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1. ABSTRACT

CATALA

Introduccié

La ingesta excessiva d’energia provinent d’aliments d’alt contingut caloric i baix valor
nutricional, és un problema important en les societats industrialitzades, ja que provoca
I'aparicié de patologies, com la malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD). Aquestes
patologies tenen en comu caracteristiques fisiopatologiques i mecanismes moleculars
relacionats amb la inflamaci6 i I'oxidacio.

L'objectiu d’aquest estudi fou observar els efectes de la deficiéncia de la quimiocina CCL2
en el metabolisme d’'un model animal d’estres oxidatiu i hiperlipemic, a més d’avaluar la
influéncia del factor dietétic.

Metodologia

Es van utilitzar un total de 48 ratolins mascles. A les 10 setmanes d’edat, els animals es van
distribuir de manera aleatoria segons el tractament dietétic: un grup (n=24) amb dieta
estandard (CD) i un segon grup (n=24) amb dieta rica en greix (HF). En cada grup es van
utilitzar ratolins Wild type (n=8) i PON1/LDLr knockout (n=8) com a grup control i com a model
d’estudi CCL2/PON1/LDLr knockout (n=8).

S’ha dut a terme una analisis metabolomica del teixit hepatic mitjangant I'espectrometria
de masses (GC-EI-QTOF-MS). També es van analitzar I'evolucié del pes i la ingesta, tincions
histologiques i immunohistoquimica (F4/80-macrofags) del teixit hepatic.

Resultats:

En dieta estandard, els ratolins CCL2/PON1/LDLr knockout van presentar menys esteatosi
hepatica que els PON1/LDLr knockout, assolint una equiparacié amb els Wild type. No
obstant, la presencia de macrofags en el teixit hepatic era significativament més elevada en els
CCL2/PON21/LDLr knockout.

Els resultats obtinguts de I’analisi metabolomica van mostrar una similitud en la
funcionalitat metabolica entre els CCL2/PON1/LDLr knockout i els Wild type en preséncia
d’una CD. En canvi, els CCL2/PON1/LDLr knockout amb una dieta HF presentaven alteracions
a nivell del metabolisme de la glucosa.

Conclusions:
Els resultats suggereixen que la inhibicié de CCL2 podria ser una terapia interessant degut a

la capacitat de regular la funcionalitat metabolica i I'acumulacié lipidica en els hepatocits.



CASTELLA

Introduccién

La ingesta excesiva de energia que proviene de alimentos con alto contenido calérico y bajo
valor nutricional, es un problema importante en las sociedades industrializadas, puesto que
provocan la aparicién de patologias, como la enfermedad del higado graso no alcohdlico
(NAFLD). Estas patologias tienen en comun caracteristicas fisiopatoldgicas y mecanismos
moleculares relacionados con la inflamacién y la oxidacién.

El objetivo de este estudio era observar los efectos de la deficiencia de la quimiocina CCL2
en el metabolismo de un modelo animal de estrés oxidativo e hiperlipemia, ademas de evaluar
la influencia del factor dietético.

Metodologia

Se utilizaron un total de 48 ratones machos. A las 10 semanas de edad, los animales se
distribuyeron de forma aleatoria seglin el tratamiento dietético: un grupo (n=24) con dieta
estandar (CD) y un segundo grupo (n=24) con dieta rica en grasa (HF). En cada grupo se
utilizaron ratones Wild type (n=8) i PON1/LDLr knockout (n=8) como grupos controles y como
modelo de estudio CCL2/PON1/LDLr knockout (n=8).

Se ha llevado a cabo un analisis metaboldmico del tejido hepatico mediante espectrometria
de masas (GC-EI-QTOF-MS). También se analizaron la evolucion del peso y la ingesta, tinciones
histoldgicas e immunohistoquimica (F4/80) del tejido hepatico.

Resultados:

En dieta estandar, los CCL2/PON1/LDLr knockout presentaron menor esteatosis hepatica
qgue PON1/LDLr knockout logrando una equiparaciéon con los Wild-Type. No obstante, la
presencia de macréfagos en el tejido hepatico era significativamente mas elevada en los
CCL2/PON1/LDLr knockout.

Los resultados obtenidos del anadlisis metabolémico mostraron una similitud en la
funcionalidad metabdlica entre los CCL2/PON1/LDLr knockout y los Wild type en presencia de
una CD. En cambio, con una dieta HF, los CCL2/PON1/LDLr knockout presentaron alteraciones
a nivel del metabolismo de la glucosa.

Conclusiones:

Los resultados sugieren que la inhibicién de CCL2 podria ser una terapia interesante debido

a la capacidad de regular la funcionalidad metabdlica y la acumulacién lipidica en los

hepatocitos.



ANGLES

Background and aim

Excessive intake of energy from high-caloric foods and low nutritional value is a major
problem in industrialized societies, since they cause the appearance of diseases, such as non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD). These pathologies have in common pathophysiological
features and molecular mechanisms related to inflammation and oxidation.

The aim of this study was to observe the effects of the deficiency of the chemokine CCL2 in
the metabolism of an animal model with oxidative stress and hyperlipidemia, as well as to
assess the influence of dietary factor.

Methods

A total of 48 male mice were used. At 10 week of age, the animals were randomly
distributed according to the dietary treatment: one group (n=24) with chow diet (CD) and a
second group (n=24) with high-fat diet (HF). In each group they were used Wild type and
PON1/LDLr knockout were used as a control group and CCL2/PON1/LDLr knockout mice as a
study model.

A metabolomic analysis of liver tissue by mass spectrometry (GC-ElI- QTOF-MS) was
performed. The evolution of animal weight and intake and histological and
immunohistochemical staining of the liver tissue were also analyzed.

Results

In chow diet, CCL2/PON1/LDLr knockout mice had lower liver steatosis than PON1/LDLr
knockout mice reaching equality with Wild type. However, the presence of macrophages in the
liver tissue was significantly higher in the CCL2/PON1/LDLr knockout.

The results of metabolomic analysis showed a similarity in metabolic functionality
between CCL2/PON1/LDLr knockout mice and Wild type in the presence of a CD. However, in

HF diet, the CCL2/PON1/LDLr knockout mice showed alterations in glucose metabolism.

Conclusion
Results suggest that inhibition of CCL2 could be an interesting therapy due to its ability to

regulate the metabolic function and lipid accumulation in hepatocytes.



2.INTRODUCCIO

Les modificacions dels habits dietétics i de I'estil de vida han conduit a un increment de la
prevalenca mundial de patologies tan importants com 'obesitat. Concretament, I'obesitat és la
malaltia metabolica més freqlient, amb multiples repercussions organiques que suposen un
problema social i de salut publica de primera magnitud. Aquest fet és degut a I'associacid que
presenta amb comorbiditats com ara la resisténcia a la insulina (RI), la diabetis mellitus tipus Il
(DMT2), la hipertensid arterial, I’hepatocarcinoma (HCC), I'aterosclerosi, la malaltia del fetge
gras no associada al consum d’alcohol (NAFLD de I'anglés Non Alcoholic Fatty Liver Disease),
alguns cancers, entre d’altres... [1].

Actualment, es duen a terme una gran quantitat d’estudis per tal d’esbrinar quins sén els
principals processos involucrats en el desenvolupament d’aquestes patologies. S’ha observat
que en la fisiopatologia de I'obesitat, i per tant, de la diabetis i/o I'esteatosi hepatica, es
produeixen un seguit d’interconnexions complexes entre les vies metaboliques, la inflamacid i
I'estrés oxidatiu [2,3]. Aixi doncs, sembla evident que per mantenir I'equilibri en I'organisme,
és imprescindible la coordinacié entre aquests tres factors. Aquesta coordinacié requereix la
participacié de diverses cel-lules, hormones i molécules (com les citoquines) implicades en el
manteniment de ’"homeostasi de I'organisme entre els diferents organs. En tot aquest procés,
el fetge juga un paper clau com a regulador del metabolisme dels lipids i de la glucosa.
Qualsevol desregulacié d’aquest organ augmenta la seva susceptibilitat al desenvolupament

de patologies com la NAFLD [4].

2.1. NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease)

La NAFLD és una malaltia asimptomatica [6]. A nivell histologic, es caracteritza per
I'acumulacié de triglicérids en els hepatocits en forma de vesicules macrovesiculars o
microvesiculars [7]. Es diagnosticada mitjangant una ressonancia magnética nuclear (RMN) o
per una biopsia hepatica, un cop s’han exclos causes secundaries d’acumulacié de greix:
consum elevat d’alcohol (major de 21 Unitats de Beguda Estandard [UBE] en homes i 14 UBE

en dones en un periode de 2 anys), determinants medicaments o desordres hereditaris [8,9].

2.1.1. Prevalenca

La NAFLD és actualment la malaltia cronica hepatica més important en els paisos
occidentals, degut a I'elevat risc actual de mortalitat. En els ultims 15 anys, s’ha observat que
les persones que pateixen aquesta malaltia tenen una incidéncia de mort entre un 34-36% més

elevada que la poblacié general [10].



Actualment, existeix una prevalenga alarmant a nivell mundial que s’ha anat incrementant

en el darrers anys. S’ha observat que tant als Estats Units, Europa com Asia, oscil-la entre el 10-

30% (Figura 1) [4,10]. També té un gran impacte en la poblacid infantil, ja que es situa al

voltant d’un 3-10%, incrementant-se fins 40-70% en nens amb obesitat. Aquest increment, es

déna paral-lelament amb I'actual epidémia d’obesitat que existeix tant en la poblacié adulta

com en la poblacid infantil [11,12].
Clinicament, la NAFLD esta fortament
associada a caracteristiques de la sindrome

metabolica (SM) tal com, [I'obesitat

abdominal, la resisténcia a la insulina, la

dislipémia, la hipertrigliceridemia i la

hipertensid. Aquest fet condiciona al

increment de la prevalenca en aquests
individus, ja que en obesos morbids
sotmesos a cirurgia bariatrica, pot arribar a

excedir fins el 90% [13].

2.1.2. Fisiopatologia
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Figura 1. Correlacio entre la prevalenca de NAFLD i
obesitat.
Adaptada de R Loomba et al. (2013).

La NAFLD es caracteritza per I'ampli espectre de la condicié clinicopatologica del propi

fetge, que pot desenvolupar-se a una esteatohepatitis (NASH) i progressar a fibrosi, cirrosi i

finalment a un HCC (Figura 2) [7].
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Figura 2. Espectre de la histologia de NAFLD.
Adaptada de Hardy et al (2016).



La teoria vigent que podria explicar els factors involucrats en la NAFLD esta basada en tres
“hits”. El primer “hit” esta relacionat amb I'acumulacié de triacilglicerids a nivell dels
hepatocits. Els autors argumenten que l'esteatosi hepatica pot ser conseqliencia de la
resisténcia periférica a la insulina en el teixit adipds, que provoca un increment de la lipolisis
en aquest teixit. Conseglientment hi ha un augment dels acids grassos lliures en plasma que
son captats pel fetge, donant lloc a un augment dels nivells de lipids intracitoplasmatics en els
hepatocits [11].

El segon “hit” estableix que la lesid dels hepatocits es caracteritza per la preséncia de
cél-lules immunitaries, com poden ser els macrofags, els limfocits, els eosinofils i
ocasionalment els neutrofils, aixi com la secrecid de citocines proinflamatories, la disfuncid
mitocondrial i estres oxidatiu. Tots aquests factors contribueixen al desenvolupament de NASH
i/o fibrosi [15,16].

La presencia de fibrosi en individus amb NASH es relaciona amb una major probabilitat
d’esdevenir un fall hepatic, hipertensié portal i/o HCC [17,18]. Aquest succés es podria explicar
pel tercer “hit”, que sustenta la possibilitat d’una inhibicid en la replicacié dels hepatocits
madurs, produida per la presencia d’estrés oxidatiu. També destaca la incapacitat de substituir
les cél-lules mortes donant lloc a la formacié de col-lagen i en conseqiieéncia, promoure la
presencia de fibrosi hepatica [15].

Per tant, aquest conjunt de factors: la inflamacid, la desregulacié metabolica i la disfuncié

mitocondrial tenen una gran importancia a I’hora d’entendre les bases d’aquesta malaltia.

2.2.Inflamacio

La importancia de la inflamacié és més que notoria degut a la seva implicacié en diverses
malalties croniques, com I'obesitat, la diabetis mellitus tipus I, la resistencia a la insulina,
NAFLD, etc.

La inflamacid es considera un mecanisme de defensa destinat a garantir la supervivencia
de l'especie, per la seva capacitat a fer front a infeccions o reparar els danys causats. No
obstant aix0, una duracio perllongada del procés de inflamacié produeix un efecte totalment
contrari en I'organisme [2].

La resposta inflamatoria i el grau en qué actua, esta controlada especialment per Ila

secrecié de quimiocines [19].

2.2.1. Les quimiocines
Les quimiocines sén unes proteines de baix pes molecular (8-14kDa) que formen part de la
familia de les citocines. Es caracteritzen per ser mediadores proinflamatories, ja que promouen

la migracio de leucocits cap als teixits lesionats [19].



Actualment, les podem trobar classificades en quatre subfamilies segons els residus de
cisteina en N-terminal que contenen: les quimiocines a (CXC), les quimiocines B (CC), les
quimiocines y (C) i les quimiocines & (C3XC) [19,20]. En concret, la quimiocina més estudiada i
detallada dintre de les CC és la proteina quimioatraient de monocits (MCP-1 de I'anglés
Monocyte Chemoattractant Protein —1) també coneguda com a quimiocina CCL2 (de I'anglés,

C-C Chemokine Ligand 2) [20].

2.2.1.1 CCL2 (Chemokine [C-C motif] Ligand 2)

La CCL2, membre de la familia de les S-quimiocines, és codificada per un gen localitzat en
el cromosoma 17 (17,q11.2). La transcripcid d’aquest gen déna lloc a un peptid de 99
aminoacids que és precursor de la quimiocina CCL2 (76 aminoacids) [21]. La seva estructura es
caracteritza per la presencia de dos molécules de cisteina consecutives (C-C) enllagades per un
pont disulfur que manté I'estructura proteica [21, 22].

La CCL2 esta present en diversos teixits, la qual cosa implica que hi hagi un ampli ventall
de cel-lules capaces de sintetitzar-les. Entre elles podem trobar els fibroblasts, les cél-lules
endotelials, les cél-lules del muscul llis, els monocits, les cel-lules T altres tipus de cel-lules que
modulen el flux de cél-lules immunitaries cap a la zona afectada [23].

L'expressivitat de CCL2 esta regulada a nivell transcripcional per diversos agents
estimuladors incloent el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, de I'anglés Tumoral Necrosis
Factor alfa), 'interfer6 gamma (IF-gamma), el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF
de I'angles: “Platelet derived growth factor” i altres factors d’estres.

També existeixen agents inhibidors de I'expressié de CCL2 com poden ser I’acid retinoic,
glucocorticoides i estrogens [22,23].

La capacitat del sistema immunitari de fer front a un antigen o bé a una lesid del propi
teixit, depén molt de la secrecié de quimiocines i el conseglient reclutament de cél-lules
immunitaries, en el lloc i en el moment en qué ho precisa. Una part d’aquesta resposta
produida per CCL2, necessita la preséncia d’uns receptors per a poder induir una resposta
especifica. Concretament, el receptor de la quimiocina esmentada, és el CCR2 (de I'anglés C-C-
Chemokine Receptor type) [24]. Una vegada es produeix la unié entre CCL2 i CCR2 s’inicia una
serie de reaccions que permeten mobilitzar la cél-lula immunitaria (monocits, macrofags) a la

zona afectada [25,26].



2.2.2. CCL2 I NAFLD

L'estat inflamatori que s’observa en la NAFLD, indica que la funcionalitat dels teixits es
troba afectada, principalment la del teixit adipds. Aquesta situacié es generada en part per
I'accié de CCL2, que estimula la infiltracié de monaocits al teixit adipds per induir una resposta
inflamatoria. Aquesta resposta produeix canvis en la mida i en el nombre dels adipocits i en la
sintesis d’adipoquines com és el TNFa, agent estimulador de la CCL2 [27,28].

Per altra banda, la capacitat d’aquest teixit per emmagatzemar energia en forma de TG es
troba afectada, la qual cosa implica que I'excedent s’hagi d’acumular en altres teixits que no
tenen aquesta funcid especifica, com és el cas dels teixits hepatic, muscular i pancreatic. En el
cas del fetge, aquesta situacié acaba provocant una acumulacio lipidica en els hepatocits i,
conseglientment, una disminucié en la funcionalitat mitocondrial i un increment de la sintesi
d’espécies reactives de l'oxigen (ROS de l'angles Reactive oxygen species), normalment
atenuada per I'activitat de molecules antioxidants com per exemple, les paraoxonases (PON)
[28].

Per tant, la inflamacié i I'estres oxidatiu son conceptes claus en tota la fisiopatologia de la

NAFLD, ja que tenen una relaciéo molt estreta.

2.3. Oxidacio

L’estres oxidatiu és un desequilibri redox entre la produccié de molécules prooxidants i
antioxidants. Esta demostrat que una exposicid excessiva a aquest desequilibri, és altament
toxica per a les cel-lules i afecta als principals components cel-lulars: proteines, lipids i ADN
[29].

La preséncia d’enzims antioxidants representa un important mecanisme en la disminucié

de la carga d’agents prooxidants. Concretament, destaquen les paraoxonases [30].

2.3.1. Les paraoxonases

Les paraoxonases van ser descobertes originariament com a enzims que hidrolitzaven
compostos d’organofosforats toxics i exdgens, com l'insecticida paraoxé. Hi ha tres membres
dintre de la familia de les paraoxonases: paraoxonasa 1 (PON1), paraoxonasa 2 (PON2) i
paraoxonasa 3 (PON3). Aquestes estan codificats per tres gens localitzats de forma adjacent en
el cromosoma 7 (7921.3-g.22.1) en humans i en el cromosoma 6 en ratolins [31]. Els tres gens
son identics al 70% i es creu que deriven d’un precursor comu [32].

En humans, els gens de PON1 i PON2 s’expressen principalment en el fetge i en el ronyd, i
els seus productes proteics es troben en la circulacié associats a les lipoproteines d’alta
densitat (HDL). En canvi, els gens de PON2 s’expressen en diversos teixits, pero els seus

productes proteics sdn exclusivament intracel-lulars [32,33].



Fins ara, l'evidéncia cientifica ha demostrat que les tres paraoxonases estan
filogeneticament relacionades, tenen activitat lactonasa (hidrolitza homocisteina tiolactona) i
estan involucrades en la peroxidacié lipidica i en processos d’aterosclerosi. Concretament, la
PON1 contribueix a I'efecte ateroprotector de les HDL; [I'efecte antiaterogenic de la PON2
s’atribueix a la protecciéd del mitocondri enfront a 'estrés oxidatiu, mentre que PON3 ha
demostrat ser un factor protector contra |'obesitat [33,34,35]. No obstant, la PON més

estudiada actualment és la PON1.

2.3.1.1. PON1 (Paraoxonasa 1)

La PON1 és una glicoproteina que consta de 354 aminoacids amb un pes molecular
aproximat de 43 kDA [31]. Segons una cristal-lografia de X-raigs, I'estructura de la PON1 és
una hélix B de sis aspes i cada aspa conté 4 filaments. En el tinel central de I’hélix hi ha 2 Ca*,
essencials per 'estabilitat del I'enzim i I’activitat catalitica [34].

La PON1 és capag d’hidrolitzar compostos organics fosforats (paraoxé, diazaxén, sarin) i té
funcié lactonasa i arilesterasa (hidrolitza fenilacetat) [35]. A més d’aquestes funcions, diversos
estudis in vivo i in vitro, li han atribuit propietats antioxidants per la seva capacitat d’eliminar
peroxids lipidics de les lipoproteines, en especial de les LDL [32,34,37].

No obstant, I'activitat de la PON1 esta afectada per nombrosos factors: els polimorfismes
genétics, I'edat, el génere, el nivell d’estrés oxidatiu, els fosfolipids oxidats en LDL i HDL, el

consum d’alcohol, el tabaquisme i I’activitat fisica [38].

2.3.2. PON1i NAFLD

L’estres oxidatiu juga un paper central en la patogénesis de NAFLD, ja que un augment de
ROS pot causar la peroxidacio lipidica, seguida d’una resposta inflamatoria. S’ha observat que
els pacients amb NAFLD/NASH, presenten una disminucié de 'activitat d’enzims antioxidants
com la superoxid dismutasa, la catalasa, el glutatié i la PON1 [37,40,41].

Per explicar la disminucié de 'activitat de la PON1, s’han suggerit diversos mecanismes: el
primer, la PON1 és inactivada després de la peroxidacié lipidica degut a un increment de
radicals lliures; el segon, les alteracions en I'estructura i la composicié de les HDL podrien
afectar I'activitat de PON1. | el tercer: la disminucid de I'activitat de PON1 podria ser
secundaria a una sintesi hepatica de PON1 alterada [39].

Per aquest motiu, la mesura de PON1 en sérum s’ha proposat com una possible prova per a

I'avaluacid del grau de la insuficiéncia hepatica [41].



2.4. Dislipemia i NAFLD

El receptor de la lipoproteina de baixa densitat (LDLr), és una glicoproteina exhibida en la
superficie de les cel-lules, que juga un paper crucial en el control de ’homeostasi del colesterol
sanguini mitjancant la captacié del colesterol de les lipoproteines en circulacié. La funcié que
desenvolupa esta intimament relacionada amb el metabolisme lipidic, on un canvi en la seva
estructura o una disminucié de la seva expressi6 interfereix en la funcié que desenvolupa i pot
donar conseqliencies com un increment de les concentracions de les LDL i una disminucid dels
nivells de les HDL [42].

Aquesta condicié es pot trobar en individus amb NAFLD. Concretament, es caracteritzen
per tenir nivells de TG i LDL-c elevats. A més, les particules de LDL sén més petites i més
denses, la qual cosa fa que siguin més aterogéniques. Els mecanismes d'aquesta alteracio i/o
desregulacié encara no estan ben establerts, perd sembla ser que la sobreproduccié hepatica
de les particules de molt baixa densitat (VLDL) jugui un paper important en l'alteracié de la

resta de lipoproteines en circulacio [43,44].

2.5. Fetge: organ metabolic

El fetge és un organ que desenvolupa diverses tasques crucials per al correcte
funcionament de I'organisme. El paper més rellevant que desenvolupa és el d’un organ
metabolic que coordina totes les vies involucrades en el metabolisme energétic [45,46].

Durant una ingesta de carbohidrats, a part d’utilitzar la glucosa com a font d’energia també
utilitza la via lipogénica per la sintesis de TG. Aquesta situacié manifesta el nexe d’unié entre el
metabolisme de la glucosa i el lipidic, regulat per I'activitat de la insulina [46]. No obstant,
aquesta condicié es pot veure afectada en la preséncia de NAFLD, degut a I'acumulacié de
vesicules lipidiques en els hepatocits.

Probablement, aquest fet sorgeix d’una alteracid en el metabolisme energétic que propicia

I’'acumulacié lipidica i el increment d’acids grassos lliures en sang [48,49].

2.5.1. Relacio entre metabolisme, inflamacio i oxidacio.

Si s’observen tots els successos produits al llarg de la historia, es fa més que evident el
vincle entre el metabolisme i el sistema immunitari.

Durant milers d’anys la poblacidé sota condicions de fam o malnutrici6 eren més
susceptibles a les infeccions. No obstant, en les ultimes décades la situacid ha canviat
drasticament, ja que s’ha passat de situacions de pobresa a tenir una abundancia i
disponibilitat d’aliments en tot moment [50].

Malauradament, aquest extrem repercuteix sobre la salut del individu ja que compromet la

funcionalitat metabolica, en la qual la inflamacié i I’estrés oxidatiu hi sén presents [51].



La interrelacid entre els mecanismes de |'estrés oxidatiu i la inflamacié generen un gran
impacte en la transformacié d’energia que duu a terme el mitocondri.

Els mitocondris hepatics, presenten una serie de canvis morfologics i funcionals, que
interfereixen en el correcte funcionament. Aquests culminen amb un augment de la produccié

de ROS i la subseglient lesid dels hepatocits.

2.5.2. Metabolisme energetic.

El mitocondri, és un organul cel-lular vinculat al metabolisme energeétic. La seva funcio és
imprescindible per a l'obtencid d’energia, ja que proporciona al voltant del 90% de les
molecules d’ATP mitjancant la fosforilacié oxidativa. Aquest sistema d’obtencié d’energia
funciona gracies als coenzims NADH i FADH. Aquests, a través de reaccions d’oxidacio-
reduccio, capten els electrons del cicle de I’acid tricarboxilic (TCA, de I'anglés Tricarboxilic Acid
Cycle) per cedir-los posteriorment a la cadena transportadora d’electrons per la produccio
d’ATP [52].

Les reaccions produides en el TCA proporcionen una gran varietat de metabolits
intermediaris que son utilitzats com a substrats en diferents rutes biosintétiques. A més a més,
son imprescindibles per a la supervivencia de la cel-lula i la seva homeostasi. Per aquesta rag,
les reaccions anaplerotiques (catalisis del piruvat, entre altres) tenen especial importancia, ja
gue contribueixen al restabliment d’aquests metabolits [53,54].

No obstant, la ingesta excessiva d’energia pot provocar I'aparicié d’obesitat i comorbiditats
associades, en les quals I'activitat mitocondrial es troba perjudicada. La disfuncié mitocondrial
es caracteritza per la inhibicié del consum de O, mitocondrial, canvis en el potencial de la

membrana i una reduccié dels nivells d’ATP [55].

2.5.2.1. Metabolomica

Les cél-lules representen una xarxa en la qual interactuen gens, transcripcions, proteines,
molécules de senyalitzacid i metabolits que defineixen el fenotip i la funcié cel-lular. Per tal de
poder estudiar el paper dels diferents metabolits i trobar els mecanismes eficagos de
diagnostic i tractament, s’utilitza la técnica metabolomica. Aquesta permet estudiar el paper
dels diferents metabolits i entendre millor la seva interaccio [56].

Concretament, les técniques analitiques utilitzades per identificar els canvis en les
concentracions endogenes de metabolits son la cromatografia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) i de gasos, la cromatografia liquida i I'electroforesi capil-lar acoblada a

espectrometria de masses [57,58].



3.HIPOTESIS I OBJECTIUS

La inflamacid interfereix el metabolisme cel-lular en les malalties croniques. En totes, es
repeteix la relacié entre els macrofags (i altres cel-lules immunes) i el mecanisme d’acumulacio
de lipids (especialment adipocits), ja que I'excés d’ingesta d’energia propicia ambdds, la
migracié de monocits/macrofags i el progrés de trastorns metabolics.

Aixi doncs, és rellevant crear models animals en els quals es pugui estudiar I'efecte
conjunt: la inflamacié, I'estres oxidatiu i les alteracions metaboliques. Per aquest motiu, la
Unitat de Recerca Biomedica, ha creat un model animal que integra la deficiencia de CCL2,
PON1 i del receptor de les LDL. Aquesta combinacié permet estudiar d’una forma més
especifica, la relacié entre oxidacié-inflamacio i I'efecte que té en el metabolisme energétic.
Aguesta representacid a petita escala de les manifestacions metaboliques, permetra entendre
els mecanismes involucrats i la importancia de cada una d’elles en teixits tan importants des
del punt de vista metabolic, com és el hepatic.

Per tant, I'objectiu principal d’aquest estudi és observar els efectes de la deficiencia de
CCL2 (C-C chemokine ligand 2) en les vies metaboliques d’un model animal d’estrés oxidatiu i

hiperlipemic. Aixi com determinar la influéncia del factor dietétic.

4.MATERIALS I METODES

4.1 Models animals

Els animals d’estudi van ser ratolins mascles deficients en PON-1/LDLr/CCL2 (CPL KO), amb
un background genétic corresponent a C57BL/6J. Aquests van ser estabulats en cicles de
llum/foscor de 12 hores, amb una temperatura constant de 22°C i una humitat relativa del
55%. Fins al moment d’entrada en estudi, |’alimentacio va estar basada en una dieta comercial
(14% rica en proteina pel manteniment de rosegadors, 0,03% colesterol, Harlan, Barcelona,
Chow diet, CD). Tan l'aigua com el menjar es van subministrar ad libitum.

A les 10 setmanes, 48 animals es van distribuir de forma aleatoria i segons el tractament
dietetic en dos grups. Un grup (n=24) se li va administrar una dieta estandard i I'altre grup
(n=24) va rebre una dieta rica en greix (21% carbohidrats, 19% proteines i 60% lipids,
SnifSpezialdidtenGmbH, Germany, high-fat diet, HF). Cada grup d’intervencié dietética estava
format pels segiients animals d’estudi (Figura 4): animals CCL2/PON1/LDLr KO (CPL KO) (n=8),
animals doble deficients en PON1/LDLr knockout (DKO) (n=8) i animals Wild type (WT) com a
grups controls (n=8).

Durant les 14 setmanes de tractament, la ingesta d’aliments i el pes dels animals es van

controlar setmanalment.



Tots els procediments van ser aprovats i realitzats conforme la politica establerta pel
Comité d’Experimentacié Animal de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de la

Universitat Rovira i Virgili.
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Figura 3. Distribucié dels models animals.

4.2 Obtencio i conservacio de les mostres

L'obtencié de les mostres de teixit i sang es van realitzar a les 24 setmanes d’edat dels
animals en estudi. Van ser anestesiats amb una sobredosis de xilacina/ketamina (xilagesic 2%,
Laboratorios Caliers, S.A; Barcelona; Ketolar 5mg/ml, Pfizer, Madrid). Per a comprovar que els
animals van rebre I'anestésia, es va realitzar la prova del reflex podal.

La sang es va extreure per puncio intracardiaca. La sang es va recollir en tubs amb i sense
acid etilendiaminotetracetic (EDTA), per obtenir les mostres de plasma i serum,
respectivament. Una vegada realitzada I’extraccid, els ratolins van rebre una perfusié de sérum
fisiologic 0,1% (NaCl).

També es van extreure diversos teixits de interés que es van processar segons les analisis a
realitzar posteriorment. Una part d’aquests teixits van ser congelats immediatament en
nitrogen liquid i conservats a —802C fins el moment de I'analisi. La resta, es van conservar en
formol. Posteriorment, aquests Ultims van ser inclosos en parafina i tallats amb un microtom
en seccions de 2 um per dur a terme les diferents analisis histologiques i

immunohistoquimiques.



4.3 Histologia Hepatica
Per a I'avaluacié morfologica del teixit hepatic dels models animals es va utilitzar la tincio
hematoxilina-eosina. Aquesta tincid permet visualitzar els diferents components cel-lulars

gracies a una reaccio acid-base [59].

4.3.1 Valoracio de I’esteatosi
Per valorar el grau d’esteatosi es va utilitzar el métode proposat per Brunt et al 1999 [60].
Aguest consisteix en observar les mostres al microscopi optic (Nikon, Eclipse E600, Madrid,
Espanya) sense identificar-les (blindedanalysis). Tot seguit, es va realitzar una valoraci
semiquantitativa, en la qual es va assignar un valor del 0 al 3 (Taula 1), segons I'observacio del
nombre de cél-lules hepatiques amb vacuoles de greix respecte a I'area total de superficie
cel-lular.

Taula 1. Relacié entre la presencia de greix al teixit hepatic (%) i el grau d’esteatosi.

Grau d’esteatosi Presencia de greix (%)
Grau 0 <5%
Grau l

Entre 5-33%

Grau 2 Entre 33-66%

Grau 3 > 66%

4.4 Immunohistoquimica

Es va dur a terme I’analisi immunohistoquimica a nivell de teixit hepatic. Aquesta tecnica es
basa en la unid especifica de I'anticos monoclonal primari Rat anti-mouse F4-80 (Serotec,
Oxford, UK, MCA497R), situada a la superficie de macrofags i monocits. Posteriorment,
s’afegeix I'anticos secundari biotilinat Goat anti-rat IgG (Vector, Burligname, CA, USA BA-9400),
que s’'uneix amb I’anticos primari. Amb la finalitat d’amplificar la senyal, s’utilitza un complex
d’avidina-biotina conjugada amb I’enzim peroxidasa (ABC complex, Vectastain ABC Kit
Standard, Vector, PK-4000) que s’acobla a la biotina conjugada. Per poder visualitzar aquesta
unio especifica, s'agrega un cromogen soluble (D.A.B, 3.3’diaminobenzadine, Dako, K3466) que
reacciona amb la peroxidasa, donant lloc a un precipitat de color marré.

Finalment, mitjancant un microscopi optic (Nikon, Eclipse E600, Madrid, Espanya) i
utilitzant el software AnaliSYS (Softlmaging System, Miinster, Alemanya), es va procedir a
quantificar els macrofags en 20 camps consecutius i aleatoris. Els resultats es van representar

en forma de percentatge d’area tenyida respecte a |’area total del camp mesurat.



4.5 Plataforma de metabolomica dirigida: GC-EI-QTOF-MS

Es va dur a terme una analisis metaboldmica dirigida per tal d’estudiar compostos implicats
en el metabolisme energetic en tots els grups mitjangant espectrometria de masses (GC-EI-
QTOF-MS) seguint el métode proposat per Riera Borull et al (2016) [61].

Els metabolits mitjangant aquest métode de GC-EI-QTOF-MS es mostren en la Taula Annex1

i els criteris de seleccid es basen en Shin et al. (2014) [62].

4.6 Analisi estadistica
Els outliers van ser descartats mitjancant el test online Iglewicz and Hoaglin’s robust

(http://contchart.com/outliers.aspx).

Les diferencies entre els grups es van comparar utilitzant un test estadistic no parametric
degut al tamany de la mostra (n<30), U de Mann Witnney. Els resultats s’expressen amb la
mitjana + error estandard (SEM), si no s’indica el contrari.

Totes aquestes analisis estadistiques es van realitzar mitjangant el programari

MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca), el SPSS 19.0 (IBM Corp. Released 2010.

IBM SPSS Statistics for Windows, Versin 19.0. Armonk, NY:IBM Corp.) i el GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Els valors de p <0,05 es van considerar estadisticament significatius en totes les analisis.


http://contchart.com/outliers.aspx
http://www.metaboanalyst.ca/

5.RESULTATS

5.1 Evolucio de la ingesta d’aliments i del pes dels ratolins

Durant les 14 setmanes d’estudi, es van recollir les dades relatives al pes i la ingesta dels
models animals. Pel que fa a I'evolucié del pes (Figures 4A-B), els ratolins Wild type, en dieta
estandard, van presentar un increment significatiu respecte els CCL2/PON1/LDLr knockout i els
PON1/LDLr knockout. No obstant, aquesta tendéncia no es va observar en dieta rica en greix,
ja que no es van obtenir diferencies significatives entre ells. Els animals van presentar una

ingesta similar en els dos tractaments dietétics (Figures 4C-D).
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Figura 4. Increment de pes i ingesta acumulada dels animals d’estudi. (A i C) Increment del pes i
ingesta acumulada dels grups alimentats amb dieta estandard. (B i D) Increment de pes i ingesta
acumulada dels grups alimentats amb dieta rica en greix. Les dades es presenten en mitjana = SEM,
considerant significacio en p<0,05.

5.2 Valoracio6 del grau d’esteatosi hepatica

Com es pot observar en la figura 5, el model PON1/LDLr knockout va presentar un
increment significatiu d’esteatosi hepatica, tant en dieta estandard com dieta rica en greix. En
canvi, en el model CCL2/PON1/LDLr knockout, el nivell d’esteatosi va disminuir
significativament, tant en dieta estandard com dieta rica en greix, fins assolir valors

equiparables al model WT.
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Figura 5. Efectes de les mutacions sobre el desenvolupament d’esteatosi. (A) Micrografia
representativa dels hepatocits dels animals alimentats amb dieta estandard i dieta rica en greix,
respectivament (x200). (B) Grafics representatius del grau d’esteatosi dels animals tant en dieta
estandard com en dieta rica en greix. Les dades es presenten en mitjana + SEM. S’indica la significacio
entre grups en p<0,05.

5.3 Immunohistoquimica F4/80-macrofags

En els animals tractats amb dieta estandard, s’observa que el model CCL2/PON1/LDLr
knockout i el model PON1/LDLr knockout tenen un nombre de macrofags en el teixit hepatic,
estadisticament superior al model WT. Altrament, no es van trobar diferéncies significatives
entre els models PON1/LDLr knockout i CCL2/PON1/LDLr knockout.

En canvi, els animals Wild type i CCL2/PON1/LDLr knockout tractats amb dieta rica en greix,
van presentar un augment en el nombre de macrofags respecte als animals tractats amb dieta
estandard. Al contrari, els ratolins PON1/LDLr knockout van presentar una disminucié del
nombre de macrofags amb el tractament de la dieta rica en greix. Els tres grups d’animals van

presentar diferencies significatives entre ells (Figura 6).
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Figura 6. Immunohistoquimica de F4.80 en el teixit hepatic. (A) Micrografia representativa dels
macrofags en el teixit hepatic dels diferents models animals alimentats amb dieta estandard i dieta rica
en greix, respectivament (x200). (B) Grafics que representen el percentatge d’area afectada per
macrofags en el teixit hepatic d’animals amb dieta estandard i dieta rica en greix, respectivament. Les
dades es presenten en mitjana + SEM. S’indica la significacié entre grups en p<0,05.

5.4 Metabolomica

A partir dels resultats obtinguts mitjancant les tecniques de metabolomica dirigida, es va
realitzar I'analisi estadistica dels resultats. Per tal de facilitar la interpretacié de les dades es
van realitzar esquemes dels metabolits analitzats. Els colors indiquen quins metabolits havien
augmentat o disminuit respecte el grup control (colors roig i blau respectivament) i també
quins no s’havien pogut detectar (color gris).

Els canvis entre grups van ser representats mitjangant el Fold change. D’altra banda, la
relacid entre els diferents grups es va representar mitjancant I’Analisi de Components
Principals (PCA) i els Heatmaps. Concretament, el PCA és una técnica estadistica que té com a
objectiu reduir el nombre de variables i les dimensions del conjunt de dades, retenint la
maxima informacié [63]. En el cas dels Heatmap, es tracta de representacions bidimensionals
que proporcionen informacié sobre la diferéncia de la concentracié dels diferents metabolits

entre dos grups [64].



5.4.1 L’efecte del tractament dietetica en les diferents mutacions

5.4.1.1 Wild-Type

Els animals WT tractats amb dieta rica en greix van mostrar una reduccié significativa de
I'aconitat, malonil-CoA, glutamat i B-hidroxibutirat respecte als animals tractats amb dieta
estandard. Com s’observa en I'annex 1A, aquests metabolits afecten diferents punts de les vies
implicades en el metabolisme energétic. En fer una comparacié entre els dos grups, es va
observar una clara diferéncia metabolica possiblement deguda a I'efecte dietetic (Annex 1B).

Si analitzem els metabolits per separat, les diferéncies més destacables s’observen en
I'aconitat (Annex 1B). Aquest metabolit va presentar una variacid estadisticament significativa
segons la dieta administrada. L’analisi del Heatmap (Annex 1D) ens permet observar una
disminucié clara d’aquest compost, quan es va administrar una dieta rica en greix i un augment

guan es va administrar a una dieta estandard.

5.4.1.2 PON1/LDLr knockout

Els animals PL KO després de I'administracié del tractament dietétic amb HF van presentar
una disminucié significativa dels diferents metabolits implicats en el metabolisme energétic,
respecte als animals tractats amb dieta estandard. Concretament, es va observar una
disminucié significativa dels metabolits relacionats amb el metabolisme de la glucosa, el
metabolisme proteic i metabolits intermediaris del TCA (Annex 2A). Malgrat aix0, no es van
observar diferencies significatives entre els dos grups (Annex 2B).

Les variacions dels metabolits més destacables les trobem en el malonil-CoA, I'aconitat i el
succinil-CoA, amb fold change de 4.6, 3.1 i 2.7 respectivament (Annex 2C). Tots aquests
metabolits estan implicats en el cicle de I'acid tricarboxilic (TCA). L'analisi del Heatmap (Annex

2D) ens permet apreciar d’'una manera més clara aquestes diferéncies.

5.4.1.3 CCL2/PON1/LDLr knockout

En dieta rica en greix, els animals CPL KO van presentar alteracions importants en el
metabolisme de la glucosa. Com s’observa en I'annex 3A, hi ha una acumulacid significativa
dels metabolits: glucosa-6-fosfat, la fructosa-6-fosfat i la fructosa-1,6-bisfosfat. Pel contrari, es
va observar una disminucid significativa del 6-fosfat-gluconat, 3-fosfo-glicerat i
fosfoenolpiruvat. Resptecte al TCA, hi ha una disminucid significativa del malonil-CoA, I'a-
cetoglutarat i el succinil-CoA. A més a més, els aminoacids de cadena ramificada (BCCA, de

I’anglés: Branched Chain Amino Acids) i la serina son significativament inferiors.



L'efecte de la dieta sembla tenir un efecte important en la funcionalitat metabolica
d’aquests animals, degut a les clares diferéncies que es poden observar en el PCA realitzat
entre els dos grups. Com es pot observar en I'’Annex 3B, els dos grups de tractament es
distribueixen en dos espais diferents en una representacié bidimensional del PCA.

Entre tots els metabolits alterats, destaquem la glucosa-6-fosfat. Com podem observar a la
figura Annex 3C, aquest metabolit va presentar un clar augment quan es va administrar una
dieta HF respecte CD. El heatmap (Annex 3D) ens permet confirmar els canvis metabolomics

deguts a la dieta.

5.4.2 Comparacio entre els diferents models animals en dieta
estandard
5.4.2.1 Comparacio entre PON1/LDLr knockout i Wild-Type

En els animals PL KO respecte als WT alimentats amb dieta estandard, es va observar una
disminucié significativa del 6-fosfogluconat, intermediari de la via de la pentosa fosfat i una
alteracio significativa del citrat, malonil-CoA i succinil-CoA en el TCA. Pel que fa referéncia als
aminoacids, es va observar una disminucié significativa del B-hidroxibutirat deguda a una
disminucié significativa dels aminoacids serina, valina i leucina (Annex 4A). No obstant,
aquestes variacions no van mostrar diferencies en la funcionalitat metabolica entre els dos
grups, ja que aquests es troben superposats en el mateix pla (Annex 4B).

Si observem les variacions dels diferents metabolits (Annex 4C), podem ressaltar la
disminucié significativa del 6-fosfogluconat i I'augment de la glucosa-6-fosfat tot i que aquest
ultim, no va resultar significatiu. En el heatmap es poden observar diferents agrupacions dels

metabolits en funcié de les alteracions degudes a la mutacié (Annex 4D).

5.4.2.2 Comparacio entre CCL2/PON1/LDLr knockout i Wild-Type

El model CPL KO respecte al WT, no va mostrar cap alteracié significativa en el metabolisme
energetic (Figura 7A). A més a més, amb el PCA (Figura 7B) podem afirmar que els dos grups
mostren una clara igualtat en la funcionalitat metabolica ja que es distribueixen en un mateix
espai dintre d’un mateix pla.

Aquesta situacié també es va observar en els fold change i el heatmap (Figura 7C-D), on la

variabilitat de cadascun dels metabolits va ser practicament inexistent.
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Figura 7. (A) Esquema del metabolisme energetic. Els metabolits estan representats graficament comparant CCL2/PON1/LDLr KO (CPL) vs (Wild-Type) WT en dieta estandard:
increment (roig), disminucid (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys
intensitat). (B) L'Analisi de Component Principal (PCA) és una representacié grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié. (C) Fold-
change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I’analisi
d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig

(increment).
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5.4.2.3 Comparacio entre CCL2Z/PON1/LDLr knockout i PON1/LDLr KO
En I’Annex 5A s’observa que el metabolisme de la glucosa esta alterat significativament. A
més, ressalta el increment significatiu de la 6-fosfogluconat amb un fold change de 4 i la
disminucié de la ribosa-5-fosfat amb un fold change -5.4. També destaca el increment dels
BCCA (valina i leucina) i la serina, i en conseqiiéncia, observem un increment del succinil-CoA.
Si comparem els diferents metabolits analitzats, s’observa una diferencia metabolica clara
entre aquests dos grups en dieta estandard (Annex 5B-D), ja que s’observen dos grups

diferents.

5.4.3 Comparacio entre els diferents models animals en dieta rica en
greix

5.4.3.1 Comparacio entre PON1/LDLr knockout i Wild-Type

El model PON1/LDLr sotmeés a una dieta rica en greix manifestava alteracions en el
metabolisme de la glucosa en comparacié amb el model Wild type. Concretament, la glucosa-
6-fosfoat, la fructosa-1,6-bisfosfat i el lactat van incrementar significativament, exceptuant el
gluconat-6-fosfat que va disminuir (Annex 6A). Tanmateix, els BCCA, la serina, I'alanina i el
glutamat van disminuir significativament, sent el més important la serina amb un fold change
de -9.7 (Annex 6C). Pel que respecta al TCA, destaca la disminucio significativa del succinil-CoA
i el malonil-CoA, tal i com s’observa en I’Annex 6-A-C-D. Tot i aixi, comparant els metabolits no
es van mostrar diferéncies rellevants en la funcionalitat metabolica entre els dos grups (Annex

6B).

5.4.3.2 Comparacié entre CCL2/PON1/LDLr knockout i Wild-Type

El model CPL KO versus el model Wild Type va mostrar uns nivells significativament elevats
dels metabolits intermediaris del metabolisme de la glucosa, incloent a més, el increment
significatiu de I'aconitat i el B-hidroxibutirat. En canvi, el glicerol-3-fosfat, la isoleucina i la
leucina van resultar reduits (Annex 7A-C). Aquestes diferencies respecte al model Wild type no
semblen influir de forma rellevant en el metabolisme energeétic, ja que s’aprecia certa similitud

entre els dos grups (Annex 7B-D).



5.4.3.3 Comparacié entre CCL2/PON1/LDLr knockout i PON1/LDLr

knockout

El model CPL KO sotmeés a una dieta rica en greix i comparat amb el model PL KO, va
presentar increments en diversos metabolits, especialment en els involucrats en el
metabolisme glucidic, ja que com s’observa en la figura Annex 8A-C, presenten uns nivells
significativament incrementats.

A més a més, destaquen el malonil-CoA, el citrat, I'aconitat, el glutamat, la glutamina,
I'aspartat i el B-hidroxibutirat. En canvi, la ribosa-5-fosfat, involucrada en la via de la pentosa
fosfat, va disminuir significativament (Annex 8A). Tanmateix, aquestes variacions no van
resultar suficients com per afirmar I’existéncia de variabilitat entre els dos grups, tot i observar
una certa tendéncia a diferenciar-se (Annex 8B-D).

En resum, tal i com mostra la Taula 2, s'observa que quan s’inhibeix la quimiocina CCL2 en
dieta estandard, el model CPL KO presenta millora en l'esteatosi hepatica i en la seva
funcionalitat metabolica, actuant com un model WT. No obstant, quan s’administra una dieta
en greix, tot i la millora de I'esteatosi, el model CPL KO mostra alteracions en les diverses vies

metaboliques.

Taula 2. Resum dels resultats obtinguts.

DIETA ESTANDARD DIETA RICA EN GREIX

CPLvs WT | CPLvsPL | CPLvs WT CPLvs PL

ESTEATOSI —_— —

MACROFAGS i = i i
E - Glucolisis — ﬁ v! ;
S CideTca == T J J
=

E - Aminoacids =S Jl i =

Els resultats s’expressen en forma de signes: el igual indica que no hi ha diferencies entre els models
comparats. Les fletxes roges indiquen els canvis negatius i les fletxes verdes indiquen els canvis
positius.

CCL2: CCL2/PON1/LDLr KO; WT: Wild Type; PL: PON1/LDLr KO



6.DISCUSSIO

Avui en dia, les malalties croniques representen un repte per a la salut publica degut a que
son la primera causa de morbi-mortalitat a nivell mundial, donant lloc al 60% de les morts [65].
Entre aquestes malalties, es troba la NAFLD, una patologia cronica hepatica que afecta al 10-
30% de la poblaci6 mundial [4,10]. Per aquest motiu, actualment s'estan duent a terme una
gran quantitat d'estudis per tal d'esbrinar quins sén els principals mecanismes involucrats en el
desenvolupament d'aquestes patologies.

S'ha observat que en la fisiopatologia de I'obesitat, i per tant, de la diabetis i/o I'esteatosi
hepatica, es produeixen un seguit d'interconnexions complexes entre I'estat inflamatori, les
vies metaboliques i l'estrés oxidatiu. En estudis anteriors realitzats a la Unitat de Recerca
Biomeédica, es va observar que la manipulacié de |'activitat de la quimiocina CCL2 (chemokine
C-C motif ligand 2) pot provocar modificacions en I'evolucié i en el desenvolupament
d'aquestes patologies [66,67]. Per una banda, es va observar que la sobreexpressiéo de CCL2
s'associava a potenciar la inflamacid, canvis immunitaris, disfuncié mitocondrial, entre altres
trastorns metabolics. Per contra, la seva inhibicid es va relacionar amb I'efecte oposat. A partir
d'aquests resultats es va plantejar la hipotesis de que la inhibicié de CCL2 podria millorar les
complicacions metaboliques observades en un model animal d'estres i hiperlipémia.

Pel que fa als resultats obtinguts en I'evolucié del pes i de la ingesta, no es van trobar
diferéncies significatives entre els ratolins PL KO i CPL KO. Tot i que, en diversos estudis s'ha
observat que la deficiéncia de CCL2 esta associada amb la disminucié del pes i un manteniment
de la ingesta [66,67].

Des del punt de vista histologic, la deficiencia de CCL2 esta associada a una menor esteatosi
hepatica. En ambdds tractaments dietétics, els ratolins CPL KO van presentar una evolucié
histologica similar als ratolins WT. Aquesta situacié ha estat evidenciada en altres estudis, en
les quals la deficiencia de CCL2 sembla tenir un efecte substancial en la reduccié de I'esteatosi
hepatica [68,69,70].

L'analisi immunohistoquimica va revelar que els ratolins CPL KO, en dieta rica en greix, van
presentar major quantitat de macrofags en el fetge respecte a la resta de grups estudiats.
Curiosament, aquestes cél-lules van presentar variacions morfologiques (macrofags més
grans). Aquestes diferéncies indueixen a pensar que els macrofags presents en el model animal
CPL KO podrien ser macrofags residents del propi teixit, en aquest cas, les cel-lules de Kupffer.
D’altra banda, la funcionalitat dels macrofags observats en els ratolins PL KO i WT, podria no
ser la mateixa que els ratolins CPL KO [71]. Aquest fet podria ser degut al tipus de macrofags,

ja que segons l'evidéncia cientifica, hi ha dos tipus amb dues funcions diferents: pro i



antiinflamatoris (macrofags M1 i M2 respectivament) [71]. Els macrofags proinflamatoris es
caracteritzen per l'expressié de les citocines proinflamatories, oxid nitric, components
intermediaris de nitrogen reactiu i ROS. En canvi, els macrofags M2 contribueixen a la
remodelacié de teixits, reparacid i cicatritzacié de ferides en condicions fisiopatologiques
[72,73].

Per tal d’observar les implicacions sobre el metabolisme energetic, es va realitzar una
analisi metabolica del teixit hepatic. Aquesta revela que el model animal CPL KO en dieta rica
en greix, presenta una alteracié del metabolisme de la glucosa, ja que s’observa un augment
dels metabolits involucrats en la via glucolitica (glucosa-6-fosfat, fructosa-6-fosfat i fructosa-
1,6-bisfosfat). Conseglientment, s’observa una disminucié de la concentracid d’alguns
metabolits implicats en el TCA, que podria comportar a una reduccié en la produccié d’ATP
[74]. Una resposta a aquest estat podria ser el increment de la gluconeogenesi, que donaria
lloc a un augment de la proteolisi i de la conversié de lactat a piruvat [75]. Aquest fet
corroboraria la disminucié del lactat i dels aminoacids.

Aquesta situacio també s’observa en el model animal PL KO, perd de forma més accentuada
ja que presenta una disminucio de la glucolisi. En canvi, en el model WT, la dieta rica en greix
no sembla afectar-li de la mateixa manera degut a que només s’observa una major activitat del
cicle TCA i un increment de la lipogenesi [76].

A I'hora de comparar els models entre si, en dieta estandard, es pot apreciar un
comportament similar entre els models CPL KO i WT, ja que no s’observen alteracions en les
diferents vies metaboliques. En canvi, si comparem els models CPL KO i PL KO, s’observa una
disminucié dels metabolits involucrats en el metabolisme de la glucosa possiblement degut a
una major activitat de la via glucolitica i de la via de la pentosa fosfat. Aquesta ultima podria
indicar un augment de la proliferacid cel-lular en el teixit hepatic d’aquests animals [77].
Davant la capacitat de metabolitzar la glucosa i el increment dels metabolits involucrats en la
gluconeogenesi (aminoacids i lactat) podria indicar la disminucié d’aquesta via. No obstant, tot
i haver una disminucié de la proteolisi, possiblement existeix una certa degradacié per part
dels aminoacids per donar suport al cicle TCA, donant lloc a un increment del succinil-CoA.

En canvi, quan s’administra una dieta rica en greix, s’observa un canvi en el patré en la
funcionalitat metabolica. Destaca una alteracid en la glucolisi possiblement deguda a un
augment de la resistencia a la insulina [78], la qual podria explicar 'augment dels metabolits
de la glucosa-6-fosfat, fructosa-6-fosfat i fructosa-1,6-fosfat. Altrament, aquest increment de la
resisténcia a la insulina donaria lloc a un augment de la gluconeogénesi per satisfer les
necessitats energetiques. Per aquest motiu, s’observa un increment de la degradacid
d’aminoacids cetogenics (isoleucina i leucina), donant lloc a un augment de cossos cetonics,

com és el cas del B-hidroxibutirat [79].



Altrament, quan es comparen els models CPL KO i PL KO, no s’aprecien diferencies
significatives en les concentracions dels aminoacids. Aixo podria ser degut a una similitud en
I'expressié de la proteolisi. A més, cal destacar el increment de la glutaminolisi possiblement
degut a dos factors. El primer, podria ser per la necessitat de proporcionar metabolits al cicle
TCA mitjancant la sintesi de a-cetoglutarat. En canvi, el segon factor podria ser degut a un
increment de la sintesi de glutatidé, principal antioxidant intracel-lular que participa en la
eliminacio del peroxid de hidrogen (H,0,) i de productes de la peroxidacié lipidica per mantenir
la homeostasi redox [80].

Per tant, en els resultats d’aquest estudi, es pot observar que la quimiocina CCL2 a part de
contribuir a una millora en I'esteatosi hepatica, també sembla tenir un efecte modulador en el
metabolisme energetic. Per tant, es requereixen més estudis per tal de poder corroborar els
resultats obtinguts en I'analisi metabolica.

Una de les principals limitacions d’aquest estudi és no haver determinat I'activitat
enzimatica dels diferents enzims involucrats en cada via metabolica, aixi com no coneixer els

tipus de macrofags (proinflamatoris i antiinflamatoris) presents en el teixit hepatic.



7.CONCLUSIONS

Diversos factors, incloent I'excés d’energia, la inflamacid i I'oxidacid, sén responsables de la
deposicié de greix al fetge i per tant de la NAFLD. Concretament, en la inflamacié, destaca el

paper de la CCL2, una quimiocina que regula la migracié de les cél-lules immunitaries.

En aquest estudi, s’ha evidenciat que la inhibicié6 d’aquesta quimiocina ddéna lloc a una
millora de I'esteatosi hepatica i de |'activitat metabolica. Per tant, es pot apreciar que la
inhibicié de CCL2 té un paper rellevant en la disminucié de I'esteatosi hepatica i en la regulacié
del metabolisme energétic. No obstant, sembla que el factor dietetic també tingui un paper
clau en el desenvolupament de la NAFLD, ja que els efectes esmentats anteriorment només

s’observen quan s’administra una dieta estandard.

Per corroborar els resultats del present estudi, es requereixen estudis addicionals que ens
permetin confirmar la relacié entre la CCL2 i NAFLD i determinar les possibles vies a través de
les quals actua aquesta quimiocina. Aixi com, realitzar la quantificacié dels diferents enzims
involucrats en el metabolisme energetic per obtenir més informacié i entendre les diferents

alteracions en el seu conjunt.
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ANNEXOS
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TAULA Al. Concentracié dels metabolits identificats en teixit hepatic (uM/ 100 mg) de ratolins Wild type mice (WT), doble knockout de PON1/LDLr (PL KO), triple knockout de

CCL2/PON1/LDLr (CPL KO) alimentats amb dieta estandard (CD) i dieta rica en greix (HF) durant 14 setmanes.

Metabolite

Chow diet (CD) High fat diet (HF)

Wild type

PLKO

CPLKO

Wild type

PLKO

CPLKO

B-Hydroxybutyrate

14.6 (11.5- 15.9)

9.0 (6.8-10.6)"

13.2(9.5-25.3)

9.7(8.1-11.2) &

10.2 (7.7 -13.4)

14.9 (13.1-17.2) of

3-phosphoglycerate

20.5 (10.7 - 56.9)

23.2 (21.4-24.4)

27.2(18.8 - 33.6)

26.3(19.5- 82.2)

19.3 (9.3 -22.9)

10.9 (6.1-16.8) "

6 phosphogluconate

40.0(20.2 - 75.0)

8.5(7.6-11.1)*

33.9(18.2-51.4)°

18.2(8.9-43.2)

6.0(4.4-7.8)""

7.8(5.4-21.8)

Aconitate

267.4 (88.1 - 454.0)

275.0(238.6 - 328.9)

272.3(210.5 - 385.6)

48.8(27.9-117.2)8

88.1(72.1-130.7) "

279.4 (229.4-313.1) > F

a-ketoglutarate

0.6 (0.6-0.7)

0.6 (0.5-0.6)

0.5(0.4-0.6)

0.5(0.4-0.7)

0.5(0.4-0.6)

0.4(0.3-0.4)

Alanine 1028.2 (782.3 - 1.234.9) 905.4 (840.5 - 1094.1) 908.0 (742.8 - 1110.2) 879.6 (833.5-935.8) 564.1 (470.9 - 707.8) & H 709.2 (610.4 - 1344.4)
Aspartate 298.0(196.7 - 812.0) 310.4 (203.3 - 446.7) 254.3 (161.9 - 493.0) 296.3 (95.6 — 765.1) 163.1(76.1-223.8) 290.2 (252.1 - 309.3)f
Citrate-Isocitrate 1.1(0.8-1.7) 3.6(2.8-4.7) A 1.5(0.9-2.3)° 0.8(0.2-2.7) 2.3(1.7-3.4) 0.7 (0.2 - 2.6) F
Fructose 1,6-Bisphosphate 12.2(8.0-42.7) 42.1(30.8-45.7) 14.1(12.0-18.8)" 12.6 (3.9-15.7) 21.3(14.5-35.6) " 42.6(36.9-55.1) "
Fructose-6-Phosphate 43(23-17.2) 13.9(10.4-17.2) 5.4(4.1-6.0)° 45(1.2-6.1) 6.9(4.7-11.7)" 17.7(13.3-252) > F!
Fumarate 7.4(4.3-12.4) 5.8(4.2-6.0) 6.2(3.9-9.7) 3.7(21-7.7) 3.6(2.3-5.2) 4.0(3.6-6.6)
Glyceraldehide 3-phosphate 5.4(5.03-7.2) 4.8(4.4-5.8) 6.1(4.6-11.1) 3.6(1.2-7.1) 3.4(29-5.8) 3.4(2.9-5.6)

Glucose

9158.8 (8.836.1 - 1.1074.4)

9669.8 (8.642.9 - 1.0489.2)

9181.5 (8846.2 - 9819.3)

8994.2 (6739.4 —11787.4)

9333.5(8156.1 - 10926.9)

8353.6 (7378.7 - 8885.7) '

Glucose 6-Phosphate

35.2(17.4-303.9)

207.0 (145.6 -266.4)

39.5(30.6-54.6)°

36.6 (9.2 -54.2)

76.8 (49.3 - 162.8) o

361.1(269.1 - 483.7) o5

Glutamate 229.2 (130.1 - 646.2) 132.2 (95.79 -145.44) 158.5 (136.5 - 202.5) 97.7 (90.2 - 101.7) ¢ 47.6(29.6-69.9) " 111.6 (78.2-175.8) "
Glutamine 1.6(0.9-2.7) 3.3(3.6-4.4) 1.7(09-2.2)° 1.8(0.7-3.0) 25(1.7-3.2) 0.7 (0.4-2.6)

Isoleucine 52.8 (36.4- 141.7) 32.7(30.9-38.1) 50.4 (36.2 - 102.4) 81.8 (34.9 - 104.9) 21.4(20.4-31.04) %" 25.9 (19.9-36.4) ¢

Lactate 8984.4 (4706.0- 1.3740.7)  11466.3 (11005.2-13532.1)  16145.6 (15849.1- 18423.3)°  5683.0 (3594.9 — 7636.7) 9048.1 (7809.3 - 1.0465.9) * " 11446.1 (8153.4- 12239.3) *"
Leucine 504.5 (327.2 - 1060.2) 277.9(243.9 - 295.9) ° 517.6 (403.3 - 686.2) 754.7 (248.7 - 892.9) 140.7 (133.3 - 142.9) " 200.5 (140.7 - 264.7) '
Malate 251.7 (138.4 - 579.6) 138.3 (98.4 - 173.1) 247.5(129.7 - 335.3) 126.8 (49.3- 337.6) 92.7(58.8- 129.1) 110.9 (933 - 215.4)
Malonyl-CoA 9.6(7.5-14.5) 47(3.8-55)" 6.8(5.5-11.9)° 6.1(1.9-7.9)8 1.1(09-1.4) " 1.8(0.7-3.0)""

Phosphoenolpyruvate

70.2 (53.2-106.3)

86.4 (67.6 - 95.6)

86.6 (86.5 - 89.9)

90.5 (57.9-119.6)

69.5 (53.1-81.2)

57.4 (43.6-72.5)"

Pyruvate

17.9 (14.8- 21.6)

16.8 (16.1-18.2)

16.7 (14.9-23.2)

14.4 (11.6 - 20.7)

14.9 (12.7- 16.8)

12.8 (11.6 - 15.4)

Ribose-5-phosphate

16.9 (6.5-101.4)

81.2 (69.9 - 97.6)

14.9(9.8-44.7)"

9.3(2.8-69.8)

71.1(51.2-97.7)

42.7 (14.2 - 59.9)f

Serine 1211.6 (636.2 - 3003.1) 392.46 (305.43 - 446.38) ° 897.8 (876.0- 954.4) " 1570.68 (363.06 - 2249.90)  162.25 (136.90 - 302.90) ~ " 350.1 (178.8 - 597.1)
Succinate 72.7 (48.9- 79.0) 76.1(70.6 - 93.5) 73.9 (48.5 - 170.3) 47.4(39.1-77.3) 60.8 (47.1 - 83.6) 64.9 (58.8 - 73.3)
Succinyl-Coa 152.8 (77.8 - 535.7) 37.8(29.2-44.1) " 121.9 (118.8 - 128.3)° 273.2 (32.4-411.1) 14.2(13.2-27.1) " 32.8(16.7-78.2)"
Valine 256.7 (154.4 - 548.7) 141.9 (130.9 - 147.6) ° 283.8 (189.0- 359.4) © 345.8 (157.5 - 422.3) 96.1(85.4-126.4) " 122.9(99.6 - 159.1) "

Les dades estan expressades en mediana * rang interquartilic. Les diferents comparacions realitzades estan representades amb les lletres seglients: A PL KO vs WT (CD) ®/5 pL KO vs
WT (HF), ““ CPL KO vs WT (CD), ° CPL KO vs WT (HF). % CPL vs PL (CD), /" CPL vs PL (HF), ¥ WT (HF) vs WT (CD), "™ PL KO (HF) vs PL KO (CD), /' CPL KO (HF) vs CPL KO (CD). Les
lletres minuscules representen els resultats del test de U-ManWhitney amb p< 0.05. Les lletres majuscules representen p<0.01.
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Annex 1. (A) Esquema del metabolisme energeétic. Els metabolits estan representats graficament comparant Chow Diet (CD) vs High Fat Diet (HF) en Wild Type (WT): increment
(roig), disminucio (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys intensitat).
(B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacid grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencid. (C) Fold-change dels
diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I'analisi d’agrupament
jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig (increment).
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Annex 2. (A) Esquema del metabolisme energeétic. Els metabolits estan representats graficament comparant Chow Diet (CD) vs High Fat Diet (HF) en PON1/LDLr (PL):
increment (roig), disminucid (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02
(menys intensitat). (B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacié grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup
d’intervencié. (C) Fold-change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié
del heatmap i I'analisi d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacid del ratoli; els colors

indiquen: blau (disminucid), roig (increment).
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Annex 3. (A) Esquema del metabolisme energétic. Els metabolits estan representats graficament comparant Chow Diet (CD) vs High Fat Diet (HF) en CCL2/PON1/LDLr KO (CPL):
increment (roig), disminucid (blau), no variacid (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys
intensitat). (B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacio grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié. (C) Fold-
change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I'analisi
d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig

(increment). 43
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Annex 4. (A) Esquema del metabolisme energetic. Els metabolits estan representats graficament comparant PON1/LDLr (PL) vs Wild Type (WT) en dieta estandard: increment
(roig), disminucié (blau), no variacioé (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys intensitat).
(B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacio grafica que permet observar les diferencies entre el grup control i el grup d’intervencid. (C) Fold-change dels
diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i 'analisi d’agrupament
jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig (increment).
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Annex 5. (A) Esquema del metabolisme energétic. Els metabolits estan representats graficament comparant CCL2/PON1/LDLr KO (CPL) vs PON1/LDLr KO (PL) en dieta
estandard: increment (roig), disminucid (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i
0,02 (menys intensitat). (B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacio grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié.
(C) Fold-change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I'analisi
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Annex 6. (A) Esquema del metabolisme energétic. Els metabolits estan representats graficament comparant PON1/LDLr KO (PL) vs Wild Type (WT), en dieta rica en greix:
increment (roig), disminucid (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys
intensitat). (B) L'Analisi de Component Principal (PCA) és una representacio grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié. (C) Fold-
change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I’analisi
d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig

(increment). 46
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Annex 7. (A) Esquema del metabolisme energétic. Els metabolits estan representats graficament comparant CCL2/PON1/LDLr KO (CPL) vs Wild Type (WT), en dieta rica en greix:
increment (roig), disminucid (blau), no variacid (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02 (menys
intensitat). (B) L'Analisi de Component Principal (PCA) és una representacié grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié. (C) Fold-
change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i I'analisi
d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig

(increment).
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Annex 8. (A) Esquema del metabolisme energétic. Els metabolits estan representats graficament comparant CCL2/PON1/LDLr KO (CPL) vs PON1/LDLr KO (PL) en dieta rica en
greix: increment (roig), disminucié (blau), no variacié (blanc), no detectat (gris). La intensitat de colors varia segons: p-valor <0,01 (més intensitat) i p-valor entre 0,05 i 0,02
(menys intensitat). (B) L’Analisi de Component Principal (PCA) és una representacié grafica que permet observar les diferéncies entre el grup control i el grup d’intervencié. (C)
Fold-change dels diferents metabolits de les diferents vies metaboliques: glicolisis, cicle de I'acid citric i metabolisme dels aminoacids. (D) Visualitzacié del heatmap i 'analisi
d’agrupament jerarquic d’acord amb les dades obtingudes del MetaboAnalyst. Files: metabolits; columnes: identificacié del ratoli; els colors indiquen: blau (disminucid), roig

(increment).
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