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ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a condition characterized by the accumulation of
triglycerides, forming lipid droplets in hepatocytes, in the absence of excessive alcohol
consumption. It is the most common liver disease worldwide and affects 25% of the population,
primarily developing in patients with other metabolic disorders such as obesity, diabetes, or

high cholesterol.

There is evidence suggesting that NAFLD can be prevented and treated with physical activity
and dietary changes, but currently there is no approved pharmacological treatment for NAFLD.
For this reason, a dietary model of fatty liver was developed in female rats to investigate an

effective pharmacological therapy for treating early stages of the disease.

To study the effect of pemafibrate, three groups of female Sprague Dawley rats with different
experimental conditions were used: a standard diet (CT), a high-fat diet supplemented with
10% wi/v fructose in drinking water (HFD-HFr), and a HFD-HFr diet with pemafibrate (Pema).
Despite the PPAR-a agonist effect of pemafibrate, an increase in blood triglyceride levels

contrary to what the literature suggested was observed.

To determine the cause of this hypertriglyceridemia, we explored pathways related to
lipoprotein synthesis and export, as well as to blood triglyceride catabolism. Western blot, RT-
gPCR, and ELISA techniques were used to analyse the levels of the proteins PNPLAS3, UCP1,
and ANGPTL3, as well as the expression of genes encoding MTTP and LPL. The results
revealed that the export of VLDL was not significantly affected by the presence of the drug, but
the significant increase in the levels of ANGPTL3, which inhibits lipoprotein lipase, suggests a

decrease in the hydrolysis of blood VLDL-triglycerides.



IDENTIFICACIO | REFLEXIO SOBRE ELS OBJECTIUS PEL
DESENVOLUPAMENT SOSTENIBLE (ODS)

El model estudiat en aquest projecte son rates femelles de la soca Sprague Dawley, pero els

resultats obtinguts busquen tenir un impacte a llarg termini sobre el col-lectiu de persones que
pateixen la malaltia del fetge gras no alcohodlic, la qual és la malaltia hepatica més comuna
actualment i afecta el 25% de la poblaci6 mundial. A més, és una malaltia cronica que pot
derivar a una situacié de fibrosi, cirrosi, cancer de fetge o insuficiencia hepatica. Per tant, una
disminucioé en la prevalenca d’aquesta malaltia es traduiria en una reduccié en la incidéncia
de patologies hepatiques, que s’inclouen dins de les malalties no transmissibles, i suposaria

una major esperanca de vida.

Un dels farmacs que podria ser util pel tractament de la NAFLD és el pemafibrat, un agonista
del receptor PPAR-a que esta comercialitzat al Japo per tractar la dislipémia, és a dir, per
reduir els nivells de colesterol i triglicérids de la sang. El grup de recerca amb el que he realitzat
les practiques van estudiar I'efecte del pemafibrat en un model de NAFLD en rata, i van obtenir
un efecte beneficios sobre els lipids hepatics, perd no es va observar reduccié de la

hipertrigliceridémia.

Es per aix0, que la investigacio duta a terme en aquest TFG pretén estudiar els mecanismes
pels quals el pemafibrat modula els nivells de triglicérids en el nostre model dietétic d’esteatosi
hepatica en rata. Per fer-ho, s’han estudiat les vies relacionades amb I'exportacio de

triglicérids a la sang i amb la hidrolisi d’aquests lipids.

Els resultats indiquen que en el nostre model dietétic de fetge gras en rates femella el
tractament amb pemafibrat s’observa una situacié d’hipertrigliceridemia a causa d’un
increment dels nivells de la proteina angipoietin like-3, inhibidora de I'activitat lipoproteina
lipasa. Els resultats obtinguts no tenen un impacte directe en la salut de les persones a curt
termini, ja que es tracta d’una investigacié en curs que necessita molts més resultats per
poder-la traslladar als humans i posar remei a aquesta patologia; pero I'estudi pretén contribuir

a llarg termini a la recerca d’'un model que permeti trobar d’'un tractament adequat.

Addicionalment, cal remarcar que I'estudi es duu a terme amb rates femelles, al contrari que
la majoria d’estudis farmacoldgics preclinics, que es realitzen amb mascles. Aix0, pot aportar
dades importants sobre les diferéncies en malalties croniques respecte al sexe i, aixi, reduir

el biaix de génere de la medicina.

En aquest cas, la recerca s’ha desenvolupat en les instal-lacions de la Universitat de
Barcelona, concretament a la Facultat de Farmacia, sense cap intervencié directa amb una

altra entitat o empresa. S’espera que els resultats d’aquest TFG seran part d’una publicacio



en una revista del primer quartil dins de les arees de “Farmacologia i Farmacia” o “Nutricio i
dietética”, de forma que l'aprenentatge assolit amb el projecte es divulgara, tant a escala

nacional com internacional.

En consequliéncia, considero que aquest TFG tracta 'ODS que s’engloba dins I'ambit de
Persones, i encaixa en l'objectiu 3: “Salut i Benestar per a tothom”. Aquest projecte esta
enfocat especificament al compliment de la meta 3.4: “Pel 2030, reduir en un ter¢ la mortalitat
prematura per malalties no transmissibles mitjancant la prevencio i el tractament, i promoure
la salut mental i el benestar”. A més, de manera indirecta el treball també s’inclou en I'objectiu
5: “Aconseguir la igualtat de génere i empoderar totes les dones i nenes”. Concretament, dins
la meta 5.1: “Posar fi a totes les formes de discriminacié contra totes les dones i les nenes del
mon”, ja que no tenir estudis pre-clinics i clinics amb femelles impacta negativament a la salut

de les dones.



ABREVIATURES

e ADPN: adiponutrina

e AG: acids grassos

e ANGPTL3: angipoietin like-3

e Apo: apolipoproteina

e BAT: teixit adipds marrd
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e CcDNA: DNA complementari

e CT: grup control
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o DTT: ditiotreitol

e HFD-HFr: grup high-fat diet high-fructose

e HRP: peroxidasa de rave

e LPL: lipoproteina lipasa

e MTTP: proteina microsomica de transferéncia de triglicérids
e NAFL: fetge gras no alcoholic, Non-Alcoholic fatty liver

e NAFLD: malaltia del fetge gras no alcoholic, Non-Alcoholic fatty liver disease
e NASH: esteatohepatitis no alcohdlica

e Pema: pemafibrat

e PNPLAS: patatin-like phospholipase domain containing 3

e PPAR-a: receptor activat per proliferadors peroxisomics tipus a
e PSA: persulfat d’'amoni

e  QM: quilimicrons

e RNAsa: ribonucleasa

e ROS: espécies reactives d’oxigen

e ROX: carboxirodamina

e RT-gPCR: Reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction
e SB: Laemmli sample buffer

e SDS: dodecilsulfat sodic, sodium dodecyl sulfate

e TEMED: tetrametiletilendiamina

e TG: triglicérids

e UCP1.: proteina desacobladora 1, Uncoupling Protein 1

e VLDL: lipoproteines de molt baixa densitat
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1. INTRODUCCIO

1.1. Malaltia del fetge gras no alcoholic

La malaltia del fetge gras no alcohdlic (Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) és una
patologia que es caracteritza per 'acumulacio de triglicérids (TG) formant gotes lipidiques en
almenys el 5% dels hepatdcits, en abséncia d'un consum excessiu d’alcohol. A escala
mundial, a hores d’ara és la malaltia hepatica més habitual i afecta el 25% de la poblacio
(Pydyn et al., 2020).

En la NAFLD es poden distingir diferents fases en el desenvolupament de la malaltia. Pot
variar des del fetge gras simple (NAFL), també anomenada esteatosi hepatica, relativament
benigne i reversible, fins a la forma més agressiva anomenada esteatohepatitis no alcoholica
(NASH), caracteritzada pel fetge gras, I'evidéncia de lesié als hepatodcits i la inflamacié del
fetge. Tant NAFL com NASH, son malalties croniques que poden derivar a una situacio de
fibrosi, cirrosi, cancer de fetge o insuficiéncia hepatica (Kleiner et al., 2005) (Utzschneider et
al., 2006).

Els nivells de lipids intrahepatics estan controlats per un equilibri entre la captacid/sintesi i la
utilitzacié/eliminacio dels lipids mitjancant 4 mecanismes: 1) captacio de lipids procedents de
la dieta; 2) lipogénesi de novo (DNL); 3) oxidacié d’acids grassos; i 4) secrecio de lipoproteines
de molt baixa densitat (VLDL) (Wang et al., 2022).

En circumstancies normals, els acids grassos del metabolisme dels lipids al fetge provenen
majoritariament de la dieta, amb una petita aportacié d’aproximadament el 5% de DNL. En
canvi, en pacients amb NAFLD els hepatocits presenten un metabolisme alterat en que la
contribucié de la DNL augmenta fins a un 30% del conjunt dels acids grassos (AG)
metabolitzats, hi ha una captacié excessiva d’AG i es redueix 'oxidacioé d’aquests (Velazquez
etal., 2022). Per altra banda, s’ha descrit que en els pacients amb NAFLD la secreci6 de VLDL
esta incrementada, fet que comporta I'aparicié d’hipertrigliceridémia. Tot i aixo, 'augment de
la produccié de VLDL no compensa I'augment de les vies d’entrada de lipids en el fetge, i

aquests s’acumulen als hepatocits (Wang et al., 2022).

A causa de l'alta prevalenca d’aquesta malaltia, ha esdevingut un problema de salut important
gue cal abordar. Hi ha evidéncies que suggereixen que la NAFLD es pot prevenir i tractar amb
activitat fisica i canvis en la dieta, ja que tenen efectes beneficiosos en els nivells de lipids
intrahepatics; pero, actualment, no existeix cap tractament farmacologic aprovat per a la
NAFLD (Qiu et al., 2023).



1.2. Pemafibrati el seu efecte sobre el receptor PPAR-a

El receptor PPAR-a (receptor activat per proliferadors peroxisbmics tipus a) és un factor de
transcripcié nuclear que esta implicat en la regulacié del metabolisme dels lipids i que esta
present en diversos teixits com el fetge, el muscul esquelétic i el teixit adipdés. Quan aquest
receptor s’activa, s’'uneix a elements de resposta al DNA i modula I'expressié de gens
relacionats amb la metabolitzacio i degradacié dels lipids, com per exemple augmentant la
produccié de lipoproteina lipasa (LPL) i disminuint la de I'apolipoproteina C-Ill (Apo C-I1lI), un
inhibidor de la LPL (Yamashita et al., 2020) (Takizawa et al., 2013). D’aquesta manera, es
redueixen els nivells de TG plasmatics, ja que augmenta la seva lipolisi i els AG formats sén

incorporats als teixits periférics.

L’activacié de PPAR-a també regula els gens implicats a les vies de -oxidacié. Els nivells
d’AG es redueixen gracies a la metabolitzacié d’aquests al muscul esquelétic i al fetge
mitjangant 'augment de I'expressiod de diversos gens implicats en la via de la B-oxidacio i
(Staels et al., 1998). En pacients amb NAFLD, aquests processos es veuen alterats, provocant
una acumulacié excessiva de TG als hepatocits. L’activacié de PPAR-a es considera una
potencial diana farmacologica, ja que 'augment de la B-oxidacio redueix els nivells de TG
hepatics (Pydyn et al., 2020).

Mudltiples linies d'evidéncia donen suport a l'estratégia de la terapia combinada per al
tractament de la NAFLD a causa de la complexitat, I'heterogeneitat i la patogenesi
multifactorial de la malaltia (Chakravarthy et al., 2020). En el projecte del que forma part aquest
TFG, s’ha testat I'eficacia de dos farmacs (pemafibrat i mirabegrd) per separat i la seva
combinacié. Pel que fa al present TFG, correspon només als estudis realitzats amb

pemafibrat.

El pemafibrat (K-877) és un farmac sintetitzat per Kowa Company,Ltd. que pertany al grup
dels fibrats i esta comercialitzat al Jap6 per tractar la dislipémia. La dislipémia és una condicié
en que el nivell dels lipids, tant els de TG com els de colesterol, en sang son elevats. Els
fibrats com el bezafibrat, el fenofibrat i el gemfibrozil s6n agonistes PPAR-a relativament febles
amb poca selectivitat del substrat; en canvi, el pemafibrat és un modulador de PPAR-a
altament selectiu amb una potent activitat agonista (Blair, 2017b). A més, I'Us clinic dels fibrats
provoca efectes secundaris, com per exemple 'empitjorament de la funcié hepatica i renal, ja
que la majoria dels fibrats disponibles s’excreten principalment al ronyo. Per fer front a aquests
inconvenients, es proposa la utilitzacio del pemafibrat a causa del seu equilibri entre I'eficacia
i la seguretat. Aquest farmac té una relacio benefici-risc superior a la dels altres fibrats perque

millora els tests de funcié hepatica, i com que es metabolitza principalment al fetge i no al



ronyo pot ser utilitzat en pacients amb malaltia renal (Yamashita et al., 2019b) (Yamashita
et al., 2020).

El mecanisme d’accié del pemafibrat és I'activacido del receptor nuclear PPAR-a en les
cél-lules del fetge i en altres teixits. La uni6 selectiva entre el pemafibrat i el receptor PPAR-a
produeix la seva activaciéo i, com ja s’ha esmentat, regula I'expressié6 de gens diana
encarregats d’estimular 'eliminacié dels triglicerids plasmatics augmentant la produccié

d’enzims que duen a terme la lipdlisi i el catabolisme de lipids al fetge (Blair, 2017b).

1.3. Context de I'estudi

En estudis anteriors, al grup de recerca de la Dra. Alegret i el Dr. Laguna del Departament de
Farmacologia, Toxicologia i Quimica Terapéutica va caracteritzar un model animal
experimental de NAFLD que es basava en 'administracié durant 3 mesos d’'una dieta solida
alta en greixos, pero sense colesterol, complementada amb una solucié de fructosa liquida

(10% p/v) com a beguda a rates femelles Sprague Dawley (Velazquez et al., 2022).

Aquest nou model evita inconvenients que presenten altres tipus de models dietétics els quals
imitaven dietes poc saludables en humans i causaven l'aparici6 de comorbiditats com
I'obesitat, la resisténcia a la insulina i la diabetis de tipus 2, la dificultat de diferenciar un fetge
gras simple de l'esteatohepatitis, i la necessitat d’esperar llargs periodes de temps per

aconseguir canvis fisiopatologics al fetge dels animals.

L’objectiu del grup de recerca era d’aconseguir crear un model animal de NAFLD util per la
recerca d’'una terapia farmacologica efectiva per tractar els estats primerencs de la malaltia,
I'esteatosi hepatica simple sense inflamacio. En estudis posteriors s’ha demostrat I'efectivitat
de l'acid bempedoic en aquest model, i actualment s’esta estudiant I'efecte del pemafibrat i

mirabegro.

En el meu Treball de Final de Grau, em centraré en uns resultats especifics obtinguts a I'tltim

estudi, en qué es comprovava l'eficacia del pemafibrat.

1.4. Pemafibrati nivells de TG sanguinis

En I'estudi esmentat, un dels primers parametres que es van valorar en finalitzar el protocol
experimental (vegeu el disseny experimental a la seccio 3.1), van ser els nivells de TG en

sang.

Tal com podem veure a la Figura 1, en el nostre estudi els nivells de TG sanguinis en els
animals sotmesos a la dieta HFD-HFr son significativament superiors als animals control, tal
com s’havia descrit préviament en treballs anteriors del grup en aquest mateix model. Per altra

banda, les concentracions de TG en sang en els animals tractats amb pemafibrat sén



significativament superiors a la dels animals del grup HFD-HFr. Aquest fet va ser un resultat
sorprenent, ja que esta demostrat que I'efecte del pemafibrat, almenys en la seva utilitzacié
clinica, és reduir la trigliceridémia, degut a la seva capacitat d’activar el receptor PPAR-q,
efecte associat 'augment del catabolisme de les lipoproteines riques en TG (Ginsberg et al.,
2022).

300+

200+

Figura 1. Concentraci6 dels TG en sang de la cua de les rates en les tres
1004 condicions experimentals: grups Control (CT), Dieta High-Fat amb Fructosa
(HFD-HFr) i tractament amb Pemafibrat (Pema). Els grafics de barres

mostren la mitjana + SD dels grups (n=8), expressada en %. #indica

Concentracio dels TG en sang (mg/dl)

diferencies significatives entre HFD-HFr i el control amb un p-valor<0,05.
*indica diferéncies significatives entre Pema i HFD-HFr amb un p-valor<0,05.
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Condicions expeirmentals

Grafic realitzat amb GraphPad Prism 8.0. Els resultats s’analitzen amb un
model ANOVA i les comparacions multiples utilitzant el Test de Sidak. (Font
propia)

Aquests resultats tampoc no concorden amb estudis d’altres grups de recerca realitzats en
ratolins i en rates Sprague Dawley, en els que s’'observava una disminucio significativa dels
nivells dels TG plasmatics, a més d’una disminucié dels nivells d’insulina i glucosa plasmatics
(Araki et al., 2018) (Takizawa et al., 2013).

1.5. Mecanismes de modulacio dels triglicerids plasmatics

Hi ha diverses causes possibles que podrien explicar els alts nivells de triglicérids sanguinis

en el nostre model dietétic de fetge gras en rata femella tractat amb pemafibrat.

Per una banda, podria ser a causa d’un augment en I'exportacié de VLDL, ja que 'augment
en sang d’aquestes lipoproteines dona lloc a un augment de les concentracions circulants de

TG, provinents de I'esterificacio d’AG al fetge (Soca et al., 2009).

D’altra banda, podria deure’s a una disminucié de la hidrolisi dels TG associats a lipoproteines
i de la captacié d’acids grassos als teixits, a causa d’'una disminucié de I'expressio de proteines

que indueixen o duen a terme la lipolisi dels TG.

Per ultim, una tercera possibilitat podria ser un augment en I'expressié de proteines

inhibidores del metabolisme dels lipids que fan augmentar la tracilgliceridémia.



1.5.1. Proteines relacionades amb I’exportaciéo: MTTP i PNPLA3

Segons resultats anteriors obtinguts en aquest mateix estudi, els nivells de TG hepatics es
van veure significativament disminuits amb el pemafibrat (resultat no mostrats). Es per aixo,
que es va plantejar la possibilitat que els TG hepatics estaven disminuint perque estaven sent
exportats cap a la sang, causant hipertrigliceridemia. Per comprovar-ho, caldria determinar els
nivells de proteines relacionades amb I'exportacid, com sén la proteina microsomal de

transferencia de triglicérids (MTTP) i 'adiponutrina (ADPN), codificada pel gen Pnpla3.

El gen Pnpla3 esta ubicat al brag llarg del Hepatocyte

cromosoma 22 i codifica per la proteina
adiponutrina (43 kDa). Les variacions en \

l'expressid6 d’aquesta proteina influeixen & ER
sobre el metabolisme energeétic i dels lipids i, PNPLA3 ') =
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els quals so6n conjugats amb la proteina

apolipoproteina B100 (Apo-B100) formant les VLDL. La proteina que duu a terme la
transferéncia de TG a les apolipoproteines i sintetitza VLDL madures és la subunitat gran de
la proteina microsomal de transferéncia de triglicérids, codificada pel gen Mttp. MTTP
transfereix colesterol lliure, fosfolipids, triglicérids i ésters de colesterol a Apo-B100, permetent
que aquesta apolipoproteina assoleixi una conformacié de pre-VLDL, que admet la fusié de

gotes de TG, formant VLDL madures (Higuchi et al., 2011).

Per tant, tal com podem veure a la Figura 2, les proteines ADPN i MTTP son essencials per
la lipidacié de Apo-B100 i per la sintesi de les VLDL. Estudiar el seu nivell d’expressio és util

per confirmar si 'exportacio de VLDL s’esta veient augmentada.

1.5.2. Proteina UCP1li latermogenesi

Una altra possible causa, que explicaria 'augment de TG plasmatics en el nostre model en
els animals tractats amb pemafibrat, seria una disminucio de la captacio de lipids circulants al

teixit adipés marré que produiria una menor entrada d’acids grassos a la via de la termogénesi.



La termogenesi és el procés mitjancant el qual el cos és capag de generar calor. La produccié
de calor varia segons el teixit: en la major part de I'organisme es metabolitzen glucids, lipids i
proteines per obtenir calor; perd en teixits especifics, com el teixit adipdés marré, té lloc la
termogenesi facultativa o adaptativa. La termogenesi del teixit adipés marrd pot ser induida
pel fred o la dieta, pero en tots dos mecanismes esta involucrada la proteina desacobladora
1 (UCP1) (Del Mar Gonzalez-Barroso et al., 2000).

En estudis anteriors del nostre grup de recerca, ja es va demostrar que en el nostre model la
termogénesi es veu incrementada gracies a la dieta que s’administra a les rates, ja que
aquesta és rica en acid palmitic i acid estearic. Durant la metabolitzacié de l'acid estearic,
aquest pateix una dessaturacio i s’obté acid oleic, el qual és un dels majors inductors de la
termogénesi, a més de contrarestar els efectes proinflamatoris de I'acid palmitic (Velazquez
et al., 2022).

La proteina UCP1 (32 kDa), també coneguda com a proteina desacobladora 1 de la
fosforilacié oxidativa o Uncoupling Protein 1, és una proteina que s’expressa exclusivament a
les membranes mitocondrials internes en el teixit adipds marr6. Aquesta proteina té un paper
essencial en la termogénesi sense tremolor: la funcio de la UCP1 és desacoblar la respiracio
cel-lular de la sintesi d’ATP, dissipant el gradient de protons en forma de calor en els
mitocondris del teixit en questio (Figura 3). La UCP1 permet que els protons tornin a entrar la
matriu evitant ’ATP sintasa (Cannon & Nedergaard, 2017) (Del Mar Gonzalez-Barroso et al.,
2000) (Nedergaard et al., 2001).

2 0./ 3N
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Figura 3. Respiracio cel-lular desacoblada de la sintesi d’ATP gracies a la funci6 de la UCP1
(Nedergaard et al., 2001).

Els diferents subtipus de PPAR regulen I'expressio de les proteines desacobladores 1, 2i 3
(Panadero et al., 2008). El gen UCP1 esta sota el control dual de PPAR-a i PPAR-y en relacio
amb l'oxidacio de lipids i la diferenciacio a adipocit marré, respectivament. El gen de la UCP1
és induit principalment per PPAR-a en adipocits marrons madurs, produint I'activacié de la

termogenesi en BAT, la qual és mediada per vies dependents de cAMP i que indueix a la



lipdlisi dels TG emmagatzemats. S’ha observat que PPAR-y no és essencial per I'expressié

del gen UCP1 en adipocits marrons ja diferenciats (Villarroya et al., 2007).

Els AG utilitzats en la termogénesi poden derivar de diferents fonts: de la lipolisi de TG
endogens del teixit adipds, de la lipolisi dels TG plasmatics transportats per les VLDL (via LPL)
o0 els AG lliures de la sang. Per tant, una major expressié de la UCP1 al BAT indicaria un
augment de la termogénesi, que podria promoure I'entrada de TG en aquest teixit i, finalment,

donar lloc a la reducci6 dels TG plasmatics.

1.5.3. Proteina LPL i la hidrolisi de triacilglicérids

La lipoproteina lipasa (LPL) és un enzim que hidrolitza els TG de les lipoproteines, com poden
ser els quilomicrons (QM) i les proteines de molt baixa densitat (VLDL), i els descompon a
acids grassos lliures (AG) i 2-monoacilglicerol. Aquestes lipoproteines sén estructures que
transporten diversos tipus de lipids per tot 'organisme, primer a nivell limfatic i després per la

sang, alliberant els lipids a diferents teixits.

La funcié de la LPL és extreure els TG que circulen per la sang associats a les esmentades
lipoproteines i degradar-los. A més, aquesta lipasa promou la captacié dels acids grassos
lliures resultants de la hidrolisi als teixits, d’aquesta manera els AG captats es poden utilitzar

com a reserva o com a font d’energia (Moreno, 2012).

La proteina LPL es troba en la superficie interna dels vasos sanguinis o endoteli; i esta present
a practicament tots els teixits, presentant més activitat al teixit adipos, al cor al muscul
esquelétic i a les glandules mamaries durant la lactancia. La seva sintesi depén exclusivament
d’un unic gen que codifica per un homodimer que sera glicosilat al reticle endoplasmatic, quan
la seva expressio es vegi induida per I'activacié del receptor PPAR-a (Mead et al., 2002).
L’apolipoproteina C-1l (Apo C-II) és un component proteic de les VLDL que actua com a

cofactor de la LPL, activant la seva funcio lipasa (Kinnunen et al., 1977) (Kim et al., 2006).

1.5.4. Proteina Angiopoietin-like 3

Per ultim, un augment en I'expressio de proteines inhibidores del metabolisme dels lipids
podria ser la causa de la hipertrigliceridémia. Les lipoproteines riques en TG alliberen acids

grassos als teixits gracies a I'accio de la LPL, la qual esta regulada per diversos enzims.

Un inhibidor fisiologic de I'enzim lipoproteina lipasa és I'apolipoproteina C-lll, que és
sintetitzada al fetge i a 'intesti (Berroeta & Davidsson, 2012). En els experiments duts a terme
préviament al grup de recerca, es va observar que els nivells d’expressié de la proteina
disminuien en els animals tractats amb pemafibrat. Per aquesta rad, es va descartar aquest
inhibidor fisiologic del metabolisme dels lipids com a possible causa d’hipertrigliceridéemia.

Aquests resultats no estan inclosos perque no formen part del meu treball.



La LPL també estd regulada per una seérie de proteines extracel-lulars semblants a
'angiopoietina, que es coordinen per modular el metabolisme dels lipids. La familia de les
proteines semblants a I'angiopoietina (ANGPTL) s’anomena aixi a causa de la seva similitud
estructural a aquesta proteina; perd a diferéncia de I'angiopietina, les proteines ANGPTL no
contribueixen a I'angiogénesi. Actualment, aquesta familia esta composta per vuit membres,
dels quals TANGPTL 3, 4 i 8 contribueixen al metabolisme dels TG (Sylvers-Davie et al., 2021).
Es va escollir la ANGPTL3 per I'estudi, perqué és I'inica que es produeix exclusivament al
fetge, al contrari que la ANGPTL4 que s’expressa en nombroses cél-lules i teixits, com el teixit

adipds, al fetge, al muscul esquelétic, al cor, a l'intesti i en macrofags (Kersten, 2017).

L’angiopoietin like-3 (ANGPTL3) és una proteina que s’expressa i es segrega al fetge i circula
pel torrent sanguini. LANGPTL3 circulant té la funcié d’interaccionar amb la LPL a la
vasculatura, inhibint la seva activitat lipasa i reduint I'eliminacié de particules de lipoproteines
riques en TG. En diversos estudis s’ha observat un augment dels TG plasmatics a causa d’'una
sobreexpressioé o injeccié dANGPTL3 i una reduccié d’aquests lipids quan ANGPTL3 es troba
inactivada (Koishi et al., 2002) (Ono et al., 2003).



2. HIPOTESI | OBJECTIUS

En aquest treball s’han analitzat els efectes del pemafibrat en un model dietétic de fetge gras
en rata femella, que es basa en I'administracié d’'una dieta rica en greix suplementada amb

fructosa en l'aigua de beguda.

L’objectiu principal del treball és determinar per quin motiu el pemafibrat no és efectiu reduint
els nivells de TG sanguinis en el nostre model. La nostra hipotesi és que pot ser degut a un
augment en I'exportacio de lipoproteines i/o a la reduccié de la hidrolisi dels TG associats a

lipoproteines.
Objectius especifics:

1. Determinar els nivells de proteines relacionades amb I'exportaciéo (MTTP i ADPN) per
comprovar si I'exportacié de VLDL es veu augmentada a causa del pemafibrat.

2. Determinar els nivells de la proteina UCP1 en BAT per saber si la termogénesi s’ha
vist disminuida en els animals tractats amb pemafibrat.

3. Determinar els nivells d’expressio del gen de la LPL al fetge com a indicador de la
lipdlisi dels TG sanguinis.

4. Determinar els nivells d’expressié de TANGPTL3 per comprovar si l'activitat de la

proteina LPL esta sent inhibida per I'accié del pemafibrat.



3. METODOLOGIA

3.1. Disseny experimental

En aquest estudi s’han utilitzat mostres obtingudes de 24 rates femelles de la soca Sprague
Dawley. En el moment d’arribar, les rates tenien vuit setmanes d’edat. Van ser assignades
aleatoriament a tres grups diferents (n=8), com es descriu a continuacio, i es van mantenir
amb unes condicions constants d’humitat (40-60%) i temperatura (20-24°C). Es van col-locar

per parelles en gabies que tenien un cicle de llum-foscor de 12 hores.
Es van estudiar tres condicions experimentals:

e La primera condicio és el grup control (CT), en el qual les rates van ser alimentades
amb una dieta estandard per rosegadors.

e La segona condici6 és el grup de rates que van ser alimentades amb una dieta rica en
greix, sense colesterol, i aigua de beguda suplementada amb fructosa al 10% p/v
(HFD-HFr, high fat diet - high fructose). Aquesta dieta té I'objectiu d’induir la primera
fase del fetge gras, caracteritzada per l'esteatosi sense inflamaci6, mitjancant un
augment en la ingesta d’AG i un augment de la seva sintesi (DNL) introduint fructosa
en la dieta (Veldzquez et al., 2022).

e L’dltima condicié estudiada en aquests experiments és el grup tractat amb el farmac
pemafibrat (Pema). Aquest grup de rates van rebre la dieta HFD-HFr i en 'dltim mes
de tractament se’ls va administrar pemafibrat, juntament amb la dieta, a la dosi d’1

mg/kg.

Els tractaments van tenir una durada total de tres mesos, durant els quals 'aigua i el pinso de
les gabies es va canviar cada dos dies. Al llarg de tot el tractament es va portar un control del
consum d’aliments solids i liquids tres cops per setmana i el pes corporal dels animals un cop

per setmana.

Passats els tres mesos, els animals van ser sacrificats. Primerament, es van deixar dues hores
en deju i es van extreure mostres de sang de la cua. Posteriorment, van ser anestesiats amb
una dosi combinada de 40 ug de xilacina i 9 mg de ketamina per cada 100 g de pes; van ser
sacrificats per exsanguinacio; i els seus teixits es van extreure, pesar i congelar per parts amb

nitrogen liquid. Finalment, es van conservar a -80°C.

Tots els procediments experimentals que implicaven animals van ser aprovats pel Comité Etic
de la Universitat de Barcelona (198/21).
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3.2. Extraccio de proteines del BAT i del fetge

Per extraure les proteines de les mostres de teixit de BAT i de fetge, es pesen entre 80-100mg
de teixit i es col-loquen en un tub Eppendorf que conté 3 beads d’acer. Després, per cada
100mg de teixit s’afegeix 0,5 ml de tampo d’extraccid, el qual esta format per: HEPES 30 mM
pH=7,4, NaCL 150 mM, glicerol 10%, Triton X-100 1%, deoxicolat de sodi 0,5% (DOC),

inhibidors de proteases i inhibidors de fosfatases.

Els tubs es col-loquen a l'aparell TissueLyser Il durant 5 min a 50 Hz. Aquest aparell facilita
I'extraccio disgregant el teixit mitjancant I'agitacié de les mostres a altes velocitats en tubs
Eppendorf que contenen els beads d’acer. L’homogenat obtingut gracies als xocs que
exerceixen els beads sobre el teixit es transfereix a un tub Eppendorf de 1,5ml i es centrifuga
a 13.300 rpm durant 15 min a 4°C.

Posteriorment, es separa l'extracte proteic (fase vermellosa) de l'extracte lipidic (fase
blanquinosa) que quedara a la superficie. Es transfereix el sobrenedant a un nou Eppendorf

de 1,5 ml que es guardara a -20°C fins al seu Us i es descarta el pellet.

3.3. Assaig de Bradford

L’assaig de Bradford és una técnica colorimétrica que serveix per determinar la quantitat
proteica total d’'una mostra. Es basa en la variacié de I'absorbancia produida pel canvi de color
del reactiu Blau Brillant de Coomassie quan interacciona amb els aminoacids basics i
aromatics de les proteines mitjancant unions per forces de Van der Waals i interaccions
hidrofobiques. El pic d’absorcié del colorant es desplaca de 470 nm a 595 nm perqgué el reactiu
es converteix en la seva forma desprotonada i adopta una coloracié blava. La intensitat del
color blau i la quantitat de proteina de la mostra estan correlacionades positivament (Compton
& Jones, 1985).

Per transformar els valors d’absorbancia en valors de quantitat total (U.A.), es realitza una
recta patré amb diferents quantitats conegudes de la proteina albimina serica bovina (BSA):

1,2,3,4,5i6 ug; a partir d'una solucié mare de BSA 1 g/ml.

En experiments anteriors del grup de recerca s’havia establert que la dilucié optima per les
mostres era una dilucié 1/50. El procés experimental consisteix a pipetejar 10 pl de les mostres
problema o de les dilucions de BSA en una placa de 96 pous (MW96), fent duplicats de totes
les mostres i del blanc. Posteriorment, s’afegeix a cada pou 190 pul de reactiu de Bradford

préviament diluit 1/5 i es determina I'absorbancia de la placa a 595 nm.

Els resultats del métode de Bradford ens indiquen que el contingut proteic de les mostres ha
estat el mostrat a ’Annex |, Taula 2a i Taula 2b. Per calcular les concentracions s’ha tingut

en compte el volum en qué es va afegir la quantitat corresponent (10 pl).

11



3.4. Western Blot

El Western blot és una técnica quantitativa que s’utilitza per analitzar la concentracié d’'una
proteina determinada en diferents mostres biologiques. Aquesta técnica consisteix a la
separacio de les proteines d’'una mostra en un gel de poliacrilamida amb SDS segons el seu
pes molecular i la posterior transferéncia a una membrana on s’incubaran els anticossos, amb

I'objectiu de visualitzar la proteina al revelatge.

3.4.1. Preparacio dels gels SDS-PAGE

L’electroforesi es duu a terme sobre un suport inert SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), el qual és un gel de poliacrilamida desnaturalitzant.
Aquest esta format per dos gels diferents: el gel concentrador (stacking gel), que concentra la
mostra en el mateix punt per tal que corrin totes les proteines a la vegada; i el gel separador

(running gel), que separa les proteines de la mostra segons el seu pes molecular.

El persulfat d'amoni (PSA) i la tetrametilenediamina (TEMED) permeten la polimeritzacié de
I'acrilamida en forma de cadenes lineals, la bisacrilamida dona lloc a punts de ramificacié del

polimer. La mida dels porus del polimer depenen del percentatge de poliacrilamida usat.

Com que la proteina UCP1 pesa 32 kDa, es va preparar un gel de concentracié al 5% i un gel
de separacio al 12% de poliacrilamida. En canvi, la proteina ADPN pesa 43 kDa, i per aixo es
va preparar un gel concentrador del 4% i un gel separador del 10% de poliacrilamida. Els
volums dels reactius utilitzats per la preparacio de 4 gels de 1,5 mm de gruix sén els mostrats

alAnnex Il, Taula 3ai Taula 3b.

En primer lloc, es munten els vidres i es prepara el gel separador, que es deixa polimeritzar
20 minuts. Posteriorment, es prepara el gel concentrador i es col-loquen les pintes per tal que
es formin els pous on carregarem les mostres. Aixi, el gel concentrador polimeritzara sobre el

gel concentrador.

3.4.2. Preparaci6 de les mostres

Les mostres son tractades en condicions desnaturalitzants amb agents quimics que
s’encarreguen de trencar les estructures tridimensionals de les proteines. El tampo de carrega
(SB 2x) conté:

e SDS (dodecilsulfat sodic): Desnaturalitza les proteines fins a la seva estructura
primaria i les recobreix de carregues negatives.
e [(-mercaptoetanol: Trenca els ponts disulfur de les proteines (les redueix).

e Glicerol: Augmenta la densitat de les mostres, aixi cauen dins del pou al carregar-les.
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¢ Blau de bromofenol: Facilita el procés de carregar les mostres, ja que les fa visibles, i

marca el front de migracié durant I'electroforesi.

A més a més del SDS i el f-mercaptoetanol, s’afavoreix la desnaturalitzacié de les proteines

escalfant-les mostres durant 5 minuts a 100°C en un bany sec.

A partir de les concentracions proteiques de les mostres obtingudes mitjangant I'assaig de
Bradford previ, es calcula la quantitat de mostra que cal pipetejar en cada cas per tenir la
mateixa 10 ug de proteina en cada pou. Sabent que el volum total escollit sén 24 ul i que la
meitat d’aquest volum estara format per SB 2x (12 ul), hem de calcular el volum de Tris-HCI
50mM pH=7,5 que queda per arribar al volum total a carregar. Els volums de cada component

per carregar dos pous (més un pou extra) estan disponibles a 'Annex Il, Taula 4ai Taula 4b.

3.4.3. Electroforesi en gels SDS-PAGE

L’electroforesi en gels SDS-PAGE separa les proteines segons el pes molecular i corren
juntament amb un marcador de pes molecular que ens permet relacionar les bandes de les
mostres amb el seu pes molecular. Es col-loquen els gels a una cubeta d’electroforesi amb
tampo6 de migracio i es connecta a una font de corrent a un voltatge constant de 100V, fins
que lamperatge s’estabilitiza a 36mA. L’electroforesi es deixa coérrer uns 120 min
aproximadament, i s’atura quan el front blau ha desaparegut per complet i les primeres bandes

del marcador de pes molecular han arribat a la part inferior del gel.

3.4.4. Transferéncia per electroblotting

Les proteines es transfereixen a una membrana PVDF (6x9 cm) perqué els gels de
poliacrilamida s6n molt debils i costa treballar amb aquest material. Les membranes soén

activades amb metanol durant 1 min perque les proteines s’hi puguin unir.

La transferéncia es duu a terme mitjangant la técnica d’electroblotting, que es basa en
aplicacié d’un camp eléctric horitzontal de 200mA durant 2 hores, que transfereix les
proteines del gel a la membrana. Cada gel de poliacrilamida es posa en contacte amb una
membrana formant un “sandwich” de transferéncia. Els “sandwich” es submergeixen en un
tampé de transferéncia, que és una solucié conductora, dins d’'una cubeta. Les membranes

gue s’obtenen tenen totes les proteines que estaven préviament als gels de poliacrilamida.

3.4.5. Immunodetecci6 de proteines

En primer lloc, s’han de bloquejar els llocs d’unié inespecifics amb 5 ml de Palex, llet o BSA
al 5% en TBS-Tween 0,1% durant 1 hora. En segon lloc, les membranes s’incuben amb un
anticos primari que reconegui la proteina problema over-night a 4°C. L'endema, les

membranes s’incuben durant 1 hora a temperatura ambient (TA) amb un anticos secundari
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marcat amb HRP (Peroxidasa de rave) que s’uneix a I'anticos primari, formant un complex

ternari (Annex I, Taula 5). Aquest métode d'immunodeteccié s'anomena deteccio indirecta.

A més, utilitzem un control de carrega, com per exemple la B-tubulina o la vinculina, que
s’expressen homogeniament en tots els grups de tractament. La proteina de control de
carrega ens assegura que hem carregat la mateixa quantitat de mostra a cada pou, i, en cas
que no sigui aixi, ens permet normalitzar els valors de la proteina problema amb els valors de
la proteina control de cada una de les mostres individualment, ja que la seva expressio no es

modifica en cap condicié de tractament.

Entre incubacions, les membranes s’han de rentar 3 vegades en TBS-Tween durant 5 min per
eliminar les restes de I'anticos primari que no s’ha unit a la membrana. En acabar la segona
incubacié, es fan 3 rentats de nou per eliminar I'excés d’anticds que no s’ha unit a la

membrana.

3.4.6. Revelatge de proteines amb Amersham™ Imager 680

L’Amersham™ Imager 680 és un aparell que permet la immunodeteccié de les proteines
utilitzant una soluci6 de deteccio. La solucié de deteccid es prepara barrejant 1ml del Reactiu
1 (Peroxide Solution) i 1 ml del Reactiu 2 (Luminol Enhancer Solution) per produir un volum

final suficient per cobrir tota la superficie de la membrana.

Com ja he comentat, I'anticos secundari té una etiqueta enzimatica que és la peroxidasa de
rave (HRP). Aquest enzim és capa¢ de catalitzar I'oxidacié d’'una gran quantitat de substrats
organics i inorganics quimioluminiscents, reduint H,O; i produint senyals detectables (Li et al.,
2008).

3.4.7. Analisi per densitometria

Podrem semiquantificar qualitativament I'expressié de la proteina problema amb les imatges
obtingudes amb I'aparell Amersham™ Imager 680. Aquestes imatges s6n analitzades per
densitometria mitjangant el programa Image Lab. En funci6 de la intensitat de la banda

detectada, sabrem si la proteina s’expressa més o menys en cada grup de tractament.

3.5. Extraccié de mRNA del fetge

L’extraccié de mRNA es duu a terme amb el reactiu TRIsure (també anomenat TRIzol) que
permet aillar 'mRNA del DNA i les proteines del teixit hepatic. Les propietats inhibidores de la

RNAses que posseeix TRIsure protegeixen 'RNA durant la lisi.

En primer lloc, es disgreguen entre 100 i 150 mg de teixit en 1ml de TRIsure a 50Hz mitjan¢ant
I'aparell TissueLyser Il. S’afegeixen 200 ul de cloroform a cada tub i es deixen en agitacio

durant 15 min. S’incuben els tubs a TA durant 3 minuts i es centrifuguen a 12.000 g durant 15
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min a 4°C. La mostra biologica es separara en tres fases: fase aquosa (superior), fase organica
(inferior) i la interfase. El mRNA es trobara a la fase aquosa, la qual es transfereix a un nou
tub Eppendorf, on s’afegeix 500 ul d’'isopropanol. S'incuben les mostres a TA durant 10 min i,

posteriorment, es centrifuguen a 12.000 g durant 10 min.

Seguidamnet, descartem el sobrenedant i rentem el pellet, que conté el MRNA sense reactius,
resuspenent-lo amb 1ml d’etanol al 75%. S’agita amb el vortex i es centrifuga a 7.500 g durant
5 min a 4°C. El procés de rentat es repeteix dues vegades. Es torna a descartar el sobrenedant
i es deixa assecar el pellet sota la campana durant 20 min. Per ultim, es resuspen el pellet
amb 30 pl d’'H.O lliure de RNAses. Les mostres de mRNA obtingudes de I'extraccio
s’incubaran a 60°C durant 10 min al bany maria i es guardaran a -80°C fins que s’hagin

d’utilitzar.

3.6. Quantificacio de la concentracio de mRNA

Per quantificar el mRNA, utilitzem un espectrofotometre anomenat NanoDrop que mesura
I'absorbancia a 260 nm, que és la longitud d’ona a la qual absorbeix I'acid ribonucleic. A més,
I'aparell també mesura les relacions d’absorbancia entre 260/280 i 260/230, que determinen
la puresa de la mostra. L’absorbancia 260/280 s'utilitza per comprovar el nivell de
contaminacié de les mostres; valors entre 1,7 i 2 indicarien que la mostra és pura i valors
superiors a 2 indiguen una concentracié optima de mRNA. L’absorbancia 260/230 també
indica la puresa de la mostra; valors inferiors a 1,5 indicarien la preséncia de contaminants
(Bunu et al., 2020).

3.7. Reverse Transcription - Quantitative PCR (RT-qPCR)

3.7.1. Transcripcio reversa de les mostres de mRNA (RT)

La transcripcié reversa és una técnica que es permet generar una cadena DNA de doble
cadena anomenat DNA complementari (cDNA) a partir d’'una cadena senzilla de mRNA motlle,

mitjangant I'enzim retrotranscriptasa o transcriptasa inversa.

En primer lloc, les mostres sén diluides en funcié dels resultats obtinguts al Nanodrop amb
aigua milli-Q autoclavada i tractada amb pirocarbonat de dietil (DEPC), el qual és un inhibidor
de nucleases que desactiva les RNAses que poden estar presents a l'aigua. Es fa una dilucié
de 150 ng/ul de les mostres de mRNA en un volum final de 20 ul. Cal carregar 3 ug de mostra

en cada Eppendorf de 0,6 ml i afegir aigua DEPC per completar el volum de 11,25 pl.

La resta del volum fins arribar a 20 pl esta formada per diversos components, que han d’estar

presents a la mescla perqué tingui lloc I'amplificacio:

e Mix 1: Volum total per pou = 1,25 pl
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o Random Hexamers: actuen com a encebadors o primers per la funcié de la
DNA polimerasa.
o dNTP mix 10 nM: desoxinucleotids trifosfat.
e Mix 2: Volum total per pou = 7,5 ul
o Tampo 5X de reaccio.
o DTT 0,1 mM (ditiotreitol): estabilitza la RNAsa OUT.
o RNAsa OUT 40 U/ul: té la funcié d’eliminar totes les RNAses.

o Transcriptasa reversa 200 U/ pl.

Continuant amb el procediment, després de diluir les mostres, es prepara el Mix 1 i s’afegeix
1,25 ul a cada Eppendorf. Es centrifuguen les mostres durant 30 segons per fer baixar el
volum al fons del tub i es col-loquen al termociclador. Aquest aparell duu a terme la transcripcio
reversa, realitzant diversos cicles d’amplificacié de DNA. Abans que I'aparell arribi a la segona
etapa, s’'atura el procés i es col-loquen les mostres en gel durant 5 minuts, per aturar la reaccio
disminuint la temperatura dels tubs. Posteriorment, es prepara el Mix 2 i es pipeteja 7,5 pl a
cada un dels Eppendorfs. Es tornen les mostres al termociclador, pergué pugui continuar amb
les seglents etapes. Un cop acaba la retrotranscripcio, s’emmagatzemen les mostres de
cDNA a -20°C.

3.7.2. Amplificaci6 de les mostres de cDNA per PCR quantitativa (QPCR)
3.7.2.1. Context de latecnica

La PCR quantitativa o a temps real (qQPCR) és una variant de la PCR en la qual s’amplifica i
es quantifica simultaniament el producte que es va acumulant, utilitzant fluorofor que permetra
detectar els productes de PCR. En el nostre cas, detectem el DNA generat a la PCR gracies
al Sybr Green, que s’uneix a la doble cadena interaccionant amb el solc menor del DNA
(Zhang et al., 2015). Com més producte de PCR s’acumuli més senyal de fluorescencia sera

captada pels detectors del termociclador.

En una RT-gPCR, depenent de la concentracid inicial de cDNA faran falta més o menys cicles
de PCR per arribar a un nivell determinat de fluorescéncia, el cycle threshold o llindar de cicles.
La quantificacié del gen d’interés es fa de forma relativa a un gen housekeeping o gen de

referéncia que s’expressara de la mateixa manera a totes les mostres.

Durant tot el procediment es treballa en condicions d’esterilitat, utilitzant puntes, tubs
Eppendorf i aigua milli-Q autoclavada. D’aquesta manera ens assegurem que no es produeixin

contaminacions que afectin la reacci6 de la PCR.
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3.7.2.2. Preparaci6 de les mostres de cDNA

Un cop acabada la retrotranscripcio tenim unes mostres amb una concentracié de 150 ng/ul
de cDNA. Haurem de preparar dilucions de les mostres per tenir una concentracié de 2,5 ng/ul.
Per fer-ho es pipetegen 7,5 pl de les mostres mare de cDNA i s’afegeixen 443,5 ul d’aigua

milli-Q autoclavada.

A més, haurem de calcular quin volum de mostra s’afegeix als pous: com que a cada pou
volem afegir 10 ng de mostra i la concentraciéo d’aquestes és de 2,5 ng/ul, a cada pou es

pipetegen 4 ul de cDNA.

3.7.2.3. Preparacio dels reactius

Per comencar, es prepara una dilucio 1/10 dels primers forward i reverse (Annex Ill, Taula 6)
amb aigua milli-Q autoclavada tractada amb DEPC. Es pipetegen 20 ul de cada un dels

primers en un volum final de 200 pl.

Després, es prepara el Sybr complet amb 12,5 pl de Sybr Green i 0,05 pl de ROX
(carboxirodamina), la qual evita les unions inespecifiques del Sybr Green, per cada un dels
pous. Per ultim, prepararem el mix de PCR en un Eppendorf de 1,5 pl amb els volums indicats
a la Taula 1 per tenir un volum final de 25 pl. La preparacio de la placa es realitza en gel per

evitar que les mostres es facin malbé.

Sybr Complet 12,55 pl
Mix Primers (1/10) 0,75 ul 21 pl
H20 milli-Q autoclavada 7,70 pl
Mostra cDNA 2,5 ng/ul 4 ul
Volum final per pou 25 pl

Taula 1. Volums dels reactius que cal pipetejar a cada pou de la placa de PCR.

3.7.2.4. Procediment

Es pipetegen els volums corresponents de cada reactiu a una placa de PCR que té 96 pous.
Posteriorment, s’addiciona la mostra corresponent en cada pou per duplicat. A més, es fan
dos blancs en els quals s’afegeix H.O milli-Q en comptes de mostra com a control negatiu,

que esperem que no amplifiqui res.
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Finalment, es segella la placa amb un film de plastic per evitar 'evaporacié dels reactius durant
la reaccid, es centrifuga a 1200-1500 rpm durant 1 minut per assegurar-nos que tot el volum

esta al fons del pou i posem la placa al termociclador.

Tot aquest procés es repeteix utilitzant els primers que amplifiquen el gen de referéncia, que
en el nostre cas és l'actina. Durant tot el procediment es treballa en condicions d’esterilitat,

per assegurar-nos que no es produeixen contaminacions que afectin la reaccié de la PCR.
3.7.3. Analisi dels resultats de la RT-qPCR

Un cop acabada la PCR, els nivells de mRNA es calculen pel metode de 2-AACt, utilitzant la

B-actina com a gen control per normalitzar els resultats.
3.8.  Kit ELISA per detectar la proteina ANGPTL3

La determinacié quantitativa de la concentracié de la proteina ANGPTL3 de rata en sérum es
realitza mitjancant un kit ELISA tipus Sandwich. La microplaca ELISA proporcionada per

aguest kit havia estat recoberta préviament amb anticossos especifics contra ANGPTL3.

3.8.1. Preparaci6 dels reactius

Es prepara el Wash Buffer, la Standard working solution, la Biotinylated Detection Ab working
solution i la Concentrated HRP Conjugate working solution a partir de les solucions mare i els
diluents proveits pel fabricant, tenint en compte el volum necessari de cada una varia segons
el nombre de pous de la placa que cal omplir. Un cop es preparen els reactius, es guarden a

4°C. Quan calgui utilitzar-los, s’han de deixar temperar durant 15 min.
3.8.2. Procediment

Els estandards (corba estandard) i les mostres s’afegeixen als pous de la placa. Es segella la
placa amb un plate sealer i s’incuba durant 90 min a 37°C. D’aquesta manera, les proteines

dels estandards o de les mostres es combinen amb I'anticos especific que esta ancorat al pou.

Després, es buiden els pous i s’afegeix 100 pl dels anticossos especifics biotinilats contra
ANGPTLS3 de rata. Es torna a segellar la placa i s’incuba 1 hora a 37°C. Un cop acabada la
incubacio, es treu la solucio de cada pou i s’afegeix 350 ul de Wash Buffer per dur a terme els
rentats. Es remullen els pous durant 1-2 min i es retira la solucié donant cops amb la placa
sobre un paper net. Es repeteixen els rentats dues vegades més per eliminar els components

lliures.

Posteriorment, s’afegeix 100 pl del conjugat HRP a cada un dels pous i s’incuba 30 min a

37°C. Despreés de la incubacio es realitzen 5 rentats més. S'afegeix a cada pou 90 pul de la
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solucid del substrat i s’incuba la placa 15 min a 37°C protegida de la llum. Només els pous
que contenen ANGPTL3 de rata, anticossos de deteccio biotinilats i conjugat HRP apareixeran
de color blau. Segons el canvi de color, es pot allargar aquesta Gltima incubacié fins a un

maxim de 30 min.

Finalment, la reaccié enzim-substrat s'acaba amb l'addicié de soluci6 de parada (Stop
solution) i el color dels pous es torna groc. Per quantificar la concentracié de la proteina
problema a cada un dels pous, es mesura espectrofotometricament a una longitud d'ona de
450 nm la densitat optica (DO). Es pot calcular la concentracié de la proteina a les mostres
comparant la DO de les mostres amb la corba estandard, ja que el valor de DO és proporcional
a la concentraci6 de la proteina ANGPTLS3.

3.9. Analisi estadistica

Utilitzant el programa GraphPad Prism 8.0, amb el que també es van elaborar les grafiques,
es va realitzar I'analisi estadistica de les dades obtingudes utilitzant un test ANOVA, fent les
comparacions multiples amb el test de Sidak. Es van assumir diferéncies significatives amb p-

valors<0,05.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO
4.1. Nivells de les proteines relacionades amb I’exportacié de VLDL

4.1.1. Nivells de la proteina ADPN al fetge

Tal com mostra la Figura 6.B, s’observa un augment significatiu de la quantitat total de la
proteina ADPN en la condicié HFD-HFr respecte a la situacié CT. En els animals tractats la
quantitat total d’aquesta proteina problema no presenta diferéncies significatives respecte al
grup amb una dieta rica en greix.

A Membrana 1: Mostres del 1 al 4 B ;
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Figura 6. Analisi dels nivells de la proteina ADPN (U.A.) en les mostres de fetge dels grups Control (CT), Dieta
High-Fat amb Fructosa (HDF-HFr) i tractament amb Pemafibrat (Pema), mitjangant la técnica de Western blot. A.
Membranes revelades amb anticossos anti-ADPN i anti-Vinculina (control de carrega) de les mostres de fetge
(n=8). B. Grafics de barres mostren la mitjana + SD dels grups (n=8), expressada en unitats arbitraries (U.A.). ###
indica diferéncies significatives entre el grup HFD-HFr i el grup CT amb un p-valor<0,001. Grafic realitzat amb
GraphPad Prism 8.0. Els resultats s’analitzen amb un model ANOVA i les comparacions multiples utilitzant el Test
de Sidak. (Font propia)

L’'increment de 'ADPN a causa de la dieta HFD-HFr ja s’havia descrit anteriorment en
experiments del mateix grup de recerca en els que s’havia analitzat els nivells d’expressié del

gen Pnpla3 i el contingut de proteina al fetge (Veldzquez et al., 2022).

El pemafibrat no I'incrementa, per tant, podem suposar que el farmac no esta afectant la
hidrolisi dels TG hepatics respecte al grup HFD-HFr i 'increment de TG a la sang no és causat

per canvis en la modulacié d’aquesta proteina.
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4.1.2. Nivells del gen Mttp al fetge

Segons els resultats mostrats a la Figura 7 No hi ha diferéncies significatives entre les tres
condicions experimentals, és a dir, els nivells d’expressio del gen Mttp no es veuen modificats
a causa dels canvis en la dieta o el tractament.
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Figura 7. Nivells d’expressio de mRNA que codifica per la proteina MTTP

504 . .
en les mostres de fetge dels grups Control (CT), Dieta High-Fat amb

Expressié mRNA MTTP (%

Fructosa (HFD-HFr) i tractament amb Pemafibrat (Pema), analitzades

(=]
1

mitjangant RT-qPCR. Els grafics de barres mostren la mitjana + SD dels
grups (n=8), expressada en %. Grafic realitzat amb GraphPad Prism 8.0.

Els resultats s’analizen amb un model ANOVA i les comparacions

Condicions expeirmentals 1 ytiples utilitzant el Test de Sidak. (Font propia)

Aquest resultat suggereix que no hi ha una major transferéncia dels TG reesterificats cap a
les apolipoproteines, i que la sintesi i exportacié de VLDL no s’estan veient incrementades a
causa del pemafibrat. Aixd concorda amb un estudi amb ratolins mascles en qué s’estudiava
I'eficacia del pemafibrat per atenuar la hipertrigliceridémia causada per una dieta rica en greix.
L’expressié hepatica del gen Mttp no es va veure incrementada per aquest modulador de
PPAR-q, pero si que es va veure augmentada significativament en els animals tractats amb
un altre fibrat: el fenofibrat, un modulador de receptors activats per proliferadors peroxisdmics
molt més débil (Sairyo et al., 2018).

Un estudi realitzat també amb ratolins mascles de 8 setmanes d’edat mostrava que els nivells
de mRNA dels gens implicats en la secrecié de VLDL no van variar amb I'administracié de
pemafibrat a diferents dosis (a una dosi clinicament rellevant i a una dosi relativament alta)
(Zhang et al., 2022).

Els resultats indiquen que no hi ha un increment de 'ADPN ni de I'expressio de la proteina
MTTP. Es a dir, la hipertrigliceridémia observada en el nostre model dietétic de fetge gras en
rata femella tractat amb pemafibrat no és causada per canvis en la modulacié de proteines

relacionades amb I'exportacié de VLDL.
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4.2. Nivells de la proteina UCP1 en BAT

Es van analitzar els nivells de la proteina UCP1, implicada en la inducci6 de la termogénesi.
Els resultats de la Figura 8.B mostren que l'increment de la UCP1 en el grup patogénic (HFD-
HFr) no és significatiu respecte al grup control, ja que el p-valor és superior a 0,05. També
podem observar que no hi ha diferéncies significatives entre el grup patologic (HFD-HFr) i el

grup tractat (Pema).

A Membrana 1: Mostres del 1 al 4 B
— 3_
s L]
CT HFD-HFr Pema = .
v o
UCP1 ———— —————— g
Tubulina E
2
Membrana 2: Mostres del 5 al 8 2
2
cT HFD-HFr Pema Z
UCP1 - e e e e — —  -m
Tubulina '”-— - - S5 DT G - Cendicions expeirmentals

Figura 8. Analisi dels nivells de la proteina UCP1 (U.A.) en les mostres de fetge dels grups Control (CT), Dieta
High-Fat amb Fructosa (HDF-HFr) i tractament amb Pemafibrat (Pema), mitjancant la técnica de Western blot. A.
Membranes revelades amb anticossos anti-ADPN i anti-B-tubulina (control de carrega) de les mostres de fetge
(n=8). B. Grafics de barres mostren la mitjana + SD dels grups (n=8), expressada en unitats arbitraries (U.A.).
Grafic realitzat amb GraphPad Prism 8.0. Els resultats s’analitzen amb un model ANOVA i les comparacions

multiples utilitzant el Test de Sidak. (Font propia)

En un estudi amb ratolins C57BL/6J als que se’ls va administrar diferents dosis de pemafibrat,
es va determinar que I'expressio génica de la Ucpl no es va veure alterada pel tractament, ja

que no hi havia diferéncies significatives amb el grup control (Zhang et al., 2022).

A més, en un altre estudi realitzat amb ratolins alimentats amb una dieta rica en greix, el
pemafibrat tampoc va causar canvis significatius en el nivell 'expressié de gens involucrats

en la termogénesi, inclos el gen Ucpl en el BAT (Araki et al., 2018).

Una menor expressido de la UCP1 al BAT indicaria una disminucio de la termogenesi,
disminuint 'entrada de TG en aquest teixit i, finalment, augmentant els TG plasmatics. Segons
els nostres resultats, tampoc observem una disminucié dels nivells de la proteina UCP1, per
tant, no podem justificar la hipertrigliceridemia del nostre model dietétic de fetge gras per

aguesta via.
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4.3. Nivells d’expressi6 del gen de la LPL al fetge

Segons resultats mostrats a la Figura 9 podem observar una disminucié significativa de
I'expressio del gen de la LPL en els animals amb fetge gras (HFD-HFr) en comparacié a la
situacio control. Al grafic també s’observa un augment significatiu de I'expressié del gen de la
LPL en animals tractats amb pemafibrat en comparacié amb els animals HFD-HFr, ja que el

p-valor<0,05.
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E
0 les mostres de fetge dels grups Control (CT), Dieta High-Fat amb Fructosa
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E 50 (HFD-HFr) i tractament amb Pemafibrat (Pema), analitzades mitjancant RT-
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resultats s’analitzen amb un model ANOVA i les comparacions multiples
Condicions expeirmentals

utilitzant el Test de Sidak. (Font propia)

Aquests resultats concorden amb els del mateix estudi mencionat a I'apartat 4.2, en qué el
pemafibrat va fer augmentar I'activitat de la LPL i també va disminuir I'expressio hepatica

d’Apo-CllIl, que és un inhibidor fisioldgic d’aquesta lipasa (Sairyo et al., 2018).

En un altre estudi, es va administrar pemafibrat a rates normals Sprague Dawley, i a
continuacio es va mesurar I'activitat de diverses proteines i la seva expressio génica al fetge
mitjangant la técnica de RT-gPCR. Els resultats van mostrar una inhibicié de la secreci6 de

VLDL i una eliminacié accelerada de TG mitjangant I'activacié de LPL (Takizawa et al., 2013).

A més, en estudis recents amb pacients amb una hipertrigliceridémia severa que van ser
tractats amb pemafibrat, es va observar una millora de l'activitat de la LPL mitjangant un
augment d’aquesta proteina mediat per PPAR-a i una reduccié d’Apo-Clll, promovent aixi el
catabolisme dels QM i VLDL (litake et al., 2020) (Yamashita et al., 2020).

En la majoria dels casos, els canvis en I'expressié de la LPL estan directament relacionats
amb l'increment de la hidrolisi de TG plasmatics. Segons els resultats obtinguts en aquest
treball, en el nostre model, no hi ha una disminucié de la LPL a causa del tractament amb
pemafibrat. Per tant, no és el factor que provoca la hipertrigliceridemia observada en el nostre
model dietétic de fetge gras en rata femella, siné que el farmac modula I'expressié de la LPL

tal com seria esperable per la seva acci6é agonista PPAR-a.
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4.4. Nivells de la proteina ANGPTL3 en sérum

Es va dur a terme un assaig ELISA per determinar quantitativament la concentracié de la
proteina ANGPTL3 de rata en serum. Els resultats de la Figura 10 mostren que no hi ha
diferencies significatives entre el grup CT i el grup HFD-HFr, perd hi ha un augment significatiu
de la quantitat total de la proteina ANGPTL3 en sérum en el grup Pema respecte al grup HFD-
HFr.
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200 Figura 10. Andlisi dels nivells de la proteina ANGPTL3 en sérum, en les

mostres de fetge dels grups Control (CT), Dieta High-Fat amb Fructosa (HFD-
HFr) i Tractament amb Pemafibrat (Pema), mitjancant un kit ELISA. Els grafics
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realitzat amb GraphPad Prism 8.0. Els resultats s’analitzen amb un model
Condicions experimentals  ANOVA i les comparacions miltiples utilitzant el Test de Sidak. (Font propia)

Hi ha estudis que confirmen un augment dels TG plasmatics en injectar ANGPTL3
recombinant o adenovirus que codifiquen per aquest inhibidor en ratolins KK/Snk que tenen
una mutacio recessiva al gen Angptl3 (Ono et al., 2003) (Shimamura et al., 2003) (Ando et al.,
2003). Es va observar el mateix resultat mitjangant la injeccié d’aquesta proteina purificada o

la sobreexpressio d’aquest gen en ratolins normals C57BL/6J (Koishi et al., 2002).

Probablement, I'increment dels nivells de I'inhibidor ANGPTL3 en el nostre model causa una
disminucié de Il'activitat de la LPL. D’aquesta forma, 'augment en I'expressié de la LPL
quedaria compensat per la inhibicié de la seva activitat enzimatica, provocant que la hidrolisi
de TG associats a lipoproteines en sang es vegi reduida. Aquests resultats podrien donar una

explicacié a la hipertrigliceridémia que observem en el nostre model.

L’augment dels TG sanguinis és a diferéncia principal del nostre model dietétic de fetge gras
en comparacio amb altres models de NAFLD en rosegadors, perqué, com ja he comentat
anteriorment, en estudis preclinics s’ha demostrat que el pemafibrat té un efecte reductor dels
TG plasmatics tant en ratolins com en rates Sprague Dawley (Takizawa et al., 2013) (Raza-
Igbal et al., 2015).

També en els estudis clinics realitzats es va mostrar una reduccio significativa dels TG en

plasma en els pacients tractats amb pemafibrat (Ishibashi et al.,, 2018) (Blair, 2017b)
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(Yamashita et al., 2019a). A més, en un estudi del 2020 amb pacients amb NAFLD, el
pemafibrat va millorar drasticament els valors de les proves de funcié hepatica i va tendir a
disminuir els TG sérics (Ikeda et al., 2020). Per aquesta rag, tot i que el nostre model dietétic
d’esteatosi hepatica en rata és un bon model per estudiar I'efecte del pemafibrat sobre el
NAFL, no sembla adequat per avaluar els efectes daquest farmac sobre Ila

hipertrigliceridemia.

Podem fer diverses suposicions sobre per qué el nostre model no mimetitza el que passa en
altres assaigs preclinics i clinics. Els principals factors que poden estar involucrats en les
diferencies en la resposta al pemafibrat del nostre model son el tipus de soca, la dieta i el sexe

de I'animal.

Podem suposar que les diferéncies en la modulacié dels TG plasmatics per pemafibrat no sén
degudes a la soca escollida perqué, encara que la majoria d’estudis han estat realitzats amb
ratolins (Zhang et al., 2022), també hi ha estudis realitzats amb la soca Sprague Dawley en
els que hi ha una reduccio dels TG plasmatics per 'accié d’aquest farmac (Takizawa et al.,
2013) (Yamazaki et al., 2007).

També podem arribar a la conclusié que probablement no és la dieta perqué en un estudi amb
ratolins wild-type alimentats amb una dieta HFD que contenia pemafibrat, aquest agonista va
reduir significativament els nivells de TG i AG plasmatics (Araki et al., 2018). Tanmateix, la
dieta rica amb greixos amb la que van ser alimentats els animals, és cert que no estava
acompanyada amb aigua de beguda suplementada amb fructosa, com en el nostre cas (HFD-
HFr). A més, la dieta utilitzada en el nostre estudi és diferent de la majoria de les dietes HFD

que s’utilitzen habitualment, ja que no conté greix d’origen animal i no té colesterol.

Per ultim, podriem arribar a pensar que les diferencies es deuen al sexe de les rates utilitzades
al nostre model, ja que la majoria d’estudis preclinics es realitzen amb mascles en gairebé
tots els ambits de la ciéncia. El sexe pot influir en la resposta al farmac en relacio als TG: a
diferéncia del nostre estudi en rates Sprague Dawley femella, un estudi del 2007 amb rates
mascles de la mateixa soca a les que s’administrava la mateixa dosi de pemafibrat (1 mg/kg),

mostra una reduccio del 50% dels TG en sang (Yamazaki et al., 2007).

Esta demostrat que NAFLD/NASH és una malaltia amb dimorfisme sexual, que generalment
té una prevalenca més elevada en homes. Les dones tenen un risc més baix en edat fertil,
pero a partir de la menopausa tenen la mateixa prevalenca que els homes (Burra et al., 2021).
Independentment del clar dimorfisme sexual en aquesta malaltia, molt pocs estudis sobre
possibles estratégies terapeutiques tracten les diferéncies de sexe o tenen en compte les
fluctuacions hormonals naturals com un factor modificador de la malaltia. La incorporacié de

diferéncies a causa del sexe en el disseny de I'estudi i I'estratégia analitica presenta reptes
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metodolodgics, ja que la inclusié de mascles i femelles fa augmentar el nombre d’animals

necessaris per a I'experiment i fa augmentar el seu cost (Carreres et al., 2021).

Tanmateix, per dur a terme una investigacié exhaustiva del NAFLD cal que s’inclogui el sexe
com una variable independent. Per exemple, un estudi xinés del 2021 en el qual s’ha observat
que la pioglitazona en pacients amb NAFLD és més eficient per reduir el contingut de greix

hepatic en dones que en pacients masculins (Yan et al., 2021).

En resum, tot i que existeixen deficiéncies de sexe en la prevalenca, els factors de risc, la
fibrosi i els resultats clinics del NAFLD, la nostra comprensié d’aquestes diferéncies s’ha
mantingut més limitada fins ara, en comparacié amb altres arees de la medicina. Per cobrir
aguest buit, calen més assaigs clinics i preclinics que aportin dades fisiopatologiques i

epidemiologiques més precises (Seko et al., 2020).

26



5. CONCLUSIONS

Després d’analitzar els efectes del pemafibrat en un model dietétic de fetge gras en rata

femella, podem arribar a les segtients conclusions:

1. No es produeix un increment en I'expressio del gen Mttp ni dels nivells de la proteina
ADPN i, per tant, I'exportacié de VLDL no es veu augmentada a causa del pemafibrat.
2. No es produeix una reduccié els nivells de la proteina UCP1 en BAT i, en
conseqliencia, la termogénesi no s’ha vist disminuida en els animals tractats amb
pemafibrat.
Hi ha un increment en I'expressio del gen de la LPL al fetge.
Hi ha un increment en I'expressio de la proteina TANGPTL3 per 'accié del pemafibrat

i, com a resultat, I'activitat de la proteina LPL esta sent inhibida.

En conclusio, la hipertrigliceridémia en el nostre model dietétic de fetge gras en rata femella
no esta causada per un augment en I'exportacio de lipoproteines, sind que es deu a la reduccio
de la hidrolisi dels TG associats a lipoproteines, provocada per una regulacio negativa de la
LPL per 'accié de I'inhibidor ANGPTLS3.
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7. ANNEXOS
7.1. Annex I: Assaig de Bradford

Concentracio proteica del BAT (ug/ml)

Taula 2a. Resultats de I'assaig de Bradford que ens permeten conéixer la concentracié de proteina de les
mostres de BAT: les mostres control (C), fructosa (F) i Pemafibrat (P).

Concentracio proteica del fetge (ug/ml)

Taula 2b. Resultats de I'assaig de Bradford que ens permeten coneixer la concentracié de proteina de les
mostres de fetge: les mostres control (C), fructosa (F) i Pemafibrat (P).



7.2. Annex ll: Western Blot

Reactius Gel concentrador (5%) Gel separador (12%)

Acrilamida-Bisacrilamida 40% 1,875 ml 13,68 ml

Tris-HCI 1 M pH 6,8 1,875 ml -
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 - 11,25 ml
SDS al 10% 0,15 ml 0,51 ml
H2.0 Milli-Q 11,01 mi 19,23 ml

TEMED 15 pl 30 pl

PSA 10% 75 ul 300 pl

Taula 3a. Volums dels reactius per preparar 4 gels d’electroforesi de 1,5 mm de gruix, formats per un gel
concentrador del 5% i un gel separador del 12%.

Reactius Gel concentrador (4%) Gel separador (10%)

Acrilamida-Bisacrilamida 40% 1,5 ml 11,4 ml
Tris-HCI 1 M pH 6,8 1,875 ml -

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 = 11,25 ml

SDS al 10% 0,15 ml 0,51 ml

H>0O Milli-Q 11,385 ml 21,51 ml

TEMED 24 pl 30 pl

PSA 10% 90 pl 300 pl

Taula 3b. Volums dels reactius per preparar 4 gels d’electroforesi de 1,5 mm de gruix, formats per un gel
concentrador del 4% i un gel separador del 10%.
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o e,
1,77 10,23 1,3 10,7
1,61 10,39 1,44 10,56
1,8 10,2 1,31 10,69
1,43 10,57 1,75 10,25
1,42 10,58 1,8 10,2
1,37 10,63 1,17 10,83
1,41 10,59 1,61 10,39
1,25 10,75 1,5 10,5
17 " E s
15 N . Y -
1,36 10,64 1,69 10,31
1,69 10,31 “ 1,63 10,34

Taula 4a. Volums a pipetejar de les mostres de BAT i de tampé Tris-HCI 50mM pH=7,5.
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o e,
4,81 5,19 4,56 5,44
4,41 5,59 4,30 5,70
5,43 4,57 4,65 5,35
3,29 6,71 4,73 5,27
7,04 2,26 = @
5,78 4,22 4,61 5,39
4,59 5,41 3,78 6,22
4,71 5,29 4,79 5,21
6,10 3,90 6,20 3,80
s . . A
4,22 5,78 6,61 3,39
4,75 5,25 “ 3,14 6,86

Taula 4b. Volums a pipetejar de les mostres de fetge i de tamp6 Tris-HCI 50mM pH=7,5.
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Anticos primari Anticos secundari

Proteina : . Dilucié en Temps
Origen Fabricant P
reconeguda

Mouse Santa Cruz 1:3.000 1:3.000
55 Rabbit Abcam 1:1.000 O/N 1:3.000 1h
43 Goat Everest 1:15.000 O/N 1:3.000 1h
125 Mouse Santa Cruz 1:10.000 O/N 1:3.000 1h

Taula 5. Anticossos primaris i secundaris emprats en I'experiment de immunodeteccio de la UCP1.

Dilucié Temps
BSA 5% incubacio6 d’incubacio

7.3. Annex lll: RT-gPCR

Gen NUmero del

d’interes GenBankTM Primer FORWARD (5’ = 3’) Primer REVERSE (5’ > 3’)
NM_001107727.1  GCTACCGGATCTCATCGGAC TCTCTGCTGACCCGCATTTT

Lpl NM_012598.2 CTCCAGAGTTTGACCGCCTT TTCAGGGGTCCTTAGGGCAA

Taula 6. Sequencies dels primers utilitzats a la RT-qPCR. Dissenyats amb el Primer-BLAST del NCBI.
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