UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

TERAPIA GENICA PER LA DIABETIS TIPUS 2 DIRIGIDA AL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

IGNASI GRASS COSTA

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA | BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAT DE VETERINARIA

CENTRE DE BIOTECNOLOGIA ANIMAL | TERAPIA GENICA

TERAPIA GENICA PER LA DIABETIS TIPUS 2
DIRIGIDA AL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

IGNASI GRASS COSTA






La present tesi doctoral s’ha dut a terme
sota la direccid de la Dra. Fatima Bosch i Tubert
i la Dra. Ivet Elias Puigdoménech al Departament
de Bioquimica i Biologia Molecular de la Facultat
de Veterinaria i al Centre de Biotecnologia
Animal i Terapia Genica (CBATEG).

IGNASI GRASS COSTA

FATIMA BOSCH | TUBERT IVET ELIAS PUIGDOMENECH

ABRIL 2022
BELLATERRA






Avui dormim junts,

pero sé que dema també.
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Els que em coneixeu sabeu que poder realitzar aquesta tesi doctoral era un
objectiu personal que tenia des de ja fa més d’'una década. Sembla que el més maco de
tenir objectius sigui complir-los, perd com ja se sap, aixd no és aixi. | és que no és
important el que has complert sind moltes altres preguntes com el perque, el com, i
sobretot amb qui. Aquesta tesi doctoral m’ha demostrat que tot t&é molt més sentit si ho
fas acompanyat i que, per tant, unes simples frases com les que ara redactaré no seran
suficients per poder mostrar tot 'agraiment que sento per cadascun de vosaltres. Hi ha

una cita que m’agrada molt i que reflecteix molt bé el que sento:

“No sempre ha estat un plaer, perque a la vida no tot son flors i violes, pero

sempre ha estat un ORGULL tenir-vos a tots vosaltres”

En primer lloc, volia agrair a la Dra. Fatima Bosch la gran oportunitat de poder
realitzar la tesi doctoral en el seu laboratori. La teva capacitat de treball i entusiasme
genera una oportunitat tnica per tots nosaltres. Una oportunitat de formar-nos com a
cientifics, com a treballadors i com a persones. Una de les coses més complicades avui
en dia és que et donin la primera oportunitat per demostrar qui ets, i en el teu laboratori

aixo va ser molt facil, gracies a tu.

Una de les persones a qui també estic molt agrait és a la meva altra codirectora.
Ivet. Vull agrair-te que em deixessis fer quan sabies que poder no estava en el cami
correcte i que igualment estiguessis alla quan me n’adonava del meu error, que
dediquessis hores incalculables a la meva formacié com a cientific, perd també com a
persona i que sempre tinguessis obert el paraigua per quan les coses no anaven del tot

bé. Esta clar que sense tu no estariem on som ara!

Unes paraules que no poden faltar sens dubte és al meu grup d’adipés. El grup
que em va acollir des de que vaig arribar i del que he aprés la majoria de coses del
laboratori. Victor, des de que vaig comencar en aquest laboratori que sempre he admirat
la teva dedicacio, la teva forma de treballar, i de fet, ja t'ho deia... que quan acabés la
tesi m’agradaria tenir només una miqueta del teu nivell a I'hora de treballar, espero en
certa manera haver-ho aconseguit, pero si és aixi és només gracies a la teva ajuda.
Realment sén incalculables les hores que hem passat fent café, esmorzant, fent
comportament, etc.... Nia, gracies per adoptar-me com un petit germanet des de que
vaig arribar, el teu Querubin s’ha fet una mica gran, tot i que encara espero el sopar.
Claudia, I'energia arrolladora, moltes gracies per la teva vitalitat, per la teva manera de
sentir les coses que moltes vegades m’han fet sentir com a casa. El meu codirector de

tesina, Sergio, diuen que sempre et quedes marcat per la primera persona que et va
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ensenyar, i si és aixi, jo vaig tenir molta sort... i si, encara et dec un pernil. Gracies també
Vero, pel suport moral i els grans consells i idees en moltes ocasions durant tot aquest
temps. Ai Miquel, quantes hores parlant de musica, d’ética, de la moral... i de moltes
altres coses, gracies per escoltar-me sempre que ho he necessitat i per la teva capacitat
de relativitzar els problemes. Jordi, ara ja no estas aqui, i no saps com trobo a faltar les
xerrades castelleres, els nostres piques i el teu descontrol organitzat. | finalment la
nostra Ultima incorporacio, Marta, suposo que no nomeés hi ha una cosa a dir... ets la

millor becaria que he tingut, i tindré mai.

Moltes gracies a tot el LSD Team. Victor, diria que sera de les poques vegades
que podré estar tan content de no fer-te cas... si no fos aixi, avui dia no et podria
considerar un amic! Sempre t'ho he dit i sempre t'ho recordaré, la teva gran virtut és la
teva capacitat per estar alla, quan menys t'ho esperes i quan més ho necessites, amb
tu he aprés que les relacions personals sén quelcom molt valuds i que s’ha de cuidar.
Albert, sense tu el projecte de Neuro no hauria avancat tant en molts sentits,
professionalment m’has ensenyat a cuidar els detalls i a qlUestionar-te cadascun del
passos, pero personalment sense tu aquesta tesi no hagués sigut possible. Gemma, el
meu petit desastre, portem junts des del principi i ara que arribem al final li dono encara
més valor... companya de master, companya de tesis, companya de taula, pero sobretot,
companya de castells, companya de cotilleos i companya de molts molts bons moments.
Xavi, em costa trobar les paraules adequades... pero diria que totes es poden resumir
dient que simplement et trobo molt a faltar. Sara, la gestora del caos, ja saps que sense
tu els principals experiments d’aquesta tesi no serien possibles, tens una capacitat de
treball que fa molta enveja. Uns altres que ja no hi sén, Joan i Jenny, moltes gracies

per donar-me anims i fer-me riure en qualsevol moment.

A I'equip de virus moltissimes gracies per la seva dedicacié a I'hora de produir
els vectors, sense ells tots aquests resultats no serien possibles. Xavi, per les grans
valuoses ensenyances perd sempre mantenint el toc d’humor. Carles, tot i ser del
Joventut, moltes gracies per la teva meticulositat en el treball i Meritxell gracies per fer

del laboratori de la quarta un lloc molt més acollidor.

A les meves noies preferides. Alba, amb el temps i la quantitat d’hores
compartides parlant de ciéncia, de la vida o de qualsevol cosa t'has convertit en una
persona imprescindible per tot aquest llarg recorregut. Amb tu és tot més facil, sempre
hi has sigut, i sé que sempre hi seras. Laia, ja saps que al principi em vas fer una mica
de respecte... res més lluny de la realitat, moltes gracies per ajudar en aquest projecte

sempre que ho hem necessitat i espero que algun dia em regalis el rotulador magic dels
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Westerns. Maria, gracies per aquestes converses i debats tan enriquidors en el
laboratori, gracies per descobrir-me nova musica i gracies per donar-me anims. Marisa,
no hem treballat moltes vegades junts, perdo sempre que ho hem fet ha sigut molt facil

gracies a la teva dedicacid, al teu cuidado del detall i la teva amabilitat.

A la Cuina. Jenny i Lidia, que facil que és tot amb vosaltres, amb quina cosa
més senzilla es converteix tot gracies a la vostra dedicacio i saber fer. Només espero

que algun dia ens n’anem a prendre la cervesa que de bon segur que us dec.

A l'equip d'Immunos. Marta, gracies pel teu treball i per haver compartit el teu lloc
de treball amb mi quan ho he necessitat. Lorena, has arribat en el tram final d’aquesta
tesi i has decidit adoptar-me, cuidar-me i ajudar-me sempre que ho he necessitat.

Moltissimes gracies.

Al despatx de la 4rta. Tura, moltissimes gracies per la teva dedicacio en el
projecte i per aquells Bon dia pel mati quan només estem nosaltres en aquesta planta.
Sylvie gracies per la teva amabilitat i disponibilitat, sense tu demanar la beca que ha fet
possible aquest projecte hagués sigut impossible.

Al SER-CBATEG. Moltes gracies a tot el personal, hi ha hagut moments de la
tesi que amb la quantitat d’hores de comportament acumulades tot es feia més dificil,
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per la dedicaci6, per estar sempre alla passés el que passés, per facilitar-me la vida
inclis quan la teva no era facil, per fer de casa un lloc on estar segur i poder parlar de
tot. Papa, t'admiro, la teva dedicacio, constancia, passio per les coses, la teva capacitat
de treball i de sacrifici perd sobretot la teva capacitat per inculcar-me tot aixo. Els dos
sabem que el nostre cami no ha estat facil, perd continuem lluitant i aixd per mi, és el
més important. Queralt, petita, un dia et vaig demanar que necessitava que fossis tu la
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coses, per estar sempre quan ho he necessitat, ja que només com exemple gracies per
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aguesta tesi va per TU!
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el veritable sentit de 'amistat. Mai se m’han donat bé les relacions personals, perd amb
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queden junts.
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l. PRESENTACIO






Presentacio

La DT2 i 'obesitat son dues patologies que estan estretament relacionades i que
actualment presenten una gran prevalenca a nivell mundial. Agquestes malalties
augmenten el risc de patir altres patologies, entre les quals destaquen els problemes
neurodegeneratius. En concret, els pacients amb DT2 i obesitat presenten una péerdua
de capacitat cognitiva i un risc més elevat de patir deméncia. Actualment, no existeix
cap tractament efica¢ pels problemes metabolics associats a aquesta malaltia. A més,
a dia d’avui, els deficits cognitius associats a aquestes patologies no es poden ni
prevenir ni curar. Per tant, és necessari desenvolupar noves aproximacions
terapeutiques per contrarestar no només els problemes metabolics sind també els

problemes neurologics.

Des del seu descobriment, el factor de creixement de fibroblasts 21 (FGF21) ha
esdevingut un prometedor agent terapéutic per la DT2 i I'obesitat. Aquesta hormona
actua sobre diferents teixits periférics i centrals. Especificament, I'accié del FGF21 a
I'hipotalem s’ha demostrat que és capa¢ de regular 'homeostasi energética.
Recentment, també s’ha descobert que la seva accié en el cervell permet reduir els
deficits cognitius associats a diferents patologies. No obstant, les propietats
farmacocinetiques de la proteina nativa fan que aquesta no sigui adequada per ser
utilitzada com a farmac ja que aquesta s’agrega amb facilitat i t& una vida mitja molt
curta en circulacié. Per aquest motiu s’han desenvolupat analegs o mimeétics que
presenten unes propietats farmacologiques millorades. Tot i aixi, aquestes molécules
segueixen necessitant la seva administracié periodica i al ser molécules diferents a la
nativa poden generar problemes d’immunogenicitat i no desenvolupen una resposta

cel-lular totalment igual que la proteina original.

Una possible estratégia terapéutica que podria esdevenir efica¢ és la terapia
génica, ja que permet la sobreexpressié de la proteina nativa a llarg termini després
d’'una sola administracié de vector terapéutic. D’entre tots els vectors virals, els vectors
virals adenoassociats (AAV) presenten un gran interes per la transferéncia génica, ja
que permeten I'expressié sostinguda del transgén al mateix temps que presenten un

bon perfil de seguretat i una molt baixa immunogenicitat.

El SNC ha estat ampliament utilitzat com a organ diana en moltes aproximacions
de terapia génica i tot i que existeixen diferents vies d’administracio, la via intra-CSF
(CSF, Cerebrospinal Fluid) ha estat una de les més utilitzades. Malgrat que diferents
serotips de vectors AAV tenen capacitat per transduir les cél-lules del SNC, el seu
tropisme varia molt segons la ruta d’administracio utilitzada. Els resultats presentats en

aquesta tesi doctoral han demostrat que el vector adenoassociat de serotip 1 (AAV1)
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administrat intra-CSF, a través de la cisterna magna, és capa¢ de transduir ampliament
el SNC.

D’aquesta manera, la terapia basada en I'administracio intra-CSF del vector
AAV1-FGF21 va permetre l'increment especific del contingut de FGF21 en el SNC,
sense provocar un augment d’aquesta hormona en circulacié. En ratolins obesos
alimentats amb una dieta alta en lipids, aquesta terapia va induir una reduccié del pes
corporal. El tractament amb AAV1-FGF21 també va provocar una reduccié en
l'adipositat i la inflamacio del teixit adipds i una reduccié de 'acumulacié ectopica de
greix en el fetge que va permetre revertir la inflamacid, la fibrosi i els hepatocarcinomes
associats. A més, els animals tractats amb FGF21 tenien el metabolisme de la glucosa
millorat, ja que la insulinemia en deju estava normalitzada, presentaven una major
sensibilitat a la insulina, una major tolerancia a la glucosa i una reduccié de I'hiperplasia

dels illots pancreatics.

Totes aquestes millores estaven relacionades amb un augment de la despesa
energeética produit com a consequéncia directa de la senyalitzacié del FGF21 al SNC.
En concret, I'accio del FGF21 en I'hipotalem induia un augment de la termogénesi en el
teixit adipdés marro i del browning en el teixit adipds blanc, possiblement a través de
'activacié del sistema nervids simpatic. A part, el tractament amb AAV1-FGF21 en el
SNC també va prevenir els déficits cognitius associats al consum d’'una dieta alta en
lipids normalitzant els parametres de memoria i d’aprenentatge gracies en part a la
reduccié de la neuroinflamacio i de I'activacié de FOXO1 i del augment del contingut de
BDNF madurat.

Aixi, la terapia génica amb AAV1-FGF21 al SNC va permetre revertir I'obesitat,
la resisténcia a la insulina i els déficits cognitius associats en ratolins alimentats amb

dieta alta i per tant, podria ser una bona terapia pel tractament d’aquetes malalties.
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1. DIABETIS MELLITUS

La diabetis mellitus engloba un conjunt de malalties metabdliques d’etologies
diverses caracteritzades per una hiperglucémia cronica causada de defectes tant en la
secrecié com en I'accio de la insulina, hormona necessaria per la captacio de la glucosa
per part dels teixit (World Health Organization, 2016; American Diabetes Association,
2021a). Aquesta hiperglucémia cronica provoca laparici6 a llarg termini de
complicacions secundaries greus tant a nivell macrovascular (problemes
cardiovasculars) com a nivell microvascular (retinopatia, nefropatia o neuropaties). En
els darrers anys també s’han descrit evidéncies que relacionen la diabetis amb el
desenvolupament de la deméncia i la depressié (Zheng et al., 2018; Harding et al.,
2019).

Actualment, la incidéncia de la diabetis esta assolint proporcions epidemiques,
convertint-se en una de las majors emergéncies sanitaries a nivell mundial. Les
estimacions apunten que a dia d’avui hi ha 537 milions de persones diabétiques, pero
es preveu que aquest nimero augmentara més d’'un 50% I'any 2045, arribant als 783
milions (IDF, 2021). Segons la Federacio Internacional de la Diabetis, es calcula que
arreu del mon van morir uns 6,7 milions de persones I'any 2021 degut a la diabetis o a
les seves complicacions. A més, un pacient diabétic genera aproximadament el doble
de despeses médiques que una persona sana, representant per tant, un greu problema

sanitari, economic i social. (IDF, 2021).

La diabetis es pot classificar en diferents categories segons quina sigui la seva
causa. Principalment es diferencien dos grans grups que son els que afecten a la majoria
de pacients: la diabetis tipus 1 (DT1) i la diabetis tipus 2 (DT2). La DT1, afecta entre un
5-10% dels pacients diabétics i es produeix per una destruccié autoimmunitaria de les
ceél-lules encarregades de la produccid d’insulina, les cél-lules B pancreatiques. Els
pacients amb DT1 solen ser diagnosticats durant la infantesa o la joventut i necessiten
I'administracio d’insulina exdgena diaria per mantenir la normoglicémia. La DT2, afecta
entre un 90-95% dels pacients diabétics i esta causada per I'aparicié d’'una resisténcia
a la insulina als teixits periferics (principalment al fetge, al mascul esquelétic i al teixit
adipos) i per la disfuncié de la cel-lula B que comporta la pérdua progressiva de la seva
capacitat de produir i secretar insulina. La DT2 es sol diagnosticar en persones adultes
(American Diabetes Association, 2021a; IDF, 2021).

A part d’'aquestes dues grans categories, existeixen també altres tipus de diabetis

com la gestacional o la causada per defectes monogénics que afecten a la funcié de la
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céllula B. La diabetis gestacional es diagnostica quan apareix qualsevol tipus
d’intolerancia a la glucosa durant el primer o el segon trimestre de la gestacié (American
Diabetes Association, 2021a). Les diabetis monogéniques, afecten a menys d’un 5%
dels pacients diabétics i son hereditaries de forma autosomica dominant. Aquests tipus
de diabetis engloben les diagnosticades abans dels 6 mesos d’edat, diabetis neonatals,
i les Maturity-Onset diabetis of the Young (MODY), diagnosticades generalment abans
dels 25 anys de vida (American Diabetes Association, 2021a; IDF, 2021).

1.1. Diabetis tipus 2

La diabetis tipus 2 esta molt associada amb I'obesitat, ja que n’és un dels
principals factors de risc. Aquest fet comporta que la majoria de pacients amb DT2
diagnosticats s6n obesos, i els que no ho son per criteris de pes, si més no, presenten
un increment del greix abdominal (Caspard et al., 2018; American Diabetes Association,
2021a). El diagnostic es produeix normalment en edats adultes, tot i que de forma
alarmant cada vegada és diagnosticada en edats més joves (IDF, 2021). Aquesta
reduccié en I'edat de diagnostic esta estretament lligada amb 'augment de I'obesitat
infantil degut a la inactivitat fisica i a les dietes hipercaloriques (Cheng, 2005; Kahkoska
and Dabelea, 2021). A part de I'obesitat, hi ha molts altres factors que fan augmentar la
predisposicié a patir DT2 i aixd provoca que sigui una malaltia amb una fisiopatologia i
fenotip molt variats (Smith et al., 2010; Gregg et al., 2016). El fet que cada pacient pugui
presentar un fenotip diferent dificulta el diagnostic preco¢ de la malaltia (American
Diabetes Association, 2021a). Aquest retard en el diagnodstic endarrereix linici del
seguiment i del tractament dels pacients i per tant, augmenta la probabilitat de patir les

complicacions associades aquesta malaltia.
1.1.1. Factors de risc de la diabetis tipus 2

Com moltes malalties, els factors de risc de la DT2 s6n tant ambientals com
genetics. Ara bé, els factors ambientals tenen un paper molt important en la DT2, ja que
la prevalenca de la DT2 esta augmentant globalment a una velocitat que no pot ser
explicada només amb les variacions genétiques. Es considera per tant, que les variants
genetiques només contribueixen a 'augment de la susceptibilitat de patir la malaltia i
gue la causa principal de la DT2 sén els canvis ambientals associats a I'estil de vida
(Imamura and Maeda, 2011; Skyler et al.,, 2017). Concretament, el sedentarisme
juntament amb el consum de dietes d’alt contingut caloric propies d’occident (Western
Diet), sén dos dels factors que contribueixen al desenvolupament de la DT2 i a 'augment

de la incidéncia de l'obesitat i el sobrepes. El factor de risc més rellevant pero, és
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I'increment del greix visceral i 'acumulacié ectopica de greix, com per exemple al fetge,
fet que explica que independentment del grau de sobrepés del pacient, aquells que
tenen una major predisposicio a patir la DT2 sén el que presenten una major acumulacié

de greix ectopic (Kolb and Martin, 2017).

Altres factors ambientals que augmenten el risc de la DT2 sén l'edat, el
tabaquisme, la pol-luci6 ambiental, I'estrés, la depressio i fins i tot algunes infeccions
viriques (Kolb and Martin, 2017).

Pel que fa als factors genetics, existeixen moltes evidéncies que demostren la
seva contribucié al desenvolupament de la DT2 (Prasad and Groop, 2015). Per exemple,
s’ha observat que els antecedents familiars amb DT2 tripliquen el risc de patir la malaltia
0 que algunes poblacions etniques en particular en tenen un risc més elevat (Schéafer et
al., 2011; Cornelis et al., 2015). Els estudis genétics de Genome-wide association
(GWA) han permes associar més de 250 regions del genoma a un augment de la
predisposicié de patir la malaltia (Gaulton et al., 2015; Langenberg and Lotta, 2018).
Cada una d’aquestes regions conté variacions en la seqiéncia que estan relacionades
amb un major risc de patir DT2, tot i que en molts casos no se’n coneix el mecanisme

molecular o es troben en regions no codificants del genoma.
1.1.2. Patogenicitat de la diabetis tipus 2

La DT2 és un trastorn metabolic complex associat a una resisténcia periférica a
la insulina i a una disfuncié de la cél-lula B. Aquests dos processos estan molt relacionats

entre si i actualment no se sap si sén causa o consequéncia l'un de I'altre.

Un dels fets que condiciona I'aparicié d’una resisténcia a la insulina als teixits
periferics és 'augment dels acids greixosos lliures circulants (FFA, free fatty acids) i la
creaci6 d'un ambient proinflamatori. En condicions normals, I'excés d’energia
consumida comporta un increment dels FFA gue s6n emmagatzemats als adipocits del
teixit adipos blanc en forma de triacilglicérids (TG). En persones obeses, I'excés continu
de calories consumides sumat a la poca activitat fisica genera una hipertrofia i
posteriorment una hiperplasia dels adipocits per intentar emmagatzemar la major
quantitat de TG. En els adipocits hipertrofiats es generen unes condicions d’hipoxia,
d'estrés oxidatiu /o d’estrés de reticle que provoca que s’inicii una resposta
proinflamatoria al teixit. Aquesta inflamacio ve regulada principalment per la secrecié de
la interleucina 1B (IL1B), la interleucina 6 (IL6) i el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa),
'accié sostinguda dels quals comporta una pérdua progressiva de la sensibilitat a la

insulina i una desregulacio de la secreci6 d’adipocines (Figura 1) (Guilherme et al., 2008;
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Hameed et al., 2015). Aquesta resposta inflamatoria també esta mediada per macrofags
residents del teixit adip6és, limfocits B i limfocits T (McNelis and Olefsky, 2014; Strissel
et al., 2014).

En situacions de demanda energética, les reserves lipidiques del teixit adipds es
mobilitzen mitjancant un procés conegut com la lipolisi. Aquest procés esta regulat per
la lipasa sensible a hormona (HSL) i permet l'alliberacié de FFA a partir de TG. En
condicions fisioldgiques, I'accié de la insulina en 'adipdcit és capag de reduir la lipolisi
inhibint la HSL. En canvi, en condicions de resisténcia a la insulina, la HSL no pot ser
inhibida i la lipolisi es veu drasticament augmentada, provocant aixi un increment dels
FFA en circulacio, que a més també es veuen augmentats per la superacio del limit
d’emmagatzematge del teixit adipés (Gustafson et al., 2015). L’aparicié d’aquests FFA
en circulacio intensifica la resposta proinflamatoria del teixit adipos i per tant, fa
augmentar encara més la resisténcia a la insulina i la lipdlisis. L’'augment de FFA en
circulacié també produeix una acumulacié ectopica de lipids, és a dir, que s’acumulen
en altres teixits periférics tals com el fetge, el mascul esquelétic o la zona perivascular,
(Figura 1) (Guilherme et al., 2008; Sattar and Gill, 2014; Loher et al., 2016).

L’acumulacié ectopica d’aquets lipids provoca per una part la pérdua de
funcionalitat de les cél-lules del teixit afectat i per [laltra, inicia una resposta
proinflamatoria en el propi teixit. Aquest fet es veu agreujat per la preséncia de nivells
circulants ja elevats de citocines i FFA provinents del teixit adipds. Com a conseqiiéncia,
també es genera una resisténcia a la insulina en tots aquests teixits periférics. Al muscul
esquelétic aquesta resisténcia es tradueix en una reduccié de la seva capacitat per
captar glucosa (Abdul-Ghani and Defronzo, 2010). En canvi, al fetge la resisténcia a la
insulina no permet que I'’hormona inhibeixi ni la glucogendlisi ni la gluconeogénesi,
provocant aixi un augment de la produccié de glucosa hepatica i per tant contribueix a

la hiperglucémia (Figura 1) (Santoleri and Titchenell, 2019).

L’altre procés patologic clau en la DT2 és la disfuncié de la cel-lula $ del
pancrees, encarregades de la produccié d’'insulina. Durant els diferents estadis de la
DT2, les cel-lules B passen per diferents fases (Cerf, 2015). En els individus prediabétics
es pot observar un augment dels nivells d’'insulina en sang. Aquest fet es produeix degut
a que la cél-lula B entra en un estat de “compensacié” on experimenta una hiperplasia i
hipertrofia que comporta com a resultat aquest estat hiperinsulinémic (Kahn et al., 2006;
Yoneda et al., 2013). Aquesta compensacio no és perfecta i la constant sobreproduccio
d’insulina, sumada a la presencia de FFA, citocines proinflamatories i nivells alts de

glucosa acaba provocant que les cél-lules 3 entrin en un estadi “d’esgotament” (Hameed
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et al., 2015; Himanshu et al., 2020). Aquest estadi esta caracteritzat per una hipoplasia,
hipotrofia i desdiferenciacio de les cél-lules B. Aquest ambient patoldgic cronificat acaba
induint que la cél-lula B entri en un estadi de “disfuncié” on es redueix la sintesis i la
secrecid de la insulina per finalitzar amb la mort cel-lular (Figura 1) (Butler et al., 2003;
Kahn et al., 2006; Yoneda et al., 2013; Cerf, 2015).

Consum excessiu d'energia

v
Reclutament de Hipertrofia dels adipocits
cél-lules
inflamatories
FFA
Citocines proinflamatories
[ Resistencia a la Insulina ]
Disminucio de la Augment de la g o8
captacio de produccio de D'Sfli'r_'c'o el
cél'lula p
glucosa glucosa

T (= (=
-
v

Figura 1. Alteracions clau que desencadenen la diabetis tipus 2. L'acumulacié excessiva de lipids
als adipocits indueix un reclutament de cél-lules inflamatories que, juntament amb els adipocits
hipertrofiats, secreten citocines proinflamatories i inhibeixen la lipolisis. L’augment de FFA i citocines
circulants afavoreix la deposicié patologica de lipids al muscul i al fetge i indueix la resisténcia a la
insulina en aquests teixits. Aleshores el fetge comenga a augmentar la gluconeogenesi i la glucogenaolisi,
que juntament amb la disminucié de la captacié de glucosa pel muscul, produeix una hiperglucémia
sostinguda. Davant I'increment dels nivells de glucosa en sang, es causa una hiperplasia de les cél-lules
B del pancrees per tal de compensar la demanda d’insulina. Amb el temps, s’arriba a un esgotament de
les cél-lules B i disminueix la seva capacitat per sintetitzar i secretar insulina. Tot aixd0 comporta la
cronificacio de la hiperglucémia i 'establiment de la DT2.
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2. OBESITAT

L’'obesitat i el sobrepés estan causats per un desequilibri entre el consum i la
despesa energetica. L’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) defineix I'obesitat i el
sobrepés com “el cumul anormal o excessiu de greix que posa en risc la salut’, ja que
augmenta la probabilitat de patir malalties cardiovasculars, diabetis i cancers, entre
d’altres (World Health Organization, 2021).

Per classificar les persones obeses s'utilitza I'index de Massa Corporal (IMC),
que en adults es calcula dividint el pes de la persona per la seva alcada al quadrat
(kg/m?); en nens també es té en compte I'edat (Eknoyan, 2007). Es classifica una
persona amb sobrepés quan presenta un IMC entre 25-30 i obesa quan supera un IMC
de 30. S’ha de tenir en compte perd que I'MC és una mesura molt simple, que és molt
uatil per realitzar estudis poblacionals, perd no és la mesura més correcta per predir el
risc individual de patir obesitat i les seves complicacions associades, ja que no permet
distingir entre la part del pes corporal associada a la massa muscular i I'associada al
greix. La circumferéncia de la cintura, la ratio entre el perimetre de la cintura i el maluc
o técniques d’'imatge com 'absorciometria de rajos X d’energia dual sén técniques més

especifiques per determinar la distribucio del greix corporal (Adab et al., 2018).

L‘obesitat esta considerada un problema de salut publica a nivell epidemiologic,
ja que més d’un terc de la poblacié mundial pateix obesitat o sobrepés. L’any 2016, es
va estimar que existien més de 2,2 bilions d’adults amb problemes de sobrepés, 650
milions dels quals eren obesos. A més, el seu creixement en els darrers anys ha estat
exponencial friplicant el nombre d’individus obesos des de 1975 (World Obesity
Federation, 2020; World Health Organization, 2021). Inicialment, aquest augment de la
prevalenca estava associat a paisos desenvolupats, perd en els darrers anys s’ha
observat també un augment en els paisos en vies de desenvolupament, ara bé, en
alguns paisos desenvolupats la quantitat de persones obeses ha assolit un nivell maxim
0 ha comencat a disminuir (Bentham et al., 2017; Lin and Li, 2021). Es calcula que cada
any moren 2,8 milions de persones com a consequéncia de les complicacions derivades
del sobrepés i de I'obesitat. A més, una persona obesa genera una despesa en sanitat
un 30% major que un individu no obés (WHO Consultation on Obesity (1999: Geneva
and Obesity, 2000).

Més preocupant encara és l'increment del nombre de nens i adolescents amb
sobrepés o obesitat ja que 'OMS ha determinat que en les ultimes 4 décades els

adolescents obesos o amb sobrepés han augmentat 10 vegades, han passat d’11
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milions I'any 1975 fins a 124 milions 'any 2016. Aquest xifra significa que el 20% de la
poblacioé d’entre 5-19 anys té sobrepés o és obesa (World Health Organization, 2021).
Aquest fet provoca que a avui en dia també es diagnostiqui DT2 a una edat més

prematura (Morigny et al., 2016).
2.1. Tipus d’obesitat en humans

La distribuci6 del greix corporal és crucial per estimar el risc de patir malalties
associades a l'obesitat. Aquesta distribucié pot canviar entre individus depenent del
sexe, l'edat, la genética, I'estat hormonal, altres patologies presents, I'étnia o en
resposta a alguns farmacs (Tchkonia et al., 2013; Lin and Li, 2021). Es poden diferenciar
dos tipus d’obesitat depenent d’on es trobi localitzat el greix corporal (Gesta et al., 2007;
Stefan, 2020):

e Obesitat central (forma de poma): Es caracteritza per una acumulacio intra-
abdominal/visceral del greix, augmentant 'emmagatzematge al voltant de les
visceres en els diposits omental, mesenteéric i retroperitoneal. Es més comi en
homes i per aixd també es coneix com a obesitat androide. Els individus que tenen
aguesta distribucié tenen una major predisposicid a patir una residéncia a la
insulina i intolerancia a la glucosa, lligada a un increment de la predisposicié a
desenvolupar complicacions metaboliques com la DT2 (Figura 2) (Sam, 2018;
Stefan, 2020).

e Obesitat periferica (forma de pera): Es caracteritza per una acumulacié
subcutania del greix en musculs i malucs. Es més comu en dones i per aixo també
es coneix com a obesitat ginoide. Al contrari de I'obesitat central, no esta tan
associada a una resisténcia a la insulina 0 a un augment de la intolerancia a la
glucosa i per tant, els individus amb obesitat periférica no es veuen tan afectats

per les complicacions metaboliques (Figura 2) (Sam, 2018; Stefan, 2020).

OBESITAT OBES‘ITAT
CENTRAL PERIFERICA
Greix visceral &1 Greix subcutani
Resisténcia a la .. Scbrelacintura Resisténcia a la
insulina Sota la cintura insulina
Introlerancia a la Introlerancia a la
glucosa glucosa

Complicacions
metaboliques

Complicacions
metaboliques

Figura 2. Classificacio de I’obesitat en funcié de la distribuci6 del greix. Obesitat central i periferica
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2.2. Complicacions de I'obesitat

Com ja s’ha descrit anteriorment, I'obesitat esta associada a un major risc de
mortalitat, disminuint I'esperanca de vida entre 5 i 20 anys depenent de la severitat de
les condicions del pacient (Bluher, 2019). Aquest augment de la mortalitat és degut a
que l'obesitat predisposa a patir multiples patologies amb una elevada mortalitat i
morbiditat. Les complicacions associades a l'obesitat, a part de la DT2, sén la
dislipidemia, problemes cardiovasculars (hipertensio, infart de miocardi i ictus entre
d’altres), 'augment del risc de patir cancers (fetge, prostata, colon, pit i ovari
principalment), problemes respiratoris (asma i apnees), problemes en el sistema
immune (inflamaci6 cronica, augment de la susceptibilitat de patir infeccions 0 mala
resposta enfront les vacunes) i I'aparicio del fetge gras no alcoholic (NAFLD, Non
Alcoholic Fatty Liver Disease). EI NAFLD es produeix per 'acumulacié ectopica de greix
al fetge provocant una esteatosi, la qual, si no es tracta, progressa i porta al
desenvolupament d’una inflamacié o esteatohepatitis no alcoholica (NASH, non
alcoholic steatohepatitis) que pot induir una fibrosi del fetge i desenvolupar finalment
una cirrosi hepatica (Bertot and Adams, 2016). A més, 'obesitat també redueix la qualitat
de vida dels pacients ja que esta associada a un augment de problemes
musculoesquelétics com I'osteoartritis, la reduccié de la fertilitat, la disfuncié eréctil i fins
i tot un augment de la probabilitat de patir depressio, deficits cognitius i Alzheimer (Kinlen
et al., 2018).

Els problemes respiratoris, cardiovasculars, inflamatoris, etc, també provoquen
que les persones obeses siguin una poblacié de més risc en front als problemes derivats
de la infeccié per COVID-19 (Popkin et al., 2020; Centers for Disease Control and
Prevention, 2021; World Obesity Federation, 2021).
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3. DEFICITS COGNITIUS EN LA DIABETIS | L’'OBESITAT

Tant la diabetis com I'obesitat son malalties que afecten a multiples érgans com
el fetge, els pulmons, el cor i els ulls, entre d’altres. No obstant, també s’ha descrit que
un dels sistemes més afectats és el Sistema Nervids Central (SNC). La DT2 i 'obesitat
estan associades a un deteriorament de la capacitat de I'encéfal per detectar els nivells
de glucosa i de regular-ne la seva homeostasi (Kullmann et al., 2020) pero també estan

associades a una important disfuncié cognitiva (Srikanth et al., 2020).

La disfuncié cognitiva es caracteritza per la pérdua d’habilitats intel-lectuals com
son l'aprenentatge, la memoria, la percepcié o la capacitat de resoldre problemes.
Existeixen diferents nivells de discapacitat cognitiva. Aixi es pot diferenciar entre la
forma més severa, coneguda com a demeéncia, i una forma menys severa, coneguda
com a deteriorament cognitiu lleu (DCL). També, existeixen altres formes de discapacitat
cognitiva molt més lleus, que moltes vegades sén tan subtils que no superen els criteris
neurofisiologics per ser considerades una disfuncio cognitiva i que es coneixen com a

decrements cognitius.

En la demeéncia, la pérdua de capacitat cognitiva afecta a diferents dominis
cognitius (memoria, atencid, capacitats visuals-espaials, capacitats executives i
llenguatge) i s6n prou incapacitants com per impossibilitar les activitats diaries. Les
principals causes de la deméncia son I'Alzheimer i la deméncia vascular, tot i que
n’existeixen moltes altres. En canvi, en el DCL, els déficits cognitius només afecten a un
o dos dominis cognitius i no impossibiliten les activitats quotidianes. EI DCL es considera
un estadi previ a la deméncia, ja que, tot i que no totes les persones que el pateixen
acaben desenvolupant demeéncia, si que augmenta la probabilitat de patir-la (Hugo and
Ganguli, 2014; Rose Mayeda et al., 2015; Munshi, 2017; Srikanth et al., 2020). La
disfuncio cognitiva es presenta principalment en edats avancgades i el risc es dobla cada
5 anys a partir dels 65 anys d’edat (Figura 3) (Prince et al., 2013; Hugo and Ganguli,
2014; Nichols et al., 2019).
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Figura 3. Model d’evolucié de la funcié cognitiva amb I’edat. La perdua de la funcié cognitiva es pot
dividir en tres estadis, i malgrat que assolir-ne un no implica I'assoliment de I'estadi posterior, si que
n‘augmenta la probabilitat. Per tant, la disfuncié cognitiva es produeix de forma continua al llarg del
temps. En primer lloc, s’assoleix I'estadi de decrements cognitius on només es perden petites capacitats
cognitives. Normalment, aquest estadi és molt dificil de ser detectat i per tant no es diagnostica. En
segon lloc, hi ha I'estadi catalogat com a deteriorament cognitiu lleu on es produeix la pérdua d’un o
maxim dos dominis cognitius, perd es pot seguir desenvolupant una vida quasi normal. Finalment
,s'assoleix la deméncia, I'tltim estadi del deteriorament cognitiu, on s’experimenta la pérdua de varis
dominis cognitius i que afecta de forma molt directa al dia a dia. Amb I'edat també augmenta la
probabilitat de patir una pérdua de la funcié cognitiva.

Es calcula que actualment el 6% de les persones més grans de 60 anys pateixen
DCL i un 5% pateix deméncia. La prevalenga de la disfuncié ha augmentat en els ultims
anys degut a I'envelliment progressiu de la poblacié. Es va calcular que entre el 1990 i
el 2016 la poblacié mundial d’'individus amb deméncia va augmentar un 117%, passant
de 20,2 milions de casos a 43,8 milions (Nichols et al., 2019). A més, la previsi6é és que
aquesta xifra s’enfili fins als 78 milions 'any 2030 (Gauthier et al., 2021).

3.1. El deteriorament cognitiu en la diabetis

Els estudis epidemioldgics han demostrat que la DT2 augmenta en més d’un
50% el risc de patir DCL i/o demencia. Aixd provoca que de mitjana les persones amb
DT2 presentin demencia o DCL en edats més primerenques en comparacié amb
persones sanes (Figura 4) (Biessels et al., 2014; Xue et al., 2019; Srikanth et al., 2020).
A més, s’ha observat que la DT2 també esta associada a patir decrements cognitius
(Figura 4). Normalment, l'avaluacié de les capacitats cognitives es fa mitjancant el
rendiment cognitiu, que es calcula mitjancant diferents tests que avaluen una o varies
funcions cognitives. El conjunt de resultats de tots aquests testos s’expressen mitjancant
el valor Z. Agquest valor fa referéncia a quant de desviats es troben els valors obtinguts
respecte la mitjana de la poblaci6 testada. Estudis en pacients diabétics han demostrat

que, de mitjana, la seva funcié cognitiva es troba entre 0.3 i 0.5 valors Z per sota de la
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poblacié sana. Les persones amb demeéncia tenen com a minim 2 valors Z per sota i les
persones amb DCL entre 1-2 valors Z (Srikanth et al., 2020). Mentre que la demeéncia i
la DCL afecten principalment a pacients diabétics d’edat avangada, els decrements
cognitius associats a la diabetis s6n presents a qualsevol edat (Jan Biessels and Despa,
2018). De fet, els processos patologics que provoquen els decrements cognitius i la
demencia sén diferents perd additius, és a dir, els mecanismes que provoquen els
decrements cognitius redueixen el llindar en que la deméncia comenca a ser
simptomatica (Biessels et al., 2014).
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Figura 4. Trajectories de la capacitat cognitiva en la diabetis tipus 2. De mitjana, els pacients amb
DT2 presenten una lleugera reduccid de la capacitat cognitiva (linies grogues) en comparacié amb els
individus sans. Per aquest motiu es considera que els pacients diabétics tenen decrements cognitius.
Aquesta petita pérdua de la capacitat cognitiva és present a qualsevol edat. A més, la DT2 també esta
associada a un augment del risc de patir deméncia (linies vermelles) que afecta principalment a
persones d’edat avancada. En el cas de les persones amb DT2, la simptomatologia de la deméncia
apareix abans que en persones sanes.

Aquests decrements cognitius poden ser el resultat de l'atrofia de I'encéfal
observada en els pacients diabétics. Es calcula que la diabetis és capag de produir una
reduccié de I'encéfal d’'un 0,5 a un 2% respecte a individus no diabétics, afectant a varies
zones (Saczynski et al., 2009; de Bresser et al., 2010; Espeland et al., 2013; Falvey et
al., 2013). L’aparicié d’aquesta atrofia es produeix ja en estadis prediabétics i estudis
longitudinals han demostrat que la seva evolucié és molt lenta. Aquest fet permetria
explicar perqué els decrements cognitius apareixen ja en els estadis prediabétics pero

en canvi no es produeix un augment de la discapacitat cognitiva a mesura que
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evoluciona la malaltia (de Bresser et al., 2010; van den Berg et al., 2010; Yaffe et al.,
2012).

La neuropatologia associada a la diabetis agreuja el control de la malaltia per part
dels pacients. Com a resultat, els individus amb DT2 que presenten un deteriorament
cognitiu tenen una freqiiéncia de complicacions i d’hospitalitzacions relacionades amb
la diabetis més elevada. Per tots aquests motius, des de I'any 2014 ja existeixen guies
meédiques enfocades a detectar i tractar el més aviat possible els problemes cognitius

en els pacients diabétics (Srikanth et al., 2020).

Tot i que I'associacié entre la DT2, els déficits cognitius i I'atrofia de I'encéfal és
molt clara, existeix un gran desconeixement dels processos patologics a nivell cel-lular
que relacionen aquests dos fets. S’ha observat que els pacients amb DT2 i
deteriorament cognitiu no tenen incrementats els marcadors neuropatologics tipics de la
malaltia de I'Alzheimer tals com la presencia de plaques amiloides o tangles
neurofibrilars (creats per la proteina tau hiperfosforilada) (Abner et al., 2016; dos Santos
Matioli et al., 2017). Per aquest motiu, es considera que els processos
neurodegeneratius implicats en la DT2 sén diferents als mecanismes de I'Alzheimer (Jan
Biessels and Despa, 2018). A nivell cel-lular existeixen altres alteracions que poden
estar relacionades amb el déficit cognitiu, com poden ser lestrés de reticle
endoplasmatic (Lu et al, 2011), l'augment de la permeabilitat de la barrera
hematoencefalica (Tucsek et al., 2014), els defectes mitocondrials i/o 'augment de
I'estrés oxidatiu (Morrison et al., 2010), el diposit de plaques d’amilina agregats en les
parts de la barrera hematoencefalica (Ly et al., 2017), aixi com també la neuroinflamacio
i la resisténcia a la insulina. Totes aquestes alteracions poden ser causa i/o

consequéncia I'una de l'altra i sén capaces de donar lloc al dany neuronal.

Com ja s’ha explicat la DT2 esta associada a un procés inflamatori cronic que
també es produeix a nivell cerebral (Muriach et al., 2014). El procés inflamatori a
I'encefal esta regulat per la microglia, que son les cél-lules del sistema immune innat
residents en aquest teixit, i pels astrocits, que tenen la funcié de mantenir i fer de suport
a les neurones. Ara bé, davant de certs estimuls produits per les neurones o per la
microglia aquestes cél-lules tenen la capacitat d’activar-se. Per tant, la neuroinflamacio
es caracteritza per una microgliosi i una astrogliosi que pot provocar un dany neuronal.

(Guillemot-Legris and Muccioli, 2017).

D’altra banda, cada vegada existeixen més evidéncies que indiquen que el

procés de resisténcia a la insulina no és exclusiu dels teixits periférics i també es pot
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donar a I'enceéfal. El receptor de la insulina s’expressa a moltes zones de I'enceéfal, entre
elles a I'hipocamp (Hill et al., 1986; Marks et al., 1990), on aquesta hormona hi
desenvolupa principalment funcions que tenen a veure amb el procés cognitiu. De fet,
s’ha demostrat que la infusid d’insulina intranasal en persones i ratolins sans millora la
seva funcié cognitiva (Park et al., 2000; Benedict et al., 2004). El procés de resisténcia
a la insulina tant pot estar associat a una reduccié del transport de la insulina a través
de la barrera hematoencefalica (BHE), ja que la insulina es produeix principalment al
pancrees, com també a una pérdua de la sensibilitat de les cel-lules envers aquesta
hormona (Banks et al., 2012). La perdua de sensibilitat a la insulina es pot donar a
diferents nivells de la via de senyalitzaci6, tant en el receptor com en qualsevol de les
proteines que formen part de la via de senyalitzacié (Arnold et al., 2014; Jan Biessels
and Reagan, 2015).

3.2. El deteriorament cognitiu en I'obesitat

Les evidéncies que demostren la relacié de l'obesitat i la disfuncié cognitiva
també so6n molt solides, perd en aquest cas hi té molta rellevancia I'edat de l'individu.
Un IMC elevat en edat adulta esta associat a un increment del risc de patir problemes
neurologics en etapes posteriors de la vida (Whitmer et al., 2005; Beydoun et al., 2008).
S’ha demostrat que I'IMC de l'individu a I'edat adulat és capac¢ de predir la pérdua de
matéria gris de I'encéfal, principalment del 10bul frontal i de les regions subcorticals de
I'hipocamp (Raji et al., 2010). En canvi, un IMC elevat en la vellesa sembla que fins i tot
ofereix proteccié contra la disfuncié cognitiva (Hughes et al., 2009; Kim et al., 2016). A
més, cada vegada hi ha més nens i adolescents obesos, i s’Tha demostrat que el seu

rendiment cognitiu és menor (Yau et al., 2012; Liang et al., 2014a).

Els mecanismes que permeten explicar el procés neurodegeneratiu en persones
obeses son els mateixos o molt similars als de les persones amb DT2. Molts pacients
obesos acaben desenvolupant DT2 i viceversa i per tant, es fa dificil estudiar quins
mecanismes neuropatologics sén provocats per una patologia o per l'altra (Jan Biessels
and Reagan, 2015).
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4. TRACTAMENTS ACTUALS PER LA DIABETIS | L'OBESITAT

Esta ampliament descrit que el control de I'obesitat pot millorar el tractament de
la DT2 i fins i tot retardar la progressié de la malaltia (Diabetes Prevention Program
Research Group, 2002; Jackness et al., 2013; Webb and Wadden, 2017). En pacients
amb sobrepés o obesos diagnosticats amb DT2, s’ha demostrat que una pérdua de pes
modesta i mantinguda, mitjangcant un augment de I'activitat fisica i una disminucio de la
ingesta, millora el control de la glucémia i redueix la necessitat de I'is de medicaments
hipoglucemiants (UKPDS Group, 1990; Pastors et al., 2002; Webb and Wadden, 2017).
Ara bé, quan aquestes estrategies no funcionen, és necessaria la utilitzacié de
tractaments farmacologics que dependran de cada tipus de pacient. Es important indicar
que un bon control de la glucémia, juntament amb un estil de vida saludable i una
medicacié efica¢ en els casos que sigui necessari, permet que les persones amb DT2
puguin gaudir d’'una vida més llarga i saludable (American Diabetes Association, 2021b).

Pel que fa a la disfuncidé cognitiva associada a la diabetis i I'obesitat, s’ha
demostrat que fer exercici (Baker et al., 2010) o tenir una dieta més saludable redueix
també el risc de patir deméncia (Clegg et al., 2011; van den Brink et al., 2019). A dia
d’avui, s’estan realitzant molts assajos clinics per tal de provar 'eficacia dels farmacs
antidiabetics per tractar els deficits cognitius associats a aquestes malalties. Els resultats
obtinguts fins el moment pero, sén contradictoris i heterogenis perqué entre d’altres
factors, moltes vegades no es té en compte ni la severitat ni el temps que el pacient ha
estat diagnosticat amb DT2 (Biessels et al., 2014). Aixi, malgrat que hi ha farmacs que
han demostrat tenir algun efecte en la disfuncié cognitiva associada a la diabetis i

I'obesitat, aquesta segueix sent impossible de prevenir i de curar (Gaspar et al., 2015).

S’ha de tenir en compte que tots els estudis de tractament de la disfuncié
cognitiva associada a la diabetis o a 'obesitat s’han fet amb farmacs especifics per
tractar els altres simptomes d’aquestes malalties. Es a dir, no s’ha provat I'eficacia que
podrien tenir altres farmacs especifics pel tractament de malalties neurodegeneratives
(Srikanth et al., 2020). En canvi, molts farmacs aprovats pel tractament de la diabetis si
que estan sent provats com a possibles terapies per la malaltia de I'Alzheimer, al
considerar que aquesta malaltia té algunes caracteristiques semblants a la DT2 com la

resisténcia a la insulina a nivell central (Kellar and Craft, 2020).
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4.1. Terapies actuals pels pacients diabetics tipus 2

L’objectiu dels tractaments per la DT2 és el de disminuir els nivells de glucosa en
sang. Als pacients diabétics diagnosticats per primera vegada se’ls recomana una
terapia basada en els canvis dels habits alimentaris, en 'augment de I'activitat fisica i en
deixar de fumar. Només aquests tres fets redueixen clarament el risc de la progressio
de la intolerancia a la glucosa i la resistencia a la insulina (American Diabetes
Association, 2021c). Si aquests canvis en l'estil de vida no sén suficients, aleshores és
quan es recorre a I'is de farmacs que tenen la capacitat de reduir els nivells de glucosa
en sang. En el cas que el tractament amb un dels farmacs no aconsegueixi normalitzar
els valors de glucemia en 3 mesos, la recomanacio és afegir un segon farmac. Si tot i
aixi els marcadors diabétics no es normalitzen, aleshores la recomanacié és afegir al
tractament I'administracio de multiples dosis d’insulina exdgena (Inzucchi et al., 2012;
American Diabetes Association, 2021b). Tot i que tenir un bon control glicemic redueix
el risc de patir la majoria de les complicacions associades amb la diabetis, s’ha
demostrat que tenir un control de la glucémia no genera cap millora de la funcié cognitiva

o del volum de I'encéfal (Launer et al., 2011; Murray et al., 2017).

Els farmacs disponibles a dia d’avui pel tractament de la DT2 sén la Metformina,
les sulfonilurees, les tiazolidinediones (TZD), els agonistes del glucagon-like peptide 1
receptor (GLPR1), els inhibidors de la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) i els inhibidors de
sodium/glucose cotransporter (SGLT2). De tots ells, el més utilitzat és la Metformina ja
que és el més segur, barat i efectiu sobretot en estadis inicials de la malaltia. Els
mecanismes d’accié de cada farmac son diferents pero les estratégies utilitzades es
basen principalment en augmentar la sensibilitat a la insulina per part dels teixits,
principalment muascul esquelétic i fetge (Metformina, TZD, agonistes de GLPR1,
inhibidors de DPP4), en millorar la secrecié d’insulina (Sulfonilurees, agonistes de
GLPR1, inhibidors DPP4), en inhibir la gluconeogénesi hepatica (Sulfonilurees) i en

augmentar I'excrecié de glucosa per part del rony6 (inhibidors de SGLT2).

S’ha provat I'eficacia d’alguns d’aquests farmacs pel tractament o la prevencio
de la disfuncié cognitiva associada amb la DT2. En pacients amb DT2, la Metformina i
les sulfonilurees han sigut incapaces de produir cap efecte en la prevalenca de la
demencia o en canvis estructurals a nivell cerebral (Weinstein et al., 2019). En canvi, en
pacients no diabétics diagnosticats amb DCL, I'is de Metformina diaria durant 12 mesos
va demostrar una millora en la capacitat cognitiva (Luchsinger et al., 2016). El
Liraglutide®, un antagonista de GLP1R, és un dels farmacs dels que es tenen millors

resultats pel que fa al tractament de la pérdua de capacitat cognitiva associada a la
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diabetis i I'obesitat. Malgrat que existeixen estudis contradictoris, el Liraglutide® ha
demostrat prevenir o atenuar els déficits neuronals i cognitius associats a la DT2. Els
mecanismes que podrien explicar aquest fet és la capacitat dels agonistes de GLP1 de
reduir la neuroinflamacid, augmentar la neurogénesi i protegir la neurona de la mort
cel-lular (Duarte et al.,, 2013; Candeias et al., 2015; Kellar and Craft, 2020). En
I'actualitat, s’esta duent a terme un assaig clinic en el que es vol estudiar I'eficacia del
tractament diari de Liraglutide® durant 12 mesos pel tractament de I'Alzheimer
(NCT01843075, www.clinicaltrials.gov).

Quan la patologia de la DT2 es troba molt avancada i hi ha hagut una disminucié
de la massa de cél-lules B, el tractament necessita també una terapia de reemplagament
amb insulina exogena. El tractament amb la insulina es pot fer mitjancant diferents
estratégies com la insulina basal, el bolus d’insulina, la insulina pre-barrejada, els
productes concentrats d’insulina o la insulina inhalada, depenent de les necessitats de
cada pacient (American Diabetes Association, 2021b). S’ha de tenir en compte pero,
gue 'administracié d’'insulina exdégena s’ha de fer amb molta precaucié ja que pot induir
estadis d’hipoglucémia severs i un increment del pes corporal (Turner et al., 1999). S’ha
demostrat que I'administracio d’'insulina exdgena millora els defectes cognitius (Kern et
al., 2001). En aquest sentit, 'administracio d’insulina intranasal és capa¢ de millorar les
capacitats cognitives en persones sanes i en persones amb DCL i Alzheimer (Benedict
et al., 2004, 2006; Claxton et al., 2013, 2015; Craft et al., 2020). En canvi, aquests
efectes no es reprodueixen pel tractament de la disfuncié cognitiva associada a la
diabetis i I'obesitat (Kellar and Craft, 2020).

4.2. Terapies actuals pels pacients obesos

El principal objectiu dels tractaments per I'obesitat és la pérdua de pes. Malgrat
que la primera intervencié es basa en realitzar canvis en l'estil de vida i té un efecte
modest pero significatiu, la majoria de pacients només perd, de mitjana, un 4% del pes
corporal al cap de 4 anys (Torgerson et al., 2004). Per aquest motiu és necessari que
aquests canvis de I'estil de vida vagin acompanyats per tractaments farmacologics o fins
i tot de cirurgia (Dyson, 2010). Es recomana iniciar un tractament farmacologic en
pacients amb sobrepés que presentin un IMC superior o igual a 27 amb alguna
comorbiditat persistent o en pacients obesos amb un IMC superior a 30. S’ha de tenir
en compte que la farmacoterapia és només un complement ja que cap farmac indueix
la pérdua involuntaria i substancial de pes. Es considera que un farmac és eficag contra
I'obesitat quan permet reduir entre el 3-5% del pes corporal al cap de 3 mesos (American
Diabetes Association, 2021c, 2021d).
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Actualment, existeixen 6 farmacs aprovats pel tractament de I'obesitat que es
poden adaptar segons les necessitats individuals de cada pacient (American Diabetes
Association, 2021d). Només un dels farmacs s'utilitza com a tractament a curt termini,
I'agonista del receptor de la noradrenalina, Fentermina. La resta de farmacs s’utilitzen
com a tractament a llarg termini i sén els agonistes de GLP-1 (Liraglutide® i
Semaglutide®) (Pi-Sunyer et al., 2015; Kushner et al., 2020), l'inhibidor de la lipasa
gastrica i pancreatica (Orlistat®) (Sumithran and Proietto, 2014), les combinacions duals
de Fentarmina amb inhibidors de I'anhidrasa carbonica (Topiramat) (Verrotti et al., 2011)
i antagonistes dels opioides combinats amb antidepressius (Naltrexone-bupropion)
(Greenway et al., 2010). Fins fa molt poc també estava aprovat I'is de I'agonista del 5-
hydroxytryptamina receptor 2C (5-HT2C) (Lorcaserin®), pero recentment la FDA (Food
and Drug Association) ha sol-licitat la seva eliminacié degut a que esta relacionat amb
un increment en el risc de patir diferents tipus de cancer (Sharretts et al., 2020).

Els tractaments farmacologics esmentats tenen com a objectiu reduir la ingesta
d’energia. Tots els farmacs esmentats menys /'Orlistat®, que té la capacitat de limitar
'absorcié de greix a l'intesti, actuen a nivell central i tenen la capacitat d’activar neurones
que desenvolupen funcions anorexigéniques, €s a dir, que tenen la capacitat
d'incrementar la sacietat. EI major inconvenient d’aquests farmacs és que a l'actuar
sobre el SNC poden generar problemes d’addiccié, com la Fentermina, o afectar I'estat
d’anim i augmentar la probabilitat de suicidi, com la combinacié d'antidepressius

Naltrexone-bupropion

Una altre accié terapéutica és la cirurgia bariatrica que cada vegada esta sent
més utilitzada com alternativa als tractaments farmacologics per la seva rapida eficacia.
Aquestes cirurgies es basen en realitzar canvis en el sistema digestiu per intentar limitar
la quantitat de menjar que es consumeix o per reduir la capacitat del cos per absorbir
els nutrients. Aquest tipus de cirurgia esta recomanada per pacients obesos severs amb
un IMC superior a 40. Un dels factors que afavoreix molt la seva utilitzacié és que la
mortalitat de la cirurgia es troba per sota de I'1% mentre que s’aconsegueixen pérdues
de pes d’un 25-30% amb una rapida normalitzaci6 dels nivells glucemics i de la pressio
sanguinia. Tot i aixi, també comporta algunes desavantatges, com el fet que els pacients
amb cirurgia bariatrica han de seguir una dieta molt restrictiva, nutricionalment pobra i
sense fruita ni vegetals. A més, existeix un risc afegit en els pacients que perden pes
molt rapidament, ja que el 38% d’aquests presenten calculs biliars (Morais et al., 2016).
Després de la cirurgia, els pacients tenen que millorar el seu estil de vida ja que siné,

els pacients experimenten una pérdua de pes significant durant els primers 18-24
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mesos, un periode que es coneix com a lluna de mel, pero entre el 17 i el 64% dels
pacients tornen a guanyar pes després d’aquest periode ja que tornen a realitzar habits
no saludables (Odom et al., 2010; Livhits et al., 2011; Tamboli et al., 2014; Weber and
Chand, 2018).

Malgrat tots els tractaments descrits, cap d’ells és del tot eficag i tots ells
presenten efectes secundaris a tenir en compte. Per aquesta rad, el desenvolupament
de noves terapies pel tractament de I'obesitat, i la DT2, amb una eficacia millorada i una

accio sostinguda en el temps és un dels principals desafiaments actuals.

Una de les estratégies terapeutiques que esta sent més explorada és basa en
'augment de la despesa energética mitjangant la termogénesis no associada a tremolor.
Aquesta estrategia terapéutica esta contraposada a I'estratégia que utilitzen els farmacs
actuals que es centren principalment en la disminucié del consum d’energia. La
termogenesi no associada a tremolor es un procés mitjangant el qual 'organisme és
capac¢ de generar calor sense augmentar I'activitat dels musculs (Betz and Enerback,
2017; Hussain et al., 2020). Aquest tipus de termogenesi és pot dur a terme gracies als
adipodcits marrons, ja que tenen la capacitat de generar calor a partir de I'energia sobrant
dels processos catabdlics. La constant necessitat de generar calor acaba provocant que
augmenti la despesa d’energia. Per tant, el procés de termogénesi no associada a
tremolor implica l'activacio del teixit adip6s marré (BAT, brown adipose tissue) i el
browning del teixit adipds blanc (WAT, white adipose tissue) que és el procés mitjangant
el qual els adipocits blancs es diferencien a adipocits marrons, o també coneguts com
adipocits beige en el WAT de la zona inguinal/subcutania (un diposit ric en adipocits
blancs) (Smith and Hock, 1963; Wu et al., 2012).

En condicions fisiologiques, un dels mecanismes que pot activar aguest procés
termogenic és I'exposicio al fred. Aixi, degut a les baixes temperatures, es produeix una
activacio de I'hipotalem que genera com a resposta un augment de 'activitat del sistema
nervidés simpatic en els diposits adiposos. Aquesta activacié comporta que en les
sinapsis dels nervis simpatics es produeixi I'alliberament de la norepinefrina que és
capag d’activar els receptors B-adrenérgics dels adipocits marrons i dels adipocits blancs
provocant un activacié de la termogénesi i el browning, respectivament (Ueta et al.,
2012; Wu et al., 2012).
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5. FACTOR DE CREIXEMENT DE FIBROBLASTS 21 (FGF21)

El factor de creixement de fibroblasts 21 (FGF21) és una hormona peptidica que,
en condicions fisiologiques, té la capacitat de regular I'adaptacio de tot I'organisme a
diferents condicions estressants com la restriccio caldrica, I'exposicié al fred i el consum
excessiu de carbohidrats. L’any 2005, es van descriure per primera vegada les seves
capacitats per induir un augment de la captacio de glucosa in vitro (Kharitonenkov et al.,
2005), i des d’aleshores diferents estudis han portat a considerar el FGF21 com una
hormona amb capacitat per tractar I'obesitat, la DT2 i les seves comorbiditats, com el
NASH (Fisher et al., 2014), les malalties cardiaques (Planavila et al., 2015) o els déeficits
cognitius (Sa-nguanmoo et al., 2016a). L’augment farmacologic dels nivells de FGF21
circulants en ratolins provoca un augment de la despesa energeética i una millora de la
sensibilitat a la insulina, reduint els nivells de glucosa en sang i millorant el perfil lipidic
tant a nivell séric com a nivell hepatic, originant una perdua del pes corporal (Coskun et
al., 2008; Xu et al., 2009a; Jimenez et al., 2018).

5.1. Familia de factors de creixement de fibroblasts

El FGF21 forma part de la familia de factors de creixement de fibroblasts (FGFs,
Fibroblast Growht Factors) que esta formada per 22 proteines (del FGF1 al FGF23, el
FGF15 i el FGF19 son ortdlegs). Quan s’uneixen al seu receptor (FGFRs, Fibroblast
Growht Factor Receptors), els FGFs tenen la capacitat de regular una gran quantitat de
processos, entre els que destaquen el creixement i la diferenciacié cel-lular, la modulacié
metabodlica, la reparacio tissular i la resposta inflamatoria (Itoh and Ornitz, 2004; Kelleher
et al., 2013; Ornitz and Itoh, 2015). En funcié de la seva homologia i filogénia, els
membres de la familia es poden dividir en 7 subfamilies: la subfamilia del FGF1, la del
FGF4, la del FGF7, la del FGF9, la del FGF8, la del FGF11 i la del FGF19 (ltoh and
Ornitz, 2004).

La majoria dels membres de la familia FGF presenten una gran afinitat per
I'heparina, una de les proteines que formen la matriu extracel-lular. Per tant, aquesta
gran afinitat provoca que molts dels FGFs no puguin escapar-se de la matriu
extracel-lular i que les seves funcions siguin Gnicament autocrines o paracrines i que a
més necessitin 'heparan sulfat com a cofactor. Les accions autocrines i paracrines
d’aquests membres sén regular la proliferacio i la diferenciacio cel-lular, sobretot durant
I'estadi embrionari. En canvi, la subfamilia FGF19, formada per FGF19 (l'ortdleg muri
de FGF15 huma), FGF21 i FGF23 presenta una afinitat menor per 'heparan sulfat i per

tant, poden alliberar-se de la matriu extracel-lular i viatjar pel torrent circulatori per actuar
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de forma endocrina. Aquesta subfamilia també presenta una unié més debil amb els
receptors FGFRs i per aquest motiu necessiten un co-receptor per actuar, p-Klotho
(KLB) en el cas de FGF19 i FGF21 i Klotho en el cas de FGF23. Les funcions principals
d’'aquests 3 membres sén la regulacié de 'homeostasi de la glucosa, dels acids biliars,
del colesterol, de la vitamina D i del fosfat (Goetz et al., 2007; Ornitz and Itoh, 2015;
Kuro-o, 2018).

5.2. Expressio del FGF21

El fetge és el principal responsable dels nivells circulants de FGF21 tot i que
també hi ha altres teixits que I'expressen, com el pancrees, el teixit adipds, el muscul
esquelétic o fins i tot 'encéfal (Nishimura et al., 2000). Ara bé, en tots aquests altres
teixits que I'expressen, aquesta hormona té una funcié autocrina o paracrina i només
augmenten la seva expressio en condicions patologiques (Fisher and Maratos-Flier,
2016; Staiger et al., 2017).

El gen FGF21 presenta una gran homologia entre els mamifers i a més entre els
rosegadors i els humans la sequiencia d’aminoacids té una similitud del 75% (Fisher and
Maratos-Flier, 2016a; Nishimura et al., 2000) pero, tant els teixits com els estimuls que
provoquen un canvi en I'expressio de FGF21 poden variar entre espécies (Staiger et al.,
2017)

L’expressié hepatica del FGF21 augmenta principalment quan apareix una
situacio d’estres nutricional com pot ser el deju (Badman et al., 2007; Inagaki et al., 2007;
Géalman et al., 2008), 'augment de consum de carbohidrats i d’etanol (Inagaki et al.,
2007; Desai et al., 2017; Lundsgaard et al., 2017) o la restriccié proteica (Laeger et al.,
2014; Maida et al., 2016). També s’ha vist que I'exercici és capag d’induir I'expressio del
FGF21 (Kim et al., 2013) aixi com també la preséncia d’alguns farmacs com els
agonistes de PPARa o algunes hormones com el glucagé (Arafat et al., 2013). A més,
s’ha demostrat que els nivells de FGF21 presenten un ritme circadia, augmentant, en el
cas dels humans, durant la nit (quan hi ha periodes llargs de deja) i disminuint durant el
dia (Oishi et al., 2008; Yu et al., 2011). Al teixit adipds, I'expressio del FGF21 es produeix
també en periodes de deju o quan hi ha una exposicié al fred (Hondares et al., 2011;
Oishietal., 2011; Dutchak et al., 2012; Lee et al., 2014), i al muscul esquelétic, 'augment
de I'expressio es produeix principalment com a resposta a I'exercici. A més, els nivells
circulants del FGF21 també augmenten en preséncia d’algunes patologies com és el
cas de l'obesitat (Dushay et al., 2010), el fetge gras (Dushay et al., 2010; Yan et al.,

2011), malalties ossies (Li et al., 2015), malalties musculars i mitocondrials

26



Introduccié

(Suomalainen et al., 2011), pancreatitis (Shenoy et al., 2016) i lipodistrofies (Miehle et
al., 2016). Per aquest motiu, actualment el FGF21 es postula com un possible

biomarcador de certes patologies (Keuper et al., 2020).
5.3. Senyalitzacié del FGF21

La senyalitzacio del FGF21 depén de la seva uni6 a FGFRs i a KLB. El FGF21
activa multiples FGFRs, incloent FGFR1c, 2c, 3ci 4 (Kurosu et al., 2007; Kharitonenkov
et al., 2008). Entre tots ells, FGFR1c és el que sembla tenir una major importancia per
les accions del FGF21 in vivo (Adams et al., 2013a). Aquest receptor perd es troba
ampliament expressat per tot I'organisme. Per aquest motiu, I'especificitat de teixit de
I'accié del FGF21 la déna el KLB, sense el qual no es pot activar la via de senyalitzacioé.
El KLB s’expressa al teixit adipds, al fetge (tot i que en aquest organ I'expressié de
FGFR1c és baixa) (Kurosu et al., 2007), al pancrees endocri i exocri (Johnson et al.,
2009), i a certes regions de I'encéfal (Bookout et al., 2013; Sun et al., 2020).

La uni6 del FGF21 amb els receptors permet la formacié del complex FGFR/KLB
i que aquest dimeritzi amb un altre complex FGFR/KLB, formant aixi un homodimer
(Ming et al., 2012). D’aquesta manera s’activa el domini tirosina quinasa del FGFR i es
produeix I'autofosforilacid en 6 residus (Furdui et al., 2006; Lew et al., 2009). Aquestes
fosforilacions permeten la unié de la proteina adaptadora FGFR substrate 2a (FRS2a)
que és fosforilada pel receptor. La fosforilacié permet la unié del Growth factor receptor-
bound 2 (GRB2) a FRS2a (Kouhara et al., 1997) a partir d’aqui, GRB2 és capa¢ d’activar
la via PI3K-PDK1-AKT (Fosfatidil inostiol 3 quinasa - Piruvat deshidrogenasa quinasa 1
— AKT Serina/treonina quinasa) mitjangant el reclutament de GAB1 i d’activar la via de
RAS-ERK1/ERK2 MAPK (Proteines derivades del virus del sarcoma de ratoli —
Quinases regulades extracel-lularment 1 i 2 i Proteina quinasa activada per mitdgens)

mitjancant el reclutament de SOS (Figura 5) (Lamothe et al., 2004).

Entre moltes altres accions, la via PI3K-PDK1-AKT permet inhibir I'activitat de
proteines diana com ara FOXO1 (Forkhead box protein O1) (Figura 5) (Manning and
Cantley, 2007) i la via RAS-ERK1/ERK2 MAPK permet I'expressié de gens com cFos i
Egrl, mitjancant I'activacié del factor de transcripcié E26 transformation-specific (ETS)
(Hodge et al., 1998; Ge et al., 2011). Es fa dificil discernir quina participacio té cada via
en cadascuna de les accions que fa FGF21 a la cél-lula, ja que a part de tenir accions

complementaries, la mateixa via pot tenir respostes diferents depenent del teixit.
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Figura 5. Senyalitzaci6 de FGF21. La uni6é del FGF21 al receptor FGFR1c i al coreceptor B-klotho
permet que aquest complex es dimeritzi. FRS2a pot unir-se a un d’aquets residus fosforilats i actuar com
a proteina scaffold al mateix temps que també és fosforilada pel receptor. A FRS2a fosforilat se li uneix
la proteina GRB2 que pot activar la via RAS-ERK1/ERK2 MAPK mitjangant el reclutament de les
proteines RAS i SOS. Com a resultat de I'activacié d’'aquesta via es produeix la transcripcié de gens
Egrl, c-Fos, Spry o Dusp4, entre d’altres gracies a I'activacié del factor de transcripcié ETS. DUSP i
SPRY actuen de feedback negatiu de la via en diferents punts. Al mateix temps, GRB2 també pot activar
la via PI3K-PDK1-AKT mitjangant el reclutament de GAB1. Una vegada AKT s’activa, és capag de
fosforilar una gran quantitat de substrats entre els que destaquen FOXOL1. La fosforilacié de FOXO1 per
part d’AKT provoca la seva inhibicié degut a que indueix que surti del nucli de la cél-lula i no pugui actuar
com a factor de transcripcio.

La via RAS-ERK1/ERK2-MAPK també té sistemes d’autoinhibicio.
Concretament, el factor de transcripcié ETS permet I'expressio dels gens Spry i Dusp.
El gen Spry codifica per la proteina Sprouty que és capag¢ d’interactuar amb GRB2 i
inhibir la via RAS-ERK1/ERK2 MAPK i la via PISK-PDK1-AKT (Thisse and Thisse, 2005;
Guy et al., 2009). El gen Dusp codifica per la proteina Dual-specificity phosphatase
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(DUSP) que és capac de defosforilar ERK1/ERK2 (Ekerot et al., 2008; Owen et al.,
2014).

Tot i aixi, la via de senyalitzacié de FGF21 encara no es coneix completament,
per tant, altres gens poden tenir també un paper important en les seves funcions,

sobretot a I'encéfal.
5.4. Funcions del FGF21 a I’encéfal

El FGF21 es pot expressar a I'encéfal (Makela et al., 2014; Staiger et al., 2017) i
a més, s’ha demostrat que el FGF21 circulant pot travessar la BHE per difusié passiva i
accedir a I'encéfal (Hsuchou et al., 2007; Tan et al., 2011). Els receptors del FGF21
també s’expressen a l'encéfal, i més concretament, a I'hipotalem, al bulb raquidi
(Bookout et al., 2013) i recentment s’han aportat evidéncies de I'expressio de KLB a
certes zones de I'hipocamp, 'amigdala i del cortex (Hultman et al., 2019; Kang et al.,
2020a; Marcela Santos et al., 2020; Sun et al., 2020). Totes aquestes evidencies
indiguen que el FGF21 té multiples accions a I'encéfal. S’ha descrit que aquesta
hormona té efectes sobre la regulacié de la despesa energeética, la preferéncia per
macronutrients, la fertilitat, el ritme circadia i la capacitat cognitiva. La majoria d’estudis
perd s’han fet en ratolins, i per tant moltes d’aquestes funcions no es coneix si es

reprodueixen d’igual manera en humans (Staiger et al., 2017).
5.4.1. Funcions de FGF21 a I’hipotalem

El FGF21 és capag de senyalitzar a les neurones de I'hipotalem. Aquesta regié
de I'encéfal es una de les estructures més importants i, malgrat la seva mida reduida,
és capag de regular moltes funcions. La majoria d’aquestes funcions estan relacionades
amb '’homeostasi metabolica. Aquesta regio del cervell esta formada per diferents grups
de neurones anomenats nuclis neuronals. Cada un d’ells és capag de regular diferents
funcions. La regulacio de totes aquestes funcions la duu a terme a través de I'activacio
del sistema nerviés autonom i/o a través de sintesi i secrecié de neurohormones que

actuen sobre la glandula pituitaria (Roger et al., 2022).

L’expressié hipotalamica del KLB és especifica del nucli supraquiasmatic
(NSQ), el nucli ventromedial (NVM) i el nucli paraventricular (NPV). Pel que fa a la
preferencia de macronutrients, I'accié6 de FGF21 en el NPV i en el NVM, és capac de
provocar una disminucié del consum de carbohidrats (especificament dels sabors
dolgos) (Talukdar et al., 2016a; von Holstein-Rathlou et al., 2016; Matsui et al., 2018;
Jensen-Cody et al., 2020) i un augment del consum d’aigua (Song et al., 2018) (Figura
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6). La senyalitzaci6 de FGF21 en aquests nuclis també és capa¢ de provocar una
disminucié del consum d’alcohol, tot i que recentment també s’ha vinculat aquest fet a
I'accié del FGF21 a 'amigdala (Flippo et al., 2022) (Figura 6).

L’augment de la despesa energética associada a FGF21 també ve regulada a
nivell central, i especificament, per I'activacio dels nuclis NSQ i NPV. De fet, I'accié de
FGF21 en aquests nuclis és imprescindible per 'augment de la despesa energética i per
permetre la perdua de pes associada a aquesta hormona (Bondurant et al., 2017; Lan
et al., 2017). El FGF21 provoca un augment de I'expressié del Corticotropin releasing
hormone (Crh) que és capag¢ d’augmentar I'activitat dels nervis simpatics que innerven
el teixit adipos marré i del subcutani/inguinal, provocant una induccié de la termogénesi
i del browning, respectivament, augmentant aixi la despesa energética. (Owen et al.,
2014; Douris et al., 2015). A més, Crh també provoca una activacio de I'eix hipotalamic-
pituitari-adrenal augmentant I'alliberacié de 'hormona adrenocorticotrofica (ACTH) per
part de la hipofisi i un augment de corticosterona a les glandules adrenals. La
corticosterona pot arribar al fetge i induir l'augment de la gluconeogénesis hepatica
(Liang et al., 2014b) (Figura 6).

L’accio al NSQ per part del FGF21 és capac de provocar canvis del ritme circadia
augmentant l'activitat didrna i disminuint-ne la nocturna (Bookout et al., 2013). D’altra
banda, alguns estudis mostren que el FGF21 també podria provocar problemes de
fertilitat en ratolins femelles, tot i que altres publicacions contradiuen I'efecte directe del
FGF21 en la regulacié ovarica i I'atribueixen a 'augment de la despesa energética
induida pels nivells alts d’aquesta hormona (Owen et al., 2013; Singhal et al., 2016).
(Figura 6)

5.4.2. Funcions del FGF21 al cortex i I’hipocamp

A banda de la senyalitzacio hipotalamica, el FGF21 també pot senyalitzar a altres
zones de 'enceéfal, com el cortex o I'hipocamp. En els darrers anys s’ha demostrat que
aguesta hormona té una gran capacitat per millorar els déficits cognitius associats a
diferents trastorns neurologics com pot ser lictus (Wang et al., 2020a), la depressio
(Usui et al., 2021), la lesio cerebral traumatica (Chen et al., 2018; Jiang et al., 2020;
Shahror et al., 2020), I'envelliment (Yu et al., 2015; Ren et al., 2021), I'Alzheimer
(Ruhlmann et al., 2016, 2021; Amiri et al., 2018), el Parkinson (Fang et al., 2020) i
'obesitat i la diabetis (Sa-nguanmoo et al., 2016b, 2018; Wang et al., 2018; Kang et al.,
2020b). Els mecanismes que regulen aquesta millora encara no es coneixen bé pero

alguns dels processos que hi poden participar serien: la proteccio de la BHE (Chen et
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al., 2018; Jiang et al., 2020), la disminuci6 de la hiperfosforilacié de Tau (Rihimann et
al., 2016; Sun et al., 2020), 'augment de la plasticitat sinaptica (Rihimann et al., 2016,
2021), 'augment de la funcié mitocondrial (Sa-nguanmoo et al., 2016b; Ren et al., 2021),
la reduccio de l'estrés oxidatiu (Yu et al., 2015; Kang et al., 2020b; Ren et al., 2021),
'augment de la neurogénesi (Wang et al., 2018; Shahror et al., 2020) i la disminuci6 de
I'apoptosi (Amiri et al., 2018). Un dels processos que esta més descrit és la capacitat
del FGF21 de reduir la neuroinflamaci6 (Figura 6) (Yu et al., 2015; Amiri et al., 2018;
Wang et al., 2018, 2020a, 2020b; Kang et al., 2020b; Ren et al., 2021)
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Figura 6. Representacio esquematica dels efectes del FGF21 al SNC. El FGF21 senyalitza a diferents
nuclis de I'hipotalem. Les accions al nucli paraventricular (PVN) augmenta I'expressié de CRH. D’una banda,
CRH permet augmentar [I'activitat simpatica als dipdsits BAT i iWAT provocant un augment de la
termogenesis i del browning respectivament, i permet augmentar la sensacio de set. D’altra banda, provoca
I'alliberacié de 'hormona adrenocorticotrofica (ACTH) indueix la secrecié de corticosterona de les glandules
adrenals, que fa incrementar la gluconeogenesi hepatica. Les accions al PVN i NVM provoquen una
disminuci6 de la preferéncia del consum de sabors dolgos i alcohol. La seva accié al NSQ provoca alteracions
del cicle circadia al mateix temps que podria generar infertilitat a les femelles degut a problemes d’ovulacié
per inhibicié de 'hormona LH. Quan FGF21 senyalitza al cortex i a I'hipocamp és capacg de reduir I'estrés
oxidatiu, la neuroinflamacié i augmentar la plasticitat sinaptica i la neurogénesi, millorant aixi la capacitat
cognitiva. Adaptada de Sa-nguanmoo, 2016
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5.5. El FGF21 com a farmac pel tractament de la diabetis i I’obesitat

Tots els estudis preclinics realitzats en ratolins i primats no humans han
demostrat I'eficacia terapéutica del FGF21 contra la diabetis i la obesitat. En models
murins d’obesitat i DT2 com els ratolins ob/ob, db/db, rates Zukker Diabetes Fatty o
models d’obesitat induits per una dieta alta en lipids, el tractament amb el FGF21 ha
donat lloc a una disminuci6 del pes corporal, del pes del teixit adipds, aixi com també
una millora de la sensibilitat a la insulina, del control gliceémic i en el perfil lipidic (Coskun
et al., 2008; Berglund et al., 2009; Xu et al., 2009a; Jimenez et al., 2018). A més, el
tractament amb el FGF21 també ha demostrat tenir efectes positius per contrarestar el
NAFLD en ratolins als quals se’ls ha induit aquesta malaltia (Fisher et al., 2014). Tots
aquests resultats també han estat validats en models animals més grans com els primats
no humans (Kharitonenkov et al., 2007; Adams et al., 2013b; Talukdar et al., 2016b;
Stanislaus et al., 2017a). Aixi mateix, no s’ha observat cap efecte advers mitogénic ni
cap episodi d’hipoglicémia després de l'administracié farmacologica del FGF21.
(Charoenphandhu et al., 2016; Andersen et al., 2018).

Un dels principals inconvenients de la utilitzacié del FGF21 com a tractament és
la reduida vida mitja de la seva forma proteica, d’entre 0.5 i 1.5 h degut a la seva
proteolisis per part dels enzims DPP4 i Fibroblast activation protein (FAP) i a la seva
excrecio pel ronyo (Kharitonenkov et al., 2007, 2013; Xu et al., 2009a; Zhen et al., 2016;
Zhao et al., 2019). A més, la proteina també és molt inestable en solucions no
bioldgiques, ja que té molta tendéncia per formar agregats (Hecht et al., 2012;
Kharitonenkov et al., 2013). Amb la finalitat d’augmentar la seva estabilitat i eficacia,
s’han generat analegs de la versié humana del FGF21 i agonistes de FGF21 (Geng et
al., 2020). Els agonistes de receptors es basen en anticossos gue tenen la capacitat
d'unir-se a FGF1R o a KLB o als dos al mateix temps (Geng et al., 2020). Pel que fa als
analegs, les estratégies que han tingut més éxit pel seu desenvolupament han sigut la
conjugacio del FGF21 amb polietilenglicol (PEG) o amb fragments d’immunoglobulines
i la generacio de molécules quimériques (Taula 1). Amb aquests analegs experimentals,
a dia d’avui ja s’han realitzat o s’estan realitzant més de 16 assajos clinics en pacients
humans i els resultats descrits no han mostrat molta eficacia pel que fa al control glicemic
ni a la reduccié de pes corporal, perd en canvi, alguns analegs han permeés una gran
eficacia pel tractament del NASH ja que han millorat els perfils lipidics, sobretot de la
fraccio greixosa del fetge i dels marcadors de fibrosi hepatica (Gaich et al., 2013; Weng
et al., 2015; Talukdar et al., 2016b; Kim et al., 2017; Sanyal et al., 2018; Geng et al.,
2020; Ritchie et al., 2020).
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Actualment, la terapia amb FGF21 per tractar el fetge gras i les seves
complicacions (NAFLD i el NASH) es preveu molt prometedora i més si es té en compte
que molts farmacs contra la DT2 i 'obesitat que tenen efectes en el control de la glicemia

no tenen cap efecte terapeutic en la dislipidemia (Geng et al., 2020).

Taula 1. Comparaci6 dels efectes metabolics en humans dels principals farmacs basats en FGF21.

Nom del

Descripcio del farmac

farmac

Resultats obtinguts
Malaltia Glucosal
Pes
HbAlc

Marcadors
Insulina TG/CL HDL LDL .
hepatics

LY2405319 hFGF21 amb un pont disulfur DT2 l > i l T l -
Dues molecules de FGF21
modificat (AH,A129C) unides a
PF-05231023 ( /€) tnides DT2 R o U -
un Fragment antigen binding
region (Fab)
Dues molecules de FGF21
AMG876/ AKR- modificat (L98A, P171G) unides a
( O prainash L L L LT L
001 un Fragment crystallizable region
(Fc) de IgG1 huma.
. NAFLD,
Pegbelfermin/B hFGF21 conjugat a una molécula .
NASH, cirrosii <> <~ > ! T < l

MS-986036  PEG de 30kDa

fibrosi hepatica

|, disminueix; 1, augmenta; <>, sense canvis; -, Sense dades; TG, Triglicérids; CL, Colesterol; HDL,
Colesterol associat a lipoproteines d’alta densitat; LDL, Colesterol associat a lipoproteines de baixa densitat;
DT2, Diabetis tipus 2; NASH, Hepatoesteatosi no alcohdlica; NAFLD, Fetge gras no alcoholic; PEG,
Polietilenglicol; kDa, KiloDaltons

Tot i les millores farmacocinétiques, pel que fa a I'estabilitat i la vida mitja
descrites anteriorment, els analegs del FGF21 necessiten administrar-se periddicament
per tal d’assolir nivells terapéutics sostinguts en el temps. Al tractar-se de proteines
exogenes modificades poden provocar que es desperti una resposta immunologica
contra elles, limitant-ne la seva biodisponibilitat i impossibilitant la seva readministracio
a llarg termini (Gaich et al., 2013; Talukdar et al., 2016b; Hua et al., 2021). També, s’ha
de tenir en compte que cap mimetic, per molt efica¢c que sigui, genera una resposta
100% igual a la versi6 nativa del FGF21, degut a que presentaran diferencies respecte
a la seva biodistribucié o senyalitzacio cel-lular. A més, cap assaig clinic ha demostrat
encara l'eficacia del seu analeg envers els déficits cognitius associats a la DT2 i a
I'obesitat tot i que com ja s’ha descrit, existeixen moltes dades precliniques que

demostren la capacitat del FGF21 per augmentar la capacitat cognitiva.

Davant de les limitacions dels tractaments actuals per la DT2, I'obesitat i les
seves malalties relacionades, és necessari desenvolupar noves terapies basades en el
FGF21, com la terapia génica, que permetria expressar la propia proteina endogena de

manera sostinguda al llarg del temps amb una Unica administracio terapeutica
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6. TERAPIA GENICA

La terapia génica és I'estratégia terapéutica basada en la modificacié del material
genetic de cél-lules diana mitjangant la introduccié de seqliéncies d’acid nucleic (DNA i
RNA) exogen amb la finalitat de prevenir o corregir una malaltia (Mulligan, 1993). Per
aguest objectiu, es poden utilitzar diferents estratégies: introduir nous gens, modular
I'expressio de gens existents (incrementar, silenciar o disminuir) o fins i tot corregir la
sequéncia nucleotidica dels gens mutats (edicié génica) (Naldini, 2015). La terapia
geénica es pot classificar segons el tipus d’administracié entre terapia in vivo, on el
material genétic s’administra directament a l'individu, i la terapia ex vivo on s’extreuen
cél-lules del pacient per ser modificades genéticament en el laboratori i posteriorment
ser re-transplantades. La terapia génica també es pot classificar segons el tipus de
vector entre terapia viral, on els vectors estan formats a partir de virus modificats o no
viral on els vectors es generen sinteticament per formar liposomes o polimers. Depenent
de quines siguin les necessitats terapéutiques s’escull una estratégia o una altra (Chira
et al., 2015; Zu and Gao, 2021).

Actualment, per la terapia genica in vivo els vectors virals derivats dels virus
adenoassociats (AAV, Adeno-Associated Virus) son els més utilitzats degut al excel-lent
perfil de seguretat, a la baixa immunogenicitat, a la no patogenicitat i a I’habilitat per
induir una expressio del transgén d’interés a llarg termini en una amplia varietat de
teixits. A més, els vectors derivats dels AAV estan molt ben caracteritzats, ja que estan
sent utilitzats ampliament en diversos protocols de terapia génica in vivo per diferents

malalties en clinica humana (Mingozzi and High, 2011; Piguet et al., 2017).
6.1. Vectors virals adenoassociats

Els virus AAV salvatges, dels quals en deriven els vectors AAV, pertanyen a la
familia Parvoviridae que forma part del genere Dependoviridae. Els virus que formen
part d’aquest génere es caracteritzen per dependre d’'una co-infecci6 amb un virus
auxiliar o helper (adenovirus, herpesvirus, citomegalovirus huma o virus del papil-loma)

per produir una infeccié eficient (Carter, 2004; Balakrishnan and Jayandharan, 2014).
6.1.1. Biologia dels virus adenoassociats

Els AAV estan formats per una capsida icosaédrica de 25 nm sense embolcall
lipidic, i s6bn molt resistents a la calor, al pH acid i a I'accié de les proteases. Tenen un
genoma de DNA de cadena senzilla d’'aproximadament 4.7 kb (Samulski and Muzyczka,
2014; Wang et al., 2019).
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El genoma de I'AAV esta format per les repeticions terminals invertides (ITRs) en
els extrems i els gens Rep i Cap repartit en 3 marcs oberts de lectura (ORFs) diferents.
Les ITRs sén sequencies palindromiques de 145 pb amb una estructura en forma de T
que serveixen com origen de replicacid, senyal d’encapsidacié del genoma viral i faciliten
la recombinacié del genoma viral amb el genoma cel-lular. El genoma dels AAVs codifica
per un total de 8 proteines classificades com a proteines Rep (0 reguladores)
necessaries per a la replicacio, o proteines Cap (o estructurals) que formen la capsida
del virus (Naso et al., 2017; Wang et al., 2019). El control de I'expressié d’aquestes
proteines es fa mitjancant 3 promotors diferents, el splicing alternatiu i una Unica senyal
de poliadenilacié. El gens Rep codifiguen per 4 proteines (Rep78, Rep68, Rep52 i
Rep40) i s’expressen sota el control dels promotors p5 i p19 i alguns d’ells pateixen
splicing alternatiu (Figura 7). La Rep78 i la Rep68 s6n necessaries per la replicacié del
genoma viral i tenen activitat endonucleasa, helicasa i ATPasa. En canvi, la Rep52 i la
Rep40 només tenen activitat helicasa i participen Unicament en I'encapsidacio del
genoma viral (Buning et al., 2003; Samulski and Muzyczka, 2014). Els gens Cap
codifiquen per 3 proteines: VP1, VP2 i VP3, expressades sota el control del promotor
p40 i generades també mitjancant splicing alternatiu. La capsida esta formada per les
proteines VP1, VP2 i VP3 en un ratio 1:1:10, donant lloc a una capsida icosaédrica de
60 subunitats. El mMRNA que codifica per VP2 i VP3 conté un segon ORF que codifica
per la proteina activadora de I'assemblatge (AAP) (Figura 7). La funcié d’aquesta
proteina és facilitar I'entrada de VP3 al nucli i promoure la maduracié de la capsida (Xie
et al., 2002; Naumer et al., 2012; Kotterman and Schaffer, 2014).

~4.7 kb

.., | Rep78  -/———
Replicacio i [ Rep68  -e——— s
empaquetat [ Rep52 ———
Rep4) ——e——
Capsida N -
viral N—-
Proteines accessories [ —

Figura 7. Representacié esquematica de la capsida i el genoma dels AAVs. (A) Estructura
tridimensional de la capsida de 'AAV generada per cristal-lografia. (B) Estructura del genoma dels AAV,
on es mostren les ITR flanquejant els ORF dels gens Rep (morat) i Cap (groc), els promotors i la senyal
de poliadenilacio (pA). Adaptada de
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Existeixen nombrosos serotips d’AAV, cadascun d’ells amb uns trets diferencials
anics. Les proteines de la capsida varien entre serotips, per aguest motiu cada serotip
es pot unir a un receptor cel-lular diferent, i per tant, cada serotip té un tropisme diferent.

A la Taula 2 es detallen alguns dels serotips més rellevants.

Taula 2. Caracteristiques dels serotips AAV del 1 al 12.
Serotip Origen Receptor y co-receptors Tropisme tissular
AAV1 Huma o PNH N-linked sialic acid Fetge!, muascul esquelétict236, SNC126,

vies respiratories'?, retinal, pancrees?,

Corl'4'6

AAV2 Huma HSPG, FGFR1, HGFR, LamR, Fetge’®, muscul esquelétic®, SNC',

CD?9, integrina avBs, asPa, retina'23, rony6?

AAV3 Huma o PNH HSPG, FGFR, HGFR, LamR Fetge®, Hepatocarcinomas, mascul
esqueléticl®, oida interna

AAV4 PNH O-linked sialic acid SNC8, retinal36, pulmé*2, ronyé?!

AAV5 Huma N-linked sialic acid, PDGFR Fetge, mascul esquelétic, SNC36,
pulmot28, retinal:

AAV6 Huma HSPG, N-linked sialic acid Muscul esqueletic®8, SNC6 | pulma®
cork3467 pancrees?, vies respiratories’23

AAV7 Rhesus macaque Desconegut Fetge!, muscul esqueléticts, SNCS,
retina®

AAVS Rhesus macaque LamR Fetge236, cor!, muscul esqueléticl®,

SNC123:6, pancrees®®, pancrees®,
retinal3, ronyé?, teixit adipos?t

AAV9 Huma N-linked glycans, LamR Fetge!6, cor?4, muscul esqueléticl?,
pulmoé?!, SNC'26  pancrees?, retina'?,
ronyo, testicle?, teixit adipds?!

AAV10 PNH Desconegut Fetge, Muscul®

AAVrh10 Rhesus macaque LamR Fetge?, cor!, mascul esquelétict3, pulmo?,
SNC!8, pancrees?, retinal, rony6?!

AAV11 PNH Desconegut Fetge

AAV12 PNH Desconegut Fetge?, cor!, mascul esquelétict3, pulmo?,

SNC?8, pancrees?, retinal, rony6!

Tropisme tissular en tratoli, 2Primat no huma, 3gos, “porc, Smico, ®huma, “ovella i érata

Abreviacions: HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LamR, 37/67 kDa laminin receptor; FGFR1, fibroblast
growth factor receptor 1; HGRF hepatocyte growth factor receptor, PDGFR, platelet-derived growth factor
receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; SNC, sistema nerviés central; HCC, carcinoma
hepatocellular. Adaptat de (Jimenez et al., 2013; Balakrishnan and Jayandharan, 2014, Lisowski et al., 2015;
Li and Samulski, 2020)

El procés d’infeccio dels virus AAV s’inicia quan el virus interacciona amb un
receptor de la cél-lula. Aquest fet inicia el procés d’internalitzacié mitjangant la formacié
de vesicules de clatrina que posteriorment s’incorporen als endosomes primerencs. El

canvi de pH provocat per I'acidificacioé dels endosomes, per convertir-se en lisosomes,
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genera un canvi conformacional de la proteina VP1 de la capsida que indueix una
activacio de la seva activitat fosfolipasa (Wang et al., 2019). Com a resultat, els virus
AAV es poden escapar dels endosomes i introduir el seu genoma al nucli de la cél-lula
(Buining et al., 2003). Sense la presencia del virus helper, el genoma dels AAV es manté
de forma episomal en el nucli formant grans concatémers circulars o, en una freqtiéncia
molt més baixa, s’integra dins d’'una regié especifica del cromosoma 19 huma (19g13-
gter) (McCarty et al., 2004).

6.1.2. Produccio dels vectors AAV

Els vectors AAV es generen mitjancant la substitucié dels gens Rep i Cap
(aproximadament el 96% del genoma viral) pel casset d’expressio d’interés. L'Unic
element que s’ha de mantenir sén les ITRs dels extrems, ja que s6n imprescindibles per
'encapsidacié del genoma (Blning et al., 2003). Per tant, el genoma recombinant
resultant pot empaquetar-se dins la capsida perdo en canvi no podra ni integrar-se ni
replicar-se una vegada hagi transduit la cel-lula diana, ja que no presenta cap gen viral.
(Hirata and Russell, 2000; Snyder et al., 2012; Balakrishnan and Jayandharan, 2014).

El serotip més ben caracteritzat és 'AAV2, per tant, les ITRs utilitzades en el
camp de la terapia génica normalment pertanyen a aquest serotip (Samulski et al., 1982;
Srivastava et al.,, 1983). Per tal que el casset d’expressid pugui codificar per una
proteina, aquest ha d’estar format per: un promotor, el gen o la seva seqiiéncia codificant
(cds, coding sequence) i la senyal de poliadenilacié (poliA). Degut a la mida reduida dels
AAVSs, el constructe, incloent les ITRs, no hauria de superar les 4.7 kb per tal de que es

pugui encapsidar correctament (Samulski and Muzyczka, 2014).

Els vectors virals AAV es poden produir i purificar al laboratori a uns titols molt
elevats i amb un alt grau de puresa gracies al sistema de triple transfeccié. Aquest
sistema es basa en la co-transfeccié de ceél-lules embrionaries de rony6 (HEK293) amb
tres plasmidis diferents: el plasmidi amb el gen terapéutic flanquejat per les ITRs (pGen),
el plasmidi que conté els gens auxiliars de I'adenovirus necessaris perqué es pugui
produir el procés infectiu de I'AAV (pHelper) i el plasmidi que conté els gens virals Rep
i Cap de 'AAV pero sense les ITRs (pRep/Cap) (Ayuso et al., 2010) (Figura 8). Segons
quin sigui el tropisme tissular d’interés, es poden utilitzar els plasmidis que continguin
els gens Cap de cadascun dels serotips. D’aquesta manera, la co-transfeccioé d’aquests
tres plasmidis permet que el constructe d’interés flanquejat per les ITRs es repliqui i

lesmolécules resultants de DNA entrin a les capsides pre-formades dels AAV (Figura 8).
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Figura 8. Representacié esquematicade la producci6 dels vectors virals AAV pel protocol de triple
transfecci6. Per a la produccié de vectors AAV, els dos gens virals (Rep i Cap) son substituits pel casset
d’expressié flanquejat pels senyals d’empaquetament viral (ITRs). Les proteines virals Rep i Cap
s‘aporten en trans pel plasmidi accessori pRep2Capl. Les funcions del virus auxiliars també es
proporcionen en trans mitjangant la transfeccid d'un tercer plasmidi, anomenat plasmidi pAdHelper,
codificant pels gens adenovirals necessaris per a la produccié dels AAV. Adaptat de Biining et al., 2008.
Les particules virals resultants es purifiquen del lisat cel-lular mitjangant una
centrifugacié amb gradient de densitat (CsCl o iodixanol) i/o cromatografia en columna.
La preparaci6 purificada del vector pot contenir capsides buides, és a dir, sense genoma
en el seu interior. El métode de purificacié que separa de forma més eficient les capsides
buides de les capsides plenes és la purificacido mitjancant un segon gradient de CsCI.
Concretament, la precipitacio amb PEG i la purificacié mitjangant CsCl desenvolupades
pel nostre laboratori redueixen practicament per complert el nombre de capsides buides
i les impureses de DNA i proteina, donant lloc a lots d’AAV de gran puresa que permet

augmentar l'eficiéncia de la transduccié in vivo del teixit d’'interés (Ayuso et al., 2009).
6.2. Transferéncia de gens al sistema nervios central mitjancant vectors AAV

En els ultims anys la terapia génica s’ha convertit en una eina terapéutica pel
tractament de desordres neuroldgics. La gran versatilitat d’aquest tipus de terapia ha
obert la porta a estudiar la seva capacitat per tractar malalties amb etiologies molt
diferents, entre les que destaquen les malalties d’acumulacio lisosdmica, I'Alzheimer, el
Parkinson, el Huntington, I'esclerosi lateral amiotrofica, I'atrofia muscular espinal,

I'epilépsia o fins i tot el dolor neuropatic. Els vectors AAV son els vectors més utilitzats
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per aconseguir una transduccié eficient del SNC per les seves caracteristiques, ja que
tenen una baixa immunogenicitat, permeten I'expressié a llarg termini del transgeén i
presenten un gran tropisme pels tipus cel-lulars que formen el SNC. El seu éxit en els
estudis preclinics ha fet que avui en dia existeixin nombrosos assajos clinics basats en
aguest tipus de terapia (Hocquemiller et al., 2016; Piguet et al., 2017; Deverman et al.,
2018; Marco et al., 2019; Chen et al., 2020; Kimura and Harashima, 2020).

Per aconseguir una transduccié eficient dels SNC mitjancant la terapia genica es
poden utilitzar diferents vies d’administracié. Basicament, es pot diferenciar entre
I'administracio sistémica i la local (Hocquemiller et al., 2016; Marcé et al., 2019; Chen et
al., 2020). La primera permet arribar al SNC d’una forma poc invasiva pero I'encéfal i la
medul.la espinal es troben protegits per diferents barreres, entre elles la BHE, i no tots
els serotips d’AAV son capacgos de travessar-la (Kimura and Harashima, 2020). Per tant,
la via sistemica queda limitada a uns serotips especifics i a més, la dosi de vectors que
cal administrar per permetre una bona transduccié sempre haura de ser molt més alta
que amb una administracié local (Hocquemiller et al., 2016; Deverman et al., 2018;
Marcé et al., 2019). L’administracié local dels AAV a SNC requereix procediments més
invasius, no obstant, les vies utilitzades ja han estat aprovades i validades en la clinica
per multitud de farmacs. Les vies més utilitzades son les que permeten I'administracio
directa del parénquima cerebral i 'administracié directa del liquid cefalorraquidi (CSF,
Cerebrospinal Fluid) que banya tot el SNC (Hocquemiller et al., 2016; Deverman et al.,
2018; Ogawa et al., 2020). L’'administraci6é intraparenquima ha estat molt utilitzada
sobretot quan es vol assolir una distribucié local en alguna regi6é concreta del SNC, com
podria ser per exemple per transduir la substancia Nigra en els cas de la malaltia de
Parkinson (Kells et al., 2009; Aschauer et al., 2013; Hadaczek et al., 2016). La via intra-
CSF permet transduir varies zones del SNC amb una sola administracié del vector ja
que els vectors son alliberats al CSF, i aquest arriba tant a les parts internes com
externes de I'encéfal i a la medul-la espinal. D’aquesta manera, la via intra-CSF s'utilitza
pel tractament de malalties que afecten a varies regions del SNC com en el cas de les
malalties d’acumulacio lisosomal (Haurigot et al., 2013; Deverman et al., 2018; Marcé et
al., 2019). Existeixen diferents rutes per administrar un farmac en el CSF entre les que
trobem la via intreventricle, la via intratecal i la via intracisterna magna (Hocquemiller et
al., 2016; Deverman et al.,, 2018; Marco et al., 2019) (Figura 9). De totes les
administracions intra-CSF, en el nostre laboratori hem demostrat que la via intracisterna
magna és una via segura, eficient i que permet una biodistribucié dels vectors virals molt
amplia, tant en ratolins com en gossos (Ruzo et al., 2012; Haurigot et al., 2013; Ribera
et al., 2015; Motas et al., 2016; Roca et al., 2017). En humans la via intra-CSF més
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utilitzada és la intraventricle ja que és una via ampliament utilitzada en el camp de la
neurocirugia i és més eficient técnicament que la via intracisterna magna (Haurigot and
Bosch, 2013).

Intraparenquima

S Intraventricle\
3 R o

Uigas Intracisterna

N+ magna
i

> intra-CSF

Intratecal )

Figura 9. Vies d’administracio utilitzades per la transduccié del SNC mitjan¢ant vectors AAV

En l'actualitat, s’han descrit varis serotips amb capacitat per transduir el SNC
(Taula 2), la seva eficieéncia perd, depén en gran mesura de la via d’administracio
utilitzada (Castle et al., 2016). La majoria d’estudis realitzats que utilitzen com a via
d’administracié la cisterna magna fan servir TAAV9 com a vector terapéutic degut a la
seva gran eficiéncia per transduir el SNC. Ara bé, un altre vector que ha demostrat ser
capac de transduir diferents tipus cel-lulars del SNC és 'AAV1. La principal diferéncia
d’aquests dos vectors és la seva capacitat per passar des del CSF fins a la sang i la
seva eficiéncia per transduir els organs periferics. Mentre que 'AAV9 administrat intra-
CSF s’ha demostrat que arriba a la circulacio i és capag de transduir els organs periférics
molt eficientment, 'AAV1 no presenta tanta facilitat per arribar al torrent sanguini i als
organs periférics (Zincarelli et al., 2008; Ruzo et al., 2012; Haurigot et al., 2013; Hironaka
et al., 2015; Ribera et al., 2015; Motas et al., 2016; Roca et al., 2017).

Aixi, la terapia génica basada I'administracio intracisterna magna d’AAV1 podria
esdevenir una bona estratégia per aconseguir la sobreexpressio més especifica d’un
gen terapeutic en el SNC i convertir-se per tant en una eina terapéutica de gran potencial

pel tractament metabolic i neuroldgic de la DT2 i 'obesitat.
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Obijectius

L’obesitat i la diabetis sén dues malalties que han assolit valors epidémics i s’han
convertit en un dels problemes de salut publica més importants. A part de la patologia
metabolica, tant la diabetis com I'obesitat han estat associades amb un augment del
deteriorament cognitiu. Estudis recents han demostrat el potencial terapeutic del factor
de creixement fibroblastic 21 (FGF21) enfront aquestes malalties. Tot i que s’han
generat mimétics/analegs del FGF21 amb propietats farmacocinétiques millorades
respecte a la proteina nativa, aquestes molécules presenten alguns desavantatges com
la necessitat de multiples administracions de forma cronica i la dificultat per generar una
resposta cel-lular igual que la proteina nativa. La terapia génica ofereix un avantatge
sobre els mimétics/analegs, ja que permet la sobreexpressié de la proteina nativa a llarg
termini després d’una sola administracié de vectors adenoassociats. Molts dels efectes
metabolics beneficiosos del FGF21 necessiten la seva acci6 a nivell central i recentment,
també s’ha demostrat que l'accié directa del FGF21 al SNC és capac de prevenir i/o
revertir els deficits cognitius associats a diferents patologies. Per tant, la sobreexpressié
de FGF21 al SNC podria esdevenir una possible eina terapéutica pel tractament dels

deficits metabolics i neurologics associats a la DT2 i I'obesitat.

Per tant, el principal objectiu de la tesi doctoral va ser el desenvolupament d’una
terapia génica pel tractament de I'obesitat i la DT2 i els seus problemes cognitius
associats basada en l'augment del FGF21 especificament en el SNC. Aquest

objectiu general es va subdividir en els seglients objectius especifics:

1. Determinar la capacitat del vector AAV1 administrat intra-CSF per
transduir les diferents regions del SNC.

2. Avaluar els efectes metabolics a llarg termini del FGF21 en animals sans
després de 'administracié intra-CSF d’un vector AAV1-FGF21.

3. Estudiar l'eficacia terapéutica de I'aproximacié de terapia génica basada
en el vector viral AAV1-FGF21 administrat intra-CSF en un model muri
d’obesitat, resisténcia a la insulina i déficits cognitius associats, induit per

una dieta alta en lipids.
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IV. RESULTATS






Part 1. Biodistribucio de vectors AAV1-GFP després
d’una administracio intra-CSF






Resultats

1. EVALUACIO DE LA CAPACITAT DEL VECTOR VIRAL AAV1 ADMINISTRAT
INTRA-CSF PER TRANSDUIR ESPECIFICAMENT EL SNC

Un dels problemes derivats de l'obesitat i la DT2 i que encara no esta resolt és la
pérdua de les capacitats cognitives (Dye et al., 2017; Jan Biessels and Despa, 2018).
Cada vegada és més evident que FGF21 és capac¢ de produir moltes accions
beneficioses en el SNC (Sa-nguanmoo et al., 2016a), per tant, una estratégia terapéutica
que permetés la sobreexpressio de FGF21 al SNC podria probablement contrarestar la

diabetis, I'obesitat i els problemes cognitius associats.

L’administracié intra-CSF, utilitzant com a via d’entrada la cisterna magna, ha
estat ampliament utilitzada en el nostre laboratori com a ruta d’administracié per alliberar
el vector en el liquid cefalorraquidi i ha demostrat ser segura i permetre que el vector
AAV9 arribi a diferents regions de I'encéfal i la medul-la espinal (Haurigot et al., 2013;
Ribera et al., 2015; Motas et al., 2016; Roca et al., 2017). L’AAV1 ha demostrar poder
transduir diferents tipus cel-lulars que formen part del SNC, utilitzant diferents vies
d’administracio (Boutin et al., 2010; Aschauer et al., 2013; Castle et al., 2016). Per
aquest motiu, i previ al disseny d'una aproximacié de terapia génica per sobreexpressar
FGF21, es va dur a terme un analisi de la biodistribuci6 dels vectors AAV1 administrats

especificament utilitzant la cisterna magna.

Per tal de determinar la biodistribucié dels vectors AAV del serotip 1 administrats
per via intra-CSF utilitzant la cisterna magna es van administrar AAV1 codificants pel
gen de la proteina verda fluorescent (GFP; Green Fluorescent Protein), una proteina
ampliament utilitzada com a marcador de distribucié. El gen es va expressar sota el
control d'un promotor ubic CAG (promotor sintétic format per 'enhancer del CMV i el
primer intrd i primer exd del gen de la B-actina de pollastre) que permet I'expressio del
transgén en qualsevol tipus cel-lular del SNC. Es va realitzar un estudi de dosi-resposta
administrant AAV1-GFP a les dosis de 5x10° i 5x10%° vg/animal per tal de detectar les
diferents regions del SNC que eren transduides pel vector AAV1. L'estudi es va dur a
terme en ratolins C57BL/6 mascles sans de 8 setmanes d'edat i al cap de 15 dies de
I'administracié es van eutanasiar i es va procedir a analitzar la quantitat de genomes

virals i I'expressié de GFP de I'encéfal mitjancant un analisi histologic (Figura 10).
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% AAV1-GFP [5x10‘°vg

Histological analysis
Viral genomes

Figura 10. Disseny experimental de I’estudi de biodistribucié. El vector viral AAV1-GFP es va
administrar a ratolins C57BL/6 mascles de 8 setmanes d’edat localment en el SNC utilitzant la via intra-
CSF amb dues dosis diferents, 5x10° i 5x10%° vg/animal. Al cap de 2 setmanes de I'administracid, es van
eutanasiar els animals i es va dur a terme un analisi histologic i una quantificacié dels genomes virals.

1.1. Analisi de la biodistribuci6 del vector

Per tal de quantificar els nivells de transduccié entre diferents teixits es van

analitzar els genomes virals per genomes diploides (vg/dg) en les diferents regions del

SNC i en teixits periférics. Els nivells dels vg/dg van indicar que I'administracié d’AAV1

intra-CSF permetia la transduccio eficient i dosi-dependent de I'encéfal. Les regions de

I'encéfal on es van detectar més vg/dg van ser I'hipocamp, el cortex i el bulb olfactori,

seguides per I'hipotalem i el cerebel (Taula 3). L’administracioé intra-CSF també va

permetre la transduccié de la medul-la espinal. En aquest cas la quantitat de vg eren

més elevats en la part proximal al punt d’administracio. A més, el canvi de dosi no

provocava un canvi en la biodistribucié del vector (Taula 3).

Taula 3. Genomes virals en diferents regions del SNC. Quantificacié de genomes virals en ratolins,
després de I'administracio intra-CSF de 5x10°i 5x10%° vg/animal del vector AAV1-GFP. n=5-8 per grup.

vg/dg
Tissues - -
5x10° vg 5x10"" vg
Cortex 0,38 0,05 | 1,06 £0,19
Hippocampus 045+£0,11 | 1,52 £0,22
Hypothalamus 0,32+£0,10 | 0,39£0,13
Olfactory Bulb 0,32 £0,04 | 1,58 £0,37
Cerebellum 0,18 £0,03 | 0,42 £0,05
Pituitary Gland 0,03 £0,00 | 0,14 £ 0,04
Striatum 0,05+0,01 | 0,10 £0,04
Proximal Spinal Cord 0,19+£0,04 | 1,01 £0,29
Distal Spinal Cord 0,15+ 0,04 | 0,64 = 0,09
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L’analisi dels teixits periferics va permetre detectar genomes virals en la dosi més
alta (5x10%° vg/animal) en alguns teixits com el muscul toracic semiespinal, el mascul
masseter, el fetge, el rony6 o el teixit adipés marrd, pero els valors eren inferiors a 0.1
vg/dg, molt per sota dels nivells que es van assolir en les diferents regions del SNC
(Taula 4). En canvi, amb la dosi més baixa (5x10° vg/animal) els vg/dg van ser

indetectables en tots els teixits periférics analitzats (Taula 4).

Taula 4. Genomes virals en diferents teixits periférics. Quantificacié dels genomes virals en ratolins
després de 'administracié intra-CSF de 5x10°i 5x10'° vg/animal del vector AAV1-GFP. n=5-8 per grup.

vg/dg
Tissues 5 -
5x10° vg 5x10"" vg
Liver ND 0,05 + 0,01
Heart ND ND
Masseter Muscle ND 0,06 + 0,02
Semispinalis thoracis Muscle ND 0,13+£0,10
Brown Adipose Tissue ND 0,03 £0,02
Inguinal White Adipose Tissue ND ND
Epididymal White Adipose Tlssue ND ND
Adrenal Gland ND ND
Gonads ND ND
Lung ND ND
Spleen ND 0,03 £ 0,01
Kidney ND ND
Thymus ND ND

Aquest estudi va demostrar que l'administracié intra-CSF d’AAV1 permetia
transduir ampliament el SNC. A més, la utilitzacié de dosis inferiors a 5x10*° permet que

aguesta transducci6 estigui limitada anicament al SNC.
1.2. Analisi de I'expressio de la proteina GFP a I’encéfal

Per corroborar la transduccié de les diferents regions de I'encéfal després de
I'administracié intra-CSF del vector AAV1 es va realitzar un estudi immunohistoquimic
que va permetre detectar aquelles regions de I'encéfal que expressaven el transgén
GFP (Figura 11).

Especificament, es va detectar senyal positiva per GFP en les regions de pons
(P), del cerebel (Cb), del mesencéfal (Mb, Midbrain), de 'hipocamp (Hc), del cortex (Cx),
del bulb olfactori (Ob; Olfactory bulb), de I'estriat (St) i de I'hipotalem (Ht) i aquesta senyal

es veia més incrementada amb la dosi més alta dels vectors (Figura 11). Per tant,
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I'analisi va demostrar una transduccio eficient i dosis dependent de les diferents zones

de I'encéfal.

Midbrain Cerebellum Pons (P)

Hippocampus

5x10°vg

o Cb ;ﬁ ﬂta.’
ob N / / ®e
IS ‘ ' 8

5x10"%vg 5x10"%vg

5x10°vg

Cerebral
Cortex (Cx)

Olfactory
Bulb (Ob)

Striatum
(St)

(Ht)

Hypothalamus

Figura 11. Expressié de GFP en diferents regions de I’encéfal després de I'administracié intra-
CSF del vector AAV1-GFP. (A) Representacié esquematica de les diferents regions de I'encefal. (B)
Analisi de I'expressio del transgén mitjangcant immunohistoquimica contra GFP en diferents regions de
I'encéfal de ratolins, 15 dies després de I'administracio intra-CSF de 5x10°i 5x10%° vg/animal del vector

AAV1-GFP. Escala: 50 um
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Part 2. Estudi dels efectes de la sobreexpressio de
FGF21 en el SNC






Resultats

1. DISSENY | GENERACIO DEL VECTOR AAV PER L’EXPRESSIO DE FGF21 EN EL
SNC

Una vegada demostrada la possibilitat de transduir eficientment les diferents
regions del SNC administrant intra-CSF través de la cisterna magna vectors AAV1, es

va generar un vector viral AAV1 codificant pel gen FGF21.

La baixa eficiencia demostrada pel vector AAV1 per transduir els teixits periférics
quan va ser administrat intra-CSF va obrir la porta a utilitzar un promotor ubic. Aixi, es
podia evitar I's de promotors especifics, que malgrat que permetrien una expressié
restringida unicament en les diferents cél-lules del SNC, els nivells d’expressid que
generen sempre tendeixen a ser meés baixos que els dels promotors ubics (Powell et al.,
2015).

El vector AAV1 generat portava el cDNA (DNA complementari) optimitzat del gen
FGF21 muri (omFGF21), és a dir, una sequéencia génica que permetia augmentar
I'eficiéncia del gen d’interés tant a nivell de transduccié com de traduccié sense produir
canvis en la sequéncia d’aminoacids de la proteina (Disbrow et al., 2003; Ward et al.,
2011). L'omFGF21 es va clonar sota el control del promotor ubic CAG i es va afegir la
senyal de poliadenilacié de la B-globina de conill. Tot aguest constructe va quedar
flanquejat per les ITRs del vector AAV2 i es va anomenar pAAV-CAG-FGF21 (Figura
12).

La produccié del vector viral es va dur a terme mitjancant el sistema de triple
transfeccié en cél-lules HEK293 i posterior purificacié mitjancant un gradient de CICs
(veure Materials i Métodes). El vector viral resultant es va denominar AAV1-CAG-
omFGF21 (AAV1-FGF21).

pAAV-CAG-omFGF21

N
ln_: - CAG = omFGF21 = pA =—

ITR2

Figura 12. Representacio esquematica del constructe utilitzat per la produccioé de vectors virals.
El vector terapéutic, flanquejat per les ITR2 conté la versié murina optimitzada del cDNA del FGF21 sota
el control del promotor CAG i la senyal de poliadenilacid. ITR2: Inverted Terminal Repeats del vector
AAV2; CAG: promotor sintetic format per la unié de I'enhancer del promotor CMV i el primer intro i exé
del gen de la B-actina de pollastre; omFGF21: seqiiéncia optimitzada del cDNA FGF21 muri; pA:
seguiencia de poliadenilacié de la B-globina de conill. El constructe no esta representat a escala.
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2. ESTUDI A LLARG TERMINI DELS EFECTES METABOLICS DE
L’ADMINISTRACIO INTRA-CSF DE VECTORS AAV1-FGF21 A RATOLINS SANS

Després de generar el vector terapéutic es van avaluar a llarg termini els efectes
metabolics de la sobreexpressié del FGF21 al SNC en animals sans. Amb aquest
propaosit, es van administrar intra-CSF diferents dosis del vector AAV1-FGF21 a ratolins
mascles C57BL/6 de 2 mesos d’edat alimentats amb dieta estandard de laboratori
(chow). Les dosis administrades van ser 3.16x108, 1x10°, 3.16x10° i 1x10° vg/animal.
Els animals controls es van administrar amb la dosi més alta (1x10%° vg/animal) d’un
vector AAV1-Null, que transportava la mateixa sequéencia del vector terapéeutic pero

sense el gen d’interés (Figura 13).

Després de I'administracioé dels vectors virals, es va dur a terme un seguiment
setmanal del pes, de la glicemia i de la ingesta. Per avaluar si els animals tractats
presentaven una major sensibilitat a la insulina i tolerancia a la glucosa es va realitzar
un test de tolerancia a la insulina (ITT) i un test de tolerancia a la glucosa (GTT) als 6 i
15 mesos d’edat. Als 16 mesos, es va mesurar la despesa energética dels ratolins
mitjangant una calorimetria indirecta. Actualment, aquests animals estan en seguiment

per tal d’avaluar la seguretat a llarg termini de I'expressié de FGF21 (Figura 13).
AAV1-Null, 1-10'vg

s ARVI-FGF21 [ 5 e s 0o

- 1x10"vg

Weight, glycemia and food intake weekly

I 1
Age: 2
(months) |

D T ImT
GTT GTT

Figura 13. Disseny experimental de I"'administracié intra-CSF de vectors AAV1-FGF21 o AAV1-
null aratolins sans. El vector viral AAV1-FGF21 es va administrar intra-CSF a ratolins mascles C57BL/6
de 2 mesos a les dosis de 3.16x108, 1x10°, 3.16x10° 1x10° vg/animal. Els animals controls es van
administrar amb 1x10° vg/animal d’AAV1-Null. Es va realitzar un seguiment setmanal del pes, la
glicémia i la ingesta i es van realitzar diferents proves metabdliques. ITT: test de tolerancia a la insulina,
GTT: Test de tolerancia a la glucosa, AAV: Vector adenoassociat. n=8-10 per grup.
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2.1. Evolucié del pes corporal després de I'administracio intra-CSF d’AAV1-FGF21

Després de I'administracié dels vectors AAV1-FGF21 es va avaluar I'evolucio
del pes corporal dels animals. Els animals control tractats amb vector AAV1-Null van
presentar un increment de pes progressiu amb I'edat tot i estar alimentats amb una dieta
chow (Figura 14). Aquest increment de pes probablement és el resultat de la disminucio
de l'activitat metabdlica que es produeix durant I'envelliment (St-Onge and Gallagher,
2010). En canvi, els animals tractats amb AAV1-FGF21 presentaven un pes inferior al
dels animals controls i depenent de la dosi del vector administrada. Als 16 mesos d’edat
(14 mesos després de I'administracio dels vectors) els animals controls presentaven un
increment del pes corporal del 60%, en canvi, els animals tractats amb dosis creixents
d’AAV1-FGF21 van experimentar un increment del pes molt menor, sobretot a les dosis
altes del vector administrat (40%, 20%, 10% i 3%, respectivament) (Figura 14).
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Figura 14. Evoluci6 del pes corporal en animals sans tractats amb AAV1-FGF21. Pes corporal al
llarg del temps dels ratolins sans administrats intra-CSF als 2 mesos d’edat amb les diferents dosis
d’AAV1-FGF21. AAV: Vector adenoassociat. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM. n=8-10
animals per grup.

Als 16 mesos d’edat també es van determinar els nivells circulants de FGF21 i

es va observar que aquests eren similars als dels animals no tractats en qualsevol de

les dosis administrades (Figura 15). Per tant, malgrat que I'administracié intra-CSF
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d’AAV1-FGF21 provocava canvis en el pes corporal, indicant que aquests no estaven

associats a un increment dels nivells circulants de FGF21.
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Figura 15. Nivells circulants de FGF21. Determinacio dels nivells sérics de FGF21, 14 mesos després de
I'administraci6 intra-CSF de les diferents dosis d’AAV1-FGF21 en ratolins sans. Els resultats s’expressen com
la mitja £SEM. n=8-10 animals per grup.

2.2. Analisi dels canvis en el balang energetic induits pel tractament AAV1-FGF21.

La disminucié en el guany de pes associat a I'envelliment observada amb el
tractament amb AAV1-FGF21 podia resultar d’'una disminucié de la ingesta i/o un
augment de la despesa energética. Durant els primers mesos post-administracié dels
vectors, la ingesta dels ratolins tractats amb les diferents dosis de AAV1-FGF21 estava
incrementada respecte els animals administrats amb AAV-Null. Al llarg del temps,
aquest augment del consum de kcal va anar disminuint fins a igualar-se a la ingesta dels
animals controls i en el tractament amb les dues dosis més altes del vector, aquesta va

arribar a nivells lleugerament inferiors (Figura 16A).

Per calcular la despesa energetica es va dur a terme una calorimetria indirecta
als 16 mesos d’edat que va mostrar que després de I'administracié d’AAV1-FGF21, els
ratolins presentaven un augment de la despesa energética, quan els ratolins sén més
actius. Agquests canvis eren més elevats i significatius en els animals tractats amb les
dues dosis més altes (Figura 16B). Per tant, els canvis en el pes corporal produits per

I'accioé del FGF21 en I'enceéfal resultarien d’'un augment de la despesa energética.
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Figura 16. Analisi de la ingesta i la despesa energética dels animals sans tractats amb AAV1-FGF21.
(A) Evolucid de la ingesta diaria en kilocalories als 3, 5.5, 8 i 16 mesos d’edat en animals sans administrats
intra-CSF amb diferents dosis d’AAV1-FGF21. (B) Despesa energética als 14 mesos de I'administracié amb
diferents dosis d’AAV1-FGF21, calculada mitjancant calorimetria indirecta i expressada en kilocalories
gastades per dia i normalitzades pel pes de 'animal. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM. n=8-10
animals per grup. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

2.3. El tractament amb AAV1-FGF21 millora el metabolisme de la glucosa

El tractament amb AAV1-FGF21 no va donar lloc a canvis en la glicémia, ni en

condicions d’alimentacio ni en condicions de deju (Figura 17).
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Figura 17. Determinacio de la glucemia. Nivells de glucosa circulant de ratolins sans de 16 mesos
d’edat tractats, intra-CSF amb diferents dosis d’AAV1-FGF21. En condicions de deju i d’alimentacid. Els
resultats s’expressen com la mitja +SEM. n=8-10 animals per grup.
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Per valorar la sensibilitat a la insulina es va realitzar un test de tolerancia a
I’hormona després d’administrar 0.375 Ul/kg d’insulina als 4 (Figura 18A i 18C) i als 13
(Figura 18B i 18D) mesos després del tractament amb els vectors virals. En ambdés
casos, els animals tractats presentaven una sensibilitat a la insulina major que els
animals control (Figura 18). En el segon ITT, els animals controls ja van presentar una
certa resisténcia a la hormona, possiblement deguda al seu envelliment mentre que tots
els animals tractats amb les diferents dosis presentaven una resposta similar a quan
eren joves. Per tant, en el segon ITT, les diferéncies dels animals tractats amb AAV1-

FGF21 van ser més significatives respecte als animals no tractats (Figura 18B i 18D).
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Figura 18. Sensibilitat a la insulina en animals sans tractats amb AAV1-FGF21. (A,B) Test de
tolerancia a la insulina (ITT). Els animals control i els animals tractats amb diferents dosis de AAV1-
FGF21 es van injectar intraperitonealment amb 0.375 U d’insulina’/kg de pes corporal i els nivells de
glucosa en sang es van mesurar als temps indicats. El test es va realitzar als 6 mesos (A) i als 15 mesos
(B) d’edat. Els resultats s’expressen com el % del canvi respecte a la glucosa inicial. (C,D)
Representacioé de I'area sota la corba de I'lITT realitzat als 6 mesos (C) i als 15 mesos (D) d’edat. Els
resultats s’expressen com la mita +SEM. n=8-10 animals per grup. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001****p<0.0001.
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A les mateixes edats, també es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa i es

va observar que tots els ratolins presentaven una tolerancia normal a la sobrecarrega
de glucosa (Figura 19).
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Figura 19. Tolerancia a la glucosa en animals sans tractats amb AAV1-FGF21. (A,B) Test de tolerancia
a la glucosa (GTT). Els animals control i els animals tractats amb diferents dosis de AAV1-FGF21 es van
injectar intraperitonealment amb 1g de glucosa/kg de pes i els nivells de glucosa en sang es van mesurar
als temps indicats. El test es va realitzar als 6 mesos (A) i als 15 mesos (B) d’edat. (C,D) Representacio de
I'area sota la corba del GTT realitzat als 6 mesos (C) i als 15 mesos (D) d’edat. Els resultats s’expressen
com la mitja £SEM. n=8-10 animals per grup.

En conjunt aquests resultats demostraven que I'administraciéo d’AAV1-FGF21 en

el SNC era segura a llarg termini ja que els ratolins eren normoglucémics, eren tolerants

a la sobrecarrega de glucosa, i fins i tot més sensibles a la insulina. El resultats també
indicaven que la dosi minima efectiva d’AAV1-FGF21 era de 3.16x108 vg/animal i que

el tractament amb AAV1-FGF21 era capa¢ de mantenir el pes corporal més baix que el

que assolien els animals sans no tractats amb I'edat.

61



Resultats

3. SOBREEXPRESSIO LOCAL DE FGF21 EN EL SISTEMA NERVIOS CENTRAL |
EFECTES A NIVELL METABOLIC | COGNITIU EN RATOLINS OBESOS

Després de comprovar la seguretat de I'administracié intra-CSF dels vectors
AAV1-FGF21 ila seva eficacia per disminuir I'increment en el pes corporal associat amb
'edat en ratolins sans, es va avaluar ratolins obesos la seva possible capacitat per
revertir 'increment de pes en, la resisténcia a la insulina i el deteriorament cognitiu

associat.

Un dels models murins d’obesitat més utilitzat, és I'induit mitjangant I'alimentacié
amb una dieta alta en lipids (HFD) (Surwit et al., 1998). Els ratolins alimentats amb HFD
presenten un increment de pes que esta associat amb la resisténcia a la insulina (tot i
gue normalment no acaben desenvolupant una DT2 oberta) i desenvolupen una
esteatosi hepatica que acaba resultant en I'aparicié del NASH (Black et al., 1998; Almind
and Kahn, 2004; Farrell et al., 2019).

Aixi, en aquest estudi es van alimentar ratolins mascles C57BL/6 de 2 mesos
d’edat amb HFD i un altre grup d’animals amb dieta chow, que es van mantenir com a
grup control sa. Després de 3 mesos (als 5 mesos d’edat), els animals alimentats amb
HFD van esdevenir obesos. En aguest moment, es van administrar intra-CSF dues dosis
dels vectors AAV1-FGF21; 5x10° vg/animal o 1x10%° vg/animal, i es van seguir
alimentant amb HFD. Un grup d’animals alimentats amb HFD no es va tractar amb
AAV1-FGF21 es va mantenir com a grup control obés. Els dos grups controls, el chow i
el HFD, es van administrar intra-CSF amb PBS (Figura 20).

Durant tot I'experiment es va anar controlant setmanalment el pes dels animals,
la ingesta de menjar i la glucémia. També es van realitzar assajos metabolics com I'ITT,
el GTT o la calorimetria indirecta. Per avaluar la capacitat cognitiva dels ratolins es van
dur a terme diferents proves de comportament com el Novel Object Recognition test
(NOR) a curt i a llarg termini, el Barnes Maze, i I'Open Field (OF). Els animals es van
eutanasiar als 16 mesos d’edat i es van analitzar els teixits a nivell histologic, I'expressio

de gens clau i també es van mesurar diferents parametres seérics (Figura 20).
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Figura 20. Disseny experimental de I’administracio intra-CSF de vectors AAV1-FGF21 en ratolins
obesos induits per dieta. Les dosis de 5x10°i 1x10%° vg de AAV1-FGF21 es van administrar localment en
el SNC, utilitzant la via intra-CSF, a ratolins obesos de 5 mesos d’edat préviament alimentats amb dieta alta
en lipids durant 3 mesos. Els animals controls es van injectar intra-CSF amb PBS. Es va realitzar un
seguiment setmanal del pes, la glicemia i la ingesta. Es van realitzar diferents proves metabodliques i de
comportament fins a I'eutanasia als 16 mesos d’edat. ITT: test de tolerancia a la insulina, GTT: Test de
tolerancia a la glucosa, AAV: Vector viral adenoassociat, HFD: Dieta alta en lipids, NOR: Nobel Object
Recognition test, , OF: Open Field. n=11-15 per grup.

3.1. L’administracié d’AAV1-FGF21 al SNC reverteix I’obesitat a llarg termini

Al cap de 3 mesos d’estar alimentats amb HFD els animals van incrementar el
seu pes corporal al voltant d’'un 40% respecte al seu pes inicial, moment en el qual es
van tractar amb els vectors AAV1-FGF21 (Figura 21A). Mentre que el pes del grup HFD
control va anar augmentant al llarg del temps fins arribar a un 105% de guany de pes
respecte al seu pes inicial (Figura 21A), el tractament amb AAV1-FGF21 a les dues
dosis van prevenir no només 'augment de pes corporal a causa de la dieta HFD, sin6
que també va revertir el guany de pes assolit durant els 3 mesos anteriors (Figura 21A).
De fet, els animals tractats van arribar a tenir un pes inferior al dels animals control de
la mateixa edat alimentats en dieta chow, per tant, van revertir també el guany de pes
associat a I'edat (Figura 21A i 21B). La pérdua de pes induida per la sobreexpressio de
FGF21 al SNC va ser molt rapida, ja que amb només 4 setmanes de tractament els

animals van perdre el 40% del seu pes i aquest es va mantenir estable fins al final de
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I'experiment. No es van observar diferéncies significatives entre les dues dosis d’AAV1-
FGF21 administrades (Figura 21).
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Figura 21. Evoluci6 del pes corporal en animals tractats amb AAV1-FGF21. (A) Evolucié del pes
corporal de ratolins alimentats amb chow o amb obesitat induida per dieta HFD. Als 5 mesos d’edat un
grup d’animals es van tractar intra-CSF amb AAV1-FGF21 a dues dosis. Els animals control alimentat amb
HFD o amb chow es van administrar intra-CSF amb PBS. (B) Imatges representatives dels animals dels
diferents grups experimentals. AAV: Vector viral adenoassociat. Els resultats s’expressen com la mitja

+SEM. n=11-15 animals per grup.

En finalitzar I'estudi es van obtenir i pesar els principals diposits adiposos blancs

(WAT), l'adipés marr6 (BAT) i el fetge. L’increment del pes dels teixits adiposos i del

fetge dels animals obesos es va normalitzar completament amb la transferéncia génica

de FGF21 (Figura 22 i 23).
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Figura 22. Pes dels teixits. (A,B) Pes dels principals diposits de greix blanc (eWAT, iWAT i rWAT) i greix
marré (BAT) (A) i del fetge (B) de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després del
tractament intra-CSF amb dues dosis d’AAV1-FGF21. e WAT: Teixit adipds blanc epididimal; iWAT: Teixit
adipds blanc inguinal; rWAT: Teixit adipds blanc retroperitoneal; BAT: Teixit adipds marrd. Els resultats
s’expressen com la mitja +£SEM. n=11-15 animals per grup. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 i ****p<0.0001.
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Figura 23. Avaluaci6 macroscopica del eWAT i del fetge. (A,B) Imatges representatives del teixit
adip6s blanc epididimal (eWAT) (A) i del fetge (B) de diferents grups experimentals ratolins alimentats
amb dieta chow o HFD, 11 mesos després del tractament intra-CSF amb dues dosis d’AAV1-FGF21.
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3.2. Expressio de FGF21 al SNC a llarg termini en animals tractats amb el vector
AAV1-FGF21

Al finalitzar I'estudi, es va comprovar la sobreexpressié de FGF21 en les diferents
parts de I'encéfal. Els animals tractats amb les dues dosis de AAV1-FGF21 presentaven
un augment en els nivells de mRNA de FGF21 optimitzat en el cortex, I'hipocamp,
I’hipotalem, el bulb olfactori i el cerebel, sent aquestes dues ultimes les parts de I'encéfal
que presentaven una major sobreexpressié del transgén (Figura 24A). A consequiéncia
de la sobreexpressié del cDNA FGF21, aquests animals tractats van presentar un
augment del contingut proteic de FGF21 en els teixits analitzats (cortex i hipocamp)
(Figura 24B). Tant els nivells d’expressio, com el contingut de FGF21 després del

tractament amb AAV1-FGF21 van mostrar una relacio dosi-depenent (Figura 24).
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Figura 24. Nivells d’expressi6 i contingut de FGF21 en diferents regions de I’encéfal. (A,B) Nivells
d’expressié de FGF21 muri optimitzat (moFGF21) (A) i de contingut proteic (B) en diferents regions de
I'encefal, 11 mesos després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 a ratolins alimentats
amb dieta chow o HFD. L'expressié es va mesurar mitjangant RT-PCR i normalitzat per Rplp0 (n=5). El
contingut de FGF21 es va mesurar per ELISA i el resultat es va normalitzar pel contingut total de proteina
(n=4). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM. *p<0.05, ****p<0.0001.
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Tot i 'augment dels nivells de FGF21 en el SNC, els seus nivells circulants no
estaven augmentats, ni als 2 ni als 11 mesos després de I'administracié dels vectors
AAV1-FGF21 (Figura 25). Per tant, la reversié de I'obesitat induida per la sobreexpressié
del FGF21 a nivell central no estava relacionada amb un augment dels seus nivells
circulants. Els animals obesos control no tractats, en canvi, si que van presentar un
augment dels nivells circulants de FGF21, possiblement degut a una resisténcia a
aguest factor (Dushay et al., 2010). De fet, els animals tractats amb AAV1-FGF21 van
normalitzar aquest increment dels nivells de FGF21 associat a l'obesitat degut
probablement a la millora produida en el pes dels animals i per tant, a la millora en la
sensibilitat a FGF21 (Figura 25).
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Figura 25. Nivells de FGF21 circulants. Nivells sérics de FGF21 mesurats mitjangant ELISA als 2 mesos
i als 11 mesos després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 a ratolins alimentats
amb dieta chow o HFD. Els resultats s’expressen com la mitia +SEM (n=11-15). **p<0.01, ***p<0.0001.

3.3. Reversi6 de la hipertrofia i lainflamacié del eWAT induides per la HFD

La dieta HFD indueix un increment del pes del teixit adipés blanc, que és el
resultat de l'increment de la mida dels adipdcits degut a 'acumulacié de lipids i que
comporta una inflamacié del teixit adip6s (Choe et al., 2016). L’analisi dels talls
histologics de 'eWAT tenyits amb hematoxilina/eosina va revelar una hipertrofia dels
adipocits produida per la HFD que va ser revertida pel tractament amb AAV1-FGF21

Figura 26).
chow HFD ( g )
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Figura 26. Analisi histologic del eWAT. Imatges representatives de la tincio d’hematoxilina/eosina de
seccions de 'eWAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracié
intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Escala: 100 pm.
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L’estudi morfométric de seccions de I'eWAT va corroborar que el tractament intra-
CSF d'animals obesos amb AAV1-FGF21 reduia de manera significativa la mida dels
adipocits respecte el grup control HFD (Figura 27A). A més, els animals tractats amb
AAV1-FGF21 mostraven un increment del nimero d’adipdcits més petits i una reduccio
del numero d’adipdcits més grans, una distribucié inversa a la que presentaven els

animals obesos no tractats (Figura 27B).
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Figura 27. Area mitjana i distribucié de I’area dels adipocits en 'eWAT. (A,B) Estudi de I'area mitjana
(A) i de la distribucio de la frequiéncia de I'area (B) dels adipocits blancs de 'eWAT de ratolins alimentats
amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21.
Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=4). *p<0.05, **p<0.01

L’'increment en 'acumulacio de lipids en el teixit adipds blanc esta relacionat amb
un augment en la inflamacio del teixit. Aquesta inflamacié es caracteritza per un augment
de la infiltraci6 de macrofags pro-inflamatoris M1 que formen estructures en forma de

corona (crown-like) i que desencadenen la resposta inflamatoria (Choe et al., 2016).

La inflamacio del teixit adipds epididimal es va mesurar en primer lloc mitjancant
un analisi immunohistoquimic contra MAC2 (Galectin-3, proteina de la superficie
cel-lular dels macrofags). Mentre que en els animals control alimentats amb HFD es van
observar estructures crown-like, aquestes no es van detectar en cap dels animals
tractats amb qualsevol de les dues dosis d’AAV1-FGF21. Per tant els resultats ens van
indicar que la reduccié de l'hipertrofia dels adipocits produida pel tractament amb
aquests vectors permetia I'eliminacié de la inflamacié en aquest teixit induida per la dieta
HFD (Figura 28).

68



Resultats

chow HFD
PBS X ! PBS fj\ i | [AAV-FGF21 5x10° AAV-FGF21 1x10'0
J < ). ¢ ™\ ; o Wy g
7 J‘/ N S < " 2
\/ A \b !":\-'\ ‘ L
A ¥\
), O
bt Y \}\7) \ 4 = : %

Figura 28. Avaluaci6 de la infiltraci6 del eWAT. Imatges representatives de la immunohistoquimica
contra MAC2 (marrd) en seccions de 'eWAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos
després de I'administracid intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Les fletxes vermelles indiquen la
presencia de macrofaas. Escala: 100 um.

La inflamaci6 del teixit adipds va resultar en un increment de I'expressio génica

de diversos marcadors de macrofags com el F4/80 (EGF-like module-containing mucin-

like hormone receptor-like 1), el Cd68 (Cluster of differentiation 68) i de citocines

proinflamatories com Mcp-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) i TNFa (Tumor

necrosis factor alfa). En els ratolins control HFD I'expressio de tots aquests marcadors

estava incrementada, en canvi, els animals tractats amb AAV1-FGF21 normalitzava o

fins i tot disminuia els nivells d’inflamacié per sota dels nivells animals control chow
(Figura 29).
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Figura 29. Avaluacié de lainflamaci6 del teixit adipds blanc epididimal (eWAT). Nivells d’expressid
de F4/80, Cd68, Mcpl i Tnfa en 'eWAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després
de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats estan mesurats mitjancant RT-
PCR i normalitzats per Rplp0. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM. (n=8), **p<0.01, ***p<0.001,
*+%n<0.0001
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El tractament amb AAV1-FGF21 normalitzava els nivells circulants d’algunes
adipocines, ja que va induir també una reduccié significativa dels nivells circulants de
leptina i un augment dels nivells circulants d’adiponectina (Figura 30), possiblement
degut a la reduccié observada de 'adipositat.
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Figura 30. Determinacio dels nivells circulants d’adipocines. Nivells sérics circulants de leptina (A)
i adiponectina (B) de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio
intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM. (n=7-14),
**n<0.001, ****p<0.0001.

Per tant, la sobreexpressio de FGF21 en SNC, no nomeés va ser capag¢ de reduir
el pes corporal i el pes de 'eWAT sind també de revertir la hipertrofia i la inflamacié
d’aquest teixit induides per la dieta.

3.4. El tractament amb AAV1-FGF21 provoca un increment de la despesa
energética

Els canvis en el pes corporal poden ser deguts a una disminucié de la ingesta i/o
a un augment de la despesa energética (Keesey and Powley, 2008).

Per determinar si la reversié del guany de pes corporal induida pel tractament
amb AAV1-FGF21 era deguda a canvis en la ingesta, es van mesurar les kilocalories
(kcal) diaries que consumia cada animal. Es va observar que el tractament amb AAV1-

FGF21 no disminuia la ingesta de kcal, sin6 que aquesta fins i tot augmentava (Figura
31A).

Per estudiar la despesa energética es va realitzar un analisi de calorimetria
indirecta als 14 mesos d’edat (9 mesos post tractament). Aquest analisi va mostrar que

totes les dosis d’AAV1-FGF21 provocaven un augment de la despesa energeética (Figura
31B).
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Figura 31. Analisi de la ingesta i de la despesa energetica. (A) Ingesta diaria en kilocalories de
ratolins alimentats amb dieta chow o HFD i tractats intra-CSF amb dues dosis d’AAV1-FGF21 (B) Analisi
de la despesa energeética dels mateixos ratolins mesurada durant el dia i durant la nit, 9 mesos després
de ser tractats. Els resultats s’expressen en kilocalories gastades per dia normalitzades pel pes de
I'animal i s’expressen com la mitja +SEM. (n=10-15), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

L’increment de la despesa energetica esta estretament lligat amb un augment de
la termogenesi no associada a tremolor, que es produeix principalment al teixit adipos
marré i en certes situacions al teixit adipds blanc subcutani (Hussain et al., 2020). Per
determinar si els canvis en la despesa energética observats després de 'administracio
intra-CSF de AAV1-FGF21 eren deguts a canvis en la termogénesi en primer lloc es va
realitzar un estudi morfologic del teixit adipds marrd. L’analisi de les seccions d’aquest
teixit tenyides amb hematoxilina/eosina va mostrar que I'administracio d’AAV1-FGF21
revertia 'augment en el cumul de lipids dels adipocits marrons induit per la dieta alta en
lipids (Figura 32).
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Figura 32. Analisi histologic del BAT. Imatges representatives de la tincié d’hematoxilina/eosina de
seccions de BAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio
intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Escala: 100 pm.
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Es va analitzar també I'expressio en el BAT de diferents gens claus associats
amb la termogénesi com son el gen Ucpl (termogenina o proteina desacobladora 1) i
Cidea (Cell Death Inducing DFFA Like Effector A). Els animals que sobreexpressaven
FGF21 a SNC presentaven uns nivells d’expressio de Cidea més alts que els ratolins
control i, a més, tant I'expressié com el contingut d’UCP1 també es veien incrementats,

indicant que la termogénesi estava augmentada en els ratolins tractats (Figura 33).
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Figura 33. Avaluaci6 dels marcadors termogénics en el teixit adipés marré (BAT). Analisi de
I'expressié del contingut de marcadors termogénics en el BAT de ratolins alimentats amb dieta chow o
HFD 11 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. (A) Nivells
d’expressié de Ucpl i Cidea. Els resultats estan mesurats mitjangant RT-PCR i normalitzats per RplpO.
(B) Analisi per Western-Blot del contingut d’'UCP1 i normalitzats per o-Tubulina. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM (n=8 i n=4). *p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ****p<0.0001.

L’augment de la despesa energética mitjangant termogéenesi també pot ser el
resultat de I'increment del browning de I''WAT (Hussain et al., 2020). Aquest procés de
browning es produeix en els dipoOsits adiposos subcutanis i es basa en I'aparicio de
cél-lules adiposes “beige”, multiloculars i positives per UCP1l, amb capacitat
termogenica. D’aquesta manera un diposit adipds blanc adquireix un fenotip de diposit
adipés marré (Wu et al., 2012). L’analisi histologic del teixit adipds inguinal va permetre
observar que la mida dels adipocits dels animals tractats amb AAV1-FGF21 era menor

i que a meés presentaven petites zones amb adipocits multiloculars (Figura 34).
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Figura 34. Analisi histologic de I'iIWAT. Imatges representatives de la tincié6 d’hematoxilina/eosina de
seccions d'iWAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio intra-
CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Escala: 100 um.

Aquests resultats es van confirmar analitzant I'expressio en I''WAT de diferents
marcadors propis de cél-lules termogénicament actives, com Ucpl, Cidea i Ppargcla
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha). L’expressio
de tots aquests gens estava incrementada després del tractament amb AAV1-FGF21,
corroborant per tant que aquest teixit era termogenicament més actiu que el dels animals

control (Figura 35).
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Figura 35. Avaluacid dels marcadors de browning en PiIWAT. Analisi de I'expressioé dels marcadors
termogenics Ucpl, Cidea i Ppargcla en I''WAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos
després de l'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats estan mesurats
mitjangant RT-PCR i normalitzats per Rplp0 i s’expressen com la mitja +SEM (n=8). *p<0.05, **p<0.01
L’augment de la despesa energetica també podria estar relacionat, en part, amb
un increment de I'activitat locomotora, que es va poder determinar mitjangant I'analisi
del comportament de I'animal en I’Open-Field. Els ratolins obesos controls recorrien una
menor distancia, estaven més temps en repos i feien menys moviments rapids i

creuaven menys linies, presentant per tant una menor activitat que els ratolins control
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chow. En canvi, el tractament intra-CSF amb AAV1-FGF21 revertia aquesta situacio
(Figura 36).
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Figura 36. Estudi de I’activitat locomotora. Parametres d’activitat locomotora en el test Open-Field
realitzat en ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de ser tractats intra-CSF amb
dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=10-15) *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.

Per tant, la pérdua de pes induida per la sobreexpressio de FGF21 en I'encéfal
en animals obesos podria estar regulada, per un augment de la despesa energética.
Aquest augment de la despesa energética seria degut tant a un increment de l'activitat
locomotora, com a una activacio de la termogénesi en el teixit adipés marrd i al browning

observat en el teixit adipés blanc inguinal.

3.5. El tractament amb AAV1-FGF21 reverteix I’esteatosi, la inflamacio i la fibrosi

hepatica induides per la dieta alta en lipids

L’exposicio prolongada a una dieta alta en lipids provoca que I'excés de lipids no
només s’acumuli en els dipdsits adiposos sind que també s’acumuli ectopicament en
altres teixits, com pot ser el fetge. Aquesta acumulaci6 al fetge acaba derivant a una
esteatosi hepatica i posteriorment a la inflamacié del teixit i a la fibrosi (Bertot and
Adams, 2016).
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L’analisi histologic del fetge va mostrar que els ratolins obesos control tenien una
elevada hepatoesteatosi (Figura 37). En canvi, en els animals tractats amb AAV1-FGF21

es va observar una clara reversié d’aquest cumul patologic de lipids (Figura 37).
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Figura 37. Analisi histologic del fetge. Imatges representatives de la tincié d’hematoxilina/eosina de
seccions de fetge de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio
intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Escala: 200 pum.

Paral-lelament, es va analitzar el contingut hepatic de triglicérids i de colesterol i
es va observar gue mentre que ambdds parametres estaven molt elevats en els animals
obesos control, el tractament amb AAV1-FGF21 produia en una disminucié molt

marcada d’aquets metabolits (Figura 38).
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Figura 38. Determinaci6 del contingut de triglicerids i colesterol en el fetge. (A,B) Contingut de
triglicerids (A) i colesterol (B) en el fetge de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després
de 'administraci6 intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM
(n=7-8). ***p<0.001, ****p<0.0001.

L’acumulacié de lipids en el fetge posa en marxa un important procés inflamatori
en aquest teixit Per valorar la inflamacié en el fetge es va realitzar un analisi
immunohistoquimic contra MAC2. Es va poder observar que els animals obesos control

presentaven una gran quantitat de macrofags, indicativa d’inflamacié, mentre que el
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tractament amb AAV1-FGF21 era capag¢ de revertir completament aquest procés

inflamatori (Figura 39).
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Figura 39. Avaluacio de la infiltracié del fetge. Imatges representatives de la immunohistoquimica
contra MAC2 (marr6) en seccions del fetge de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos
després de I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Les fletxes vermelles indiquen la
preséncia de macrofags. Escala: 200 pm (Ampliacio 50 pm).

El nivell d'inflamacié es va poder quantificar mitjangant I'analisi de I'expressio
génica de marcadors de macrofags com el Cd68 i de citocines inflamatories com Mcpl,
TNFa, TGFB (Tumor growth factor beta), //18i 116. L’expressio de tots aquests marcadors
en el fetge d’'animals tractats amb AAV1-FGF21 estava normalitzada respecte els
animals control alimentats amb HFD i fins i tot en alguns casos es trobava per sota dels
animals control chow (Figura 40).
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Figura 40. Avaluaci6 de la inflamacio del fetge. Nivells d’expressié de Mcpl, CD68, 1115, Tnfa, TgfB,
116 en el fetge de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio intra-
CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats estan mesurats mitjangant RT-PCR i normalitzats per
RplpO0. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=8) *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Posteriorment, es va estudiar la fibrosi hepatica, per una banda, mitjancant

I'analisi histoquimic de seccions del fetge tenyides amb PicroSirius Red, que marca de

color vermell les fibres de col-lagen de la matriu extracel-lular (Figura 41). Per l'altre, es

va realitzar la determinaci6 de I'expressio del gen Collal i Col3al que codifica per la
cadena lo i 3a del col-lagen tipus 1 (Figura 42). Aquestes dues técniques van permetre

determinar que els animals obesos controls tenien una marcada fibrosi hepatica i que

aquesta es va veure revertida amb la sobreexpressié de FGF21 en el SNC.
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Figura41l. Avaluacio histologica de lafibrosi hepatica. Imatges representatives de la tincié PicroSirius
Red de seccions de fetge de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de
I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Escala: 100 pm.
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Figura42. Avaluacio de lafibrosi del fetge Nivells d’expressié de Collal i Col3al en el fetge de ratolins
alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-
FGF21. Els resultats estan mesurats mitjancant RT-PCR i normalitzats per Rplp0O. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM. ****p<0.0001.

La inflamacié i la fibrosi hepatica en els animals control obesos va provocar que
els nivells sérics dels marcadors de dany hepatic Alanina Aminotransferasa (ALT) i
Aspartat Aminotransferasa (AST) fossin molt elevats respecte al grup control chow
(Figura 43). En canvi, aquests marcadors estaven completament normalitzats després

del tractament amb qualsevol de les dues dosis d’AAV1-FGF21 (Figura 43).
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Figura 43. Determinacié dels nivells circulants d’ALT i AST. (A,B) Nivells sérics de marcadors de
dany hepatic ALT (A) i AST (B) en ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de
I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats es van expressar com la mitja
+SEM (n=7) ****p<0.0001.

En ratolins C57BL/6, la ingesta de dieta HFD durant molt de temps (>12 mesos)
esta associada al desenvolupament de neoplasies en el fetge (Cuadrado et al., 2005;
Hill-Baskin et al., 2009). Al cap de 14 mesos d’estar alimentats amb HFD, els animals
van presentar un augment de I'expressio de diferents marcadors tumorals com Afp (o-
Fetoprotein), Krt19 (Keratin 19) i Ly6 (Lymphocite antigen 6) (Figura 44). A més, el 40%

(4/10) dels ratolins obesos control presentaven tumors hepatics. En canvi, els animals
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tractats amb qualsevol de les dosis van presentar tots els marcadors tumorals
normalitzats i cap d’ells va desenvolupar tumors (Figura 44). D’aquesta manera es va
demostrar que el tractament amb AAV1-FGF21 no només era eficac revertint respecte
I'hepatoesteatosi, la inflamacioé i la fibrosi del fetge, sind que en fer-ho portava a la
prevencié del desenvolupament d’hepatocarcinomes associats a la dieta HFD. Per tant,
aguest estudi demostrag que el tractament amb AAV1-FGF21 va ser capac¢ de prevenir

el procés de desenvolupament de NASH com a consequéncia de la dieta alta en lipids.

[] PBS | chow
O PBs
O 5x10° HFD
B 1x100 AAV-FGF21
X
P *kkk
10 1 — 30 dkxk ok 150 5 I e
*% *k N
S 8 s [ ) g L4 S
& S 2 .
o & 20 A ¢ 100 1
o g 6] ) 32 <
‘:: w g ﬁ _|>‘LIJ °®
g X o s
k= £ 10 g 907
& 2 . &
o o
0- 0-

Figura 44. Avaluaciéo de marcadors tumorals Nivells d’expressié d’Afp, Krt19 i Ly6 en el fetge de
ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis
d’AAV1-FGF21. Els resultats estan mesurats mitjancant RT-PCR i normalitzats per Rplp0. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM (n=8). **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

3.6. Reversio de laresisténcia alainsulinainduida per la dieta alta en lipids

L’alimentacié amb HFD indueix no només un increment en el pes corporal sind
també una resisténcia a la insulina. Donat que I'administracio intra-CSF d’AAV1-FGF21
era capag de revertir I'obesitat i la inflamacid, es va determinar si també era capag

d’'incrementar la sensibilitat a la insulina i de millorar 'lhomedstasi de la glucosa.

Es van mesurar les insulinémies i les glucémies dels ratolins en condicions
d’alimentacio i de deju i es va observar que la dieta alta en lipids provocava un lleuger
augment dels nivells de glucosa en sang, pero que el tractament amb AAV1-FGF21 va
ser capag de revertir (Figura 45A). Aquestes diferencies eren més evidents en codicions
de deju (Figura 45A). Pel que fa als nivells sérics d’insulina, els animals controls obesos
presentaven una marcada hiperinsulinemia, que va ser revertida mitjancant el
tractament amb AAV1-FGF21 (Figura 45B).
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Figura 45. Determinacio de laglucemiailainsulinémia. (A,B) Avaluacié del metabolisme de la glucosa
de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD tractats intra-CSF amb dues dosis d’AAV1-FGF21. (A)
Glucémies en deju i en alimentacié mesurades als 9 mesos d’edat (4 post-AAV). (B) Insulinémies en deju
i en alimentacié mesurades als 15 mesos (10 post-AAV) i 16 mesos d’edat (11 post-AAV), respectivament.

Els resultats s’expressen com la mitja £SEM (n=11). *<p0.05, ****p<0.0001.

Per avaluar la resisténcia a la insulina, 4 mesos després de I'administracio dels

vectors, es va realitzar un test de tolerancia a 'hormona (ITT). Aquest test va permetre

corroborar que els animals alimentats amb HFD mostraven una marcada resisténcia a

la insulina. En canvi, els animals tractats amb AAV1-FGF21 presentaven una elevada

sensibilitat a 'hormona, fins i tot més gran que els animals control chow (Figura 46).
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Figura 46. Avaluacié de la sensibilitat alainsulina. Test de tolerancia a la insulina (ITT). Els animals
control i tractats amb AAV1-FGF21 es van injectar intraperitonealment amb 0.75 U d’insulina/kg de pes
i els nivells de glucosa en sang es van mesurar als temps indicats. El test es va realitzar 4 mesos
després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen com el %
del canvi respecte a la glucosa inicial (n=11-15). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs HFD-PBS. #p<0.05

vs chow-PBS.
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Per altra banda, també es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa que va
demostrar que el tractament amb AAV1-FGF21 era capag de revertir la intolerancia a la

glucosa provocada per la dieta alta en lipids (Figura 47).
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Figura 47. Avaluacio delatolerancia alaglucosa. Testde tolerancia a la glucosa (GTT). Els animals
control i els animals tractats amb AAV1-FGF21 dejunats durant 18h es van injectar intraperitonealment
amb 2 g de glucosa/kg de pes i els nivells de glucosa en sang van ser mesurats als temps indicats. El
test es va realitzar 4 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els
resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=11-15). * vs HFD-PBS *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**r*n<0.0001.

La resisténcia a la insulina té associada un procés d’hiperinsulinémia. Les
cel-lules productores d’insulina, les cél-lules B dels illots pancreatics, desenvolupen una
hiperplasia per la neceseitat de secretar més insulina degut a la resisténcia periférica a
I'hormona (Cerf, 2013). Mitjangant I'analisi immunohistoquimic contra la insulina en
seccions del pancrees es va determinar que els animals control obesos presentaven un
augment de la massa de la cél-lula beta. En canvi, el tractament amb AAV1-FGF21 va
ser capa¢ de normalitzar el tamany dels illots pancreatics, d’acord amb la
normoinsulinémia i la sensibilitat a 'hormona que presentaven aquests animals (Figura
48).

Per tant, aquests resultats indicaven que el tractament intra-CSF amb AAV1-
FGF21 era capac de millorar la tolerancia a la glucosa i revertir la resistencia a la insulina

per part dels teixits periférics, provocada per la dieta alta en lipids.
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Figura 48. Estudi de la hiperplasia dels illots pancreatics. Analisi de la massa de cel.lules -
pancreatiques de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD 11 mesos després de ser tractats intra-CSF
amb dues dosis d’AAV1-FGF21. (A) Imatges representatives de I'analisi immunohistoquimic contra
Insulina (marrd) en seccions del pancrees. (B) Quantificacié morfométrica de la massa de cél-lula p del

pancrees. Escala: 500 um (Ampliacions: 100 pum). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=8).
*p<0.05

3.7. Regulacio de la despesa energética mediada per I’'accié central del FGF21

La despesa energetica pot estar regulada per diferents factors. Una de les
principals vies reguladores té lloc a nivell central i especificament ve mediada a nivell
hipotalamic mitjangant 'augment de I'activitat del sistema nerviés simpatic (Ueta et al.,
2012; Wu et al., 2012).

L’accié directa de FGF21 en els adipocits és capag¢ de fer augmentar la
termogénesi i/o el browning (Fisher et al., 2012; Abu-Odeh et al., 2021). El fet de que
els animals tractats intra-CSF amb AAV1-FGF21 no presentessin nivells seérics del factor
de creixement incrementats ja indicava que possiblement 'augment de la despesa
energeética dels animals tractats no era deguda a la senyalitzacié directa de FGF21 en
els diferents diposits greixosos. Per aixo, es van analitzar especificament els nivells
d’'mRNA de gens clau que augmenten la seva expressid quan hi ha una senyalitzacio

directa de FGF21 en el teixit adipés com sén el Dusp4 (Dual Specificity Phosphatase 4)
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i 'Egrl (Early Growth Response 1). Com a control positiu dels efectes directes del
FGF21 als teixits adiposos es van utilitzar ratolins alimentats amb HFD tractats amb
3x10*vg d’AAV1-FGF21 administrat per via intramuscular. A diferéncia dels animals
tractats intra-CSF, en el nostre laboratori s’ha demostrat que [I'administracio
intramuscular d’AAV1-FGF21 és capag¢ d’augmentar I'expressio de FGF21 en aquest
teixit i produir un augment de la secrecié d’aquesta hormona cap a la circulacio
sanguinia provocant un augment molt significatiu dels nivells sérics (Jimenez et al.,
2018). El resultats obtinguts en el nostre estudi van indicar que els animals administrats
intramuscularment presentaven una elevada expressié de Dusp4 i d’Egrl en els
diferents teixits adiposos analitzats, perd en canvi, aquesta sobreexpressiéo no es va
detectar en cap dels animals alimentats amb HFD i tractats amb les dues dosis d’AAV1-
FGF21 administrades intra-CSF (Figura 49). Aixi doncs, la despesa energetica
observada en els dels ratolins administrats intra-CSF amb AAV1-FGF21 no estava
regulada per una acci6 directa del FGF21 en els adipocits.
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Figura 49. Estudi dels marcadors de senyalitzacié directa del FGF21 a I'ilWAT, 'eWAT i el BAT.
Analisi de I'expressié de gens claus expressats a conseqiéncia de la senyalitzaci6 directa del FGF21
com Dusp4 i Egrl en el iIWAT, 'eWAT i el BAT de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos
després de l'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 o després de I'administracio
intramuscular d'aquests vectors. Els resultats estan mesurats mitjancant RT-PCR i normalitzats per
Rplp0 i s’expressen com la mitja +SEM (n=5-8). *p<0.05, ****p<0.0001.
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Per avaluar si els efectes que estava exercint FGF21 sobre els teixits periferics
eren mediats pel sistema nerviés simpatic es va analitzar I'expressido de I'Elovi3
(Elongation Of Very Long Chain Fatty Acids Protein 3) i Bmp8b (Bone morphogenetic
protein 8B) al BAT dels animals tractats. Elovl3 és un marcador termogéenic que esta
descrit que s’indueix per I'accié de I'activitat simpatica (Jérgensen et al., 2007) i Bmp8b
a part d’induir-se per I'accié simpatica també és capac de sensibilitzar el teixit a I'accio
termogenica de la norepirefrina (Whittle et al., 2012). EI BAT dels animals tractats intra-
CSF amb AAV1-FGF21 presentava uns nivells d'expressio d’Elovi3 i Bmp8b
incrementats respecte els controls, mentre que els animals amb la injeccié intramuscular
de AAV1-FGF21 no mostraven cap increment en I'expressio d’aquest dos gens (Figura
50). Aquest resultat suggeria que 'augment de la despesa energética en animals amb
sobreexpressio de FGF21 especifica al SNC podia venir regulada per un augment de

I'activitat simpatica.
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Figura 50. Avaluacié de I'activitat simpatica en el BAT. Analisi de I'expressio de gens regulats per
la senyalitzacié del sistema nervids simpatic en el BAT, Elovl3 i Bmp8b, de ratolins alimentats amb
dieta chow o HFD 11 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 de
dues dosis d’AAV1-FGF21 o després de 'administracié intramuscular d’aquests vectors. Els resultats
estan mesurats mitjancant RT-PCR i normalitzats per Rplp0. Els resultats s’expressen com la mitja
+SEM (n=5-8) *p<0.05, ****p<0.0001.

S’ha descrit que la unié de FGF21 al receptor FGF1Rc i al co-receptor ($-Klotho
activa la via PI3K-PDK1-AKT, i també que en I'hipotalem, FGF21 pot induir un augment

en el to simpatic a través del Corticotropin releasing hormone (CRH) (Owen etal., 2014).

Per estudiar sila sobreexpressio de FGF21 tenia un efecte directe en I'hipotalem
i en I'activacio del sistema nervios simpatic es va estudiar aquesta via de senyalitzacié.
Els resultats obtinguts van mostrar que I'administracié intra-CSF d’AAV1-FGF21
incrementava a I'hipotalem els nivells d’AKT fosforilat (Figura 51A i 51B) i 'expressio de

Crh (Figura 51C). Aixi, molt probablement a través del CRH, la sobreexpressié de
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FGF21 especifica del SNC permetria activar el sistema nervids simpatic i aguest seria

el responsable de l'increment en la despesa energética, ja que s’ha descrit que és capag

induir la termogénesi i el browning del teixit adipés (Egawa et al., 1990; Vinkers et al.,

2009; Wu et al., 2012).
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Figura51. Accions de FGF21 en I’hipotalem. (A,B) Es van analitzar els efectes de I'accié de FGF21
en I'hipotalem d’animals alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracié intra-
CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Es van mesurar mitjancant Western-Blot els nivells d’AKT fosforilat
(Ser473) i AKT total (A) i es va quantificar la ratio pAKT/AKT (B). (C) També es va analitzar I'expressio
de Crh en I'hipotalem dels mateixos animals mitjangant RT-PCR i normalitzat per RplpO i s’expressen
com la mitja +SEM (n=4 i n=8). **p<0.01, ***p<0.001.

L’augment de CRH pot estar associat amb un augment de corticosterona per part

de les glandules adrenals (Liang et al., 2014b). L’analisi dels nivells sérics d’aquesta

hormona esteroidea van demostrar que 11 mesos després del tractament amb AAV1-

FGF21 aquests no es veien augmentats. Per tant, la sobreexpressié de FGF21 en el

SNC no estava associat a un increment en els nivells sérics de corticosterona els seus

nivells eren (Figura 52).
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alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis

d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen com la mitja +£SEM (n=9).



Resultats

3.8. Efectes del tractament amb AAV1-FGF21 a I’hipocamp

Recentment, s’ha demostrat la preséncia dels receptors p-Klotho i FGF1Rc en
I'hipocamp (Hultman et al., 2019; Marcela Santos et al., 2020). Com ja s’ha descrit
anteriorment en I'hipotalem, la unié del FGF21 al seus receptors provoca l'activacié de
la via PISK-PDK1-AKT. Per estudiar la senyalitzacio de FGF21 directament a I'hipocamp
es va mesurar la fosforilacio de PDK1 i d’AKT en aquest teixit. Els resultats obtinguts
van mostrar que la sobreexpressi6 de FGF21 a SNC induia un increment dosis-
depenent en la fosforilacié del dos enzims (Figura 53). Per tant, aquests resultats

indicaven que el FGF21 també activava aquesta via en aquesta regi6é de I'encéfal.
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Figura 53. Avaluacié de I’accié del FGF21 en I’hipocamp. (A) Nivells de PDK1 fosforilat (Ser241) i
PDK total i (B) Nivells de AKT fosforilat (Ser473) i AKT total analitzats per Western-Blot en hipocamp
de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracio intra-CSF de dues
dosis d’AAV1-FGF21. Els panells de la dreta mostren la quantificacié de les imatges dels Western-
Blots respectius. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=4). *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001.

El factor de transcripcié Foxol (Forkhead Box O1) regula una gran quantitat de
processos cel-lulars que ajuden a mantenir 'lhomeostasi enfront a condicions d’estrés,
com pot ser una HFD. La fosforilaci6 de FOXO1, mediada per AKT, indueix la
translocacio de la proteina des del nucli al citoplasma, inhibint la seva funcio

(Eijkelenboom and Burgering, 2013; Arnold et al., 2014). L’estudi de I'expressio de
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Foxol va revelar que els animals controls obesos sobreexpressaven aquest factor de

transcripci6, en canvi el tractament era capa¢ de normalitzar-ne els valors (Figura 54).
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Figura 54. Expressio del factor de transcripcié Foxol a Phipocamp. Analisi de I'expressié de Foxol
en 'hipocamp de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracid intra-
CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 analitzat mitjangant RT-PCR i normalitzat per Rplp0. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM n=8. ***p<0.001.

A continuacioé es va analitzar tant el contingut, com el grau de fosforilacié de
FOXOL1. Els resultats obtinguts van mostrar que, igual que als nivells de mRNA, el
contingut de FOXO1 augmentava en I'hipocamp d’animals HFD controls, perd estava
disminuit ens els animals administrats intra-CSF amb AAV1-FGF21 (Figura 55A i 55B).
A més, la fosforilaci6 de FOXOL1 estava incrementada en els animals tractats respecte

els animals controls, indicant aixi la seva inactivacié (Figura 55A i 55C).
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Figura 55. Avaluacié del contingut i del grau de fosforilacié de FOXO1 a I’hipocamp. (A) Analisi
mitjancant Western-Blot dels nivells de FOXO1 fosforilat (Ser256) i FOXO1 total normalitzat per GAPDH
en I'hipocamp de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracid intra-
CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. (B,C) Quantificaci6 del contingut total de FOXO1 (B) i de la ratio de
fosforilacio (C). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM n=8. *p<0.05 ***p<0.001.
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3.8.1. El tractament amb AAV1-FGF21 redueix I’astrogliosi

La ingesta a llarg termini d’'una dieta alta en lipids indueix una inflamacié en
diferents regions de I'encefal que es pot manifestar per una hipertrofia o hiperplasia dels
astrocits (Guillemot-Legris and Muccioli, 2017). Per aquest motiu es va analitzar el grau
d’astrogliosi en el hipocamp. L’estudi, tant a nivellimmunohistoquimic, com per Western-
Blot va revelar que els animals controls obesos presentaven un augment de la proteina
especifica d’astrocits GFAP (Glial fibrillary acidic protein). Aquesta astrogliosi estava
parcialment revertida amb la dosi de 5x10%° vg i totalment normalitzada amb la dosi més
alta (Figura 56).
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Figura 56. Astrogliosi en I’hipocamp. (A) Imatges representatives de la immunohistoguimica contra
GFAP (marro) en seccions de I'hipocamp (B) Nivells de GFAP analitzats per Western-Blot en hipocamp
de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues
dosis d’AAV1-FGF21 (C) Quantificaci6 del contingut de GFAP del Western-Blot. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM (n=4). *p<0.05, ***p<0.001.
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3.8.2. El tractament amb AAV1-FGF21 augmenta els nivells de BDNF

ElI BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) és una neurotrofina que pot regular
una gran quantitat de processos involucrats en la millora de la memoria i I'aprenentatge.
La seva forma madura i activa es genera a partir de la proteolisi del proBDNF i entre
altres funcions és capag¢ d’augmentar la plasticitat sinaptica i promoure la supervivéncia
de les cél-lules, per aquest motiu s’ha considerat un candidat terapéutic per diferents
malalties neurodegeneratives (Kowianski et al., 2017). L'estudi de I'expressio d’aquesta
neurotrofina va revelar que el tractament amb AAV1-FGF21 amb qualsevol de les dosis

va produir un augment de la forma madura i monomerica de BDNF (Figura 57).
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Figura 57. Expressié de BDNF (A) Nivells de BDNF analitzats per Western-Blot i normalitzats per
Tubuilina en hipocamp de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos després de
I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21 (B) Quantificacié del contingut de BDNF del
Western-Blot. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM (n=4).

Tots aquests resultats van permetre corroborar que el tractament amb AAV1-
FGF21 permetia revertir molts dels canvis patoldgics que es produeixen a I'hipocamp
com a consequéncia de la dieta HFD, ja sigui per I'acci6 directa de FGF21 sobre aquesta
regi6 de l'encéfal o per la millora que produeix el tractament de les condicions

metaboliques associades amb I'obesitat.
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3.9. Prevencio dels déficits cognitius associats amb I'obesitat i la diabetis

La diabetis i 'obesitat estan associades amb un deteriorament cognitiu que a dia
d’avui no es pot ni prevenir ni curar (Dye et al., 2017; Jan Biessels and Despa, 2018).
Per avaluar si el tractament amb AAV1-FGF21 podia prevenir I'aparicié dels déficits

cognitius induits per la dieta HFD a llarg termini es van realitzar diferents proves de
comportament.

Per avaluar I'ansietat, es van analitzar els patrons d’exploracié que els animals
van realitzar al test de I'Open-Field (OF). L’analisi va permetre determinar que els
animals obesos presentaven un grau d’ansietat major, ja que durant el temps que va
durar la prova van estar menys temps explorant la part central de I'arena i molt més
temps explorant-ne el marge (Figura 58). Els animals tractats amb AAV1-FGF21

exploraven en canvi molt més el centre de l'arena (Figura 58), demostrant que no
presentaven ansietat.
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Figura 58. Avaluacié de I'ansietat mitjancant el test de I’Open-Field (OF). (A) Imatges
representatives del moviment a I'arena de I'OF de ratolins alimentats amb dieta chow o HFD, 11 mesos
després de I'administracio intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. (B) Temps en el centre i temps en
el marge del test OF en %. Els resultats s’expressen com la mitja +£SEM (n=11-15). *p<0.05, **p<0.01.
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Per avaluar la memoria dels ratolins, tant a curt com a llarg termini, es va realitzar
la prova Novel Object Recognition (NOR) als diferents grups d’animals (Figura 59A). Els
resultats van demostrar que els animals obesos tenien problemes per recordar quin
objecte ja havien explorat amb anterioritat i per tant exploraven durant el mateix temps
els dos objectes (el nou i el vell) i com a conseqiiéncia, presentaven un index
Discriminatori proper a 0 (Figura 59B). En canvi, I'ilndex Discriminatori dels animals
tractats amb AAV1-FGF21 i dels animals sans control era molt elevat, ja que exploraven
durant molt més temps I'objecte nou. Per tant, el tractament amb AAV1-FGF21 millorava

la memoria tant a curt (15 min) com a llarg termini (24 h) (Figura 59B).
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Figura 59. Estudi de la memodria a curt i a llarg termini. (A) Representacié esquematica del NOR i
la cronologia experimental. (B) Index Discriminatori a curt termini (15 min) i a llarg termini (24 h) calculat
a partir de la prova Novel Object Recognition, realitzada als ratolins alimentats amb dieta chow o HFD,
6-8 mesos després de 'administracioé intra-CSF de dues dosis d’AAV1-FGF21. Els resultats s’expressen
com la mitja +SEM (n=11-15) *p<0.05.

Per avaluar la capacitat d’aprenentatge es va realitzar la prova del Barnes Maze
(BM) (Figura 60A). Al llarg dels dies, els animals controls obesos no van millorar el temps
que tardaven a entrar en 'Escape Box, que és I'objectiu de la prova, indicant aixi una

capacitat d’aprenentatge molt reduida (Figura 60B i 60C). Els animals tractats amb
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AAV1-FGF21 tenien la mateixa capacitat d’aprenentatge que els animals controls sans
(Figura 60B i 60C).
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Figura 60. Avaluacio de la memoria i 'aprenentatge Representacié esquematica del Barnes Maze
i la cronologia experimental. (A) Temps en entrar a 'Escape Box. (B) Pendents de les rectes
d’aprenentatge (C) calculats al llarg dels dies en la prova del Barnes Maze, realitzada en ratolins
alimentats amb dieta chow o HFD 6-8 mesos després de I'administracié intra-CSF de dues dosis
d’AAV1-FGF21 . Els resultats s’expressen com la mitja £SEM (n=11-15) *p<0.05.

L’estudi de totes aquestes proves de comportament va posar de manifest que el
tractament amb AAV1-FGF21 era capac de prevenir els problemes cognitius associats
a l'obesitat induida per una dieta alta en lipids. La millora de les capacitats cognitives
dels animals tractats probablement és el resultat dels canvis que és capa¢ de produir el
tractament el hipocamp dels ratolins.
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L’obesitat i la diabetis son dues malalties metabdliques amb una patofisiologia
molt complexa, perd que entre elles estan molt relacionades. En les Ultimes décades
han assolit valors epidémics i s’han convertit en un dels problemes més importants de
la salut publica. Aquestes dues malalties augmenten el risc de patir nombrosos
processos patoldgics, com la deméncia, ja que s’ha demostrat que les persones
diabétiques i/o obeses presenten un deteriorament cognitiu a edats més avancades que
la poblaci6 sana (Biessels and Reijmer, 2014; Dye et al., 2017; Jan Biessels and Despa,
2018; Xue et al.,, 2019; Srikanth et al., 2020). Malgrat que existeixen farmacs pel
tractament de la DT2 i 'obesitat, cap d’ells representa una cura real de la malaltia i tots
presenten efectes secundaris. A més, cap dels tractaments actuals tenen algun efecte
sobre el deteriorament cognitiu associat a aquestes malalties. Aixd provoca que a dia
d’avui, els déficits cognitius que puguin patir els pacients diabétics i/o obesos no es
puguin ni prevenir ni curar (Gaspar et al., 2015; Kellar and Craft, 2020). Per tant, en el
context actual, és necessari la creacio de noves estrategies terapeutiques que puguin

curar tant la diabetis, 'obesitat com el deteriorament cognitiu associat.

El FGF21 és un molt bon candidat pel tractament d’aquestes malalties
metaboliques i les seves complicacions i per agquest motiu actualment existeixen
diversos assajos clinics amb farmacs mimetics de FGF21 (Geng et al., 2020). A més,
estudis previs del nostre laboratori han demostrat I'eficacia de la terapia génica basada
en aquest factor pel tractament de la DT2 i I'obesitat (Jimenez et al., 2018). Actualment,
no es coneixen tots els mecanismes mitjancant els quals aquest factor de creixement és
capac de dur a terme tots els seus efectes terapéutics pero, en la ultima década, s’ha
demostrat que una gran majoria de les seves accions a nivell metabolic es regulen a
partir de la seva senyalitzacié a nivell central (Sarruf et al., 2010; Owen et al., 2014;
Singhal et al., 2016; Lan et al., 2017). Més rellevants han estat els descobriments de
que el FGF21 podria ser un bon candidat pel tractament de problemes
neurodegeneratius (Sa-nguanmoo et al., 2016a; Chen et al., 2019; Fang et al., 2020).
Per tant, el principal objectiu d’aquesta tesi doctoral va ser el desenvolupament d’'una
terapia génica pel tractament de l'obesitat i la DT2 i els seus problemes cognitius
associats basada en 'administracié d’'un vector AAV codificant pel factor de creixement
FGF21 administrat directament al liquid cefalorraquidi, a través de la cisterna magna,

per tal de transduir el SNC.

Per tal de sobreexpressar el FGF21 Unicament al SNC es van explorar les
capacitats de transduccio del vector AAV1 administrat intra-CSF. A diferéncia d’altres
vectors de terapia génica, els AAV no estan associats a cap patologia en humans i a

més presenten una molt baixa immunogenicitat i un excel-lent perfil de seguretat (Li and
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Samulski, 2020). L’eficacia de la terapia genica del SNC utilitzant aquests vectors s’esta
utilitzant per tractar nombroses malalties com la malaltia de Parkinson (Eberling et al.,
2008; Mittermeyer et al., 2011), la deficiencia de AADC (Hwu et al., 2012), la malaltia de
Baten (Katz et al., 2015) i I'atrofia muscular espinal (Mendell et al., 2017), entre d’altres.
Especificament el vector AAV1 és un dels molts serotips que té la capacitat de transduir
el SNC (Aschauer et al., 2013; Watakabe et al., 2015). Ara bé, l'eficiencia de la
transducci6 dels vectors varia molt segons quina sigui la via d’administracioé (Castle et
al., 2016). Una de les vies d’administracié utilitzades per I'enginyeria genética del SNC
es basa en l'alliberament dels AAVs en el liquid cefalorraquidi, sobretot quan es vol
garantir una distribucié del vector per varies zones de I'encéfal i de la medul-la espinal.
A més en el nostre laboratori s’ha demostrat que I'administracié de vectors AAV9
utilitzant aquesta ruta d’administracié és eficient i segura (Haurigot et al., 2013; Ribera
et al., 2015; Motas et al., 2016; Roca et al., 2017; Wang et al., 2019). Malgrat I'amplia
utilitzacié del AAV1 per la transferencia génica en el SNC, 'administracié d’aquest vector

via intra-CSF utilitzant la cisterna magna no ha estat del tot caracteritzada.

Els resultats obtinguts després de I'administracio intra-CSF del vector AAV1,
mitjangant la injeccio directa a la cisterna magna, van permetre demostrar que aquesta
estratégia permetia una transduccié eficient i amplia del SNC, ja que el vector es va
distribuir per diferents regions de I'encéfal i de la medul-la espinal. Tenint en compte que
en l'obesitat i la DT2 es poden trobar alteracions a multiples regions del SNC (Biessels
and Reijmer, 2014; Moran et al., 2017), aquesta ruta d’administracié podria esdevenir

molt adient.

L’estudi de biodistribucié va demostrar clarament que 'AAV1 administrat intra-
CSF tenia una eficacia molt baixa per transduir els altres teixits fora del SNC. En concret,
utilitzant aquesta via d’administracio i dosis inferiors a 5-10%° vg/animal s’aconseguia
una transducci6 local del SNC. La incapacitat del vector AAV1 per travessar els endotelis
(Wang et al., 2011) podria explicar també la baixa efectivitat d’aquest vector per arribar
a la circulacio, i una vegada a la sang transduir els teixits periférics (Hironaka et al.,
2015; Albright et al., 2018)

En ratolins obesos I'administracio intra-CSF d’AAV1-FGF21 a les dosis 5-10° i
1-10%° vg/animal va mediar la sobreexpressio i I'augment del contingut de FGF21
unicament en diferents regions de I'encéfal, sense augmentar-ne els nivells en
circulacid. Diferents estudis sobre el transport del FGF21 a través de la BHE indiquen
que, en rosegadors, el flux d’aquesta proteina és basicament unidireccional, des de la

periferia cap a I'encéfal (Hsuchou et al., 2007) i només dosis superiors a 0.4 pg/dia de
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FGF21 administrat intracerebroventricular permeten que la hormona es pugui detectar
a la sang. Aquests fets demostren que el FGF21 presenta una molt baixa eficiéncia per
arribar a la sang des del liquid cefalorraquidi i per tant podrien explicar com les dosis
administrades en aquest treball produeixen un augment del contingut de FGF21 en el

liquid cefalorraquidi perd no en circulacio.

Els ratolins amb obesitat induida per dieta alta en lipids utilitzats en aquesta tesis
doctoral s6n un dels models que reprodueix amb més similitud la fisiopatologia de
pacients humans obesos i per tant, sén adequats per testar I'eficacia de la terapia génica
proposada (Nilsson et al., 2012; Kleinert et al., 2018). L’augment del FGF21
especifiament en el SNC en ratolins obesos va provocar una reducci6 del pes corporal.
Aquesta reduccié del pes es va produir molt rapidament, perd de seguida es va
estabilitzar, i en cap cas el pes dels animals va assolir nivells per sota el pes corporal
observat en linici de I'estudi. A més, l'estudi realitzat a llarg termini utilitzant només
animals sans no obesos també va corroborar que les dosis administrades no induien
cap baixada en el pes per sota dels nivells inicials i per tant, van demostrar la seguretat
de I'aproximacio a llarg termini. La disminucié en el pes induida per I'accio del FGF21
ja ha estat descrita nombroses vegades, en ratolins transgénics que sobreexpressen
FGF21 en el fetge (Kharitonenkov et al., 2005; Inagaki et al., 2007), o també en animals
tractats amb la proteina nativa o amb analegs de FGF21 (Kharitonenkov et al., 2005;
Coskun et al., 2008; Berglund et al., 2009; Xu et al., 2009a; Adams et al., 2012; Hecht
et al., 2012; Emanuelli et al.,, 2014; Stanislaus et al., 2017b; Jimenez et al., 2018;
Kaufman et al., 2020). A més, també s’ha observat en models animals més grans com
primats no humans i porcs (Kharitonenkov et al., 2007; Foltz et al., 2012; Adams et al.,
2013b; Smith et al., 2013; Talukdar et al., 2016b; Christoffersen et al., 2019). Ara bé,
tots aquests tractaments es caracteritzaven per un augment dels nivells circulants de
I’'hormona o de l'analeg. Per tant, era molt dificil diferenciar quines funcions realitzava el
FGF21 de forma directa en els teixits periférics i quines estaven regulades per la seva

accio en el SNC.

La reducci6é del pes corporal va estar lligada amb la reduccié del pes dels
diferents teixits amb capacitat d’'emmagatzemar greix, com els diferents diposits
adiposos o el fetge. L’estudi d’un dels principals diposits adiposos, 'eWAT, va demostrar
que el tractament intra-CSF amb AAV1-FGF21 revertia la hipertrofia dels adipocits i els
nivells d’inflamacié d’aquest teixit. Com a resultat de la millora de 'homeostasi del teixit

adipds, els nivells sérics de I'adiponectina i la leptina es van normalitzar.
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Una de les accions directes més descrites del FGF21 al teixit adipds és 'augment
de I'expressio de I'adiponectina mitjangant 'activacié de PPARy (Holland et al., 2013;
Lin et al.,, 2013). A més, aquesta funcié del FGF21 estaria molt conservada entre
espécies i per tant, s’ha convertit en un dels indicadors de I'eficacia dels tractaments en
humans (Geng et al.,, 2020). No obstant, en el tractament descrit en aquest treball,
'augment de I'expressio de I'adiponectina no podia venir regulat per I'accié directa de

FGF21 i per tant, només es pot explicar per la millora de 'homeodstasi del teixit adipoés.

La pérdua de pes, i per tant també la millora de ’homeodstasi dels teixits adiposos,
és el resultat d’un balang energétic negatiu entre el consum i la despesa energetica. Els
resultats obtinguts en aquesta tesi van indicar que la disminucié del pes corporal dels
ratolins obesos injectats amb les dues dosis terapeutiques de AAV1-FGF21 no es
produia per canvis en la ingesta sin6 venia regulada basicament per un increment en la
despesa energética deguda a augment de I'activitat locomotora i a un augment de la
termogénesi no associada a tremolor. Aquesta termogénesis no associada a tremolor

es va produir per un augment tant de I'activacié del BAT com del browning del WAT.

En els humans adults, tot i que s’ha detectat la preséncia de teixit adipds marro,
la quantitat d’aquest no é€s molt gran, ja que va degenerant des del naixement, per tant,
la capacitat termogénica és molt residual (Cannon et al., 2020). D’aquesta manera, la
induccio del browning observada en el tractament amb AAV1-FGF21 administrat intra-
CSF permetria un augment de la despesa energeética independentment del teixit adipds
marré, augmentant aixi les probabilitats de que aquesta estratégia terapéutica pogues

produir una reduccié de pes en humans.

En I'experiment portat a terme a llarg termini amb animals sans en dieta chow,
va mostrar com els animals injectats amb les mateixes dosis que en I'experiment amb
HFD, la despesa energetica també estava augmentada pero el balang energétic negatiu
en aquest cas també podia estar relacionat amb la disminucié en la ingesta. Molts dels
articles publicats avui en dia relacionen la baixada de pes induida per FGF21 amb un
augment de la despesa energetica perd habitualment no relacionat amb una disminuci6
de la ingesta, tal i com succeeix en I'experiment amb animals obesos (Coskun et al.,
2008; Jimenez et al., 2018). Ara bé, 'augment i la disminucié de la ingesta, respecte els
animals controls respectius, observats en els diferents experiment d’aquest estudi
podrien venir explicats pel context diferent en el que es trobaven els animals, ja que uns
estaven alimentats amb dieta chow i els altres amb HFD i s’ha demostrat que el
mecanisme mitjancant el qual FGF21 modula 'homeostasi energética varia segons el

context i fins i tot segons I'espécie (Flippo and Potthoff, 2021).
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La reducci6 de la quantitat de greix del teixit adipés va anar acompanyada d’'una
reduccié de I'esteatosi hepatica. En els animals obesos controls alimentats durant 14
mesos amb HFD, aquesta acumulacié de greix va comportar el desenvolupament d’'un
procés inflamatori acompanyat per un procés fibrotic i de dany hepatic que el tractament
va ser capac de revertir. En persones obeses, el fetge gras pot acabar desencadenant
en una esteatohepatitis no alcohodlica (NASH), que a més també esta molt lligada amb
la resisténcia a la insulina en el fetge (Birkenfeld and Shulman, 2014), i a la llarga
'evolucié natural d’aquesta patologia deriva en la formacié de cirrosis hepatica i
I'aparicié d’hepatocarcinomes (Bertot and Adams, 2016). Actualment, aquesta condicio
patologica no disposa d’'un tractament efica¢ aprovat. Els tractaments amb la proteina
nativa o amb analegs del FGF21 han demostrat tant a nivell preclinic, com en alguns
assajos clinics que son capacos de reduir el contingut de lipids en el fetge i
probablement esdevenir un tractament efectiu pel NASH (Coskun et al., 2008; Xu et al.,
2009a; Fisher et al., 2014; Lee et al.,, 2016; Jimenez et al., 2018; Talukdar and
Kharitonenkov, 2021). En aquest sentit, el FGF21 també ha demostrat la seva capacitat
per reduir la incidéncia d’hepatocarcinomes (Huang et al., 2006). Els resultats de la
terapia basada en I'administracio intra-CSF de 'AAV1-FGF21 també han demostrat

reduir el greix hepatic, els marcadors fibrotics i prevenir la formacié d’hepatocarcinomes.

Aquesta millora tant en el teixit adipds com en el fetge dels animals tractats amb
AAV1-FGF21 pot explicar, en part, la reversio de la resisténcia a la insulina induida per
la HFD. Els animals tractats van normalitzar la glicémia i la insulinémia i van presentar
una major tolerancia a la glucosa. La millora en la resistencia a la insulina també va estar
relacionada amb una millora de la hiperplasia dels illots pancreatics. Les accions
beneficioses del FGF21 sobre el metabolisme de la glucosa ja s’han descrit préviament
(Kharitonenkov et al., 2007; Coskun et al., 2008; Berglund et al., 2009; Xu et al., 2009b,
2009a; Adams et al., 2012, 2013b; Foltz et al., 2012; Hecht et al., 2012; Smith et al.,
2013; Emanuelli et al., 2014; Stanislaus et al., 2017b; Christoffersen et al., 2019). No
obstant, de la mateixa manera que en la sobreexpressié de I'adiponectina, esta descrit
que I'accié directa de FGF21 augmenta la sensibilitat a la insulina (Holland et al., 2013;
Owen et al., 2014; Lan et al., 2017), per tant, en el nostre cas, tampoc podem atribuir
aquesta millora a l'accié directa que fa FGF21 sobre els teixits periférics, sind a
consequencia del control central d’aquests teixits periférics per part del factor de

creixement.

Els animals tractats intra-CSF no presentaven un augment dels nivells circulants
del FGF21. Utilitzant com a controls positius uns animals tractats intramuscularment

amb AAV1-FGF21 que si que presentaven uns nivells de FGF21 circulants elevats
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(Jimenez et al., 2013) es va poder demostrar que en els nostres animals tractats no
existia una senyalitzacio directa de FGF21 en els diferents dipdsits adiposos i per tant,
la induccié de la termogénesi i del browning només podia venir regulada a nivell central.
Com a resultat de la preséncia de FGF21 en I'hipotalem es va observar un augment de
I'activacié de la via PI3K-PDK1-AKT, i un augment en I'expressio de CRH (Corticotropin
releasing hormone), tal i com esta descrit a la literatura (Owen et al., 2014). La CRH pot
regular 'homeostasi energética de l'organisme, ja que produeix un augment del to
simpatic en el BAT i en el WAT, que pot induir la termogénesi i el browning,
respectivament, augmentant aixi la despesa energética. A part d’aquestes accions sobre
el SNC, el CRH també intervé en I'eix hormonal hipotalamic-hipofisari-adrenal induint
I'alliberament d’ACTH (Adrenocortinotropic hormone) per part de la hipofisi, i aquesta
permet l'alliberament de glucocorticoides de la glandula adrenal. Els resultats presentats
demostren que 11 mesos després de l'administracid del vector AAV1-FGF21, els
animals tractats no presentaven uns nivells de corticosterona sérica mes elevats que els
animals controls. Per tant, malgrat que esta descrit que I'accié a curt termini de FGF21
en I'hipotalem activa I'eix hipotalem-hipofisari-adrenal, aquesta accié no es manté quan
'exposicié a FGF21 és cronica, perd en canvi si que es manté I'accio sobre el sistema

nerviés simpatic (Bookout et al., 2013; Liang et al., 2014b; Owen et al., 2014).

A part de totes les millores metaboliques, el tractament intra-CSF amb AAV1-
FGF21 també va ser eficag per prevenir els déficits cognitius associats al consum d’una
dieta hipercalorica. L’analisi de les proves de comportament van mostrar que la
sobreexpressio del FGF21 millorava I'ansietat, la memoria i I'aprenentatge dels animals

tractats.

El control d’aquests parametres cognitius esta regulat per diferents arees de
'enceéfal, perd una de les que té un paper més important és I'hipocamp. El tractament
amb AAV1-FGF21 va provocar tant un augment de la sobreexpressié com del contingut
de FGF21 en aquesta regio de I'encéfal. De manera similar al que es va observar en
I'hipotalem, en I’hipocamp també es va detectar una activacio de la via PI3K-PDK1-AKT.
S’ha de tenir en compte que igual que el FGF21, la insulina també té la capacitat
d’activar aquesta mateixa via. Els processos neurodegeneratius associats a la diabetis
i 'obesitat també es troben associats a una pérdua de la sensibilitat a la insulina per part
de les cél-lules del SNC (Kullmann et al., 2016). Per tant, 'augment de l'activacio
d’aquesta via de senyalitzacio observada en els animals tractats podria venir deguda
tant per una senyalitzacio directa de FGF21, com per una millora de la sensibilitat a la

insulina en aquest teixit produida per FGF21.
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(Eijkelenboom & Burgering, 2013)Un dels factors de transcripcio regulats per AKT
€s FOXO1, que és capa¢ de regular una gran quantitat de gens que es troben implicats
en processos cel-lulars necessaris per produir una resposta a un estrés, com el provocat
pel consum continu de HFD. Aquest factor de transcripcio és inactivat quan és fosforilat
per AKT, ja que indueix la seva sortida del nucli (Eijkelenboom & Burgering, 2013). Els
animals obesos van presentar un augment de I'expressio i del contingut de FOXO1 i una
disminucié de la seva fosforilacid/inactivacié en el hipocamp. Per contra, el tractament
amb AAV1-FGF21 va ser capac¢ de revertir aquesta situacié, disminuint la seva
expressio i augmentant-ne la inactivacid. Per tant la inactivacio de FOXO1 suposaria la
inactivacié d’algunes de les vies que regula, com l'apoptosi o la inhibici6 del cicle
cel-lular i d’aquesta manera es podrien explicar alguns dels canvis en el comportament

dels animals.

La millora del comportament també pot venir donada per la disminucié de
I'astrogliosi en I'hipocamp observada en els animals tractats. No es pot descartar que
la millora metabdlica i inflamatoria de tot I'organisme estigués implicada en aquesta
reduccié de la neuroinflamacié. No obstant, els descobriments recents sobre de la
capacitat del FGF21 per millorar la neuroinflamacié fan pensar que la millora de
I'astrogliosi va venir regulada per 'acci6 directa del FGF21 en I'hipocamp (Kang et al.,
2020b; Wang et al., 2020b; Rihlmann et al., 2021).

L’augment del contingut de la forma madura de BDNF en 'hipocamp també podia
explicar la millora en el comportament dels animals tractats amb AAV1-FGF21. Aquest
factor neurotrofic s’ha demostrat que pot augmentar la plasticitat sinaptica i que té
propietats neuroprotectores, i per tant, es relaciona directament amb la millora de les
capacitats cognitives (Kowianski et al., 2017). A més, ja existeixen publicacions que
descriuen la capacitat del FGF21 per produir augments d’aquesta neurotrofina (Kang et
al., 2020b).

A part de I'eficacia terapéutica demostrada en els animals obesos, el tractament
d’animals sans també va demostrar que la sobreexpressié de FGF21 en el SNC permet
induir un envelliment més saludable. Els resultats demostren que el tractament és capag
de prevenir tant 'augment del pes, com la pérdua de la sensibilitat a la insulina associada
amb I'edat. La capacitat de FGF21 per regular un millor envelliment ja ha estat descrit a

nivell preclinic (Yan et al., 2021).

El potencial terapéutic del FGF21 contra I'obesitat, la resisténcia a la insulina, el
NASH i altres malalties metabdliques ha provocat que la indastria farmaceutica generi

analegs de FGF21 o agonistes dels seus receptors (Hecht et al., 2012; Adams et al.,
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2013b; Camacho et al., 2013; Smith et al., 2013; Zhao et al., 2019). Pero aquest farmacs
presenten certs inconvenients que la terapia genica és capac de solucionar. Per una
banda, tant els analegs com els agonistes de FGF21 necessiten la readministracié
periodica en canvi, una sola administracié6 de FGF21 amb la terapia génica permet
mantenir uns nivells de FGF21 elevats i estables durant el temps. Per altra banda, els
analegs estan formats a partir de modificacions de la proteina nativa i els agonistes a
partir d’anticossos, en canvi, amb la terapia génica se sobreexpressa directament la
proteina enddgena. Tots aquests farmacs sintétics han demostrat la seva capacitat per
activar algunes de les vies de senyalitzacié de la proteina nativa FGF21, ara bé, aquests
farmacs mai reproduiran exactament la resposta cel-lular que produeix la proteina nativa
i a part poden estar activant altres vies de senyalitzacio i com a consequéncia podrien
generar efectes secundaris no desitjats (Geng et al., 2020). A més, la utilitzacié de la
proteina nativa evita també els problemes d’immunogenicitat, ja que el sistema
immunitari la reconeix com una proteina enddgena, en canvi, s’ha descrit que alguns
analegs de FGF21 generen respostes immunitaries (Adams et al., 2013b; Gaich et al.,
2013; Kim et al., 2017; Stanislaus et al., 2017hb).

En el nostre laboratori ja s’ha desenvolupat una terapia génica amb FGF21 en el
que els organs diana eren el fetge, el muscul o el teixit adipds. L'enginyeria genética
d’aquests teixits va comportar un augment dels nivells circulants de FGF21 que va ser
capagc de revertir eficientment I'obesitat i la resisténcia a la insulina en ratolins alimentats
amb una dieta alta en lipids i en ratolins ob/ob (Jimenez et al., 2018). Respecte a aquesta
estratégia terapéutica, I'administracié intra-CSF de vectors AAV1-FGF21 comporta certs
avantatges, el més important dels quals és la baixa dosi de vector requerida per obtenir
els efectes terapéeutics (Penaud-Budloo et al., 2018). A més, el fet de que el SNC sigui
una zona immunoprovilegiada sumat les baixes dosis requerides redueix la probabilitat
d’'una resposta immunoldgica contra la capsida (Forrester et al., 2018; Ronzitti et al.,
2020). També, a diferéncia dels diferents tractaments periferics, el tractament intra-CSF
amb AAV1-FGF21 va ser capag d’induir el browning del WAT en animals alimentats amb
HFD, augmentant per tant les probabilitats d’eficacia del tractament en humans (Jimenez
et al., 2018).

En conclusio, en aquesta estudi s’ha demostrat que I'enginyeria genética del SNC
mitjancant vectors AAV codificant per FGF21 és una terapia segura i eficac pel
tractament de l'obesitat i la resisténcia a la insulina i que els beneficis terapéutics
obtinguts es regulen per I'accié del FGF21 unicament en el SNC. Tot i que els resultats
presentats estaven d’acord amb les evidéncies que demostren que I'acci6 del FGF21 en

el SNC és imprescindible per poder regular algunes de les seves funcions metabdliques
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(Sarruf et al., 2010; Owen et al., 2014; Douris et al., 2015; Bondurant et al., 2017; Lan
et al., 2017) aquest és I'inic estudi que avalua I'exposicié cronica del FGF21 especifica
al SNC. Elsresultats exposats també demostren que el tractament és capac de prevenir
els déficits cognitius associats al consum d’'una dieta HFD. D’aquesta manera
representa una estratégia terapeutica que ha demostrat la seva eficacia per la prevencio

dels déficits cognitius associats aguestes malalties.

Els resultats obtinguts poden construir la base per la translacio clinica d’aquesta
aproximacié de terapia génica pel tractament de I'obesitat i la DT2 en un futur i obra la
porta a una possible utilitzacié d’aquesta aproximacio terapéutica pel tractament d’altres

malalties neurodegeneratives.
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10.

Conclusions

L’administracié de vectors AAV1 intra-CSF, a través de la cisterna magna,
permetia transduir eficientment diferents regions del SNC i presentava una molt

baixa eficiéncia per transduir els teixits periférics.

L’administraci6 intra-CSF del vector AAV1-FGF21 va permetre 'augment especific
de I'expressio de FGF21 i del contingut proteic de I'hormona en I'encéfal, sense

augmentarne els nivells circulants.

L’increment del FGF21 especific al SNC en ratolins C57BL/6 sans era segura i va

prevenir el guany de pes i la resisténcia a la inulina associats amb I'edat.

En ratolins C57BL/6 alimentats amb una dieta alta en lipids I'administracié de
'AAV1-FGF21 va reduir el pes, la hipertrofia i la inflamacié dels teixits adiposos

en ratolins alimentats amb la HFD.

El tractament amb AAV1-FGF21 va permetre revertir 'esteatosi, la inflamacio i la
fibrosi hepatica produida per la dieta HFD. A més, també va prevenir la formacio

d’hepatocarcinomes.

Els animals tractats amb AA1-FGF21 van experimentar un augment de la despesa
energética, mitjangant un augment de lactivitat locomotora i també per un
augment de la termogénesi no associada a tremolor com a resultat de I'activacio
del BAT i el browning del iWAT.

L’augment de la termogénesi no associada a tremolor estava regulada per l'acci6
central del FGF21 ja que incrementava I'expressio de CRH en I'hipotalem, i induia
per tant I'activitat del sistema nervidés simpatic, sense incrementar els nivells de

corticosterona.

L’administracié del vector AAV1-FGF21 va permetre millorar el metabolisme de la
glucosa associada als animals obesos, ja que va augmentar la sensibilitat a la

insulina i la tolerancia a la glucosa.

El tractament amb AAV1-FGF21 va prevenir el desenvolupament dels déficits
cognitius associats a I'obesitat gracies, en part, a la millora de les alteracions de

I'hipocamp produides per la dieta alta en lipids.

En resum, aquest resultats demostren I'eficacia terapéutica de 'lFGF21 administrat
intra-CSF per revertir 'obesitat, la resisténcia a la insulina i els déficits cognitius

associats.
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1. MATERIALS
1.1. Animals

En els estudis d’aquesta tesi doctoral s’han utilitzat ratolins mascle consanguinis
de la soca C57BL/6JOlaHsd de 8 setmanes d’edat. Els animals es van estabular en una
instal-lacié lliure de patogens (SER-CBATEG, UAB) i es van mantenir en unes
condicions de temperatura (22°C + 2), llum (cicles de llum-foscor de 12 h) i humitat
controlades i s’alimentaven ad libitum amb una dieta estandard (chow) (2018S Teklad
Global Diets, Envigo) o una dieta alta en lipids (HFD) (TD.88137 Teklad Diets, Envigo).

Abans de la presa de les mostres, els animals es van anestesiar amb anestésia
inhalatoria (Isoflorano, IsoFlo®, Abbott Animal Health) i es van eutanasiar per
decapitacié. Les mostres de teixits i sang es van obtenir al mati i immediatament es van
conservar en formaldehid al 4% (Panreac) o congelades en N liquid per posteriorment
emmagatzemar a -80°C. Les mostres de sang es van centrifugar a 10000 g, a 4°C
durant 10 min i el sérum obtingut es va mantenir a -80 °C fins a la determinacié dels
parametres circulants. Tots els procediments experimentals van ser aprovats pel comité

d’Etica i Experimentacié Animal i Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona.

1.2. Soques bacterianes

Per generar els constructes de DNA plasmidic es van utilitzar les soques d’E.coli
XL2-Blue (Agilent Technologies), Stbl3 i Dhba (Thermo Fisher Scientific). Tots els
plasmidis contenien un gen de resisténcia a la kanamicina o a 'ampicil-lina per la seva
seleccié en cultius bacterians, motiu pel qual aquests cultius es van fer créixer en medi
LB (Conda) amb 30 pg/ml de kanamicina o 50 ug/ml d’ampicil-lina. Quan les condicions
experimentals feien necessari el creixement dels cultius en medi solid, s’hi va afegir un
2 % d’'agar.

1.3. Anticossos

Els anticossos enumerats a les taules 5 i 6 es van utilitzar per realitzar les

immunohistoquimiques i els Western-Blot, respectivament.

111



Materials i Metodes

Taula 5. Llista d’anticossos utilitzats a les immunohistoquimiques

Immunohistoquimica

Hoste Proveidor Referéncia Dilucié

Anticossos Primaris

Anti-Mac2 Rata Cerdelane CL8942AP 1/50
Anti-Insulina Cobaia Invitrogen PA1-26938 1/50
Anti-GFAP Conill Dako 70334 1/1000
Anti-GFP Cabra Abcam ab6673 1/300

Anticossos Secundaris

Anti-Conill IgG biotinliated Cabra ThermoFisher 31820 1/300
Anti-Rata 1gG biotinilated Conill Dako E0467 1/300
Anti-Cobaia IgG biotinilated Cabra Abcam ah6907 1/300
Anti-Cabra 488 Ruc Invitrogen A11055 1/100

Taula 6. Llista d’anticossos utilitzats a als Western-Blot

Western blot

Hoste Proveidor Referencia Dilucio
Anticossos Primaris
Anti-Akt (Ser473) Conill Cell Signaling 9271 1/1000
Anti-Akt Conill Cell Signaling 9272 1/1000
Anti-PDK1 (Ser241) Conill Cell Signaling 3488 1/1000
Anti-PDK1 Conill Cell Signaling 5662 1/1000
Anti-Foxol (Ser256) Conill Cell Signaling 9461 1/1000
Anti-Foxol (L27) Conill Cell Signaling 9454 1/1000
Anti-UCP1 Conill Abcam ab10983 1/1000
Anti-BDNF Conill Abcam ab108319 1/5000
Anti-GFAP Conill Dako D0334 1/12000
Anti-aTubulina Conill Abcam ab4074 1/1000
Anti-GAPDH Cabra Abcam ab9483 1/1000
Anticossos Secundaris
Anti-Conill IgG HRP Conjugate Porc Dako P0217 1/20000
Anti-Cabra IgG HRP Conjugate Conill Dako P0449 1/20000

1.4. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats per la produccié dels vectors virals AAV s’indiquen a la

Taula 7.
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Taula 7. Llista de plasmidis

Plasmidi Promotor Gen d’interés  Senyal de poliadenilacié
pAAV-CAG-omFGF21 CAG omFGF21 B-globina de conill
pAAV-CAG-Null CAG - B-globina de conill
pAAV-CAG-GFP-WPRE CAG GFP SVv40

om: seqiiencia murina optimitzada; CAG: CMV early enhancer/chicken -actin promoter

El CAG és un promotor hibrid sintetic format per I'enhancer del CMV i el primer
intrd i primer exo del gen de la B-actina de pollastre. Com a resultat s’aconsegueix un
promotor que dona una expressié forta i ubiqua. La sequéncia del gen d’interés Fgf21
murina es va optimitzar per tal d’'obtenir una major transcripcio, estabilitat del mMRNA i
millor traduccié. Per I'optimitzacio es van utilitzar algoritmes comercials que tenen en
compte diversos parametres, com I'is de codo, el contingut de CG, possibles estructures
secundaries, etc. El plasmidi generat també conté les sequéncies ITR imprescindibles

per I'encapsidacio dels vectors AAV.

Las estratégies utilitzades en la generacio dels plasmidis es resumeixen a la
Taula 8.

Taula 8. Estratégies per a I’obtencio dels plasmidis d’interés.

Nom Estratégia de clonatge Origen

pAAV-CAG-omFGF21 Vector pAAV-CAG-FGF21-dmirT digerit amb CBATEG
Notl i Pacl i relligat

pAAV-CAG-Null Vector CBATEG CBATEG

pAAV-CAG-GFP-WPRE Vector CBATEG CBATEG

om: seqglieéncia murina optimitzada; CAG: CMV early enhancer/chicken 3-actin promoter;

dmiRT: sequéncia diana pels microRNAs 122ai 1

1.5. Reactius i materials

Els reactius de biologia molecular i els materials utilitzats pel desenvolupament
d’aquesta tesi s’han obtingut dels seglents fabricants: Abcam (Cambridge, Regne Unit),
DakoCytomation (Glostrup, Dinamarca) Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA), Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), Panreac (Barcelona, Espanya), Promega Corporation
(Madison, WI, EUA), Qiagen (Gilden, Alemanya), Swant (Marly, Suissa), New England
Biolabs (ipswich, MA, EUA), Roche (Basilea, Suissa), Fermentas (St. Leon-Rot,
Alemanya), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA), Stratagene-Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, EUA), Merck (Darmstadt, Alemanya), Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA), Lucigen (Middleton, WI, EUA), Bio-Rad Laboratories (Hercules,
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CA, EUA), Vector Laboratories Ltd (Burlingame, CA, EUA), Electron Microscopy Science
(Hatfield, PA, EUA), Millipore (Burlington, MA, EUA), Epicentre Biotechnologies Ecogen
(Barcelona, Espanya), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA), Cedarlane
(Burlington, ON, Canada), Novus Biologicals (Littleton, CO, EUA), INtRON
Biotechnology (Sangdaewon, Corea del Sud), Greiner Bio-One (Kremsmdunster,
Austria), Hamilton Company (Reno, NV, EUA), Philips (Amsterdam, Paissos Baixos),
Carbosynth (Thal, Suissa), Horiba (Kyoto, Japd) Sonics & Materials INC (Newton, CT,
EUA), Applied Biosystems (Waltham, MA, EUA), Prozess & Labortechnik GmbH & Co.
(Mullheim, Alemanya), Sarstedt (NUmbrecht, Alemanya) BD (Franklin Lakes, NJ, EUA),
Bayer (Leverkusen, Alemanya), Crystal Chem (Elk Grove Vilage, IL, EUA), R&D
Systems (Minneapolis, MN, EUA), Nikon Instruments (Minato, Jap0), Leica Biosystems
(Wetzlar, Alemanya), Abbott Animal Health (Chicago, IL, EUA), Prozess & Labortechnik
GmbH & Co. KG (Mullheim, Alemanya)
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2. METODES
2.1. Técniques basiques de DNA
2.1.1. Preparaci6 de DNA plasmidic

Per I'obtencié de petites quantitats de DNA plasmidic (2-3 pg) es van realitzar
minipreparacions (minipreps) seguint el protocol basat en una lisi alcalina (Bimboim and
Doly, 1979). Per aix0 s’utilitzen bacteris amb que han estat transformats amb DNA
plasmidic i han crescut en 1.5 mL de medi de cultiu (LB amb ampicil-lina). En primer lloc
es degrada la paret bacteriana per accio de I'enzim lisozim, per posteriorment realitzar
una lisi alcalina i d'una precipitacié selectiva del DNA gendmic i proteines
desnaturalitzades amb una solucié d’acetat de potassi a pH acid. Durant I'obtencié de el

DNA, el RNA bacteria es degrada mitjancant I'addicié de 'enzim RNAsa.

D’altra banda, per l'obtencié de grans quantitats de DNA plasmidic es van
realitzar maxipreparacions (maxipreps) que permeten obtenir com a maxim 1 mg, o
megapreparacions (megapreps) que permeten obtenir un maxim de 2,5 mg a partir de
200 o 500 mL de medi de cultiu, respectivament. Igual que en les minipreps, el métode
esta basat en una lisi alcalina, pero en aquest cas, la purificacié de DNA es fa mitjangant
la utilitzaci6 del kit Pure YieldTM Plamid MaxiPrep System (Promega Corporation) per
les maxipreps i el kit EndoFree Plasmid Mega Kit (QIAGEN) per les megapreps.

2.1.2. Digesti6 de DNA plasmidic amb enzims de restriccid

Cadascun dels enzims de restriccid utilitzats necessita unes condicions de
reaccio especifiques pel que fa al pH, la forga ionica, el temps i la temperatura. Per
aguest motiu, en cada cas es van seguir les instruccions dels proveidors (New England,
Biolabs, Roche o Fermentas). En termes generals, per cada pug de DNA es va utilitzar 1
unitat d’enzim durant 1 hora a la temperatura optima de cada enzim. En el cas que fos
necessaria la utilitzacié de dos enzims de restriccid, si aquests actuaven eficientment
amb el mateix tampoé i temperatura, les dues digestions es van dur a terme
simultaniament. En canvi, si els dos enzims tenien requeriments diferents, primer es
realitzava una digestié i abans de la segona es purificava 'DNA mitjancant el kit
comercial GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas) per tal d’eliminar les sals, els

enzims i altres restes de la reaccio.
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2.1.3. Generacio6 d’extrems roms

Quan el clonatge dels constructes requeria la lligacié d’extrems roms, es van
tractar els fragments de DNA amb extrems cohesius amb el fragment Klenow de la DNA
polimerasa 1 (DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment, Fermentas) seguint el
protocol del fabricant. El fragment Klenow, en preséncia de dNTPs, presenta activitat
polimerasa 5> 3’ permetent aixi que empleni els extrems protuberants 5’, en canvi, en
abséncia de dNTPs, presenta activitat exonucleasa 3'->5’, permetent aixi que elimini els

extrems protuberants 3’ i per tant la generacié dels extrems roms.
2.1.4. Desfosforilacié dels fragments de DNA

Per evitar la relligacié del DNA plasmidic després de la seva digestio s’eliminen
els residus fosfat dels extrems 5. Per aixd es va utilitzar 1 unitat de fosfatasa alcalina
per cada 1-5 pg de DNA i es van seguir les especificacions del kit FastAP™
Thermosensitives Alkalina Phosphatase (Fermentas).

2.1.5. Construcci6 de les molécules hibrides: lligacio

Per tal de construir molécules hibrides de DNA a partir de diferents fragments,
s’utilitza un procediment conegut com a lligacié. Aquesta es pot dur a terme gracies a
I'accio de I'enzim lligasa, especificament es va utilitzar la T4 DNA ligase (New England
Biolabs). Per la lligacio, els fragments de DNA d’interés es van barrejar amb diferents
ratios molars de vector:insert (hormalment 1:5, 1:10 i 1:20). La reacci6 de lligacio es va

dur a terme seguint el protocol establert pel fabricant.
2.1.6. Transformacio6 de les cél-lules competents

Depenent de cada situacié, els productes de lligacié es van transformar en
cél-lules competents E. Coli de la soca XL2blue (electrocompetents), Dh5a o Stbl3

(quimiocompetents).

Per introduir 'DNA a l'interior de les cél-lules electrocompetents XL2blue es va
utilitzar el procés de transformacié eléctrica o electroporaci6. Es van utilitzar 40 pl de
bacteris XL2blue (2x10%° cél-lules/mL) préviament descongelats en gel als quals s’hi va
afegir 1 pL (aproximadament 10 ng) de la reaccio de lligacié de 'DNA o de 'DNA control.
La barreja es va incubar en gel durant 5 minuts i després es van electroporar els bacteris
a 2500 V mitjancant un electroporador (Bio-Rad). A continuacié es van afegir 200 pL de
medi LB pre-escalfat a 37°C, es van sembrar en plaques de LB amb lantibidtic

corresponent i es van incubar a 37°C durant tota la nit.
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Per introduir 'DNA a l'interior de les cél-lules quimiocompetents Dh5a i Stbl3 es
va utilitzar un procés de xoc termic. Es van barrejar les cél-lules i el producte de lligacié
amb les mateixes condicions descrites préviament. Posteriorment, es va deixar la
barreja en gel durant 30 min. A continuacié es va realitzar un xoc téermic a 37°C durant
uns 20 s per les cel-lules Dh5a o a 42°C durant 45 s per les cél-lules Stbl3. Finalment,
es va deixar reposar 60 s en gel, es van sembrar en plaques LB amb [I'antibiotic

corresponent i es van incubar a 37°C durant tota la nit.
2.1.7. Separacié i visualitzaci6 dels fragments de 'DNA

Per la separacio, identificacio i purificacié de fragments de DNA es van utilitzar
gels d’agarosa a I'1% pl/v. Els gels es van preparar mitjangant la dissoluci6 de I'agarosa
amb el tampo d’electroforesi 1x TAE (Tris-acetat pH 8,3, 40mM i EDTA 1mM) juntament
amb bromur d’etidi (0.5 ug/mL) o RedSafe (1x) (iNtRON Biotechnology) per permetre la
visualitzacié de les bandes. Les mostres es van carregar amb el gel amb el tamp6 de
carrega 10x (Invitrogen) i la separacio es va realitzar en el tampo d’electroforesis 1x TAE
al voltant de 90 V. Per tal de visualitzar els gels, es van exposar a llum ultraviolada de
baixa longitud d’ona (310 nm) des d’'un transil.luminador que també presentava un
sistema de cameres (Syngene). Com a marcadors de pes molecular, es van utilitzar els

marcadors comercials DNA ladder 1 kb i/o DNA ladder 100 bp (Invitrogen)

Quan es feia necessaria I'extraccio i purificacié d’algun dels fragments de DNA
separats, aquest es realitzava amb el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit
(Fermentas). Finalment, la quantificaci6 de I'DNA es va dur a terme en un

espectrofotometre (Nanodrop 1000 spectophotometer, Thermo Fisher Scientific).
2.2. Producci6, purificacid i titulaci6é de vectors virals adenoassociats
2.2.1. Producci6 i purificacio

Els vectors virals AAV1 es van generar en cultius cel-lulars de HEK-293 cultivats
en Roller bottles (RB) (Greiner Bio-One) mitjancant el protocol de triple transfeccio. Les
cél-lules es van cultivar en medi DMEM suplementat amb 10% de FBS (Serum Fetal
Bovi) + 1% Penicil-lina/estreptomicina i es van deixar créixer fins que van assolir una
confluéncia d’aproximadament el 70%. La co-transfeccié es va dur a terme amb 15 mL
de PEI (Polietilamina) MAX (Polysciences) — DNA plasmidic (en una proporcio 2:1 p/p)
en DMEM +1% de Penicil-lina/estreptomicina per cada RB. L'DNA plasmidic esta format
per la barreja dels 3 plasmidis necessaris: 20 ug del plasmidi d’interés (pAAV-CAG-
omFGF21 o pAAV-CAG-Null), 100 pg del plasmidi accessori pRep2Capl (plasmidi
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d’expressio codificant per les proteines de la capsida proteica i per les proteines
necessaries per a la replicacié viral) i 100 pg de plasmidi pAdHelper (plasmidi
d’expressio codificant per a les proteines adenovirals auxiliars necessaries). El plasmidi
pRep2/Capl va ser cedit per la Dra. Katherine High del Children’s Hospital of
Philadelphia.

Al cap de 72 hores de la co-transfeccio es va iniciar el protocol de purificacio
basat en la utilitzacié de polietilenglicol (PEG) i la ultracentrifugacié en gradients de
CsCl. En aquest punt els vectors virals es trobaven tant al medi de cultiu, com a l'interior
de les cél-lules. En primer lloc, es van recollir i centrifugar les cél-lules a 2500 g durant
15 min a 4°C. El medi de cultiu que formava el sobrenedant es va guardar a 4°C i el
pellet cel-lular es va reconstituir en tampd TMS (50 mM TrisHCI, 150mM NaCl, 2mM
MgCl., pH 8.0), es va sonicar i es van lisar les cel-lules per finalment centrifugar-les a
2500 g durant 30 min i recuperar el sobrenedant (que contenia els vectors virals que es
trobaven l'interior de la cél-lula). Aquest sobrenedant es va barrejar amb el medi de cultiu
recuperat anteriorment. El segiient pas de purificacié va ser la precipitacié de les
particules virals, i per aix0, es van incubar durant 15 h en PEG 8000 (Sigma) a 4°C per
posteriorment centrifugar-les a 4000 g durant 30 min. El pellet format es va reconstituir
amb TMS tractat amb benzonasa (Merk) durant 1 h a 37°C per tal d’eliminar tots els
acids nucleics que no estaven encapsidats. Després d’aquesta incubacio es va realitzar
una centrifugacié de 10000 g durant 10 min i es va obtenir el sobrenedant. Per la
purificacié mitjangant les ultracentrifugacions en gradients de CsCl, el sobrenedant
obtingut es va carregar en tubs de 37,5 mL Ultra clear (Beckman) que contenien un
gradient de CsCl de densitat 1,5 g/L (5mL) i 1,3 g/L (10mL). A continuacié, van ser
centrifugats durant 17 h a 27000 rpm en un rotor SW28 (Beckman). Les bandes que
contenien els vectors es van recollir amb agulles de 18 G i es van transferir a tubs Ultra
clear de 12,5 mL i la resta del tub es va omplir CsCl a 1,379 g/mL per tal de generar un
gradient continu. Aquests tubs es van centrifugar a 38000 rpm en un rotor SW40Ti
(Beckman) durant 48 h. Per acabar, es van recollir les bandes que contenien les
capsides plenes i es van dialitzar amb PBS + 0,001% Pluronic F68 mitjancant una
membrana de 10 kDa (Thermo Fisher Scientific), i posteriorment es van filtrar mitjangant
filtres de 0,22 um (Millipore) (Figura 61).
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1r gradient de CsCl 2n gradient de CsCl
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Figura 61. Purificacié dels vectors AAV. El primer gradient de CsCl permet separar els vectors que
contenen el transgén (capsides plenes) de la majoria d’'impureses i capsides buides. El segon gradient
permet separar els vectors que contenen el transgén (capsides plenes), de bona part de les impureses
i capsides buides, i també permet separar les capsides plenes d’impureses de densitat similar a la de
les capsides plenes, d’espécies intermitjes i de capsides buides. Adaptat (Ayuso et al., 2010).

2.2.2. Titulacio6 dels genomes virals

Per la titulaci6 dels genomes virals, en primer lloc, es van lisar les capsides
afegint 2 uL de cada preparacio del vector viral a 8 uL de PBS + 0,001% Pluronic F68 i
10 pL de tampéd de lisi (20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl i 0.2 % SDS, pH 7.4).
Posteriorment, es va incubar 1 h a 70°C i s’hi van afegir 180 pL de tampd TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8) per obtenir un volum total de 200 pyL. Els AAV presenten un
DNA de cadena simple, per tant, quan es lisen les capsides, les cadenes positives i
negatives es poden hibridar i generar DNA de cadena doble.

Malgrat tot el procés de purificacio, la preparacio viral pot contenir contaminacio
de DNA. Aquest fet podria provocar una sobreestimacio del valor del titol dels genomes
virals. Per aquest motiu es va processar en paral-lel una mostra de vectors virals sense
lisar. En aquest cas, es va afegir 2 pL de cada preparaci6 viral a 8 UL de tampd TE i es
van deixar les mostres a temperatura ambient. Al final també se I'hi van afegir 180 uL
de tamp6 TE per obtenir un volum total de 200 yL. També es va realitzar una dilucié
seriada de DNA de referencia (fag lambda) amb tamp6 TE per generar una corba de

calibratge.

El metode utilitzat per quantificar els genomes virals va ser el del PicoGreen
(Thermo Fisher Scientific). EI PicoGreen és un fluorocrom que s’uneix amb una alta
sensibilitat a 'DNA de cadena doble i que emet molt poca fluorescéncia davant la
contaminacio per proteines, DNA de cadena simple o RNA. En una placa negra de 96
pous es van afegir 180 pL de PicoGreen 1X en tamp6 TE i a continuacio, es van afegir

per triplicat 20 yL de 'DNA de referencia (DNA viral d’'un vector de titulacié coneguda
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com a control positiu), de les mostres lisades, de les mostres no lisades i dels blancs
(tampd TE). La determinacié es va fer amb un fluorimetre Synergy HTX (BioTek
Instrument) que va excitar les mostres a 485 nm i va llegir la fluorescéncia a 535 nm. La
fluorescencia final es va obtenir per la diferéncia dels valors obtinguts en els pous de les
mostres lisades menys els valors obtinguts als pous dels blancs (soroll de fons) i als
pous de les mostres no lisades. El titol de les diferents produccions de vectors utilitzats
es va obtenir per interpolacioé de la fluorescencia obtinguda a la regressi6 lineal de la

fluorescéncia de la corba de calibratge (Taula 9).

Taula 9. Quantificacié dels genomes virals

Vector Viral Titol (vg/mL)
AAV1-CAG-omFGF21 1.19x 10
AAV1-CAG-Null 3.32x 103
AAV1-CAG-GFP-WPRE 1.10 x 10%3

2.2.3. Quantificacio de particules virals

Es va utilitzar I'analisi per electroforesis en gels d’acrilamida SDS-PAGE i la tincio
Sypro Ruby per tal de poder determinar el percentatge de capsides buides (genomes
virals/nombre de capsides) i el grau de contaminacié amb altres proteines no virals que
poden alterar la capacitat d’infectivitat in vivo dels vectors AAV. Es va barrejar el volum
apropiat de la preparacio viral i diferents dilucions d’'un vector de referéncia de
concentracido coneguda amb Laemmli 4x fins obtenir un volum final de 20 pL. Les
mostres es van incubar 5 min a 95°C i després es van carregar en un gel d’acrilamida
SDS-PAGE (Thermo Fisher Scientific) i es van correr a 150 V durant 2 h i 30 min. Les
proteines es van fixar amb Metanol-Acétic i es va tenyir el gel afegint 100 mL de Sypro
Ruby Protein Gel Staining (Thermo Fisher Scientific) i deixant-lo incubar O/N. EI mati
seguent es van fer dos rentats del gel, primer amb Metanol-Acétic i després amb aigua
Mili-Q. La fluorescencia es va mesurar mitjangant un transil-luminador UV (Syngene) i
el titol de les particules virals es va obtenir per densitometria. Es va generar una corba
de calibratge a partir de la intensitat de la proteina VP3 de cada una de les dilucions del
vector de referéncia que es va utilitzar per interpolar la concentracio de les preparacions

dels vectors analitzades.
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2.3. Quantificacio dels genomes virals als teixits

Per quantificar els genomes virals del vector AAV1-CAG-GFP-WPRE es va
extreure el DNA amb MasterPure™ DNA Purification Kit (Lucigene), seguint les
instruccions del fabricant. Breument, aproximadament 5 mg del teixit es van digerir en
300 pl de tampd Tissue and Cell Lysis Solution amb proteinasa K i es va incubar O/N a
56 °C. Els teixits més fibrosos/durs com els musculs es van deixar O/N a 56°C en
agitacié. L’endema, en primer lloc, es va degradar el RNA mitjancant I'addicié d1 L de
RNAsa A i una incubacié de 30 min a 37 °C. Es va recuperar el sobrenedant, que
contenia el DNA, i es va fer precipitar mitjancant isopropanol i després dels rentats amb

etanol es va ressuspendre en el volum adequat d’'H,O segons cada teixit.

La quantificacié dels genomes virals es va realitzar mitjiangcant gPCR amb una
sonda TagMan (Taula 10) que permetia detectar la seqiéncia WPRE amb el kit
LightCycler® 480 Probes Master (Roche), segons les condicions del fabricant (Taula
11). Les mostres utilitzades es van portar a una concentracié de 20 + 3 ng/uL abans de
fer la qPCR. La quantificacio es va realitzar per extrapolacié d’'una corba de calibratge

amb concentracions conegudes del plasmidi de produccié pAAV-CAG-GFP-WPRE.

Taula 10. Seqiuiéncies dels oligonucleotids utilitzats per TagMan.

Diana Sequencies (5'—3’)

Forward CGGCTGTTGGGCACTGA
WPRE Reverse GGAAGGTCCGCTGGATTGA
Sonda ATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCC

Taula 11. Components de la qPCR mitjancant Probe Master.

Reactiu Volums per 1 reaccid (pL)
2x LightCycler 480 Probe Master 5

Primer Forward (10 mM) 0.2

Primer Reverse (10 mM) 0.2

Sonda 0.1

Aigua Mili-Q 25

DNA (20 ng/pL + 3) 2

Volum total 10
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2.4. Analisis d’expressié de RNAm per real-time PCR
2.4.1 Homogeneitzacié del teixit per obtenir RNA

Abans daillar el RNA es va haver d’homogeneitzar el teixit utilitzant un
homogeneitzador mecanic: Tissue Lyser LT (QIAGEN) i seguint el protocol recomanat
pel fabricant. En primer lloc es transfereixen uns 30 mg de teixit en un tub de 2 mL que
contenia una bola d’acer inoxidable de 5 mm de diametre i que préviament es va deixar
en gel sec perqué es refredés durant un minim de 15 minuts. El teixit es va deixar dins
del tub durant 15 minuts més en gel sec. Posteriorment, es van incubar els tubs durant
2 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, es va afegir 1 mL de QIlAzol
(QIAGEN) pels teixits adiposos o 1 mL de Tripure (Roche) per la resta de teixits. Els
teixits es van homogeneitzar en el Tissue Lyser durant 3 min a 50 Hz. El teixit disgregat
es va transferir a tub nou i en el cas dels teixits adiposos es va realitzar una centrifugacio
de 10000 g a 4°C per tal d’eliminar el greix de la mostra. Finalment, les mostres es van

emmagatzemar a -80°C fins a la seva utilitzacio.
2.4.2. Purificacio i aillament del RNA

L’obtencio del RNA es va fer utilitzant el protocol comercial RNeasy Mini Kit
(QIAGEN). Abans de passar per les columnes per tal de separar la fracci6 de RNA es
va afegir 0.2 mL de cloroform per cada mL de buffer de lisi i es van centrifugar les
mostres durant 15 min a 10000 g. Posteriorment es va barrejar la fase aguosa superior
amb el mateix volum de etanol 70% i es va introduir a les columnes. Una vegada dins
de les columnes, les mostres es van tractar amb DNAasa | del kit RNase-Free DNase
Set (QIAGEN) amb la finalitat d’eliminar tota possible contaminacié de DNA gendmic.
Finalment, les mostres es van eluir amb l'addici6 de 30-50 uyL d’aigua Mili-Q i la
concentracio i la qualitat de les mostres de RNA es va determinar mitjangant la mesura
de I'absorbancia al rang ultraviolat amb I'espectofotometre NanoDrop ND-1000 (Termo

Fisher Scientific)
2.4.3. Sintesi del cDNA

La retrotranscripcio es va fer a partir d’1 ug de RNA i es va utilitzar el kit comercial
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) i el termociclador MasterCycler
Eppendorf Gradient S (Eppendorf). La reaccié esta dividida en dues etapes. En la
primera etapa el RNA es va barrejar amb oligonucleotids Oligo-dT i hexamers aleatoris
i es va realitzar la primera incubacié (Taula 12). Una vegada finalitzada, es van afegir a

la reacci6 inhibidors de les RNAses, el tamp6 de reaccid, els deoxinucleotids i la
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transcriptasa reversa i es va procedir a la segona incubacio (Taula 12). Aquest control
permet detectar possibles contaminacions de DNA genomic. Una vegada finalitzada la

incubacio, els cDNAs es van diluir 1/10 i es van guardar a -20°C fins a la seva utilitzacio.

Tabla 12. Etapes de la reacci6 de retrotranscripcio

Temperatura Temps
Primera incubacio 65 °C 10 min
4°C Pausa
Segona incubacio 25°C 15 min
55°C 45 min
85°C 5 min
4°C Fi

2.4.4. Quantificacié de I'expressié del RNAm per qPCR a temps real

L’analisi de I'expressio dels diferents gens llistats en la Taula 14 es va realitzar
mitjancant la PCR quantitativai utilitzant LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche)
(Taula 13) com a reactiu i les maquines LightCycler® 480 (Roche) i QuantStudio 5
(Applied Biosystems).

Taula 13. Components de la gPCR mitjangant SYBR Green.

Reactiu Volums per 1 reaccié (pL)
2x LightCycler 480 SybrGreen | Master 5
Primer Forward (10 mM) 0.2
Primer Reverse (10 mM) 0.2
Aigua Mili-Q 2.6
cDNA diluit 1/10 2
Volum total 10
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Taula 14. Llistat d’oligonucleotids utilitzats a la qPCR.

Gen Oligonucleotid (5’—3’)
Forward ACT GGT CTA GGA CCC GAG AAG
mmRplp0
Reverse TCC CACCTT GTC TCC AGT CT
omFgf21 Forward CCT AAC CAG GAC GCC ACA AG
Reverse GTT CCACCATGC TCA GAG GG
Forward CTT TGG ATG GGC TTC CAG TC
mmF4/80 Reverse GCA AGG AGG ACAGAG TTT ATC
mmCd68 Forward TGG CGG TGG AAT ACAATG TG
Reverse TGC TTG CAT TTC CAC AGC AG
Forward AAC TGC ATC TGC CCT AAG GTC
Mepl Reverse AAG TGC TTG AGG TGG TTG TG
Forward GGC AAG AAT GGA GAT GAT GG
mmCollal
Reverse ACC ATC CAA ACC ACT GAA GC
Forward TGC ACACTT TTG ACA GTG ATG
mmilb Reverse TGATGT GCT GCT GCAAGATT
mmTgfb Forward TGA CCC CCA AGG CTC AAATAT
Reverse TGA ACC CAG GTC CTC GCT TA
| Forward AAG GTC TGAAGT CGTCCTG
mmile Reverse CAC GTG GCATGA AAG AAG CT
mmUcpl Forward GGA TTG GCC TCT ACG ACT CAG
Reverse TGT AGG CTG CCC AAT GAA CA
. Forward AAA CCA TGA CCG AAG TAG CC
mmCidea

Reverse AGG CCAGTT GTG ATG ACT AAG AC
Forward GCATGAGTG TGT GCT GTG TG
Reverse TAG AGA CGG CTC TTC TGC CT
Forward TCC GCATGG GTG AAG AAT AC

mmPpargcla

mmCrh

Reverse ACA CGC GGA AAA AGT TAG CC

Forward CTG TCCCAATCACTT TGA GG
mmDusp4

Reverse ACT CGATGG CTT CCATGA AC
mmEarl Forward ACCTGACCACAGAGTCCTTTTC

9 Reverse ACA CGC GGA AAAAGT TAG CC

Forward GGACTT AAG GCCCTTTTT GG
mmElovi3

Reverse CCA ACA ACG ATG AGC AAC AG

Forward AGA CAGCCTTTCATG GTT
mmBmp8b

Reverse AGC TGC TTC TTC TTC AGT GG

; Forward AGA GAA TGG CGT CAAACC TG

MMAfp Reverse  AAG GTT GGG GTG AGT TCT TG

Forward TTG AGA CAG AAC ACG CCT TG
mmKrt19 Reverse  TCA GGC TCT CAA TCT GCA TC

Forward ACT TCT GCAAAACCGTCACC
mmLy6 Reverse TGT AGT CGG AGG TGC ATG AG

Forward TTC AAG GAT AAG GGC GAC AG
mmFoxol

Reverse TGC TGT GAA GGG ACAGAT TG

Els resultats obtinguts de la gPCR s’expressen com a Cycle threshold o Ct, que
es defineix com el cicle fraccional de PCR en la qual es reporta una fluorescencia major

a la fluorescéncia basal.
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Els resultats es van normalitzar per les Cts del gen de referencia (o
housekeeping) Ribosomal protein lateal stalk subunit PO (Rplp0) realitzant els calculs
segons el métode delta-delta-CT (2-AACt) descrit per Livak (Livak and Schmittgen,
2001). En aquest métode, ampliament usat, s’assumeix una duplicacié optima de cada
cicle de gPCR amb una taxa d’amplificacié del 100 %. Les Cts indiquen el numero del
cicle en qué la quantitat de cDNA del gen diana ha amplificat i tant les mostres d’assaig
com les de referéncia s’ajusten pel gen normalitzador. El valor resultant serveix per
determinar la diferéncia d’expressio respecte al grup control. En el cas que el grup
control no presentés amplificacié de Cts, les Cts del gen d’interés es normalitzaran
directament amb les Cts del housekeeping del mateix animal obtenint com a resultat

unitats arbitraries del gen d’interés.
2.5. Western blot
2.5.1. Obtenci6 del contingut proteic a partir de teixits

L’'obtencié dels extractes proteics de les diferents mostres de cervell es va
realitzar homogeneitzant en 400 pL (Hipocamp) i 150 pL (Hipotalem) de tampo T-PER™
(Thermo Fisher Scientific) utilitzant un sonicador (VC130PB, Sonics & Materials INC).
En canvi, les mostres de teixits periférics (BAT i iIWAT) es van homogeneitzar en 500 pL
de tampo de lisi (Tris 50 mM pH 7.5, sucrosa 0.27 M, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, NaF 50
mM, Na-B-glicolfosfat 10 mM, Ppi 5 mM, Trit6 X-100 1%) fent servir un politré (Polytron®
MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG, Mullheim, Alemanya).
Els dos tampons usats estaven suplementats amb inhibidors de proteases (Complete®,
1 pastilla/20 ml) (Roche) i inhibidors de fosfatases (Orthovanadat, 1mM). Una vegada
homogeneitzades, les mostres es van centrifugar a 10000 g durant 10 min a 4 °C per tal
d’eliminar tot el debris cel-lular. El sobrenedant es va recuperar i es va guardar a -80 °C
fins al moment de la seva utilitzacié. Per evitar cicles de congelacié/descongelacio les

mostres van ser aliquotades.
2.5.2. Quantificacié del contingut proteic pel métode del BCA

Per quantificar el contingut proteic es va utilitzar el métode de I'acid bicinconimic
(BCA) (Thermo Fisher Scientific), basat en la reduccié de cations Cu2+ a Cu+1 en
preséncia de proteines a causa de la reaccid de biuret. Els ions Cu+1 son quelats pel

BCA i produeixen un complex amb un maxim d’absorbancia a 562 nm.

Es va emprar una placa transparent de 96 pous on es van carregar 25 uL d’'una

diluci6 apropiada de la mostra a analitzar i 25 pL (per duplicat) de cada punt d’'una recta
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de calibratge (0-20 pg) feta amb albumina sérica bovina (BSA, Bovine serum albumin).
Posteriorment, es van afegir 200 uL del reactiu BCA i es va incubar 30 min a 37°C.
L’absorbancia es va mesurar 562 nm amb un espectofotometre Synergy HTX (BioTek
Instruments). Els valors d’absorbancia dels blancs es van restar als valors tant de la
recta patré i de les mostres. La concentracio proteica es va determinar per extrapolacié

de la regressio lineal de la recta patré de BSA.
2.5.3. Electroforesi en gels d’acrilamida (SDS-PAGE)

La separacié de les diferents proteines segons el seu pes molecular es va fer
mitjancant electroforesis en gels d’acrilamida de dues fases en preséncia de SDS. La
fase superior del gel, el stacking gel (3.2 % p/v acrilamida/bisacrilamida, 0.125 M Tris-
HCI, 0.1 % p/v SDS, 2.7 % viv TEMED, 1.3% p/v Persulfat d’amoni) permet queles
proteines s’apilin i es compactin en una unica banda abans d’entrar en la seglent fase
del gel. La fase inferior del gel, el resolving gel (10 o 15 % w/v acrilamida/bisacrilamida,
0.375 M Tris-HCI, 0.1 % p/v SDS, 0.02 % p/v persulfat d’amoni, 0.01 % v/v TEMED)
permet la separacio de les proteines segons el seu pes molecular. Abans de carregar
les mostres proteiques (15 pg de proteina) es barregen amb 0.2 volums de tampé de
carrega Laemli 5x (20 mM tampd fosfat pH 7, 30% v/v glicerol, 4 % w/v SDS, 2 % v/v -
mercaptoetanol, amb blau de bromofenol) i es desnaturalitzen a 95°C durant 3 min.
L’electroforesis es va cérrer en tampo d’electroforesis (25 mM Tris, 200 mM glicina, 0.1
% w/v SDS) durant 1,5-2 hores, en un primer moment a 50 V (fins que les mostres
estaven ben apilades en el stacking gel) i després a fixant 'amperatge a uns 35 mA. Per
tal de poder identificar les bandes també es va carregar el marcador de pes molecular

pre-tenyit de rang ampli (MultiColor Broad Range, Thermo Fisher Scientific).
2.5.4. Electrotransferéncia de les proteines a la membrana de PVDF

L’electrotransferéncia de les proteines des del gel d’acrilamida a les membranes
de PVDF Immobilon-P (Millipore) es va realitzar en el tamp6 de transferéncia (25 mM
Tris, 150 mM glicina, 20% v/v metanol) durant 1.5 h a 200 mA i 4°C. Abans de fer la
transferencia les membranes de PVDF es van activar amb un rentat de 1 min amb
metanol seguit d’'un rentat de 5 min amb H,O i es van equilibrar en el tampé de
transferéncia durant minim 15 minuts. Una vegada acabada la transferencia, les
membranes es netejaven amb tamp6 TBS (25 mM Tris-HCI, 137 mM NaCl). Si era

necessari guardar-les, s’'inactivaven amb un rentat d’1 min amb metanol.
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2.5.5. Immunodeteccié

Les membranes es van bloquejar durant 1 hora a temperatura ambient en
agitacié amb BSA 5% diluit en TBS-T 0,1% (5% p/v de BSA, 25 mM Tris-HCI, 137 mM
NaCl, 0.01% Tween 20) o en blotto 5% diluit en TBS-T 0,1% (5% p/v de llet en pols
desnatada, 25 mM Tris-HCI, 137 mM NacCl, 0.01% Tween 20) en funcié del medi en que
s’hagués de diluir 'anticds primari. A continuacid, les membranes es van incubar a 4 °C
O/N en agitacié amb I'anticos primari diluit en BSA 5% amb TBS-T 0.1% o en blotto 5%
diluit en TBS-T 0,1%, segons les especificacions del proveidor. EIl dia segient, les
membranes es van temperar a temperatura ambient durant 30 min i posteriorment es
van fer 3 rentats rapids i 3 rentats de 5 min (en agitacio) amb TBS-T 0,01% (25 mM Tris-
HCI, 137 mM NaCl, 0.01% Tween 20) per eliminar I'excés d’anticos primari.
Seguidament, les membranes es van incubar durant una 1 hora a temperatura ambient
en agitacié amb I'anticds secundari adequat unit a peroxidasa i diluit en el mateix medi
que l'anticds primari . Posteriorment, es van repetir els mateixos rentats realitzats
anteriorment a les membranes per tal d’eliminar 'excés d’anticdos secundari i es van
deixar les membranes en TBS. A continuacid, es va procedir a la immunodeteccio
mitjangant el producte comercial Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore), segons les especificacions del fabricant. Finalment, es va exposar un film
fotosensible a les membranes per a la visualitzacio del senyal. La quantificacié de les

bandes es va realitzar per densitometria, utilitzant el programari lliure ImageJ (NIH).
2.6. Determinaci6 del contingut de triglicérids i colesterol hepatics

La determinacio de triglicérids i colesterol total del fetge es va realitzar seguint el métode
d’extraccio de lipids de teixit hepatic descrit per Folch (Folch et al., 1957). Es van afegir
uns 100 mg de fetge congelat a 15 mL de cloroform:metanol (2:1) i el teixit es va
homogeneitzar mitjancant el politr6 (Polytron® MICCRA-KIT D-9 ART Prozess &
Labortechnik GmbH & Co. KG). Seguidament, es va afegir 3 mL d’acid sulfuric al 0.05%
i les mostres es van incubar a 4 °C O/N perqué es produis la separacio de la fase aquosa
i lipidica. L’endema, es va recuperar 1 mL de la fase lipidica inferior. El volum es va
transferir en un tub de vidre de 5 mL, s’hi va afegir 1 mL de la solucié cloroform/Trité
100X al 1% i les mostres es van incubar a 90 °C en un bany térmic. Per tal de netejar
les impureses i concentrar la mostra, es va anar afegint cloroform a les parets del tub de
vidre i es van tornar a incubar les mostres a 90 °C per garantir la seva evaporacio.
Aguesta operacié es va repetir 3 vegades. Quan el cloroform va estar totalment
evaporat, es van ressuspendre els lipids en 500 pL de H.O Mili-Q en un bany térmic a

37°C i posteriorment es van homogeneitzar totalment amb I'ajuda d’agitacio i una pipeta.
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Una vegada ressuspesos, la determinacio es va realitzar mitjancant el kit ABX Pentra
Cholesterol CP (Horiba)

2.7. Determinacio dels parametres serics

La sang es va obtenir de la cua dels animals (vena caudal) en els punts
intermedis utilitzant els tubs no heparinitzats Microvette® (CB 300 Z, Sarstedt), o bé, a
partir de la decapitacioé dels ratolins a punt final de I'experiment utilitzant els tubs no
heparinitzats BD Microcontainer SST™ Tubes (365968, BD). La sang posteriorment es
va centrifugar a 10000 g durant 10 min a 4°C. Finalment, la sang es va congelar a -80°C

fins a la seva utilitzacio.

Els nivells de glucémia es van determinar a partir d’'una gota de sang provinent

de la cua dels ratolins utilitzant el sistema Glucometer Elite™ (Bayer).
2.7.1 Determinacié d’hormones

Per mesurar els nivells d’'insulina es va utilitzar I'assaig immunoenzimatic Rat
Insulin ELISA kit (900010, Crystal Chem). La determinacio es va fer a partir de 5 uL de
serum i es van seguir les instruccions del fabricant, realitzant dilucions de la mostra quan

va ser requerit.

Per mesurar els nivells d’adiponectina es va utilitzar I'assaig immunoenzimatic
Mouse Adiponectin ELISA kit (805669, Crystal Chem). La determinaci6 es va fer a partir
de 5 uL de sérum i es van seguir les instruccions del fabricant, realitzant dilucions de la

mostra quan va ser requerit.

Per mesurar els nivells de leptina es va utilitzar 'assaig immunoenzimatic Mouse
Leptin ELISA kit (90030, Crystal Chem). La determinacié es va fer a partir de 5 pL de
sérum seguint les instruccions del fabricant, realitzant dilucions de la mostra quan va ser

requerit.

Per mesurar els nivells de FGF21 es va utilitzar de I'assaig immunoenzimatic
Mouse/Rat FGF-21 ELISA kit (MF2100, R&Dsystems). La determinacio es va fer a partir
de 50 pL de sérum seguint les instruccions del fabricant, realitzar dilucions de la mostra

guan va ser requerit.

La determinacié del contingut de FGF21 en les diferents regions de I'encéfal es
va dur a terme a partir de 50 uL de 'homogenat de proteines obtingut pel Western blot

(apartat 2.5.1), fent dilucions 1/10 dels extractes.
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Per mesurar els nivells de AST i ALT es va utilitzar I'analitzador Pentra 400
(Horiba) i el kit ABX Pentra AST i ABX Pentra ALT i es van seguir les especificacions

del fabricant.

2.8. Analisi histologica

Els teixits obtinguts a punt final es van mantenir en formol al 4 % durant 24 h per
despreés ser inclosos en blocs de parafina i ser guardats fins al moment del seu Us. El
primer pas per fer una immunohistoquimica era fer talls histologics amb el microtom
Leica RM2135 (Leica Biosystems) i desparafinar-los amb 2 rentats de xilol. A

continuacié, el teixit es va rehidratar mitjancant un gradient al 100% i al 96% i PBS.
2.8.1. Tincions de les seccions tissulars de parafina

2.8.1.1 Tincié hematoxilna/eosina

Per realitzar la tinci6 d’hematoxilina/eosina, una vegada desparafinades, les
seccions tissulars es van tenyir amb hematoxilina, es van rentar amb H,O destil-lada i
es van tenyir amb eosina. Posteriorment, es van deshidratar les mostres i es van muntar
sobre un portaobjectes per poder-se analitzar en un microscopi. Les imatges es van
obtenir amb el microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).

2.8.1.2 Tinci6 PicroSirius Red

Per tal d’identificar les fibres de col-lagen de la matriu extracel-lular del teixit i
avaluar la fibrosi hepatica es va realitzar la tincid6 PicroSirius Red. Una vegada
desparafinades i rehidratades les seccions tissulars es van tenyir amb hematoxilina de
Weigert durant 10 min. A continuacié, es van tenyir amb blau alcian (pH 2.5) durant 30
min. Finalment, es van tenyir amb PicoSirius Red (Sigma-Aldrich) durant 1 h i 15 min.

Les imatges es van obtenir amb el microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).
2.8.2. Immunohistoquimiques de les seccions tissulars de parafina

Per realitzar les immunohistoquimiques de les seccions desparafinades es van
seguir diferents protocols segons si es volia fer una immunohistoquimica en camp clar
o amb fluorescéncia. En alguns casos concrets (Mac2 i GFP), abans de seguir el
protocol es van tractar les seccions amb tamp0 citrat amb una olla a pressio per tal de

recuperar epitops.
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Per les immunohistoquimiques de camp clar, en primer lloc es va inhibir la
peroxidasa enddogena amb Metanol al 30% en PBS i 1% de H20- al 30% durant 30 min.
En aquest moment es van incubar les mostres amb els anticossos primaris especifics
(Taula 5) O/N a 4°C a la dilucié corresponent (Taula 5). L’endema, es van rentar amb
PBS i es van incubar amb el corresponent anticds secundari biotinilat durant 1 h a
temperatura ambient. El revelat es va dur a terme amb el reactiu ABC Complex (Vector
Laboratories), el qual utilitza 3,3-diaminobenzidina (DAB) com a cromogen. A
continuacié, les seccions es van tenyir amb '’hematoxilina de Mayer. Posteriorment, es
van deshidratar les mostres i es van muntar sobre un portaobjectes per poder-se

analitzar en un microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).

Per les immunohistoquimiques de fluorescencia les seccions es van incubar amb
els anticossos primaris especifics (Taula 5) O/N a 4°C a la dilucié corresponent (Taula
5). L’endema, es van rentar les seccions per posteriorment incubar-les amb el
corresponent anticos secundari unit al fluorocrom corresponent durant 1 h a temperatura
ambient. Per tal de marcar els nuclis de les cel-lules, es va utilitzar la tincid de
Hoechst/DAPI (Sigma Aldrich) durant 10 min a temperatura. Per acabar, es van muntar
les mostres amb un medi aquos per analitzar-les en un microscopi. Les imatges es van

obtenir amb el microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments)
2.8.3. Determinaci6 de I'area mitjana dels adipocits

La determinaci6 de I'area mitjana dels adipocits es va fer mitjangant un estudi de
morfometria del teixit adip6s epididimal. Aquest estudi es va fer a partir de 6 camps de
2 talls per animal a 100X i es va utilitzar I'analitzador d’imatges NIS Elements Advanced
Research 2.20 (Nikon Instruments). El software va permetre determinar I'area en pm?
de cada adipocit sencer present al camp. Els resultats es van representar com a 'area
mitjana dels adipocits per cada grup experimental i la freqiiéncia de la distribucié de les

arees dels diferents adipocits.
2.9. Administracié intracisterna magna dels vectors AAV1 en ratolins

Per tal de realitzar 'administracié intra-cisterna dels vectors AAV1, en primer lloc,
es van anestesiar els ratolins mitjangant 'administracio intraperitoneal de Ketamina (100
mg/kg) i Xilacina (10 mg/kg). Un cop anestesiats, es va rasurar el pél de la part posterior
del cap dels animals (des de les orelles fins a la zona de les escapules) i es va practicar
una incisié d’uns 2-3 mm entre el final del crani i l'inici de la columna vertebral coincidint
amb la linia mitja. Els animals es van mantenir en posicioé decubit supi amb el cap inclinat

cap avall amb un angle de 60° respecte a I'horitzontal, aproximadament. L’administracio
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es va realitzar mitjancant una agulla de 34 G unida a una xeringa Hamilton (Hamilton
Company) carregada amb 5 uL del vector viral desitjat a la dosi escollida diluit amb PBS
+0.001% Plurdnic F68. L’agulla es va col-locar en el mateix angle d’inclinacié de I'animal
i es va buscar el foramen magnum per tal d’'accedir a la cisterna magna. Un cop
finalitzada I'administracio es va retirar 'agulla i es va tancar la incisié de la pell mitjangant
adhesiu tissular Histoacryl® (B.Braun). Independentment del pes corporal, tots els

ratolins van ser administrats amb la mateixa quantitat total de genomes virals.
2.10. Determinacio de la ingesta

Per determinar la ingesta de calories per part dels animals es va calcular la
diferencia en grams entre el menjar afegit a la gabia i el restant al cap de 7 dies i es va
dividir pel nombre d’animals que hi havia a la gabia i pel nombre de dies. Per tant, era
necessari que tots els animals d’'una mateixa gabia fossin del mateix grup experimental.
Per representar el resultat en kcal ingerides per dia i per animal es va multiplicar el valor
en grams per l'aportacié calorica de cada dieta, 3,348 Kcal/g pel que fa a la dieta
estandard i 4,5 Kcal/g pel que fa a la dieta alta en lipids. Per obtenir el valor final es va
calcular la mitjana de cada gabia al llarg del temps i aquest valor va servir per calcular
la mitjana de cada grup expressada en Kcal/dia/animal.

2.11. Test de tolerancia alainsulina

El test de tolerancia a la insulina es va realitzar per tal de determinar si els ratolins
eren capacgos de respondre correctament a una sobrecarrega d’insulina, determinant
aixi la sensibilitat i/o la resisténcia a aquesta hormona. Per dur a terme el test es va
retirar el menjar als animals i immediatament es va mesurar la glucémia basal dels
animals a partir d’'una gota de sang obtinguda de la vena de la cua mitjangant el sistema
Glucometer Elite®. A continuacié es va injectar una dosi intraperitoneal de 0,75 Ul
d’insulina /Kg de pes (Humulin Regular; Eli Lilly) per determinar la resisténcia en animals
obesos o una dosi de 0,375 Ul d’insulina/Kg de pes per determinar la sensibilitat a
'hormona en animals amb una dieta chow. A partir d’'aquest moment, es van realitzar
determinacions de la glucémia cada 15 min durant 1 hora i 30 minuts. Els resultats es
van representar com el % de canvi de cada un dels punts analitzats respecte als nivells

de glucosa basal previs a 'administracié de la insulina.
2.12. Test de tolerancia a la glucosa

Per determinar la resposta que tenien els ratolins envers a una sobrecarrega de

glucosa es va realitzar un test de tolerancia a la glucosa. Els animals van ser dejunats
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durant 16 h i no van tenir accés ni a menjar ni a aigua durant el test. Abans d’administrar
la glucosa es va mesurar la glucémia basal en dejuni a partir d’'una gota de sang de la
vena de la cua mitjancant el sistema Glucometer Elite®. A continuacid, es va injectar
una dosi intraperitoneal d’1 o 2 g de glucosa per kg de ratoli. A partir d’aquest moment,
es van dur a terme determinacions de la glucémia als minuts 15, 30, 60, 90 i 120. Els

resultats es van expressar com a glucémia en mg/dL en els diferents punts del test.
2.13. Calorimetria indirecta

Per determinar el gast energétic dels ratolins es va utilitzar el sistema de
calorimetria indirecta (Phenomaster, TSE Systems, Thuringia, Alemanya i Oxilet,
Panlab, Cornella, Espanya) que permet monitorar el consum d’oxigen (O>) i la producci6
de dioxid de carboni (CO;), en mL/h/kg®7®, simultaniament en vuit gabies metaboliques
durant 24 hores. Les determinacions de cada gabia es feien durant 3 minuts a intervals
de 15 min a cada gabia. Per calcular la despesa energética es va utilitzar el software
Metabolim (Oxilet) i TSE Phenomaster (Phenomaster)

2.14. Proves de comportament
2.14.1. Open field

L’Open field realitzat en ratolins permet analitzar I'activitat locomotora i els nivells
d’ansietat. El test sempre es va realitzar entre les 9:00 i les 13:00 hores. Els ratolins es
van situar a la part superior dreta, mirant cap a la paret, d'una arena quadrada amb
parets transparents i terra blanc de 41x41x30 cm. La duraci6é de la prova va ser de 10
min/animal i al capdamunt de I'arena s’hi va col-locar una camera digital (uEye SE, IDS
Imaging Development Systems) que enregistrava el moviment dels ratolins.. Entre
animal i animal I'arena es va netejar amb aigua i etanol 70% per tal d’eliminar les
possibles pistes olfactories. Per analitzar els parametres d’ansietat, 'arena es va dividir
digitalment en tres zones: el centre, la periféria (que correspon a tot I'espai excepte el
centre) i el marge (que correspon a I'area més adjacent a les parets). Els diferents
parametres del test es van analitzar mitjancant el software SMART v3 (Panlab). Els

diferents parametres analitzats estan expressats com el sumatori dels 10 min.
2.14.2. Novel object recognition test

El novel object recognition test permet analitzar la capacitat de memoria de
reconeixment a curt i a llarg termini dels ratolins mitjangant I'analisi del temps

d’exploracidé de dos objectes, un nou i un altre familiar. El test sempre es va realitzar
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entre les 9:00 i les 13:00 hores. En primer lloc, els animals s’havien d’aclimatar al lloc
on es realitzaria la prova, per aguest motiu el dia anterior al test, els animals es van
deixar durant 10 min a I'arena de I'open field. Al capdamunt de I'arena s’hi va col-locar
una camera digital (uEye SE, IDS Imaging Development Systems). El dia de la prova es
va comencar fent una fase de familiaritzacié col-locant dos objectes identics (A-A) a la
part superior dreta i a la part superior esquerra de I'arena. El ratoli es va situar al mig de
I'arena en direccid contraria als objectes i la duracié del test va ser de 10 min. En acabar
el test, 'animal es tornava a la seva gabia i se’l deixava reposar durant aproximadament
15 min. Passat aquest temps, es realitzava el test de memoria a curt termini on es
substituia un dels objectes utilitzats en el test de familiaritzacié per un de nou (A-B) i es
deixava que l'animal els explorés durant 10 min. L’endema, passades 24 hores, es
realitzava el test de memoria a llarg termini on es substituia el mateix objecte substituit
el dia anterior per un de nou (A-C) i es deixava que I'animal els explorés durant 10
minuts. Entre animal i animal els objectes i 'arena es netejaven amb aigua i etanol 70%
per tal d’eliminar les possibles pistes olfactories. Els objectes utilitzats van ser una
piramide vermella, un tub blau i un pot transparent amb tapa groga. El temps que I'animal
explorava cadascun dels objectes es va analitzar manualment mitjangant el software
SMART v3 (Panlab). Es va considerar exploracié quan l'animal presentava un
comportament clar d’investigacié de I'objecte de manera que el morro es situava a
menys de 2 cm d’aquest. Els resultats es van expressar mitjangant el Discrimination

Index que es calcula mitjangant la formula seguent:

i -
=1

.— . Trew: Temps explorant el objecte nou
"Tiﬁ X100 Toa: Temps explorant el objecte familiar

Discrimination Index = .
* totat Twotal: Temps total explorant

2.14.5. Barnes Maze

El Barnes Maze (BM) és una prova d’analisi cognitiu que permet analitzar la
capacitat d’aprenentatge i de memoria espacial dels ratolins. L’estructura del BM
(Panlab) consta d’una circumferencia de 92 cm de diametre de color gris que descansa
sobre un tripode que eleva l'estructura uns 120 cm. A la periféria d’aquesta
circumferéncia hi ha distribuits 20 forats de 5 cm de diametre, tots ells tapats per la part
de sota per una plataforma negra, excepte un, que esta connectat a una Escape box de
17,5x7,5x8 cm de color negre i que en el seu interior conté papers absorbents. Per
dipositar I'animal a l'interior de I'arena, també es disposava d’un cilindre de color gris de
8x12,5 cm. El BM se separava dels investigadors mitjangant una cortina blanca. Per tal

que els ratolins es poguessin orientar al voltant del BM, a una altura que els fos visible,
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es van penjar cartolines amb formes simples de diferents colors (quadrat, triangle, creu
i rodona) en els 4 punts cardinals i cartolines amb formes més abstractes (llapis,
ordinador, arbre, etc.) entremig de les primeres. A la part superior del BM s’hi va col-locar
una camera (uEye SE, IDS Imaging Development Systems), unes llums (per il-luminar
amb minim de 1000 lumens la superficie del BM) i uns altaveus (per reproduir el so d’'un
metronom a 80 bpm). El test estava dividit en tres fases: habituacio, aprenentatge i test.
En primer lloc, es va realitzar la fase d’habituacié amb les llums apagades i sense soroll.
L’animal es col-locava a l'interior de la Escape box durant 1 minut, passat aguest temps
I'animal es col-locava al centre del BM i es deixava que explorés I'arena durant 2 minuts.
Al finalitzar, I'animal es retornava a la seva gabia. En aquesta fase, I'exploracié de
'animal era lliure i en cap cas s’hi intervenia. En segon lloc, es va dur a terme la fase
d’aprenentatge. L’animal es col-locava al centre del BM i es tapava amb el cilindre gris
durant 15 segons. Per evitar estressar I'animal, durant aquest temps el soroll estava
apagat i el cilindre es tapava amb una cartolina. A continuacio, s’obrien els llums,
s’activava I'estimul sonor i s’alliberava el ratoli del cilindre de manera que podia explorar
el BM durant 2 min. Si passat aquest temps I'animal no havia trobat i entrat a la Escape
box, se I'hi guiava suaument. Quan l'animal entrava dins de la Escape box
immediatament es parava el soroll i es deixava que estigués alla durant 1 min abans de
retornar-lo a la seva gabia. S’apuntava el temps que trigava el ratoli tant a trobar com a
entrar a la Escape box i també el patr6é de recerca que va utilitzar (directe, seqiiencial o
aleatori). Finalment, en la fase de test, les condicions eren les mateixes que durant la
fase d’aprenentatge pero la Escape box era substituida per una plataforma negra que
tapava el forat i el test durava 3 minuts. Mitjancant el software SMART v3 (Panlab), en
aquesta fase, s'analitzava el temps que I'animal passava a prop del forat on anteriorment
hi havia hagut la Escape box. La prova de comportament es va realitzar durant cinc dies
consecutius. El primer dia es va realitzar un trial d’habituacié i un trial d’aprenentatge,
els seguents tres dies es van realitzar 2 trials d’aprenentatge per dia i per acabar, I'Gltim
dia es va realitzar un trial de test. Entre animal i animal, I'arena, el cilindre, i la Escape
box es netejaven amb aigua i etanol 70 % i també es canviaven els papers absorbents

de l'interior de la Escape box per tal d’eliminar les possibles pistes olfactories.
2.15. Analisi estadistica

Les analisis estadistiques de les dades obtingudes es van realitzar amb el
programa Prism 8 (GraphPad). Els resultats es van expressar com la mitja = SEM. Les
comparacions estadistiques es van dur a terme mitjangant I'analisi de variancia d’'un

factor (ANOVA) seguides del post-test de Dunnet (en el cas de que es comparessin tots
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els grups experimentals amb el grup control) o del post-test de Tukey (en el cas de que
es comparessin tots els grups experimentals entre ells). Es va considerar significanca

estadistica quan les diferencies eren p<0.05 (interval de confianca del 95 %).
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