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1. ABSTRACT
1.1 Abstract (Catala)

Introduccid: L'obesitat es una malaltia metabolica que es troba en constant augment en tot el mén
paral-lelament a la malaltia metabolica-associada al fetge gras (de I’anglés, Metabolic Associated
Fatty Liver Disease, MAFLD). La MAFLD és una malaltia progressiva que s’inicia davant una
acumulacié de greix anomenada esteatosis hepatica (NAFL), avanga cap un estat inflamatori
anomenat esteatohepatitis ( NASH, de I'anglés Non Alcoholic SteatoHepatitis) i quan empitjora pot
progressar cap a cirrosis o un hepatocarcinoma huma. A nivell molecular, la NASH es relaciona amb
la inhibicié de la proteina quinasa AMPK, que podria ser activada per I'administracié de la
metformina, farmac comunament utilitzat com antidiabetic. Per aquesta rad, I'objectiu de I'estudi es
va centrar en observar si I'administracié del farmac metformina era capag de prevenir I'aparicié de la

NASH en un model animal obesogeénic.

Metodologia: A les cinc setmanes de vida, 32 ratolins mascles (C57BL/6J) van ser aleatoritzats per a
rebre una dieta estandard (CD, n=8), o una dieta alta en greixos i sacarosa (HF-HSD, n=8) amb (n=8)
o sense (n=8) I'administracié del farmac metformina durant 20 setmanes. Dues setmanes préevies al
sacrifici es va realitzar el test de tolerancia a la glucosa. Despres del sacrifici, es van obtenir mostres
de sang per a l'analisi de parametres bioquimics (glucosa, colesterol total, triglicerids i alanina
aminotranferasa) i diferents organs metabolics (fetge i teixits adiposos) per analisis histologics i

d’extraccid de proteina.

Resultats: L'administracié de 300 mg/kg/dia del farmac metformina en una dieta obesogénica
durant 20 setmanes va ser insuficient per millorar els parametres bioquimics i histologics. A més, els
ratolins alimentats amb wuna dieta HF-HSD presentaven una inhibicié de [|‘autofagia
independentment de I’'administracié de la metformina. Per tant, podem concloure que la dosi i/o la
via utilitzada per a subministrar la metformina, podrien no ser efectives per a millorar les

complicacions metaboliques associades a la dieta.



1.2 Abstract (Castella)

Introduccidn: La obesidad es una enfermedad metabdlica que se encuentra en constante aumento
en todo el mundo paralelamente a la enfermedad metabdlica del higado graso (del inglés, Metabolic
Associated Fatty Liver Disease, MAFLD). La MAFLD es una enfermedad progresiva que se inicia con
un cumulo de grasa llamado esteatosis hepatica (NAFL), progresando hacia un estado inflamatorio
llamado esteatohepatitis (NASH, del inglés Non Alcoholic SteatoHepatitis) y cuando empeora puede
progresar hacia una cirrosis o un hepatocarcinoma humano. A nivel molecular, la NASH se relaciona
con la inhibicion de la proteina quinasa AMPK, que puede ser activada gracias a la metformina,
farmaco utilizado como antidiabético. Por esta razdn, el objetivo del estudio se centré en observar si
la administracion del farmaco metformina era capaz de prevenir la aparicion de la NASH en un

modelo animal obesogénico.

Metodologia: A las cinco semanas de vida 32 ratones macho (C57BL/6J) fueron aleatorizados para
recibir una dieta estandar (CD, n=8), o una dieta alta en grasas y sacarosa (HF-HSD, n=8) con (n=8) o
sin (n=8) la administracién del fadrmaco metformina durante 20 semanas. Dos semanas previas al
sacrificio se realizd la prueba de tolerancia a la glucosa. Después del sacrificio, se obtuvieron
muestras de sangre para el analisis de los pardmetros bioquimicos (glucosa, colesterol total,
triglicéridos y alanina aminotransferasa) i diferentes érganos metabdlicos (higado y tejidos adiposos)

para el analisis histolégico y de extraccién de proteina.

Resultado: La administracion de 300 mg/kg/dia del farmaco metformina en una dieta obesogénica
durante 20 semanas fue insuficiente para mejorar los parametros bioquimicos e histoldgicos. Los
ratones alimentados con una HF-HSD presentaban una inhibicion de la autofagia
independientemente de la administracion de la metformina. Por lo tanto, podemos concluir que la
dosis y/o la via utilizada para la administracién de la metformina, pueden no ser efectivas para

mejorar las complicaciones metabdlicas asociadas a la dieta.



1.3 Abstract (Anglés)

Introduction: Obesity is a metabolic disease that is steadily increasing worldwide in parallel with
Metabolic Associated Fatty Liver Disease (MAFLD). MAFLD is a progressive disease that starts with a
fatty accumulation called hepatic steatosis (NAFL), progresses to an inflammatory state called
steatohepatitis (NASH) and when it worsens can progress to cirrhosis or human hepatocarcinoma. At
the molecular level, NASH is related to the inhibition of the protein kinase AMPK, which can be
activated by metformin, a drug used as an antidiabetic. For this reason, the objective of the study
was to observe if the administration of the metformin was able to prevent the appearance of NASH

in an obesogenic animal model.

Methodology: At five weeks of age 32 male mice (C57BL/6J) were randomized to receive a standard
diet (CD, n=8), or a high fat, high sucrose diet (HF-HSD, n=8) with (n=8) or without (n=8)
administration of the drug metformin for 20 weeks. Two weeks prior to sacrifice, glucose tolerance
test was done. After sacrifice, blood samples were obtained for analysis of biochemical parameters
(glucose, total cholesterol, triglycerides and alanine aminotransferase) and different metabolic

organs (liver and adipose tissues) for histological and protein extraction analysis.

Results: Administration of 300 mg/kg/day of the drug metformin on an obesogenic diet for 20 weeks
was insufficient to improve biochemical and histological parameters. Mice fed a HF-HSD exhibited
inhibition of autophagy independently of metformin administration. Therefore, we can conclude
that the dose and/or via used for administration of metformin, may not be effective in improving

diet-associated metabolic complications.



2. Introduccio

2.1 L’obesitat

La prevalenca de sobrepés (IMC> 25 kg/m?) i d’obesitat (IMC> 30kg/m?) ha incrementat en
les ultimes décades, afectant aproximadament a dos mil milions de persones a nivell mundial.
D’acord a I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) ,actualment, 'obesitat afecta a un 11% dels
homes i un 15% de les dones [1,2]. No obstant, els homes presenten major risc de desenvolupar
comorbiditats associades a I'obesitat com ara la hipertensid, la diabetis tipus 2 (DMT2) i la sindrome
metabolica en general. Aquestes diferéncies sén degudes, principalment, a canvis en la distribucio
del teixit adipds. Les dones tendeixen a incrementar la adipositat a nivell subcutani (gluti-femoral).
En canvi, en els homes I'acumulacid es localitza a nivell del teixit adipds visceral. Aquest dimorfisme
sexual en I'expansio del teixit adipds produeix que els homes siguin més propensos a desenvolupar
comorbiditats associades a causa del caracter inflamatori que posseeix el del teixit adipds visceral

[3,4].

2.1.1 El paper del teixit adipds

La principal funcié del teixit adipds és emmagatzemar i alliberar acids grassos d’acord les
necessitats energetiques del moment. No obstant, també presenta un paper important a nivell
immunologic, endocri, termogénic i regeneratiu. Tots aquests processos difereixen en funcié de la
regid anatomica on es localitza i també entre adipocits d’'una mateixa regid. Segons la localitzacid
anatomica son classificats com a teixit adipds visceral, localitzat a nivell intra-abdominal (omental i
mesentéric) o bé com a teixit adipds subcutani que es localitza en la part del tronc inferior (gluteal,
femoral i intra-muscular) i en la part del tronc superior (abdominal) [5].

Tot i que el nombre d’adipocits és determinat durant la etapa prenatal o els primers mesos
de vida el teixit adipds blanc té la capacitat d’expandir-se per tal d’emmagatzemar I'excedent
d’energia en forma de triglicerids. El creixement es pot dur a terme de dos formes diferents 1) per
incrementar la mida dels adipocits existents (hipertrofia) o bé 2) per reclutar nous adipocits
(hiperplasia). El tipus de creixement no només dependra segons la regid anatomica sind que també
en funcié de cada individu. No obstant, alguns estudis d’experimentacié animal suggereixen que el
teixit adipds visceral (epididimal o perigonadal) té preferencia pel creixement hipertrofic, mentre

que el teixit adipds subcutani (inguinal) hi predomina la hiperplasia. Aquesta capacitat del teixit



adipds subcutani d’incrementar el nombre d’adipocits permet emmagatzemar aproximadament el
80% de les reserves energétiques [6].

D’altra banda, cal destacar que el teixit adipds no només esta caracteritzat pel teixit adipds
blanc sind que també existeixen altres tipus de teixits adiposos. Entre ells, trobem el teixit adipds
marrd (caracteritzat per tenir un alt contingut de mitocondries), el teixit adipds rosa (es troba
majoritariament en el teixit mamari durant I'embaras) i el deixit adipds beige. Concretament, aquest
ultim s’origina com a resultat de la diferenciacié dels adipocits blancs en un procés anomenat
“browning”. Aquest fet confereix al teixit adipds una complexitat metabolica important i amb una

vinculacio directa amb les comorbiditats associades a I'obesitat [7,8].

2.1.2 Comorbiditats associades a I’obesitat

L'obesitat és una malaltia metabolica que esta clarament associada amb un increment del
risc de patir la sindrome metabolica (SM). Aquesta esta caracteritzada per la preséncia de la
resistencia a la insulina, la DMT2, la hipertensié i la dislipemia. No obstant, aquestes caracteristiques
de la sindrome metabolica sovint son acompanyades per complicacions metaboliques com la
malaltia metabolica-associada al fetge gras (de I'anglés, Metabolic Associated Fatty Liver Disease,
MAFLD), I’ arteriosclerosi o cancer [9,10].

La SM promou un empitjorament del metabolisme de la glucosa i dels lipids en diferents
organs incloent el teixit adipds i el fetge. Aquest estat patologic conjuntament amb un excés de
nutrients de forma continua i cronica condueix a la desregulacié d’aquests dos sistemes culminant

amb lI'acumulacid de greix en el fetge [11].

2.2 Obesitat i MAFLD

La prevalenca de la MAFLD ha anat augmentant paral-lelament amb I'obesitat i que segons
estudis epidemioldgics mostren que la seva prevalenga esta al voltant del 24% a nivell mundial.
Actualment la tecnica per excel-léencia per al diagnostic de la MAFLD es a través de I'analisis
histologic a partir d’una biopsia préviament inclosa amb parafina. No obstant, existeixen altres
proves menys invasives que poden detectar la presencia de greix en el fetge com ara la ressonancia
magneética nuclear (RMN) pero dificilment poden detectar I'estadi concret de la malaltia [12,13].

La MAFLD es caracteritza per ser una malaltia progressiva que comenca amb I'acumulacié de
greix en el fetge també anomenada esteatosis hepatica (NAFL). A mesura que la inflamacid i la

fibrosis apareixen es desenvolupa la esteatohepatitis (de I'anglés, Non-Alcoholic SteatoHepatitis).



Quan empitjora la malaltia pot progressar cap a cirrosis o un hepatocarcinoma huma. Concretament,
la esteatohepatitis (NASH) és un estadi de la malaltia reversible i, molts esfor¢os de la comunitat
cientifica es centren a entendre els mecanismes moleculars que estan involucrats en la seva
aparicid. Entre aquests es troba la el procés d’autofagia que es caracteritza per estar inhibit en

condicions de NASH i intentar regular el procés podria millora el curs de la malaltia[14].

2.3 MAFLD i l'autofagia

L'autofagia és un terme genéric que engloba tres processos diferents: la micro-autofagia, la
macro-autofagia i I'autofagia induida per xaperones. En aquest treball ens centrarem en la macro-
autofagia ja que esta millor caracteritzada i és la principal via d’incorporacié de material no funcional
al lisosoma [15].

La macro-autofagia és un mecanisme que actua com a control de qualitat de proteines i
organuls que estan dintre de la cél-lula. El procés de formacié de I'auto-fagosoma esta dividit en
diferents fases. 1) El procés d’iniciacié comenga amb I'activacié del complex Unc-51-Like Kinase 1
(ULK1) (format per ULK1, ULK2, ATG13 i FIP200) i del complex PI3K classe Il (format per VPS34,
ATG14 i UV). L'activacidé d’aquests complexes donara lloc al procés 2) de formacié i nucleacié de la
membrana. Durant aquest procés la proteina LC3-1 és conjugada amb un phoshpatidyl-ethanolamine
(PE) per a formar la LC3-ll que sera incorporada a la membrana per tal d’ajudar en el procés de
nucleacid. Simultaniament, la proteina P62 actuara com una proteina segrestadora del material
(proteines, organuls ,etc.) que s’hagi d’eliminar i el guiara dintre del auto-fagosoma. 3) Finalment, el
auto-fagosoma ja format es fusionara amb el lisosoma, formant el auto-lisosoma. En aquesta ultima
fase el contingut del auto-fagosoma és degradat pels enzims (lipases, proteases, glucosidases, etc.)

del lisosoma incloent les proteines LC3-Il i la P62 [16,17].

2.3.1 L’eix AMPK/mTORCc1: Reguladors del metabolisme

L'autofagia és un procés altament regulat i que la seva activacié dependra en certa manera
de l'activitat de la AMPK i mTORC1. En primer lloc, la AMPK esta composada per una subunitat
catalitica a i dos subunitats reguladores B i y. El complex AMPK incrementa la seva activitat quan és
fosforilat al residu d’aminoacid Thr172 de la subunitat catalitica a. Aquesta activacié normalment es
produeix davant situacions d’estrés d’energia , és a dir, quan la relaci6 AMP/ATP incrementa [18].
Davant aquesta situacio es genera una reprogramacié metabolica ja que s’inhibeixen les principals

vies anaboliques (sintesis de lipids, glicogen, hexosamines, etc.) per a prioritzar les vies cataboliques



(glicolisis, lipolisis, autofagia, etc.) i garantir els requeriments energetics cel-lulars del moment.
L’activacié de I'autofagia per part de la AMPK la produeix en diferents nivells. Per una banda, activa
a ULK1 per a que es pugui iniciar el procés d’iniciacio de I'autofagia [19]. Per altra banda, activa a la
proteina TSC2 i la subunitat RAPTOR de la proteina mTORC1 per tal de mantenir-la inhibida ja que és
el principal regulador negatiu de I'autofagia. En canvi, quan la situacié metabolica canvia , és a dir,
qguan hi ha un excés de nutrients (aminoacids) la proteina mTORC1 incrementa la seva activitat i per
contra AMPK s’inhibeix [20,21]. Durant la seva activacié promou totes aquelles vies metaboliques
anaboliques (sintesis de proteines, lipids, nucleotids, etc.) per tal d’afavorir el creixement cel-lularila
seva proliferacid. La regulacié de I'autofagia per part de mTORC1 es realitza a través de la inhibicid
dels complexos d’iniciacid de I'autofagia i a nivell transcripcional també inhibeix el factor de
transcripcié EB (TFEB), un regulador transcripcional lisosomal i de gens involucrats en I'autofagia

[22].

2.4 Tractaments terapéutics de la obesitat

L'obesitat és una malaltia metabolica on la majoria de tractaments utilitzats fins al moment
no mostren una milloria a llarg termini. Concretament, el tractament dietétic provoca una perdua de
pes en pacients amb obesitat , no obstant, a llarg termini la seva eficacia es perd a causa dels canvis
en la conducta alimentaria que afavoreixen a |'efecte rebot del pes corporal. En canvi, quan el
tractament dietetic s’utilitza conjuntament amb activitat fisica la perdua de pes ocasionada per la
dieta es manté més estable en el temps i disminueix I'efecte rebot dels tractaments exclusivament
dietetics [23]. D’altra banda, la cirurgia bariatrica (CB) reservada en I'obesitat més extrema o en
situacions amb complicacions metaboliques importants no només és capag de reduir i mantenir el
pes corporal a curt i mitja termini ,sind que també, és capag de revertir la NASH i en molts casos
curar la DMT2 [24,25,26].

Actualment, no existeix cap tractament especific per a la MAFLD i més concretament per a la
NASH. No obstant, la metformina és un farmac molt utilitzat en el control de la DMT2 que actua en
la inhibicié de certes vies metaboliques (lipogenesis de novo, lipolisis del teixit adipds) que poden ser
utils per a controlar el curs de la malaltia de la MAFLD i per tant en disminuir els casos de NASH
[27,28].
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3. Hipotesis i objectius

El nostre estudi es planteja si I'administracio del farmac metformina pot prevenir I'aparicié

de la NASH en un model amb obesitat.

Els principals objectius de I'estudi sén:

— Observar I'efecte de la dieta i la metfromina sobre I’estat metabolic
— Avaluar I'efecte de la dieta i/o la metformina sobre la I'afectacié hepatica i la mida dels
adipocits de diferents regions anatomiques.

— Determinar el grau d’activacié I'eix AMPK/mTORC1 i com afecta en el procés d'autofagia.

4. Materials i metodes

4.1 Animals i intervencio dietetica

Els ratolins C57BL/6J de quatre setmanes de vida es van obtenir de ENVIGO (Barcelona,
Espanya). Acte seguit, van ser distribuits en gabies amb capacitat per a 4 ratolins i es van allotjar en
una sala amb temperatura controlada (22 £ 22C) i amb un cicle de llum/obscuritat de 12 hores, amb
Iinici luminic a les 8 del mati. Tots els ratolins eren mascles i es van aclimatar a I'estabulari durant
una setmana amb una dieta estandard amb la seglient composicid: 58% d'hidrats de carboni, 24%
de proteines i 18% de greixos del total de les calories.

Al cap de 5 setmanes d’edat els ratolins van ser assignats aleatoriament a rebre una dieta
estandard (SD, n=8), SD amb metformina (SD+M, n=8), dieta alta en greix i sacarosa (HF-HSD, n=8), i
HF-HSD amb metformina (HF-HSD + M, n=8) durant 20 setmanes. Després de les 20 setmanes els

ratolins van ser sacrificats. (Figura 1)
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CD: Chow Diet

HF-HSD: High Fat — High
Sucrose Diet
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Figura 1: Disseny de I'estudi.

La dieta estandard (TD.2014, Teklad) es va administrar durant I’estudi i va consistir en: 67 %
d'hidrats de carboni, 20% proteines i un 13% de greixos del total de les calories. La dieta HF-HSD
(TD.08811, Teklad) contenia: 40,7% d’hidrats de carboni (29% de sacarosa), 14,7% de proteines i un
44,6% de greixos del total de les calories.

Els ratolins van ser controlats diariament per comprovar el seu benestar general, els signes
de malestar i angoixa. El pes corporal, la ingesta d’aliments i d’aigua van ser controlats
setmanalment amb I'administracio diaria de metformina (300 mg/kg/dia).

Finalment durant el sacrifici es va realitzar una extraccié de sang mitjancant una puncio
cardiaca. A més, es va realitzar I'extraccié del fetge i del teixit adipds originari de diferents zones
anatomiques. Es van pesar i dividir per a la seva posterior fixacié en formol o congelat amb nitrogen

liquid i posteriorment emmagatzemat a - 80°C.

4.2 Test de tolerancia de glucosa
Els ratolins van estar en deju durant 14 hores, des de les 18:00 h fins a les 8:00 h del mati segient. Es
va injectar via intraperitoneal una solucié de glucosa (2 g de glucosa per kg de pes corporal). Es van

realitzar diferents mesures (15, 30, 60 i 120 minuts post injeccid) a través d’'un glucometre manual

(Accu-Check, Roche).
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4.3 Analisi bioquimic

Les concentracions seriques de la glucosa, el colesterol, els triglicerids i de [I'alanina
aminotransferasa es van determinar mitjangant proves estandard en |'analitzador Cobas Mira (Roche

Diagnostics, Rotkreuz, Suisa).

4.4 Analisis histologic i d’imatge

Les mostres de teixit hepatic i adipds es van fixar en formol i van ser submergides en parafina per la
seva posterior tincié amb hematoxilina i eosina. El grau de empitjorament hepatic es va estimar
mitjangant la puntuacié de NAFLD Activity Score. Aquest sistema de puntuacié es basa en les
caracteristiques histologiques classificades en tres categories: Grau d’esteatosis (de 0 a 3), grau
d’inflamacié lobular (de 0 a 2) i grau de ballooning hepatocel-lular (de 0 a 2). Es va considerar que les
mostres histologiques presentaven NASH quan la puntuacié NAS era >5.

La mida mitjana dels adipocits del teixit adipds visceral i subcutani es va mesurar mitjancant el
programa informatic ImageJ) 1.51 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.) amb I'eina
d’adipocits de la macro MRI’s adipocyte tool.

Les seccions es van observar mitjangant microscopia optica (Eclipse E600, Nikon) i les imatges van

ser realitzades amb el software NIS-Elements F 4.00.00.

4.5 Analisis Western Blot

La solucié de lisis utilitzada per I'obtencié de I’homogenat de mostres hepatiques contenien un
coctel d’inhibidors de proteases i fosfatases. La concentracid proteica dels homogenats es van
analitzar mitjangant el kit d’assaig de proteines BCA (Sigma). Es van carregar 50 ug de proteina total
per igual i posteriorment es van separar mitjancant electroforesis en el gel de SDS-poliacrilamida i es
van transferir a membranes de nitrocel-lulosa utilitzant el sistema Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-
Rad). Posteriorment les membranes es van bloquejar durant 30 minuts en llet desgreixada al 5% en
una solucid salina tamponada amb Tris suplementada amb Tween 20 (TBS-T) al 0.1% a temperatura
ambient i es va incubar durant tota la nit a 42C agitant-se suaument amb I'anticos primari (Annex I).
L'anticos primari es va detectar utilitzant un anticos secundari associat a I'enzim horseradish
peroxidase (HRP). Finalment es va utilitzar el substrat quimioluminescent SuperSignal West Femto
(ThermoFisher) per a la seva deteccid. Les imatges es van capturar digitalment utilitzant el sistema

ChemiDoc MP (Bio-Rad) i les bandes es van quantificar utilitzant el software Image Lab (Bio-Rad).
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L’expressié de la proteina es va normalitzar respecte una proteina control (FAH). Les membranes

utilitzades per a cada proteina poden ser observades al Annex Il

4.6 Analisis estadistic
Els resultats i els grafics obtinguts dels grups es van analitzar i comparar estadisticament amb el test
estadistic U de Mann Whitney (test no paramétric) fent servir els programes informatics RStudio,

SPSS 25 i Graphpad prism 9.0.1.

Els valors de p < 0.05 es van considerar estadisticament significatius.
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5. Resultats

5.1 La metformina no millora els efectes causats per una dieta HF-HSD.

Durant les primeres setmanes de |'estudi vam observar que I'administracié de la metformina
davant una dieta alta en greixos i sacarosa (HF-HSD) era capa¢ de moderar l'increment de pes dels
ratolins. No obstant aix0, un cop finalitzat les 20 setmanes de tractament els grups alimentats amb
una dieta HF-HSD presentaven un pes similar, suggerint una pobra eficacia de I'administracié de Ia
metformina a llarg termini (Figura 1A). Per altra banda, vam observar que I'administracié d'una dieta
HF-HSD promovia un estat obesogénic en comparacid a una dieta control. Aquest increment en el
pes corporal davant una dieta HF-HSD va ser acompanyat per un augment de la ingesta calorica,
independentment de I'administracié de metformina (Figura 1B). Malgrat aix0, quan la metformina

va ser administrada en una dieta control es va observar una disminucid en la ingesta calorica.

Els efectes de la dieta es van observar en el pes dels diferents dorgans metabolics extrets
(Figura 1C). Concretament, aquells grups alimentats amb una HF-HSD van mostrar un major pes del
fetge i dels teixits adiposos marrd, visceral i subcutani, pero I'administracié del farmac metformina
en una dieta HF-HSD va augmentar el pes del teixit visceral perigonadal i va reduir el pes del teixit
adipdés marrd. Per a valorar el metabolisme de la glucosa dels ratolins vam realitzar el test de
tolerancia a la glucosa dos setmanes previes al sacrifici. Els grups alimentats amb una dieta HF-HSD
van presentar una area sota la corba (AUC) major i per tant presentaven una pitjor tolerancia a la
glucosa en comparacié als grups control. Per altra banda, vam observar una millora significativa de la
tolerancia a la glucosa quan els ratolins alimentats amb una dieta HF-HSD se'ls hi administrava la
metformina (Figura 1D, Figura 1E). Després de I'analisi bioquimic vam observar com una dieta HF-
HSD incrementava les concentracions seriques de la glucosa, el colesterol total i de la ALT,
independentment de I'administracié de la metformina. En canvi, els valors de triglicérids dels grups
alimentats amb una HF-HSD van mostrar uns nivells inferiors respecte als grups control, tot i que tots

els grups dels ratolins presentaven uns valors dintre del rang de normalitat.
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Figura 1.L’administracié de la metformina no afecta al pes corporal ni als paramatres bioquimics pero si al
metabolisme de la glucosa. (A) Corba de pes dels ratolins al llarg de I'estudi (B) Ingesta calorica total dels
ratolins. (C) Pes dels teixits adiposos: Visceral, subcutani i marré (D) Test de tolerancia a la glucosa (E)

Parametres bioquimics: Glucosa, colesterol total, triglicerids i alanina aminotransferasa (ALT).
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5.2 La metformina indueix la disminucié dels adipocits del teixit adipds subcutani

pero0 unicament davant una dieta estandard.

El fetge és un organ que esta organitzat per diferents unitats funcionals hexagonals. Cada
hexagon pot ser dividit en tres zones diferents: periportal (Zona 1), intermitja (Zona 2) i perivenosa
(zona 3). Cal destacar que la sang oxigenada passa primer per la Zona 1 fins arribar a laZona 3, on la
sang esta menys oxigenada. Per a determinar la gravetat de les diferents micrografies hepatiques
vam utilitzar el NAFLD Activity Score (Figura 2A). En primer lloc, vam observar que aquells grups que
es van alimentar amb una HF-HSD presentaven un grau d’esteatosis similar. Concretament, la
distribucié i el tipus d’esteatosis diferia en funcid la zona. La distribucié de la esteatosis
macrovisicular es localitzava principalment en la Zona 1, en canvi, la localitzacié de la esteatosis
microvesicular era homogenia entre la Zona 1 i Zona 2. Per altra banda, els grups alimentats amb
una dieta estandard no presentaven esteatosis , no obstant, en els hepatocits es podia observar
petites vacuoles de greix condicié que es dona en situacions normals. A més, també vam determinar
el grau de ballooning (deformacié del hepatocit) i vam observar que els grups alimentats amb una
dieta obesogénica presentaven una major grau que els grups alimentats amb una dieta estandard,
independentment de I'administracié de la metformina. Per tal d’observar la relacié entre organs
(fetge-teixit adipds) vam mesurar l'area dels adipocits de quatre teixits adiposos de zones
anatomiques diferents (Figura 2B).

Generalment, vam observar que els grups alimentats amb una HF-HSD mostraven una
major mida dels adipocits (hipertrofia) a més d’'una major preséncia d’estructures formades per
macrofags en forma de corona (CLS, Crown like structures), suggerint una major mort cel-lular. Per
una banda, en el teixit adipds visceral (perigonadal i retroperineal) vam observar com el teixit
perigonadal presentava una major hipertrofia quan s'administrava la metformina en una dieta HF-
HSD. En el cas del teixit retroperitoneal, no vam observar canvis entre els diferents grups, suggerint
gue és un teixit poc influenciable a la dieta. Per altra banda, en el teixit adipds subcutani (inguinal,
anterior) vam observar que I'administracié de la metformina promovia efectes diferents en funcié
de la dieta administrada. Concretament, en el teixit inguinal es produia una reduccié de la mida dels
adipocits en els models control, en canvi, la mida dels adipocits va augmentar en els grups
alimentats amb una HF-HSD. A més, vam observar que I'administracié de metformina en una dieta
estandard promovia la disminucié de |'area dels adipocits. Aquests resultats estaven en linia amb
I'augment de la freqiiéncia de la poblacié beige. En canvi, els efectes observats per la metformina

van desaparéixer quan era administrada conjuntament amb una dieta HF-HSD.
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5.3 La metformina no és capag d’activar I'autofagia en un model obesogenic amb

esteatoheaptitis

L'autofagia és un procés destinat a reciclar tot el material (proteines, organuls) biologic afectat per
tal d’evitar la pérdua de la homeostasis intracel-lular. Una pérdua de la funcié de l'autofagia esta
relacionada amb nombroses complicacions metaboliques , no obstant, I'Us de la metformina en
diferents models in-vitro i in-vivo indica que podria ser util per mantenir-la activa. Els nostres
resultats, demostren que una dieta obesogénica alta en greixos i sacarosa inhibeix I'activitat de la
proteina AMPK encarregada d’activar el procés de l'autofagia (Figura 3B i 3C). A més, aquesta
inhibicié de la AMPK va estar associada amb I'augment de la fosforilacié de la proteina S6K,
suggerint l'activacié de la proteina mTORC1 que actua com a principal factor d’inhibicié de
I'autofagia. Després d’observar quina implicacié tenia la dieta en els principals factors
d’activacid/inhibicié de |'autofagia vam observar com afectava en les principals proteines
involucrada en el procés de vesiculacié de I'autofagosoma i la fusié en el lisosoma. (Figura 3A) Vam
observar que la proteina LC3-ll involucrada en el procés de vesiculacid del fagosoma estava
incrementat en els grups alimentats amb una dieta obesogénica. Aquest increment suggereix un
augment en el nombre d’autofagosomes pendents a ser fusionats amb el lisosoma per a la seva
posterior degradacid. Per a observar si aquests autofagosomes es fusionaven amb els lisosomes vam
determinar els nivells de la proteina P62. Aquesta proteina esta involucrada en la captacié de
material afectat i no funcional per a la seva posterior incorporacié en I'autofagosoma i eliminacié en
el lisosoma. Els nostres resultats, van demostrar que els nivells de la proteina P62 estava
incrementada en els grups alimentats amb una dieta obesogeénica, indicant que els autofagosomes
no es fusionaven en el lisosoma o bé que la degradacié en el lisosoma no era efectiva. Finalment,
vam determinar si la metformina era capa¢ de mantenir activada I'autofagia en un model amb
obesitat. Els nostres resultats van observar que I'activitat de ’AMPK estava inhibida i activada la
mMTORC1. A més, les proteines involucrades en I'autofagia presentaven les mateixes alteracions que
el grup Unicament alimentat amb una HF-HSD. Aquests resultats, demostren que la metformina no

era un tractament efectiu per mantenir I'autofagia activada en un estudi de 20 setmanes.
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6. Discussio

L'obesitat ha anat augmentant al llarg dels anys en tot el mén, principalment a causa d’un estil de
vida sedentari i d’'un excessiu consum d’aliments d’elevat contingut caloric. Aquest desequilibri
nutricional afavoreix el creixement hipertrofic del teixit adipds. Si la situacié es manté cronicament
comencaran a apareixer complicacions metaboliques com la DMT2, la hipertensid, la dislipémia i
acabant amb el fetge gras. Actualment, en experimentacié animal existeixen una amplia gamma de
dietes obesogeniques (ex: alta en greixos, alta en greixos i colesterol ,etc.) disponibles. No obstant
aixo, la majoria d’elles no mimetitza la dieta d’'un huma (per contenir un alt % de greix o de
colesterol) el que dificulta I'estudi de certes malalties dins d’'un context amb obesitat [29]. La dieta
utilitzada en aquest estudi presenta un alt contingut en greixos i sacarosa per tal de reproduir d’'una
forma més fidel el patré dietetic estandard de la societat més occidental. Concretament, en un
estudi publicat recentment en la nostra unitat va demostrar que una dieta alta en greixos i sacarosa
durant 20 setmanes era suficient com per induir un model obesogénic amb esteatohepatitis [30]. Els
resultats presentats aqui mostren que els efectes de la metformina desapareixen quan es
administrada conjuntament amb una dieta alta en greixos i sacarosa. Per una banda, els nostres
resultats van mostrar que una dieta obesogenica incrementava el pes dels ratolins al llarg de les
setmanes d’estudi en comparacié amb els grups control i que I'administracid de la metformina
Unicament moderava el increment de pes en les primeres setmanes. No obstant, nombrosos estudis
realitzats en ratolins han mostrat que quan s’administra metformina és modera l'increment de pes
almenys durant 12 setmanes. Aquestes diferéncies observades poden ser degut a la dosis
administrada ja que mentre en un estudi va administrar 1000mg/kg/dia [31] nosaltres en vam
administrar 300mg/kg/dia. Un altre estudi mostra com ratolins ob/ob alimentats amb una dieta
estandard conjuntament amb I'administraci6 de metformina redueixen el pes de forma
considerable. Aquestes diferencies observades respecte al nostre estudi poden ser degudes tan al
background genetic ja que son ratolins modificats geneticament com per la forma d’administracié de
la metformina. Concretament, en el nostre estudi la dosis administrada es va afegir conjuntament
amb el biberé d’aigua, en canvi, en aquest estudi I'administracié va ser a través d’'una canula a una
concentracié de 75mg/kg/dia [32]. D’acord als nostres resultats, la dieta obesogénica HF-HSD induia
un empitjorament del metabolisme de la glucosa, aixi com també, dels parametres bioquimics com
ara la glucosa, el colesterol total i la ALT. Certament, quan es va administrar la metformina
Unicament es va observar una millora en el test de tolerancia de la glucosa. Aquesta observacio
podria ser explicada per la capacitat que te d’induir la translocacié del transportador de glucosa 4

(GLUT 4) i com a resultat millorar la tolerancia a grans carregues de glucosa [33]. Com previament
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vam descriure I'administracié d’'una dieta HF-HSD [34] incrementa el grau d’esteatosis, ballooning i
d’inflamacié lobular. Amb el present estudi, hem corroborat que aquesta observacid es manté
intacta encara que s’administri la metformina, mostrant que un tractament farmacologic per si sol
dificilment pot ser eficac a llarg termini i en una malaltia tant complexa com la MAFLD.
Sorprenentment, tot i que no s’observa efectes significatius a nivell d’histologia del fetge vam
observar que la metformina promou efectes significatius a nivell del teixit adipds subcutani.
Considerant aquesta observacio, és important destacar que la metformina esta implicada en
I'activacié de la AMPK i per tant en afavorir la inhibiciéd de la mTORC1. A nivell de teixit adipds pot
ser contraproduent mantenir activada la AMPK ja que afavoreix a I'activacié de la mitofagia. Aquest
fet, pot acompanyar-se amb la disminucié de la poblacié beige i que en condicions amb obesitat pot
representar un problema greu degut a una menor capacitat oxidativa per part del teixit adipds,
contribuint a la resisténcia a la insulina i a la acumulacié de greix en el fetge [35,36]. Un cop observat
els efectes de la dieta i de la metformina a nivell hepatic i del teixit adipds vam voler observar si la
metformina era capa¢ d’alterar a nivell mecanistic I'activacié de I'autofagia. Vam observar que cap
dels marcadors involucrats amb |'autofagia LC3 i P62 es va veure afectat per I'administracio de la
metformina. A més tampoc vam observar cap diferencia a nivell d’activaci6 de AMPK/mTORC1. En
canvi, nombrosos estudis suggereixen que la metformina és capag d’activar la AMPK a través
d’inhibir el complex | mitocondrial i com a consequéncia incrementar el rati AMP/ATP i activar AMPK
[37,38]. Com a resultats de I'administracio de la dieta vam observar una activacié de mTORC1 que va
inhibir I'autofagia. D’acord amb els nostres resultats, la proteina LC3-Il com la P62 van incrementar
respecte els grups alimentats amb una dieta estandard. Certament, aquest efecte pot ser explicat,
almenys en part, per la incapacitat de I'autofagosoma de fusionar-se amb el lisosoma i ser degradat.
Nombrosos estudis demostren que I'acumulacié de I'autofagosoma pot ser com a resultats d’una
inhibicid en la fusid entre el autofagosoma i el lisosoma [39]. Una altra explicacié podria ser a causa

de la disminucio de I'activitat proteolitica de les hidrolases lisosomals [40].

7. LIMITACIONS

Respecte les limitacions observades cal destacar que els animals seleccionats només eren macles i
caldria realitzar el mateix experiment en ambdds sexes. També vam administrar la metformina
oralment i la dosi podria variar segons el ratoli, per aixdo s'hauria de contemplar la possibilitat
d’administrar el farmac via intragastrica per minimitzar la diferéncia. A més, seria interessant

observar els efectes de la metformina a diferents dosis. D’altra banda, per a confirmar els resultats
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obtinguts s’hauria de realitzar el mateix experiment almenys 3 cops en intervals de temps diferents
per a disminuir I'atzar. A més a més, també s'hauria de plantejar en aplicar aquest estudi amb

humans, per evitar la possible variacio dels efectes de la metformina en models animals.

8. Conclusio

La metformina per si sola no contribueix a la millora de la MAFLD a llarg termini. Un tractament

dietetic és la millor estrategia per actuar preventivament en la malaltia.
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ANNEX I

Proteines implicades en I'autofagia seleccionades per I'estudi

Primary Secondary
Protein Protein name Primary antibody antibody antibody
dilution dilution
Immunoblotting
PAMPK phospho AMP-activated Protein Kinase An_‘ci—phospho—AMPKu (_‘I'hrl_TZ} 1/1000 1/5000
antibody (#2531A, Cell signaling)
Anti-AMPK tibody (#2532, Cell
AMPK AMP-activated Protein Kinase i a ?m I _0 vi & 1/1000 1/5000
signaling)
FAH Fumarylacetoacetate hydrolase FAH Polyclonal Antibody (PAS- 1/1000 1/5000
v Y 30027, Invitrogen)
Microtubule-associated proteins 1A/1B - -
i i Anti-LC3B antibody (#2773, Cell
LC3B light chain 38 signaling) 1/1000 1/5000
62/ SQSTM1 antibody (#5114,
P52 Sequestosome-1 P62/ SQSTM1 antibody ( 171000 1/5000
Cell signaling)
. Phospho-p70 56 Kinase (Thr3gs)
Ph ho-p70 56 K
pS6K ospho-p fnase Antibody (#9205, Cell signaling) 1/1000 1/1000
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ANNEX I

Membranes senceres de la técnica Inmuno Blot
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