(:0,7) 0,088 133(t0,1)  19(0,9) 0,14 196(0,9)  1,76(09) 087
HAS1 547(£26)  702(£12) 011 5,36 (£3) 673(¢12) 02 795(£25)  581(+21) 023 6,15 (+2) 608 (£2,4) 068
ADAMTSI ~ 2,11(+L4)  2,78(:09) 028 2,08(+L6)  2,6(£09) 0,52 135(t0,9)  253(¢12) 012 2,18(:0,7) 246 (¢14) 049
ADAMTS4 3,79 (£2,9) 6,72 (£1,7) 0,007 3,43 (¢3,2) 6,1(£1,9) 0,026 1,07 (£1,1) 552 (+2,5) 0,012 508 (+2,5)  4,87(23) 0,97
ADAMTS9 4,89 (1,1) 5,29 (£1,3) 0,44 4,68 (£1,2) 533(¢1,1) 019 4,26(0,1)  516(£1,2) 012 529(£0,8) 4,94 (:13) 0,62
PRG4 -1,13 (+1,1) -0,05 (+0,9) 0,039 -1,23(+0,9) -0,3(£1,2) 0,07 -1,7 (1) -0,56 (+1,1) 0,2 -1,22 (+0,9) -0,49 (£1,2) 0,31
SRGN 2,04 (+1) 2,59 (+1) 0,14 2,04 (+1) 2,42 (+0,9) 0,28 1,14 (x0,4) 2,42 (+0,9) 0,026 2,25 (0,7) 2,26 (+1,1) 0,87
THBS1 0,62 (+1,2) 1,38 (+1) 0,14 0,4 (£1,4) 1,31(+0,8) 0,042 1,48 (+1,5) 0,83 (+1,1) 0,57 0,89 (+1,2) 0,93 (+1,2) 0,82
VCAN 4,1(+1,1) 4,48 (+1) 0,65 4,09 (+1,1) 4,36 (+1) 0,46 432(:0,3) 4,23 (+1,1) 0,96 432 (+1,2) 4,2 (+1) 091
S100A8 2,41 (+1,6) 3,12 (+0,9) 0,11 2,25 (+1,4) 3,02(+1,3) 01 1,78 (+1,1) 2,82 (+1,4) 0,31 2,22 (+1,8) 2,89 (£1,2) 0,25
Expresion génica se muestra como media ACt (+desviacion estandar)
IMC: Indice de masa corporal; IR: Insulinoresistencia (HOMA-IR>3,8); HTA: Hipertensidn arterial; DLP: Dislipemia
*MMP19: Datos de expresion no valorables.
Tabla A14. Analisis de asociacion entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido adiposo subcutédneo (TAS)
IMC>30 IMC<30 valor p R No IR valor p HTA No HTA valor p DLP No DLP valor p
(n=15) (n=9) (n=11) (n=13) (n=3) (n=21) {n=8) (n=16)
MMP19* 3,82 (+2,1) 4,24 (£3,2) 0,41 4,15 (+2,3) 3,83 (+2,8) 0,78 5,69 (+2,3) 3,73 (+2,5) 0,2 4,94 (+1,7) 3,49 (+2,8) 0,17
CRISPL2 501(+2,1) 6,34 (+3) 0,17 5,28 (+2,2) 5,7 (+2,8) 0,53 7,14 (+2,9) 5,28 (+2,4) 0,35 5,26 (+2,6) 5,63 (+2,6) 0,57
HAS1 512(+19) 692 (+1,4) 0,008 5,2 (+2) 629(+1,7) 011 6,3 (+2,7) 5,72 (+1,8) 0,68 5,97 (+1,8) 5,71 (+2) 0,93
ADAMTS1 1,05 (+3,5) 2,52 (+1,6) 0,38 1,75 (+3,6) 1,47 (£2,5) 0,61 1,78 (+3,1) 1,57 (£3,1) 0,81 3,03 (+2,2) 0,88 (+3,1) 0,09
ADAMTS4 4,79 (£3,9) 6,89 (£1,7) 0,16 5,07 (+4) 6,01 (£2,9) 0,46 6,44 (+2,8) 5,45 (£3,5) 1 6,9 (+1,6) 4,92 (£3,9) 0,26
ADAMTSS 3(£3,1) 4,76 (£1,8) 0,18 3,31(+3,4) 3,98 (+2,3) 0,74 5,31 (+2,9) 3,45 (+2,8) 0,46 4,48 (£2,3) 3,27 (3) 0,43
PRG4 2,98 (+4,4) 6,44 (+2,6) 0,064 3,18 (+4,8) 52 (£3,3) 0,42 8,35(+1,1) 3,69 (+4) 0,041 4,78 (+3,5) 4,02 (+4,4) 0,79
SRGN -0,22 (+3) 1,58 (+1,7) 0,22 -0,26 (+3,4) 1,06 (+1,9) 0,33 -0,09 (+3,7) 0,54 (£2,7) 0,94 1,47 (£2,7) -0,05 (£2,7) 0,17
THBS1 0,1 (+4,6) 2,18 (+2,5) 0,29 -0,51 (+4,7) 2,05 (+3) 0,3 1,6 (+4,9) 0,78 (+4) 0,68 1,81 (+4,1) 0,41 (+4) 0,35
VCAN 2,74 (+1,9) 2,17 (+1,4) 0,41 2,42 (+2,1) 2,63 (+1,5) 0,78 2,06 (+3) 2,6 (+1,6) 0,62 1,97 (+1,5) 2,81 (+1,8) 0,38
S100A8 -1,2 (£2,3) -0,56 (£2,2) 0,6 -1,27 (£2,3) -0,7 (£2,3) 0,53 -1,17 (£2) -0,93 (£2,3) 0,68 -0,72 (£2,5) -1,08 (£2,2) 0,61

Expresion génica se muestra como media ACt (+desviacion estandar)
IMC: Indice de masa corporal; IR: Insulinoresistencia (HOMA-IR>3,8); HTA: Hipertensidn arterial; DLP: Dislipemia
*MMP19: Datos de expresion no valorables.
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10.10. ANEXO X: ANALISIS DE CORRELACION ENTRE EXPRESION

GENICA Y SITUACION CLINICA BASAL

A continuacién, se muestran los datos del andlisis de correlacién (coeficiente de correlacién de

Pearson) entre la situacion clinica basal y la expresidon génica en los diferentes tejidos.

Tabla A15. Andlisis de correlacidn entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido adiposo epiploico (TAE)

IMC t0 valor p HOMA-IR valor TG valor p CcT valor p LDL valor p HDL valor p

(n=24) (n=24) p (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
MMP19* -0,215 0,313 -0,1 0,642 0,015 0,958 -0,325 0,237 -0,44 0,115 0,069 0,808
CRISPL2 0,021 0,923 -0,251 0,236 0,061 0,829 -0,338 0,219 -0,425 0,129 0,107 0,705
HAS1 0,288 0,172 0,444 0,03 0,197 0,482 0,329 0,231 -0,401 0,155 0,223 0,424
ADAMTS1 0,278 0,188 0,334 0,111 0,133 0,636 0,479 0,071 0,437 0,118 0,206 0,462
ADAMTS4 -0,304 0,149 -0,495 0,014 0,09 0,749 -0,374 0,169 -0,411 0,145 -0,112 0,692
ADAMTS9 0,045 0,835 -0,37 0,075 0,09 0,751 0,02 0,943 -0,06 0,837 0,182 0,516
PRG4 0,108 0,614 -0,234 0,271 -0,038 0,894 -0,172 0,541 -0,198 0,498 0,346 0,207
SRGN 0,215 0,313 0,273 0,196 0,018 0,949 0,516 0,049 0,535 0,049 0,102 0,719
THBS1 -0,2 0,348 -0,455 0,026 0,135 0,63 0,03 0,915 -0,096 0,745 0,17 0,545
VCAN -0,445 0,029 -0,416 0,043 -0,063 0,823 0,138 0,624 0,076 0,796 0,528 0,043
S100A8 -0,409 0,047 -0,536 0,007 0,204 0,466 -0,263 0,345 -0,324 0,259 0,083 0,768

IMC: Indice de masa corporal; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol Total; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL:

High Density Lipoprotein. *MMP19: Datos de expresién no valorables

Tabla A16. Analisis de correlacidn entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido adiposo mesentérico (TAM)

IMC t0 valor p HOMA-IR valor p TG valor p cT valor p LDL valor p HDL valor p

(n=24) (n=24) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
MMP19* -0,036 0,867 -0,111 0,604 -0,193 0,49 0,441 0,1 0,508 0,063 0,073 0,796
CRISPL2 -0,239 0,26 0,227 0,286 -0,048 0,864 0,223 0,425 0,454 0,103 -0,385 0,156
HAS1 -0,417 0,043 -0,367 0,077 -0,356 0,192 0,328 0,233 0,423 0,132 0,016 0,956
ADAMTS1 -0,132 0,537 -0,085 0,694 -0,328 0,233 0,153 0,585 0,122 0,677 0,229 0,412
ADAMTS4 -0,137 0,524 -0,24 0,258 -0,253 0,363 0,125 0,658 0,194 0,506 0,17 0,546
ADAMTS9 -0,202 0,356 -0,189 0,388 -0,246 0,396 0,007 0,98 0,296 0,325 0,025 0,933
PRG4 -0,237 0,266 -0,225 0,291 -0,002 0,994 0,362 0,185 0,524 0,054 0,07 0,805
SRGN -0,342 0,101 -0,401 0,052 0,04 0,887 0,418 0,121 0,29 0,314 0,237 0,396
THBS1 -0,124 0,564 -0,374 0,072 0,058 0,838 0,428 0,112 0,295 0,306 0,177 0,529
VCAN 0,233 0,274 0,172 0,423 -0,015 0,957 -0,324 0,239 -0,38 0,18 0,206 0,461
S100A8 -0,161 0,453 0,011 0,958 0,047 0,868 0,199 0,477 0,18 0,538 0,295 0,287

IMC: Indice de masa corporal; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol Total; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL:

High Density Lipoprotein. *MMP19: Datos de expresion no valorables

Tabla A17. Analisis de correlacién entre situacion clinica basal y expresion génica en tejido peritoneal (TP)

IMC t0 valor p HOMA-IR valor p TG valor p CcT valor p LDL valor p HDL valor p

(n=24) (n=24) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
MMP19* 0,292 0,177 -0,142 0,517 0,109 0,711 -0,085 0,772 -0,078 0,8 -0,097 0,741
CRISPL2 -0,14 0,524 -0,345 0,106 -0,181 0,535 -0,022 0,94 -0,022 0,944 0,438 0,117
HAS1 -0,343 0,118 -0,414 0,056 -0,27 0,372 0,555 0,049 0,639 0,025 0,209 0,494
ADAMTS1 -0,206 0,345 -0,439 0,036 0,166 0,571 -0,135 0,645 -0,275 0,363 0,095 0,747
ADAMTS4 0,411 0,052 0,666 0,001 0,235 0,419 0,001 0,996 0,27 0,372 0,299 0,299
ADAMTS9 -0,088 0,689 -0,393 0,064 0,098 0,738 0,289 0,317 -0,02 0,949 0,54 0,046
PRG4 -0,282 0,193 -0,239 0,272 -0,018 0,952 -0,311 0,279 -0,248 0,414 0,047 0,872
SRGN -0,142 0,518 -0,246 0,258 0,084 0,774 -0,101 0,731 -0,377 0,204 0,265 0,36
THBS1 0,335 0,119 0,523 0,01 0,426 0,128 0,56 0,037 0,544 0,055 0,182 0,534
VCAN -0,104 0,654 -0,13 0,576 -0,251 0,408 -0,12 0,695 0,11 0,735 0,217 0,477
S100A8 -0,243 0,264 -0,188 0,391 -0,023 0,938 0,294 0,308 -0,043 0,89 0,097 0,741

IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol Total; LDL: Low Density Lipoprotein; HDL:

High Density Lipoprotein. *MMP19: Datos de expresién no valorables

Tabla A18. Andlisis de correlacion entre situacion clinica basal y expresién génica en tejido adiposo subcutaneo (TAS)

IMC t0 valor p HOMA-IR valor TG valor p CcT valor p LDL valor p HDL valor p

(n=24) (n=24) p (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
MMP19* -0,036 0,867 -0,111 0,604 -0,193 0,49 0,441 0,1 0,508 0,063 0,073 0,796
CRISPL2 -0,239 0,26 -0,227 0,286 -0,048 0,864 0,223 0,425 0,454 0,103 -0,385 0,156
HAS1 0,417 0,043 0,367 0,077 0,356 0,192 0,328 0,233 0,423 0,132 0,016 0,956
ADAMTS1 -0,132 0,537 -0,085 0,694 -0,328 0,233 0,153 0,585 0,122 0,677 0,229 0,412
ADAMTS4 -0,137 0,524 -0,24 0,258 -0,253 0,363 0,125 0,658 0,194 0,506 0,17 0,546
ADAMTS9 -0,202 0,356 -0,189 0,388 -0,246 0,396 0,007 0,98 0,296 0,325 0,025 0,933
PRG4 0,237 0,266 0,225 0,291 -0,002 0,994 0,362 0,185 0,524 0,054 0,07 0,805
SRGN -0,342 0,101 -0,401 0,052 0,04 0,887 0,418 0,121 0,29 0,314 0,237 0,396
THBS1 -0,124 0,564 -0,374 0,072 0,058 0,838 0,428 0,112 0,295 0,306 0,177 0,529
VCAN 0,233 0,274 0,172 0,423 -0,015 0,957 -0,324 0,239 -0,38 0,18 0,206 0,461
S100A8 0,161 0,453 0,011 0,958 0,047 0,868 0,199 0,477 0,18 0,538 0,295 0,287

IMC: Indice de masa corporal; HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insuline Resistance; TG: Triglicéridos; CT: Colesterol Total; LDL: Low Density Lipoprotein;
HDL: High Density Lipoprotein. *MMP19: Datos de expresion no valorables
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10.11. ANEXO XI: ANALISIS DE CORRELACION ENTRE EXPRESION
GENICA Y EVOLUCION POSTOPERATORIA

A continuacién, se muestran los datos del andlisis de correlacién (coeficiente de correlacion de
Pearson) entre la evolucién clinica a los 12 meses de la cirugia baridtrica y la expresion génica
en los diferentes tejidos.

Tabla A19. Analisis de correlacion entre evolucion postoperatoria y expresion génica génica en tejido adiposo epiploico (TAE)

%TWLt12 valor p AHOMA-IR t0-t12 valor ATGro- valor ACT 0412 valor ALDLyo- valor AHDL t0-112 valor
(n=15) (n=15) P w2 P (n=15) P w2 P (n=15) P
(n=15) (n=15)
MMP19* 0,144 0,607 0,097 0,741 0,021 0,941 0,025 0,93 0,067 0,82 -0,166 0,553
CRISPL2 -0,143 0,612 0,487 0,078 -0,144 0,609 0,203 0,467 0,151 0,606 0,235 0,4
HAS1 0,007 0,981 0,285 0,323 -0,35 0,201 0,063 0,824 0,263 0,364 -0,006 0,983
ADAMTS1 0,107 0,705 0,181 0,535 -0,31 0,261 0,139 0,622 0,133 0,651 0,196 0,485
ADAMTS4  -0,232 0,406 0,317 0,269 0,187 0,506 0,264 0341 0,35 0,219 -0,003 0,992
ADAMTS9 -0,398 0,142 0,35 0,22 -0,047 0,869 0,179 0,523 0,285 0,323 -0,223 0,425
PRG4 -0,065 0,819 0,501 0,068 -0,148 0,598 0,285 0,303 0,115 0,696 0,061 0,83
SRGN -0,111 0,695 0,22 0,449 -0,427 0,113 -0,046 0,871 -0,077 0,794 0,157 0,576
THBS1 0,317 0,249 0,574 0,032 -0,003 0,99 0,212 0,449 0,322 0,261 -0,109 0,699
VCAN -0,336 0,221 0,382 0,178 0,19 0,498 -0,122 0,664 -0,365 0,199 0,15 0,593
S100A8 -0,045 0,873 0,285 0,324 -0,428 0,112 0,221 0,429 0,334 0,243 -0,021 0,94

%TWL 12: % Total Weight Loss a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHOMA-IR ..1: Variacion relativa (%) del HOMA-IR a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ATG w.12: Variacion relativa (%) del valor de
Triglicéridos a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ACT .1: Variacion relativa (%) del valor de Colesterol Total a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ALDL w.:>: Variacion relativa (%) del valor de Low
Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHDL .11 Variacién relativa (%) del valor de High Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica. *MMP19: Datos de expresién no
valorables.

Tabla A20. Analisis de correlacion entre evolucion postoperatoria y expresion génica en tejido adiposo mesentérico (TAM)
%TWLt12 valor p AHOMA-IR t0-t12 valor ATGro- valor ACT o412 valor ALDLyo- valor AHDL (0112 valor

(n=15) (n=15) p 2 p (n=15) p 2 p (n=15) p
(n=15) (n=15)
MMP19* -0,577 0,024 0,054 0,855 -0,415 0,124 -0,308 0,264 -0,185 0,528 0,284 0,305
CRISPL2 -0,062 0,826 0,414 0,141 0,124 0,661 -0,074 0,793 0,17 0,56 -0,167 0,551
HAS1 -0,369 0,175 0,357 0,21 0,1 0,724 0,414 0,125 0,222 0,445 -0,106 0,707
ADAMTS1  -0,128 0,65 0,454 0,103 0,084 0,767 0,01 0,972 0,245 0,398 -0,344 0,209
ADAMTS4 -0,264 0,341 -0,171 0,558 0,232 0,405 0,057 0,84 0,218 0,453 -0,042 0,882
ADAMTS9 -0,132 0,638 0,579 0,03 -0,407 0,132 0,077 0,785 0,342 0,232 -0,428 0,112
PRG4 0,547 0,035 0,448 0,108 -0,424 0,115 -0,033 0,908 -0,153 0,6 0,394 0,146
SRGN 0,272 0,327 0,381 0,179 -0,453 0,09 -0,018 0,95 0,437 0,118 -0,147 0,602
THBS1 -0,155 0,582 0,159 0,588 0,467 0,079 0,232 0,406 0,494 0,073 -0,341 0,214
VCAN -0,165 0,558 -0,148 0,614 -0,14 0,618 -0,255 0,358 -0,03 0,918 -0,528 0,043
S100A8 -0,323 0,24 0,121 0,681 0,116 0,68 0,017 0,951 0,209 0,474 -0,477 0,072

%TWL 12: % Total Weight Loss a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHOMA-IR ..1: Variacion relativa (%) del HOMA-IR a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ATG w.12: Variacion relativa (%) del valor de
Triglicéridos a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ACT wu,: Variacion relativa (%) del valor de Colesterol Total a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ALDL w.:>: Variacion relativa (%) del valor de Low
Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHDL .11 Variacién relativa (%) del valor de High Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica. *MMP19: Datos de expresién no
valorables.

Tabla A21. Analisis de correlacién entre evolucidn postoperatoria y expresion génica en tejido peritoneal (TP)
%TWLt12 valor p AHOMA-IR t0.t12 valor ATGqo- valor ACT 0112 valor ALDLyo- valor AHDL (0112 valor

(n=15) (n=15) p 2 p (n=15) p 2 p (n=15) p
(n=15) (n=15)

MMP19* -0,165 0,574 0,261 0,389 -0,292 0,311 -0,048 0,87 0,026 0,933 -0,027 0,926
CRISPL2 -0,029 0,92 0,342 0,252 0,084 0,774 0,611 0,02 0,506 0,078 -0,303 0,292
HAS1 -0,311 0,301 0,141 0,661 0,325 0,279 0,027 0,93 0,029 0,928 -0,472 0,104
ADAMTS1 0,124 0,672 -0,022 0,942 0,36 0,206 0,275 0,342 0,541 0,056 0,314 0,274
ADAMTS4 0,06 0,839 0,467 0,108 0,038 0,897 0,504 0,066 0,588 0,035 -0,017 0,954
ADAMTS9 0,085 0,773 0,436 0,136 0,132 0,654 0,366 0,198 0,515 0,072 -0,315 0,272
PRG4 0,192 0,511 0,374 0,207 -0,086 0,771 0,283 0,326 0,16 0,6 0,011 0,97
SRGN 0,391 0,166 0,325 0,279 0,12 0,684 0,208 0,475 0,296 0,327 -0,149 0,61
THBS1 0,076 0,796 0,25 0,41 -0,215 0,46 -0,051 0,863 0,36 0,228 -0,526 0,053
VCAN 0,012 0,97 0,108 0,739 0,018 0,954 0,616 0,025 0,425 0,168 -0,321 0,284
S100A8 0,067 0,82 0,159 0,603 0,156 0,593 -0,468 0,092 -0,251 0,408 0,064 0,829

%TWL 12: % Total Weight Loss a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHOMA-IR w..1: Variacion relativa (%) del HOMA-IR a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ATG w.12: Variacion relativa (%) del valor de
Triglicéridos a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ACT wu,: Variacion relativa (%) del valor de Colesterol Total a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ALDL w.:>: Variacion relativa (%) del valor de Low
Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHDL .11 Variacién relativa (%) del valor de High Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica. *MMP19: Datos de expresién no
valorables.

Tabla A22. Andlisis de correlacion entre evolucién postoperatoria y expresion génica en tejido adiposo subcutaneo (TAS)

%TWL2 valor p AHOMA-IR t0.112 valor ATGro- valor ACT o112 valor ALDL+o- valor AHDL 0112 valor

(n=15) (n=15) p 12 p (n=15) p 12 p (n=15) p
(n=15) (n=15)
MMP19* 0,064 0,821 0,198 0,497 0,258 0,353 0,1 0,724 0,175 0,549 0,524 0,045
CRISPL2 0,075 0,791 0,025 0,931 0,26 0,35 0,262 0,345 0,143 0,627 0,004 0,987
HAS1 0,219 0,433 0,282 0,328 0,198 0,48 0,099 0,726 0,175 0,55 0,145 0,606
ADAMTS1  -0,066 0,815 0,039 0,895 0,397 0,143 0,017 0951  -0,025 0,932 0,487 0,066
ADAMTS4  -0,158 0,573 0,141 0,63 0,276 0,319 0,188 0,502 0,174 0,552 0,567 0,028
ADAMTS9  -0,238 0,413 0,119 0,699 0,417 0,137 0,326 0,255 0,068 0,825 0,492 0,074
PRG4 0,044 0,875 0,124 0,674 0,21 0,453 0,302 0273 0,386 0,172 0,775 0,001
SRGN 0,373 0,171 0,126 0,668 0,146 0,604 0,121 0,668 0,083 0,778 0,377 0,166
THBS1 0,115 0,682 0,017 0,953 -0,065 0,818 0,181 0518 0,447 0,109 0,483 0,068
VCAN 0,038 0,892 0,278 0,336 -0,039 0,89 0,265 0339 0,257 0,375 0,112 0,692
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S100A8 0,394 0,147 0,431 0,124 0,21 0,452 -0,132 0,639 -0,169 0,563 -0,271 0,328

%TWL .12: % Total Weight Loss a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHOMA-IR w..1>: Variacion relativa (%) del HOMA-IR a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ATG .12 Variacion relativa (%) del valor de
Triglicéridos a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ACT w.12: Variacion relativa (%) del valor de Colesterol Total a los 12 meses de la cirugia baridtrica; ALDL w.:2: Variacion relativa (%) del valor de Low

Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica; AHDL w.12: Variacion relativa (%) del valor de High Density Lipoprotein a los 12 meses de la cirugia baridtrica. *MMP19: Datos de expresion no
valorables.
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“(Science) is not the most important thing. Love is“,

Richard P. Feynman (1918 — 1988)
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