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Presentacion

La obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2) son dos patologias estrechamente
relacionadas que representan un grave problema de salud, econdmico y social
debido a su alta prevalencia a nivel mundial. Las terapias disponibles actualmente no
son del todo eficaces y no se adaptan a la amplia heterogeneidad de poblacién obesa
y/o con resistencia a la insulina. Por lo tanto, existe la necesidad urgente de
desarrollar nuevas aproximaciones terapéuticas mas eficaces para contrarrestar

estas enfermedades metabdlicas.

A este respecto, el factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) se considera un
prometedor agente terapéutico para la DT2 y la obesidad. FGF21 es secretado por
diversos érganos, principalmente el higado y actua sobre multiples tejidos como una
hormona endocrina regulando la homeostasis energética. Durante la ultima década,
FGF21 se ha erigido como un potente regulador metabélico capaz de mejorar el
metabolismo de la glucosa y de los lipidos, asi como de lograr una reduccion de la
adiposidad y del peso corporal. Sin embargo, la proteina nativa posee escasas
propiedades farmacocinéticas dado que la vida media en suero es muy corta, es muy
susceptible a la protedlisis y agrega con facilidad. Por este motivo, la industria
farmacéutica esta realizando grandes esfuerzos para desarrollar moléculas analogas
o miméticas de FGF21 que mejoren el perfil cinético y permitan su produccién a gran
escala. No obstante, las alteraciones de la molécula nativa pueden inducir respuestas
inmunitarias ante una proteina no reconocida como propia. Asimismo, el hecho de
alterar la proteina nativa podria originar que senalizase de forma inespecifica al
margen de la via candnica de FGF21. Ademas, los analogos/miméticos de FGF21
requieren de administracion periodica, hecho que supone una contrariedad para los

pacientes.

En este sentido, la terapia génica presenta la ventaja de permitir alcanzar niveles
circulantes sostenidos de la proteina nativa con una unica administracion del vector
terapéutico, lo que la convierte en una estrategia terapéutica muy atractiva. Los
vectores virales adenoasociados (AAV) son virus modificados genéticamente en los
cuales se han reemplazado todos los genes virales sustituyéndolos por el constructo
con el gen terapéutico. Existen multiples serotipos de AAV con diferentes tropismos,
asi que la eleccién de un serotipo, junto con el uso de promotores especificos,
permite restringir la sobreexpresion del gen de interés en el tejido diana de eleccion.
En esta tesis doctoral, se usé un AAV de serotipo 8 para sobreexpresar FGF21
especificamente en higado, principal secretor natural de FGF21, a fin de poder

obtener niveles circulantes constantes elevados del factor.
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La administracion intravenosa del vector terapéutico AAV8-FGF21 permitié la
secrecién constante del factor al torrente circulatorio durante mas de un ano. El
incremento de los niveles circulantes de FGF21 produjo una pérdida de peso corporal
dependiente de la dosis de vector administrada en dos modelos murinos de obesidad:
1) ratones C57BL/6 alimentados con dieta alta en lipidos tratados con AAV8-FGF21
a dos edades diferentes y 2) ratones ob/ob. La administracién del vector AAV8-
FGF21 aumento el gasto energético y redujo el acumulo patolégico de lipidos en el
tejido adiposo y en higado revirtiendo la inflamacién de ambos tejidos. Asimismo, el
tratamiento con AAV8-FGF21 normalizé la insulinemia en ayuno y mejoro la
sensibilidad a la insulina. Aunque la dosis mas alta de AAV8-FGF21 llegd a
normalizar el peso de los ratones con obesidad inducida por la dieta, nunca produjo
una disminucion de peso por debajo de los niveles de los controles sanos al inicio del
estudio. Ademas, se comprobé que el tratamiento con el vector AAV8-FGF21 no
caus6 dafo alguno en la estructura y la masa 6seas. También se observd que la
sobreexpresion de FGF21 prevenia el desarrollo de hepatocarcinomas inducidos por
el consumo croénico de dieta alta en lipidos. Estos datos corroboraron la eficacia y la
seguridad del tratamiento y enfatizan el potencial de esta estrategia de terapia génica

con FGF21 para tratar en un futuro la DT2 y la obesidad.
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Introduccion

1. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus se define como el conjunto de enfermedades metabdlicas de
multiple etiologia caracterizadas por hiperglucemia cronica con perturbacion en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas resultante de defectos en la
secrecion de insulina, la accion de la insulina o ambas (WHO, 1999). Los efectos de
la diabetes mellitus comportan dafos a largo término, disfuncion y fallo de varios
6rganos. Entre ellos se incluyen retinopatias, nefropatias, cardiopatias, disfunciones

cerebrovasculares y vasculares periféricas (Gregg et al., 2016).

En la actualidad, la diabetes ha alcanzado proporciones epidémicas,
convirtiéndose en una de las mayores emergencias sanitarias a nivel mundial. Se
estima que 415 millones de adultos padecen la enfermedad y que 318 millones mas
tienen disminuida la tolerancia a la glucosa, hecho que les predispone a desarrollar
la patologia en el futuro (International Diabetes Federation (IDF), 2015). Se estima
que unos 64 millones de afectados viven en Europa y 62 en América (WHO, 2016).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que, a nivel global, la diabetes
es la octava causa de mortalidad en ambos sexos y la quinta en mujeres (WHO,
2016). Concretamente, la cifra mundial de muertos a causa de diabetes durante el
2015 se estima en 4.96 millones de personas. Ademas, los gastos médicos de los
pacientes con diabetes son entre dos y tres veces superiores a los del resto de la

poblacion (International Diabetes Federation (IDF), 2015).

La diabetes se clasifica por su etiologia. Hay dos categorias mayoritarias de
diabetes: la diabetes tipo 1 (DT1), la diabetes tipo 2 (DT2). La diabetes tipo 1 se debe
a la destruccion autoinmune de las células B del pancreas, lo que provoca deficiencia
en la produccién y secrecion de insulina. La aparicién suele ocurrir durante la infancia
o la juventud y los pacientes de diabetes tipo 1 generalmente necesitan insulina
exégena diaria para mantener los niveles de glucemia. La principal causa de la
diabetes tipo 2 es la resistencia a la insulina (principalmente en higado, musculo y
tejido adiposo) que conlleva a una pérdida progresiva de la capacidad para secretar
insulina por parte de las células 3 del pancreas. Suele aparecer en adultos aunque
la incidencia en nifios aumenta cada vez mas (International Diabetes Federation
(IDF), 2015).

Ademas de estas dos grandes categorias, existen otros tipos de diabetes como la
diabetes gestacional. Se trata de cualquier grado de intolerancia a la glucosa con
inicio o primer reconocimiento a partir del segundo trimestre de gestacion. Las

mujeres a quienes se les diagnostica y sus hijos tienen mayor riesgo de desarrollar
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diabetes tipo 2. Mas minoritarios son sindromes diabéticos monogénicos tales como
los MODY (Maturity-onset diabetes of the young), debidos a defectos autosémicos
dominantes en genes implicados en la funcién de las células B del pancreas

(American Diabetes Association, 2016).
1.1. Diabetes Tipo 2

La DT2 es la forma mas comun de la enfermedad afectando al 90-95% del total
de los pacientes diabéticos. La mayoria de los afectados son obesos y, los que no lo
son por criterios de peso, suelen tener un aumento del porcentaje de grasa corporal
distribuido principalmente en la region abdominal (American Diabetes Association,
2016). La DT2 es un grave problema cuya prevalencia aumenta alarmantemente en
todo el mundo. Aunque previamente se diagnosticaba principalmente en adultos, en
la actualidad, la edad de diagndéstico ha disminuido y cada vez hay mas nifios
afectados, hecho que se relaciona con el aumento de la prevalencia del sobrepeso
infantil (Cheng, 2005).

Con frecuencia, este tipo de diabetes no se diagnostica durante los primeros afos
de la enfermedad dado que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y, a
menudo, los efectos iniciales no son tan graves como para poder relacionarlos con
los sintomas clasicos de la diabetes (American Diabetes Association, 2016). Ademas,
del componente genético, el incremento de la incidencia de la DT2 es multifactorial y
esta asociado al envejecimiento de la poblacion, el desarrollo econdmico y al estilo
de vida, lo que ha conllevado una gran heterogeneidad en la patofisiologia y el
fenotipo de la DT2 a nivel global (Gregg et al., 2016; Smith et al., 2010a).

1.1.1. Patogenia de la diabetes tipo 2

La DT2 es un trastorno metabdlico caracterizado por la resistencia a la insulina en
los tejidos periféricos y la deficiencia relativa en la secrecidn de insulina por parte de
las células B del pancreas como consecuencia de la hiperglucemia sostenida no
resuelta (Ashcroft and Rorsman, 2012; Butler et al., 2003). La hiperplasia de la célula
B y la hiperinsulinemia en respuesta a la resistencia a la insulina se produce en el
periodo pre-clinico de la enfermedad (Quan et al., 2013). Cuando la hiperglucemia
es cronica, llega un punto en el que las células 8 no pueden compensar la demanda
de insulina y entran en fase de agotamiento. En esta fase se produce hipotrofia,
hipoplasia, des-diferenciacion y disminucién de la proliferacion de la célula B (Cerf,

2015). Ademas, la hiperglucemia cronica también da lugar a la disfuncién de las
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células B, las cuales disminuyen la sintesis, sefalizacion y secrecion de insulina para

finalmente morir por apoptosis, dando lugar a la DT2 (Cerf, 2015).

Los pacientes diabéticos de tipo 2 se caracterizan por el incremento de la
concentracién de acidos grasos libres (FFA) en sangre a lo largo del dia (Figura 1)
(Reaven et al., 1988). Los FFA se almacenan como triglicéridos (TG) el los adipocitos
y suponen una fuente de energia importante en condiciones de ayuno. La insulina es
un regulador negativo de la lipdlisis que limita la liberacion de FFA de los adipocitos
mediante la inhibicién de la lipasa sensible a hormonas (HSL). En la DT2, la
capacidad de la insulina para inhibir la lipdlisis y reducir los FFA circulantes se ve
notablemente reducida (Figura 1) (Jansson et al., 1994). En este sentido, la ingesta
excesiva de calorias y la falta de actividad fisica conducen al aumento del tamafio
de los adipocitos a causa del incremento de la deposicion de TG en dichas células
(Sattar and Gill, 2014). A medida que aumenta la adiposidad, los adipocitos
hipertrofiados no son capaces de almacenar eficazmente mas lipidos y se produce
una alteracion en la acumulacion de TG, que acaban depositandose en
compartimentos ectépicos, como el higado, el musculo y el tejido adiposo
perivascular, pericardico y omental a la vez que se favorece la lipdlisis (Figura 1)
(Guilherme et al., 2008; Loher et al., 2016; Sattar and Gill, 2014). El incremento en la
liberacion de FFA por parte de los adipocitos provoca también la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, como por ejemplo, el factor de necrosis tumoral o (TNF-
a) o la interleucina 1B (IL-1B). Esto provoca que aumente aun mas la lipdlisis y se
inhiba la expresion del genes que son necesarios para la sefializacion de la insulina
y la diferenciacion de los adipocitos, proporcionando la base molecular de la
resistencia a la insulina en el tejido adiposo (Figura 1) (Ruan et al., 2002). Aunque
los macréfagos activados en el tejido adiposo producen la mayor parte de citoquinas
pro-inflamatorias, otros tipos celulares como los linfocitos B y las células T también
pueden secretar este tipo de agentes inmunomoduladores, ayudando a aumentar la
inflamacién local y sistémica, contribuyendo asi a la resistencia a la insulina (Strissel
et al., 2014). Los excesivos niveles circulantes de TG y FFA secretados por los
adipocitos resultan en una acumulacién ectdpica de lipidos en otros tejidos no
adiposos y junto con TNF-a, desencadena la resistencia a la insulina a nivel sistémico
y afecta profundamente a la funcion y la masa de células $ (Kahn et al., 2006). En
este contexto de resistencia a la insulina, el musculo esquelético y el tejido adiposo
disminuyen la captacion de glucosa y la insulina no es capaz de inhibir la lipdlisis en
el tejido adiposo. A su vez, la insulina tampoco puede suprimir la gluconeogeénesis

hepatica y lo que conlleva un aumento en la produccion de glucosa. La esteatosis
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hepatica que precede a la DT2 manifiesta, se asocia habitualmente a la obesidad,
particularmente a la visceral (Taylor, 2008). Esta representa una causa determinante
en la reduccién de la sensibilidad hepatica y muscular a la insulina, uno de los
principales contribuyentes a la resistencia sistémica a esta hormona (Figura 1)
(Birkenfeld and Shulman, 2014; DeFronzo, 2004; McGarry, 2002). En cuanto a las
células B, el incremento cronico de los niveles circulantes de FFA junto con una
elevada glucemia, trastornan la cinética de la secrecion de insulina y glucosa (Donath
and Halban, 2004; Leahy), disminuyen la biosintesis de insulina, promueven la
apoptosis de las células B y median efectos autoinflamatorios deletéreos en los
islotes pancreaticos que acaban impactando sobre la funcién y la masa de células 3
(Donath et al., 2010; Hajer, 2008; Halban, 2008; Nolan et al., 2011). En respuesta a
los FFA y las citoquinas pro-inflamatorias circulantes en un contexto de resistencia a
la insulina acompafada de una eventual disfuncién de la célula B, la homeostasis

general energética del organismo se ve alterada (Nolan et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Alteraciones clave que desencadenan la diabetes tipo 2. El acimulo excesivo de lipidos
en los adipocitos induce el reclutamiento de células inflamatorias que secretan citoquinas
proinflamatorias e inhibe la lipdlisis. El aumento de FFA y citoquinas circulantes favorece la deposiciéon
patoldgica de lipidos en el musculo y el higado e induce la resistencia a la hormona insulina. Entones,
el higado aumenta la glucogénesis y la glucogenolisis, que junto con la disminucion de la captaciéon de
glucosa por el musculo, produce hiperglucemia sostenida. Ante el incremento de los niveles de glucosa
en sangre, se produce hiperplasia de las células 8 del pancreas para compensar la demanda de insulina.
Con el tiempo se ocasiona el agotamiento de las células B y disminuye su capacidad para producir y
secretar insulina. Todo ello conlleva a la cronificacion de la hiperglucemia y el establecimiento de la DT2.
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1.1.2. Susceptibilidad genética y factores ambientales de la diabetes tipo 2

Los factores genéticos contribuyen en gran manera al desarrollo de la DT2
(Stumvoll et al., 2005). Los antecedentes familiares de DT2, por ejemplo, triplican el
riesgo de desarrollar dicha enfermedad (Schafer et al., 2011). Los estudios genéticos
Genome-wide association (GWA) han permitido asociar mas de 60 loci a esta
enfermedad (Billings and Florez, 2010; Dupuis et al., 2010; Morris et al., 2012; Voight
et al., 2010). Cada uno de estos loci contiene variaciones en la secuencia que son
causales del riesgo de sufrir DT2. Aunque aun no se ha esclarecido el mecanismo
molecular de muchas de estas variantes genéticas, su influencia en la sensibilidad a
la insulina o la secrecion de ésta ha quedado patente en diversos casos. Un ejemplo
serian las variantes de los genes Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARYy), Fat mass and obesity-associated protein (FTO), Insulin receptor substrate
1 (IRS1) o Kruppel-like factor 14 (KLF14) que se relacionan con altos niveles de
insulina en ayuno (Voight et al., 2010). Otros genes se asocian a la disfuncion de las
células B del pancreas, como es el caso de glucoquinasa (GK) o Melatonin receptor
1B (MTNR1B). También hay genes asociados a defectos en la secrecion de insulina
sin efectos marcados en la glucemia como Transcriptor factor 7-like 2 (TCF7L2),
Solute carrier family 30 member 8 (SLC30A8), Cyclin-dependent kinase 5 regulatory
subunit associated protein 1-like 1 (CDKAL1) y Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B
(CDKN2A/2B) (Dimas et al., 2014). La estrecha relacion entre la obesidad y la DT2
(Hu et al., 2001) hace que gran parte de estos loci también estén involucrados con la
susceptibilidad a la obesidad, como en el caso de FTO (Karaderi et al., 2015).
Asimismo, también se han identificado loci que aumentan el riesgo de sufrir
sobrepeso y obesidad en diabéticos de tipo 2 como el gen de la adiponectina
(ADIPOQ), el del receptor de leptina (LEPR), Insulin receptor substrate 2 (IRS2) o
Growth factor receptor-bound protein 14 (GRB14) (Kasim et al., 2016).

A pesar de la influencia genética en la patogénesis de la DT2, se considera que
las variantes genéticas de riesgo solo contribuyen a aumentar la susceptibilidad a la
enfermedad. La causa principal del aumento en la incidencia de la DT2 se debe a
cambios ambientales asociados al estilo de vida (Imamura and Maeda, 2011). El
consumo de dietas con alta densidad energética propias de Occidente (Western diet)
junto con el estilo de vida sedentario son los dos factores mas importantes en el
desarrollo de la DT2. Ambas causas también son las responsables de la actual
epidemia de obesidad, claramente relacionada con la DT2. En concreto, el
incremento de la grasa visceral y la acumulacién ectopica de grasa, como por ejemplo

el higado graso, contribuyen en mayor manera que el indice de masa corporal (IMC)
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al riesgo de desarrollar DT2. Esto encaja con el hecho de que las personas obesas
ero sin desregulacion metabdlica tienen menor obesidad visceral o higado graso.
Contrariamente, aquellos que desarrollan DT2 sin ser excesivamente obesos o
teniendo un peso corporal normal, presentan obesidad visceral, acumulo graso

ectdpico y masa muscular reducida (Kolb and Martin, 2017).

Ademas, existen otros multiples factores ambientales que influyen sobre el riesgo
de desarrollar DT2 independientemente de la adiposidad. Las dietas pobres en fibra
triplican el riesgo de padecer DT2 y el consumo regular de bebidas azucaradas lo
eleva un 20%. Por otro lado, la escasa actividad fisica, prolongados periodos frente
a un monitor o la televisidén y la exposicion a particulas finas procedentes de la
polucién por trafico también aumentan la susceptibilidad a la enfermedad. Los
fumadores incrementan el riesgo de DT2 desde un 30% hasta un 90% dependiendo
del grado de adiccion, mientras que cada hora de suefio escaso aumenta un 10% la
susceptibilidad. La depresion y el estrés también son factores que influyen sobre el
riesgo de padecer la enfermedad, asi como una posicion socioecondémica baja (Kolb
and Martin, 2017).

Por ultimo, también hay relacién entre ciertas infecciones y el desarrollo de DT2.
La hepatitis C puede provocar esteatosis hepatica y con ello, resistencia a la insulina,
y DT2 (Negro, 2014). La infeccion por Chlamydia pneumoniae puede causar la
disfuncion de la células B del pancreas en un contexto de inflamacién sistémica
(Rodriguez et al.,, 2015). También cabe mencionar que el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y los tratamientos anti-retrovirales aumentan la

inflamacién sistémica y promueven la resistencia a la insulina (Dooko et al., 2015).
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2. OBESIDAD

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el sobrepeso se
definen como el acumulo anormal o excesivo de grasa que pone en riesgo la salud.
La obesidad es una enfermedad metabdlica muy compleja y uno de los factores de
riesgo mas importantes para la resistencia a la insulina y el desarrollo de DT2
(Kusminski et al., 2016). Tal y como sucede con la DT2, la obesidad ha alcanzado
proporciones epidémicas. Datos de la OMS sefialan que en 2014 cerca de 2 billones
de adultos padecian sobrepeso y de ellos, mas de medio billon era clinicamente
obesos. Como resultado del sobrepeso o la obesidad cada afio mueren al menos 2.8
millones de personas. La prevalencia de esta patologia se doblé entre 1980y 2014 y
aunque inicialmente se asociaba a paises desarrollados, cada vez es mas prevalente

en paises aun en vias de desarrollo.

Un aspecto alarmante de esta pandemia es el concerniente a los mas jovenes,
pues se estima que cerca de 200 millones de nifios en edad escolar tienen
sobrepeso. Ello les predispone a desarrollar diabetes a una edad mas temprana y
contribuye a que su generacién sea la primera predestinada a tener una vida mas
corta que sus progenitores. Por tanto, la obesidad asociada a diabetes se ha
convertido en un problema de salud publica de principal importancia (Morigny et al.,
2016).

La obesidad se desencadena cuando se produce un desequilibrio en el que el
consumo de energia excede el gasto energético lo que comporta una distribucion
anémala de la grasa (Frihbeck et al., 2009). El método mas usado para medir e
identificar la obesidad es el indice de masa corporal (IMC). Se calcula como el peso
en kilogramos (Kg) dividido por el cuadrado de la altura en metros (m?). La OMS
define el sobrepeso a partir de un IMC igual o mayor a 25 kg/m? y obesidad cuando
el IMC es de 30 kg/m? o mayor (Flegal et al., 2010; WHO, 2000). Para Asia y Oceania,
estos criterios son un tanto diferentes, estableciendo el sobrepeso a los 23 kg/m? y
la obesidad a los 25 kg/m? (Stommel and Schoenborn, 2009). Aunque el IMC es una
medida simple muy utilizada en estudios de poblaciones, no es la medida mas
correcta para predecir el riesgo individual ya que no permite distinguir entre el peso
asociado a musculo o a grasa y, dado que hay grandes diferencias individuales en lo
referente a constitucion corporal, no siempre corresponde al mismo nivel de obesidad
(James, 2008). La circunferencia de la cintura o el ratio entre el perimetro de la cintura
y la cadera son otros métodos comunmente utilizados para clasificar a los pacientes

obesos y mas especificos para determinar la distribucién grasa (T. et al., 2008).
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También existen medidas directas de la composicion corporal tales como la

tomografia computarizada o la resonancia magnética.
2.1. Tipos de obesidad en humanos

La distribucion de la grasa corporal varia entre individuos debido al sexo, la edad,
el estado hormonal, patologias concomitantes o en respuesta a farmacos. Esta
distribucion es crucial para predecir enfermedades asociadas a la obesidad
(Tchkonia et al., 2013). En funcion de la localizacion de los depdsitos grasos, se

pueden distinguir dos clases de obesidad (Gesta et al., 2007):

e Obesidad central (forma de manzana): se caracteriza por una
acumulacion intra-abdominal/visceral de la grasa, aumentando su
deposicién alrededor de las visceras en los depositos adiposos omental,
mesentérico y retroperitoneal. También se denomina obesidad androide
por ser la mas comun en hombres. Los individuos que la padecen
presentan una reduccién de la sensibilidad a la insulina y de la tolerancia
a la glucosa ligada a un incremento en el riesgo de sufrir complicaciones

metabdlicas como la DT2 (Tchernof and Després, 2013).

e Obesidad periférica (forma de pera): se caracteriza por un incremento
subcutaneo de la deposicion grasa en muslos y caderas. También se la
denomina obesidad ginoidea ya que es tipica de mujeres. Al contrario que
la obesidad central, no tiene tanto riesgo metabdlico y los pacientes que la
presentan tienen una tolerancia a la glucosa normal (Tchernof and
Després, 2013).
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Figura 2. Clasificacion de la obesidad en funcién de la distrib

15

ion. Obesidad central o periférica.



Introduccion

2.2. Complicaciones de la obesidad

Se ha asociado la obesidad con un mayor riesgo de mortalidad, disminuyendo la
esperanza de vida una media de 7 afios (Peeters et al., 2003). A parte de estar
estrechamente relacionada con la DT2, también se asocia a un mayor riesgo de
padecer otras patologias metabdlicas, cardiovasculares e inflamatorias crénicas (Van
Gaal et al., 2006) como por ejemplo la enfermedad del higado graso no alcohélico
(NAFLD). Esta es la enfermedad hepatica crénica mas prevalente a nivel mundial y
se caracteriza por desarrollar un espectro histopatolégico que va desde la esteatosis
mas ligera hasta la forma mas agresiva necro-inflamatoria, la esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH), que induce fibrosis y acaba resultando en cirrosis hepatica (Bertot
and Adams, 2016). Por otro lado, la obesidad también esta asociada a la
hipertension, enfermedad cronica en la que se produce una elevacion persistente de
la presion arterial. La hipertension supone un riesgo muy importante en relacién a las
enfermedades cardiovasculares como la hipertrofia ventricular izquierda, arritmias
ventriculares y atriales, fallo cardiaco diastélico y sistélico, isquemia cardiaca y dafios
renales y neuroldgicos (Black, 2003). Ademas, la obesidad aumenta el riesgo de
cancer colorectal, de eséfago, de rifidn y de pancreas en ambos sexos. En hombres
predispone a sufrir cancer de tiroides mientras que en mujeres aumenta el riesgo de

cancer de endometrio, vesicula biliar y mama (Renehan et al., 2008).
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3. TRATAMIENTOS ACTUALES PARA LA DIABETES TIPO 2 Y LA OBESIDAD

Para seleccionar el mejor tratamiento farmacoldgico para el paciente con
sobrepeso u obeso que padece DT2, primero hay que considerar la mejor opcion
para disminuir los niveles de glucosa en sangre. Siempre que sea posible, la
medicacién también deberia promover la reduccion de peso o al menos, no causar
su incremento. Los farmacos contra la DT2 asociados a una disminucion de la masa
corporal son: metformina, inhibidores del contransportador 2 de sodio-glucosa
(SGLT2), agonistas del glucagon-like peptide 1 receptor (GLPR1) y miméticos de
amilina. Los inhibidores de la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) son neutrales respecto
al peso. Por el contrario, los insulin secretagogues como las sulfonilureas, las
tiazolidinedionas (TZD) y la insulina misma muchas veces inducen la ganancia de

peso (American Diabetes Association, 2016).
3.1. Recomendaciones farmacoterapéuticas para pacientes diabéticos tipo 2

A los pacientes obesos diagnosticados con DT2 se les recomiendan terapias
basadas en cambios en la dieta y ejercicio (Lipkin, 1999) que en la mayoria de casos
se combinan con metformina. Si no se consigue normalizar la glucemia en 3 meses,
se combina el tratamiento con metformina con un segundo farmaco de entre los
siguientes: sulfonilureas, tiazolidinedionas, inhibidores de DPP4, inhibidores de
SGLT2, analogos de GLPR1 o insulina basal. En los casos de severa hiperglucemia
se pueden combinar dos farmacos a la administracién de multiples dosis de insulina
diaria directamente (American Diabetes Association, 2016; Inzucchi et al., 2012). Si
tras otros 3 meses tampoco se consigue disminuir la glucemia hasta los niveles
deseados, se procede a la combinacion de un tercer farmaco. Si con esta
aproximacién no se consigue disminuir suficientemente la glucemia, se procede a la
terapia con combinaciones de insulina inyectables (American Diabetes Association,
2016). La eleccion de la terapia se basa en las caracteristicas individuales del
paciente y las indicaciones de los farmacos con el objetivo principal de mejorar el

control de la glucemia minimizando los efectos secundarios (Inzucchi et al., 2012).

La metformina es una biguanidina y es el farmaco mas ampliamente utilizado para
el tratamiento de la DT2 (Inzucchi et al., 2012). Su mecanismo de accion consiste
principalmente en la reduccién hepatica de gluconeogénesis, aligerando la
hiperglucemia y mejorando la sensibilidad a la insulina (Pryor and Cabreiro, 2015). A
diferencia de otros farmacos, la metformina no aumenta el riesgo de sufrir

hipoglucemias (Inzucchi et al., 2012).
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Debido a la progresiva disminucion de la masa de células  durante la DT2, a
menudo se requiere terapia de remplazo con insulina. En principio, el uso de insulina
exogena mejora la capacidad de secrecion de insulina endogena y estabiliza la
glucemia. El inconveniente es que puede provocar estados de hipoglucemia e
incremento de peso (Turner et al., 1999). Aunque la mayoria de pacientes con DT2
que requieren tratamiento con insulina solo requieren insulina basal, algunos acaban
necesitando insulina pandrial con insulinas de accién corta. En este caso se suelen
administrar analogos de insulina rapidos dosificados justo antes de las ingestas
(Inzucchi et al., 2012).

Los farmacos basados en el sistema de incretinas se han introducido mas
recientemente. Los agonistas inyectables de GLP-1 mimetizan el efecto enddégeno
de GLP-1 estimulando la secrecidn pancreatica de insulina, retrasando el
vaciamiento gastrico, suprimiendo la secrecion de glucagén y disminuyendo el apetito
(Drucker and Nauck, 2006; Inzucchi et al., 2012). Por otro lado, los inhibidores de la
DPP4 aumentan los niveles endégenos de GLP-1 y la secrecién de insulina y
suprimen la secrecién de glucagon (Mulvihill and Drucker, 2014). Los inhibidores de
DPP4 no afectan al peso corporal. Al igual que la metformina, los farmacos basados

en el sistema de incretinas no producen hipoglucemias (Inzucchi et al., 2012).

Las tiazolidinedionas activan la heterodimerizacién de PPARy-RXR y bloquean la
fosforilacion de CDK-5 por PPARYy (Yki-Jarvinen, 2004 ) incrementando la sensibilidad
a la insulina en el musculo esquelético y reduciendo la produccion de glucosa
hepatica (Inzucchi et al., 2012; Yki-Jarvinen, 2004). Tampoco incrementan el riesgo
de hipoglucemia y sus efectos pueden durar mas que los de las sulfonilureas y la
metformina (Inzucchi et al., 2012). Como efectos adversos de las tiazoldinedionas se

incluyen la ganancia de peso o la retencion de liquidos (Inzucchi et al., 2012).

Los inhibidores de SGLT2 disminuyen la hiperglucemia a causa del bloqueo de la
reabsorcion de glucosa en el rifidn, incrementando su excrecidon en orina. Sin
embargo, estos farmacos pueden favorecer infecciones del tracto urinario (Zinman et
al., 2015). También existe la posibilidad de que favorezcan la resorcion Osea,
incrementando el riesgo de fracturas, aunque faltan estudios mas concluyentes al

respecto (Brunton, 2015).

Las sulfonilureas son el agente oral mas antiguo cuya actuacion mejora la
secrecion de insulina. Esta mejora de produce gracias a su unién con los canales de
potasio sensibles a ATP (Kartp) de las células B del pancreas (Inzucchi et al., 2012;

Turner et al., 1999). De esta forma, suprimen la gluconeogénesis hepatica (Turner et
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al., 1999). Aunque son eficaces controlando los niveles de glucosa, su uso esta
asociado a la ganancia de peso y a riesgo de hipoglucemias. Por otro lado, las
meglitinidas también actuan uniéndose a los canales Katp y mejoran la secrecién de
insulina. Como son de accién corta, tienen menos riesgo de provocar hipoglucemias

pero se requiere una administracion mas frecuente (Inzucchi et al., 2012).

En los casos en los que la dieta, el ejercicio y la farmacoterapia resultan
insuficientes se puede requerir cirugia bariatrica en pacientes con DT2 y obesidad

severa y cada vez mas en pacientes obesos o con sobrepeso (Ahn et al., 2010).
3.2. Recomendaciones farmacoterapéuticas para pacientes obesos

La pérdida de peso es el objetivo principal para prevenir y tratar la obesidad y
puede prevenir el riesgo de desarrollar comorbilidades de la obesidad. Se puede
lograr la pérdida de peso cambiando el estilo de vida, con farmacoterapia o cirugia.
Las intervenciones en el estilo de vida incluyen cambios en la dieta, ejercicio fisico e
incluso intervenciones psicolégicas (terapia comportamental y cognitiva o terapia de
grupo). El efecto de las intervenciones en el estilo de vida en la pérdida de peso es
modesto pero significativo y es aditivo junto con otro tipo de terapias (Dyson, 2010).
La farmacoterapia contra la obesidad se recomienda en individuos con un IMC de al
menos 27 Kg/m? con alguna comorbilidad persistente o en aquellos sujetos con un
IMC de 30 Kg/m? o superior. La farmacoterapia no induce una pérdida involuntaria y
sustancial de peso y por tanto es mas efectiva cuando se usa conjuntamente dentro
de un programa de control de peso bien establecido. La eficacia de un farmaco contra
la obesidad se basa en su capacidad para conseguir una reduccion del 3-5% del peso
corporal después de 3 meses de tratamiento (American Diabetes Association, 2016).
Actualmente hay 5 farmacos contra la obesidad aprobados por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA), hecho que permite a los médicos adaptar el tratamiento de la
obesidad a cada paciente (American Diabetes Association., 2017; American Diabetes
Association, 2016). Estos farmacos son: el agonista de GLP-1 Liraglutide® (Astrup et
al., 2011; Pi-Sunyer et al., 2015), el inhibidor de la lipasa Orlistat® (Sumithran and
Proietto, 2014), el agonista del 5-hydroxytryptamine receptor 2C (5-HT2C) Lorcaserin
® (Smith et al., 2010b) y las combinaciones duales de agonistas de la noradrenalina
con inhibidores de la anhidrasa carbénica, Phentermine-topiramate (Verrotti et al.,

2011) y Naltrexone-bupropion (Greenway et al., 2010).

El Liraglutide reduce el apetito y la ingesta de alimento mediante la regulacién de

los receptores de leptina solubles (Astrup et al., 2011; Pi-Sunyer et al., 2015).
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El Orlistat inhibe las lipasas gastricas y pancreaticas, reduciendo la digestion de
grasa intestinal. Esto permite limitar el consumo de calorias mejorando la glucemia y

las funciones endoteliales (Sumithran and Proietto, 2014).

La Lorcaserin activa las neuronas Pro-opiomelanocortin (POMC) hipotalamicas
para favorecer la saciedad. Por otro lado, reduce los niveles de hemoglobina
glicosilada y los factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares (Smith et al.,
2010b).

El Phentermine-topiramate reduce la ingesta de alimento mediante antagonistas
del a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) y de receptores
de cainita. Ademas, mejora la actividad de los receptores del y-aminobutyric acid
(GABA) y de la noradrenalina, incrementando el gasto energético (Verrotti et al.,
2011).

El Naltrexone-bupropion activa las neuronas POMC mediante la unién al receptor
4 de la melanocortina (MC4R) y antagoniza el sistema opioide. De esta forma
incrementa el consumo de energia y reduce la ingesta de alimentos (Greenway et al.,
2010).

Como se ha mencionado anteriormente, otra alternativa es la cirugia bariatrica, la
cual se utiliza cada vez mas en pacientes con un IMC superior a 40 Kg/m? o con
comorbilidades severas. La mortalidad de la cirugia esta por debajo del 1% y se
consiguen pérdidas de peso de alrededor del 25-30% con una rapida normalizacién
de la glucosa y la presion sanguinea. Aun asi, es necesaria una monitorizacion post-
quirurgica a largo plazo y los pacientes deben mantener una dieta muy restrictiva,

nutricionalmente pobre y exenta de fruta y vegetales (Haslam and James, 2005).
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4. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO 21 (FGF21)

Durante la ultima década, el factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) se ha
erigido como un regulador metabdlico potente capaz de mejorar el metabolismo de
la glucosa y los lipidos, asi como de lograr una reduccion de la adiposidad y del peso
corporal. Estas caracteristicas lo convierten en un potencial agente terapéutico para
tratar la DT2 y la obesidad (Arner et al., 2008; Badman et al., 2007; Coskun et al.,
2008a; Hunt et al., 2007; Inagaki et al., 2007; Kharitonenkov et al., 2005a, 2007;
Wente et al., 2006).

FGF21 es una proteina perteneciente a la familia de los Factores de Crecimiento
Fibroblastico (FGFs) que se identificd por vez primera en embriones de raton en el
afio 2000 (Nishimura et al., 2000). En adultos, FGF21 se secreta por diversos
6rganos, principalmente el higado (Markan et al., 2014) y actda sobre multiples
tejidos como una hormona endocrina para regular la homeostasis energética (Fisher
and Maratos-Flier, 2016; Potthoff et al., 2012).

4.1. Familia de los Factores de Crecimiento Fibroblastico

La familia de los FGFs regula una enorme cantidad de procesos del desarrollo lo
que le confiere una amplia variedad de aplicaciones mitogénicas, citoprotectoras y
angiogénicas. La mayoria de los FGFs ejercen su funcién uniéndose a los receptores
de FGF (FGFRs) en la superficie celular (Beenken and Mohammadi, 2009). En
mamiferos existen 18 miembros de la familia (FGF1-FGF10 y FGF16-FGF23)
agrupados en 6 subfamilias en funcion de la homologia de la secuencia y su filogenia
(Itoh et al., 2004). Los factores FGF11-FGF14 tienen una alta identidad con la familia
de los FGFs pero son incapaces de activar los FGFRs por lo que no se les incluye en
la familia (Olsen et al., 2003). Por otro lado, FGF15 es el ortdlogo murino del FGF19
humano (Beenken and Mohammadi, 2009).

Tipicamente los FGFs actian de forma paracrina sobre la modelacion y
organizacion tisular durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, la subfamilia de
FGF19, FGF21 y FGF23 funciona de forma endocrina dependiente de la presencia
de proteinas klotho en los tejidos diana, regulando la homeostasis de acidos biliares,
colesterol, glucosa, vitamina D y fosfato (Fu et al., 2004; Goetz et al., 2007;
Kharitonenkov et al., 2005b).

La region central de unos 120-130 aminoacidos es homologa entre todos los
FGFs; son las variaciones en los extremos amino y carbonilo lo que confiere

diversidad biolégica a los ligandos (Mohammadi et al., 2005). Ademas, los FGFs
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paracrinos tienen una region (HBS) que se une al heparan sulfat glycosaminoglycan
(HSGAG) pero la region HBS de la subfamilia de FGF19, FGF21 y FGF23 posee una
estructura que reduce la afinidad estereoldgica por el HSGAG y les confiere la

naturaleza endocrina (Goetz et al., 2007).
4.2. Regulacion y sefializacién de FGF21

FGF21 tiene un papel sumamente importante en el metabolismo como
hepatoquina, adipoquina y mioquina. Su transcripcién se induce principalmente por
multiples factores: ayuno, dietas ketogénicas o altas en carbohidratos, acidos grasos
libres (FFAA) y agonistas de receptores nucleares (Figura 3) (Badman et al., 2007,
Inagaki et al., 2007; Lundasen et al., 2007).

El higado es el principal 6rgano secretor de FGF21. El peroxisome proliferator-
activated receptor-a (PPARa) media la induccion hepatica de FGF21 inducida por
ayuno y coopera con el receptor de glucocorticoides para estimular su transcripcion
(Lundasen et al., 2007; Patel et al., 2015). Otros receptores nucleares también estan
implicados en la regulacion de la transcripcion hepatica de FGF21 tales como el
receptor de la hormona tiroidea (THR), retinoid X receptror-8 (RXR), farsenoid-X
receptor (FXR), retinoid-related orphan receptor-a (RORa), nuclear hormone receptor
77 (NUR77) y peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy) (Adams et al.,
2010; Cyphert et al., 2012; Li et al., 2013; Oishi and Tomita, 2011). También, se
induce la transcripcidn en higado por butirato sédico, dioxinas y otros farmacos como
la metformina (Figura 3) (Li et al., 2012; Nygaard et al., 2012).

En el tejido adiposo, FGF21 se induce en respuesta a la alimentacion después de
un periodo de ayuno, mediado por PPARYy. Se considera que forma parte de la via
de regulacion de la respuesta a alimentacion en el tejido adiposo, comportandose
mas de la forma autocrina o paracrina tipica de los FGFs (Dutchak et al., 2012; Oishi
et al., 2011). La exposicion a bajas temperaturas también induce la transcripcion de
FGF21 en el tejido adiposo con capacidad termogénica, tanto blanco como marrén
(Figura 3) (Fisher et al., 2012; Hondares et al., 2011).

Asimismo, FGF21 también se comporta como una mioquina inducida por diversos
tipos de estrés, entre ellos el estrés de reticulo endoplasmico, mediado por el
Activador del factor de transcripcion 4 (ATF4) y la autofagia (Luo and McKeehan,
2013). La inducciéon de FGF21 en musculo hace que actue en el propio tejido como
una mioquina y produzca alteraciones en la funciéon mitocondrial y una respuesta

integrada al estrés y que a la vez, FGF21 se secrete y actie de manera endocrina
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sobre el tejido adiposo induciendo la actividad termogénica (Figura 3) (Keipert et al.,
2014).

Estrés FFAA /SIRT1 Metformina || Exposicion || Butirato
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Figura 3. Regulacion transcripcional de FGF21. La transcripcion de FGF21 se regula por el estado
nutricional como el ayuno o hambre; componentes derivados de alimentos como los &cidos grasos libres
(FFAA) o el butirato; la exposicion a bajas temperaturas; o farmacos como la metformina. ATF4:
activating transcription factor; AARE: amino acid response element; PPAR: peroxisome proliferator-
activated receptors; RXR: retinoid X receptor; PPRE: peroxisome proliferator-activated receptor
response element; SIRT1: sirtuin 1; PGC1a: peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activator 1a;
REV-ERBa: nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1; RORE: retinoid-related orphan receptor
response element; NBRE: nerve growth factor-induced clone B response element; AMPK: 5-AMP-
activated protein kinase; ATF2: activating transcription factor 2; HDAC3: histone deacetylase 3.

FGF21 ejerce su funcién a través de los receptores FGFRs, principalmente
FGFR1c, FGFR2c y FGFR3c, y del co-receptor B-klotho (Kharitonenkov et al., 2007;
Ogawa et al., 2007; Suzuki et al., 2008). Mientras que los FGFRs se expresan
ubicuamente, B-klotho se expresa marcadamente en tejidos metabdlicamente activos
tales como el higado, el tejido adiposo blanco (WAT) y el tejido adiposo marrén (BAT),
lo que confiere especificidad a los efectos de FGF21 (Fon Tacer et al., 2010; Ito et
al., 2000).

4.3. Efectos de FGF21

Existe controversia respecto a los efectos de FGF21 entre los diferentes estudios.
Su mecanismo de accion es complejo dado que se ha observado el mismo fenotipo
en modelos animales con deplecion de la expresiéon de FGF21 como en otros que,
por el contrario, lo sobreexpresan. Se ha sugerido que los efectos de FGF21 cuando
se administra exdgenamente difieren en magnitud o incluso se oponen cuando se
comparan con los efectos fisiologicos del FGF21 enddgeno (Kliewer and
Mangelsdorf, 2010).
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En el caso de la gluconeogénesis hepatica, se ha descrito que FGF21 la induce
en ratones ayunados, con lo que los ratones en los que se depleciona FGF21 son
incapaces de revertir la hipoglucemia producida por el ayuno (Potthoff et al., 2009).
Contrariamente a lo que cabria esperar, cuando se sobreexpresa FGF21 en ratones
transgénicos, la glucemia también disminuye (Zhang et al., 2012). La magnitud de la
reduccién de la glucemia producida por FGF21 es proporcional a la dosis inyectada
y no se observa ningun efecto cuando se administran dosis bajas de la proteina (Xu
et al., 2009). Los ensayos in vitro también contradicen que FGF21 estimule la
gluconeogénesis hepatica dado que suprime la produccion de glucosa de forma
parecida a la insulina (Xu et al., 2009). En conjunto, los datos parecen indicar que
cuando FGF21 supera los niveles fisioldgicos, se inhibe la produccién hepatica de
glucosa (Figura 4). Asimismo, la administracion de FGF21 incrementa la movilizaciéon
de acidos grasos libres (FFA) (Inagaki et al., 2007) y la cetogénesis en higado
(Potthoff et al., 2009) protegiéndolo de la hepatoesteatosis (Xu et al., 2009) (Figura
4).

La sefalizacion directa de FGF21 en el tejido adiposo tanto blanco como marrén
(WAT y BAT respectivamente) aumenta la sensibilidad a la insulina (BonDurant et
al.,, 2017; Ding et al., 2012) y mejora la homeodstasis de la glucosa (Véniant et al.,
2012). Mediante la senalizacion en el tejido adiposo, FGF21 también incrementa el
gasto energético e induce la sobreexpresion de genes relacionados con la
termogénesis y el browning (proceso mediante el cual el tejido adiposo blanco
subcutaneo adquiere el fenotipo del tejido adiposo marrén) (Figura 4) (Adams et al.,
2013a; Laeger et al., 2017).

El estado nutricional regula la expresion de FGF21 a nivel pancreatico, ya que se
produce principalmente en el pancreas acinar y actua localmente (Singhal et al.,
2016a). La administracion de FGF21 reduce la secrecion de glucagén (Kharitonenkov
et al., 2005b) y protege la masa de células B de la inflamacién, garantizando su

conservacion (Figura 4) (Singhal et al., 2016a; Wente et al., 2006).

En el musculo esquelético, FGF21 protege los miocitos de la resistencia a la
insulina inhibiendo sefiales de estrés como la stress kinase y el nuclear factor k-light-
chain-enhancer of activated (3 cells (NF-kB) (Lee et al., 2012). Ademas favorece la

captacion de glucosa y su incorporacion a glicogeno (Figura 4) (Mashili et al., 2011).

El corazdn también es un 6rgano diana del FGF21 circulante y del secretado por
los propios cardiomiocitos. El factor se induce en higado y tejido adiposo cuando hay

dafio cardiaco y, junto con el producido por el propio corazon, contribuye a la
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proteccion del miocardio y evita la hipertrofia y la oxidacion (Liu et al., 2013; Planavila
et al.,, 2013). También, previene la apoptosis a nivel cardiaco producida por la

diabetes y la deposicion lipidica (Figura 4) (Zhang et al., 2015).

Asimismo, FGF21 protege del dafio renal mediante la reversion de las alteraciones
metabdlicas sistémicas y la nefropatia derivadas de la diabetes tipo 2 (Figura 4) (Kim
et al., 2013; Shao et al., 2015). Por otro lado, el FGF21 presente en la leche materna
induce la expresion intestinal de factores hormonales y enzimas digestivas
mejorando la absorcion de lactosa en neonatos, asegurando una correcta digestion
y funcion endocrina del intestino en desarrollo (Figura 4) (Gavalda-Navarro et al.,
2015).

A nivel central, la administracion intra-cerebroventricular continua de FGF21
incrementa la ingesta y el gasto energético en ratas con obesidad inducida por la
dieta a la vez que mejora la sensibilidad sistémica a la insulina favoreciendo la
supresion de la gluconeogénesis (Figura 4) (Owen et al., 2014; Sarruf et al., 2010).
Ademas, FGF21 estimula la termogénesis y el browning activando el sistema
nervioso simpatico (Figura 4) (Douris et al., 2015). También, se indicé que FGF21
actua en el hipotalamo inhibiendo la via de sefalizacion vasopresina-kisspeptina de
manera que suprime el pico hormonal necesario para la reproduccion en ratones
hembra (Figura 4) (Owen et al., 2013). Sin embargo, dicha infertilidad se revierte
simplemente alimentando a los animales con una dieta hipercal6rica (Singhal et al.,
2016b).

Por ultimo, los efectos de FGF21 sobre la remodelacién ésea también han sido
discutidos. Por un lado, se sugirié que inhibe la formacion 6sea a la vez que estimula
la resorcion en hueso (Figura 4) (Wei et al., 2012) pero estudios recientes cuestionan
el efecto directo de FGF21 sobre el hueso, lo que atribuiria los defectos dseos
observados a diferencias en el balance energético (Guo et al., 2016; Li et al., 2017;
Thompson et al., 2014).
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Figura 4. Esquema representativo de los efectos de FGF21 sobre sus 6rganos diana. Los efectos
de FGF21 se deben principalmente a su accion sobre el tejido adiposo y el higado, aumentando la
sensibilidad a la insulina, el gasto energético, la cetogénesis y la movilizacion de acidos grasos libre
(FFA) y disminuyendo la produccion de glucosa y la deposiciéon ectépica de lipidos. FGF21 también
pude actuar sobre otros 6rganos tales como el pancreas, el rifidn, el musculo esquelético y cardiaco y
el intestino, mejorando su funcién metabdlica ante ciertas disfunciones. Ademas, dado que cruza la
barrera hematoencefalica, actia a nivel central donde induce multiples sefiales bioquimicas vy
respuestas funcionales. Igualmente, FGF21 podria actuar sobre la homedstasis 6sea.

4.4. Perspectivas del uso de FGF21 como farmaco contrala DT2 y la obesidad

La administracién de FGF21 recombinante a modelos de obesidad murinos como
ratones ob/ob o db/db y ratas Zucker Diabetes Fatty (ZDF) ha demostrado mediar
una robusta diminucion en la adiposidad, la glucemia y los triglicéridos circulantes asi
como mejorar la sensibilidad a la insulina (Adams et al., 2012; Berglund et al., 2009;
Coskun et al., 2008b; Kharitonenkov et al., 2005b; Xu et al., 2009). Asimismo, la
sobreexpresién de FGF21 en higado de ratones transgénicos protege frente a la
obesidad inducida por la dieta y la resistencia a la insulina (Inagaki et al., 2007;
Kharitonenkov et al., 2005b). Ademas, la administracién de FGF21 a monos Rhesus

obesos y diabéticos reduce marcadamente la glucemia en ayuno, los triglicéridos
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circulantes y los niveles de insulina a la vez que induce una discreta pérdida de peso
(Kharitonenkov et al., 2007).

Las prometedoras caracteristicas farmacologicas de FGF21 en ratones y en
primates no humanos han estimulado la busqueda por parte de diversas companias
farmacéuticas de tratamientos basados en FGF21 contra desérdenes metabdlicos
como la obesidad o la diabetes tipo 2 (Kharitonenkov and DiMarchi, 2015; Zhang and
Li, 2015). No obstante, la proteina nativa es muy labil y altamente susceptible a la
degradacion proteolitica con lo que la vida media de FGF21 es muy corta (0.5h en
raton y 2h en primates) (Kharitonenkov et al., 2007; Wente et al., 2006). La industria
farmacéutica esta ejerciendo considerables esfuerzos para superar estas
limitaciones mejorando la produccién de miméticos o analogos de FGF21 que
permitan desarrollar potenciales productos terapéuticos (So and Leung, 2016; Zhang
and Li, 2015). Para ello, se producen alteraciones sobre la molécula original de
FGF21, como la conjugacién de FGF21 con polietilenglicol (PEGilacion de FGF21),
fusidon con la region cristalizable de un anticuerpo (Fc-FGF21), la conjugacion de
FGF21 a la estructura de un anticuerpo monoclonal y otras moléculas quiméricas de
FGF21 (So and Leung, 2016; Zhang and Li, 2015). Dichos miméticos tienen una
eficacia terapéutica similar a la proteina FGF21 nativa en modelos animales
(pequenos y grandes) de obesidad y DT2 (Adams et al., 2013b; Foltz et al., 2012;
Hecht et al., 2012; Smith et al., 2013; Talukdar et al., 2016). De hecho, la primera
generacion de analogos de FGF21 ya ha alcanzado la fase clinica, con dos ensayos
clinicos de fase | que han demostrado una mejora de la dislipidemia, una ligera
pérdida de peso y disminucion de la insulinemia en ayuno en pacientes con obesidad
y DT2 (Gaich et al., 2013; Talukdar et al., 2016). Por lo tanto, la evidencia preclinica
y clinica corrobora que FGF21 puede ser un candidato atractivo contra la obesidad y
la DT2.

A pesar de las mejoras farmacocinéticas, los miméticos de FGF21 requieren
administrarse periodicamente para mediar su efecto terapéutico y ademas, se trata
de proteinas exdégenas modificadas que pueden desencadenar problemas
inmunoldgicos (Gaich et al., 2013; Talukdar et al., 2016), lo que, aparte de resultar
incémodo para los pacientes, podria comprometer el tratamiento. Por este motivo, es
necesario investigar nuevas estrategias terapéuticas basadas en FGF21, como por
ejemplo, desarrollar nuevas aproximaciones de terapia génica que permitan expresar

de manera sostenida esta proteina.
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5. TERAPIA GENICA IN VIVO CON VECTORES ADENOASOCIADOS (AAV)

La terapia génica se basa en la introduccién de material genético foraneo en las
células diana con la finalidad de contrarrestar o remplazar el mal funcionamiento
mediante la edicion génica, adicién génica o tecnologia del knockdown (Naldini,
2015).

Los vectores virales adenoasociados (AAV) son virus modificados genéticamente
en los cuales se ha remplazado o eliminado todos los genes virales involucrados en
los mecanismos de integracién y replicacion, y se ha afiadido el constructo con el gen
terapéutico de interés (Nayerossadat et al., 2012). Ademas, hasta la fecha no se ha
asociado ningun proceso patogénico en humanos a los virus adenosaociados. En
consecuencia, los AAVs mantienen la infectividad del virus parental pero no son

capaces de generar nuevos viriones.

El perfil de seguridad de los AAVs es excelente y poseen la capacidad de
proporcionar una expresion a largo plazo en una amplia variedad de tejidos,
caracteristicas que los convierten en vehiculos muy eficientes para la terapia génica
(Mount et al., 2002). Por lo tanto, gran parte de las estrategias terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades genéticas en humanos mediante terapia génica in vivo
hacen uso de la tecnologia de los AAVs con resultados muy prometedores (Mingozzi
and High, 2011).

5.1. Biologia de los virus adenoasociados

Los AAVs pertenecen a la familia Parvoviridae y el género Dependoparvovirus y
son virus no patogénicos con una capside icosaedrica y sin envoltura que dependen
de las funciones de un virus auxiliar co-infectante, como un adenovirus o un virus
herpes simplex, para poder replicarse (Balakrishnan and Jayandharan, 2014; Wolf et
al., 2015). Sin la presencia del virus auxiliar, los AAVs salvajes quedan retenidos en
forma episomal formando grandes concatameros circulares o, en frecuencia mucho
mas baja, integrados dentro de una region especifica del cromosoma 19 humano
(19913.3-gter) (McCarty et al., 2004).

El genoma de los virus AAVs consiste en una cadena simple de DNA (ssDNA) de
unas 4.7 Kb. Esto incluye las secuencias con los genes Rep y Cap con tres marcos
de lectura abiertos (ORFs) que actian como el origen de replicacion viral y dos
horquillas flanqueantes con secuencias de 145 pb palindromicas, llamadas
repeticiones terminales invertidas (ITRs), que acttan como sefal de

empaquetamiento (Figura 5) (Kotterman and Schaffer, 2014; Lisowski et al., 2015).
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El ORF del gen Rep codifica para cuatro proteinas no estructurales (REP78, REP68,
REP52 y REP40) expresadas mediante promotores alternativos y variantes de
splicing, las cuales son cruciales para la replicacion, transcripcién, integracién y
encapsidacion del genoma (Figura 5) (Kotterman and Schaffer, 2014). EI ORF de
Cap codifica para tres proteinas estructurales de ensamblaje (VP1, VP2 y VP3) que
forman la capside icosaédrica de 60 subunidades con la ayuda de la proteina de
activacion de ensamblaje (AAP) expresada a partir del ORF2 del gen Cap (Figura 5)
(Kotterman and Schaffer, 2014; Naumer et al., 2012).
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Figura 5. Genoma de los virus adenoasociados. Representacion esquematica del genoma de DNA
de cadena simple de un virus AAV que contiene dos genes (Rep y Cap) y tres marcos de lectura abiertos
(ORF) flanqueados por repeticiones terminales repetidas (ITR). Por splicing alternativo, Rep codifica
cuatro proteinas no estructurales (Rep78, Rep 68, Rep52 y Rep40) y el gen Cap codifica tres proteinas
estructurales (VP1, VP2 y VP3) y la proteina de activacion de ensamblaje (AAP). Rep 78 y Rep68 se
transcriben por el promotor interno p5, Rep52 y Rep40 por el promotor p19 y las proteinas Cap por el
promotor p40 (Adaptado de Balakrishnan and Jayandharan, 2014).

5.2. Vectores virales adenoasociados recombinantes

Para obtener los vectores utilizados en las aplicaciones de terapia génica, se
eliminan todos los ORFs del genoma viral y se sustituyen por la secuencia de DNA
heteréloga que contiene el constructo terapéutico de eleccion, el cual queda
flanqueado por las ITRs. Por lo tanto, la particula resultante, conocida como AAV
recombinante (rAAV), puede empaquetarse dentro de la capside pero no posee
capacidad de integrarse ni de replicarse (Balakrishnan and Jayandharan, 2014;
Hirata and Russell, 2000; Snyder et al., 2011). De esta manera, las células
transducidas por los rAAVs no expresan ningun gen viral y por lo tanto, en modelos

animales, no pueden ser reconocidas y destruidas por el sistema inmune. Sin

29



Introduccion

embargo, en humanos puede haber existido previamente una respuesta inmune
contra el virus AAV salvaje que provoque posteriormente una respuesta inmune
contra el vector administrado, o también contra el transgén, que podria interferir en

la eficiencia terapéutica (Manno et al., 2006; Mingozzi and High, 2011, 2013).

Los vectores AAV recombinantes se mantienen predominantemente episomales
en forma circular en el nucleo de la célula huésped aunque a veces, con muy baja
frecuencia, pueden integrarse en el genoma, habitualmente en zonas de
transcripcién génica activa o en zonas donde se produce la ruptura de la doble
cadena de DNA (Deyle and Russell, 2009; Lisowski et al., 2015). Una vez se ha
transducido la célula diana, la cadena simple de los rAAVs deben convertirse en
doble cadena para ser transcrita y permitir la expresién del transgén. La sintesis de
la cadena complementaria requiere la actividad de la célula huésped y supone un
paso limitante del proceso (Ferrari et al., 1996). Con tal de eludir este paso limitante
se disenaron AAVs con un genoma de doble cadena (dsAAV) que no requieren que
se sintetice la cadena complementaria (McCarty et al., 2001). Contrariamente, los
dsAAV presentan la mitad de la capacidad de clonaje y una mayor dificultad en su
obtencion. Ademas, exacerban la respuesta innata del sistema inmune contra ellos
(Martino et al., 2011).

Es posible producir y purificar los vectores rAAV en el laboratorio a titulos elevados
(Ayuso et al., 2010a). El sistema de triple transfeccion en células embrionarias de
rindn humano (HEK293) es el mas utilizado para producir los rAAVs (Figura 6). Uno
de los tres plasmidos que se usan en la transfeccion contiene el constructo
terapéutico flanqueado por las ITRs del AAV del serotipo 2, ya que se trata del
serotipo mejor caracterizado (Samulski et al., 1982; Srivastava et al., 1983). El
segundo plasmido aporta los genes Rep y Cap del genoma de los AAVs sin las ITRs.
Para evitar posibles recombinaciones durante la produccion de los vectores, los
sistemas de empaquetamiento suelen expresar las proteinas virales en posicion trans
respecto al gen terapéutico (Snyder et al., 2011). Por ultimo, el tercer plasmido posee
las funciones adenovirales necesarias para la replicacion de los AAVs. Después de
la expresion y traduccién de las proteinas REP y VP, el constructo terapéutico
flanqueado por las ITRs se replica y las moléculas de DNA monocatenario se
introducen en las capsides del AAV (Figura 6). Posteriormente, las células HEK293
se lisan para liberar las particulas de vector, que se aislan de los detritos celulares
por centrifugacion en gradiente de densidad (CsCl o iodixanol) y/o cromatografia en
columna (Ayuso et al., 2010b). La preparacion purificada del vector puede contener

capsides vacias, la cantidad de las cuales es inversamente proporcional a la
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eficiencia de empaquetamiento del vector producido y depende también del método
de purificacion (Ayuso et al., 2010b). El método de purificacion que separa mas
eficientemente las capsides vacias de las que contienen genoma es la purificacion
por gradiente de CsClI (Ayuso et al., 2010b; Scallan et al., 2006; Zolotukhin et al.,
1999). En particular, la precipitacién con polietilenglicol (PEG) y el protocolo de
purificacion en CsCl reducen significativamente las capsides vacias de los vectores
AAV y las impurezas de DNA y proteina, aumentando asi la pureza de la preparacién

viral que en ultimo término resulta en una mayor transduccion in vivo (Ayuso et al.,
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2010b).

Figura 6. Produccién de los AAVs recombinantes (rAAV) mediante el método de triple
transfeccion. Para producir los vectores rAAV se transfecta células HEK293 con tres plasmidos: ambos
genes (Rep y Cap) se reemplazan por el transgén flanqueado por las sefiales virales de
empagquetamiento (ITRs) para crear el plasmido vector; las proteinas REP y CAP las aporta en trans el
plasmido pREP/CAP y las funciones auxiliares propias de un virus auxiliar necesarias para la produccion
de los AAVs las aporta el tercer plasmido pWEAD. Posteriormente, las particulas de vector se purifican
a partir del lisado celular con tal de obtener capsides llenas de vector. La representacion esquematica
no es a escala (Adaptado de Ayuso et al., 2010B).

En terapia génica se usan multiples serotipos de AAVs con diferentes propiedades
(Tabla 1). Estos serotipos se diferencian por las secuencias que codifican para las

proteinas de la capside (VP1, VP2 y VP3), que determinan la afinidad de union con
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los distintos receptores y co-receptores celulares, confiriendo a cada serotipo un

tropismo celular diferente (Balakrishnan and Jayandharan, 2014).

Tabla 1. Caracteristicas de los serotipos AAV del 1 al 12. Resumen del origen de cada serotipo de
AAV, sus receptores y su tropismo tisular.

Serotipo  Origen Receptor y co-receptores Tropismo tisular

AAV1 Humano o PNH N-linked sialic acid MSY 23 SNCY 2, vias respiratorias®?,
retinal, pancreas?, corazén¥ 4, higado?

AAV2 Humano HSPG, FGFR1, HGFR, LamR, MS?, SNC¥ 5, higado?, rifién?, retina® %3

CD9, integrina awPBs, aspPs, 6

AAV3 Humano o PNH HSPG, FGFR, HGFR, LamR HCC®, MS?, oido interno

AAV4 PNH O-linked sialic acid SNC?, retina’ 3, pulmdén'-?, rifién?

AAVS5 Humano N-linked sialic acid, PDGFR SM?, CNS* 3, lung?, retina?, liver

AAV6 Human HSPG, N-linked sialic acid MSY 3, corazén® > %7, vias respiratorias®
2,3

AAV7 Rhesus macaque Desconocido MS?, retina?, SNC!, higado?

AAVS Rhesus macaque LamR Higado¥ %3, SNC¥ %3, retina® 3,
corazén!, MS?, pancreas?, rifién?, tejido
adiposo!

AAV9 Humano N-linked glycans, LamR Higado?, corazén® 24 MSY 3, pulmén?,
pancreas?, SNC% 2, retina’?, testiculo?,
rifién?, tejido adiposo*

AAV10 PNH Desconocido Higado

AAVrh10 Rhesus macaque LamR Higado?, corazén?, MSY 3, pulmén?,
SNC* 8, pancreas?, retina?, rifion?

AAV11 PNH Desconocido Higado

AAV12 PNH Desconocido Higado?, corazén?, MS* 3, pulmén?,

SNC8, pancreas?, retina?, rifion*

Tropismo tisular en 'raton, 2PNH, 3perro, “cerdo, ®mono, 8ser humano, “oveja y ®rata.

Abreviaciones: PNH, primate no humano; HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LamR, 37/67 kDa laminin
receptor; FGFRA1, fibroblast growth factor receptor 1; HGFR, hepatocyte growth factor receptor, PDGFR,
platelet-derived growth factor receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; MS, musculo esquelético;

SNC, sistema nervioso central; HCC, carcinoma hepatocelular.

(Adaptado de Jimenez et al., 2013; Balakrishnan and Jayandharan, 2014; Lisowski et al., 2015).

5.3. Transferencia de genes al higado mediante vectores AAV

La mejor opcidn para secretar proteinas al torrente circulatorio mediante vectores

AAV es transducir el higado. La administracion sistémica de vectores AAV da lugar

a una elevada acumulacion de particulas virales en higado debido a que dicho érgano

recibe el 25% de la sangre bombeada por el corazén (Vollmar and Menger, 2009).

Ademas, los hepatocitos de individuos adultos presentan una elevada longevidad,

con el 98% del total de células en estado de quiescencia (MacDONALD, 1961), hecho

que supone una ventaja importante dado que los vectores AAV no son integrativos y

por tanto, se minimizan los efectos de dilucién del vector propios de los tejidos con

un alto grado de reposicion celular (Kattenhorn et al., 2016).
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Aunque se ha demostrado que muchos serotipos de AAV son capaces de
transducir el higado (Tabla 1), el vector AAV8 es el que muestra un mayor numero
de hepatocitos transducidos después de su administracién sistémica (Gao et al.,
2002; Wang et al., 2010; Zincarelli et al., 2008).

Por otro lado, también se puede aprovechar la ventaja de la existencia de
promotores especificos de higado que promueven la expresion del transgén
especificamente en este érgano, evitando asi la expresién del transgén en tejidos no
deseados. En concreto, la regién control del locus de la apolipoproteina E (HCR)
juntamente con el promotor de la a1-antitripsina humana (hAAT), promueven niveles
elevados de produccion proteica especificamente en higado (Davidoff et al., 2005;
Miao et al., 2000). Existen otros promotores especificos de higado, como el promotor
de la globulina de unién a tiroxina (TBG) que también se pueden usar para acotar la

expresion génica al higado (Rouet et al., 1992; Wang et al., 2005).

Todos estos motivos han hecho de los vectores AAV una herramienta muy util
para la manipulacion genética del higado. Especificamente, la administracion
sistémica de AAVS8 junto con el uso de promotores especificos de higado como
HCR/hAAT es la estrategia que proporciona unos niveles superiores del transgén de
interés en el higado, consiguiendo asi, niveles circulantes elevados de proteinas

secretables.

33






I1l. OBJETIVOS






Obijetivos

El potencial del factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) para regular el
metabolismo energético y mejorar la sensibilidad a la insulina lo convierte en un
prometedor agente terapéutico para tratar la obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2).
Dado que la proteina nativa posee una vida media en suero muy corta y es
susceptible a la protedlisis y la agregacion, la industria farmacéutica ha realizado
grandes esfuerzos para desarrollar multiples analogos y miméticos de FGF21 con un
perfil farmacocinético mejorado y que se puedan producir a gran escala. No obstante,
estas moléculas sintéticas pueden producir reacciones inmunitarias al no ser
reconocidas como propias por el organismo y, dado que poseen modificaciones,
también podrian sefalizar inespecificamente al margen de la via canénica de FGF21.
A este respecto, la terapia génica ofrece una ventaja sobre los miméticos y analogos
de FGF21 al permitir la sobreexpresion de la proteina nativa a largo plazo con una

unica administracion de vectores adenoasociados (AAV).

Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis doctoral fue desarrollar una
estrategia de terapia génica capaz de incrementar los niveles circulantes de
FGF21 para tratar la obesidad y la diabetes tipo 2. Este objetivo general se

subdividié en los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la eficacia terapéutica y la seguridad de una aproximacion de terapia
génica mediada por el vector viral AAV8-FGF21 en un modelo murino de

obesidad y resistencia a la insulina inducidas por una dieta alta en lipidos.

2. Evaluar los efectos terapéuticos del tratamiento con el vector de terapia génica
AAV8-FGF21 en ratones ob/ob, un modelo extremo de obesidad y resistencia

a la insulina.
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Resultados

1. CONSTRUCCION DE UN VECTOR VIRAL ADENOASOCIADO CODIFICANTE
PARA LA PROTEINA FGF21 MURINA

Con la finalidad de desarrollar una aproximacién terapéutica para el tratamiento
de la diabetes T2 y la obesidad mediante la sobreexpresion a largo plazo de FGF21
en higado, se disend un vector AAV del serotipo 8 codificante para el gen murino
optimizado de FGF21 bajo el control del promotor humano de la a1-antitripsina
(hAAT).

La eleccion del serotipo 8 se fundamenta en su alta eficiencia para transducir el
higado. El promotor hAAT es especifico de higado y por tanto permite que la
expresion del transgén quede localizada unicamente en este érgano tal como se ha
demostrado anteriormente en nuestro laboratorio (Vila et al., 2014). Por otro lado, la
optimizacion del gen FGF21 (Gene ID: 56636; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)
permite obtener un aumento en la eficiencia tanto a nivel de traduccién del mRNA asi
como de la expresién proteica (Disbrow et al., 2003; Ward et al., 2011). El plasmido
resultante se denomindé pGG2-hAAT-moFGF21 (en el que la m indica el origen

murino y la o la optimizacién).

A modo de control, se generd un plasmido pAAV-hAAT-null no codificante que
contenia las mismas secuencias del promotor hAAT, la sefial de poliadenilacion e
ITRs que el plasmido pGG2-hAAT-moFGF21.

A partir de estos constructos, se generaron los vectores AAV8 correspondientes
utilizando el sistema de triple transfeccion en células HEK293, que se llevo a cabo tal
y como se especifica en el apartado de Material y Métodos. Los vectores virales
resultantes se denominaron AAV8-FGF21 y AAV8-null (Figura 7).

[N

u|TR2s hAAT amoFGF21mpA=|TR2=
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Figura 7. Representacion esquematica del vector AAV8-FGF21 para expresar la proteina FGF21
murina optimitzada especificamente en higado y del control AAV8-null. ITR2: Inverted Terminal
Repeats del vector AAV2; hAAT: promotor humano de la a1-antitripsina; moFGF21: secuencia con uso de
codon optimizado del gen Fgf21 murino; pA: secuencia de poliadenilacion de la B-globina de conejo. El
constructo no esta representado a escala.
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AAV8-FGF21 EN RATONES
CON OBESIDAD INDUCIDA POR UNA DIETA ALTA EN LiPIDOS

Una vez generado el vector AAV8-FGF21, se estudid si la sobreexpresion en
higado de FGF21 tras una Unica administracion intravenosa del vector en ratones

obesos era capaz de revertir la obesidad y la resistencia a la insulina.

La obesidad puede inducirse mediante la alimentacion con una dieta alta en lipidos
(HFD) (Surwit et al., 1998). El aumento de peso empieza a evidenciarse al cabo de
tan solo una semana después del inicio de la dieta aunque a menudo se requiere un
periodo de tiempo mas largo para inducir un aumento de peso pronunciado (8
semanas o mas) (Winzell and Ahrén, 2004). El incremento de peso esta asociado
con la resistencia a la insulina y deficiencias en el metabolismo de la glucosa aunque
normalmente no desarrolla una DT2 abierta (Almind and Kahn, 2004; Surwit et al.,
1995).

Por lo tanto, a fin de estudiar el potencial antiobesogénico de la administracion del
vector AAV8-FGF21, se alimentd con dieta alta en lipidos (HFD) a ratones macho
C57BL/6. Otra cohorte de animales se mantuvo como control, alimentandolo con
dieta estandar (chow). Se realizaron dos estudios en paralelo a dos edades

diferentes, ratones “Adultos jovenes” (Figura 8) y ratones “Adultos” (Figura 9).

En primer lugar se alimentd a ratones macho C57BL/6 de 9 semanas de edad
(Adultos jovenes) con dieta HFD durante dos meses. Mientras que los ratones control
en dieta chow solo ganaron un 27% de su peso corporal, los animales alimentados
con dieta HFD se volvieron obesos. A continuacion, se les administrd una Unica dosis
intravenosa de 10" vg/aninmal (Low dose, LD) o 5x10'° vg/aninmal (High dose, HD)
de vector AAV8-FGF21. Como controles, un grupo de animales obesos, alimentados
con dieta HFD y los animales sanos alimentados con dieta chow se trataron también

con 5x10' vg/aninmal de vector no codificante (AAV-null).

A continuacion, se hizo un seguimiento semanal del peso, la ingesta y la glicemia
hasta los 16.5 meses de edad y se realizaron pruebas metabodlicas y
comportamentales como la determinacion del gasto energético, el test de tolerancia
a lainsulina (ITT) y la prueba del Open-field. Se sacrificd a los animales a ~1 afio

después de la administracion de los vectores AAV (Figura 8).
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Figura 8. Disefio experimental de la administracion iv de vectores AAV8-FGF21 o AAV-null a
ratones Adultos jovenes con obesidad inducida por la dieta. Induccion de la obesidad con dieta
alta en lipidos a ratones macho C57BL/6 Adultos jovenes durante ~2 meses, posterior administracion
unica iv de vectores AAV a diversas dosis y esquema de las pruebas experimentales a las que se
sometieron hasta el sacrificio a los 16.5 meses de edad. ITT: Insulin Tolerance Test. n=8-10.

Teniendo en cuenta que la obesidad y la diabetes T2 son patologias
asociadas al envejecimiento, se plante6 un segundo estudio paralelo enfocado a
tratar animales de edad mas avanzada. En este segundo estudio, se alimenté a
ratones macho C57BL6 con dieta HFD o chow a las 29 semanas de edad
(Adultos). Alrededor de las 38 semanas de edad, los ratones alimentados con HFD
se volvieron obesos ganando un ~40% de su peso corporal mientras que el grupo
control, alimentado con dieta chow, lo mantuvo constante. A continuacion, de
manera similar al primer estudio, se les administré una unica dosis intravenosa de
10'° vg/aninmal (Low dose, LD), 2x10'vg/aninmal (Intermediate dose, ID) o
5x10'"%g/aninmal (High dose, HD) de vector AAV8-FGF21. Como controles, un
grupo de animales obesos y los animales sanos alimentados con dieta chow se
trataron también con 5x10'%g/aninmal de vector AAV-null. Seguidamente, se
realizé un seguimiento semanal del peso, la ingesta y la glicemia y se efectuaron
pruebas metabdlicas como la determinaciéon del gasto energético y el test de
tolerancia a la insulina (ITT) sacrificando a los animales a los ~8 meses post-AAV
(Figura 9).
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Figura 9. Disefio experimental de la administracién iv de vectores AAV8-FGF21 o AAV-null a
ratones Adultos con obesidad inducida por la dieta. Induccién de la obesidad con dieta alta en lipidos
a ratones macho C57BL/6 Adultos durante ~2 meses, posterior administracion unica iv de vectores AAV
a diversas dosis y esquema de las pruebas experimentales a las que se sometieron hasta el sacrificio
alos 16.5 meses de edad. ITT: Insulin Tolerance Test. n=7-9.

2.1. Reversion duradera de la obesidad mediante AAV8-FGF21

Se valoré la evolucion del peso de los animales incluidos en el estudio de Adultos
joévenes durante mas de un afio. Mientras que los Adultos jévenes tratados con la LD
ganaron el mismo peso que los controles alimentados con HFD, los tratados con la
HD normalizaron el peso corporal unas pocas semanas después de la administracion
del vector AAV8-FGF21, manteniendo un peso similar al de sus controles

alimentados con dieta chow durante el resto del seguimiento (Figura 10A,B).

En el segundo estudio con animales Adultos se obtuvieron resultados muy
similares en los que se observé una bajada del peso corporal que fue dosis-
dependiente. Al igual que en los Adultos jovenes, la LD de AAV8-FGF21 no
contrarresto la ganancia de peso debida a la HFD aunque los animales tratados con
esa dosis siempre se mantuvieron por debajo del peso de los controles obesos.
Inicialmente, los animales tratados con la ID de AAV8-FGF21 perdieron un 20% del
peso corporal y continuaron perdiendo peso progresivamente hasta alcanzar el peso
de los animales controles alimentados con dieta chow. La administracion de la HD de
AAV8-FGF21 también medié una bajada de peso progresiva en los Adultos que, a al
final del estudio (~8 meses post AAV), resultdé en un peso similar al de los animales

con dieta chow al inicio del estudio (Figura 11A,B).
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Figura 10. Evaluacion del peso en animales Adultos jovenes tratados con diversas dosis de
AAV8-FGF21. (A, B) Ratones macho C57BL/6 con obesidad inducida por la dieta se trataron con
diversas dosis de AAV8-FGF21 a las 19 semanas de edad. (A) Evolucién del peso corporal absoluto en
ratones macho C57BL/6 alimentados durante ~10 semanas con dieta chow o HDF cuando eran Adultos
jovenes y luego tratados con 10'°vg/aninmal (LD) o 5x10'° vg/aninmal (HD) de vector AAV8-FGF21. El
grupo control obeso con HFD y el sano en dieta chow se trataron con 5x10'° vg/aninmal de vector AAV8-
null. (B) Imagenes representativas de los animales pertenecientes a todos los grupos experimentales
del estudio en Adultos jévenes a los 16.5 meses de edad. n=8-10.

45



Resultados

AAV8-null: —o—] chow

AAV8-null: —@—
AAV8-FGF21: LD S
ID
~8-HD
A
60 -
)
<
o
e
(o]
[&]
o 20 -
[%2]
(O]
o
10 A
0 T T T 1
29 39 49 59 69
HFD AAV Edad (semanas)
B chow HFD
AAV8-null AAVS-null AAV8-FGF21

ID HD

LT

Figura 11. Evaluacién del peso en animales Adultos tratados con diversas dosis de AAV8-FGF21.
(A, B) Ratones macho C57BL/6 con obesidad inducida por la dieta se trataron con diversas dosis de
AAV8-FGF21 a las 38 semanas de edad. (A) Evolucion del peso corporal absoluto en ratones macho
C57BL/6 alimentados durante ~10 semanas con dieta chow o HDF cuando eran Adultos y luego tratados
con 10"vg/aninmal (LD), 2x10'%g/aninmal (ID) o 5x10'%vg/aninmal (HD) de vector AAV8-FGF21. El
grupo control obeso con HFD y el sano en dieta chow se trataron con 5x10'%g/aninmal de vector AAV8-
null. (B) Imagenes representativas de los animales pertenecientes a todos los grupos experimentales
del estudio en Adultos a los 17.25 meses de edad. n=7-9.
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Al final del estudio se obtubieron y pesaron los principales depdsitos adiposos
blancos (WAT), el higado y el musculo esquelético (cuadriceps). La reversion de la
obesidad provocada por el tratamiento con AAV8-FGF21 se hizo patente en la
reduccidn, de manera dosis-dependiente, del peso de los depdsitos adiposos blancos
principales tales como el epididimal (eWAT) (Figura 12, Figura 13), el inguinal (iWAT)
(Figura 12, Figura 13) y el retroperineal (rWAT) (Figura 12) tanto en animales
tratados cuando eran Adultos jovenes como cuando eran Adultos. El incremento de
peso del higado inducido por la dieta se normalizé completamente con la
transferencia génica de FGF21 (Figura 12, Figura 13). No se observd ninguna
alteracion en la masa muscular causada por la dieta o por la administracion de los

vectores tal como indica el peso de los cuadriceps (Figura 12).
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Figura 12. Pesos de los tejidos. Ratones macho C57BL/6 con obesidad inducida por la dieta se
trataron con diversas dosis de AAV8-FGF21 a las 19 (Adultos jovenes) o 38 (Adultos) semanas de edad.
A las 50 y 31 semanas respectivamente después del tratamiento se midio el peso de los depdsitos
adiposos blancos eWAT, iWAT y rWAT, el higado y los cuadriceps. n=7-10. Los resultados se expresan
como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow
inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta
HFD inyectado con vectores nulos.
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Figura 13. Evaluacién macroscépica del eWAT y el higado. (A, B) Ratones macho C57BL/6 con
obesidad inducida por la dieta se trataron con diversas dosis de AAV8-FGF21 a las 19 (Adultos jévenes)
0 38 (Adultos) semanas de edad. A las 50 y 31 semanas respectivamente después del tratamiento, al
final de los estudios, se extrageron los eWAT y el higado (A) Imagenes representativas de los eWAT de
animales pertenecientes a todos los grupos experimentales de los estudios en Adultos jévenes y
Adultos. (B) Imagenes representativas de los higados de animales pertenecientes a todos los grupos
experimentales de los estudios en Adultos jévenes y Adultos.

2.2. Expresion y secrecidn continua de FGF21 en animales tratados con AAV8-
FGF21

Al finalizar los estudios a los 16.5 meses de edad, se comprobo la sobreexpresion
de FGF21 en el higado, el 6rgano diana del vector AAV8-FGF21. Los animales
tratados con AAV8-FGF21 de ambas edades, Adultos jovenes y Adultos,
sobreexpresaban FGF21 optimizado especificamente en higado (Figura 14A,B).
Como consecuencia, dado que FGF21 es una proteina secretable, se detectaron en
circulacion niveles de FGF21 de manera dosis-dependiente, que se mantuvieron
estables incluso un ano después con una unica administracién del vector. Ademas,
se observo que los niveles circulantes de FGF21 alcanzados fueron muy similares

entre ambos estudios (Figura 14C).
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Figura 14. Niveles de expresion de FGF21 en higado y niveles circulantes de FGF21. Ratones
macho C57BL/6 con obesidad inducida por la dieta se trataron con diversas dosis de AAV8-FGF21 a
las 18 0 38 semanas de edad. (A, B) Niveles de expresion de FGF21 optimizado (0FGF21) en higado
54 semanas (A) y 34 semanas (B) después de una unica administracion de AAV8-FGF21 medidos por
RT-PCR y normalizados por Rplp0. (C) Niveles séricos de FGF21 medidos a mitad y al final de ambos
estudios mediante ELISA. ND: no detectado. n=7-10. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores
nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con

vectores nulos.

49



Resultados

2.3. Reversion de la hipertrofia y la inflamaciéon del eWAT inducidas por la dieta
HFD

La dieta HFD induce un incremento del tamafo de los adipocitos y la consecuente
inflamacion del tejido adiposo (Choe et al., 2016). La valoracién microscopica del
eWAT en ambos estudios reveldé que la administracion de la dosis alta del vector
codificante para FGF21 contrarresto la hipertrofia de los adipocitos. Asi, se observo

una clara disminucion del tamafio de los adipocitos blancos (Figura 15A,B).

A chow HFD
AAV8-.nuIl e AAV8-null AAVS-FGF21
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AAV8-null : AAVS8-null - Sl AAVS-FGF21

Figura 15. Anédlisis de la morfologia del tejido adiposo blanco epididimal. (A, B) Imagenes
representativas de una tincion de hematoxilina/eosina en secciones de eWAT de ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-
FGF21 cuando eran Adultos jévenes (A) o Adultos (B). Escala: 100um.

De acuerdo con los resultados observados en los cortes histoldgicos, el analisis
morfométrico del eWAT mostrd que el area de los adipocitos de los animales tratados
con ambas dosis (LD y HD) del vector cuando eran Adultos jévenes y los tratados
cuando eran Adultos con las dosis intermedia (ID) y alta (HD) del vector era similar a
la de los animales control sanos alimentados con dieta chow (Figura 16A). En ambos
estudios, la dosis alta del vector (HD) medié una redistribucién del tamafio de los
adipocitos, aumentando el numero de adipocitos pequefios y medianos mientras que

se observo la disminucion de la cantidad de adipocitos grandes (Figura 16B,C).
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Figura 16. Area media y distribucion de los adipocitos por area en el tejido adiposo epididimal.
(A) Area media de los adipocitosblancos en el eWAT de ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta
chow o HFD y tratados con AAV8-null o la diversas dosis (LD, ID, HD) de AAV8-FGF21 cuando eran
Adultos jovenes o Adultos. (B) Distribucion de frecuencias del area de los adipocitos en ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD vy tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-
FGF21 cuando eran Adultos jovenes (B) o Adultos (C). n=4. Los resultados se expresan como la media
+ EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con
vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado
con vectores nulos.

Al incrementar la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo blanco, se ha
observado que cambia la composicion de las células inmunitarias presentes en el
mismo, resultando principalmente en un aumento del numero de macrofagos. A
medida que avanza la obesidad, los macréfagos pro-inflamatorios M1 se infiltran en
el tejido adiposo causando resistencia a la insulina y los adipocitos muertos atraen a
mas macréfagos M1, formando estructuras en forma de corona (estructuras “crown-

like”) que desencadenan una respuesta inflamatoria local (Choe et al., 2016).

Por ese motivo, se valoré la inflamacién en el eWAT mediante un analisis
inmunohistoquimico contra el marcador de macréfagos MAC2 (Galectin-3, proteina

de superficie celular de los macréfagos). Mientras que los ratones control
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alimentados con HFD presentaban un incremento de la presencia de macréfagos en
forma de estructuras “crown-like”, los animales tratados a ambas edades con la dosis
alta (HD) de AAV8-FGF21 no mostraron ningun signo de infiltracion (Figura 17A,B).
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Figura 17. Evaluacién de la infiltracion del tejido adiposo blanco epididimal. (A, B) Tincion
inmunohistoquimica contra Mac2 (marron) en secciones de eWAT de ratones macho C57BL/6
alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando
eran Adultos jovenes (A) o Adultos (B). En las secciones de eWAT de los ratones obesos control
alimentados con dieta HFD e inyectados con el vector AAV8-null se aprecia la presencia de estructuras
“crown like” (flechas rojas y ampliaciones) mientras que no hay infiltracion de macréfagos en los ratones
alimentados con dieta HFD e inyectados con la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21. Escala: 200uym
(ampliacion: 50um).

El aumento de la inflamacion en el tejido adiposo blanco provoca la liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias que, juntamente con el incremento de la hipoxia y la
fibrosis, dan lugar a la disfunciéon de los adipocitos. A su vez, la disfunciéon de los
adipocitos reduce los niveles circulantes de adiponectina, hormona secretada por los
adipocitos e inversamente relacionada con el desarrollo de la resistencia a la insulina
(Choe et al., 2016; Paniagua, 2016; Pellegrinelli et al., 2016; Rosen and Spiegelman,
2014). Por contra, la expansioén del tejido adiposo durante la obesidad esta asociada
a un incremento de la secrecién de leptina, hormona también producida por los

adipocitos que regula la ingesta y la homeostasis energética.

En esta tesis doctoral se cuantific6 mediante analisis por RT-PCR la expresion de
marcadores especificos de macrofagos como el F4/80 (EGF-like module-containing
mucin-like hormone receptor-like 1) y el CD68 (Cluster of differentiation 68) y de

citoquinas pro-inflamatorias como el TNFa (Tumor necrosis factor alfa) y la IL-1
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(Interleukin 1 beta). Asimismo, también se analizaron los niveles circulantes de
adiponectina y leptina mediante ELISA. La disminucién de la infiltracion observada
anteriormente en el estudio histolégico (Figura 17), fue paralela a la normalizacién de
la expresién de los marcadores de macréfagos F4/80 y CD68 y de las citoquinas pro-
inflamatorias TNFa e IL-1pB tanto en los animales tratados con la dosis alta (HD) de
AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jovenes (Figura 18A) o como cuando eran Adultos
(Figura 18B) indicando que la sorbeexpresion de FGF21 fue capaz de contrarrestar

la inflamacién del WAT asociada a la obesidad.
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Figura 18. Evaluacién de la inflamacion del tejido adiposo blanco epididimal y de los niveles
circulantes de adiponectinay leptina. (A) Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion de F4/80,
CD68 y TNFa normalizados por RplpO en el eWAT de ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta
chow o HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jovenes.
(B) Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion de F4/80, II-18 y TNFa normalizados por RplpO en
el eWAT de ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la
dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos. n=7-10. Los resultados se expresan como la
media * EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con
vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado
con vectores nulos.

De acuerdo con estos resultados, los niveles circulantes de adiponectina (Figura
19A) y leptina (Figura 19B) también se normalizaron en los animales tratados con la
dosis alta (HD) del vector AAV8-FGF21, independientemente de la edad a la que se

inicié el tratamiento.
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Figura 19. Determinacion de los niveles circulantes de leptina y adiponectina. (A, B) Niveles
circulantes de leptina (A) y adiponectina (B) en ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o
HFD y tratados con AAV8-null o la diversas dosis (LD, ID, HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos
jévenes o Adultos a las 50 o 31 semanas post-AAV respectivamente. n=7-10. Los resultados se
expresan como la media £ EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta
chow inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con
dieta HFD inyectado con vectores nulos.

La sobrexpresion de FGF21 mediada por un vector AAVS8, permitia, por tanto,
revertir la inflamacion, la hipertrofia y la fibrosis inducidas por la dieta HFD en el
eWAT.

2.4. El tratamiento con AAV8-FGF21 aumenta el gasto energético sin inducir
browning en el tejido adiposo blanco subcutaneo

La pérdida de peso observada en los animales tratados con el vector AAV8-FGF21
no se debié a una reduccién en la ingesta. Las determinaciones semanales de las
calorias ingeridas por dia indicaron que, en realidad, los animales que

sobreexpresaban FGF21 en higado comian mas que los grupos control (Figura 20A).

Cuando se analiz6 el gasto energético (con un calorimetro indirecto de circuito
abierto) 2 meses después de la administracion de los vectores AAV, ambos grupos,
Adultos jovenes y Adultos, tratados con la HD de AAV8-FGF21 mostraron un mayor
consumo energético durante los ciclos tanto de luz como de oscuridad que sus
respectivos controles. (Figura 20 B). Al repetirse el mismo andlisis en los animales

tratados cuando eran Adultos jovenes a los 10 meses post-AAV, se observaron los
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mismos resultados, demostrando que el aumento del gasto energético era sostenido

en el tiempo (Figura 20 C).
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Figura 20. Ingesta y analisis del gasto energético. (A) Media de la ingesta diaria de ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o a diversas dosis de AAV8-
FGF21 cuando eran Adultos jovenes o Adultos. (B) Analisis calorimétrico del gasto energético (Energy
Expenditure: EE) 2 meses después de la administracion de los vectores AAV8 en ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD cuando eran Adultos jovenes o Adultos. (C) Analisis
calorimétrico del gasto energético 10 meses después de la administracién de los vectores AAV8 en
ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD cuando eran Adultos jovenes. Los datos se
tomaron durante los ciclos diurno y nocturno. n=7-10. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores
nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ##P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con
vectores nulos.

Dichas observaciones estaban también de acuerdo con los efectos que se
observaron en la actividad locomotora en los animales tratados con AAV8-FGF21.
En contraste con la hipo-actividad que mostraban los controles obesos alimentados
con HFD, los animales Adultos jévenes que recibieron la HD de AAV8-FGF21
presentaron el mismo grado de actividad locomotora espontanea que los controles
sanos alimentados con dieta chow. Tal y como se muestra en la Figura 15, un afo
después de la administracion del vector AAV8-FGF21, los animales recorrian mayor
distancia, estaban menos tiempo en reposo y pasaban mayor tiempo en movimiento
(tanto lento como rapido) que sus controles obesos que solo recibieron AAV8-null
(Figura 21).
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Figura 21. Evaluacién de la actividad locomotora. Test del Open-field realizado a ratones macho
C57BL/6 sujetos a alimentacién HFD o chow desde los 2 meses de edad y posteriormente tratados con
AAV9-FGF21 o AAV8-null. El test se realizé un afio después de la administracion de los vectores. n=8-
10. Los resultados se expresan como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo
alimentado con dieta chow inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ##P<0.001 versus el
grupo alimentado con dieta HFD inyectado con vectores nulos.

Dado que los cambios en el gasto energético podrian reflejar un aumento de la
termogénesis, se evalud el grado de activacion del tejido adiposo marrén (BAT). En
ambos casos, animales alimentados con HFD cuando eran Adultos jévenes y cuando
eran Adultos, la administracion de la HD de AAV8-FGF21 causd un descenso en la

deposicion de lipidos en el BAT (Figura 22).
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Figura 22. Anédlisis de la morfologia del tejido adiposo marrén interescapular. (A, B) Imagenes
representativas de una tincion con hematoxilina/eosina de secciones de iBAT de ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAVS-
FGF21 cuando eran Adultos jévenes (A) o Adultos (B). Escala: 50um.
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La termogenina o proteina desacopladora 1 (UCP1) es un indicador directo de la
actividad termogénica del tejido adiposo marrén. En este estudio se observo que el
contenido de UCP1 incrementé en el BAT de los animales tratados con el vector
AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jévenes en funcion de la dosis (Figura 23). Estos
resultados estan de acuerdo con un aumento de la termogénesis no asociada a

temblor inducido por el incremento de los niveles circulantes de FGF21.
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Figura 23. Andlisis por Western blot del contenido de UCP1 en el tejido adiposo marrén
interescapular. Western blot (WB) contra UCP, y tubulina como control de carga, en extracto proteico
de tejido adiposo marrén interescapular. Imagen representativa de una membrana de WB revelada y
posterior cuantificacion del contenido de UCP1 corregido por la cantidad de tubulina expresado como la
induccion versus el grupo control alimentado con dieta chow (=1). FC: fold changes vs chow null. n=4.
Los resultados se expresan como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo
alimentado con dieta chow inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el
grupo alimentado con dieta HFD inyectado con vectores nulos.

La adquisicion por parte del tejido adiposo blanco subcutaneo de un fenotipo
propio del marrén, caracterizado por la aparicion de los llamados adipocitos beige
con capacidad termogénica, recibe el nombre de browning. El browning del tejido
adiposo blanco subcutaneo se asocia con el gasto energético (Jansky, 1995). Para
evaluar si el browning también contribuia al incremento del gasto energético
provocado por el tratamiento con AAV8-FGF21, se realizé un analisis histolégico del
tejido adiposo blanco inguinal (IWAT). De acuerdo con la disminucion del peso de
este depdsito adiposo (Figura 12), los adipocitos de los animales en dieta HFD
tratados con AAV8-FGF21 eran mas pequefios que los de sus controles en HFD
(Figura 24 A,B). Sin embargo, el tratamiento con el vector codificante para FGF21 no
causo un aumento de adipocitos beige multiloculares en el iWAT, en ninguna de las

dosis administradas en ambos estudios (Figura 24 A,B). Por tanto, no se observaron
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diferencias estadisticamente significativas en los niveles proteicos de UCP1 entre los

grupos alimentados con HFD (Figura 24C).
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Figura 24. Anédlisis de lamorfologia y del contenido de UCP1 en el tejido adiposo blanco inguinal.
(A, B) Imagenes representativas de una tincion de hematoxilina/eosina en secciones de iWAT de
ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta
(HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jovenes (A) o Adultos (B). Escala: 100pm. (C) Western blot
(WB) contra UCP, y tubulina como control de carga, en extracto proteico de tejido adiposo blanco
inguinal. Imagen representativa de una membrana de WB revelada y posterior cuantificacién del
contenido de UCP1 corregido por la cantidad de tubulina expresado como la induccién versus el grupo
control alimentado con dieta chow (=1). FC: fold changes vs chow null. n=4. Los resultados se expresan
como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow
inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta
HFD inyectado con vectores nulos.
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Por lo tanto, muy probablemente todos estos resultados indican que la pérdida de
peso inducida por el tratamiento con AAV8-FGF21 no se debié a una disminucién de
la ingesta sino al aumento del gasto energético causado por un incremento de la

actividad termogénica del BAT y por la normalizacién de la actividad locomotora.

2.5. Reversion de la esteatosis hepatica, la inflamacion y la fibrosis inducidas
por dieta alta en lipidos

En la obesidad, no so6lo se acumula un exceso de lipidos en los depdsitos
adiposos, sino que también se produce un acumulo ectépico de lipidos en el higado,

dando lugar a esteatosis hepatica y posteriormente, inflamacién y fibrosis.

En ambos grupos tratados cuando eran Adultos jovenes o Adultos, el analisis
histolégico del higado puso de manifiesto que los ratones tratados con el vector
AAV8-null alimentados con HFD tenian una marcada esteatosis hepatica al final de
los estudios (Figura 25 A,B). Por el contrario, los animales alimentados con HFD pero
tratados con la HD de AAV8-FGF21 evidenciaron claramente una reversion del

acumulo patoldgico de lipidos en el higado (Figura 25A,B).

Figura 25. Analisis de la morfologia hepatica. (A,B) Imagenes representativas de una tinciéon de
hematoxilina/eosina en secciones de higado de ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o
HFD y tratados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jovenes (A) o
Adultos (B). Escala: 100um.
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Ademas, los ratones alimentados con HFD cuando eran Adultos jovenes o Adultos
a los que se administré la HD del vector codificante para FGF21, no manifestaron
signo alguno de inflamacién hepatica, tal y como se demostré en la tincion
inmunohistoquimica contra Mac2. Por contra, sus controles obesos tratados con el
vector AAV8-null presentaban abundantes marcas positivas que revelaban la

presencia de macrofagos infiltrados en el higado (Figura 26A,B).

AAVB-nUIl £ AAVB-FGF21. . -

AAV8-FGF21'

Figura 26. Evaluacién de la inflamacion hepatica. Imagenes representativas de una tincion
inmunohistoquimica contra Mac2 en secciones de higado de ratones macho C57BL/6 alimentados con
dieta HFD y administrados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos
jévenes (A) o Adultos (B). Las flechas rojas indican los macroéfagos infiltrados en el parénquima hepatico
(marrén). Escala: 200um (Ampliaciéon: 50um).

Por ultimo, la transferencia génica de FGF21 al higado fue capaz de revertir
también la fibrosis producida por la dieta HFD en el parénquima hepatico. Mediante
un analisis histopatolégico con una tincion Tricromica de Masson se detectaron fibras
de colageno en las secciones hepaticas de los controles obesos alimentados con
HFD que fueron tratados con el vector AAV8-null. Por el contrario, en los animales
tratados con la HD de AAV8-FGF21 no se observo la presencia de fibras de colageno
(Figura 27A,B).
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Figura 27. Evaluacion de la fibrosis hepatica. (A,B) Imagenes representativas de una tincién
Tricrémica de Masson en secciones de higado de ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta HFD
y administrados con AAV8-null o la dosis alta (HD) de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jévenes (A) o
Adultos (B). Las fibras de colageno se tifien de color azul, el citoplasma o las estructuras oxidadas de
rojo y los nucleos de marrén. Escala: 50um.

Estos hallazgos histoldgicos se correspondieron con una marcada reduccion en el
contenido de triglicéridos en el higado de los animales alimentados con HFD tratados
con AAV8-FGF21 (Figura 28).

0.10 1 AAV8-nuIl:|:|]chow
AAVS-null: |l D

. 0.08 A AAV8-FGF21:[] HD
w o L2 2 3
~§ _g’ ) " #
?g 0.04 - s
= E

= 02

0

Adultos Adultos
jovenes

Figura 28. Contenido de triglicéridos en higado. Contenido de triglicéridos (TG) en higado de ratones
macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y tratados con AAV8-null o la HD de AAV8-FGF21
cuando eran Adultos jovenes o Adultos. n=7-10. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores
nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con
vectores nulos.
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En conjunto, estos resultados permiten concluir que el tratamiento con AAVS8-
FGF21 protege del desarrollo de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) inducida por

la dieta alta en lipidos.

2.6. Reversion de la resistencia a lainsulinainducida por dieta alta en lipidos

Dado que el tratamiento con AAV8-FGF21 revirtio la obesidad (Figuras 10, 11) y
evitd sus alteraciones patoldgicas tales como la hipertréfia de los adipocitos (Figuras
15 y 16), la inflamacion del eWAT (Figuras 17 y 18) y del higado, asi como la
hepatoesteatosis (Figuras 25 y 26), cabia esperar que pudiese haber una mejora en
el metabolismo de la glucosa o la sensibilidad a la insulina. Por ese motivo, se
midieron las glucemias y las insulinemias de los animales de ambos estudios tanto

en condiciones de alimentacién como en ayuno.

No se observaron diferencias en los niveles de glucemia tanto en alimentacion
como en ayuno en los ratones alimentados con HFD e inyectados con AAV8-null
durante el afo de seguimiento (Figura 29A). Sin embargo, estos ratones alimentados
con HFD vy tratados con los vectores nulos eran hiperinsulinémicos (Figura 29B),
hecho que sugeria que habian desarrollado resistencia a la insulina. Por el contrario,
los ratones alimentados con HFD pero tratados con de HD del vector AAV8-FGF21
tanto cuando eran Adultos jévenes como cuando eran Adultos, seguian siendo
normoinsulinémicos al final de los estudios, tanto en condiciones de ayuno como de
alimentacion (Figura 29A,B). Ademas, los ratones Adultos tratados con la ID de
AAV8-FGF21 también normalizaron la insulinemia (Figura 29B). Se observé que el
tratamiento con la LD, no redujo significativamente la hiperinsulinemia en ninguno de

los dos casos (Figura 29B).
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Figura 29. Determinacion de la glucemia y la insulinemia. (A,B) Glucemia (A) e insulinemia (B) en
ayuno y alimentacion al final de los estudios en ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o
HFD y tratados con AAV8-null o diversas dosis de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jévenes o Adultos.
n=7-10. Los resultados se expresan como la media £+ EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el
grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ##P<0.001
versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con vectores nulos.

Para confirmar que el tratamiento con AAV8-FGF21 habia mejorado la
sensibilidad a la insulina, se realizé6 un test de tolerancia a la insulina (ITT)
intraperitoneal 2 meses después de la administracion del vector. Como era de
esperar, la alimentacion con HFD desde las 9 0 29 semanas de edad, conllevé una
pérdida de la sensibilidad en los animales tratados con AAV8-null (Figura 30A,B). En
cambio, los animales tratados con la HD de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos
jévenes o Adultos demostraron tener una mayor sensibilidad a la insulina, mejor
incluso que la de sus controles sanos alimentados con dieta chow (Figura 30A,B).
Tanto la ID como la LD de AAV8-FGF21 también mejoraron la sensibilidad a la

insulina, independientemente de la edad a la que se trataron los animales; la
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respuesta de estos cohortes tratados con AAV8-FGF21 era indistinguible de la de

sus propios controles sanos alimentados con dieta chow (Figura 30A,B).
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Figura 30. Evaluacién de la sensibilidad a la insulina. Test de tolerancia a la insulina ITT)
intraperitoneal a los 2 meses post-AAV en ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD
y administrados con AAV8-null o diversas dosis de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jévenes (A) o

Adultos (B). Los resultados se expresan como la media + EEM. n=7-10.

Conjuntamente, los datos obtenidos indicaron que el tratamiento con AAV8-

FGF21 mejor6 considerablemente la sensibilidad a la insulina y fue capaz de revertir

por completo la resistencia a la insulina provocada por la dieta alta en lipidos.
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2.7. Seguridad a largo plazo del tratamiento con AAV8-FGF21

Existe controversia sobre si el tratamiento farmacolégico con FGF21 o su
sobreexpresion en animales transgénicos pueden producir alteraciones a nivel de la
remodelacion ésea. Por un lado, se sugirié que inhibe la formacién ésea a la vez que
estimula la resorcién en hueso (Figura 10) (Wei et al., 2012) pero estudios recientes
cuestionan el efecto directo de FGF21 sobre el hueso (Guo et al., 2016; Li et al.,
2017; Thompson et al., 2014). Dado el potencial terapéutico de AAV8-FGF21 en el
tratamiento de la obesidad y la diabetes, se evaluaron los efectos a largo plazo que
la transferencia génica pudiera tener sobre el hueso de los animales tratados con la
mayor dosis (HD) del vector. A punto final de ambos estudios, no habia diferencias
en la longitud naso-anal y de la tibia entre los animales controles, sanos y obesos, y
los administrados con la HD de AAV8-FGF21 (Figura 31A,B).
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Figura 31. Determinacion de la longitud naso-anal y de la tibia. Al punto final de los estudios, se
midié la longitud corporal (naso-anal) (n=7-10) (A) y la de la tibia (B) en ratones macho C57BL/6
alimentados con dieta chow o HFD y administrados con AAV8-null o la HD de AAV8-FGF21 cuando
eran Adultos jévenes o Adultos. n=4. Los resultados se expresan como la media + EEM. *P<0.05,
**P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores nulos.
#P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con vectores
nulos.

A continuacién, se analizé la estructura 6sea mediante tomografia micro-
computarizada (uCT) de la epifisis proximal y la di&fisis de la tibia de los ratones
alimentados con HFD de ambos estudios. No se encontré ninguna diferencia
significativa en el hueso tanto trabecular como cortical entre los ratones tratados con
el vector AAV8-FGF21 y los tratados con el vector AAV8-null. Concretamente, no se
alteré la densidad mineral 6sea (BMD) (Figura 32A), el contenido mineral 6seo (BMC)
(Figura 32B), el volumen 6seo (BV) (Figura 32C), la ratio entre el volumen 6seo y el
volumen tisular (BV/TV) (Figura 32D), el ratio entre la superficie 6ésea y el volumen
6seo (BS/BV) (Figura 32E), el numero de trabéculas (Tb.N) (Figura 32F), el grosor
trabecular (Tb. Th) (Figura 32G) o la separacién trabecular (Tb.Sp) (Figura 32H)

cuando se analizé la epifisis de la tibia.
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Cuando se analizd la diafisis, no se obtuvieron diferencias entre los animales
alimentados con HFD tratados con el vector control o el vector terapéutico. Los
parametros que se midieron en este caso fueron también el BMC, BMD, BV, BV,
BV/TV y BS/BV (Figura 32I-M).
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Figura 32. Analisis estructural de la tibia por tomografia micro-computarizada. Se analizé por
tomografia micro-computerizada (UCT) la epifisis proximal y la diafisis de la tibia en ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta HFD y tratados con AAV8-null o la HD de AAV8-FGF21 cuando eran
Adultos jévenes o Adultos a punto final. (A-H) En la epifisis se obtuvieron los parametros siguientes:
densidad mineral 6sea (BMD) (A), contenido mineral 6seo (BMC) (B), volumen éseo (BV) (C), ratio entre
el volumen 6seo y el volumen tisular (BV/TV) (D), ratio entre la superficie 6sea y el volumen déseo
(BS/BV) (E), numero de trabéculas (Tb.N) (F), grosor trabecular (Tb. Th) (G), separacién trabecular
(Tb.Sp) (H). (I-M) En la diafisis, se evaluaron: el BMC (1), la BMD (J), el BV (K), el BV/TV (L), el BS/BV
(M). n=4. Los resultados se expresan como la media + EEM.
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Se ha descrito que los posibles efectos adversos pueden ser mediados por el
incremento de la produccion hepatica de la Insulin-like Growth Factor Binding Protein
1 (IGFBP1) (Wang et al., 2015). De acuerdo con la ausencia de alteraciones éseas
observada por el analisis con tomografia microcomputarizada, la sobreexpresion de
FGF21 a largo plazo no condujo a un aumento en los niveles circulantes de IGFBP1
12 (Adultos joévenes) o 6 (Adultos) meses después del tratamiento con la HD de
AAV8-FGF21 en comparacion con sus controles obesos alimentados con HFD
(Figura 33A). Asimismo, los niveles del factor de crecimiento similar a la insulina 1

(IGF1) eran normales en todos los grupos experimentales (Figura 33B).
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Figura 33. Determinacion de los niveles circulantes de IGFBP1 e IGF1. Al término de los estudios,
se determinaron mediante ELISA, los niveles séricos de IGFBP1 (A) e IGF1 (B) en ratones macho
C57BL/6 alimentados con dieta chow o HFD y administrados con AAV8-null o la HD de AAV8-FGF21
cuando eran Adultos jovenes o Adultos. n=7-10. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta chow inyectado con vectores
nulos. #P<0.05, ##P<0.01 y ###P<0.001 versus el grupo alimentado con dieta HFD inyectado con
vectores nulos.

En conjunto, estos resultados corroboran que el tratamiento a largo plazo con

AAV8-FGF21 es seguro para el tejido éseo.

La alimentacién con HFD a largo término (>60 semanas) esta asociada a un
incremento en la incidencia de neoplasias en higado de ratones C57BL/6J (Hill-
Baskin et al., 2009; Nakagawa, 2015). En el estudio en el que los animales iniciaron
la alimentacion con HFD cuando eran Adultos jovenes y se mantuvieron con esta
dieta durante mas de 60 semanas. En el momento de la eutanasia, se observaron
tumores hepaticos en el 66’7% (6/9) de los animales inyectados con el vector AAV8-
null. Por contra, los animales tratados con el vector AAV8-FGF21 mostraron

proteccion contra la aparicion de dichas neoplasias. El 0% (0/8) de los animales
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tratados con la HD de AAV8-FGF21 cuando eran Adultos jovenes presentaron
tumores hepaticos, mientras que el cohorte tratado con la LD mostré una incidencia
del 40% (4/10). Ninguno (0/11) de los animales tratados con la dieta chow desarrollé

neoplasias hepaticas durante el mismo periodo de tiempo.

Asi pues, el conjunto de los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento
con AAV8-FGF21 medio la sobreexpresién del factor a largo plazo en el higado de
ratones con obesidad inducida por la dieta HFD y permitio revertir la obesidad. Asi,
se observo que caus6 una disminucion del peso corporal hasta alcanzar el de los
animales sanos, disminuyo6 el acumulo patologico de lipidos en los tejidos adiposos
y el higado y bloqued la inflamacion y fibrosis de dichos 6rganos. Ademas, se observé
la reversién de la resistencia a la insulina generada por la alimentacién con HFD sin
causar efectos adversos en hueso. Por lo tanto, la aproximacion de terapia génica
con el vector AAV8-FGF21 representa un nuevo posible tratamiento para curar la
obesidad y la DT2.

68



Resultados

3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AAV8-FGF21 EN RATONES
OB/OB

Dados los prometedores resultados obtenidos tras el tratamiento con el vector
AAV8-FGF21 en ratones C57/BL6 con obesidad inducida por la dieta, se decidié

estudiar sus efectos en un modelo extremo de obesidad genética, los ratones ob/ob.

Los ratones ob/ob son un conocido modelo de obesidad severa provocada por una
mutacién espontanea que inactiva el gen de la leptina. Se trata de una mutacion
autosémica recesiva que fue detectada por vez primera en una cepa no
consanguinea que después se retro-cruzé con la cepa C57/BL/6J (Castracane and
Henson, 2007). Su fenotipo es complejo, los ratones exhiben un aumento de peso
facilmente detectable a partir de las dos semanas de edad, acompanado de
resistencia a la insulina, hipertrofia del tejido adiposo y de una elevada acumulacion
de triglicéridos en higado. Ademas, los ratones ob/ob presentan otras alteraciones
metabdlicas como la disminucién de la tasa metabdlica, hiperinsulinemia, disfuncion
de la termogénesis, hiperlipidemia e infertilidad (Kim et al., 2007; Lindstrém, 2007;
Wang et al., 2014).

En este estidio, para examinar los efectos anti-obesogénicos y anti-diabéticos de
la transferencia genética de FGF21 en este modelo animal, se trataron ratones
macho ob/ob de 8 semanas de edad por via intravenosa con 1x10'° (D1) o 5x10"°
(D2) vg/animal de vector AAV8-FGF21. Como control, se administré una dosis
intravenosa de vector AAV8-null a ratones ob/ob de la misma edad. Se realizé un
seguimiento semanal del peso, la ingesta y la glicemia hasta los 7 meses de edad y
se realizd un test de tolerancia a la insulina (ITT). Se eutanasié a los animales a los
5 meses post-AAV (Figura 34).
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Figura 34. Disefio experimental de la administracion iv de vectores AAV8-FGF21 o AAV-null a
ratones ob/ob. Ratones macho ob/ob de 8 semanas de edad se inyectaron por via iv con AAV8-FGF21
a dos dosis diferentes (D1= 10" y D2= 5x10"" vg/animal) o con 5x10"" vg/animal del vector control
AAV8-null. Posteriormente se sometieron a pruebas experimentales y se eutanasiaron a los 7 meses de
edad. ITT: Insulin Tolerance Test. n=8-10.

3.1. Disminucién del peso corporal en ratones ob/ob tras una (nica
administracion de AAV8-FGF21

De manera similar a los resultados obtenidos en los estudios anteriores (Figuras
10 y 11), mientras el peso corporal de los ratones ob/ob inyectados con el vector
AAV8-null incrementd de manera significativa durante el periodo de seguimiento (20
semanas), los ratones ob/ob tratados con la D2 de AAV8-FGF21 perdieron un ~7%
de su peso corporal durante las dos primeras semanas y luego lo mantuvieron estable
durante el resto del estudio (Figura 35A-C). Los ratones ob/ob que recibieron la D1
del vector codificante para FGF21, ganaron peso durante el transcurso de las 20
semanas de seguimiento pero el incremento de peso fue marcadamente menor
(~10% ganancia de peso corporal) que el observado en el grupo al que se administré

el vector AAV8-null (~60% ganancia de peso corporal) (Figura 35A-C).
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Figura 35. Evaluacion del peso corporal en animales ob/ob tratados con AAV8-FGF21 o AAV8-
null. A las 8 semanas de edad, se administraron dos dosis de 10''vg/aninmal (D1) o 5x10"'vg/aninmal
(D2) de vector AAV8-FGF21 o 5x10'%vg/aninmal de vector AAV8-null a ratones macho ob/ob. Se realizd
un seguimiento semanal del peso corporal durante 5 meses hasta el sacrificio de los animales. (A, B)
Evolucion del peso corporal absoluto (B) o en ganancia de peso respecto al inicial (C). n=8-10. Los
resultados se expresan como la media + EEM. (C) Imagenes representativas de los animales
pertenecientes a todos los grupos experimentales del estudio a tiempo final.
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Por tanto, estos resultados demostraron que una Unica administracion de AAV8-
FGF21, no solo podia revertir la obesidad inducida por la dieta, sino que era capaz

de adelgazar un modelo de obesidad extrema tal como los ratones ob/ob.

3.2. Expresion y secrecion sostenida de FGF21 en animales ob/ob tratados con
AAV8-FGF21

A las 28 semanas de edad, 20 semanas tras la administracion intravenosa de
AAV8-FGF21, se comprobé la sobreexpresion de FGF21 mediante analisis RT-PCR
en el higado. De manera similar a los estudios previos, la transferencia genética de
FGF21 a higado mediada por AAVs, permitio la sobreexpresion del factor de manera

dosis-dependiente (Figura 36A).

Cuando se determinaron por ELISA los niveles circulantes de FGF21 a 2y §
meses después de la administracion del vector, se observé un aumento también
dosis-dependiente de los niveles circulantes de la proteina, debido a la secrecién
hepatica del factor (Figura 36B). De esta manera, se demostré que en el higado de
los ratones ob/ob tratados con AAV8-FGF21 eran capaces de producir de forma

estable la proteina y secretarla a la circulacion sanguinea.
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Figura 36. Niveles de expresion de FGF21 en higado y niveles circulantes de FGF21. Ratones
macho ob/ob se trataron con diversas dosis de AAV8-FGF21 a las 8 semanas de edad. (A) Niveles de
expresion de FGF21 optimizado (0FGF21) en higado 20 semanas después de una Unica administraciéon
de AAV8-FGF21 medidos por analisis RT-PCR y normalizados por RplpO. (B) Niveles séricos de FGF21
medidos a la mitad y al final del estudio mediante ELISA. ND: no detectado. n=8-10. Los resultados se
expresan como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo tratado con vectores
nulos.
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3.3. Disminucion de la hipertrofia y la inflamacion del eWAT en animales ob/ob
tratados con AAV8-FGF21

De acuerdo con la reduccién del peso corporal, el analisis de los cortes
histologicos de eWAT de los animales que sorbeexpresaban FGF21 en el higado
mostraré una reduccién del tamafo de los adipocitos, la cual fue mas marcada en los

tratados con la D2 (Figura 37).

AAV8-null 4 AAV8-FGF21 D1 ’ AAV8-FGF21 D2

4

Figura 37. Andlisis de lamorfologia del tejido adiposo blanco epididimal. Imagenes representativas
de una tinciéon de hematoxilina/eosina en secciones de eWAT de ratones macho ob/ob tratados con
AAV8-null o con las dosis D1 o0 D2 de AAV8-FGF21 y sacrificados a las 20 semanas post-tratamiento.
Escala: 100um.

En paralelo, una tincién inmunohistoquimica contra Mac2 en cortes histologicos
de eWAT mostré que el tratamiento con AAV8-FGF21 disminuia la infiltracién de
macroéfagos dentro del tejido, reduciendo la presencia de estructuras “crown-like” en

funcion de la dosis recibida (Figura 38).
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Figura 38. Evaluacién de la inflamacién del tejido adiposo blanco epididimal. Tincién
inmunohistoquimica contra Mac2 (marrén) en secciones de eWAT de ratones macho ob/ob a las 20
semanas de tratarse con AAV8-null o con la D1 o D2 de AAV8-FGF21. En las secciones de eWAT de
los ratones control se aprecia la presencia de estructuras “Crown-like” (marrén) mientras que la
infiltracién de macro6fagos disminuye a medida que se eleva la dosis de AAV8-FGF21. Escala: 500um.
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Ademas, al determinar por RT-PCR la expresion de los marcadores de
macrofagos F4/80 y TNFa, éstos se hallaban disminuidos en el eWAT al tratar con
ambas dosis de AAV8-FGF21 a los animales ob/ob (Figura 39A,B), indicando que el
tratamiento resultaba en una clara disminucién de la inflamacién del eWAT. De
acuerdo con estos resultados, los niveles circulantes de adiponectina incrementaron
en funcion de la dosis de AAV8-FGF21 recibida (Figura 39C).
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Figura 39. Determinacion de los niveles circulantes de adiponectina. (A, B) Analisis por RT-PCR
de los niveles de expresion de F4/80 (A) y TNFa (B) en el eWAT de ratones macho ob/ob después de
20 semanas tras el tratamiento con AAV8-null o ambas dosis de AAV8-FGF21. (C) Niveles circulantes
de adiponectina medidos por ELISA al final del experimento. n=8-10. Los resultados se expresan como
la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo tratado con vectores nulos.

Estos datos demostraron la reduccién de la hipertrofia y la inflamacién del eWAT
en ratones ob/ob gracias al incremento de los niveles circulantes de FGF21 tras

sobreexpresar el factor en higado mediante AAVs.
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3.4. Disminucién del peso y la esteatosis del higado de animales ob/ob tratados
con AAV8-FGF21

El analisis de los cortes histolégicos del higado al final del experimento, mostré
que los ratones ob/ob a los 7 meses de edad tenian una marcada esteatosis hepatica.
En cambio, los ratones ob/ob de la misma edad tratados con AAV8-FGF21 a los dos
meses, no presentaron acumulo patolégico de lipidos en los hepatocitos (Figura 40A).

Por ello, el peso y el tamano del higado de los animales tratados con el vector

terapéutico disminuyd un 60% en comparacion con sus controles tratados con AAV8-
null (Figura 40B,C).
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Figura 40. Analisis de la morfologia hepética. (A) Imagenes representativas de una tinciéon de
hematoxilina/eosina en secciones de higado de ratones ob/ob a las 20 semanas de haberse tratado con
AAV8-null o con las dosis D1 o D2 de AAV8-FGF21. Escala: 200um. (B) Peso del higado de ratones
ob/ob a las 28 semanas de edad, 20 semanas tras el tratamiento con AAVs. n=8-10. Los resultados se
expresan como la media + EEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 versus el grupo tratado con vectores
nulos. (C) Imagenes macroscopicas representativas de los higados de animales pertenecientes a todos
los grupos experimentales.

3.5. Mejora de la glucemia y de la sensibilidad a la insulina en ratones ob/ob
tratados con AAV8-FGF21

Se ha descrito que el modelo animal ob/ob presenta una marcada hiperinsulinemia
y que también presenta alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Wang et al.,

2014). Puesto que en los estudios con HFD se observé una mejora en la sensibilidad
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a la insulina, en los ratones ob/ob tratados con AAV8-FGF21, también se determind

los niveles circulantes de glucosa e insulina y se evalud la sensibilidad a la insulina.

Los ratones ob/ob tratados con ambas dosis de AAV8-FGF21 presentaron una
reduccion en la glucemia en alimentacion en comparacion con sus controles tratados
con el vector AAV8-null (Figura 41A). Cuando se midié por ELISA la insulina
circulante, la insulinemia en alimentacion también se redujo hasta un 70% tras el

tratamiento con ambas dosis del vector codificante para FGF21 (Figura 41B).

Asimismo, la sensibilidad a la insulina de los animales tratados con AAV8-FGF21
también mejoré en funcion de la dosis administrada en comparacién con los controles
tratados con AAV8-null, los cuales presentaron una marcada resistencia a la insulina
(Figura 41C).
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Figura 41. Determinacion de la glucemia y la insulinemia y evaluacion de la sensibilidad a la
insulina. (A,B) Glucemia (A) e insulinemia (B) en alimentacién en ratones ob/ob tratados con AAV8-
null o diversas dosis de AAV8-FGF21 al final de los estudios (20 semanas post-AAV). (C) Test de
tolerancia a la insulina ITT) intraperitoneal a los 4 meses post-AAV en ratones macho ob/ob tratados
con AAVS8-null o diversas dosis de AAV8-FGF21. Los resultados se expresan como la media + EEM.
n=8-10.
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Asi pues, los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con AAV8-FGF21
podia revertir parcialmente los efectos adversos de la obesidad y mejorar la
sensibilidad a la insulina en un modelo de obesidad extrema como son los ratones
ob/ob.

En conclusion, la sobreexpresién de FGF21 en higado mediante un vector AAV
permitié la secreciéon duradera del factor al torrente circulatorio, lo que, a nivel
sistémico, evitd el acumulo patoldégico de lipidos en el tejido adiposo y el higado y
aumentod el gasto energético, revirtiendo asi los efectos adversos de la obesidad y
mejorando la sensibilidad a la insulina (Figura 42). Ademas, se comprobd que el
tratamiento con el vector AAV8-FGF21 a las dosis utilizadas no caus6 dano alguno
en la estructura y la homeostasis déseas. En conjunto, los datos obtenidos
demostraron que el tratamiento con el vector AAV8-FGF21 podria suponer en un

futuro una alternativa terapéutica para la obesidad y la diabetes tipo 2.

* Sobreexpresion de
FGF21 en higado Niveles elevados de
FGF21 circulante

Administracion intravenosa
AAV8-hAAT-FGF21

1Acumulaci6n T Gasto
de lipidos energético
\ J

K Reduccion peso corporal. \
* Disminucion hipertréfia e

inflamacion eWAT.
* Reversion esteatosis,
inflamacion y fibrosis hepaticas.
K Mejora sensibilidad a insulina./

Figura 42. Esquema de los efectos terapéuticos de la administracion intravenosa del vector
AAV8-FGF21. La administracion intravenosa del vector AAV8-FGF21 promovié la sobreexpresion de
dicho factor en el higado. Esto llevd a la secrecion continua de FGF21 al torrente sanguineo
promoviendo la accion a nivel sistémico del factor. FGF21 aumentd el gasto energético y revirtio la
deposicion patoldgica de lipidos en el tejido adiposo y en el higado, evitando asi la consecuente
inflamacién de dichos tejidos. Todo ello contribuyé a mejorar la sensibilidad a la insulina a nivel sistémico
a la vez que se redujo el peso corporal.
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La obesidad y la DT2 son enfermedades metabdlicas muy complejas e
intimamente relacionadas. Ambas patologias han alcanzado proporciones
epidémicas tanto en paises desarrollados como en los que aun estan en vias de
desarrollo. Sin embargo, los tratamientos actuales disponibles se basan en terapias
farmacologicas complejas que presentan efectos secundarios y no suponen una cura
real para la enfermedad, o bien, en intervenciones quirdrgicas bariatricas con efectos
adversos considerables (Ahn et al., 2010). Por este motivo, es urgente desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas para curar la DT2 y la obesidad. A este respecto,
FGF21 se ha postulado como un factor muy prometedor para tratar estas patologias
(Kharitonenkov et al., 2007).

Hasta la fecha, los estudios de este trabajo aportan la primera evidencia de la
posibilidad de revertir la obesidad y la resistencia a la insulina a largo plazo con una
unica administracién de un producto de terapia génica que codifica para FGF21. En
este estudio se aprovechd la preferencia de los vectores AAV8 por transducir el
higado conjuntamente con el uso de un promotor especifico de este tejido para
sobreexpresar una secuencia de FGF21 con optimizacion de codén en dicho érgano,
el principal secretor del FGF21 enddgeno (Markan et al.,, 2014). Esto permitié

alcanzar un incremento sostenido en el tiempo de los niveles circulantes de FGF21.

En primer lugar, hemos demostrado que AAV8-FGF21 era capaz de revertir la
enfermedad durante mas de un afo, en una aproximacion con ratones con obesidad
inducida por una dieta alta en lipidos (el modelo que reproduce mejor las
caracteristicas metabdlicas de los humanos con obesidad y resistencia a la insulina)
tratados cuando eran adultos jévenes o bien cuando superaban los 9 meses de edad.
Esta aproximacion constituye el seguimiento mas largo que se ha reportado con un
tratamiento basado en FGF21 en ratones alimentados con dieta alta en lipidos y
demuestra tanto la eficacia como la seguridad de nuestra aproximacion terapéutica.
Cabe remarcar que ademas, el potencial de la transferencia génica de AAV8-FGF21
a higado para revertir la obesidad y la resistencia a la insulina también se confirmé
en un modelo genético de obesidad y resistencia a la insulina extremas como son los

ratones ob/ob.

La administracion de los vectores AAV codificantes para FGF21 varias semanas
después del inicio de la alimentacion con dieta alta en lipidos medi6é una reduccion
de peso corporal proporcional a la dosis administrada. Se debe recalcar que, una vez
se normalizd el peso, éste se mantuvo estable durante el resto del periodo de

seguimiento y, que en el caso de los animales que recibieron la dosis mas alta, nunca
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alcanzé niveles por debajo del peso corporal observados al inicio del estudio y no
indujo caquexia a los animales tratados con AAV8-FGF21, lo que sustenta la

seguridad del tratamiento.

La pérdida de peso observada fue paralela a la disminucion del peso de los
depdsitos adiposos y el area media de los adipocitos. De acuerdo con la reduccién
de los depésitos adiposos, los niveles circulantes de las adipoquinas adiponectina y
leptina se normalizaron. Ademas, a diferencia de los animales control obesos, no se
detectaron signos de inflamacién en el tejido adiposo blanco. También, el tratamiento
con los vectores codificantes para FGF21 previno la ganancia de peso y la hipertrofia
e inflamacién del tejido adiposo en ratones ob/ob. Observaciones similares a las
obtenidas en este estudio, se han reportado en ratones transgénicos que
sobreexpresan FGF21 en higado (Tg-FGF21) (Inagaki et al., 2007; Kharitonenkov et
al., 2005a) o en animales tratados farmacologicamente con la proteina nativa o
analogos/miméticos de FGF21 (Adams et al., 2012a; Berglund et al., 2009;
BonDurant et al., 2017; Coskun et al., 2008; Emanuelli et al., 2014; Foltz et al., 2012;
Hecht et al., 2012; Markan and Potthoff, 2016; Smith et al., 2013; So and Leung,
2016; Stanislaus et al., 2017; Talukdar et al., 2016; Xu et al., 2009; Zhang and Li,
2015).

El marcado efecto de FGF21 sobre el peso corporal se produjo a pesar del
incremento de la ingesta, de acuerdo con lo observado en publicaciones previas en
ratones Tg-FGF21 o tratados con proteina exégena (Coskun et al., 2008; Inagaki et
al., 2008; Kharitonenkov et al., 2005a; Laeger et al., 2017). Esta reduccion del peso
corporal puede explicarse por el incremento del gasto energético y la normalizacion
de la actividad locomotora descritos en este trabajo, asi como en otros (Coskun et
al., 2008; Xu et al., 2009). Ademas, la transferencia génica de FGF21 a higado y el
consecuente incremento de FGF21 circulante, redujo la deposicion de lipidos e
incremento los niveles proteicos de UCP1 en el BAT. Esto sugeria un incremento de
la termogénesis no asociada a temblor en dicho tejido. Aunque hay estudios que han
descrito la induccion de la expresion de UCP1 tanto en BAT como en iWAT (Adams
et al., 2013a; Douiris et al., 2015; Emanuelli et al., 2014; Fisher et al., 2012; Hondares
et al., 2010), en este trabajo no se observo induccion de browning en el iWAT. Sin
embargo, de acuerdo con nuestros resultados, estudios recientes han descrito la
ausencia de browning en iIWAT de ratones alimentados con dieta alta en lipidos y en
primates obesos Cynomolgus tratados con analogos de FGF21 (Talukdar et al., 2016;
Véniant et al., 2015), lo que sugiere que el browning del IWAT no es uno de los

principales mecanismos responsables de los efectos anti-obesogénicos de FGF21.
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La esteatohepatitis-no-alcohdlica esta estrechamente asociada a la resistencia a
la insulina y la DT2 en humanos (Kitade et al., 2017) y es uno de los principales
objetivos en el desarrollo de tratamientos anti-diabéticos. En nuestra aproximacion,
la alimentacién con dieta alta en lipidos durante mas de 10 meses produjo el
incremento del peso del higado y marcadas alteraciones en la estructura del
parénquima hepatico, tales como la presencia de grandes vacuolas lipidicas, fibrosis
e inflamacion. La terapia génica con FGF21 corrigio completamente las alteraciones
hepaticas de manera que la morfologia del higado de los animales tratados con
AAV8-FGF21 era similar al de los ratones sanos alimentados con dieta estandar.
Asimismo, cuando se trataron ratones ob/ob, se observaron resultados similares. En
conjunto, estos datos subrayan el potencial de la transferencia génica de FGF21 para

contrarrestar esta condicion pro-diabetogénica.

Como resultado de la mejoria observada en el higado y los tejidos adiposos blanco
y marron, tanto los ratones alimentados con dieta alta en lipidos como los ratones
ob/ob que se trataron con AAV8-FGF21, mostraron un incremento muy importante
en la sensibilidad a la insulina. Este hecho quedé claramente demostrado tanto por
la correccién de la hiperinsulinemia como por la mejora en el perfil de respuesta en
el test de tolerancia a la insulina. Notablemente, los ratones con obesidad inducida
por la dieta, tratados con la dosis mas baja del vector terapéutico, que no medio
pérdida de peso, también presentaron una mejoria en la sensibilidad a la insulina.
Este hecho indica que no todos los efectos positivos de FGF21 sobre el metabolismo
de la glucosa dependen de la pérdida de peso sino que muy probablemente son
efectos directos del factor sobre la homeostasis de la glucosa. Esta mejoria en la
sensibilidad a la insulina mediada por FGF21 se ha descrito en otros estudios en
ratones y primates obesos (Adams et al., 2013b; Berglund et al., 2009; Camporez et
al., 2013; Charoenphandhu et al., 2017; Emanuelli et al., 2014; Hale et al., 2012;
Hecht et al., 2012; Kharitonenkov et al., 2007; Stanislaus et al., 2017; Véniant et al.,
2012). Sin embargo, los estudios clinicos en humanos tratados con analogos de
FGF21 llevados a cabo hasta la actualidad, habrian resultado probablemente
demasiado cortos para reproducir dichas observaciones hechas en modelos
animales. Por tanto, quedaria por determinar si la terapia génica, que permite la
produccién constante de la proteina terapéutica y la obtencion de niveles circulantes
estables, podria mejorar la glucemia y la sensibilidad a la insulina en pacientes

humanos.

El potencial terapéutico de FGF21 para tratar la obesidad y la resistencia a la

insulina ha motivado que la industria farmacéutica haya desarrollado rapidamente un
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gran numero de analogos y miméticos que poseen las mismas acciones bioldgicas
que el FGF21 enddgeno pero con mejores propiedades farmacocinéticas (So and
Leung, 2016; Zhang and Li, 2015). Modificaciones de la proteina nativa, como la la
conjugacion de FGF21 con polietilenglicol se utilizan en farmacologia para alargar la
vida media de muchas proteinas. Sin embargo, la conjugacién de FGF21 con
polietilenglicol conlleva el riesgo de acumular vacuolas (Bendele et al., 1998; Webster
et al., 2007) lo que compromete la seguridad del tratamiento si éstas se acumulan en
el epitelio tubular renal de pacientes diabéticos con fallo renal. Otros anticuerpos
miméticos de FGF21 activan el receptor FGFR1 sin la actuacion del co-receptor [3-
klotho (So and Leung, 2016; Zhang and Li, 2015) levantando sospechas de riesgo de
tumorogénesis debida a acciones inespecificas. Ademas, se ha descrito que los
miméticos/analogos de FGF21 son inmunogénicos (Adams et al., 2013b; Gaich et al.,
2013; Kim et al., 2017; Stanislaus et al., 2017). El tratamiento con el analogo
LY2405319 en monos Rhesus indujo el desarrollo de anticuerpos e inmunoglobulinas
anti-LY2405319 en todos los animales tratados (Adams et al., 2013b). Asimismo,
algunos de los pacientes humanos tratados con LY2405319 desarrollaron reacciones
locales en el sitio de inyeccién y la mitad de ellos desarrollé anticuerpos (Gaich et al.,
2013). También se ha descrito el desarrollo de anticuerpos y reacciones alérgicas y
de hipersensibilidad en humanos tratados con el analogo PF-05231023 (Kim et al.,
2017). Por otro lado, aunque las moléculas analogas/miméticas de FGF21 son de
larga duracién, aun requieren de administraciones periédicas que suponen un
inconveniente para los pacientes y pueden comprometer, en algunos casos, la
continuidad del tratamiento. En este sentido, la terapia génica ofrece ventajas sobre
estas moléculas sintéticas. Por un lado, brinda la posibilidad de alcanzar los niveles
terapéuticos de la proteina tras una uUnica administracion, lo que constituye una
mejora obvia para el paciente. Pero lo que es aun mas importante, la terapia génica
permite tratar con la proteina nativa, que es reconocida como propia por el sistema
inmunitario y senaliza a través de la via candnica de FGF21, evitando respuestas
bioldgicas inespecificas o inmunoldgicas. Cabe mencionar que los vectores AAV no
estan asociados a ninguna patologia en humanos y que muestran una muy baja
inmunogenicidad y un perfil de seguridad excelente que ha impulsado su uso en un
creciente numero de ensayos clinicos (Mingozzi and High, 2011). Particularmente, el
uso de la terapia génica con AAV dirigida a higado en paciente humanos ha estado

ampliamente estudiada con prometedores resultados (Mingozzi and High, 2011).

Las preocupaciones respecto a la seguridad del tratamiento cronico con FGF21 a

tener en cuenta son los posibles efectos adversos sobre la homeodstasis 6sea y, dada
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la condicion de factor de crecimiento de FGF21, la potencial tumorogénesis
(Kharitonenkov and DiMarchi, 2017a; Kharitonenkov et al., 2005a). Los ratones Tg-
FGF21 son mas cortos y se ha descrito que se produce pérdida de masa 6sea en los
Tg-FGF21 y también en animales y humanos tratados con FGF21 recombinante o
con analogos/miméticos de este factor (Charoenphandhu et al., 2017; Kim et al.,
2017; Talukdar et al., 2016; Wang et al., 2015; Wei et al., 2012). No obstante, a pesar
de que, en este estudio los niveles de FGF21 alcanzados en animales alimentados
con dieta alta en lipidos tratados con la dosis mas alta de AAV8-FGF21 (dosis que
revirtié la obesidad y resistencia a la insulina hasta los niveles de los animales
controles sanos) eran del mismo rango que los obtenidos en los Tg-FGF21 (Inagaki
et al., 2008), no observamos ninguna diferencia en la longitud naso-anal o en la de
la tibia, independientemente de la edad a la que se trataron los animales. Cabe
remarcar que ademas, los animales tratados cuando eran Adultos jévenes, recibieron
los vectores cuando aun no se habia producido el cierre de la placa de crecimiento
6sea (Kilborn et al., 2002). Los ratones alimentados con dieta HFD utilizados en este
estudio eran de la misma cepa que los Tg-FGF21 de los que se describié menor
longitud corporal, por lo tanto, las llamativas diferencias en el fenotipo 6seo podrian
ser debidas a efectos de FGF21 durante el desarrollo embrionario o en un periodo
temprano post-natal en los animales transgénicos. Por otra parte, se ha postulado
que el fenotipo 6seo observado en los Tg-FGF21 no se deberia a consecuencias
directas de la accion de FGF21, sino al balance energético negativo crénico inducido
por FGF21 en estos animales (Kharitonenkov and DiMarchi, 2017a). En nuestros
estudios, no se observaron signos de pérdida ésea trabecular o cortical con el
tratamiento de AAV8-FGF21 en los ratones con obesidad y resistencia a la insulina
inducidas por la dieta. Actualmente, existe controversia sobre si FGF21 ejerce efectos
adversos sobre la densidad mineral ésea. Los animales transgénicos de FGF21
muestran una masa 6sea reducida (Wang et al.,, 2015; Wei et al., 2012). El
tratamiento farmacolégico a largo plazo con FGF21 nativo o sus analogos/miméticos
causo pérdida ésea y/o alteraciones en los marcadores de remodelamiento 6seo en
roedores y humanos (Charoenphandhu et al., 2017; Kim et al., 2017; Talukdar et al.,
2016; Wang et al., 2015; Wei et al., 2012). En cambio, un estudio publicado este
mismo ano, describe que el tratamiento a corto plazo con FGF21 no produjo efectos
sobre la masa Osea en ratones alimentados con dieta alta en lipidos, sugiriendo que

FGF21 no es dafino para la homeostasis 6sea en roedores (Li et al., 2017).

Otras consideraciones respecto a posibles efectos adversos del incremento de los

niveles circulantes de FGF21 serian la induccion de torpor y la reduccion de la
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fertilidad en hembras. Se ha descrito que FGF21 produjo la reduccion de la actividad
fisica y la temperatura corporal en ratones ayunados, lo que condujo a la hipétesis
de que FGF21 induce un estado propio de la hibernaciéon conocido como torpor
(Inagaki et al., 2007). Por el contrario, estudios posteriores en ratones sin limitaciones
alimentarias demostraron que FGF21, no solo no disminuia la temperatura corporal,
sino que la aumentaba debido a un mayor consumo energético (Coskun et al., 2008;
Inagaki et al., 2008). En este trabajo, se ha podido demostrar que la sobreexpresién
sostenida de FGF21, tras la administracion del vector AAV, causaba un incremento
de la actividad locomotora, en contra de la hipotesis de que FGF21 produce la
induccion de torpor en ratones. Estas discrepancias pueden deberse a diferencias en
la disponibilidad energética, por lo que los ratones ayunados no podrian compensar
el incremento del gasto energético inducido por FGF21 y entrarian en fase de torpor.
Lo mismo sucederia con en el caso de la fertilidad en hembras (Kharitonenkov and
DiMarchi, 2017b). En contraposicion a la infertilidad observada en ratones Tg-FGF21
hembras (Owen et al., 2013), estudios mas recientes han concluido que dicha
infertilidad no era debida a la accién directa de FGF21 sobre el sistema reproductivo
sino que era consecuencia de un balance energético negativo en condiciones de

nutricion insuficientes (Singhal et al., 2016).

En relacién a la formaciéon de tumores, aunque el nimero de animales utilizados
en este estudio era bajo, la diferencia en la incidencia de neoplasias hepaticas
inducidas por la dieta alta en lipidos fue evidente entre los animales tratados con los
vectores control nulos y los tratados con los vectores terapéuticos. Estas
observaciones defienden la idea del papel protector de FGF21 frente a este tipo de
neoplasias. Por lo tanto, la transferencia génica de FGF21 no sélo no causé tumores
per se sino que previno la formacién de tumores inducidos por la exposicion crénica
a dieta alta en lipidos. De acuerdo con estas observaciones, tampoco se detectaron
signos de proliferacién patolégica en el higado en ninguno de los modelos de ratones
Tg-FGF21 que sobreexpresaban FGF21 desde el nacimiento (Huang et al., 2006;
Kharitonenkov et al., 2005b), ni en los ratones tratados con FGF21 recombinante
nativo (Adams et al., 2012b). Es mas, la sobreexpresion de FGF21 especificamente
en el higado de ratones transgénicos o el tratamiento con la proteina nativa FGF21
retrasé la aparicién de hepatocarcinomas inducidos quimicamente (Huang et al.,
2006; Xu et al., 2015).

El excelente registro de seguridad y eficacia de la terapia génica mediada por
vectores AAV ha ampliado el rango de aplicaciones desde las enfermedades

monogénicas hasta las no hereditarias, como la diabetes. Hay experiencia sustancial,
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pre-clinica y clinica en transferencia génica a higado para tratar patologias
hereditarias (Mingozzi and High, 2011), suficiente para apoyar la viabilidad de una
aproximacioén terapéutica como la propuesta en esta tesis doctoral para tratar una
enfermedad metabdlica compleja en humanos. En este estudio, se ha desarrollado
una aproximacion de terapia génica para la obesidad y la resistencia a la insulina
basada en el uso de vectores AAV8 que codifican para FGF21. Una unica
administracion del vector en ratones obesos permitid incrementar los niveles
circulantes de FGF21 de forma duradera, revirtiendo a la vez la obesidad, la
inflamaciéon del tejido adiposo, la resistencia a la insulina y el desarrollo de
hepatoesteatosis-no-alcohdlica sin efectos adversos. Los resultados presentados en
esta tesis doctoral sientan las bases para la futura translacién clinica de esta

aproximacioén para tratar la DT2, la obesidad y las comorbilidades asociadas.
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Conclusiones

10.

La administracion intravenosa del vector AAV8-FGF21 en ratones C57BL/6
alimentados con dieta HFD permitié incrementar los niveles circulantes de la

proteina FGF21 durante mas de un ano.

El tratamiento con AAV8-FGF21 produjo una pérdida de peso escalada en
funcion de la dosis administrada en ratones C57BL/6 con obesidad inducida

por la dieta tratados a dos edades diferentes.

El tratamiento con AAV8-FGF21 en ratones ob/ob también aumentd los

niveles circulantes de la proteina FGF21 y revirtié la ganancia de peso.

El tratamiento con AAV8-FGF21 medié la disminucién de la adiposidad, evité
la inflamacion del tejido adiposo y normalizé los niveles de adipoquinas, tanto

en los ratones con obesidad inducida por la dieta como en los ratones ob/ob.

El tratamiento con AAV8-FGF21 redujo la deposicién ectdpica de lipidos en
higado evitando la hepatoesteatosis, la inflamacion y la fibrosis en ratones
alimentados con dieta alta en lipidos. Resultados similares se obtuvieron en

los ratones ob/ob.

El tratamiento con AAV8-FGF21 produjo un aumento del gasto energético
causado por el aumento de la termogénesis no asociada a temblor en el BAT
y la normalizacién de la actividad locomotora. No obstante, no se observo

browning en el iWAT.

El tratamiento con AAV8-FGF21 incrementé de manera dosis-dependiente la
sensibilidad a la insulina y revirtié la hiperinsulinemia en ratones C57BL/6 con

obesidad y resistencia a la insulina inducidas por la dieta y en ratones ob/ob.

La administracién del vector AAV8-FGF21 no alterd la longitud naso-anal ni

de la tibia, ni la estructura o la masa éseas a largo plazo.

El tratamiento con AAV8-FGF21 previno el desarrollo de hepatocarcinomas

inducidos por el consumo cronico de dieta alta en lipidos.

En conclusidn, los resultados presentados en esta tesis doctoral sientan las
bases para la futura translacién clinica de esta aproximacion para tratar la
DT2 y la obesidad.
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1. MATERIALES
1.1. Animales

En los estudios de esta tesis doctoral se utilizaron ratones machos de 9 o 29
semanas de edad C57BL/6JOlaHsd y B6.V-Lep°®/OlaHsd (ob/ob) de 8 semanas de
edad (Harlan Tekland, Barcelona, Espana). Los animales se estabularon en una
instalacion libre de patégenos (SER-CBATEG, UAB) y se mantuvieron en
condiciones de temperatura (22°C+2) y luz (ciclos de luz-oscuridad de 12h)
controladas mientras se les alimentaba ad libitum con una dieta estandar (2018S
Teklad Global Diets®, Envigo) o alta en lipidos (TD.88137 Harlan Teklad).

Cuando fue necesario, se ayunoé a los animales durante 16h. Para la toma de
muestras, se anestesié a los animales con anestésicos inhalatorios (Isoflorano,
IsoFlo®, Abbott Animal Health, lllinois, EEUU) y se eutanasiaron por decapitacion.
Las muestras de sangre y los tejidos se tomaron por la mafana e inmediatamente
se conservaron en formol (tejidos) o congeladas con N liquido y guardadas a -80°C
(suero y tejidos). Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica y de Experimentacién Animal y Humana de la Universitat Autdbnoma

de Barcelona.

1.2. Cepas bacterianas

Se utilizé la cepa E.coli XL2Blue (Stratagene-Agilent Tecnologies, Santa Clara,
CA, EEUU) para obtener y amplificar los dos constructos plasmidicos utilizados en
este trabajo. Todos los plasmidos contenian el gen de seleccion de resistencia a la
ampicilina. Los cultivos bacterianos se hicieron crecer en medio LB (Miller’s LB Broth,

Conda, Madrid, Espafa) con un 2% de agar y 50 pg/mL de ampicilina.

1.3. Anticuerpos

Las muestras de tejido se fijaron en una solucién tamponada de formol al 4%, se
incluyeron en bloques de parafina y posteriormente se obtuvieron secciones de 2-3
pUm para realizar la incubacion con los anticuerpos y las tinciones correspondientes.
Asimismo, se extrajo el extracto proteico de los tejidos congelados a -80°C y se

realizaron los western blots con los anticuerpos necesarios. Los anticuerpos y
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reactivos que se utilizaron para la deteccion de proteinas mediante técnicas

inmunohistoquimicas o western blot fueron los siguientes (Tabla 2):

Tabla 2. Listado de anticuerpos.

Inmunohistoquimica

Anti-Mac2 Raton Rata Cederlane CL8942AP
Anti-rata (19G) Rata Conejo  Dako E0467
Western Blot

Anti-UCP1 Ratén Conejo  Abcam ab10983
Anti-atubulina Ratén Conejo  Abcam ab4074
Anti-conejo/HRP (IgG) Conejo Cerdo Dako P0217

1.4. Reactivos

Los reactivos de biologia molecular se obtuvieron de las casas comerciales Roche
(Roche Diagnostics Corp. IN, EEUU), Invitrogen Corporation, actualmente Life
Technologies (San Diego, CA, EEUU), Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU),
Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), Sigma (St. Louis, MO, EEUU),
Promega Corporation (Madison, WI, EEUU), BASF (Barcelona, Espafa), Qiagen
(Hilden, Alemania), QBIOgen, actualmente MP Biomedicals (Irvine, CA, EEUU) y
Fermentas (St-Leon-Rot, Alemania). Los medios de cultivo y los antobidticos se
obtuvieron de PAA (Paschin, Austria) y el suero (FBS) y F68 Pluronic® de Gibco

(Invitrogen, Life Technologies).

1.5. Plasmidos

Los plasmidos usados en este estudio se resumen en la siguiente tabla (Tabla 3):

Tabla 3. Listado pladsmidos.

Nombre Promotor Gen de interés PolyA
pGG2-hAAT-coFGF21 HCR/hAAT coFGF21 B-globina de conejo
pAAV-hAAT-Null HCR/hAAT - B-globina de conejo

CO: secuencia con optimizacion de codén.
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El promotor HCR/hAAT contiene la region control del locus de la apolipoproteina
E (HCR) juntamente con el promotor de la a1-antitripsina humana (hAAT) y permite

mediar niveles de expresion proteica altos especificamente en higado.

Las estrategias de clonaje utilizadas para la generacion de los plasmidos se

resumen en la siguiente tabla (Tabla 4):

Tabla 4. Estrategias de clonaje de los plasmidos.

Nombre Estrategia de clonaje

pGG2-HCR/hAAT-oCre (CBATEG) digerido
con Mlul y Xhol
pAAV-CAG-coFGF21-dmiRT (CBATEG)
digerido con Notl y Xhol
pAAV-hAAT-Null CBATEG

Co: secuencia con optimizacién de codén.

pGG2-hAAT-coFGF21 vector

inserto
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2. METODOS
2.1. Técnicas béasicas de DNA
2.1.1. Preparacion del DNA plasmidico

Para la obtencién de pequefias cantidades de DNA plasmidico (3-4ug) se
realizaron minipreparaciones (minipreps) segun el protocolo de lisis alcalina
originariamente descrito por Birnboim y colaboradores (Birnboim et al., 1979). A partir
de 1.5 mL de medio de cultivo (LB con ampicilina) se degrada la pared bacteriana por
accién de la enzima lisozima, seguida de una lisis alcalina y de la precipitacion
selectiva del DNA gendmico y proteinas desnaturalizadas con una solucién de
acetato de potasio a pH acido. El RNA bacteriano se degrada por la adicién de la

enzima RNAsa.

Por otro lado, con tal de obtener grandes cantidades de DNA, se realizaron
maxipreparaciones (maxipreps), a partir de las cuales se obtiene como maximo 1 mg
de plasmido, 0 megapreparaciones (megapreps) para obtener un maximo de 2.5 mg
de plasmido, a partir de 200 0 500 mL de medio de cultivo respectivamente. El método
esta basado igualmente en la lisis alcalina, pero en este caso, la purificacion del DNA
se realiz6 mediante columnas de absorcion Pure YieldTM Plasmid MaxiPrep System
(Promega Corporation) para las maxipreps y EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen)

para la megapreps.

2.1.2. Digestion del DNA con enzimas de restriccion

Cada enzima de restriccion requiere unas condiciones de reaccién especificas de
pH, fuerza iénica y temperatura. En cada caso se siguieron las instrucciones de la
casa comercial (Fermentas). En general, el DNA se digirié con una unidad de enzima
por ug de DNA en el tampon subministrado por el fabricante durante una hora a la
temperatura optima de cada enzima. El producto de la reaccion se analizé en geles
de agarosa. Cuando el DNA debia ser digerido por dos enzimas de restriccion, las
digestiones se llevaron a cabo conjuntamente siempre que las condiciones de
tampon y temperatura fueran compatibles. Si las enzimas tenian requerimientos
diferentes, después de la primera digestion el DNA se purificaba de las sales y la
enzima anteriores a través del kit GeneJET® Gel Extraction (ThermoSCIENTIFIC)
segun las instrucciones del fabricante y se eluia en 30 puL de tampdn de elucién.

Seguidamente se digeria con la segunda enzima de restriccion.
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2.1.3. Desfosforilacién del fragmento de DNA

Una vez digerido, el DNA plasmidico puede volver a religar. Este proceso se puede
evitar mediante la eliminacion de los residuos fosfato del extremo 5’ del vector. Para
la desfosforilacion se utilizd una unidad de fosfatasa alcalina por 1-5 ug de DNA
(FastAP™ Thermosensitives Alkaline Phosphatase, Fermentas) en su tampoén
comercial a 1X. La reaccion de desfosforilacion se realizé durante 10 minutos a 37°C.
Posteriormente se inactivo la enzima a 75°C durante 5 minutos para evitar cualquier

reaccion de la fosfatasa alcalina en la reaccion de ligacion con el inserto.
2.1.4. Generacion de extremos romos de fragmentos de DNA

En los casos en los que la digestion con la enzima de restricciéon produjo los
extremos cohesivos y se necesitaban extremos romos para el clonaje, el fragmento
digerido se traté con la enzima Klenow Fragment (Fermentas). En presencia de la
doble cadena de DNA y de deoxinucleésidos trifosfato (dNTPs), la DNA polimerasa
rellena el extremo protuberante generado por la enzima de restriccion (actividad
polimerasa 523 0 3'>5’). En ausencia de dNTPs, la encima elimina el extremo 3’
protuberante mediante su accion exonucleasa (3'->5’) pero no tiene actividad
exonucleasa 5'>3’. La reaccion se llevé a cabo siguiendo las instrucciones de la casa

comercial.
2.1.5. Construccién de moléculas hibridas de DNA: ligacion

La construccion de moléculas hibridas de DNA a partir de diferentes fragmentos
es un procedimiento conocido como ligacién y se lleva a cabo gracias a la accién de
la enzima ligasa. Los fragmentos DNA de interés se mezclaron a distintos ratios
molares de vector:inserto (1:5, 1:10 y 1:20) con la enzima DNA ligasa del bacteriéfago
T4 (New England Biolabs) y el tampdn correspondiente segun el protocolo
establecido por el fabricante. Los productos resultantes de la ligacion se
transformaron en células competentes E.coli de la cepa XL2Blue (Stratagene-Agilent
tecnologies, Santa Clara, CA, EEUU).

2.1.6. Transformacién en células competentes E.coli XL2Blue

El plasmido de DNA se introdujo en células bacterianas competentes mediante la
electroporacion. Se utilizaron 40 pL de células E. coli XL2Blue (2x10"° células/mL)
previamente descongeladas en hielo, a las que se les afadi6 1 pyL (aproximadamente
10 ng) de la reaccién de ligacion del DNA o de DNA control. Después de una

incubacién en hielo durante 5 minutos, las células se electroporaron a 2500 V con un
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electroporador (Bio-Rad). Posteriormente se diluyeron en 100 uyL de LB y se
sembraron en placas de LB con ampicilina que se incubaron a 37°C durante toda la

noche.

A la mafana siguiente se hicieron crecer las colonias de bacterias obtenidas y
posteriormente se extrajo el DNA de las colonias recombinantes. Se identifico la

presencia de moléculas hibridas de DNA mediante el uso de enzimas de restriccion.
2.1.7. Separacion y visualizacion del fragmento de DNA

El gel de electroforesis de agarosa es el método estandar utilizado para separar,
identificar y purificar fragmentos de DNA. Para separar fragmentos de DNA de entre
0.2 y 7 Kb se usaron geles de agarosa al 1%. La visualizacion del DNA en el gel se
consiguid mediante la adicion de bajas concentraciones de bromuro de etidio
fluorescente al gel (0.5 pg/mL), el cual se intercala entre dos cadenas de DNA. La
presencia de DNA se visualizé utilizando luz ultravioleta (UV) de baja longitud de
onda (310 nm) a través de un transiluminador y un sistema de camaras (Syngene).
Como marcador de tamafo molecular de DNA se utilizé el GeneRuler 1 Kb y el
GeneRuler 100 pb (Thermo Scientific).

Los geles de agarosa se prepararon disolviendo agarosa en tampon de
electroforesis 1X TAE (Trisacetate pH 8.3, 40 mM y EDTA 1nM) con 0.5 pg/mL de
bromuro de etidio. Las muestras se cargaron en el gel con 1X de tampdn de carga
(Fermentas) y se corrieron con el tampon de electroforesis 1X Tae a 80 V. Con tal de
obtener y purificar el fragmento de DNA de interés del gel de agarosa, se uso el kit
GeneJET™ Gel Extraction (Fermentas) y se cuantific6 el DNA en el

espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU).
2.2. Células eucariotas en cultivo
2.2.1. Células HEK293

Las células HEK293 son células embrionarias de rindn humano que en este
trabajo se utilizaron para la comprobacion in vitro de la expresién de FGF21 a partir
del plasmido generado. Se mantuvieron en medio de cultivo DMEM (PAA) con 2 mM
de glutamina suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (inactivado por calor)
en una incubadora ajustada al 8.5% de CO, y a 37°C. Cuando las células alcanzaron

una confluencia del 70% se tripsinizaron y se plaquearon a diferentes diluciones.
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2.2.2. Transfeccién de DNA en células en cultivo

Para llevar a cabo el analisis de la expresion in vitro de FGF21 a partir del
constructo generado, se transfectd el plasmido pGG2-hAAT-coFGF21 en células
HEK293. Se  utilizd6 la técnica de transfeccibn con lipofectamina
(Lipofectamine™2000, Invitrogen) basada en la formacién de un complejo hidrofébico
lipofectamina-DNA para favorecer la entrada del DNA en la célula. Se utilizé una
proporcion de lipofectamina/DNA de 10 uL de lipofectamina (1 mg/mL) por 4 ug de
DNA en placas de 6 pozos. En el momento de la transfeccion, las células HEK293
estaban al 70-80% de confluencia. El cultivo de las células se finalizé a las 24-48 h

post-transfecciéon para el analisis de las muestras.
2.3. Produccioén, purificacion y titulacion de vectores virales adenoasociados
2.3.1. Produccién y purificacién

Las particulas infectivas de vectores virales AAV8 de cadena simple se generaron
en células HEK293 con el gen adenoviral E1 del adenovirus 5 integrado de forma
estable en el genoma celular. Las células se cultivaron en Roller Bottles (RB)
(Corning) hasta que alcanzaron el 70% de confluencia en medio DMEM
suplementado con el 10% de FBS. Entonces, cada RB se co-transfecté con 30mL de
fosfato calcico conn 150 ug de cada uno de los siguientes plasmidoa: 1) los plasmidos
pGG2-hAAT-coFGF21 o pGG2-hAAT-Null; 2) un plasmido de empaquetamiento
pREP/CAP que codificaba para los genes AAV Rep2 y Cap8; y 3) un plasmido auxiliar
adenoviral denominado pWEAD que contenian los genes codificantes para las
funciones auxiliares de los adenovirus. Los plasmidos pREP/CAP y pWEAD fueron
amablemente proporcionados por la Dra. K.A. High, del Children’s Hospital of

Philadelphia, EEUU y se amplificaron en Plasmid Factory.

A continuacion, se llevd a cabo la purificacion mediante un protocolo con
polietilenglicol (PEG) y ultracentrifugacion en gradientes de CsCL que permite
eliminar practicamente todas las capsides vacias y disminuir las impurezas proteicas
(Ayuso et al., 2010). Asi pues, tres dias después de la co-transfeccion, se recogieron
las células y se centrifugaron a 2500 G durante 15 min a 4°C. El medio se guard6 a
4°C mientras que pellet celular se reconstituyé en TMS (50 mM TrisHCL, 150 mM
NaCl, 2 mM MgCl;, pH=8.0) y se sonico para lisar las células y liberar los vectores
del interior. El lisado se centrifugd a 2500 G durante 30 min y el sobrenadante
resultante se anadié al cultivo previamente guardado a 4°C. A continuacion, las

particulas virales se precipitaron mediante una incubacion de 15 h en PEG 8000 al
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8% (Sigma) a 4°C. Pasado dicho periodo, los vectores se precipitaron por
centrifugacion a 400 G durante 30 min. El nuevo pellet con los vectores virales se
reconstituyo con TMS, se traté con benzoasa (Merck) durante 1 h a 37°C y finalmente
se centrifugé a 10000 G durante 10 min. El sobrenadante resultante se cargé en
tubos de 37.5 mL Ultra clear (Beckman) que contenian un gradiente discontinuo de
CsCl de densidad 1.5 (5 mL) y 1.3 gmL (10 mL). A continuacién, se centrifugaron a
27000 rpm en un rotor SW28 (Beckman). Las bandas que contenian vectores se
recogieron con agujas de 18 G y se transfirieron a tubos Ultra clear de 12.5 mL. El
resto del tubo de 12.5 mL se llen6 con CsCl a 1.379 g/mL para generar un gradiente
continuo. Estos tubos se centrifugaron a 38000 rpm en un rotos SW40Ti (Beckman)
durante 48 h. Finalmente, se recogieron y dializaron las bandas correspondientes a
las particulas AAV que contenian el genoma del vector mediante una membrana de
10 kDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Products, Pierce) y se filtraron con filtros con poros de

0.22 um de diametro (Millipore).
2.3.2. Titulacién de genomas virales

Los genomas virales de AAV8 se determinaron por PCR cuantitativa adecuando
el protocolo descrito para AAV2, AAV8 y AAV9 Reference Standard Material (Lock et
al., 2010) a los vectores usados en este estudio. La cuantificacion de cada vector se
realiz6 en paralelo con un vector de referencia de concentraciéon conocida para
garantizar la validez de los resultados. Para la curva estandar se utilizé un plasmido

linealizado y cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm.

Con la finalidad de asegurar que el titulo del vector viral no se sobreestimaba
debido a la presencia de plasmidos de DNA sobrantes de la transfeccién en la
preparacion viral final, se realizé un tratamiento con DNAsa previo a la cuantificacion
ya que solo los genomas virales encapsidados son resistentes a la digestion con
DNAsa. Se anadieron 5 pL de cada preparacion del vector viral a 5 L de tampén de
DNAsa 10X (130 mM Tris-HCI, 50 mM MgClz, 1.2 mM CaCl,, pH=7.5), 1 uL de DNAsa
(10 U/uL) y 36 uL de agua Milli-Q. La digestion se incubd 60 min a 37°C y
posteriormente, las muestras se diluyeron para obtener el valor de amplificacion

dentro del rango de la curva estandar.

La reaccién de cuantificacién por PCR consistié en una incubacién inicial de 10
min a 95°C (que permite la activacion de la polimerasa y la desnaturalizacion de las
capsides virales, permitiendo la liberacién de los genomas), seguida de 40 ciclos de
30 s a 95°C (desnaturalizacion y 30 s a 60°C (annealing y elongacion). Cada reaccion

de TagMan contenia un volumen final de 10 pL (Tabla 5):
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Tabla 5. Componentes de lareaccion TagMan.

Reaccién TagMan

5 yuL TagMan LightCycler® 480 Probe Master

0.2 pL primer forward (10 uM)
0.2 L primer reverse (10 uM)
0.1 pL sonda (10 yM)

2 pL H20 Milli-Q

2.5 pL vector diluido

Los primers utilizados en la cuantificacion de los genomas virales de los AAV

hibridaban en la zona comun del polyA (3-globina de conejo):

Forward: 5 CTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAAT 3
Reverse: 5 GGAGAGGAGGAAAAATCTGGCTAG 3
Sonda: 5 CCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC 3

El titulo viral asignado resulté de la media de tres cuantificaciones realizadas en

dias diferentes:

AAV8-FGF21: 7.8x10" vg/mL
AAV8-Null: 1.4x10™ vg/mL

2.3.3. Cuantificacion de las particulas virales por tincion de plata

El analisis de las preparaciones virales por electroforesis de proteinas SDS-PAGE
y la posterior tincion con nitrato de plata permite la cuantificacion de las capsides
virales, que en comparacion con el valor de genomas virales obtenidos por RT-PCR,
permite calcular el porcentaje de capsides vacias en cada preparacion (relacion:
particulas virales/genomas virales). Ademas, este método permite visualizar en el gel
el grado de contaminacion de proteinas no virales que podrian afectar la eficiencia

de transduccion in vivo.

103



Materiales y métodos

Se mezclaron el volumen apropiado del vector de interés, del vector de referencia
(el mismo que se us6é como control en la cuantificacion por RT-PCR) y de diferentes
diluciones del vector K208 (de concentracién conocida y usado como curva estandar)
con el tampon 4X Novex® Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) y 10X
NuPAGE Sample Reducing Agent (Invitrogen) hasta un volumen final de 20 yL. Tras
5 min de ebullicion, las muestras se cargaron en un gel al 10% Bis-Tris Gel 1.5mm
de 15 pocillos (Invitrogen) y se corrieron a 120 V durante 2 h. Se fijaron las proteinas
del gel con una mezcla de H.O Milli-Q, etanol y acido acético. A continuacion, el gel
se sensibilizé con una mezcla de NaxS:0s, acetato sodico, etanol y H.O Milli-Q.
Finalmente se tifi6 el gel con nitrato de plata y las bandas se revelaron usando una
mezcla de Na.S,03, formaldehido y H2O Milli-Q.

El titulo de las particulas virales se obtuvo por densitometria. A partir de la
intensidad de la VP3 de cada dilucion del vector K208 se generd una curva estandar

para cuantificar las particulas virales de las diferentes preparaciones.
2.4. Administracion sistémica de los vectores virales

La cantidad necesaria de los vectores AAV8-FGF21 y AAV8-null se diluyeron
hasta un volumen final de 200 yL con solucién salina con 0.001% de F68 Pluronic®
(Gibco) y se administraron por via intravenosa en la vena caudal lateral sin ejercer
presion en el momento de la inyeccién. Antes de la administracion, se expuso a los
animales a luz infrarroja de 250 W (Philips) durante unos minutos para inducir
vasodilatacién y facilitar la visualizacién y acceso a la vena caudal. Para facilitar la
inyeccion, se colocdé a los animales en un restrainer de metacrilato (Harvard

Apparatus) para inmovilizarlos.
2.5. Andlisis de la expresién del mRNA por RT-PCR
2.5.1. Extraccion de RNA

El RNA se obtuvo de los diferentes tejidos congelados a -80°C en nitrégeno liquido
justo después de la extraccion. Se homogenizaron los tejidos congelados usando un
politrén (Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG,
Mullheim, Alemania) en 1 mL de reactivo de aislamiento, Tripure (Roche) para el
higado y QlAzol (QIAGEN) para los depésitos adiposos. A continuacion se siguio el
protocolo comercial de purificacion de RNA en columnas Rneasy Mini Kit
(Cat.No.74104, QIAGEN, Invitrogen) para extraer el RNA total.
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Todas las muestras fueron tratadas con DNAsal (RNase-Free DNase Set,
proporcionado con el kit, QIAGEN) en las columnas de purificacién. Después de
limpiarse con los buffers subministrados por el fabricante, todas las muestras se
eluyeron en 30 uL de agua destilada libre de RNAsas (DEPC), menos las de higado,
que al contener gran cantidad de RNA se eluyeron en 70 L. Finalmente, se
determind la concentracion y pureza del RNA midiendo la absorbancia a 260 nm con
un Nanodrop (ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc.).

2.5.2. Sinteis de cDNA

Se sintetizd el cDNA a partir de 1 ug de RNA retrotranscribiéndolo con el kit
comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Como primers en la reaccion se utilizaron Oligo-dT y

hexameros de oligonucledtidos en la presencia de un inhibidor de RNAsas.
2.5.3. Real Time PCR

La PCR cuantitativa o Real-Time PCR (RT-PCR) es un método muy util para el
analisis de la expresion del mRNA de diversos genes. Se realizé RT-PCR para
cuantificar la expresion de los genes listados a continuacién con sus respectivos
primers (Tabla 6) en el LightCycler® 480 (Roche) utilizando LightCycler® 480 SYBR

Green | Master (Roche).

Tabla 6. Listado de primers.

Gen Primer Forward Primer Reverse
coFGF21 CCTAACCAGGACGCCACAAG GTTCCACCATGCTCAGAGGG
F4/80 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATC
CD68 GGGGCTCTTGGGAACTACAC CAAGCCCTCTTTAAGCCCCA
IL-1B TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG
TNF-a CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC
Rplp0 TCCCACCTTGTCTCCAGTCT ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG

Cada reaccion de RT-PCR (LightCycler® 480 SYBR Green | Master, Roche)

contenia 10 pL de volumen total (Tabla 7):
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Tabla 6. Componentes de lareaccion SYBR Green.
Reaccion SYBR Green
5 uL 2X LightCycler480 SYBRGreen | Master
0.2 pL primer forward (10 uM)
0.2 pL primer reverse (10 uM)
2.6 pL H20 Milli-Q
2 pL cDNA (dil. 1/10)

La reaccion consistio en 5 min a 95°C para una desnaturalizacion inicial y
posteriormente 45 ciclos de 4 etapas: desnaturalizacion (10 s a 95°C), annealing (10
s a 60°C), amplificacion (10 s a 72°C) y 30 s a 60°C. Antes de enfriar la reaccion a

4°C, se dejo 5 s a 95°C y 1 min a 65°C para determinar la temperatura de melting.

Para cuantificar la expresion relativa de los genes de interés se utilizdé el método
delta-delta-Ct (2-AACt) descrito por Livak (Livak et al., 2001). En este método,
ampliamente utilizado, se asume una duplicacion 6ptima en cada ciclo de RT-PCR
con una tasa de amplificacion del 100%. Las Cts indican el numero de ciclo al que la
cantidad del cDNA del gen diana ha amplificado y tanto las muestras de ensayo como
las de referencia, se ajustan a las Cts del gen normalizador, en este caso el gen
Rplp0, para cada una de las muestras. El valor resultante sirve para determinar la

diferencia de expresion respecto a un grupo control.
2.6. Extraccién y andlisis de proteinas
2.6.1. Extraccion de proteinas

Se obtuvieron las proteinas totales mediante la homogenizacion de los fragmentos
de iIWAT e iBAT congelados en 1 mL de QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) y se extrajo
la fase proteica siguiendo las instrucciones del fabricante segun el protocolo Isolation

of DNA and proteins from QIlAzol Reagent-lysed samples (RY16 May-04).
2.6.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

A partir de la solucion del extracto proteico se determiné la concentracion mediante
el método BCA (BCA Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Este método se basa en la reduccion del Cu?* a
Cu* por la proteina presente en un medio alcalino, detectada por un cambio
colorimétrico altamente sensible. Brevemente, se mezclaron los componentes del
reactivo BCA en una porcion 1:50 y, por otro lado, se diluyeron las muestras (1:5) con

H20 Milli-Q. En una placa transparente de 96 pocillos se afiadieron 10 yL de muestra

106



Materiales y métodos

y 190 pL de reactivo de BCA a cada pocillo. Se incubé la placa 30 min a 37°C y se
leydé la absorbancia a 565 nm. El célculo de la concentracién de proteina de las
muestras se realizoé a partir de la comparacion con una recta patron generada con

BSA y albumina (Albumina 2 pg/uL) en sucesivas diluciones.
2.6.3. Andlisis de la expresidon de proteina mediante Western Blot
2.6.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SD-PAGE)

El analisis de la expresidn proteica de UCP1 se realiz6 mediante electroforesis de
los extractos proteicos de iBAT e iWAT en geles de poliacrilamida al 10% en
presencia de SDS. El gel de poliacrilamida SDS-PAGE se formé a partir de la union
de dos geles. El primer gel es el de compactacion o stacking, el cual contenia 3.9%
de poliacrilamida y los pozos donde se depositaron las muestras. El segundo es un
gel separador o resolving y contenia un 10% de poliacrilamida para permitir la
separacion de las proteinas en funcién del tamano. La cantidad de proteina a cargar
se mezclé en una proporcion 1/5 de volumen con tampdén de carga Laemli 5X (tampén
fosfato 20 mM, glicerol 20%, SDS 4%, 2% 2-B-mercaptoetanol y azul de bromofenol
como colorante). Una vez preparadas las muestras, las proteinas de desnaturalizaron
a 90°C durante 2 min, se pusieron en hielo y se cargaron en el gel SDS-PAGE. La
composicion del tampédn utilizado para la electroforesis fue: Tris base 5 mM, glicina
192 mM, SDS 0.1% (peso/volumen). La electroforesis se realizé a 50 V mientras las
muestras cruzaban el gel de compactacion y posteriormente a 80 V cuando pasaron
al gel separador. Como referencia, se usé el marcador de peso molecular para

proteinas Spectra Multicolor Broad Range (Thermo Scientific).
2.6.3.2. Transferencia de proteinas a membranas e inmunodeteccion

La electrotransferencia de las proteinas desde el gel a las membranas de PVDF
(Hyperbond-P, Amersham Biosciences) se llevdo a cabo en el aparato Transblot
modelo 2051 de LKB/Pharmacia a 100 V durante 2 h a 4°C en un tampdn de
electrotransferencia (Tris 25 mM, glicina 150 mM y metanol 20%). Después de la
transferencia, se bloquearon las membranas con TBS (Tris-HCL 25 mM, NaCl 137
mM) durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron
las membranas con los anticuerpos primarios diluidos 1/1000 en la soluciéon de
bloqueo a 4°C durante toda la noche en agitacion suave. A la mafiana siguiente se
lavaron las membranas con TBS-T 0.1% (Tris 25 mM, glicina 150 mM, metanol 20%
y Tween20 0.1%) tres veces durante 5 min. Posteriormente se incubaron 1 h en

agitacion suave a temperatura ambiente con los correspondientes anticuerpos
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secundarios conjugados con la peroxidasa y diluidos 1/20000 en la solucion de
bloqueo. Finalmente las membranas se lavaron de nuevo (3 lavados de 5 min) y se
realizo la inmunodeteccion mediante el producto comercial ECL+Western Blotting
Analysis System (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania)
siguiendo el protocolo del fabricante. La membrana tratada con ECL+ se expuso en
un film fotografico High performance chemiluminescence film (GE Healthcare Limited,

28906835) para visualizar la sefial.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo estan
detallados en el apartado 1.3 de Materiales y Métodos (Tabla 2). Las bandas

obtenidas se cuantificaron por densitometria y analizadas con el programa ImageJ.
2.7. Andlisis histoldgico

Inmediatamente después de sacrificar a los animales, una porcién de eWAT,
iWAT, iBAT e higado se fijaron en formol al 10% durante 12-24 h para después
incluirse en parafina y seccionarse en cortes de 2-3 ym de grosor. Los cortes se
desparafinaron mediante 2 lavados con xilol durante 10 min, 2 lavados con etanol

100% 5 min y 2 lavados con etanol 96% 5 min.
2.7.1. Tinciéon con hematoxilina/eosina

Después de desparafinarse, las secciones se tifieron con hematoxilina, se lavaron
con agua destilada y se tifieron de nuevo con eosina. Posteriormente se
deshidrataron las muestras y se montaron sobre un portaobjetos para analizarse con
un microscopio Nikon Eclipse E90i (Nikon, Tokyo, Japdn) y captar imagenes

mediante una videocamara (Nikon DS-Fi1) conectada al monitor.
2.7.2. Determinacion del area media de los adipocitos

A partir de cortes histolégicos de eWAT tefidos con hematoxilina/eosina se realizo
un estudio morfométrico para cuantificar el area de los adipocitos y determinar su
distribucion por tamafo. Se tomaron imagenes de 6 campos de 2 cortes por animal
a 200X. Mediante el analizador de imagenes AnalySIS 3.0 (Soft Imaging System,
Center Valley, PA, EEUU) se determind el area en ym? de cada adipocito entero
presente en el campo. A partir de los datos obtenidos se calculd el area media de los
adipocitos por grupo experimental y la distribucién por tamano en un histograma
como porcentaje del numero total de adipocitos contados por cada categoria de

tamano.
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2.7.3. Inmunohistoquimica contra Mac-2

Para la deteccién inmunohistoquimica de Mac2, las secciones desparafinadas se
incubaron a 4°C con el anticuerpo primario contra Mac2 (apartado 1.3 de Materiales
y Métodos, Tabla 1) durante toda la noche. A continuacion se lavaron 3 veces con
PBS durante 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado y se
rebelaron con el producto comercial ABC Complex (Vector Laboratories Ltd., Reino
Unido) que contiene diaminobenzidina (DAB) como sustrato cromdgeno. Finalmente
las secciones se tifleron con hematoxilina de Mayer y se montaron para analizarse al

microscopio.
2.7.4. Tincién Tricrémica de Masson

Para evaluar la fibrosis se realizd una tincion Tricromica de Masson en la que
primeramente se tind con hematoxilina férrica los cortes desparafinados, se lavaron
con agua destilada y se tifieron con una solucién de escalata-fucsina acida durante
5 minutos. A continuacion se volvieron a lavar con agua destilada, se trataron con
una solucién de acido fosfomolibdico-fosfotungstico, se tifieron con azul de anilina y,
tras un ultimo lavado con agua, se diferenciaron en una solucién de acido acético al

1% antes de deshidratarse y montarse sobre un portaobjetos.
2.8. Determinacion del consumo de alimentos

La ingesta, tanto en dieta estandar como alta en lipidos, se determiné calculando
la media de gramos consumidos al dia por jaula, siendo del mismo grupo
experimental todos los animales de cada jaula. La cantidad de comida ingerida se
obtuvo mediante la diferencia de la cantidad afiadida inicialmente y la remanente 7

dias después. El resultado se expresé como las kcal ingeridas al dia por animal.
2.9. Determinacion de pardmetros séricos

La sangre se obtuvo recogiéndola de la cola (v. caudal), o bien, a partir de la
decapitacion de los ratones al final de los experimentos. Cuando fue necesario
obtener suero, la sangre se recogio en tubos no heparinizados y se dejo reposar
durante 1 h a 4°C. Posteriormente se centrifugd a 12000 G durante 10 min a 4°C y
seguidamenter se congelé a -80°C hasta el momento de la determinacién de los

diferentes parametros.
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2.9.1. Glucosa

Los niveles de glucemia se determinaron a partir de una gota de sangre
procedente de la cola de los ratones mediante el sistema Glucometer Elite™ (Bayer,

Leverkusen, Alemania).

2.9.2. Insulina

La insulina circulante se determiné a partir de 5 uL de suero mediante el ensayo
inmunoenzimatico Rat Insulin ELISA kit (90010, Crystal Chem) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Dado que el nivel de deteccion maximo es de 10 ng/mL,

se realizaron diluciones de la muestra cuando fue necesario.
2.9.3. Adiponectina

Los niveles séricos de adiponectina se midieron a partir de 5 uL de suero mediante
el ensayo inmunoenzimatico Mouse Adiponectin ELISA (805669, Crystal Chem)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este método tiene un limite de
detecciéon maximo de 1 ng/mL y ya indica que es necesario realizar diluciones de la

muestra.
2.9.4. FGF21

Los niveles de proteina FGF21 circulante se determinaron a partir de 50 yL de
suero con el ensayo inmunoenzimatico Mouse/Rat FGF-21 ELISA kit (MF2100,
R&Dsystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. El limite de deteccion
maximo del ensayo es de 2 ng/Ml y se realizaron las diluciones pertinentes para que

las muestras de todas las dosis se encontrasen dentro del rango de deteccion.
2.9.5. Leptina

La leptina circulante se midi6 en 5 pL de suero mediante el ensayo
inmunoenzimatico Mouse Leptin ELISA kit (90030, Crystal Chem) tal como
especificaban las instrucciones del fabricante. El limite maximo de deteccion de este

método es de 12.8 ng/mL.
2.9.6. IGFBP1

Los niveles séricos de IGFBP1 se determinaron a partir de 100 yL de muestra
usando el ensayo inmunoenzimatico IGFBP1 (Mouse) ELISA kit (KA3054, Abnova)
siguiendo las instrucciones del kit. El limite de deteccion maximo del ensayo es de 2

ng/mL.
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2.9.7. IGF-1

El IGF-1 circulante se midié a partir de 50 uL de una diluciéon 1:100 tal como
indicaban las instrucciones del ensayo inmunoenzimatico m/r IGF-I-ELISA kit (E25,
Mediagnost). El rango de deteccién maximo el ensayo es de 18 ng/mL y ya incluye
un pre-tratamiento para liberar IGF-1 de su union a las proteinas |IGFBPs,

principalmente la IGFBP3.
2.10. Determinacion del contenido de triglicéridos hepaticos

Los triglicéridos se extrajeron del tejido hepatico siguiendo el método de Folch
utilizando una mezcla de cloroformo:metanol (2:1) (Folch et al., 1957). Para hacerlo,
se pesaron fragmentos congelados de higado de aproximadamente 100 mg que se
homogenizaron en 15 mL de cloroformo:metanol (2:1). Las fases lipidicas y acuosas
se separaron mediante la adicion de 3 mL de H>SO, al 0.05% y se mantuvieron toda
la noche a 4°C. Una vez separadas las fases, se eliminé la fase superior mediante
una pipeta Pasteur y se recuperé 1 mL de la fase inferior lipidica en un tubo de cristal
de 5 mL. A continuacion se les afiadié 1 mL de una solucién de cloroformo/Tritdn100X
al 1% y se incubaron a 90°C en un bafio para evaporar el cloroformo, eliminando asi
los restos que pudiesen quedar de la fase acuosa. Para concentrar la muestra, se
afiadié cloroformo por las paredes del tubo de cristal y se volvieron a incubar las
muestras a 90°C. Esta operacion se repitio diversas veces hasta que toda la muestra
quedé en el fondo del tubo. Una vez el sedimento estubo completamente seco y
concentrado, se resuspendié en 500 uL de H.O Milli-Q en un bafo a 37°C v,
posteriormente, se homogenizé totalmente con la ayuda de agitacion y una pipeta.
Una vez resuspendidos, se determind Ila cantidad de triglicéridos por
espectofotometria usando un ensayo enzimatico (Horiba-ABX) en un analizador
Pentra 400 (Horiba-ABX).

2.11. Test de tolerancia alainsulina

El test de tolerancia a la insulina se us6 para determinar si los ratones eran capaces
de responder correctamente a una sobrecarga de insulina, cuantificando asi su
sensibilidad a dicha hormona. Inmediatamente después de retirar la comida a los
animales se determino la glucemia basal a partir de una gota de sangre de la vena
de la cola mediante el sistema Glucometer Elite®. A continuacion se inyectd una
dosis intraperitoneal de 0.75 Ul de insulina (Humulin Regular; Eli Lilly) por Kg de peso.
A partir de este momento, se realizaron determinaciones de glucemia cada 15

minutos hasta 1.5 h después de la administracién de insulina. Durante este proceso,
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se privo a los animales de comida o agua. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de los niveles circulantes de glucosa en los diferentes puntos del

experimento respecto a los niveles basales previos a la administraciéon de la insulina.

2.12. Calorimetria indirecta

Para determinar el gasto energético se utilizd un circuito calorimétrico abierto
(Oxylet, Panlab, Cornella, Espafia) para monitorizar el consumo de O- y la produccion
de CO, simultdneamente en ocho jaulas metabdlicas. Los ratones se aclimataron a
las camaras metabdlicas durante 24h y se tomaron datos durante 3 min a intervalos
de 15 min en cada camara. Los datos se midieron tanto en el ciclo diurno como el
nocturno durante otras 24h y se ajustaron al peso corporal. Para calcular el gasto

energético se uso el software Metabolism proporcionado por el fabricante.
2.13. Analisis 0seo

La arquitectura y el volumen 6seo se evaluaron mediante tomografia micro-
computerizada (UCT). Se fijaron las tibias izquierdas en formol al 4% y se escanearon
usando el escaner eXplore Locus CT (General Electric) a una resolucién de 27 pym.
Se analizé la estructura 6sea en 1 mm?3 de la epifisis proximal de la tibia y en 1.8 mm?
del hueso cortical de la diafisis. Los parametros 6seos se calcularon con el programa
MicroView 3D Image Viewer & Analysis Tool. La longitud de la tibia se determiné

midiendo la distancia desde la eminencia intercondilar hasta el maléolo medial.
2.14. Test de Open-field

La actividad locomotora de los animales se analizé con el Test del Open-field
realizado entre las 9:00 y las 13:00 h. Se situd a los animales en la esquina inferior
izquierda de una camara de 41x41x30 cm con iluminacién intensa que era parte de
una Unidad de Deteccion equipada con una red de células infrarrojas (LE8811,
Panlab). Esta red determind la magnitud de la actividad motora basandose en el
analisis de la posicién y la frecuencia a la que el animal interceptaba los haces de luz
infrarroja. La Unidad de Deteccién estaba compuesta por dos marcos de 45x45 cm
que emitian rayos infrarrojos cada 2.5 cm y estaba conectada a una Unidad
Controladora que transformaba la disrupcion de los haces infrarrojos en datos

analiticos. A su vez, la Unidad Controladora estaba conectada a un ordenador.

El area donde se situaba a los animales estaba dividida en tres cuadrados
concéntricos: centro (14x14 cm), periferia (27x27 cm) y borde (41x41 cm). La

actividad motora y exploradora de los animales se evalud durante los primeros 6
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minutos del test y la distancia total cubierta se determind mediante un sistema de

seguimiento por video (SMART Junior, Panlab).

2.15. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + Error Estandar de la Media (EEM).
La comparacion de los resultados entre grupos experimentales se realizé mediante
el test t de Student de datos no emparejados o a través de la tabla ANOVA de dos

factores. Se considero que las diferencias eran significativas cuando p<0.05.
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