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La presente tesis doctoral, que lleva por titulo Papel de la enterocina FGF15/19 en la
plasticidad adiposay cardiaca, se estructura segiin la normativa vigente en lo referente
al formato de tesis clasica, establecida por la Facultad de Biologia de la Universidad de
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FGF19 in humans (ortholog of FGF15 in mice) is a fibroblast growth factor (FGF) with
endocrine effects. It is an enterokine secreted by the ileum after food intake in response
to bile acids. The main target of FGF15/19 is the liver, where it regulates the synthesis of
bile acids and their release (negative feed-back). However, FGF15/19 may also
have hormone-like functions in other tissues and in the whole-body homeostasis, such as

the improvement of insulin sensitivity or lowering the body weight.

In this thesis we explored the role of FGF15/19 in favoring the thermogenic capacity of
brown adipose tissue (non-shivering thermogenesis) and white adipose tissue
(browning) in response to environmental stimuli. Fgf15-null mice showed impaired
browning when exposed to cold. Moreover, the overexpression of FGF15 and FGF19 in
wild-type mice increased the expression of thermogenic genes in white adipose tissue.
Our results suggest that the role of FGF15/19 in browning is likely to be due to indirect
effects mediated either by the central nervous system or by intermediate batokines, such

as CXCL14.

On the other hand, we described that human patients with cardiac pathologies show
lowered levels of FGF19 in plasma. Fgf15-null mice fed a high fat diet showed reduced
heart weight and reduced area of their cardiomyocytes compared to wild-type mice.
Fgf15-null mice had smaller hearts in physiological and pathological conditions eliciting
cardiac hypertrophy Fgf15-null mice also had impaired development of fibrosis and
altered gene expression in relation to the use of glucose or fatty acids as substrates in
cardiac hypertrophy. We conclude that FGF15/19 is able to affect the functionality of
cardiomyocyte and is necessary to an appropriate cardiac plasticity and correct cardiac

adaptation to physiopathological events.

FGF15/19 may be considered as a potential therapeutic agent in relation to adipose
tissue and cardiac dysfunction. Further studies must be taken to further explore the
mechanisms, either direct and/or indirect, by which FGF15/19 targets organs such as

adipose tissues and heart.
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Medios de mantenimiento y diferenciacién para los cultivos de adipocitos

humanos SGBS.
Genes analizados durante la tesis doctoral mediante sondas Tagman.

Datos metabélicos sobre los pacientes proporcionados por el hospital Germans
Trias y Pujol.

Tabla 12. Datos metabdlicos sobre los pacientes proporcionados por el hospital
Dr. Josep Trueta.

Caracterizacién de los animales WT y Fgf15-null. Los ratones se estabularon con
dieta y condiciones estandar.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
hepatico y con la accién represiva de FGF15.

Caracterizacion de los animales WT y Fgf15-null sometidos 7 dias a un

requerimiento termogénico de 4°C.
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Caracterizacion de los animales WT y Fgf15-null mantenidos 7 dias a
termoneutralidad (30 2C).

Caracterizacion de animales WT con una inyeccion retroorbital con la contruccién
Ad5-Control o Ad5-FGF15, provocando la sobreexpresion de Fgf15 en higado
durante una semana.

Caracterizacién de animales WT con una inyeccidn retroorbital con la contruccién
AAV8-Control o AAV8-FGF19, provocando la sobreexpresién de FGF19 en higado
durante tres semanas.

Caracterizacién de animales WT y Fgf15-null tratados durante 14 dias con CL
mediante inyecciones intraperitoneales o con salino.

Caracterizacién de animales WT y Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino o
[SO.

Caracterizacion de animales Ad5-Control y Ad5-FGF15 tratados durante 7 dias
con salino o ISO.

Caracterizacion de animales AAV8-Control y AAV8-FGF19 tratados durante 7 dias
con salino o ISO.

Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null alimentados durante 13 semanas
con una dieta obesogénica HFD o mantenidos con dieta estdndar LFD.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardfaco.

Caracterizacidon de animales WT y Fgf15-null mantenidos durante 7 dias a 30 2C o
4 °C con condiciones de alimentacién estandar.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco.

Parametros ecocardiograficos de ratones WT y Fgf15-null tratados con 6 dias con
infusién de isoproterenol o mantenidos con salino.

Caracterizacidon de animales WT y Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino o
ISO.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco.

Caracterizacion de animales Ad5-Control y Ad5-FGF15 tratados durante 7 dias
con salino o ISO.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco.

Caracterizacion de animales AAV8-Control y AAV8-FGF19 tratados durante 7 dias

con salino o ISO.

Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo cardiaco
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Bloque 1. El tejido adiposo
1.1. La obesidad

El tejido adiposo ha sido considerado tradicionalmente un lugar de almacenaje de
energia en forma de lipidos con el unico objetivo de sustentar las necesidades
metabdlicas del cuerpo en caso de déficit nutricional. Ahora bien, los avances realizados
durante estas ultimas décadas han permitido que esta vision simplista cambie. Con el
descubrimiento de factores como la leptina, se comenz6 a considerar al tejido adiposo
como un 6rgano secretor de factores autocrinos, paracrinos y endocrinos. Hoy en dia, ha
pasado de considerarse un mero almacén a un érgano complejo con diferentes tipos
celulares, con un gran impacto sobre la homeostasis energética de los organismos y como
responsable de la regulacion de diversos aspectos fisiol6gicos, como por ejemplo, el

control de la temperatura corporal (Rosen & Spiegelman, 2014).

Si bien un tejido adiposo sano es deseable y ejerce multitud de funciones beneficiosas
para el organismo, las disfunciones del mismo, como por ejemplo su exceso (obesidad)
pueden acarrear graves problemas de salud. La obesidad se ha convertido en estas
ultimas décadas en un problema en todo el mundo, tanto en paises desarrollados como

de nivel intermedio.

Un exceso de tejido adiposo se asocia a un aumento del tamafio de los adipocitos y de su
numero, provocando su malfuncionamiento y una acumulacion de triglicéridos tanto en
circulacion como en otros tejidos, como el musculo esquelético, el corazén y el higado
(Bays, 2011). Esta es una importante causa de morbididad, de incapacitacion y
mortalidad prematura ya que correlaciona con situaciones de hipertension, de
resistencia a insulina, dislipidemia, sindrome metabdlico y diabetes mellitus de tipo 2

(T2DM) (Bays, 2011).

Hasta el momento los numerosos esfuerzos dedicados al tratamiento de la obesidad han
resultado de limitada eficacia o de excesiva intervencion. La busqueda de nuevas vias
terapéuticas para la obesidad ha propiciado que el tejido adiposo se encuentre en el
punto de mira de la comunidad cientifica y que el interés en su estudio crezca

exponencialmente (Zafrir, 2013).
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1.2. El tejido adiposo

Todos los organismos eucariotas, desde las levaduras hasta los mamiferos, son capaces
de almacenar calorias en forma de gotas lipidicas (LD). Los vertebrados cuentan, ademas,
con un tipo celular especializado para ello, el adipocito, célula predominante en el tejido
adiposo. Estas células son capaces de almacenar lipidos en su interior en forma de
vesiculas lipidicas sin padecer la lipotoxicidad asociada a este tipo de macromoléculas.
Ademas, el tejido adiposo también alberga otros tipos celulares, como células
precursoras multipotentes, preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales, terminales
nerviosas y células del sistema inmunitario, constituyendo la fraccién del estroma

vascular (SVF).

“®  Pericitos
Adipocitos
<® Adipocitos derivados de células madre

«=» Pre-Adipocitos
©» Células endoteliares y progenitoras

g Células hematopoyéticas
8“- Mondcitos y macrofagos

Figura 1. Componentes del tejido adiposo. Esta figura muestra una representacion
esquematica de las poblaciones celulares que componen el tejido adiposo. Imagen obtenida y
modificada de Shukla et al., 2015.

En humanos, asi como en la mayoria de los mamiferos, se han definido clasicamente dos
tipos principales de tejido adiposo: el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo
marron (TAM). El tipo celular mayoritario del TAB es el adipocito blanco, célula
unilocular con pocas mitocondrias encargada de almacenar en su interior el exceso de
energia en forma de triglicéridos (TG). En caso de un déficit nutricional, estos seran
capaces de liberar los productos de la hidrolisis de los TG (acidos grasos y glicerol) a la

circulacion sanguinea para abastecer al organismo. En cambio, el TAM esta formado en
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su mayoria por adipocitos marrones. El adipocito marrén, a diferencia del anterior, es
una célula multilocular con muchas mitocondrias capaces de utilizar los TG de sus
vesiculas como combustible para generar calor mediante la termogénesis no asociada a

temblor.

El proceso termogénico que ocurre dentro del TAM se efecttia gracias a una caracteristica
Unica de las mitocondrias de los adipocitos marrones: la presencia de la proteina
desacopladora-1 (UCP1) en la membrana mitocondrial interna. Esta proteina, propia de
los adipocitos marrones, es capaz de desacoplar la cadena respiratoria, disipando el
gradiente de protones en forma de calor e impidiendo la sintesis de ATP. La actividad del
TAM es inducida por diferentes estimulos, como el frio o la sobrealimentacion (Giralt &
Villarroya, 2013). Su activacidn conlleva un alto consumo de glucosa y de lipidos, lo que
supone una proteccion del individuo frente a la hiperglucemia, la hiperlipidemia y, en
ultima instancia, la obesidad (Cannon & Nedergaard, 2004; Feldmann et al., 2009).
Gracias a su gran capacidad oxidativa, el TAM se encuentra en el punto de mira para el

estudio de su potencialidad para el tratamiento de la obesidad.

Recientemente, se ha identificado un nuevo tipo de adipocito, presente tanto en humanos
como en roedores. En depdsitos de TAB de animales o individuos expuestos
prolongadamente a frio o a estimulos adrenérgicos se ha detectado la apariciéon de
células positivas para UCP1 y morfologia parecida a los adipocitos marrones,
especialmente en los depdsitos de TAB subcutaneos. A estos adipocitos se les ha asignado
el nombre de adipocitos beige o brite (“Brown in White”). Al fenémeno de aparicion de
adipocitos con caracteristicas de adipocito marréon en depdsitos de TAB tras un estimulo
adrenérgico se le conoce como browning. Estos adipocitos comparten muchas
caracteristicas con los denominados adipocitos marrones clasicos. Los adipocitos beige,
ademas, estan programados para ser bifuncionales: son capaces de almacenar energia en
ausencia de estimulos adrenérgicos pero son capaces de cambiar a un estado de

generacion de energia si reciben las sefiales adecuadas.

19



Tabla 1. Principales caracteristicas de los adipocitos marrones clasicos y de los
beige/brite. Comparativa entre ambos tipos de adipocito en ratones. Adaptada a partir de

Rosen & Spiegelman, 2014.

Caracteristicas

Adipocitos marrones

clasicos

Adipocitos beige/brite

Localizacion anatéomica

Morfologia
UCP1 basal
UCP1 en estado activo

Termogénesis

Mitocondrias

Vascularizacion de sus

depositos
Marcadores especificos

Potencial para terapia

contra la obesidad

Depésitos de TAM clasicos

Multilocular
Elevada
Elevada

St

Abundante

Abundante

Ucpl, Zicl, Lhx8, Eval. Ebf3,
Fbxo31

St

Depésitos de TAB inguinal,
otros adiposos subcutaneos.

En menor medida, depésitos

viscerales

Multilocular/unilocular
Baja
Elevada

Inducible bajo estimulo

Abundante una vez
estimulados
Abundante una vez
estimulados
Ucp1, Thx1, Tmem?26,
Tnfrsf9, Shox2, Cited1

Si

Existe un tercer tipo de tejido adiposo, el tejido adiposo de la médula 6sea, localizado en

el interior de los huesos. Los adipocitos que forman este tejido tienen semejanzas con los

adipocitos blancos del TAB, con una unica LD. Sin embargo a diferencia de los otros, la

restriccion caldrica parece favorecer su aparicion. Se cree que puede tener acciones

mayoritariamente locales sobre el propio hueso. Su funcién continda siendo motivo de

investigacion.
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Adipocitos marrones 3 by :5

Morfologia multilocular

Mitocondrias muy abundantes (UCP1+)
Altamente vascularizado e inervado
Disipacién de energia en forma de calor
Fenotipo termogénico estable

Adipocitos blancos

‘\ ‘l ]
i -~

v . Morfologia unilocular
. N By ) Y Pocas mitocondrias (UCP1-)
s Y ¥ Almacenamiento de energia

»
-e
<
v
P e

@
o

.
) ol

Morfologia multilocular
Mitocondrias muy abundantes (UCP1+)
V- $ 3 Se desarrolla dentro de depdsitos de TAB
iy L Y - Fenotipo pléstico: surge en respuesta a frio u otros estimulos
Adipocitos beige o brite

Figura 2. Clasificacion de los principales tipos de adipocitos. En la imagen se muestran los
principales tipos de adipocitos con caracteristicas funcionales y su localizacién en ratén. Imagen
modificada de Wang & Seale, 2016.

1.2.1. Distribucion de tejido adiposo en ratéon

El 6rgano adiposo esta distribuido en diversas localizaciones o depositos del cuerpo
(Gesta et al., 2006). Estos se pueden clasificar segtin dos criterios: por su fenotipo visual
y funcional (TAB o TAM) o por su localizacién (subcutanea o visceral) (Locke etal., 1984;
Saely et al,, 2011; Tchkonia et al.,, 2006). Ademas de los depdsitos principales que se
mostraran a continuacion, se pueden encontrar pequefias acumulaciones de tejido
adiposo vinculadas a diferentes 6rganos y en comunicacion con ellos (Waldén et al,

2012).
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Tabla 2. Principales depdsitos de tejido adiposo marréon y blanco en ratén.

TAM Descripcion
Depdsito bilobular simétrico situado entre las escapulas del animal. Es el
Interescapular deposito de tejido adiposo marrén de mayor tamario y se acostumbra a
utilizar en experimentacién como representante del TAM.
Cervical Situado bajo el musculo, en la parte interna del cuello
Situado bajo las escdpulas. También se le conoce como depésito axilar.
Subescapular
También llamado periadrtico, este depadsito se encuentra ubicado en la
Mediastinal
zona del mediastino, envolviendo la arteria adrtica
Se encuentra envolviendo gran parte del hilio renal, en contacto con la
Perirenal
arteria, la vena renal y el uréter
TAB Descripcion
Depésito unido a la capa dérmica de la zona de la pelvisy que se
extiende en direccién ventral hacia las extremidades posteriores. Se
Posterior
puede a su vez dividir en dorsolumbar, inguinal y glateo. El deposito
subcutaneo

Dorsal subcutaneo

Anterior

subcutaneo

Perigonadal

Retroperitoneal

Cardiaco

Mesentérico

Omental

inguinal se suele utilizar en experimentacion como representante del
tejido adiposo blanco subcutaneo.

También llamado cervical superficial, se ubica intimamente sobre el TAM
interescapular

Depasito bilateral ubicado entre la piel y las fascias posteriores de los
musculos de las extremidades delanteras

Tejido adiposo blanco que rodea a las génadas. Recibe el nombre de
periovarico en hembras y epididimal en machos. Este depdsito se suele
utilizar en experimentacién como representante del tejido adiposo

blanco visceral.

Situado en la parte dorsal, encapsulado por una fina membrana que
separa este tejido del rinén y del depdsito de TAM perirenal

Tejido adiposo que rodea con una fina capa el corazén des del ventriculo
derecho hasta el dpex

Tejido que se encuentra envolviendo los intestinos

Depdsito, de poco grosor, que se encuentra sobre el estdmago
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TAM TAM omental
cervical TAM subescapular
interescapular

TAB TAB
dorsal anterior
subcutani subcutani

posterior
subcutani

cardiaco
perigonadal

Figura 3. Principales depoésitos de tejido adiposo en ratén. Los depdsitos viscerales se
encuentran rodeados por una linea de puntos. Imagen adaptada a partir de Sanchez-Gurmaches
& Guertin, 2014.

1.2.2. Distribucion de tejido adiposo en humano

En humanos también se puede observar una division del TAB en subcutaneo y visceral.
Sin embargo, la definicion de diferentes depdsitos estd menos clara (sobre todo en el caso
del subcutaneo, ya que se extiende uniformemente debajo de toda la dermis) (Cinti,
2009). Ahora bien, a pesar de que se distribuya de una forma continua, existen
determinadas regiones donde se acumula preferencialmente. Ademds, existen
diferencias asociadas al género: mientras que los hombres tienden a acumular tejido
adiposo en la region subcutdnea abdominal y en el compartimento visceral, las mujeres
suelen acumularlo preferentemente en la regién gluteofemoral, de manera subcutdnea

(Arner, 1997).

En el caso del TAM, su existencia ha estado reconocida desde hace décadas pero se creia
que, en humanos, solo estaba presente de forma significativa durante las etapas
tempranas de su vida (neonatal e infantil), desapareciendo progresivamente durante el
desarrollo, y siendo reemplazado totalmente por TAB al alcanzar su etapa adulta (Sacks
& Symonds, 2013). Sin embargo, a finales del S.XX, gracias al uso clinico de la tomografia

de emision de positrones por captacion de [18F]-desoxiglucosa (FDG-PET-CT-scan)

23



utilizada para detectar tumores, gracias a la alta avidez por la captacion de glucosa
marcada por parte de los adipocitos marrones, se revelé la existencia de TAM en
humanos adultos (Hany et al., 2002; Nedergaard et al., 2007). Al principio se creia que
las regiones marcadas podian ser un artefacto de la propia técnica, pero resultaron ser
depositos de TAM con adipocito marrones y/o beige metabdlicamente activos. Tras
analizar biopsias de dichas regiones, se pudo detectar diferentes tipos de adipocitos
marrones, clasicos e inducibles, coexistiendo entre si (Sharp et al., 2012; Van Marken
Lichtenbeltetal.,2009; Virtanen et al., 2009; Zingaretti et al., 2009). Estudios posteriores
han demostrado que la presencia y actividad de estos adipocitos marrones correlacionan
negativamente con la edad y con el indice de masa corporal (BMI) (Saito et al., 2009;

Symonds et al., 2012).

Como conclusidn, el érgano adiposo humano se puede clasificar también en depdsitos de

TAB y de TAM de la siguiente forma:

Tabla 3. Principales depoésitos de tejido adiposo marrdon y blanco en humano.

TAM Descripcion
En neonatos, interescapular (como en roedores)
Clasicos
En adultos, cervical
o Presente tras un estimulo térmico. Supraclavicular,
paravertebral, peritiroidal, mediastinal/periadrtico,
Inducibles
perirenal /suprarenal y cervical intermedia.
TAB Descripcion
Abdominal, craneofacial, gluteofemoral. Repartido debajo de la
Subcutaneo
piel
Mesentérico, pericardico, omental, retroperitoneal, pararenal,
Visceral

perigonadal
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a) b)

Subcutineo Estructural
cervical o (o by Subcutaneo craneofacial

Cervical intermedio

Interescapular Supraclavicular

Cervical profundo

Paravertebral

Supraclavicular Mediastinal

Paravertebral

Perirenal

Pararenal

I Pericardico

Subcuténeo
(extremidad
superior)

P S
Perirenal
; Periovérico
' )
1
!

Depdsitos abdominales
viscerales y subcutdneos

Estructural

A

Intramuscular

Supraclavicular
Mediastinal

Tejido adiposo

Pericardico de la médula dsea
Paravertebral

Estructura sinovial

Perirenal Subcutdneo

(extremidad

Pararenal Subcutaneo toracico inferior)

Subcutédneo abdominal
Retroperitoneal

Mesentérico

Estructural

Subcutaneo
gluteofemoral

N

Figura 4. Principales depdsitos de a) TAM en neonatos humanosy by c) de TAMy TAB en
humanos adultos. La figura 4b) muestra un plano frontal general y la 4c) una seccién toracica-
abdominal lateral. En las imagenes se muestra en naranja los depoésitos de TAM, en beige los de
TAM inducibles y en marrén los TAM clasicos. Esta imagen ha sido modificada a partir de
Virtanen et al., 2009.

1.3. Diferenciacion adipocitaria

El tejido adiposo tiene su origen en el tejido embrionario mesodérmico, en un proceso
llamado adipogénesis. Este es un proceso complejo y regulado de manera estricta. Se
encuentra divido en dos fases: la fase de determinacion del linaje y la fase de

diferenciacion terminal (o adipogénica). En la primera fase las células madre
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mesenquimales (MSCs) se convierten en pre-adipocitos. En la segunda sufren cambios y
adquieren toda la maquinaria proteica necesaria para completar su diferenciacion en
adipocitos plenamente funcionales, con capacidad de sintesis y almacenaje de lipidos

(Cristancho & Lazar, 2011).

El TAB y el TAM aparecen en diferentes estados ontogénicos del desarrollo de los
individuos. En la gran mayoria de los mamiferos, el TAM se desarrolla antes que el TAB.
En roedores, el TAM aparece durante el periodo fetal y se activa después del nacimiento
debido al estrés térmico provocado por el parto y el inicio de la alimentacion. En cambio,
el TAB se empieza a formar a mitad de la gestacion (humanos) o poco después del
nacimiento (ratones) (Cannon & Nedergaard, 2004; Pope et al., 2014; Symonds et al.,
2015).

1.3.1. Fase de determinacion del linaje

Esta primera fase comprende el paso de células precursoras a pre-adipocitos. Las MSCs
determinadas estaran limitadas a ese tipo celular, pero aun asi deberan recibir sefiales

externas para llegar a ser adipocitos al final de la fase terminal.

Debido a las similitudes existentes entre adipocitos blancos y marrones (como por
ejemplo la capacidad de acumular lipidos en las vesiculas), clasicamente se habia
considerado que provenian del mismo linaje celular. Pero hoy en dia se sabe que los
diferentes tipos de adipocitos derivan de diferentes células precursoras. Los adipocitos
marrones provienen de aquellas células precursoras que expresaban Myf5 (myogenic
factor 5) y la proteina Pax 7 (paired box 7), ambas relacionadas con el linaje de las células
musculares. En cambio, los adipocitos blancos provienen de células precursoras que no
expresan estos marcadores. Esta separacion era clara hasta que recientemente se ha
observado la presencia de adipocitos blancos provenientes de células Myf5+ y adipocitos
marrones provenientes de células Myf5- (Sanchez-Gurmanches & Guertin, 2014; Seale et
al., 2008). Ahora sabemos que la principal diferencia entre un tipo celular y otro no es la
expresion de los marcadores antes mencionados, sino la localizacién de las células

precursoras. Asi, los adipocitos que se encuentran en la zona dorsal-anterior provienen
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de células precursoras Myf5+, mientras que los de la zona ventral-posterior lo hacen de

células Myf5-.

La diferenciacion tiene lugar gracias a estimulos tanto de tipo fisico-mecanico (contactos
célula-célula o composicién/rigidez de la matriz extracelular) como quimico
(principalmente factores de la familia Wingless/intl1-WNT- y de la superfamilia de
factores de crecimiento transformadores beta, TGF3). Gracias a estas sefiales se induce
una parada de la proliferacién de las células precursoras y su diferenciaciéon a pre-
adipocitos. El resultado de la diferenciacion dependera de la combinatoria de sefales y
de factores WNT o TGFf, pudiendo decantar la balanza a blanco o marrén, asi como a
otros tipos celulares (por ejemplo células 6seas o musculares) (Cristancho & Lazar, 2011;
Lefterova & Lazar, 2009; Takada etal,, 2009; Zamani & Brown, 2011). Algunos miembros
de las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) de la familia de TGFf3 promueven la
diferenciacion a adipocito blanco (BMP2, BMP4) (Skillington et al., 2002; Sottile &
Seuwen, 2000). Otros en cambio promoveran la diferenciacion a adipocito marrén

(BMP7 o BMP9) (Kuo et al., 2014; Tseng, 2008).

Los miembros pertenecientes a la familia WNT son glicoproteinas secretadas que tienen
papeles clave durante el desarrollo embrionario. Su activacién puede llevar a la
activacion o inhibicién de la adipogénesis, promoviendo la diferenciacién en un tipo

celular u otro.

1.3.2. Fase de diferenciacion terminal
1.3.2.1. Fase de diferenciacion terminal (adipocito blanco)

Una vez los preadipocitos entran en un programa adipogénico determinado, se inicia una
cascada transcripcional que culminara con la expresiéon de diferentes proteinas claves
parala adipogénesis, como Glut4, leptina o adiponectina y componentes de la maquinaria
de acumulaciéon y metabolismo de lipidos. A pesar de los muchos factores de
transcripcion que participan en la adipogénesis, los principales que intervienen durante
la diferenciacién terminal de los adipocitos blancos son: el receptor activado por
proliferacion peroxisomal y (PPARY) y los miembros de la familia de proteinas de unién
potenciadores de la secuencia CCAAT (C/EBP) o, By 6.
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En presencia de estimulos adipogénicos se induce la expresion de C/EBPJ en los
preadipocitos y este factor reclutara otros factores de transcripcién adipogénicos a
través de la via cAMP-PKA-CREB (Zhang et al., 2004). Primero se inducira la expresion
de C/EBPS (Tanaka et al., 1997) y este, junto con C/EBP3 promovera la sintesis de los
factores de transcripcion STATS5A, GR y RXR, ademas de los genes clave de la
adipogénesis, PPARy y C/EBPaq, cuya expresion marcara el inicio de la segunda fase de la
diferenciacion terminal. Este reclutamiento e induccién es clave para la diferenciacién a

adipocitos y esta altamente regulado (Tang et al., 2004).

Los ultimos estadios de la diferenciacién terminal adipocitaria suponen la aparicion del
fenotipo de adipocito maduro, con una elevada expresion de genes propios de este tipo
celular y la adquisicion de la morfologia de adipocito blanco. Los factores de
transcripcion PPARy (heterodimero con RXR) y C/EBPa promoveran la expresion de
diferentes marcadores adipogénicos (como GLUT4) y de otras proteinas relacionadas
con la sintesis de acidos grasos (como FAS o ACC), con su movilizacidon (como FABP4) o
con la lip6lisis (por ejemplo HSL). También se inducira la expresion de ciertas adipocinas
importantes para la regulacion metabdlica del tejido adiposo, como puede ser la leptina

(Maurizi et al., 2018; Tontonoz & Spiegelman, 2008; Wu et al., 1999).

A nivel farmacoldgico existen compuestos capaces de inducir la expresién o bien de
activar estos factores de transcripcion claves en la diferenciacién adipocitaria (Kaiden et

al,, 1980; Klemm et al., 2001).

1.3.2.2. Fase de diferenciacion terminal (adipocito marrén)

Como ya se ha mencionado anteriormente, los adipocitos marrones provienen
generalmente de precursores Myf5+. Las cascadas de sefializaciéon desencadenadas por
PPARy y por C/EBPf son esenciales tanto para la diferenciacién a adipocito marrén como
para el mantenimiento del fenotipo, siendo comunes con la diferenciaciéon a adipocito
blanco (Nedergaard et al., 2005; Tang et al., 2003; Tang et al., 2004). Pero, a diferencia de
lo que ocurre en la diferenciacién a adipocito blanco, en el caso de los marrones C/EBPa
se expresa antes que C/EBP[3 ya que es esencial para la biogénesis mitocondrial y la

adquisicion de la capacidad termogénica caracteristica de este tipo de adipocitos
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(Carmona etal.,, 2002). Alolargo de su diferenciacion los adipocitos marrones adquieren
esta capacidad termogénica mediante la expresion de la proteina UCP1, de genes
relacionados con el metabolismo lipidico y mediante la biogénesis mitocondrial

(Kajimura et al.,, 2010).

Por otra parte, cabe destacar que, a diferencia de los adipocitos blancos, la diferenciacion
a adipocito marron requiere de la actividad noradrenérgica. Dado un estimulo de frio, los
nervios eferentes secretan noradrenalina que activa el receptor [3-adrenérgico,
promoviendo la proliferacion celular e inhibiendo la apoptosis. La activacién de este
receptor también inhibe la expresién de proteinas de control del ciclo celular. Asi, la
noradrenalina favorece la diferenciacién de las MSCs a preadipocitos marrones. Esta
promocion de la diferenciacion favorecera también el incremento de la masa del tejido
adiposo marrén tras una exposicion a frio. La noradrenalina también causara un
incremento en los niveles intracelulares de cAMP, activando asi C/EBPf3 a través de

CREB, crucial para la induccion de la termogénesis (Cannon & Nedergaard, 2004).

Los factores PPARy y C/EBP( en adipocito marrdn interactuan con el factor de dominios
PR 16 (PRDM16) (Kajimura et al.,, 2009). Este factor juntamente con el coactivador
PGCla son dos factores clave para la diferenciacion de los adipocitos y la adquisicion del
fenotipo termogénico. El factor PDRM16 es expresado preferencialmente en TAM
respecto a TAB. Este factor es capaz de reprimir la diferenciacién a célula muscular,
favoreciendo el fenotipo de adipocito marrén. Ademas, actia reprimiendo genes
especificos de adipocito blanco en el marrén, siendo clave tanto para la diferenciacion a

marron como para su mantenimiento (Harms et al., 2014).

PDRM16 interacciona con C/EBP3, induciendo PPARy y PGC1a, y desencadenando asi el
programa transcripcional del adipocito marrén. Mas tarde es capaz de interaccionar
también con el heterodimero PPARy-RXR y con PPARa. Esta ultima interaccion coincide
con la etapa terminal de la diferenciacion a adipocito marrén e induce la expresion de

PGClay Ucpl.

PGCla fue identificado al principio como un coactivador de PPARy inducible por frio.
Actualmente esta considerado un regulador clave de la biogénesis mitocondrial y del

metabolismo oxidativo de muchos tipos celulares. Esta proteina es producto del gen
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Ppargcla y puede presentar diferentes isoformas gracias al proceso de splicing
alternativo. PGClal seria la principal isoforma implicada en el metabolismo de los

tejidos adiposos, higado y musculo (Ruas et al., 2012).

La expresion y la activacion de PGCla en el adipocito maduro estan ligadas a estimulos
B-adrenérgicos y al frio. Su expresion se induce en respuesta a p38MAPK via la activacion
del factor de transcripcion 2 (ATF2) (Cao et al., 2004; Cao et al.,, 2001). Como se ha
mencionado, PGCla es capaz de interaccionar con PPARy y PPARa, asi como con los
receptores de las hormonas tiroideas en los adipocitos marrones y beige. Esta
interaccidon provocara la activacion de esos receptores nucleares y la induccién de la
expresion de UCP1, de la yodotironina deiodinasa tipo II (DIO2) y de genes relacionados

con la cadena respiratoria y la B-oxidacién mitocondrial.

Frio o agonista
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—_—
Determinacion Diferenciacion

" Célula Myf5+ Adipocito marrén Adipocito marrén activado

Figura 5. Diferenciacion de los adipocitos marrones. Durante el desarrollo embrionario del
TAM, las células precursoras se convierten en preadipocitos marrones para después convertirse
en adipocitos marrones maduros. Tras recibir los estimulos adecuados, estos adipocitos
marrones pueden activarse. Imagen modificada a partir de Harms & Seale, 2013.

1.3.2.3. Diferenciacion y trasdiferenciacion de los adipocitos beige

Como ya hemos mencionado anteriormente, los adipocitos beige o brite son adipocitos
con caracteristicas de marrén que aparecen en zonas de TAB después de estimulos
termogénicos o (-adrenérgicos sostenidos en el tiempo. Este proceso se denomina
browning. El origen de estas células con caracteristicas tanto de adipocito marrén como
blanco ha sido motivo de controversia. A pesar de la existencia de multiples teorias, dos
de ellas son las mas aceptadas sobre la procedencia de estas células beige. La primera

propone que los adipocitos blancos tienen la capacidad de realizar un proceso de
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transdiferenciacion hacia adipocitos beige en respuesta a ciertos estimulos (Cinti, 2009).
La segunda propone la formacién de novo de nuevos adipocitos maduros a través de la
diferenciacion desde precursores beige, generalmente My5f- residentes en los depdsitos

de TAB (Wang et al., 2013).

La teoria de transdiferenciacion propone que bajo condiciones de frio prolongadas o
estimulo noradrenérgico, el adipocito blanco es capaz de sufrir una reprogramacion
genética y epigenética que conduce a un cambio de fenotipo, caracterizado por la
expresion de marcadores termogénicos y la por produccion de calor. Las células pasan
de ser adipocitos blancos con una sola vacuola lipidica a adipocitos UCP1+ con multiples
vacuolas y un fenotipo intermedio entre adipocito blanco y marrén (adipocito
paucilocular). Ademas, recientemente se ha observado que si este estimulo finaliza y el
organismo que habia sufrido browning se expone a calor, las células recuperaran su
fenotipo de adipocito blanco (whitening). Esto demuestra la gran plasticidad que tienen
las células del tejido adiposo (Rossewald et al., 2013; Rossewald et al., 2014). Esta teoria
de la transdiferenciacion y de su reversibilidad ya se ha visto en otros tipos de adipocitos,
los llamados adipocitos rosas. En la zona de las glandulas mamarias de los mamiferos se
ha observado que los adipocitos blancos puedes transdiferenciarse en células
glandulares capaces de producir leche, con un fenotipo similar al de una célula endotelial

(Morroni et al., 2004).

La teoria de la diferenciacion de novo, por otro lado, propone que dentro del TAB existen
precursores residentes, capaces de diferenciarse tanto en adipocitos blancos como beige.
Bajo la presencia de un estimulo noradrenérgico, estas células aumentan su capacidad
de proliferacion y dan lugar a estos adipocitos con caracteristicas de marrén. En cambio,
estos mismos precursores bajo otro tipo de estimulo, como por ejemplo el de una dieta
rica en grasas (HFD), se diferenciaran en adipocitos blancos almacenando energia y

sintetizando TG (Lee et al,, 2012; Wang et al.,, 2013).

Sin embargo, estas dos teorias no son excluyentes, por lo que no se puede descartar un
mecanismo mixto Dependiendo de las necesidades del individuo (estado nutricional,
metabolico y térmico) y del tejido en cuestion habra una transdiferenciacién desde
adipocitos blancos o una diferenciacién de novo desde precursores. En cuanto a las

cascadas de sefializacién necesarias para la diferenciacion de los adipocitos beige, estas
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no han sido estudiadas con tanta profundidad como en el caso de los adipocitos marrones

o blancos, debido a su reciente descubrimiento.
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Figura 6. Diagrama de la diferenciacion adipocitaria. a) Diferenciacién a adipocito blanco y
adipocito beige en TAB inguinal. b) Diferenciacién a adipocito blanco y beige en TAB epididimal.
c) Esquema del modelo de diferenciacién de adipocito beige a través del reclutamiento de novo
o de la transdiferenciacidn. Figuras obtenidas y modificadas de Harms & Seale, 2013 y Bartelt &
Heeren, 2014.

1.4. Funciones del tejido adiposo

El tejido adiposo cumple una funcion u otra dependiendo de si es TAB o TAM y de su

localizacion. El TAB y el TAM realizan funciones consideradas antagénicas pero que
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permiten un correcto balance energético: el TAB almacena energia mientras que el TAM
la consume (Zafrir, 2013). A nivel global, ademas, el 6rgano adiposo lleva a cabo
funciones clave en el organismo. Se encuentra dispuesto en zonas delicadas para ofrecer
proteccion, como por ejemplo en los ojos o rodeando ciertos rganos. También podemos
encontrarlo en zonas sometidas a un alto estrés mecanico, como puede ser el caso de los

talones y las palmas de las manos.

Por otra parte, el tejido adiposo ayuda al mantenimiento de la temperatura corporal
gracias a la capacidad del TAB de actuar como aislante térmico del cuerpo y del TAM de
generar calor en caso de que sea necesario. Ademas, cuando estos tejidos se ven
alterados, pueden dar lugar a diferentes enfermedades metabdlicas, como la obesidad o

las lipodistrofias.

1.4.1. Funciones del tejido adiposo blanco

La funcion principal del TAB, como se ha ido comentando, es el almacenaje de energia en
forma de TG en el interior de los adipocitos (Dani & Billon, 2012). Estas reservas
energéticas pueden ser movilizadas y utilizadas en situaciones de déficit energético,

como por ejemplo en ayuno.

Dependiendo del estado nutricional del organismo, se puede favorecer el almacenaje o
el consumo de energia. El balance energético se define como la diferencia entre la energia
incorporada a través de la dieta y la energia consumida mediante la tasa metabdlica basal
(el gasto energético asociado a la realizacién de las funciones basicas del organismo) y el
gasto energético adaptativo (energia necesaria para realizar actividades fisicas o llevar a

cabo procesos necesarios en respuesta a estimulos ambientales).

En caso de sobrealimentacidn, el balance energético sera positivo y habra un aumento
del almacenaje de TG en el TAB. Como consecuencia, este proceso provocara una
expansion del TAB mediante dos procesos: aumento del tamafio de los adipocitos
(hipertrofia) y, en algunos casos, un aumento del nimero de estas células (hiperplasia).
Cuando esta situacion se mantiene a largo plazo, nos encontramos en una situacion de
aumento de peso del individuo llegando a ser patoldgica (obesidad) (Tamucci et al.,
2018).
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Si la energia consumida es mayor que la energia incorporada, el balance energético sera
negativo. En este caso, el tejido adiposo movilizara los TG acumulados previamente,
hidrolizandolos para que los acidos grasos libres resultantes puedan ser utilizados como

combustible para la B-oxidacion y asi solventar la necesidad energética del individuo.

En el modelo de la sociedad actual, este balance energético suele encontrarse desplazado
a un resultado positivo debido a diferentes factores: la gran disponibilidad de alimentos
con alto contenido calérico, el aumento de la industrializacién, el transporte motorizado,
la disminucién de la actividad fisica... Juntos, estos factores ambientales contribuyen a
que la obesidad y el sobrepeso sean problemas crecientes y de dificil solucién. Ademas,
algunos estudios han relacionado el aumento de la obesidad con la reduccién de la
exposicion a variaciones de temperatura, debido al uso de sistemas de control térmico
como la calefaccion. A causa de ello, pasamos mucho tiempo en ambientes
termoneutrales, donde la actividad del TAM resulta innecesaria y, por tanto, no se

producen movilizaciones de TG des del TAB para su consumo.

1.4.1.1. Lipogénesis

La sintesis de TG, o lipogénesis, se lleva a cabo mediante una serie de procesos que
incluyen la sintesis de acidos grasos “de novo” o bien su captacién por parte de la célula,
y su posterior esterificacion. Las principales células donde podemos encontrar este

fendmeno son los hepatocitos y los adipocitos.

Los lipidos aportados en la dieta son mayoritariamente TG, aunque también podemos
encontrar acidos grasos libres, colesterol y otros esteroles. Estos son absorbidos por el
intestino y entran al torrente sanguineo en forma de quilomicrones. Por otro lado, en el
higado se transforma el exceso de carbohidratos en TG a través de la lipogénesis de novo
y su esterificacion. Estos TG también serdn incorporados al torrente sanguineo pero en
forma de VLDL (Lipoproteinas de muy baja intensidad). Los QM y los VLDL seran
distribuidos por todo el organismo. Gracias a la accion de la lipoproteina lipasa endotelial
(o la lipasa hepatica, en el caso del higado), los TG se hidrolizan localmente y los acidos
grasos no esterificados (NEFA) resultantes son captados por las células (Strable &

Ntambi, 2010).
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En situacion de balance energético positivo, los NEFA fruto de la hidrolisis local de TGs o
presentes como tales en la circulacidn seran reesterificados para convertirse de nuevo
en TGy ser almacenados. También, seguin la situacién metabdlica podran ser convertidos
en Acetil-CoA y ser utilizados como sustrato metabdlico oxidable. Los acidos grasos
entran en las células mediante los transportadores CD36 y la familia de transportadores

de acidos grasos FATP (Gollberg et al., 2009).

La lipogénesi de novo en el adipocito empieza con la entrada de glucosa a través del
transportador de glucosa 4 (GLUT4) o 1 (GLUT1). Esta sera metabolizada en el citosol
hasta convertirse en piruvato el cual, a su vez, pasara a Acetil-CoA en las mitocondrias
gracias a la accién de la enzima piruvato descarboxilasa. Este Acetil-CoA entrara en
entonces en el Ciclo de Krebs y el citrato producido, uno de los intermediarios de este
ciclo, abandonara la mitocondria. Una vez fuera, sera metabolizado en el citosol, dando
como resultado Acetil-CoA y Malonil-CoA (gracias a las enzimas citrato liasa y acetil

carboxilasa).

En este punto, la enzima acido graso sintasa (FAS) elongara el Malonil-CoA inicial
afiadiendo, en cada ciclo, 2 carbonos provenientes de Acetil-CoA y utilizando la energia
proveniente de la reduccion del NADPH, formando el acido palmitico (16 carbonos). A
partir del acido palmitico se podran sintetizar los acidos de cadenas mas largas, gracias
a la actividad de las enzimas de la familia elongasas de acidos graos de cadena larga
(ELOV) o acidos grasos insaturados (formacion de dobles enlaces entre determinados

carbonos) (Strable & Ntambi, 2010).

Tanto los acidos grasos de nueva sintesis como los incorporados a través de la dieta se
uniran a los fosfolipidos de las membranas celulares o seran esterificados para su
almacenaje en forma de TG, formando asi los LD. En la sintesis de los TG intervendran los
intermediarios del Ciclo de Krebs. Estos son sustrato para la enzima Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), que producira Glicerol-3-Fosfato y, tras la accién de las enzimas
de la familia GTPA y AGPATS, se unen a acidos grasos libres hasta obtener TG en el lumen
del reticulo endoplasmatico. Debido a la naturaleza de estas biomoléculas, los TG forman
aglomerados, ya que tienen tendencia a unir-se. Cuando estos agregados alcanzan un
tamafo determinado, se separan del ER, se rodean de una capa de fosfolipidos, colesterol

y otras proteinas (importantes para el control de la movilizacién de los lipidos, como la
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caveolina-1 o las perilipinas). Este conjunto de lipidos y proteinas se le denomina

vesicula lipidica (Brasaemle, 2007; Kersten, 2001; Strable & Ntambi, 2010).

La lipogénesis esta altamente regulada mediante hormonas (como la insulina o factores
de crecimiento), cambios en moléculas intermedias y en ratios de energia (ATP/ADP).
Por ejemplo, después de la ingesta de alimentos los niveles de glucosa circulantes
aumentan, incremento que provocara la secreciéon de insulina. Gracias a la accién de esta
hormona, el transportador GLUT4 serd translocado a la membrana de las células,
llevando a un aumento de la captacion de glucosa y a la activacién de la sintesis de acidos
grasos, ya sea para su consumo o para su almacenaje. Coherentemente, la accion del
glucagén en situacion de ayuno conlleva una situacion contraria, provocando la
degradacion de los TG y su consumo, favoreciendo la lipdlisis e inhibiendo la lipogénesis

(Kersten, 2001; Kim et al., 1998; Tontonoz et al., 1993).

1.4.1.2. Lipolisis

En el apartado anterior se describe lo que sucede cuando existe una situacion de
superavit energético, cuando el balance es positivo. Ahora bien, en el caso contrario,
donde el balance energético es negativo y hay una necesidad energética (en ayuno o tras
un ejercicio prolongado, por ejemplo) se requerira que los adipocitos liberen los acidos
grasos que tienen almacenados mediante el proceso de lipoélisis, los cuales seran

utilizados como sustrato energético por otros tejidos, cubriendo el déficit energético.

La lipolisis es una via catabodlica que actda sobre los TG, liberando los tres acidos grasos
no esterificados y la molécula de glicerol, que seran liberados en el torrente sanguineo.
Los NEFA liberados seran captados por los tejidos que se encuentren en una situacion de
déficit energético y utilizados como sustrato de la 3-oxidaciéon mitocondrial. En el caso
de los adipocitos marrones, estos NEFA podran ser utilizados por las mismas

mitocondrias de las células.

La sefial clasica que activa la lipdlisis es la adrenalina y noradrenalina (NA), que actuaran

via receptores adrenérgicos a/f y una cascada de sefalizacion intracelular que implica

el AMPc. Otra manera de activar este proceso es mediante la caida del ratio

insulina/glucagon (Frithbeck et al., 2014; Sztalryd et al.,, 2003). En situaciéon de ayuno
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hay un aumento de la sintesis y liberacion de glucagén, hormona que actiia mediante un
receptor del tipo GPCR. La unién de la hormona al receptor provocara la fosforilacion de
PKA, que a su vez fosforilara la Lipasa sensible a hormonas (HSL) y la Perilipina A
(proteina que impide el paso de las lipasas a la vesicula lipidica). A causa de la
fosforilacién, la perilipina A sufre un cambio conformacional facilitando asi el acceso de
las lipasas a los TG, empezando asi el proceso de lipdlisis. Cabe destacar que este proceso
también se veria activado en el caso de que el ratio insulina/glucagén disminuyera por

una menor cantidad de insulina (Chakrabarti et al., 2013; Sztalryd et al., 2003).

Las lipasas que acceden al interior de la vesicula lipidica son la ATGL (adipose TG lipasa),
la HSL y la monoacilglicerol lipasa (MGL). Cada una cataliza un paso diferente de la
lipdlisis. La ATGL hidroliza el TG obteniendo asi un acido graso y un diacilglicerol. La HSL
separa otro acido graso, dejando que el monoacilglicerol resultante sea hidrolizado por
la MGL, liberando el ultimo acido graso y el glicerol (Sztalryd et al., 2003; Zechner et al.,
2012).

Los acidos grasos resultantes seran oxidados dentro de la célula y, gracias a la FABP4
(Fatty acid binding prot 4) unida a la HSL, transportados fuera de la célula para alcanzar
otros tejidos. El glicerol puede ser reutilizado en la misma célula en el caso del adipocito
marroén, gracias a su actividad glicerolcinasa, o transportado fuera mediante la

aquaporina-7, alcanzando el higado y siendo sustrato para la gluconeogénesis.

Una vez lleguen los acidos grasos libres a las células diana, seran incorporados en su
interior mediante diferentes proteinas. Gracias a CD36 llegaran al citosol y pasaran a las
mitocondrias para su oxidacion gracias a la lanzadora de carnitina y a la accién de la

carnitina palmitil transferasa 1 (CPT1) (Frithbeck et al., 2014).

37
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Figura 7. Metabolismo lipidico en los adipocitos. Esquema de la lipogénesis de novo
(izquierda) y esterificacion y esquema de la lipdlisis (derecha). Imagen modificada a partir de
Tesis de la Dra. Laura Campderrés, 2019.

1.4.1.3. Funcion secretora del TAB

Como se ha mencionado anteriormente, el TAB no tiene la Unica funciéon de ser un
almacén de energia en caso de necesidad nutricional. En los ultimos afios se ha postulado
como un drgano endocrino con gran capacidad de secretar hormonas y citocinas,
cruciales para la regulacion de multiples procesos fisiolégicos del organismo. Las
moléculas liberadas por los adipocitos con funciéon de hormona son llamadas adipocinas
y pueden actuar a nivel autocrino, paracrino o endocrino. Las principales adipocinas

liberadas por los adipocitos blancos son:

e Leptina: la principal funcién de la leptina es ejercer de mensajero entre el tejido
adiposo blanco y el sistema nervioso central, e informar del estado nutricional en
el que se encuentra. Via el hipotalamo y otros nucleos que expresan su receptor,
controla la ingesta del individuo (Friedman & Halaas, 1998). Provoca una
reduccion de los niveles de glucosa (mejorando asi la sensibilidad a insulina),

inhibe la lipogénesis, y activa la lip6lisis y la termogénesis. En una situacion de
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ayuno, los niveles de leptina disminuyen, estimulando el apetito e inhibiendo la
accion de las hormonas anabdlicas. En individuos obesos, los niveles de leptina
circulantes se encuentran elevados y correlacionan positivamente con la
adiposidad, constituyendo la obesidad una situacion de resistencia a la leptina

(Fried, et al., 2000).

Adiponectina: esta adipocina actia como sensor del estado nutricional,
incrementando la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. También
tiene la capacidad de promover la oxidacion de los acidos grasos en musculo (via
proteina cinasa activada por AMP, AMPK), e inhibir la gluconeogénesis en el
higado y la lipdlisis en los adipocitos para favorecer la captacion de glucosa (Qiao
et al, 2014; Yamauchi et al,, 2002). Ademas, también ejerce acciones sobre el
sistema inmunitario, inhibiendo la adhesion de los monocitos y teniendo efectos
anti-inflamatorios sobre las células endoteliales. En situaciones de obesidad,
resistencia a insulina o inflamacion, los niveles de adiponectina se ven reducidos

(Huetal., 1996; Li etal., 2009).

Resistina: es una proteina secretada por el TAB relacionada con procesos
inflamatorios y con el metabolismo de la glucosa. En ratones es producida
principalmente por los adipocitos blancos. Contrariamente, en humanos la
resistina es secretada principalmente por células del sistema inmunolégico
residentes en el TAB. En condiciones de obesidad, la resistina induce la resistencia
a la insulina, mientras que en condiciones fisiolégicas, llevaria a una mejora de la
regulacion del metabolismo de la glucosa (Banerjee et al., 2004; Rajala et al,,

2004).

Ademas de estas adipocinas principales, existen muchas otras secretadas por el TAB: la
adipsina, la apelina, la omentina, la proteina de unién a retinol 4 (RBP4), la vaspina, la
visfatina, etc. Los NEFAs liberados durante la lipélisis también pueden actuar como
moléculas sefializadoras, contribuyendo a la resistencia a insulina en tejidos periféricos,
ala disminucidn de su produccion y a la activacidn de procesos inflamatorios a través de

células del sistema inmunitario (Harwood, 2012).
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Finalmente, a todas estas moléculas producidas por el TAB debemos sumar un amplio
surtido de citocinas y quimiocinas, liberadas principalmente por células que forman el
SVF. Estas citocinas pueden ser antiinflamatorias (manteniendo la homedstasis del
tejido) o proinflamatorias (llevando a un estado de inflamacién crénica, como en una

situacion de obesidad) (Hotamisligil et al., 1993).

1.4.2. Funciones del tejido adiposo marron

El TAM es el lugar donde se lleva a cabo la termogénesis adaptativa, proceso de
produccion de calor que ayuda a mantener la temperatura corporal de un individuo. Este
proceso fue descrito en pequefios mamiferos que, durante el invierno, deben mantener
su temperatura a pesar de la disminucion de la temperatura ambiental. La presencia de
este tejido en humanos inicialmente se describié en neonatos, que poseen grandes
cantidades de TAM especialmente en la zona interescapular. En humanos adultos se ha
visto que las zonas de TAM clasico y de browning son mucho mas dispersas (Sacks &

Symonds, 2013).

El TAM esta formado principalmente por adipocitos marronesy es un tejido con una gran
inervacidn e irrigacion. Su activacion esta controlada por los terminales nerviosos de las
neuronas noradrenérgicas del sistema nervioso simpatico (Morrison et al., 2014).
Ademas, necesita un suministro continuo de oxigeno y sustratos para que la
termogénesis tenga lugar. Por otra parte, la gran irrigacion de capilares alrededor de los
adipocitos marrones favorece la transmision del calor producido por estos, haciendo que
la sangre eferente esté a una mayor temperatura que la sangre aferente (Sacks &
Symonds, 2013). En el caso del fenémeno de browning en el TAB, la apariciéon de
adipocitos beige viene acompafnada de un incremento en la irrigacidon e inervacion

alrededor de estos.

1.4.2.1. Termogénesis

La termogénesis adaptativa no asociada a temblor es un proceso gracias al cual la

mayoria de los mamiferos pueden mantener durante largos periodos de tiempo su
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temperatura corporal estable a pesar de que existan condiciones de frio, mediante un
aporte extra de calor producido por el TAM y por las zonas del TAB donde se haya

producido browning.

En condiciones de termoneutralidad, cuando el metabolismo basal es suficiente para el
mantenimiento de la temperatura corporal, el TAM se encuentra inactivo: se produce la
fusion de sus vesiculas lipidicas, se pierden proteinas mitocondriales necesarias para
llevar a cabo la funcién termogénica y el aspecto de los adipocitos, sobre todo en el caso
de los adipocitos beige, pasa a ser similar al de los adipocitos blancos. Este proceso se

denomina whitening (Feldmann et al., 2009).

El rango de temperaturas correspondientes a la termoneutralidad varia dependiendo del
organismo, de su tamafio, de su capacidad de aislamiento gracias al TAB y de su
metabolismo basal. En ratones adultos se consideran condiciones de termoneutralidad

alrededor de 30 °C (Cannon & Nedergaard, 2011).

Ahora bien, cuando se produce una disminucién de la temperatura ambiental, las
terminaciones nerviosas de la piel envian una sefial a nivel central, que implica al
hipotalamo, y que da lugar a las sefiales efectoras reguladoras de la temperatura. Cuando
el estimulo de frio es a corto plazo, la respuesta serd aguda: habra un aumento de la
actividad simpatica, provocando una rapida vasoconstriccidn periférica para evitar una
disminuciéon de la temperatura corporal, se activara la generacion de calor por
contraccién de las fibras musculares (temblor), se activara el TAM y aumentara el flujo
de sangre hacia el tejido (Haman, 2006). Cuando el estimulo es mas persistente, la
actividad termogénica del TAM, dando lugar a calor, suple la termogénesis asociada a
temblor de origen muscular y pasa a ser el principal responsable de la termogénesis

adaptativa.

Dependiendo de la exposicion previa que haya sufrido el mamifero a temperaturas bajas
(por debajo del rango de la termoneutralidad), su TAM estara capacitado para general
calor en mayor o menor medida. Cuando debido a largas exposiciones previas a frio los
niveles de UCP1 se encuentran elevados, el individuo ya ha sufrido un proceso de
adaptacién y sera capaz de activar su TAM y el proceso de browning con mayor rapidez

(Cannon & Nedergaard, 2011). En el caso de que la exposicidn a frio sea croénica, se

41



experimentara un reclutamiento de nuevos adipocitos marrones (hiperplasia), aumento
de la aparicion de adipocitos beige en el TAB y una activacion de la sintesis de proteinas
del programa termogénico, como UCP1 o PGCla. Ademas, se aumentara la sintesis de
enzimas para la lipdlisis y la -oxidacién, asi como la ingesta, todo ello a fin de obtener

los sustratos necesarios para llevar a cabo la termogénesis sin déficit energético.

1.4.2.1.1. Activacion de la termogénesis por estimulos B-adrenérgicos y su

regulacion

Cuando se produce un descenso de la temperatura ambiental, este es detectado por las
neuronas termoreceptoras periféricas de la piel. Mediante los canales cati6nicos de
potencial de transicidon presentes en sus membranas (TRPs), son capaces de detectar
cambios los de la temperatura ambiental y, cuando es el caso, mandan la sefial al area
preoptica (APOH) del hipotalamo, donde se coordina la respuesta (Morrison et al., 2014;

Whittle et al.,, 2011).

El hipotalamo provoca un aumento de la actividad de las terminaciones nerviosas
simpaticas que inervan el TAM. Una vez liberada la NA, esta se une a los receptores
adrenérgicos de la membrana de los adipocitos, los cuales pueden ser de tipo a y 8. Sin
embargo, el mayoritario es el 3 (B3AR), asi que la sefial se transduce mediante este. El
receptor adrenérgico B3 es un receptor transmembrana acoplado a proteinas G,
normalmente a proteinas Gsas, aunque también puede encontrarse acoplado a proteinas

del tipo inhibitorias Gi (Bourova et al., 2000).

Cuando se produce la union entre la NA y los receptores [33 se desencadena la activacion
de la adelinato ciclasa, enzima que cataliza la ciclacién de la adenosina mono fosfato
(AMP) provocando que los niveles de cAMP aumenten e induciendo la actividad de la
proteina cinasa A (PKA). Esta enzima facilitara la actividad termogénica a diferentes
niveles. Primero, provoca la entrada de las lipasas al interior de las vesiculas lipidicas
favoreciendo asi la lipolisis. Segundo, activa el programa termogénico de manera directa
a través del factor de union al elemento de respuesta a cAMP (CREB) y de ATF2,

induciendo la expresiéon de genes como Ucp1, Dio2 o Ppargcla. Por tltimo, PKA también
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puede activar a la p38MAPK, provocando la fosforilacion de PGC1la, que actuara como

coactivador del gen que codifica por Ucp1 (Cao etal., 2001).
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Figura 8. Activacion clasica de la termogénesis adaptativa en el tejido adiposo marroén.
Esquema de la cascada de sefializacion de la activacion clasica noradrenérgica del adipocito
(termogénesis). La NA se une al receptor noradrenérgico 3 con la consecuente activacién de la
cinasa PKA y de la p38MAPK, que lleva a la activaciéon de la transcripciéon de genes termogénicos,
como Ucpl. UCP1 es translocada a la mitocondria donde disipara el gradiente de H*, generando
energia en forma de calor. Por otra banda, la PKA promovera la liberaciéon de acidos grasos
mediante la activacidn de la HSL y de las perilipinas. Imagen adaptada de la tesis de la Dra. Laura
Campderros.

1.4.2.1.2. Regulacion no adrenérgica de la termogénesis adaptativa y del browning

Si bien es cierto que la NA es el principal activador de la termogénesis adaptativa

mediante los receptores 3 adrenérgicos, no es la tnica. Existen vias independientes de
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NA/B3AR que provocan la activaciéon de la termogénesis (Harms & Seale, 2013; Ludwig

etal., 2018).

Hormonas tiroideas: Los adipocitos marrones son capaces de captar la T4 (tiroxina) y
gracias a la enzima DIO2, la transforman en T3 (triiodotironina). La T3 tiene efectos
intracelulares dentro del adipocito marroén, activando la termogénesis mediante la
activacion de la transcripciéon de UCP1 (Guerra et al.,, 1996; Villarroya & Vidal-Puig,
2013). Ademas, las hormonas tiroideas también son capaces de activar la termogénesis

mediante la activacién de la AMPK en el hipotalamo (Lopez et al,, 2010).

FGF21: Es un factor endocrino de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos
principalmente secretado por el higado. FGF21 puede actuar de dos maneras sobre el
adipocito marrén; de manera endocrina (proveniente del higado) o autocrina/paracrina
(sintetizado por los mismos adipocitos marrones) (Hondares et al., 2011). FGF21 se une
al correceptor (3-Klotho y a su receptor FGFR1, induciendo asi la termogénesis mediante
la activacion de PGC1la y expresion de Ucp1 y Glut4 (Hondares et al., 2010). En adipocitos
blancos, FGF21 promueve el browning, favoreciendo la aparicidn de los adipocitos beige
en depdsitos del TAB (Fisher et al., 2012). Recientemente también se ha descrito como
FGF21 puede activar la termogénesis mediante efectos centrales, actuando via Sistema

Nervioso Simpatico (Fisher et al., 2012).

Prostaglandinas: La cycloocygenasa 2 (COX2), enzima limitante de la sintesis de las
prostaglandinas, parece tener un papel en la induccidn de la expresion de Ucp1 durante
el fenémeno de browning en el TAB. Esta accion parece estar relacionada con los PPAR

(Madsen et al,, 2010; Vegiopoulos et al., 2010).

PPAR agonistas: PPARy media la diferenciaciéon de los adipocitos marrones y PPAR«
estad involucrado en la induccién de la maquinaria de la termogénesis. El uso de agonistas
de ambos PPAR provocan una activaciéon del TAM y una induccién del browning del TAB

(Hondares et al., 2006).

Acidos biliares: En respuesta a frio, se favorece la conversion del colesterol a acidos
biliares en el higado. Al aumentar la sintesis de estos, se favorece un aumento de los
acidos biliares en circulacion, asi como el aumento de la excrecion via fecal de estos. Los

acidos biliares circulantes son capaces de unirse al receptor de acidos biliares acoplado
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a proteinas G (TGR5) y mediante la induccién de la proteina DIO2, promueven la
termogénesis en los adipocitos marrones (Watanabe et al., 2006; Worthmann et al,,
2017).

Ademas los acidos biliares pueden activar la termogénesis de manera indirecta a través
de sus acciones en intestino. Los acidos biliares estimulan en el intestino la secrecién del
péptido similar a Glucagon 1 (GLP-1), una incretina con acciones anti-diabéticas. Se ha
visto como la luraglutina, un analogo de GLP-1 utilizado en el tratamiento de la diabetes
tipo II, en ratones incrementa la termogénesis y el browning del TAB debido a sus efectos
centrales sobre el hipotalamo (Beinoa et al., 2014). Por ultimo, se sabe que los acidos
biliares estimulan la secrecidn de Fgf15 (FGF19 en humanos) por parte del enterocito en
el ileon, mediante la activacion del Farnesoid X Receptor (FXR). La principal accién de
Fgf15 recae sobre el higado, regulando la sintesis y secrecion de acidos biliares. Existen
indicios de un posible efecto similar al de FGF21 sobre el browning del TAB (Fang et al.,
2015). Esta tematica centra el desarrollo de la presente tesis y se expone con mas detalle

en los apartados siguientes.
Regulacion por sefales provenientes del musculo y del corazon:

e Irisina: En respuesta a ejercicio fisico, se produce la activacion de PGCla en el
musculo esquelético. Una de las dianas de esta proteina es el factor Fndc5 que,
tras una serie de procesos, es liberado a la membrana y entra en circulacién en su
forma madura, llamada irisina. Esta citocina llega a los depésitos de TAB, donde
estimula la aparicién de adipocitos beige mediante el proceso de browning

(Bostrom etal., 2012).

e Acido b-aminoisobutirico (BAIBA): En respuesta a ejercicio fisico, como en el
caso de la irisina, BAIBA también aumenta y es secretado a circulacion sanguinea.
En este caso, BAIBA actia a través de PPARa en los adipocitos blancos

promoviendo el browning (Roberts et al., 2014).

o Péptidos natriuréticos cardiacos (NPs): Los cardiomiocitos son capaces de
secretar el péptido natriurético auricular (ANP) y el péptido natriurético del tipo

B (BNP), hormonas que regulan la presion sanguinea. ANP y BNP sefializan en los
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adipocitos a través del receptor NPRA (Sarzani et al., 1996), activando tanto la

termogénesis en el TAM como el browning en el TAB (Shi & Collins, 2017).

Bone morphogenic protein 8b (BMP8b): Existen diversos miembros de esta
subfamilia que estan implicados en la diferenciacion de los adipocitos. Sin embargo,
Bmp8b expresado en adipocitos marrones maduros y en el SNC esta implicado en la
regulacion de la termogénesis. Tiene varias vias de actuacion: puede aumentar la
respuesta al estimulo adrenérgico actuando directamente sobre el adipocito marrén, la
vascularizacion e inervacion del TAM, o activando la termogénesis a nivel central

actuando en el hipotalamo (Whittle et al., 2012; Pellegrinelli et al., 2018).

Regulacion por factores en la dieta: La actividad del TAM y el Brown;ing del TAB
pueden ser modulados por factores incorporados en el organismo mediante la ingesta.
La termogénesis inducida por la dieta se encuentra directamente relacionada con las
dietas altas en grasas, con una elevada aportacion calérica a causa del incremento de los
niveles circulantes de metabolitos y de algunas hormonas (insulina y leptina). Ademas,
la composicion especifica de la dieta determina la capacidad de la induccién termogénica
mas alla de los posibles efectos agudos postprandiales. EI motivo por el cual existe esta
induccién de la termogénesis por dieta es motivo de debate. Sin embargo, se cree que
puede ser una estrategia mediada a través del TAM para prevenir la hipertrofia y la
obesidad del tejido adiposo. Asi, el tejido adiposo, no solo el TAM sino también el TAB,
funcionaria como un regulador homeostatico para controlar el estado nutricional
(Kawada, 2018; Rothwell & Stock, 1981; von Essen et al., 2017). Algunos de los factores
de la dieta descritos que median la activacidn de la termogénesis son los aminoacidos
(sobre todo la restriccion de metionina), los derivados de la vitamina A, como el acido
retinoico (Rosell et al,, 2012), el resveratrol (Andrade et al., 2014) y la capsaicina

(Yoneshiro et al., 2013) entre otros.
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1.4.2.1.3. Mecanismos de la produccion de calor por parte de los adipocitos

marrones y beige: la proteina UCP1

La capacidad de generar calor que tienen los adipocitos marrones y beige es conferida
por la proteina desacopladora 1 (UCP1, deuncopling protein 1), de la cual es capaz de
desacoplar la cadena de transporte de electrones destinada a la producciéon de ATP de la

ATP sintasa (fosforilacion oxidativa).

El metabolismo oxidativo de las células termina en la cadena respiratoria o cadena de
transporte de electrones, que se lleva a cabo en la membrana mitocondrial interna. Los
electrones provenientes del NADH generado en el ciclo de Krebs entraran en la cadena
de transporte de electrones donde a través de sus diferentes complejos (del I al V) se
liberaran protones en el espacio intermembrana mitocondrial, generando un gradiente
de protones. La diferencia de cargas generada por el gradiente de protones hara que
estos entren otra vez a la matriz mitocondrial a través de la ATP sintasa (o complejo V).
La fuerza protén-motriz ligada al gradiente de protones es aprovechada por la ATP
sintasa para realizar la fosforilacion del ADP y generar ATP, molécula que es utilizada

como almacén de energia.

La presencia de UCP1 en las mitocondrias de los adipocitos marrones o beige modifica el
funcionamiento de este sistema. UCP1 también permite el flujo de protones del espacio
intermembrana a la matriz mitocondrial de forma no asociada a la sintesis de ATP, de
forma que la energia almacenada en el gradiente electroquimico de protones se disipa en
forma de calor al reentrar estos a través de UCP1. Ademas, en las mitocondrias acopladas,
cuando aumentan los niveles de ATP celulares se inhibe el flujo de la cadena respiratoria
por un mecanismo de retro-inhibiciéon debido a la impermeabilidad de la membrana
mitocondrial interna a los protones. En las mitocondrias activas, desacopladas, de los
adipocitos marrones y beige, como no existe este aumento de ATP ya que se utilizan los
protones para generar calor, el proceso no se encuentra inhibido. Por tanto, UCP1 acelera
la oxidaciéon de sustratos por parte de la célula, haciendo que el TAM sea un tejido que
cuando esta metabdlicamente activo consuma mucha energia (Golozoubova et al., 2001;

Krauss et al., 2005).
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A pesar de que existen diferentes proteinas de la familia de UCP (UCP1-5), UCP1 es la
Unica descrita como responsable del desacoplamiento de la cadena de transporte de
electrones y, por tanto, responsable de la generacién de calor asociada (Nedergaard et

al, 2001).

Espacio
intermembrana

\')

ATP
sintasa

Matriz
mitocondrial

H+
ADP + Pi ATP

Figura 9. Elementos de la cadena de transporte de electrones de adipocitos marrones y
beige. A diferencia de lo que sucede en células sin UCP1, en adipocitos marrones y beige el
gradiente de H* se disipa generando calor gracias a UCP1. Asi, la cadena de transporte de
electrones se encuentra desacoplada: en lugar de generarse ATP mediante la ATP sintasa, se
genera calor a través de UCP1. Imagen modificada a partir de la tesis de la Dra. Laura
Campderrés, 2019.

Cabe destacar que, pese a que los adipocitos beige contienen UCP1 y tienen mitocondrias
con un comportamiento bioenergético desacoplado similar a los adipocitos marrones
(Shabalina et al.,, 2013), estudios recientes han propuesto la existencia de mecanismos
adicionales de produccion de calor en los adipocitos beige basados en un ciclo futil que

implica la creatina cinasa (Kazak et al., 2015).

1.4.2.2. TAM como organo secretor: las batocinas

Como ya hemos mencionado anteriormente, el tejido adiposo es un drgano endocrino

activo capaz de liberar cientos de moléculas bioactivas que ejercen funciones autocrinas
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(en la misma célula), paracrinas (en células de alrededor) o endocrinas (en células de
tejidos distintos), estableciendo asi vias de comunicacion entre tejido adiposo y otros

organos, como el cerebro, el higado o el corazén (Kershaw & Flier, 2004; Lee et al., 2019).

El tejido adiposo marrdén habia estado considerado un lugar de consumo metabdlico
capaz de generar calor en el caso en que se necesitara para mantener la temperatura
corporal. Ahora bien, con la activacion del TAM asi como en experimentos de trasplante
de TAM se han observado adaptaciones metabdlicas sistémicas (reduccion de la glucemia
y/o sensibilizacién de la insulina) que no eran explicables por la actividad termogénica
intrinseca del TAM. Por tanto, la hipdtesis que, de la misma manera que el tejido adiposo
blanco, el tejido adiposo marrén puede actuar como un érgano endocrino y secretar
biomoléculas a fin de regular la respuesta termogénica entre diferentes Organos
periféricos y coordinar la respuesta sistémica era perfectamente plausible (Villarroya et
al, 2017). Asi, tanto el TAB como el TAM tienen la capacidad de secretar dichas
biomoléculas, llamadas “adipocinas” y “batocinas” respectivamente (Villarroya et al.,

2019).

Los adipocitos marrones clasicos y los beige son capaces de secretar diferentes factores
peptidicos y no peptidicos que pueden favorecer la actividad termogénica regulando la
hipertrofia, la hiperplasia, la irrigacién e inervaciéon de las células (mejorando su
vascularizacion) y la utilizaciéon de sustratos, necesarios para una correcta respuesta
termogénica prolongada. Si bien es cierto que no existen evidencias de factores
exclusivos de adipocito marrdn o beige, el término batocina sera utilizado para nombrar
a adipocinas liberadas por uno de estos dos tipos celulares de forma preferente respecto
al adipocito blanco o bien en respuesta a la actividad termogénica. Las batocinas se
encuentran especialmente inducidas durante los procesos de diferenciacion y activacién
termogénica y sus dianas principales son el SNC y el TAB, ya que sus funciones se
encuentran relacionadas con la termogénesis. Sin embargo, otros tejidos como el
corazon, el pancreas o los huesos también responden a dichas sefiales. Las batocinas
ademas de la actividad termogénica, pueden regular otros aspectos fisiolégicos, como la
actividad del sistema inmune. Las principales batocinas son FGF21 (Chartoumpekis et

al., 2011; Fisher et al., 2012; Hondares et al., 2011) y IL6 (Burysek & Housték, 1997). Si
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clasificamos las batocinas conocidas en funcion del principal tipo celular o tejido diana,

tendriamos:

Sistema nervioso simpatico periférico: La secrecion de diferentes “batocinas”, como
el factor de crecimiento de nervios (NGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos 2
(FGF2) estimulan la inervacién de los depdsitos del TAM. Asi se mejora la sefializacion

simpatica periférica cuando se produce la hiperplasia del tejido (Bartness et al., 2010).

Sistema Vascular: Ademas de la inervacion, la vascularizaciéon es necesaria para una
correcta funcion termogénica del TAM. Los adipocitos liberan 6xido nitrico (NO) para
aumentar el riego sanguineo, promoviendo una vasodilataciéon local mejorando la
circulacion. Otro factor secretado por estas células es el factor de crecimiento del
endotelio vascular A (VEGFA) que promueve el crecimiento vascular e incrementa la

perfusion sanguinea (Sun et al., 2014).

Adipocitos maduros y preadipocitos: Algunos factores expresados por los adipocitos
pueden tener efectos autocrinos sobre el proceso de diferenciacién o la actividad
metabolica de los adipocitos marrones o beige, como en los casos de BMP8b (Whittle et
al, 2012) o FGF21, siendo esta una de las principales batocinas secretadas por los

adipocitos marrones (Villarroya et al., 2017).

Sistema inmunoldgico: Las células del sistema inmunitario (macréfagos tipo M2,
eosindfilos y otras) residentes dentro del TAM o en el TAB susceptible de browning, estan
implicadas en el control positivo de la respuesta termogénica del TAM y del browning a
través de mecanismos aun poco conocidos (Villarroya et al., 2018). Durante la activacion
termogénica, los adipocitos marrones y/o beige también son capaces de liberar

diferentes batocinas que afectaran positivamente a la termogénesis.

e METRL: Factor producido por musculo esquelético y adipocitos marrones en
respuesta al ejercicio fisico y al frio, respectivamente. Metrnl actia sobre los
eosindfilos del sistema inmunitario, aumentando la expresién y liberacion por
parte de estos de interleucina 4 (IL4), que promueve la aparicién de macréfagos
con fenotipo M2 dentro de los depositos de TAB. A su vez, los macré6fagos M2
liberaran factores que favorecen el programa termogénico, induciendo el

browning y la aparicion de adipocitos beige (Rao et al., 2014).

50



IL6: En respuesta a dafio tisular e inflamacidn, la interleucina 6 actiia como
mediador de la respuesta aguda del sistema inmunitario. IL6 también esta
implicada en el desarrollo de complicaciones en procesos proinflamatorios y
autoinmunes en enfermedades metabdlicas como la diabetes o la aterosclerosis.
La activacién del receptor 3 adrenérgico estimula la expresion y secrecion de IL6
en adipocitos marrones de ratéon (BurySek & Housték, 1997). Ademas, existen
evidencias de la importancia de esta batocina en la inflamacién y la resistencia a

insulina sistémica en ratones (Stanford et al., 2013).

CXCL14: CXCL14 es un miembro de la familia de las citocinas CXC. Esta descrita
como una potente quimiocina, capaz de atraer diferentes células del sistema
inmunitario (como monocitos o células dentriticas) a sitios del organismo con
inflamacion para llevar a cabo la respuesta inmune. En el contexto de la activacion
de la termogénesis, se ha descrito como los adipocitos marrones secretan CXCL14,
favoreciendo asi su activacion e induce el browning del TAB mediante el
reclutamiento de macrofagos activados alternativamente (M2) (Cereijo et al,,

2018).

GDF15: GDF15 (growth-and-differentiation factor-15) es un miembro de la
familia de los TGF[ secretada por los adipocitos en respuesta a activacion
adrenérgica. Ejerce un efecto antiinflamatorio en los macréfagos activados
clasicamente, o M1, residentes en el tejido adiposo. Los macréfagos M1 bloquean
la termogénesis mediante la secrecion de TNFq, que inhibe la transcripcion de
Ucpl. Como consecuencia de la accion inhibitoria de GDF15 sobre los macréfagos

M1, se activa de forma indirecta la termogénesis (Campderros et al.,, 2019).
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Bloque 2: El corazdn y la hipertrofia cardiaca
2.1. El corazon y la hipertrofia cardiaca

El corazon es el 6rgano encargado de bombear la sangre a través de todo el sistema
circulatorio, la cual provee de oxigeno y nutrientes al resto de tejidos. Esta actividad
supone un alto y continuo gasto energético, con un alto consumo de oxigeno requerido
para llevar a cabo esta tarea. El corazon se encuentra equipado con multiples sistemas
bioldgicos de gran complejidad que le permiten su adaptacion a cambios en la demanda
energética, siendo algunos de ellos la angiogénesis, su plasticidad metabdlica y el
crecimiento de los cardiomiocitos (hipertrofia). En situaciones de alta demanda
energética a nivel sistémico, como por ejemplo el embarazo o el ejercicio cardiaco, el
tejido cardiaco tiene la capacidad de adaptarse y aumentar su tamafio (hipertrofia
fisiologica), con tal de garantizar la homeostasis del sistema circulatorio. Contrariamente
al desarrollo de la hipertrofia fisiolégica, donde la funcién cardiaca se encuentra
preservada, existen una serie de acontecimientos (por ejemplo la hipertensiéon o la
estenosis de la valvula aortica) que conducen a la llamada hipertrofia patologica, con

pérdida de la actividad cardiaca (Shimizu & Minamino, 2016).

En resumen, todo este conjunto de situaciones puede provocar un aumento en la masa
del corazodn, proceso conocido como hipertrofia cardiaca. Cuando el 6rgano recibe un
aumento de la carga de trabajo y a fin de contrarrestar el incremento crénico del estrés
sufrido en las paredes del corazén, este sufre un proceso de crecimiento de sus células
(Cooper, 1987; Sudgen & Clerk, 1998). Asi pues, cabe destacar que el aumento en la masa
del corazdn en la hipertrofia cardiaca es debido principalmente al incremento del tamafio

celular en la masa ventricular.

El corazon esta compuesto mayoritariamente por cardiomiocitos (células musculares
cardiacas encargadas de la contraccion del corazén), pero también por otros tipos
celulares (fibroblastos, células endoteliales...). Todas ellas se encuentran inmersas en la
matriz extracelular. En mamiferos, los cardiomiocitos entran en quiescencia después del
nacimiento, diferenciandose totalmente y perdiendo casi por completo su capacidad
proliferativa (Bergmann et al., 2017; Kajstura et al., 2010). Sin embargo, el tejido cardiaco

muestra una gran plasticidad y es capaz de responder apropiadamente a las demandas
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energéticas. Sus células pueden crecer, disminuir o incluso morir debido a diferentes
tipos de estrés, ya sea de tipo fisioloégico o patologico. El incremento de la masa del
corazon dependera del tipo, duracion y potencia del estimulo recibido (Bergmann et al.,

2015).

Estimulo patolégico

Dafo cardiaco

Aumento de la presion y del volumen
Activacién neurohormonal
Inflamacién

Vias de remodelacion

Infiltracion de mondcitos
Activacion de miofibroblastos

Necrosis, apoptosis y necroptosis . —_—
pop y P Estrés oxidativo

Cambios en el metabolismo

o &=

Pérdida de cardiomiocitos Hipertrofia de cardiomiocitos Fibrosis

Remodelacién cardiaca

Cambio en la geometria cardiaca
- Disfuncion ventricular

Fallo cardiaco

Figura 10. Esquema de las alteraciones cardiacas sufridas durante el desarrollo de la
hipertrofia patolégica y la remodelacion cardiaca. Una acumulacion de estas modificaciones
puede llevar al fallo cardiaco. Imagen adaptada de Schrirone et al., 2017.

Como hemos dicho anteriormente, existen dos tipos de hipertrofia cardiaca dependiendo
de la naturaleza del estrés al que el corazon esté sometido. La hipertrofia fisiolégica se
caracteriza con una igual o mejorada capacidad contractil y una organizacion de la
estructura cardiaca normal. La hipertrofia cardiaca fisiolégica incluye el crecimiento
normal postnatal, el aumento de la masa cardiaca en las hembras gestantes y el inducido

por ejercicio fisico prolongado (Weeks & McMullen, 2011). El crecimiento fisioldgico del
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corazon puede ser reversible cuando el estimulo que provoca la hipertrofia desaparece,
como es el caso del ejercicio o la gestacion (Fagard, 1997). Por el contrario, la hipertrofia
cardiaca patoldgica se encuentra asociada con procesos que pueden dar lugar a la muerte
de cardiomiocitos asi como a fibrosis, siendo afectada la capacidad contractil del corazéon
e implicando una disminucion de la funcién sistdlica y diastolica. En caso de que no se
resuelva y el estrés cronico sobre las paredes del corazén continte, la hipertrofia puede
conducir a la insuficiencia y al fallo cardiaco (Maillett et al., 2015; Shimizu & Minamino,
2016). La hipertension, el infarto de miocardio o la isquemia asociada con la enfermedad

de las arterias coronarias pueden llevar a una cardiomiopatia hipertrofica.

La hipertrofia cardiaca también puede ser subdividida en base a los cambios en la forma
que sufre el corazén dependiendo del estimulo inicial (Grossman et al., 1975; Pluim et
al., 2000). La hipertrofia concéntrica se refiere al incremento en la masa celular de las
paredes del corazdn, con una posible reducciéon o sin cambios en el volumen de las
camaras de las auriculas o los ventriculos. Es resultado de un aumento de la presién que
reciben las paredes del corazdn, donde los cardiomiocitos desarrollan un engrosamiento
sin aumentar su longitud. En cambio, la hipertrofia excéntrica se refiere al incremento
del tamano de las camaras del corazén, con una reduccién de sus paredes a causa del
estrés provocado por un aumento en el volumen de sangre que recibe el érgano
(Grossman et al.,, 1975). En este tipo de hipertrofia, los cardiomiocitos aumentan su
longitud. De manera que un estimulo que aumente la presion del corazéon hara que se
incremente el estrés sistdlico recibido en sus paredes, provocando una hipertrofia
concéntrica. Por otro lado, un estimulo que aumente el volumen recibido creara un estrés
diastdlico sobre las paredes y provocara una hipertrofia excéntrica. Estudios clinicos han
sugerido que la hipertrofia excéntrica presenta un mayor riesgo para la salud del
individuo que la concéntrica (Berenji et al.,, 2005). En la tabla 4 se resumen los tipos de

estimulos fisiologicos y patologicos que causan hipertrofia.
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Tabla 4. Resumen de los tipos de estimulos fisiolégicos y patoldgicos que causan
hipertrofia (concéntrica o excéntrica). Informacién obtenida de Bernardo et al., 2010

Hipertrofia concéntrica Hipertrofia excéntrica
- ; " Ejercicio isotonico
Ejercicio  isométrico o
Estimulo fisiologico (resistencia)
estatico (de fuerza)
Gestacion
Hipertension Regurgitacion adrtica
Estimulo patolégico
Constriccion adrtica Fistulas arteriovenosas

Los dos principales estimulos que pueden promover la hipertrofia cardiaca son el estrés
mecanico y factores neurales/humorales (Ritter & Neyses, 2003). La activacion de
diferentes vias de sefializacién por parte de estos estimulos causa hipertrofia cardiaca,
con un aumento en el tamafio de los cardiomiocitos. Asociado a ello se produce una

induccién de la expresiéon de genes fetales en el corazdn, reorganizacion de los

sarcomeros e importantes modificaciones en el metabolismo celular.

* Corazén adulto normal *

Ventriculo Ventnculo
: derecho zqurerdo
Estimulo fisiologico Estimulo patoldgico

Grosor
H. Excéntrica H. Concéntrica H. Concéntric\ H. Excéntrica

Figura 11. Desarrollo de hipertrofia en corazén debido a estimulos de tipo fisiolégico o
patologico. Esquema que muestra la remodelacidon que sufre el corazén, mostrando tanto los

efectos en el corazén como los efectos en los sarcomeros. Imagen obtenida y modificada de
Maillet et al., 2013.
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2.1.1. Marcadores de hipertrofia cardiaca

En humanos la hipertrofia cardiaca patoldgica suele ir acompafiada de insuficiencia
cardiaca. De hecho, la hipertrofia es un factor de riesgo independiente para el infarto de
miocardio, la arritmia y la muerte subita. En respuesta a un aumento de la carga, el
corazon sufrird un aumento en su masa para mantener una funcion cardiaca apropiada.
Si el estimulo se cronifica y el estrés que sufre la pared del corazén no disminuye, el
corazdn hipertrofiado se puede dilatar, la funcién contractil verse comprometida y

conducir al fallo del érgano.

El aumento de las enfermedades metabdlicas en sociedades industrializadas, como la
diabetes o la obesidad, y el incremento de la esperanza de vida, hace que la incidencia de
fallo cardiaco crezca anualmente, hasta en tasas del 10% con 70 afios. Hoy en dia no
existe cura para el fallo cardiaco y las perspectivas de supervivencia de los pacientes tras
su diagnostico son bajas) (Bleumink et al., 2004; Cowie et al., 2000; Zannad et al., 1999;
McMurray & Pfeffer, 2005). Identificar marcadores y mecanismos moleculares asociados
con la hipertrofia y su transicion a la insuficiencia cardiaca es de gran interés para la
comunidad cientifica, con tal de determinar nuevas dianas de accién para su diagnostico,

prevencién y tratamiento.

En modelos experimentales con roedores, existen diversas maneras de identificar un
corazon hipertrofiado y en qué grado. La determinacion del peso y su normalizacion con
otro parametro independiente (ya sea por el peso total del cuerpo o por la longitud de la
tibia), es el método mas directo y sencillo. Sin embargo, esta metodologia no es posible
en el diagnostico en humanos. De forma indirecta, la hipertrofia se puede determinar
mediante ecografia, midiendo entre otros parametros el grosor de la pared ventricular.
El ventriculo izquierdo es la caAmara cardiaca con mayor sensibilidad al estrés y la que
sufre hipertrofia en primera instancia, ya que es el encargado de la circulacion mayor. El

grosor de este ventriculo es un factor clave para determinar la hipertrofia cardiaca.

Desde final de los 70 y principios de los 80 se sabe que la hipertrofia fisiologica se
encuentra asociada con una mayor actividad contractil y, por tanto, de la actividad
ATPasa de la miosina, a diferencia de la hipertrofia patoldgica, donde ocurre lo contrario

(Rupp, 1981). Asi, existe una asociacién entre la expresién de genes involucrados en la
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actividad contractil con la hipertrofia, sobretodo en el ventriculo izquierdo, mostrando
un perfil de expresidon similar entre el estado normal del corazén y la hipertrofia
fisioldgica, y alterado en la patologica (Iemitsu et al., 2005). Mas concretamente, la
hipertrofia patolégica tiene un patron de expresion similar al que se puede encontrar
durante el desarrollo embrionario, con un aumento en la expresién de la proteina
contractil de la cadena pesada de miosina a (a-MHC) y una disminucion de la 3-MHC, un
aumento en la expresion de genes propiamente fetales como los factores natriuréticos
atrial (ANF) y cerebral (BNF), y un descenso de las proteinas relacionadas la regulacion
de los niveles intracelulares de Calcio (como SERCAZ2a), un importante mensajero
intracelular en la regulacion de la contraccion muscular (Harvey & Leinwand, 2011;

Kuwahara et al., 2003).

2.1.2. Caracteristicas estructurales y funcionales del corazén durante la

hipertrofia

La hipertrofia cardiaca se encuentra asociada con una remodelacién de la estructura del
corazon, sobretodo en sus paredes ventriculares. Esta remodelacidn es necesaria para la
correcta reorganizaciéon de los cardiomiocitos tras su aumento de tamafio y los cambios

producidos en la matriz extracelular.

Tanto en condiciones normales como en hipertrofia fisioldgica, la matriz extracelular
ayuda a mantener la integridad del tejido, facilitando asi una mejor capacidad contractil
y mejorando el bombeo del corazdn. Por otra parte, cuando hay hipertrofia patologica
existe un aumento de la muerte de cardiomiocitos (por apoptosis o necrosis) y estos son
reemplazados por un exceso de colageno (del tipo 1 y 3 principalmente) producido por
los fibroblastos cardiacos, dando lugar a la fibrosis cardiaca. La acumulacion excesiva de
fibras de colageno aumenta la rigidez de los ventriculos afectando a su funcién diastdlica
e impide una correcta contraccién del érgano, afectando tanto a la red eléctrica que
regula el bombeo del corazén como a la densidad de los capilares, haciendo que sea mas
baja. Como consecuencia, se incrementa la difusion del oxigeno, seguido de isquemia del
miocardio y se promueve el paso de hipertrofia a fallo cardiaco. En estas condiciones de

activacion de fibroblastos e inflamacién crénica, se produce un aumento tanto de la
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sintesis como de la activacion de las metaloproteasas extracelulares, que contribuyen a

la fibrosis asociada a la hipertrofia cardiaca patologica (Shimizu & Minamino, 2016).

Cuando se produce un dafo cardiaco, la respuesta habitual de los fibroblastos cardiacos
es su activacion a fin de proteger al 6rgano. Ahora bien, en el marco de la hipertrofia
patoldgica, los fibroblastos se diferencian hacia miofibroblastos, con un fenotipo
parecido a las células presentes en la musculatura lisa (Wang et al, 2019). Esta
diferenciacion resulta perjudicial para el corazoén, ya que estas células se caracterizan
por su alta proliferacién y migracion, la secrecion de sefiales proinflamatorias, que
contribuyen al estado ya proinflamatorio en el que se encuentra el corazén en hipertrofia
patoldgica, y la expresion de proteinas propias de musculo liso como la a-actina (a-SMA).
Por otra parte, estos miofibroblastos son capaces de producir proteinas que contribuyen

a la remodelacion de la matriz extracelular (Travers et al.,, 2017).

2.1.3. Metabolismo cardiaco en la hipertrofia

El coraz6n muestra cierta flexibilidad en la regulacion de su tamafio en funcion del estado
nutricional del individuo. El peso del corazén y la longitud de sus fibras pueden reducirse
a causa de ayuno o de pérdida de peso severa, mientras que en alteraciones metabolicas
como la obesidad, el 6rgano aumenta de peso. En ratones alimentados con dieta alta en
grasas se ha visto una remodelacion del ventriculo izquierdo en respuesta al aumento en
la presion sanguinea, llevando a un estado de hipertrofia (Raher et al., 2008). Por otra
parte, se ha observado como pacientes con diabetes son capaces de desarrollar la
llamada cardiomiopatia diabética (pacientes diabéticos que sufren una cardiopatia sin
ser hipertensos ni tener ninglin otro problema cardiovascular), que se caracteriza por la
disfuncién ventricular de quien la padece, ademas de un aumento de la fibrosis. En
cuanto a la hipertrofia, estudios sefialan una correlacién positiva entre la diabetes y la
presencia de hipertrofia cardiaca de forma independiente al peso (Shimizu & Minamino,
2016). Estos datos sugieren la existencia de mecanismos que conectan el estado

nutricional del individuo con el peso de su corazon.

El corazdn requiere una gran cantidad de ATP para satisfacer la elevada demanda

energética derivada de su actividad contractil. En condiciones fisiologicas, alrededor del

59



95% del ATP utilizado en el corazdn es generado mediante fosforilacion oxidativa y el
5% restante proviene de la glicélisis. Alrededor del 70-90% del ATP cardiaco proviene
de la oxidacion de acidos grasos, y el otro 30-10% de la oxidacién de glucosa, lactato y
cuerpos cetonicos (Doenst et al., 2013). El corazén es capaz de cambiar la utilizacion de
sustratos dependiendo de la carga de trabajo y de la concentracion relativa de cada uno
de estos sustratos en el riego sanguineo (Van der Vusse et al., 1992). Esta plasticidad
metabolica que tiene esta considerada un mecanismo que permite al corazén obtener
siempre la cantidad de ATP necesaria en cada momento, dependiendo de las condiciones

fisioldgicas en las que se encuentre.

La hipertrofia cardiaca patolégica se encuentra asociada con un descenso de la oxidacion
de acidos grasos y un incremento en el metabolismo de la glucosa (Allard et al., 1994;
Christe & Rodgers, 1994; Davila-Roman et al., 2002). Este cambio en el sustrato principal
de obtencion de ATP puede considerarse como un método de adaptacion, permitiendo al
corazon obtener una mayor cantidad de ATP por de oxigeno consumida. Cuando la
hipertrofia cardiaca patolégica se prolonga, se produce un descenso del consumo de
glucosa debido a que se convierte en resistente a la insulina. De esta manera, el corazén
no sera capaz de producir suficiente ATP (Neubauer, 2007; Van Bilsen et al., 2009). El
uso preferente de glucosa por parte del corazén también se encuentra durante el
desarrollo fetal, donde la cantidad de oxigeno es limitada y el transporte de acidos grasos
y su metabolismo estan disminuidos (Ostadal et al., 1999). Asi, a medida que progresa la
hipertrofia cardiaca, se produce un cambio en la preferencia de sustrato, aumentando la
utilizacién de glucosa y disminuyendo la de acidos grasos, hasta que es incapaz de utilizar
ninguno de los dos y falla completamente. La hipertrofia fisiol6gica, por el contrario, esta
asociada con una mayor utilizacion tanto de acidos grasos como de glucosa (Gertz et al,,

1988).

El metabolismo de los acidos grasos y la glucosa se regulan negativamente entre siy de
forma reciproca en el llamado Ciclo de Randle (Randle, 1998). El ciclo de Randle describe
la relacién reciproca entre el metabolismo de los acidos grasos y el de la glucosa. Los
acidos grasos que entran en la célula via difusion o mediante los transportadores
CD36/FATP son esterificados y utilizados como sustratos en la 3-oxidacion, produciendo

acetil-CoA, NADH y FADH. El incremento de estos disminuye la oxidaciéon de glucosa y
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piruvato mediante la inhibicion de la piruvato deshidrogenasa (PDH), favoreciendo la
oxidacion de los acidos grasos. Ademas, la glicolisis también se puede ver afectada debido
a la inhibicion de la enzima fosfofrutoquinasa. Por otro lado, el acetil-CoA derivado de la
oxidacion de la glucosa es exportado al citosol donde puede actuar como sustrato de la
acetil-CoA carboxilasa (ACC), incrementando asi la generacidon de malonil-CoA, inhibidor
de la CPT-1. Asi, se disminuye la oxidacion de acidos grasos mediante la 3-oxidacion y se

favorece la oxidacion de la glucosa (Zhang et al., 2010).

Se ha visto que cambios en los transportadores de glucosa del corazén (Glutl en fetos y
Glut4 en adultos), pueden regular la hipertrofia. La supresiéon de GLUT1 no provoca
cambios en la hipertrofia, la fibrosis o en la rarefaccion capilar en respuesta a un aumento
en la presion pero si una reducciéon de la oxidacidon de la glucosa en un 50%, con un
consecuente aumento en la oxidacion de los acidos grasos. En cambio, la supresion en
corazon de GLUT4 induce hipertrofia cardiaca, aumentando la expresion de marcadores

como ANP y BNP (Abel et al., 1999; Pereira et al., 2013).

El metabolismo cardiaco se encuentra regulado por la familia de factores de
transcripcion PPAR, siendo PPARa (metabolismo de los acidos grasos) y PPARB/S
(metabolismo acidos grasos y glucosa) las mas importantes y en menor medida PPARy
(Desvergne & Wahli, 1999). La actividad de los PPAR esta regulada por PGCa y promueve
la expresion de genes relacionados con la biogénesis mitocondrial, la cadena respiratoria
y la oxidacion de acidos grasos y glucosa (Puigserver & Spiegelman, 2003). Uno de los
genes claves en el ratio de utilizacion acidos grasos/glucosa por parte del corazon es la
piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4), que se encuentra regulado por PGCla. Esta
cinasa promueve el uso de acidos grasos por parte de los cardiomiocitos por encima de

la glucosa (Hsieh et al,. 2008).

Asi, el metabolismo cardiaco se modificada durante el desarrollo de hipertrofia cardiaca.
En hipertrofia cardiaca patolégica hay una disminucién del uso relativo de acidos grasos
como sustrato metabolico, marcada por una reduccion de los genes relacionados con los
acidos grasos como puede ser el caso de Pdk4 (inactiva la PDH, inhibiendo la oxidacién
de glucosa y fomentando la utilizacion de acidos grasos). En el caso de hipertrofia

cardiaca patolégica inducida por una dieta alta en grasas, a pesar de lo mencionado

61



anteriormente, se promueve la utilizacion de acidos grasos (se aumenta la expresion de

Pdk4).

2.1.4. Hipertrofia cardiaca provocada por estrés térmico

Globalmente se ha documentado cémo existe una prevalencia de la morbilidad y
mortalidad relacionada con eventos cardiovasculares durante el invierno (Bunker et al.,
2016; Fares, 2013; Song et al., 2017) o en asociacion con periodos prolongados de frio
(Ryti etal, 2016; Ryti et al.,, 2017). Ademas, el invierno estd asociado con un aumento en
la aparicion de sintomas de enfermedades cardiacas como las anginas, las arritmias o las
disneas (Ikdheimo et al., 2014) o eventos relacionados con la salud como los infartos de
miocardio o la fallo en la funcién cardiaca llevando a la muerte (Sudden cardiac death,
SCD) (Nagarajan et al., 2017; Ryti et al.,, 2017). De manera que, es importante estudiar

como las bajas temperaturas afectan al corazén y a las enfermedades cardiovasculares.

Estudios realizados en pollo han demostrado como la exposicidn a frio incrementa el
flujo y la presion sanguinea para mantener la temperatura corporal e incrementar la
carga cardiaca. (Deaton et al., 1969). Mediante experimentos en roedores se ha visto que
la exposicién crénica a frio induce la hipertrofia cardiaca, tanto en animales jévenes
como adultos (Bello Roufai et al., 2007; Templeman et al., 2010). Con otros modelos,
como perros o conejos, también se ha visto como el frio provoca un estado de
hipertension que de por si puede dar lugar a hipertrofia cardiaca (Sun, 2010). Asi, la
exposicion crénica a frio puede provocar hipertension e hipertrofia a fin de contrarrestar
el aumento de la carga de trabajo que recibe el corazén debido al estimulo térmico
(Matsubara et al., 2016), aunque el papel de la hipertensiéon como tinico determinante o

no de la hipertrofia asociada al frio ambiental no esta claro.
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Tabla 5. Resumen de las caracteristicas que diferencian la hipertrofia cardiaca patolégica

de la fisioldgica. Informacion obtenida de Bernardo et al., 2010.

Caracteristica Hipertrofia cardiaca Patolégica  Hipertrofia cardiaca Fisiologica
Aumento de la presion o el Ejercicio aerébico
volumen en el corazon

Estimulo (sobrecarga) Embarazo
Cardiomiopatia Crecimiento postnatal
Cardiomiocitos de mayortamafio  Cardiomiocitos de mayor tamafio
Aparicion de nuevos sarcomeros  Aparicion de nuevos sarcomeros

Morfologia
Incremento en el tamafio del Incremento en el tamaiio del
corazén corazén

Fibrosis Si No

Apoptosis Si No

Expresion de genes fetales

Expresién de genes
relacionados con la funciéon

contractil

Funcién cardiaca

Metabolismo

Reversibilidad

Asociacion con fallo

cardiaco y mortalidad

Aumento de la expresion de ANP,

BNP, 3-MHC y a-actinina

Reduccion de la expresion de

SERCAZay o-MHC

Reducida

Reduccion de la oxidacion de

acidos grasos

Incremento de la oxidacién de

glucosa

No

St

Relativamente invariable

Normal o incrementados

Normal o incrementada

Incremento de la oxidacion de

4cidos grasos

Incremento de la oxidacién de

glucosa

St

No
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Bloque 3: FGF15/19
3.1. Familia de los Fibroblast Growth Factors (FGFs)

Los FGF (Fibroblast Growth Factors) son un grupo de polipéptidos relacionados entre
ellos por su estructura involucrados en diferentes procesos biologicos, como por ejemplo
el desarrollo, la organogénesis o el metabolismo (Guan et al., 2016). Esta superfamilia de
proteinas incluye a 22 miembros identificados en humano y raton, FGF1-FGF23. Los FGFs
pueden ser divididos en 7 subfamilias dependiendo de su locus, su andlisis filogenético y
sus vias de accion (Presta et al,, 2005). Entre los vertebrados, los FGFs estan conservados
tanto por la estructura de los genes que los codifican como por su secuencia de
aminoacidos, incluso entre isoformas. Otra caracteristica importante de los FGFs es su
afinidad por los glucosaminoglicanos de heparan sulfato (HSGAG) de la membrana
celular, correceptor necesario para su unién con el receptor y la transduccién de senal, a
excepcion de la familia de FGF19 (Kurosu et al., 2007; Maddaluno et al., 2017; Porta et
al.,, 2017).

Subfamilia FGF4

FGF9
FGF16) . N——
Subfamilia FGF9
FGF20

Subfamilia FGF19
(Endocrinos)

Subfamilia FGF11
(Intracrinos)

Figura 12. Esquema de las subfamilias FGF. Esquema de todas las subfamilias que componen
los FGF en mamiferos y su relacion filogénica. Imagen obtenida de (Maddaluno et al., 2017).
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La relevancia de los FGFs variara dependiendo del estado del desarrollo en el que se
encuentre el organismo. Durante el desarrollo embrionario, los FGFs tendran un papel
fundamental en la regulacién, proliferacién, migracion y diferenciacién celular, con tal de
garantizar un desarrollo correcto del organismo. En adultos, por otra parte, sus funciones
se centran en la homeostasis del individuo, modulando la reparacion tisular y la

respuesta al dafio celular (Itoh & Ornitz, 2011; Ornitz & Itoh, 2001).

3.1.1. Clasificacion funcional

Ademas de la clasificacion anteriormente mostrada basada en la filogenia, los FGFs
pueden ser divididos segun su funcionalidad y mecanismos de accion. Bajo este prisma,
los FGFs pueden tener accion intracrina, autocrina/paracrina o endocrina (Itoh & Ornitz,

2011).
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Tabla 6. Clasificacién funcional de los diferentes FGFs dependiendo de su rango de accidn.

Tipo de FGF | Miembros Descripcién

Este grupo de FGFs no son secretados fuera de la célula, sino
que actian como moléculas intracelulares de manera
independiente de los FGFRs. Tanto su diana como su
mecanismo de accién se sitian dentro de la célula. Son
capaces de interactuar con los dominios intracelulares de
Intracrinos FGF11/12/13/14 canales de sodio dependientes de voltaje y con proteinas
MAPKs. Los miembros descritos de este grupo han sido
estudiados por sus funciones sobre la regulacién de la
excitabilidad eléctrica de las neuronas y de otros tipos

celulares (Goldfarb et al., 2010; Kyrou, 2007).

Este grupo contiene en su estructura un péptido sefial de
secrecién N-terminal y con un lugar de interaccién con
moléculas HSGAG, necesarias para la correcta interaccion
con el receptor. El heparan-sulfato de la superficie celular

retiene los FGFs alrededor de la célula secretora,

FGF1/2/5
favoreciendo la unién a sus propios receptores o a los de las
FGF3/4/6
Autocrinos células del entorno. Ademads, algunos miembros de este
FGF7/10/22
Paracrinos grupo tienen la habilidad de traslocarse directamente al
FGF8/17/18
nicleo y actuar de manera intracrina (Kyrou, 2017). Los
FGF9/16/20

miembros de este grupo de factores autocrinos o paracrinos
participan principalmente en procesos relacionados con el
desarrollo (Cicione, Degirolamo, & Moschetta, 2012; Itoh &
Ornitz, 2011; Beenken, 2009).

Los miembros de la subfamilia FGF19 muestran una
afinidad muy reducida por el heparan sulfato de la matriz
extracelular. De esta manera son capaces de escapar de los
alrededores de la célula secretora, entrar en circulacion y
Endocrinos FGF19/21/23

actuar como hormona en células de tejidos distantes

(Kurosu et al, 2007). Los posibles tejidos diana son

determinados por la presencia de algin factor Klotho.
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3.1.2. Los receptores de FGF (FGFRs)

Como se ha mencionado anteriormente, los FGFs ejercen su funcion mediante su unién a
receptores presentes en la membrana celular. Estos contienen en su estructura tres
dominios extracelulares Ig-like de unién al ligando, un dominio de unién a heparan
sulfato, un dominio transmembrana y finalmente un dominio citoplasmatico con
actividad tirosina cinasa. Se encuentran codificados por cuatro genes diferentes, FGFR1-
4, y salvo FGFR4, pueden sufrir diferentes tipos de splicing para dar lugar a diversas
isoformas de cada tipo de FGFR. Entre los diferentes splicing, el que afecta al uso
alternativo de dos exones que codifican por el dominio de unién al ligando es uno de los
mas relevantes, dando lugar a las isoformas IIIb y Illc (Mason, 2007; Wang et al., 1995).
De esta manera, gracias al proceso de splicing se genera una mayor cantidad de
receptores, con diferentes grados de afinidad y especificidad, y diferentes caracteristicas
en la modulaciéon de la respuesta tras su activacion. Ademas, el splicing también
garantiza un incremento en la funcionalidad de los FGFs y una respuesta diferencial. Asi,
por ejemplo, las formas b estan presentes en células epiteliales mientras que las clo estan

en células mesenquimales (Itoh & Ornitz, 2004; Johnson et al.,, 1991).

La union del ligando al complejo FGFR-Cofactor provocara la dimerizacion del receptor,
su transfosforilacién y la activacién de diferentes vias de sefializacién, entre las que se
encuentran las cinasas reguladas por sefales extracelulares 1y 2 (ERK1 y ERK2). Esta
activacion finalizara con diferentes respuestas celulares dependiendo del estimulo

recibido (Itoh & Ornitz, 2004, 2011).

3.1.3. Correceptores

Segin su secuencia de aminoacidos y su funcionalidad, los FGFs seran capaces de
interactuar con diferentes tipos de correceptores. Estos, seran capaces de modular la
migracion y la estabilidad de los FGFs fuera del entorno celular y determinaran la

magnitud y especificidad de la sefial. Los cofactores son:
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Proteoglicanos. Los FGFs tienen la capacidad de interactuar con los
proteoglicanos heparin y heparan sulfato, abundantes en la superficie celular y en
la matriz extracelular. Debido a su localizacién son importantes para la estabilidad
de la proteina y su retencion en el tejido diana, especialmente en el caso de los
FGFs con funcién autocrina o paracrina, puesto que impediran su difusion y
garantizaran que su efecto sea local. El complejo que forma el FGF con su receptor
y el proteoglicano confiere proteccién al ligando frente a las altas temperaturas o

la proteolisis.

Klotho. Existen tres tipos de proteinas transmembrana de la familia Klotho: «,
y Lactase-like y, los cuales serviran como correceptores de los FGFs endocrinos. a-
Klotho es necesario para la uniéon a FGF23, mientras que (-Klotho lo es para
FGF15/19 y FGF21. En el caso de y-Klotho, este podria ser un correceptor
adicional de FGF15/19. a-Klotho aparece en cerebelo, rifiones y oOrganos
reproductores, mientras que [-Klotho aparece en higado, pancreas, sistema
nervioso central, corazéon y tanto en el tejido adiposo blanco como el marréon
(Kurosu et al., 2007; Planavila et al., 2015; Fon Tacer et al., 2010). La presencia de
a y B-Klotho confiere la especificidad tisular de la actividad de los FGFs
endocrinos. Es importante no solo el tipo de correceptor que esta expresado, sino
la cantidad del mismo en comparacion con el receptor. Ademas, cada isoforma de
FGFR tiene una afinidad diferente por cada correceptor. De manera que la
capacidad para formar complejos FGF-FGFR-Klotho, de la activacion y modulacion
de la respuesta dependera tanto del correceptor como de su abundancia, la
cantidad relativa del receptor y de su isoforma (Kurosu et al., 2007). a y 3-Klotho
se unen preferentemente a las isoformas c de los receptores (Goetz & Mohammadi

2013).
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Figura 13. Representacion esquematica de los receptores de FGF y de sus correceptores.
a) Esquema de la organizacion de los dominios en un FGFR, de los de Klotho (tanto a como 8) y
de la estructura del heparan sulfato. b) Modelos de dimerizacion de los FGFRs los FGFs
endocrinos con o/B-Klotho. Modelos 1:2:1 y 2:2:2. Imagen modificada a partir de Goetz &
Mohammadi, 2013.

3.2. FGFs endocrinos

Los miembros de la subfamilia FGF19 tiene efectos importantes sobre la homeostasis de
los organismos y ejercen su actividad en gran variedad de tejidos. A diferencia de los
llamados FGFs clasicos o canonicos, estos pueden circular por el torrente sanguineo y
actuar como hormonas en tejidos distantes (Degirolamo et al., 2016). Los niveles
circulantes en humanos de estas “hormonas”, pero pueden variar a causa de que son
moléculas con una gran actividad y una vida media corta (Angelin et al, 2012;

Kharitonenkov et al., 2007).

Los FGFs endocrinos tienen funciones diversas: controlan la sintesis y liberacion de
acidos biliares, el metabolismo de la glucosa y de los lipidos, modulan la homeostasis de
la vitamina D y del fosfato y tiene un papel importante en la adaptacién en respuesta a
ayuno. FGF19 y FGF21 muestran aproximadamente un 35% de homologia en su
secuencia. Sin embargo, sus funciones tienen puntos de coincidencia, ya que ambos estan
involucrados en el mantenimiento del peso y en la homeostasis de carbohidratos y

lipidos (Potthoff et al., 2012).

En la ultima década, los FGFs endocrinos han estado en el punto de mira de la comunidad

cientifica debido a la participacion que tienen en la comunicacién entre érganos y en su
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funcién homeostatica. Ademas, se ha visto que alteraciones en los niveles circulantes de
FGF21 y FGF19 se producen en enfermedades crénicas en humanos, como diabetes
mellitus de tipo 2 (T2DM), obesidad, enfermedades coronarias y cancer. De esta manera,
los tres miembros de la subfamilia de FGF19 se han estudiado por dos motivos: por su
potencial papel como biomarcador de la progresion de diferentes enfermedades y como
posible diana terapéutica en el tratamiento de ellas (Degirolamo et al., 2016; Donate-

Correa et al, 2016).

A pesar de su potencial terapéutico, se ha observado que la administracion crénica de
FGF19, FGF21 o andlogos de estos tiene un potente efecto mitogénico y se pueden
relacionar ademas con pérdida 6sea (Gallego-Escuredo et al., 2017). Debido a sus efectos
adversos, los esfuerzos farmacéuticos se centran en la obtencién de analogos que
mimeticen los efectos beneficiosos de los FGFs endocrinos sin sus dafiinos efectos

secundarios.
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Tabla 7. Los FGFs endocrinos. Miembros de la subfamilia de FGF19, funcién de cada uno y
cambios de estos en caso de enfermedad. Informacién obtenida de Degirolamo et al., 2016.

FGFs endocrinos

Funcidn fisiologica

Cambios durante enfermedades

(concentracion)

1Sintesis de 4cidos biliares

lGluconeogénesis

Incrementado en Colestasis extrahepatica

y hemodiélisis crénica

FGF15/19
TSintesis de proteinas y glicogeno Disminuido en Enfermedad inflamatoria
intestinal, malabsorcién de acidos biliares
primaria, NAFLD y obesidad
TOxidacion de lipidos en el higado
TKetogénesis
TGluconeogénesis
TTermogénesis Incrementado en T2DM, MS, NAFLD y
TBrowning en el WAT enfermedades coronarias
FGF21
TResistencia a la hormona de crecimiento
TPérdida de peso Disminuido en anorexia nerviosa
lOvulacién
lSefializacién de hormonas de
crecimiento
LAbsorcién de fosfato en el rifién Incrementado en raquitismo, en
lReabsorcion de calcio en huesos y rifion ~ osteomalia inducida por tumores y en
lSintesis de vitamina D hipertrofia cardiaca
FGF23
lSecrecién de PTH
TSecrecion de calcio Disminuido en calcinosis tumoral familiar
TEsperanza de vida y hemodiélisis
3.2.1. FGF21

Esta proteina fue descrita por primera vez en embriones de raton en el afio 2000

(Nishimura et al., 2000). Unos afios después, se prob6 que su administracion provocaba

la induccion del transportador de glucosa 1 (Glutl) en adipocitos, promoviendo la

captacion de glucosa. Gracias a este descubrimiento, se le empez06 a atribuir a FGF21 un

posible efecto antidiabético. Posteriormente, FGF21 también se identificé en plasma de

humanos (Chen et al., 2008; Galman et al., 2008; Kharitonenkov et al., 2005; Potthoff et

al., 2012). Asi, FGF21 se ha descrito como una hepatocina, adipocina y miocina que tiene
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un papel clave en la regulacion del metabolismo, con efectos protectores frente a
multitud de enfermedades relacionadas con la obesidad como resistencia a insulina,

T2DM y dislipidemias.

FGF21 es una proteina formada por 209 aminoacidos en humanos y 210 en ratones, con
una similitud entre ellos del 81%. Es el FGF endocrino mas abundante en circulacion. En
raton se expresa principalmente en higado y timo (Nishimura et al., 2000) y en menor
medida en otros tejidos como pancreas (Wente et al, 2006), musculo esquelético
(Izumiya et al., 2008; Ribas et al., 2014), corazo6n (Planavila et al., 2013) y en los tejidos
adiposos blanco (Muise et al., 2008) y marréon (Hondares et al,, 2011).

En humanos se ha encontrado expresado en cerebro, higado, musculo esquelético y
cardiaco (Staiger et al,, 2017) aunque su expresion en tejido adiposo blanco es minima y

un tanto mayor en tejido adiposo marrén (Hondares et al., 2014).

En modelos de roedores, la accion endocrina que tiene FGF21 provoca la induccion del
transportador Glutl (Kharitonenkov et al, 2005), la activacién de la actividad
termogénica del tejido adiposo marrén (Hondares et al., 2010), la promocion de la
aparicion de células beige en depdsitos de tejido adiposo blanco (Fisher etal.,, 2012) o la
funcién intestinal en lactantes (Gavalda-Navarro et al, 2015). FGF21 también tiene
efectos autocrinos/paracrinos, por ejemplo, favoreciendo la cetogénesis hepatica

(Badman et al., 2007).

El papel de FGF21 en cada tipo celular y su importancia en el metabolismo local de cada
tejido o global como individuo puede explicarse mediante su regulacidn transcripcional,
que se regula mediante diferentes mecanismos entre los cuales encontramos entre los
cuales encontramos el estado nutricional del individuo o la exposicion a bajas
temperaturas. Se ha sugerido que FGF21 es crucial en la regulacion de la utilizacion de
sustratos en situaciones de déficit energético o de alta demanda (Degirolamo et al., 2016;
Giraltetal, 2015). Por consiguiente, cada tejido presentara una regulacion diferencial en

la expresion de la proteina y en sus efectos.

73



Tejido
GIob%icular adiposo

b 4 Cerebro
Tracto Bazo T
gastrointestinal ’ (N>
=
ptaline " Pancreas
(testlfulos) _
( ) Timo
Epitelio Mdsculo
olfativo , ,’ esquelético
p— ., Corazén

Figura 14. Comparacion entre la expresion de FGF21 en ratén y en humano. Imagen
obtenida y modificada de Staiger et al., 2017.

3.2.1.1. FGF21 en higado

El higado es un érgano con gran importancia en la homeostasis energética. Gracias a
estudios realizados en animales, se ha visto que FGF21 controla la respuesta del higado
frente a ayuno. En una situacién de falta de nutrientes el tejido adiposo activa la lip6lisis
liberando a la circulacion acidos grasos y glicerol, el cual es sustrato de la

gluconeogénesis y la cetogénesis hepatica.

Asi mismo, los acidos grasos son ligandos naturales del receptor nuclear PPARaq,
regulador clave del metabolismo lipidico y glucidico en higado. El heterodimero PPARa-
RXR reconoce el elemento de respuesta a PPAR, presente en el promotor de FGF21,
induciendo su sintesis. Por tanto, en condiciones de ayuno, el higado es el principal
responsable del aumento en circulaciéon de esta proteina y de su efecto en otros tejidos

(BonDurant & Potthoff, 2018). Cuando el ayuno se prolonga FGF21, via PCG1q, tendra la
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capacidad de regular varios genes relacionados con la Gluconeogénesis e inhibirla.
Ademas se ha observado como la induccidén de FGF21 en el higado en caso de ayuno
puede ser regulada por una via dependiente de glucagéon y PKA, dejando de lado la

activacion de la expresion por PPARa (Badman et al,, 2007; lizuka et al., 2009).

La expresién de FGF21 no solamente es inducida en caso de déficit energético. Una
situacién opuesta, como es la sobrealimentacion, altos niveles de glucosa también
provocan un aumento de su expresion. Esta respuesta es mediada por la proteina de
union al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) ya que el promotor de FGF21
también contiene el elemento de respuesta a carbohidratos (ChRE) (lizuka et al., 2009).
De igual modo, en condiciones de dieta rica en grasas, los mismos acidos grasos inducen
la expresion de FGF21 en el higado, via la activacion de PPARq, y aumentan sus niveles

circulantes.

La administracion cronica de FGF21 en ratones obesos (ya sea inducidos por una dieta
alta en grasas o ob/ob) provoca un descenso de los niveles de glucosa circulantes debido
a un aumento de su captacion por el higado y otros tejidos y un aumento en la
sensibilidad a la insulina. Ademas, FGF21 provoca la inhibicién de SREBP-1, factor clave
de la regulacion de varios genes implicados en la lipogénesis. Como resultado, existe una

mejora en el llamado higado graso relacionado con la obesidad (Xu et al., 2009).

3.2.1.2. FGF21 en tejido adiposo

FGF21 se ha descrito como un factor importante en el control de la funcién y del
metabolismo del tejido adiposo, tanto del blanco como del marrén. Ademas, se ha
observado como ambos tejidos son dianas de FGF21, pero también productores de este
factor, con efecto autocrino o paracrino en el mismo tejido. La expresion de FGF21 en
tejido adiposo esta regulada por PPARy y no PPARa como en higado (Arner et al., 2008;
Potthoff et al., 2012; Woo et al., 2013). Sin embargo los efectos de FGF21 sobre el tejido
adiposo dependen del contexto fisioloégico en el que se encuentre el tejido, como por

ejemplo su estado nutricional.

El mayor efecto que FGF21 ejerce sobre el tejido adiposo es el aumento en la captacion
de glucosa por parte de los adipocitos de una forma independiente a insulina. En la
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captacion de glucosa dependiente de insulina, el transportador responsable, Glut4, es
translocado a la membrana plasmatica por efecto de la hormona. En cambio, FGF21
induce la sintesis del transportador Glutl. Aun siendo vias independientes, FGF21
mejora la captacion de glucosa tanto por Glutl como por Glut4, haciendo de esta

molécula un gran candidato para el tratamiento de la T2DM (Kharitonenkov et al., 2005).

A pesar del efecto beneficioso sobre la homedstasis de la glucosa, los niveles de FGF21
son anormalmente elevados en condiciones de obesidad, tanto en humanos como en
ratones, sugiriendo que esta via sefalizadora se encuentra impedida (Fisher et al., 2010;
Gallego-Escuredo et al., 2015; Villarroya et al., 2014). Este fendmeno de resistencia a
FGF21 en obesidad se puede atribuir a una reducciéon anormal de la expresién del
correceptor [-Klotho en tejido adiposo blanco (Diaz-Delfin et al., 2012; Fisher et al.,,
2010; Ge et al,, 2011). El hecho de que los niveles circulantes de FGF21 en sérum se
encuentren elevados en pacientes con obesidad, sindrome metabdlico, T2DM, etc.
sugiere a esta proteina como un potencial biomarcador de estas enfermedades (Semba

etal.,, 2013; Zhang et al., 2019).

En cuanto al metabolismo lipidico, FGF21 habia sido considerada inicialmente como una
hormona inductora de la lipdlisis, pero estudios posteriores la han descrito como un
inhibidor de la via, tanto in vivo como in vitro (Arner et al., 2008; Dutchak et al., 2012;
Inagaki et al,, 2005; Potthoff et al.,, 2012), de manera que el papel de FGF21 en la lipdlisis

sigue sin estar inequivocamente establecido.

Ademas, FGF21 regula la expresion de varias hormonas en el TAB. Asi, FGF21 aumenta
la expresion y secrecion de adiponectina, mientras que disminuye la produccion de
leptina. Los efectos hipoglucemiantes y sensibilizadores a la insulina de FGF21 se
pierden en modelos de ratén knock-out para el gen de la adiponectina, sugiriendo una
estrecha relacion entre ambas hormonas (Lin et al.,, 2013). En cuanto al estado global del
organismo, el aumento de FGF21 incrementa los receptores de leptina en tejidos
periféricos, contribuyendo a un descenso en el peso corporal (Holland et al., 2014;

Véniant et al., 2012).
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3.2.1.3. FGF21, tejido adiposo marrén y browning del tejido adiposo blanco

FGF21 ha sido descrito como una batocina que actia a nivel local reforzando la activacion
de la termogénesis en el TAM (Cereijo et al., 2015). Estudios realizados in vivo e in vitro
han demostrado que bajo un estimulo termogénico, los adipocitos marrones son capaces
de inducir la expresion y secrecién de FGF21, y en condiciones de alta activacion
termogénica el TAM puede ser una fuente sustancial de FGF21 sistémico (Hondares et

al, 2011).

Como ya se ha explicado en el bloque anterior, bajo un estimulo termogénico (frio), las
neuronas que inervan el tejido adiposo marrén liberan NA, que activa los receptores f3-
adrenérgicos situados en la membrana de los adipocitos, iniciando la via clasica de
activacion de la termogénesis, que dara como resultado la fosforilacién de los factores
ATF2 (por la MAPK p38) y CREB (por PKA). El promotor de FGF21 tiene elementos de
respuesta de ambos factores, dando lugar a una induccién de su expresion y secrecion
(Hondares et al.,, 2011), reforzando la actividad termogénica del TAM y promoviendo el
“browning”, es decir, la aparicidén de adipocitos beige en depoésitos de tejido adiposo
blanco subcutaneo (Fisher et al., 2012). En la activacién de la termogénesis por FGF21
no se puede excluir que parte de este proceso ocurra con participacion del SNC, el cual

también es diana de dicho factor (Owen et al., 2014).
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Figura 15. Esquema de la activacion de la expresion, sintesis y secrecion de FGF21 en un
adipocito marrén. La activacion noradrenérgica de los adipocitos marrones provoca un
aumento de la sintesis y liberacion de FGF21, que puede actuar tanto en la misma célula como
en células de alrededor, potenciando la sefial. Imagen modificada a partir de tesis Dra. Laura
Campderros.

3.2.1.4. FGF21 y musculo esquelético

Tanto la expresion de FGF21 como (3-Klotho son muy bajas en el musculo esquelético. A
pesar de ello, FGF21 es un biomarcador de patologias neuromusculares debidas a
mutaciones patogénicas del DNA mitocondrial (Tyynismaa et al, 2010), estando la
concentracion plasmatica de FGF21 anormalmente elevada en esos pacientes. La
alteracion experimental de la funcién respiratoria mitocondrial en células musculares
aumenta su expresion y secrecion de FGF21 (Ribas et al.,, 2014). El papel de FGF21 como
biomarcador de este tipo de enfermedades se encuentra en consideracién para su uso en

la deteccion de este tipo especifico de enfermedades neuromusculares.

3.2.1.5. FGF21 y corazén

Originalmente el corazon no fue considerado ni diana ni fuente de FGF21 a causa de la
baja expresion tanto de este FGF como de su correceptor [3-Klotho a nivel de mRNA (Fon

Tacer et al.,, 2010). A pesar de ello, existen estudios en los que se ha demostrado que
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FGF21 esta involucrado en la regulacion de la funcién cardiaca. FGF21 ejerce un papel
importante en la remodelacion cardiaca (Liu et al., 2013; Planavila et al., 2013; Planavila,
etal,, 2015a), con potentes efectos cardioprotectores y antihipertroéficos. FGF21 también
ejerce efectos protectores tras infarto de miocardio, inhibiendo la apoptosis de los
cardiomiocitos, atenuando la remodelacidn cardiaca patolédgica y reduciendo el tamafio
de la zona infartada (Patel et al., 2014) Ademas, FGF21 modula el estrés oxidativo, uno

de los causantes del fallo cardiaco (Planavila et al., 2015b).

El corazon no es solo diana, sino también productor de FGF21, el cual puede funcionar
de manera autocrina y, aunque menos probablemente, endocrina. FGF21 se expresa en
cardiomiocitos en respuesta a diferentes estimulos de estrés cardiaco, como hipertrofia
cardiaca o infarto de miocardio. Se ha comprobado que FGF21 es secretado en estas
patologias tanto en modelos animales como en pacientes humanos (Planavila et al,
2015a; Planavila et al, 2015b; Semba et al, 2013). Este incremento en caso de
enfermedad ha hecho de FGF21 un potencial candidato como biomarcador tanto de
enfermedades metabodlicas como cardiacas. La expresion de FGF21 aumenta tanto en
condiciones patologicas (infarto, hipertrofia) como en fisiologicas (frio, gestacion)
sugiriendo un papel cardioprotectivo para esta proteina (Redondo-Angulo et al., 2017).
Ademas, se ha visto un papel protector de FGF21 frente a la fibrosis cardiaca asociada

tanto al dafio como al fallo cardiaco (Ferrer-Curriu et al., 2019).

3.2.1.6. FGF21 y sistema nervioso central

FGF21 es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y ha sido detectado en fluido
cerebroespinal tanto de humanos como de roedores (Tan et al,, 2011) . Ademas, tanto el
receptor FGFR1c como el correceptor B-Klotho se expresan en diferentes areas del
cerebro, como hipotalamo e hipéfisis (Bookout et al., 2014; Liang et al., 2014; Fon Tacer
etal., 2010). El incremento de niveles de FGF21 en el cerebro activa la via de sefializacion
de ERK1/2 causando la liberacion de diferentes hormonas en otras areas del cerebro.
Estas “hormonas secundarias” activaran en diferentes tejidos periféricos respuestas
fisiologicas que contribuiran a los efectos beneficiosos atribuidas a FGF21, como por

ejemplo la activacion de la termogénesis en TAM o del Browning en TAB subcutaneo.
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La inyeccién intracerebroventricular de FGF21 provoca un aumento del gasto energético
y de la sensibilidad a insulina en ratas obesas inducidas por dieta (Sarruf et al., 2010),

demostrando asi que FGF21 puede actuar directamente sobre el cerebro a nivel central.

3.2.1.7.FGF21 en humanos

Desde su identificacion y caracterizacion en humanos, se ha intentado estudiar el papel
de FGF21 en el metabolismo y en diferentes enfermedades con gran incidencia en
nuestra sociedad. Se ha visto como FGF21 correlaciona positivamente con un incremento
del peso corporal y con la presencia de sindrome metabdlico, con la intolerancia a la
glucosa, con T2DM, NAFLD y enfermedades cardiovasculares (An et al,, 2012; Chavez et
al,, 2009; Chen et al,, 2008; Cuevas-Ramos et al,, 2010; Yang et al., 2011; Zhang et al,,
2019). Ademas, los niveles de FGF21 se encuentran elevados en humanos en estado de
lactancia, en dietas cetogénicas o altas en grasas (Galman et al., 2008; Schoenberg et al,,

2011).

Dado que en estudios realizados en modelos animales se ha observado como FGF21 es
capaz de normalizar los niveles de glucosa y lipidos y de reducir el peso corporal, se han
propuesto analogos de FGF21 como aproximacion terapéutica para el tratamiento de
enfermedades como la diabetes tipo 2 o la obesidad. Dado que la concentracién de FGF21
en este tipo de enfermedades se encuentra incrementada respeto a controles sanos, el
potencial uso terapéutico de FGF21 podria parecer contradictorio. Sin embargo, se ha
descrito que este incremento en los niveles de FGF21 tiene lugar a causa de que su
sefializacién y regulacion se encuentra impedida, propia de una situacion de resistencia
a FGF21. Esta pérdida de respuesta asociada a obesidad y a sindrome metabdlico es
similar a la que encontrariamos con otras hormonas, como por ejemplo la insulina.
Debido a la falta de respuesta a FGF21, los 6rganos secretores contintian produciendo y
liberando dicha hormona, como mecanismo compensatorio ( Fisher et al.,, 2010). A pesar
de dicha resistencia, el tratamiento con FGF21 o andlogos sintéticos tanto en modelos
roedores obesos y/o resistentes a la insulina como en pacientes con obesidad ha

resultado beneficioso a nivel metabdlico (Gaich et al., 2013; Hale et al., 2012; Reinehr et
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al.,, 2012). Ello indica que, pese a los niveles elevados de FGF21 en estas patologias, el

aumento provocado por un tratamiento farmacolégico mantiene efectos positivos.

3.2.2. FGF15/19

Nishimura et al. identificaron en 1999 por primera vez a FGF19 en humanos. FGF15 es el
ortélogo murino de FGF19 y, a pesar de su baja homologia (sobre un 40 %), hasta lo que
se conoce, FGF19 y FGF15 comparten distribucion y muchas de sus funciones
(McWhirter et al., 1997; Nishimura et al,, 1999). FGF15/19 es sintetizado de forma
postpandrial, especialmente en el caso de una dieta rica en grasas y participa en la
retroalimentacion negativa del control de la sintesis de acidos biliares en el higado y su

consecuente secrecion des de la vesicula biliar hacia el intestino.

Numerosos estudios animales han confirmado el potencial terapéutico de FGF19 en el
tratamiento de trastornos metabodlicos como la obesidad y la diabetes. De hecho,
FGF15/19 ejerce multitud de efectos muy similares a los de la hormona insulina, como

la estimulacién de la sintesis de glicogeno o la inhibicion de la gluconeogénesis en higado.

3.2.2.1. Expresion, regulacién y funcién general (Regulacién de los Acidos Biliares)

FGF15/19 ha sido caracterizada como una enterocina encargada de regular el
metabolismo de los acidos biliares en higado. El principal lugar donde se produce la
sintesis y liberacion FGF15/19 es el ileon, la seccidn final del intestino. La expresion de
FGF15/19 en enterocitos se encuentra regulada por el receptor nuclear FXR (Farnesoid

X Receptor) (Inagaki et al., 2005).
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Figura 16. La expresion de FGF15/19 en diferentes tejidos. Comparacion de los principales
sitios anatomicos de la expresion de fgf15 en ratones y la expresion de FGF19 en humanos. Figura
obtenida y modificada de Jornayvaz et al., 2018.

Los acidos biliares son fuertes detergentes con un gran efecto emulsor, sintetizados en el
higado a partir de colesterol. Después de cada comida, la vesicula biliar se contrae
liberando en el intestino los acidos biliares que tiene almacenados en su interior. Alli
permitiran la solubilizacién y posterior absorcion de lipidos y de vitaminas liposolubles
al interior de los enterocitos. A pesar de su importante funcidn, los acidos biliares son
altamente toxicos de manera que su sintesis tiene que estar estrictamente regulada

(Johansson et al.,, 2018; Kir et al., 2011).

Los ligandos naturales de FXR son los acidos biliares. En ausencia de estos, FXR forma un
heterodimero con el factor nuclear Retiniod X Receptor (RXR), encontrandose ambos
unidos a la region del DNA de respuesta a FXRE (FXRE) junto con varios correpresores.
Cuando se produce un aumento de la concentracién de acidos biliares dentro del

enterocito, especialmente tras su reabsorcion postpandrial, estos se unen a FXR,
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promoviendo un cambio conformacional que permitira al heterodimero FXR-RXR
liberarse de los correpresores y unirse a sus coactivadores, induciendo asi la expresion

de FGF15/19 y su secrecion (Holt et al., 2003; Inagaki et al., 2005).

Estudios recientes han sugerido que la expresion de FGF15/19 podria estar también
controlada por otros componentes derivados de la dieta como las vitaminas A y D
(Schmidt et al., 2010) y el colesterol (Henkel et al., 2011). De hecho se ha visto como los
receptores de Vitamina D (VDR y el receptor Pregnane X receptor (PXR) son capaces de
inducir la expresion de FGF15 en ratéon (Witsuba et al,, 2007; Schmidt et al., 2010).
Finalmente, moléculas de estrés de reticulo endoplasmatico (ER) han sido relacionadas
con la regulacion transcripcional de FGF19 (Shimizu et al., 2015). A pesar de que existe
informacion respecto la regulacién transcripcional de este FGF, los factores que regulan
su secrecion son motivo de investigacion. Sin embargo, un estudio reciente ha
identificado la proteina DIET1 como un factor post-transcripcional que modula la

secrecion de FGF15/19 tanto en raton como en humano (Vergnes et al.,, 2013).

FGF19 Vitamina D Acidos biliares
2 Rifamicina -
Estrés de RE @ inoi
LCA 1 - Retinoides
/“\(“ N VoY o V)
(PXR[RXR) (VDR[RXR [FXR[RXR)
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Figura 17. Regulacion transcripcional de la expresion de FGF19. Esquema de los diferentes
agonistas, receptores nucleares y factores que pueden activar o inhibir su transcripcién. Imagen
modificada a partir de Degirolamo et al., 2016.

Para que realice su funciéon, FGF15/19 requiere la presencia de -Klotho, cofactor que
facilita la unién del FGF con su receptor preferente en hepatocitos, FGFR4 (Lin et al,,
2007). La presencia de ambos, tanto del receptor como del cofactor, y su localizacion

hacen del higado la principal diana de FGF15/19, a donde llega a través de la circulacion
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portal. Una vez unido a su receptor, FGF15/19 inhibe la actividad de la colesterol-7-a-
hidroxilasa (Cyp7al), enzima que cataliza la conversién del colesterol en 7-a-
hidroxicolesterol, etapa limitante en la biosintesis de los acidos biliares (Inagaki et al.,
2005; Kurosu et al,, 2007). Esta inhibicion se efectiia via el receptor nuclear Small
Heterodimer Partner (SHP) cuya expresion es inducida por FXR. SHP no tiene un dominio
de union a DNA, pero puede interaccionar con numerosas proteinas para llevar a cabo su
funcién reguladora. La sefial provocada por FGF15/19 provoca que diferentes MAPK,
como las ERK, fosforilen a SHP en diferentes localizaciones. Una vez fosforilada, esta es
capaz de inhibir la modificacion por histonas de CYP7A1, inhibiendo su funcion.
Mediante estudios en ratones deficientes en genes cruciales de esta via se ha confirmado
como el feedback negativo existente para controlar la produccidn de acidos biliares en
higado requiere la expresion de FGF15/19 en ileon (Ito et al.,, 2005; Tomiyama et al.,
2010; Yuetal,, 2000). Sin embargo, este mecanismo de regulacion de la sintesis de acidos
biliares no es el Unico, ya que ellos mismos son capaces de inhibir su propia sintesis via
FXR en hepatocitos, ya que este receptor nuclear regula la expresion de SHP (Sinal et al.,

2000).
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Figura 18. Regulacion enterohepatica de la sintesis de acidos biliares mediante FGF19.
Esquema de la regulacion de la biosintesis de acidos biliares en higado por la acciéon de FGF19 y
por ellos mismos. Imagen modificada de Camilleri et al., 2014.

FGF15/19 también actia a nivel de la vesicula biliar, causando su relajacién y llenando
con acidos biliares, contraponiéndose a la actividad de la Cholestecystokinin (CCK),
causante de la contraccion de la vesicula biliar y de la liberacién de los acidos biliares
(Kir et al.,, 2011). En modelos de raton deficientes en genes clave de la via de FGF15/19,
como Fgfr4-/-, Klb -/- y Fgfl5 -/-, se ha visto que sus vesiculas biliares son
significativamente mas pequefas, recuperando su tamafio normal después de la

administracion exégena de este FGF (Choi et al., 2006).

De manera que FGF15/19 regula la disponibilidad de acidos biliares a dos niveles:

inhibiendo su sintesis en higado y favoreciendo su almacenaje en la vesicula biliar.
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3.2.2.2. FGF15/19 y el metabolismo de los carbohidratos

El metabolismo de los carbohidratos se encuentra regulado por numerosos factores,
entre los que se encuentran las hormonas de respuesta temprana: insulina y glucagon.
La insulina es secretada después de la comida y estimula la captacion de glucosa, la
sintesis de glicogeno hepatico, la lipogénesis e inhibe la gluconeogénesis. FGF19 es una
hormona de respuesta tardia que también estimula la sintesis de glicogeno hepatico,
inhibe la gluconeogénesis pero, a diferencia de la insulina, no produce un incremento en

la lipogénesis hepatica (Kir et al., 2011; Zhang et al., 2015).

Como hemos visto, en respuesta a la presencia de acidos biliares y nutrientes en el
intestino, en raton la expresion de FGF15 aumenta gradualmente en el ileon con un pico
en su concentracion plasmatica alrededor de 1 hora después de la ingesta (Potthoff et al.,
2011). En humanos, los niveles circulantes de FGF19 tienen un pico de concentracion
plasmatica después de 2 o 3 horas de haber ingerido alimentos (Lundasen et al., 006;
Walters et al.,, 2009) y FGF19 tiene una vida media de aproximadamente 30 minutos
(Potthoff et al.,, 2012). Este pico en la concentracion de FGF19 es posterior al de la
insulina, que sucede alrededor de 1 hora después de la ingesta. Ademas, se ha visto que
la insulina incrementa los niveles de FGFR4 en higado, sugiriendo que las dos hormonas
trabajan coordinadas para facilitar un apropiado almacenaje de los nutrientes ingeridos
después de comer (Kir et al.,, 2011). Asi, FGF19 e insulina comparten funciones en
relacion a su accidon hepdtica pero actiian a través de vias de sefializaciéon distintas: FGF19
activa la via Ras/ERK1/MAPK mientras que la insulina activa la via PI3k/AKT,

permitiendo que cada una tenga ademas acciones bioldgicas diferentes.

Ratones deficientes en FGF15 o FGFR4 muestran alteraciones en la homeostasis de la
glucosa, con un descenso en la sintesis de glicogeno (Kir et al., 2011; Potthoff et al., 2011).
Ademas, animales Fgf15 -/- muestran una menor cantidad de glicogeno hepatico y
problemas en mantener las concentracion de glucosa en sangre comparados con
animales salvajes. Estos problemas eran revertidos después de la administracion de

FGF19, incrementando a su vez la tolerancia a la glucosa (Kir et al., 2011).

Es bien sabido que el intestino es capaz, por otro lado, de secretar factores hormonales

(enterocinas) que regulan la secrecion de insulina después de la ingesta de una forma
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dependiente de glucosa. Ademas, son capaces de controlar regular la concentracion de
glucosa, el metabolismo lipidico, la motilidad del intestino, el apetito y el peso corporal y
el sistema inmunitario. Las dos enterocinas mas estudiadas son el péptido inhibidor

gastrico (GIP) y el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP1) (Campbell & Drucker, 2013).

3.2.2.3. FGF19 y la sintesis de proteinas

FGF19 promueve la sintesis de proteinas en higado. Gracias a su accién hepatica se
promueve la fosforilacion de eIF4B (eukaryotic initiation factors 4B) y eIF4E, que forman
el complejo elF4F. Este complejo es el encargado de mediar la unién entre el mRNA y el
ribosoma. Ademas de incrementar la fosforilacion del complejo, FGF19 ejerce el mismo
efecto sobre la subunidad ribosomal rpS6 (ribosomal protein Subunit S6), que provoca

una mayor estimulacién de la sintesis proteica (Kir et al.,, 2011).

3.2.2.4. FGF19 y el metabolismo lipidico

Ademas de los efectos que hemos visto, FGF15/19 también tiene un papel regulador del
metabolismo lipidico. Ratones transgénicos que sobreexpresan el gen de FGF19 son mas
delgados que los ratones salvajes, incluso con un aumento de la ingesta (Tomlinson et al.,
2002). La sobrexpresion de FGF19 confiere resistencia a una dieta alta en grasas,
pudiendo tener relacion con el efecto de FGF19 reduciendo la capacidad de la insulina

para estimular la sintesis de acidos grasos.

FGF19 también tiene la capacidad de inhibir la expresién de SERBP-1c, factor de
trascripcién regulador de la expresién de varios genes de respuesta a la insulina y
responsables del metabolismo de la glucosa y de la sintesis de lipidos. Asimismo, FGF19
incrementa la expresion de SHP, que a su vez inhibe la expresion de genes codificantes

por enzimas lipogénicas mediante el mismo SERBP-1c (Bhatnagar et al., 2009).

Por otra parte, se ha visto que el tratamiento con FGF19 a ratones con obesidad inducida
por dieta rica en grasas incrementa los triglicéridos y colesterol en sangre (Tomlinson et
al., 2002). Asi que se ha propuesto que dependiendo de las circunstancias y condiciones

nutricionales, FGF19 puede incrementar o disminuir la concentracién de lipidos.
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FGF19 induce la lip6lisis mediante la activaciéon via FGFR1c, principalmente en tejido
adiposo y en otros, excepto en higado (Henkel et al.,, 2011; Jahn et al., 2015). Por otra
parte, FGF19 induce lipogénesis en tejidos no hepaticos via FGFR4, en contraste con la
accion inhibitoria sobre la sintesis de acidos grasos en higado, a diferencia de la insulina
(F.Zhang et al,, 2015). Esta accion dual puede atribuirse a la unién de FGF19 a diferentes
receptores. La activacion de la via de FGF15/19 se ha postulado como potencial diana
para el tratamiento de la esteatosis hepatica, ya que ratones transgénicos para FGF19
muestran una reduccién en la expresion de genes lipogénicos y tienen un menor

contenido de lipidos en su higado (Potthoff et al., 2012).

Como resumen, podemos decir que FGF15/19 promueve la oxidacion de acidos grasos,
la lipogénesis en higado, y se comporta como la insulina: como una hormona
postpandrial que estimula tanto la sintesis de glicogeno como la de proteinas mientras

que inhibe la produccién de glucosa hepatica (Alvarez-Sola et al.,, 2017).

3.2.2.5. FGF19 y metabolismo energético

Algunos estudios indicando efectos beneficiosos de FGF15/19 sobre la homeostasis
energética han hecho que este FGF endocrino se postule como un interesante candidato
terapéutico para el tratamiento de enfermedades metabdlicas como la obesidad y la

T2DM.

Estudios realizados en raton han mostrado indicios de una accion beneficiosa tanto de
FGF15 como de FGF19 en el balance energético. Como se ha mencionado anteriormente,
ratones que sobreexpresan la proteina FGF19 son mas delgados que los ratones control,
mostrando un menor contenido de grasas a pesar de tener una mayor ingesta. Este hecho
podria explicarse por un mayor consumo de oxigeno y por una mayor sensibilidad a
insulina (Tomlinson et al., 2002). Ademas, la sobreexpresion de FGF19 también tiene
efectos en ratones obesos debido a dieta rica en grasas y en ratones obesos ob/ob, en los

que se describe un aumento de la actividad del TAM.

Se ha visto ademas que los efectos de FGF19 bajando los niveles de glucosa se dan a

través del receptor FGFR1, no través de FGFR4 como ocurria en la regulacién sobre la

sintesis hepatica de acidos biliares (Wu et al.,, 2011; Wu et al,, 2009). Por otra parte, la
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accion de FGF15/19 sobre el metabolismo energético parece que involucra al sistema
nervioso central, pudiendo ser debida a un efecto indirecto de FGF15/19 sobre el tejido
adiposo via acciones centrales (Lan etal., 2017). Ya que numerosas hormonas secretadas
en el intestino actiian a nivel central para provocar u obtener efectos metabdlicos
(control de ingesta, gasto energético o tolerancia a la glucosa), no es extrafio pensar que
FGF15/19 puede tener un papel analogo en el eje intestino-cerebro (Monteiro &

Batterham, 2017; Murphy et al., 2006).

En ciertas partes del cerebro, como por ejemplo el hipotalamo, se encuentran expresados
tanto los receptores FGFR1 y FGFR4 como el correceptor KLB (Bookout et al.,, 2014; Ryan
et al,, 2013). El estimulo con FGF19 provoca la fosforilacién de ERK en el hipotalamo
(Hsuchou et al., 2013), provocando una mejorando la sensibilidad a la insulina y la
glucemia, demostrando de esta manera que el SNC es capaz de responder a FGF19
(Marcelin et al., 2014; Morton et al., 2013; Ryan et al., 2013). Ademas, la infusién de
FGF19 de manera central produce un incremento en la tasa metabolica comparable a una
administracion sistémica, mejorando el estado glucémico y la sefializacion periférica de
insulina (Morton et al.,, 2013). Estos estudios se han realizado en modelos animales y su

translacién a humanos requerira estudios posteriores.

3.2.2.6. FGF19 y tejido muscular

Miembros de la familia de FGF han demostrado ser importantes reguladores de la
miogénesis, la formacion del tejido muscular, sobre todo durante el desarrollo
embrionario (Armand et al., 2006). Aunque los niveles bajos de expresion de KLB no lo
hacian sospechar, recientemente Benoit et al. descubrieron un efecto de FGF19 sobre la
regulacion de la masa del musculo esquelético. El tratamiento de fibras musculares con
FGF19 desencadenaba la fosforilaciéon tanto de ERK1/2 como de la cinasa encargada de
la fosforilacion de la subunidad ribosomal S6 (rpS6). Esta activacion de la via provocaba
hipertrofia muscular, mejorando la fuerza del musculo. Cabe destacar que la hipertrofia
no esta relacionada con el numero o el tipo de fibras, sino con la elongacion de las
miofibras. En mioblastos humanos, FGF19 no afecta a la proliferacion celular, sino

incrementa el tamafio de los miotubos. Otra accion de FGF19 sobre el tejido muscular se
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encuentra en ratones avanzados de edad u obesos, donde el tratamiento con FGF19
aminoraba la atrofia muscular. Asi, FGF19 se postula en relacién a potenciales

tratamientos en procesos asociados a pérdida muscular (Benoit et al., 2017).

3.2.2.7.FGF19 y enfermedades humanas

Muchos de los estudios mencionados anteriormente se ven condicionados por las
limitaciones experimentales existentes actualmente para el estudio de FGF15 y FGF19.
Como se ha mencionado anteriormente, varios estudios utilizan modelos de sobre-
expresion o tratamiento de modelos animales de roedores empleando FGF19 (humano),
en lugar de FGF15, siendo por tanto un modelo heter6logo. Ello es debido a la no
disponibilidad de FGF15 recombinante. Ademas, no existen herramientas estandar,
basadas en anticuerpos, que permitan medir las concentraciones de FGF15 en ratones o
ratas de forma fiable. Tan solo algun estudio reciente ha sido capaz de detectar FGF15
mediante la técnica de SISCAPA (Stable isotope standards and captured by anti-peptide
antibodies), mostrando un patrén de concentracion similar a FGF19 (Dutchak et al.,,

2012).

El papel de FGF19 en diferentes aspectos de la fisiologia humana y en diferentes tipos de
enfermedades esta siendo sujeto de estudio en los Ultimos afios y su importancia esta
creciendo rapidamente, como lo acreditan diversos estudios recientes en humanos. Los
niveles circulantes de FGF19 tienen una variacién diurna provocada por la ingesta y
relacionada intimamente con la regulacion de acidos biliares de manera postpandrial
(Lundasen et al,, 2006). La concentracién de FGF19 aumenta unos 90-120 minutos
después de la ingesta, tras el incremento postpandrial de acidos biliares y tiene una vida

media de aproximadamente 30 minutos (Potthoff et al., 2012).

Se han descrito diferentes patologias que tienen asociadas alteraciones en los niveles de
FGF19 en sangre. Por ejemplo, la concentracion de FGF19 en pacientes con cholestasis
extrahepatica y homodialisis crénica se encuentra incrementada (Reiche et al., 2010;
Schaap et al,, 2009), mientras que en el caso de pacientes con obesidad, infectados con

VIH, con enfermedad inflamatoria intestinal, con NAFLD (non-alcoholic fatty liver
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disease) y/o T2DM estad reducida (Gallego-Escuredo et al., 2012; Lenicek et al,, 2011;
Mraz et al,, 2011; Schreuder et al., 2010; Walters et al., 2009).

La obesidad se esta convirtiendo en uno de los problemas de salud mas generalizados,
con una gran incidencia en paises desarrollados, favoreciendo la aparicion de
alteraciones relacionadas con el metabolismo, como la T2DM, las enfermedades
cardiovasculares, NAFLD y dislipidemias, llevando a un incremento de la morbilidad y
mortalidad relacionadas con estas patologias (Gomez-Ambrosi et al., 2017). Varios
estudios han indicado que los niveles basales de FGF19 en pacientes con obesidad se
encuentran reducidos comparados con controles sanos, sin relaciéon evidente con su
glucemia o sensibilidad a insulina (Gémez-Ambrosi et al.,, 2017; Mraz etal.,, 2011; Renner
et al.,, 2014). Estos hallazgos sugieren que el peso excesivo, debido a una acumulacion de
tejido adiposo visceral, es suficiente para provocar un descenso de los niveles de FGF19
y mostrando una correlacion entre este y el nivel de adiposidad (Hu et al., 2018). Por otro
lado, los niveles de expresion de KLB en tejido adiposo visceral de pacientes con obesidad
se encuentran reducidos respecto a controles sanos (Gallego-Escuredo et al., 2015). Ello
hace pensar que alteraciones en el sistema de respuesta a FGF19 pueden estar presentes

en situaciones de obesidad.

La pérdida de peso, aunque sea modesta, gracias a cambios en el estilo de vida (reduccion
de laingesta calorica y aumento del gasto caldrico) (Yumuk et al,, 2014), esta relacionada
con una mejora de las comorbilidades relacionadas con la obesidad. Sin embargo, la
pérdida de peso gracias a cambios del estilo de vida a personas con obesidad no consigue
restaurar los niveles circulantes de FGF19. Unicamente la pérdida de peso como
resultado de la cirugia bariatrica conlleva un aumento en la concentracién de FGF19
(Biemann et al., 2016; Gomez-Ambrosi et al., 2017; Mraz et al.,, 2011; van Nierop et al,,
2017).

La correlacion negativa entre FGF19 y la obesidad ha sido confirmada también en
estudios con animales. La administracion de este FGF a ratones con obesidad inducida
por dietas altas en grasas result6 en una pérdida de peso y una reduccién de la glucosa,
de manera dependiente de dosis. También llevé a un aumento en la oxidacion de lipidos
en higado y a un descenso de los triglicéridos hepaticos. Ademas, la administracion

prolongada de FGF19 llev6 a un aumento en la expresion de genes relacionados con la

91



activacion termogénica del TAM (Fu et al., 2004; Zhang et al., 2015). No obstante, cabe
recordar el caracter heterdlogo de estos estudios (tratamiento con FGF19 humano a

ratones).

En cuanto a la diabetes, algunos estudios han descrito como los niveles de FGF19
correlacionan negativamente con el metabolismo de la glucosa o la sensibilidad a
insulina, destacando cémo los pacientes con T2DM o sindrome metabdlico tienen niveles
inferiores a los de los controles sanos (Barutcuoglu et al., 2011; Sonne et al., 2016;
Stejskal et al,, 2008). Ademas, en el caso de mujeres embarazadas, se ha visto que
aquellas mujeres con diabetes gestacional tienen niveles de FGF19 mas bajos
comparados con mujeres embarazadas no diabéticas (Wang et al., 2013). FGF19 también
se ha encontrado que correlaciona negativamente con el BMI y otros parametros en
pacientes con diabetes y sindrome metabolico(Barutcuoglu et al,, 2011). En el caso de
pacientes sometidos a cirugia bariatrica, el aumento en los niveles de FGF19 y acidos

grasos es mayor en pacientes diabéticos (Barutcuoglu et al.,, 2011).

En modelos animales se ha visto como ratones transgénicos con el gen de FGF19
mostraban un aumento en la sensibilidad a insulina comparados con los ratones no
transgénicos (Tomlinson et al., 2002). Asimismo, la administracién exégena a ratones
previene el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Ademas, la
inyeccion intraventricular de FGF19 a ratones obesos provoca un descenso en la
concentracion de glucosa de manera independiente a insulina y a una mejora en la
sensibilidad a esta. Los resultados sugieren que FGF19 puede regular los niveles de

glucosa en sangre via SNC (Zhang et al., 2015).

3.2.2.8. FGF19 como diana terapéutica (FGF19 proliferacion y carcinoma)

Debido al papel de FGF15/19 en la regulacion de la homeostasis de la glucosa y su
asociacién con diferentes alteraciones metabdlicas, como la obesidad y la diabetes,
FGF19 se ha erigido como un potencial candidato terapéutico para enfermedades
metabolicas. Sin embargo, se ha visto cdmo la administracion créonica de FGF19 en ratén

induce proliferacién celular en el higado ademas de la apariciéon y el desarrollo de
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carcinoma hepatocelular (HCC) mediante la activacién de la via FGFR4/IL6/STAT3
(Nicholes et al., 2002; Zhou et al., 2017).

La primera evidencia de la participacion de FGF19 en la proliferaciéon de los hepatocitos
surgio de la observacion de ratones transgénicos para este gen, los cuales mostraban un
aumento de la proliferacion celular y desarrollaban espontaneamente HCC a los 10-12
meses de edad. Asi mismo, otros estudios han demostrado que una inica administraciéon
de FGF19 recombinante es capaz de inducir proliferacién de los hepatocitos o como un
aumento en los niveles de FGF19 mediante sobreexpresion ectépica mediada por un
virus adeno-asociado promueve la tumorogénesis hepatica (Muguruma etal., 2015; Zhou

etal., 2014).

El efecto pro-proliferativo de FGF19 a nivel hepatico no es necesariamente patolégico.
Estudios centrados en la regeneracion hepatica han investigado el papel de FGF15/19
tras un dafio hepatico. La falta de FGF15 provoca una importante disfuncién en la
regeneracion de las células hepaticas, llegando incluso a aparecer necrosis en sus higados
al no poder regenerarse apropiadamente (Kong et al.,, 2014). Ademas, la administracion
de FGF19 en ratones con el higado dafiado puede impulsar la proliferacion en este tipo
celular y hacer que aumente el tamafio del drgano. A pesar de los prometedores
resultados que diversos estudios ofrecen, el principal problema que sigue teniendo
FGF19 como herramienta terapéutica para el metabolismo o la regeneracion hepatica es
su capacidad para favorecer el desarrollo de HCC, especialmente tras una exposiciéon

crénica (Alvarez-Sola et al,, 2017; Shan et al., 2018).

Mediante el bloqueo o la supresion de FGFR4, utilizando anticuerpos o ratones
deficientes en este gen respectivamente, se ha visto como este receptor es necesario en
el higado para el efecto proliferativo debido a niveles suprafisiolégicos de FGF19
(Desnoyers et al., 2008; French et al.,, 2012). Gracias a esto, el interés de la industria
farmacéutica sobre los efectos terapéuticos de FGF19 se ha distanciado de la proteina en
si para centrarse en la creacidn de variantes no mitogénicas que mantengan los efectos
beneficiosos sin inducir proliferacion en los hepatocitos, por ejemplo, de una forma
independiente de FGFR4 o STAT3. Mediante ingenieria de proteinas se ha obtenido la
variante M70 (NGM282), la cual retiene la capacidad de suprimir la actividad de CYP7A1
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y la sintesis de acidos biliares en modelos animales, ademas de protegerlos de dafio

hepatico (Luo etal.,, 2014; Zhou et al.,, 2016, 2014).

Pruebas realizadas en voluntarios sanos han indicado que el uso de M70 provoca una
disminucion de la concentracion de acidos biliares después de la ingesta, de la misma
manera que haria FGF19 (Galman et al., 2003; Harrison et al., 2018; Luo et al., 2014). M70
es capaz de reducir la concentracion de lipidos en el higado en pacientes con esteatosis
hepatica no-alcohdlica (NASH) participantes en un ensayo clinico en fase 2 con esta
variante. Actualmente, se estan estudiando los efectos beneficiosos de M70 en pacientes

con cirrosis o diabetes (Degirolamo et al., 2016; Harrison et al., 2018).

Los resultados hallados en la investigacion basica y trasladada a clinica son
verdaderamente esperanzadores. Sin embargo, debido a que el uso de terapias basadas
en FGF19 se encuentran asociadas a graves efectos, su uso terapéutico requiere todavia

de mas investigacion.
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Figura 19. Resumen de las funciones que ejercen FGF15 y FGF19 en animales y humanos.
Los efectos estimulatorios han sido indicados con (+) y los inhibitorios con (-). Las funciones en
cada especie se identifican en la figura, siendo en humanos (h), en ratén (m), en rata (r) y en
zebrafish (z). Figura obtenida y modificada de Jornayvaz et al., 2018.

3.2.3. Relacion entre FGF21 y FGF19

FGF15/19 y FGF21 pertenecen a la subfamilia de FGF endocrinos y juegan un papel
importante en la regulacién del metabolismo (Coskun et al., 2008; Kharitonenkov et al.,
2005; Tomlinson et al., 2002). Ambos factores tienen efectos similares a varios niveles.
Farmacoldgicamente se ha descrito que ambas moléculas tienen la capacidad de reducir
los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre, mejorando la sensibilidad a

insulina y disminuyendo el peso corporal, sobretodo en caso de enfermedades
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metabolicas como la T2DM o la obesidad (Fu et al., 2004; Kharitonenkov et al., 2007; Xu
etal., 2009).

Tabla 8. Efectos farmacolégicos producidos por la administracion de FGF15/19 y FGF21.
Informacion obtenida de Owen et al., 2016.

FGF15/19 FGF21
Beneficiosos: Beneficiosos:
| Sintesis de acidos biliares T Browning del TAB subcutaneo
| Gluconeogénesis T Captacion de glucosa
T Sintesis de glicogeno T Termogénesis y pérdida de peso
T Termogénesis y pérdida de peso T Sensibilidad a insulina
T Sensibilidad a insulina | Triglicéridos en sangre
| Triglicéridos en sangre | Colesterol en sangre
1 Colesterol en sangre T Esperanza de vida
Adversos: Adversos:
T Proliferacion celular hepatica T Pérdida de masa 6sea
T Aparicion de neoplasia T Aumento de glucocorticoides

A pesar de compartir ciertos efectos sobre la regulacion del metabolismo de la glucosa y
de los lipidos, existen diferencias entre estos dos. FGF15/19 tiene la capacidad de regular
la sintesis de acidos biliares mediante FGFR4-BKlotho, mientras que FGF21 no (Kurosu
et al,, 2007; Yang et al, 2012). Sin embargo, estudios con AAV han indicado que la
sobreexpresion de FGF21 puede provocar el incremento de la expresion de Cyp7A1l,
comportandose asi como antagonista de FGF15/19 y sugiriendo una posible regulacion
cruzada entre ambos FGFs endocrinos. El estudio llevado a cabo por Zhang et al.
mantiene la hipétesis de que la sobreexpresion de FGF21 (por encima de niveles

fisioldgicos) puede impedir la uniéon de FGF19 con FGFR4 debido a la competencia por el
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correceptor [Klotho, inhibiendo asi de forma indirecta la funcion de FGF19 y
favoreciendo la sintesis y secrecion de acidos biliares (Zhang et al., 2017). Por otra parte,
los efectos inductivos de la proliferacion hepatica debidos en algunos casos a la accion

de FGF19, no se producen en el caso de FGF21.

En humanos podemos observar como FGF19 y FGF21 tienen un comportamiento
opuesto en diferentes condiciones. En enfermedades donde los niveles de FGF21 se
encuentran elevados, como obesidad, T2DM o en infeccién con VIH, los niveles de FGF19
se encuentran sistematicamente reducidos. De la misma manera, en situaciones como en
desarrollo o envejecimiento, también vemos como cuando la concentraciéon de FGF21
aumenta, la de FGF15/19 disminuye y viceversa (Gallego-Escuredo et al., 2015; Gallego-
Escuredo et al,, 2012; Gémez-Ambrosi et al., 2017; Sanchez-Infantes et al., 2015).

Dejando de lado estas diferencias, la accion coordinada de FGF19 y FGF21, mediante su
accion en diferentes tejidos como el higado, el tejido adiposo y el hipotalamo, provocan
un aumento de la sensibilidad a insulina, una reduccién del peso corporal y una mejora

de la homeostasis energética del organismo.

No obstante, el “cross-talk” de ambos factores, su interaccion via comparticion de

BKlotho y receptores de FGF no se encuentra ain definida con claridad.
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Figura 20. Representacion esquematica de los efectos beneficiosos que tienen FGF19 y
FGF21 como tratamiento farmacoldgico. En animales obesos la administracién tanto de
FGF19 como de FGF21 provoca pérdida de peso e incrementan la sensibilidad a insulina. Imagen
obtenida y modificada a partir de Owen et al., 2016.
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Objetivos de la presente tesis doctoral

El objetivo de la presente tesis se basa en establecer, mediante el uso de modelos

experimentales animales y celulares, cudl es el papel de la enterocina FGF15/19:

a) en la adiposidad y plasticidad de los tejidos adiposos en respuesta al estimulo

termogénico.

b) en la plasticidad cardiaca frente a estimulos fisiolégicos y patolégicos.
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104



1. Modelos animales

Los ratones deficientes en el gen Fgf15 (a los que se referird como Fgf15-null) y los
ratones salvajes (WT) que servirdn de controles pertenecen a una cepa mezclada
C57BL/6]J/129/Sv, obtenida mediante entrecruzamientos durante mdas de 14
generaciones. Estos ratones han sido generosamente cedidos por el Dr. Matias A. Avila
(CIMA-UNAV) (Alvarez-Sola et al, 2017). La generacién de los ratones Fgf15-null se
realizé mediante la delecién del exdén 3 del gen de Fgf15, tal como se describe en Wright

etal.,, 2004.

Los ratones utilizados en los modelos de intervenciéon con adenovirus o virus adeno-

asociado fueron ratones WT de la cepa C57BL/6] pura.

Los ratones fueron mantenidos en condiciones estandar de temperatura (21 2C), en
ciclos de 12 h/12 h de oscuridad/luz, y con acceso ad libitum a agua y comida (Teklad
Global 18% Protein Rodent Dier, Harlan; IN, EEUU). Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité Etico de experimentacién de la Universitat de Barcelona (CEEA-
UB) y cumplieron los criterios de la “Directriz 86/609/EEC” del Consejo de la Union
Europea y de la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” del Instituto

Nacional de Salud de los EEUU (NIH).

1.1. Modelos de intervencion en animales

1.1.1. Experimento de induccion de la termogénesis por frio y de adaptacion a la

termoneutralidad

Ratones WT y Fgf15-null de 3 meses de edad fueron transferidos de temperatura
ambiente (21 °2C aproximadamente) a 4 °C (frio) o 30 ©°C (temperatura de
termoneutralidad en ratones) y fueron mantenidos bajo estas condiciones durante 7 dias

hasta de su sacrificio. Cada grupo const6 de 6 ratones.
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1.1.2. Sobreexpresion de FGF15: Ad-FGF15 y Ad-Control

Ratones WT C57BL/6] de 3 meses de edad fueron infectados con un adenovirus control
(Ad5-Control) o un adenovirus portador del gen Fgf15 (Ad5-FGF15) (2x10° particulas/g
peso corporal), mediante una inyeccién retroorbital, y la sobreexpresion de Fgfl5 se
mantuvo durante una semana. Los adenovirus fueron generosamente proporcionados
por el laboratorio del Dr. Matias A. Avila (CIMA-UNAV) (Alvarez-Sola et al,, 2017). Cada

grupo consté de 5 ratones.

La regién codificante por FGF15 fue clonada en un vector pACCMVpLpA entre Xbal y
HindlIII, tal como se describe en Inagaki et al., 2005. El virus fue preparado mediante
recombinacion Cre/loxP con un cosmid adenoviral dI309 en células 911. Después se

procedio a su purificacion mediante columnas de Sepharosa CL-4B.

1.1.3. Sobreexpresion de FGF19: AAV8-FGF19 y AAV8-Control

Ratones WT C57BL/6] de 3 meses de edad fueron infectados por un virus adeno-asociado
control (AAV8-Control) o con Fgf19 (AAV8-FGF19) (1x10° particulas/g peso corporal,
mediante una inyeccién retroorbital). La sobreexpresion de FGF19 se mantuvo durante
tres semanas. Los virus adeno-asociados fueron generosamente proporcionados por el
Dr. Matias A. Avila (CIMA-UNAV) (Uriarte et al., 2013). Los grupos infectados con el
AAV8-Control constaron de 5 ratones y los infectados con el AAV8-FGF19 constaron de

6 ratones.

El cDNA de FGF19 fue sintetizado por GenScript (Piscataway, NJ, USA) y fue clonado en
virus adeno-asociado AAV8, bajo un promotor especifico del higado. La amplificacion del
virus se llevé a cabo en células HEK-293, tal como se describe en Alvarez-Sola et al., 2017

(material suplementario).

1.1.4. Induccion de la hipertrofia cardiaca

A fin de inducir hipertrofia cardiaca en los ratones Fgf15-null, grupos de 6 animales WT

y animales Fgf15-null se anestesiaron con 1,5% de isofluorano (Ecuphar; Bélgica). Una
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vez dormidos se implantaron minibombas osmoticas (Alzet, 1007D; CA, EEUU) en la
region interescapular del raton de manera subcutanea. Estas minibombas contenian en
su interior tampédn salino (PBS) o isoproterenol (ISO) (Sigma-Aldrich, 16504; MO, EEUU)
0,1 mg/ul en PBS. Se ajustaron a fin de liberar el farmaco a una velocidad constante de
15 mg/kg y dia durante una semana. Después del tiempo establecido, los ratones fueron

sacrificados.

En el caso de los procedimientos en los que se combind la sobreexpresion de FGF15 o
FGF19 con la inducciéon de la hipertrofia cardiaca, las minibombas osmoticas se
implantaron la ultima semana del experimento una vez los ratones ya habian sido

inyectados con el adenovirus o con el virus adeno-asociado correspondiente.

1.1.5. Tratamiento con el agonista especifico del receptor adrenérgico 33

CL316,243

Ratones WT y Fgf15-null de 3 meses de edad fueron tratados durante 14 dias con
CL316,243 (Sigma-Aldrich Cat. #C5976), agonista especifico del receptor adrenérgico 33.
El tratamiento se llevo a cabo mediante una inyeccion diaria intraperitoneal de 1mg de
CL316,243/kg del raton disuelto en salino. Los controles fueron inyectados de la misma
manera con un volumen similar de salino. Los ratones inyectados con salino constaron

de 7 animales cada grupo y los inyectados con CL, 8 animales cada grupo.

1.1.6. Alimentacion de ratones deficientes en Fgf15 con una dieta alta en grasas

Ratones WT y Fgf15-null fueron alimentados durante 13 semanas ad libitum con una
dieta alta en grasas, HFD de un 45% kcal en forma de lipidos (Envigo, 12451; Reino
Unido). Los controles fueron alimentados con la dieta estandar mencionada

anteriormente (LFD). Cada grupo consto6 de 8 ratones.
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1.1.7.GTT

Se realiz6 una GTT (Glucose Tolerance Test) en ratones WT y Fgf15-null. Los ratones se
mantuvieron en ayuno aproximadamente 16 horas antes del procedimiento. A
continuacién se calcul6 la dosis de glucosa (2,5 g/kg de peso corporal del ratén a partir
de una preparacion de glucosa de concentracién 250 mg/ml). Se midié la glucosa basal
(mg/dl) a tiempo O y se procedié a inyectar a los ratones con la dosis de glucosa
correspondiente a cada uno. A partir de alli, se midi6 la glucosa a tiempo 15, 30, 60, 90,

120 y 150 minutos.

1.1.8.ITT

Se realiz6 una ITT (Insulin Tolerance Test) en ratones WT y Fgf15-null. Los ratones se
mantuvieron en ayuno aproximadamente 4 horas antes del procedimiento. A
continuacién se calculd la dosis de insulina (0,75 U/kg de peso corporal del raton a partir
de una preparacién de insulina de concentracion 0,25 U/ml). Se midio6 la glucosa basal
(mg/dl) a tiempo 0 y se procedié a inyectar a los ratones con la dosis de insulina
correspondiente a cada uno. A partir de alli, se midio la glucosa a tiempo 15, 30, 45, 60,
90 y 120 minutos. En caso de que la glucosa descendiera en el ratén a niveles inferiores
a 30 mg/dl (o si se observara una hipoglucemia en los ratones), se prepararia una
inyeccion de glucosa para restablecer sus niveles (preparada como se ha explicado en el

apartado de la GTT).

1.2. Obtencion de muestras

Al final de cada intervencién con modelos animales se realiz6 el sacrificio y la obtencion
de muestras de los tejidos correspondientes. Se obtuvo plasma de los animales en el
momento del sacrificio y se midieron los niveles de glucosa (mg/dl) y triglicéridos
(mg/ml). El resto de los tejidos obtenidos fueron extraidos, pesados y congelados
rapidamente mediante su inmersién en nitrégeno liquido. A continuaciéon se

almacenaron a -80 2C.
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1.3. Analisis histolégico e inmunohistoquimico

Fragmentos frescos de los diferentes tejidos fueron fijados en formalina al 4%
tamponada a pH neutro durante 24 horas (tejidos adiposos) o 48 horas (higado y
corazodn). En el caso del corazdn, estos fueron cortados transversalmente a media altura,
tras retirar auriculas. Una vez fijados, los tejidos fueron conservados en etanol al 70%.
Pararealizar los cortes, los tejidos fueron incluidos en parafina y varias secciones de cada
tejido fueron obtenidas mediante cortes con un micré6tomo rotativo para bloques de
parafina. Una vez seccionados, los cortes fueron desparafinados y tefiidos con

hematoxilina y eosina (H&E).

Con los cortes de corazon, se determind el area de los cardiomiocitos (CSA) del ventriculo

izquierdo utilizando el software de c6digo abierto Image] (NIH).

La fibrosis cardiaca fue evaluada mediante la tincion tricomica de Masson (Panreac,
Barcelona, Espafa) de los cortes. Las regiones afectadas por la fibrosis, marcadas en azul
por esta tincioén, se midieron utilizando el software antes mencionado y corrigiendo

respecto al area total de cada imagen.

2. Cultivos celulares
2.1. Cultivos de adipocitos SGBS

Las células SGBS humanas (Wabitsch et al., 2001) fueron mantenidas en medio en una
incubadora humidificada con una atmoésfera de aire/COz al 95%/5% y a 37 ¢C. Para la
realizacion de los experimentos, se sembraron las células en el mismo medio de
mantenimiento hasta alcanzar una confluencia del 80% en los pocillos. El mantenimiento
de los cultivos sin diferenciar se hizo con DMEM/F12 (Life technologies; Paisley, Reino
Unido) suplementado al 10 % con FCS inactivado (Life technologies). Para la induccion
de la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos beige se siguié el protocolo
especificado en Yeo et al., 2007. Brevemente, una vez conseguida dicha confluencia, se
indujo la diferenciacién con el medio de diferenciacién 1 durante 7 dias (con renovacién
del medio a los 3-4 dias). Pasado este periodo de tiempo, se cambié el medio de

diferenciacion 1 por el medio de diferenciacion 2 durante un periodo de 7 dias (Tabla 9).
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Tabla 9. Medios de mantenimiento y diferenciacién para los cultivos de adipocitos

humanos SGBS.
Medio de mantenimiento Medio de diferenciacion (1) Medio de diferenciacion (2)
Concentracion Concentracion Concentracion
Compuesto Compuesto Compuesto
final final final
DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
Biotina 32,7 uM Biotina 32,7 uyM Biotina 32,7 uM
Pantotenato 16,78 uM Pantotenato 16,78 uM Pantotenato 16,78 pM
P/S 100 pl/ml P/S 100 pl/ml P/S 100 pl/ml
FCS Transferrina
10% Dexametasona 25nM 0,01 mg/ml
(inactivado) humana
Insulina
IBMX 500 uM 20 nM
humana
Rosiglitazona 2uM Cortisol 100nM
Transferrina
0,01 mg/ml T3 0,2 nM
humana
Insulina
20 nM
humana
Cortisol 100 nM
T3 0,2 nM

2.2. Cultivo de cardiomiocitos de rata

Los corazones utilizados para realizar los cultivos de cardiomiocitos fueron extraidos de
ratas Sprague-Dawley neonatas (de 1 a 3 dias de edad). A continuacion, estos fueron
digeridos en una soluciéon de colagenasa (Colagenasa tipo I; Life Technologies) y
pancreatina (Sigma). A fin de separar los cardiomiocitos de los fibroblastos, la digestion

fue plaqueada en un frasco con revestimiento diferencial.

Los cardiomiocitos fueron sembrados en placas de 6 pocillos recubiertas al 1% con
gelatina alcanzando la densidad de 0.5x10¢ células/pozo. Durante la noche de la siembra
se mantuvieron con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Life
Technologies) suplementado al 10% de suero de caballo, 5% de suero bovino neonatal,

50 mg/L de gentamicina y 10 pM de citosina (3-D-arabinofurandsido (AraC). El AraC se
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mantuvo durante todo el cultivo celular a fin de impedir el crecimiento de los posibles

fibroblastos restantes.

Tras 16 horas del aislamiento y siembra de las células, los cardiomiocitos neonatales
(NCM) fueron incubados en un medio sin suero de DMEM y gentamicina (50 mg/L)
durante 24 horas. Al dia siguiente el medio fue remplazado por un medio experimental
consistente en DMEM sin suero suplementado con L-carnitina 0,25 mM, insulina 0,25

mU/mL y albiumina de suero bovino al 1% (BSA; Sigma).

Las células fueron pretratadas con FGF19 durante 24h. Posteriormente, a fin de inducir
la hipertrofia en los cardiomiocitos de rata, las células fueron tratadas con el agonista al
adrenérgico fenilefrina (PE) (10 uM; Sigma), conocido factor de crecimiento hipertrofico,

durante 24 horas.

Ninguno de los tratamientos en las concentraciones utilizadas en los cultivos indujo una

pérdida celular significativa.

2.3. Cultivos de fibroblastos cardiacos de rata

Los fibroblastos cardiacos procedentes de ratas neonatales (CF) fueron aislados a partir
de la digestion explicada anteriormente. Las células de pase 1 (P1) y pase 3 (P3) se
sembraron en placas de cultivo con una densidad de 0,3x105 por cm?. Tras 24 horas, se
sustituy6 el medio por otro sin suero durante 24 horas. Después, se realizé el
procedimiento experimental correspondiente. Se trataron durante 24 horas con FGF19

recombinante, tras lo cual fueron recolectadas.

2.4. Tratamiento con FGF19 in vitro

Para los tratamientos in vitro de adipocitos SGBS o cardiomiocitos con FGF19 humano
recombinante (R&D Systems; MN, EEUU), las células fueron incubadas con FGF19 a una

concentracion de 50 ng/mL durante el tiempo especificado en cada protocolo.
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3. Analisis de la expresion génica

3.1. Aislamiento de RNA

Los cambios de niveles de expresion de los genes de interés analizados en la presente

tesis doctoral se realizaron mediante la cuantificacion de los niveles de ARNm por PCR

cuantitativa a tiempo real, siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

a)

b)

Purificacion del RNA mediante columnas de afinidad. Para la purificacion del
RNA a partir de tejidos y de cultivos celulares se utiliz6 el kit NucleoSpin RNA
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) siguiendo el protocolo establecido ya por la
casa comercial, con tratamiento con DNAsa en la propia columna y elucién del
RNA con agua. Previamente, para homogenizar los tejidos a fin de comenzar su
analisis se utilizo el TissueLyser (Qiagen; Hilden, Alemania) con tampon de lisis

(RA1 del kit NucleoSpin RNA'y 1% de B-mercaptoetanol).

Purificacion del RNA mediante método de fenol-cloroformo. En el caso del
corazon y los cultivos de cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos se ha utilizado el
método de fenol-cloroformo. Con este método se puede obtener una lisis mas
eficiente que con el sistema de columnas debido a la naturaleza fibrosa del tejido
muscular. Para este método se utilizé el TriPure Isolation Reagent (Roche),

siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

El RNA obtenido mediante los dos sistemas ha sido cuantificado con un Nanodrop

(Nanodrop Technologies; DE, EEUU).

3.2. Transcripcion inversa

El RNA purificado y cuantificado fue transcrito a cDNA (DNA complementario) a partir

de 500 ng de RNA mediante la transcripcion inversa utilizando el kit High Capacity RNA-

to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) en un volumen final de 20 pL.
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3.3. PCR cuantitativa en tiempo real

Los niveles de transcrito fueron determinados por PCR cuantitativa a tiempo real
utilizando el aparato de PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystems) y mediante
sondas TagMan™ . Esta técnica cuantifica a tiempo real el producto que se genera
durante la reaccién gracias a la actividad de un fluoréforo, que emite una cantidad de
fluorescencia proporcional al producto especifico presente en cada momento. A su vez,
este producto depende de la cantidad especifica de cada uno de los cDNAs utilizados

como molde. El termociclador detecta la florescencia emitida por el fluoréforo.
La mezcla de reaccion utilizada en este caso fue la siguiente:

e 10 pL de Platinum qPCR Super-Mix-UDG with ROX (Applied Biosystems)

e 1 uL delasonda TagMan Gene Expression Assay especifica para cada gen (Applied
Biosystems)

e 8uLdeagua

e 1 uLdecDNA

De cada muestra se analizo la expresion relativa de cada gen de interés respecto a un gen
de referencia o housekeeping, en nuestro caso ciclofilina A (Ppia). A fin de normalizar los
niveles de RNA del gen de interés, se utilizo el método comparativo 2-ACT, siguiendo las
instrucciones de andlisis de la casa comercial. El método utilizado fue Tagman (Thermo

Fisher Scientific; MA, EEUU) y los genes analizados fueron los mostrados en la tabla X.
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Tabla 10. Genes analizados durante

la tesis doctoral mediante sondas Taqman.

Especie Gen Referencia Especie Gen Referencia
Humano DIO2 Hs05050546 s1 Raton Col3 (Col3a1) Mm00802300_m1
Humano EGRI Hs00152928 m1 Ratén Col6 (Col6al) MmO00487160_m1
Humano FGF19 Hs00192780 m1 Ratén Cyp7al Mmo00484150 m1
Humano FGFRI Hs00241111 m1 Ratdn Cxcl14 MmO00444699 m1l
Humano FGFR4 Hs01106910 g1 Ratén Dio2 MmO00515664 m1
Humano KLB Hs00545621 m1 Ratdn Fgfis MmO00433278 m1l

Humano PPARGCIA Hs00173304_m1 Ratén  Fgf21 Mm00840165_g1
Humano RPLPO Hs00420895 g1 Raton Go6pc Mm00839363 m1l
Humano UCP1 Hs01084772 m1 Raton Gdf15 Mmo00442228 m1l
Rata Actinin (Actc1) Rn01513700_g1 Ratoén Glutl Mm00441480_m1
Rata Anf (Nppa) Rn00561661 m1l Raton  Mmp9 MmO00442991 m1
Rata Fgfrl Rn00577234 m1 Raton Pckl Mm01247058 m1
Rata Fgfrd Rn01441812_m1 Ratén  Pdk4 Mm01166879_m1
Rata Pdk4 Rn00585577 m1l Raton Ppargcla MmO00447183 m1

Rata Ppia Rn00690933_m1 Ratéon Ppia Mm02342430_g1
Raton  Actinin (Actc1) MmO01333821_m1 Raton Slc10a2 MmO00488258 m1
Raton  Anf(Nppa) Mm01255747 g1 Raton  TgfB (TgfBi) Mm00473657_ml
Rat6n Bmp8b MmO00432115_g1 Ratén Ucp1 MmO00494069_m1

4. Extraccion de proteinas y Western Blot

Los niveles de proteina se determinaron mediante western blot. Con esta técnica se
puede detectar la proteina deseada mediante la utilizacion de anticuerpos generados
contra epitopos concretos de la proteina de interés, haciendo asi posible distinguirla de
todo el conjunto de proteinas (obtenidas a partir de un lisado celular o tisular), tras su
separacion segun peso molecular mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida/SDS (dodecilsulfato sédico), y su transferencia e inmovilizaciéon en una
membrada de PVDS (Immobilon-P polyvinylidene difluoride membranes; Millipore; MA

EEUU).

4.1. Obtencion de los extractos proteicos a partir de cultivos celulares y de

muestras de tejido

Los extractos celulares y los tejidos se prepararon para su homogenizacion en tampon

RIPA utilizando el sistema TissueLyser:
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e Tris HCI 50 mM (pH 7,4)
e NaCL 150 mM

e 19% NP40-Igepal

e 0,1%SDS

e EDTA 2 mM

e Ortovanadat 2 mM

e B-glicerolfosfat 40 mM
e PMSF1mM

e (octel de inhibidores (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza)

La proteina total se midié utilizando el kit de ensayo mediante acido bicinconinico (BCA)
de Pierce™ (Waltham, MA, EEUU) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Las
absorbancias se midieron con un lector de placas ELISA Benchmark Plus microplate

spectrophotometer (BIO-RAD; CA, EEUU).

4.2. Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion

Las proteinas de interés se detectaron mediante anticuerpos especificos siguiendo estos

pasos:

e Preparacion de las muestras. Se adicioné el volumen necesario de extracto que
contuviera entre 25 y 30 ug de proteina mas una quinta parte de tampon de
ruptura (Tris-HCI1 100 mM, pH 6,8, glicerol 20%, 3-mercaptoetanol 2 %, SDS 2%y

azul de bromofenol 0,1%).

o Electroforesis. Se realiz6 en geles del 12-15% de poliacrilamida en presencia de
SDS. El amperaje se mantuvo fijo a 40 mA y la electroforesis se mantuvo durante

2 horas aproximadamente.

o Transferenciay bloqueo. Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida se
transfirieron a una membrana de PVDF. La membrana se activ6 previamente con

metanol durante 1 minuto. La transferencia se mantuvo a 400 mA durante 1 hora.
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A continuacidén se bloqued la membrana mediante una solucién al 5% de leche en

polvo durante 1 hora a temperatura ambiente.

e Inmunodeteccion. Incubacién de las membranas con anticuerpos primarios
especificos, seguidos de lavados y de la incubacién de anticuerpo secundario
conjugado con una peroxidasa. La deteccion se realiz6 a través de la incubacion
con el sustrato quimioluminiscente de la peroxidasa (EMD Millipore) en el aparato

LAS 3000 Imager (Fujifilm. Tokio, Japén).

o UCP1 como anticuerpo primario de Abcam 1:1000 (ab10983; Cambridge,
Reino Unido). El anticuerpo secundario utilizado es el anticuerpo anti-
rabbit IgG 1:5000 de Abcam (ab6721). El anticuerpo primario se incub6 16

horas a 42Cy el secundario 1 hora a temperatura ambiente.

Los analisis densiométricos se realizaron mediante la utilizacién del programa Multi

Gauge V3.0 (Fujifilm).

5. Cuantificacion de proteinas solubles y analisis de metabolitos en plasma

Los niveles de insulina en plasma de raton se midieron mediante dos métodos. En el
experimento de frio se utilizo el sistema MILLIPLEX MAP (MADKMAG-71K, Merk-
Millipore, Billerica, MA, USA), método que también permitié cuantificar los niveles de
leptina y MCP1 en la misma muestra. En el resto de experimentos, los niveles de insulina
se midieron mediante el kit de ELISA especifico de ratén de Mercodia (Mouse Insulin

ELISA 10-1247-01; Uppsala, Suecia).

Los niveles de FGF21 secretados se midieron mediante los kits de ELISA tipo sandwich
de Biovendor (Republica Checa) especificos para ratén (RD291108200R) y para humano
(RD191108200R). Los niveles plasmaticos de FGF19 secretados en humanos se midieron
mediante el kit de ELISA tipo sandiwich de Biovendor (RD191107200R).
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Los niveles de glucosa y triglicéridos en el momento del sacrificio o extraidos durante la
ejecucion de los tests de tolerancia a la glucosa (GTT) o a la insulina (ITT) se midieron

utilizando el sistema de Accutrend Technology (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza).

Los niveles de acidos biliares totales en plasma se midieron mediante el kit Mouse Total

Bile Acids Assay Kit (Crystal Chem Inc, 80470; IL, EEUU).

6. Determinacion de la temperatura mediante camara térmica

Las imagenes termograficas de los ratones se registraron utilizando una camara
termografica digital infrarroja T335 (FLIR Systems, Wilsonville, OR, EE.UU.), que
presenta una sensibilidad térmica de 0,1 °C y una resoluciéon de imagen de 640x480
pixeles. Los parametros ambientales (como la humedad relativa, la temperatura
ambiente y la temperatura aparente reflejada) se midieron in situ y se configuraron en la
camara como entradas paramétricas del experimento. Las imagenes fueron tomadas por
duplicado en animales no anestesiados a una distancia aproximada de 30 cm. Los ratones
adultos utilizados fueron afeitados 48 horas antes de las mediciones termograficas. Las
imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando el paquete de software FLIR
QuickReport 1.2 (Sistemas FLIR) a fin de normalizar los rangos de temperatura y
cuantificar los valores. Se obtuvieron asi los valores maximos de temperatura de las areas
interescapular y dorso-lumbar. Los niveles de temperatura central se determinaron a
través de una medicion no invasiva de la temperatura del ojo (Suarez-Zamorano et al.,
2015; Quesada-Lopez et al., 2016) después de la validacion previa con la medicién de la
temperatura rectal utilizando un registrador de temperatura KM-1420 (Kane-May, Reino

Unido).

7. Determinacion de la fosforilacion de proteinas cinasas

Para la evaluacion de los niveles de fosforilacidon de las proteinas Erk/MAPK 1/2, Akt,
STAT3, JNK, p70 S6 cinasa, NFkB, STAT5A/B, CREB y p38 en extractos de cultivos de

cardiomiocitos, se compararon los niveles de proteina total y fraccion fosforilada

117



cuantificados mediante el kit Milliplet MAP 9-plex Multi-Pathway Signaling Magnetic

Bead (Merck-Millipore). Se siguieron las instrucciones facilitadas por el fabricante.

8. Estudios en humanos

8.1. Determinacion de los niveles circulantes de FGF19 en muestras de plasma de

pacientes con dolencias cardiacas

Las muestras de plasma pertenecientes a pacientes tratados tras presentar insuficiencia
cardiaca provienen del Hospital Germans Trias y Pujol (Badalona) durante el periodo de
tiempo comprendido entre mayo de 2009 y abril de 2014. Dichos pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito y el estudio fue aprobado por el comité ético local.
Ademas, todos los procedimientos que se incluyeron en el estudio se ajustaron a los
estandares éticos descritos en la Declaracion de Helsinki (1975) y en su posterior
revision (1983). Las muestras fueron obtenidas entre las 9:00 y las 12:00 y mantenidas
sin ciclos de congelacién/descongelacion a -80 2C. Todos los analisis de biomarcadores

se realizaron sobre la misma muestra en cada caso.

Todos los pacientes realizaron visitas periddicas a fin de controlar su seguimiento.
Dichas visitas fueron incrementadas en caso necesario. El punto final del estudio fue el
fallecimiento por cualquier causa. Los datos de los pacientes y la causa de la muerte
fueron verificados mediante la comparacion con los registros de las bases de datos de los
sistemas de salud catalan y espafiol. El seguimiento de los pacientes se cerro el dia 30 de

septiembre del afio 2017.
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Tabla 11. Datos metabdlicos sobre los pacientes proporcionados por el hospital Germans

Trias y Pujol.
Edad (afos) 66,7 (£13,1)
% de mujeres, n (%) 123 (27,6)
Etiologia, n (%)
Enfermedad isquémica del corazoén 202 (45,3)
CM dilatado 78 (17,5)
CM hipertensivo 41 (9,2)
CM Alcohol 26 (5,8)
Valvular 39 (8,7)
Otros 60 (13,4)
Duracion del Fallo cardiaco (meses) 7 (2-39,5)
LVEE, % 34,8 (£14,0)
LVEF < 45%, n (%) 362 (81,2)
NYHA III-1V, n (%) 91(20,4)
Hipertension, n (%) 293 (65,7)
Diabetes Mellitus, n (%) 192 (43,0)
COPD 72 (16,1)
Metrnl, pg/ml 348,5 (265-466)
Tratamientos (FU), n (%)
ACEI o ARB 377 (84,5)
Beta-Blocker 410 (91,9)
MRA 300 (67,3)
Loop Diuretic 399 (89,5)
Digoxin 168 (37,7)
Sacubitril /Valsartan 26 (5,8)
Ivabrandine 120 (26,9)
CRT 64 (14,3)
ICD 83 (18,6)
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8.2. Muestras humanas de pacientes para determinar los niveles circulantes de

FGF19 y su correlacion con diferentes genes en tejido adiposo subcutaneo

Las muestras de este estudio provienen de sujetos reclutados por el servicio de
Endocrinologia del Hospital Dr. Josep Trueta (Girona). Los sujetos eran de origen
caucasico y con un peso corporal estable al menos 3 meses antes del estudio. Los
pacientes no tenian otra enfermedad sistémica que la obesidad y todos se encontraban
libres de infecciones el mes anterior al estudio. Enfermedades hepaticas (tumorales e
infeccion por el virus de la hepatitis C) y disfuncién tiroidea fueron motivos de exclusion
del estudio mediante el analisis bioquimico de los candidatos. Todos los sujetos que
formaron parte del estudio dieron su consentimiento informado por escrito, validado y
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Dr. Josep Trueta. Los pacientes fueron
debidamente informados sobre el propésito del estudio. Las muestras de tejido adiposo
utilizadas para realizar el analisis de expresion génica se obtuvo de la cohorte 1. Estas
fueron obtenidas de depositos subcutaneos de tejido adiposo durante procedimientos
quirurgicos (Colecistectomia, cirugia de hernia abdominal y cirugia de derivacion
gastrica). Una vez obtenidas, las muestras fueron transportadas inmediatamente al
laboratorio, en un periodo de tiempo de 5 a 10 minutos. El tejido se manipulé en
condiciones estrictamente asépticas. Las muestras fueron lavadas con PBS, cortadas con
forceps y bisturi en trozos pequefios (100 mg aproximadamente) y congeladas en

nitrégeno liquido antes de almacenarse a -80 °C.
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9. Ecocardiografias

Para la evaluacion del desarrollo de hipertrofia cardiaca mediante ecocardiografia, los
ratones WT y Fgf15-null fueron previamente anestesiados con isofluorano al 1,5 % y se
realizé la ecocardiografia con el equipo VividQ (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EEUU)
con una sonda lineal de 12 MHz. Los resultados son fruto de tres ciclos cardiacos
diferentes mediante el modo M y Doppler (los resultados se presentan como valores
promedio). Los andlisis de las imagenes fueron realizados ciegamente por dos

observadores distintos.

Los datos obtenidos fueron: grosor del septo interventricular (IVS), de la pared posterior
del ventriculo izquierdo (LVPW) y didmetro interno del ventriculo izquierdo (LVID),
después de la sistole y después de la diastole. También se calculé la fraccién de eyeccion
(EF), la fraccion de acortamiento (FS), la frecuencia cardiaca (HR), el volumen del
ventriculo izquierdo tras la diastole (EDV) y tras la sistole (ESV), la relacion existente
entre el grosor de la pared y el radio del ventriculo (H/R), el indice de esfericidad del

corazon (SI) y la masa del ventriculo izquierdo (LVm).

10. Estadistica

Los datos se presentan como medias + SEM. A fin de comprobar la distribucién normal,
se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov, especialmente en el caso de muestras
humanas. Las diferencias entre grupos se analizaron utilizando el test t-student en caso
de datos no apareados o el test Mann-Whitney U dependiendo de si fueran variables con

distribucion normal o no paramétricas, respectivamente.

Para el calculo de correlaciones, estas se analizaron mediante Pearson (distribucion

paramétrica) o Spearman (distribucién no-paramétrica).

Para la comparacion de tres o mas grupos experimentales, se realiz6 un andalisis ANOVA,
de uno o de dos factores junto con los tests post-hoc Dunnet o Turkey. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el programa estadistico GraphPad (Graphpad Software,

San Diego, CA). Se consideré estadisticamente significativo un valor de p menor a 0,05.
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Resultados:

FGF15/19y la plasticidad en
tejido adiposo
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1. Los niveles circulantes de FGF19 correlacionan con la expresion génica de UCP1

en tejido adiposo subcutaneo en humanos.

Anteriormente, nuestro grupo habia descrito como los niveles circulantes de FGF19
correlacionaban negativamente con el grado de obesidad en humanos (Gallego-Escuredo
etal., 2015). A fin de profundizar en el papel de FGF19 en la adiposidad humana, gracias
a una colaboracion establecida con el grupo del Dr. Fernandez-Real (IdIBGi), se pudo
disponer de muestras provenientes de una cohorte de pacientes con un amplio rango de
BMI, desde 22 (normopeso) hasta 63 (obesidad de clase III). La cuantificacion de los
niveles circulantes de FGF19 mostr6 una reduccion significativa de los niveles de FGF19
en pacientes obesos en relacion con controles delgados sanos, de acuerdo con lo ya
indicado en articulos anteriores (Gallego-Escuredo et al.,, 2015). Ademas, existe una
correlacion inversa significativa de los niveles de FGF19 y el BMI (Figura 21A). También
existe una correlacion inversa entre la concentracion de FGF19 y la masa de tejido
adiposo (grasa corporal), observacidon que concuerda con el resultado anterior (Figura

21B).
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Figura 21. Los niveles sistémicos de FGF19 correlacionan negativamente con el BMl y la
masa del tejido adiposo en humanos. Correlaciéon entre los niveles sistémicos de FGF19
(pg/mL) y A) BMI (kg/m?) (Pearson) o B) masa del tejido adiposo (kg) (Spearman).

Asi mismo, se tuvo acceso a biopsias de tejido adiposo subcutaneo de un subconjunto de
pacientes de esta misma cohorte. Se analiz6 la expresién de genes marcadores de

distintos procesos asociados con la fisiopatologia del tejido adiposo y se estudid la
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correlacion de expresion de estos genes marcadores con los niveles en sangre de FGF19.
Curiosamente, los niveles de RNAm de UCP1, gen marcador de actividad termogénica en
adipocitos, mostraron una correlacion estadisticamente significativa con los niveles
circulantes de FGF19 (Figura 22A). Otros genes marcadores de TAM/fenotipo beige,
como DIOZ2, también mostraron una tendencia a una correlaciéon positiva (aunque no
significativa) (Figura 22B). Por el contrario, los niveles de transcripciéon de genes que
codifican proteinas relacionadas con la adipogénesis general, tanto blanca como
marrdn/beige, tales como la adiponectina o PPARYy, no se correlacionaron con los niveles

circulantes de FGF19 (Figura 22Cy 22D).
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Figura 22. Los niveles sistémicos de FGF19 correlacionan positivamente con los niveles
de expresion de genes termogénicos en tejido adiposo subcutaneo. Correlacion (Spearman)
entre los niveles sistémicos de FGF19 (pg/mL) y los niveles de expresion en tejido adiposo
subcutaneo de A) UCP1, B) DIOZ2, C) ADIPOQ y D) PPARG.
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2.FGF15 es necesario para la termogénesis adaptativa de tejido adiposo blanco en

ratones a temperatura ambiente.

Los resultados anteriores nos llevaron a investigar el papel de FGF19, y su ort6logo en
roedores FGF15, en la biologia del tejido adiposo marrén y beige. Durante el transcurso
de esta tesis doctoral se utilizaron ratones con invalidacion dirigida de FGF15 (ratones
Fgf15-null) como modelo de pérdida de funcién para FGF15/FGF19. Originalmente, la
deficiencia de Fgf15 provocaba letalidad embrionaria (Wright et al., 2004). Sin embargo,
la invalidacion del gen en el contexto de la cepa C57BL/6]J/129/Sv dio lugar a ratones
Fgf15-null viables, siendo por tanto un modelo de investigacién muy util en el estudio del
papel de FGF15, utilizado hasta el momento sobre todo para el analisis de su funcién

hepética (Alvarez-Sola et al., 2017).

Primeramente, se decidio estudiar las consecuencias de la invalidacion de FGF15 sobre
la homeostasis del tejido adiposo en ratones estabulados en condiciones estandar de
temperatura (21 2C) y dieta. Los ratones Fgf15-null mostraron una adiposidad levemente
reducida en comparacién con ratones salvajes, o wild type (WT), evidenciada por un
menor peso de los depoésitos de TAB inguinal (TABi) como modelo de TAB subcutaneo y
TAB epididimal (TABe) como modelo de TAB visceral, siendo estadisticamente
significativo en el caso del TABi. Otros parametros, como el peso corporal, la ingesta
energética diaria, la trigliceridemia, la glucemia y la insulinemia, no se vieron
modificados en los ratones Fgf15-null en relacién con los WT. Asi mismo, las pruebas de
tolerancia a la glucosa e insulina no mostraron cambios significativos. Los niveles en
plasma de FGF21 no se modificaron significativamente en ratones Fgf15-null, aunque

mostraron una tendencia a aumentar sus niveles (p = 0,06 con t-student) (Tabla 13).
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Tabla 13. Caracterizacion de los animales WT y Fgf15-null. Los ratones se estabularon con
dieta y condiciones estandar. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 7 por
grupo). Andlisis estadistico realizado con t-student (* p<0,05).

WT Fgf15-null
Peso corporal (g) 30,5+0,9 29,7 +0,8
Energia consumida 51,12+ 1,92 49,21+1,30
(K] /ratén*dia) ' ’ ' '
TAM interescapular (mg) 85,6+3,8 92,93 +5,2
TABi (mg) 260,0x£17,7 202,5+39*
TABe (mg) 387,6 £32,3 315,6 £ 34,5
Higado (mg) 1409,1 + 58,3 1530,5 * 66,2
Glucosa (mg/dL) 161,779 159,6 £9,0
Insulina (pg/mL) 1064 £ 120 935+113
GTT (Area bajo de la curva) 42054 + 3313 40099+ 2790
ITT (Area bajo de la curva) 3341,5+206,3 3409,0 £157,0
Triglicéridos (mg/dL) 178,0 £15,3 170,6 £14,9
Acidos biliares totales (umols/L) 17,3+3,4 19,3+2,6
FGF21 (pg/mL) 76,60 + 12,40 15(9('520?033'10

Por otra parte, la expresion del gen hepatico Cyp7al (diana directa de FGF15) se vio
fuertemente inducida en los ratones Fgf15-null, consistente con la ausencia de la accién
represiva mediada por FGF15 de este gen clave en la sintesis de los acidos biliares. Sin
embargo, el nivel total de acidos biliares no se vio modificado en ratones Fgf15-null
(Tabla 14).

Tabla 14. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
hepatico y con la accion represiva de FGF15 (expresion relativa multiplicada por 1000).

Todos los resultados se expresan como media #+ SEM (n=7 por grupo). Andlisis estadistico
realizado por t-student (* p < 0,05; ** p < 0.01).

WT Fgf15-null
Cyp7al 42,0+8,2 170,0 £42,0 **
Fgf21 1,20+ 0,15 2,50+0,82
Pck1 270 £ 54 270 £ 67
Gépc 2,50+0,45 2,60 £ 0,45
Slc10a2 76,0+ 0,1 140,0 £33,0
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El anadlisis histologico del TAM de ratones Fgf15-null no revel6 cambios importantes
(Figura 23A), mostrando un tamafio de los adipocitos y del contenido lipidico similares.
De la misma manera, los niveles de expresion de genes claves de la termogénesis en el
TAM, como Ucp1, Dio2 o Ppargcla (gen que codifica por la proteina PGC1a) no estuvieron
alterados en los ratones deficientes en FGF15 en comparacion con ratones WT (Figura

23B).
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Figura 23. La falta de FGF15 no provoca cambios en TAM a temperatura ambiente.
Caracterizaciéon del TAM de ratones WT y Fgfl5-null a temperatura ambiente (212C). A.
Secciones histolégicas representativas de TAM de ratones WT y Fgfl5-null teflidas con
hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 um. B. Niveles de expresion del RNAm
de diferentes marcadores termogénicos (Ucp1, Dio, Ppargcly Leptin). Los resultados se expresan
como media * SEM (n = 7). Andlisis estadistico realizado con t-student.

La termografia mediante infrarrojos permite cuantificar la temperatura de la superficie
corporal, lo que se puede utilizar como un indicador indirecto de la actividad
termogénica de una determinada region corporal (Crane et al., 2014). La evaluacion de
la produccién de calor en la regién interscapular, region coincidente con la localizacién
del depdsito interscapular del tejido adiposo marrén (TAMi), no mostré diferencias entre
ambos genotipos, lo que estd en concordancia con las observaciones obtenidas a nivel
histolégico y transcriptémico. Tampoco se vieron diferencias entre los dos genotipos en
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cuanto a temperatura rectal, aunque se observé una tendencia a ser menor en el caso de

los ratones Fgf15-null (p = 0,13) (Figura 24).
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Figura 24. No hay diferencias entre genotipos en cuanto a la temperatura del TAMi. A.
Termografias representativas realizadas en ratones WT y Fgf15-null. B. Cuantificacion de la
temperatura del TAMi y de la temperatura rectal de ratones WT y Fgf15-null. Los resultados se
expresan como media + SEM (n = 10). Andlisis estadistico realizado con t-student.

En contraste con lo visto en la figura 2A, el examen histolégico del TABi reveld un mayor
tamafio de los adipocitos en ratones Fgf15-null (Figura 25A). Los niveles de transcripcion
de genes relacionados con la termogénesis adaptativa (browning) y con el llamado

fenotipo beige (Ucp1, Dio2 y Ppargcla) fueron mas bajos en el TABi de los ratones Fgf15-

null en relacién con los controles WT (Figura 25B).
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Figura 25. FGF15 es requerido en TABi para la termogénesis adaptativa en ratones a
temperatura ambiente. Caracterizacion del TAB de ratones WT y Fgf15-null a temperatura
ambiente (212C). A. Secciones histoldgicas representativas de TAB de ratones WT y Fgf15-null
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 um. Area de los adipocitos
(calculada en pm?2). B. Niveles de expresion del RNAm de diferentes marcadores termogénicos
(Ucp1, Dio2, Ppargclay Leptin). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 7). Analisis
estadistico realizado con t-student (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

De la misma manera que en el caso anterior, se evalu6 la produccién de calor de la zona
correspondiente al TABi mediante termografia infrarroja. A pesar de los resultados
obtenidos a nivel de expresidn génica, no se detectaron diferencias de temperatura entre

ambos genotipos (Figura 26).
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Figura 26. No hay diferencias entre genotipos en cuanto a la temperatura del TABi. A.
Termografias representativas realizadas en ratones WT y Fgf15-null. B. Cuantificacién de la
temperatura del TABi de ratones WT y Fgf15-null. Los resultados se expresan como media + SEM
(n = 10). Anadlisis estadjistico realizado con t-student.

3. La adaptacion termogénica de los tejidos adiposos esta alterada en ratones
Fgf15-null.

Debido a las evidencias obtenidas en los ratones Fgf15-null mantenidos a 219C en
referencia a las alteraciones en la morfologia y a indicios de impedimento del grado de
browning en el TABi, realizamos un analisis de la capacidad de respuesta adaptativa de
los ratones deficientes en FGF15 a un desafio termogénico mas severo. A fin de llevar a
cabo este propdsito, se mantuvieron ratones WT y Fgfl5-null a una temperatura
ambiente de 42C durante una semana, protocolo que exige a los ratones a desarrollar una
adaptacién de alto requerimiento termogénico. Tanto los ratones WT como Fgf15-null se
adaptaron correctamente al frio, sin comprometer su viabilidad y sin signos evidentes de
hipotermia. Tras permanecer una semana a 4 2C, los ratones Fgf15-null mostraron una
tendencia no significativa a incrementar la masa de TABi y TABe en relacién con los WT.
Mientras que la glucemia no fue diferente entre ratones WT y Fgf15-null expuestos al
frio, la insulinemia en ratones Fgf15-null fue mayor que en ratones WT (Tabla 15). De
hecho, los ratones Fgf15-null no fueron capaces de reducir los niveles de insulina en
respuesta a 4 2C (efecto de sensibilizacion a la insulina a causa del frio) como asi lo hacen

los ratones WT (1064 +120a 21 °Cy 656 + 117 a 4 °C en ratones WT, ver Tabla 13).
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Tabla 15. Caracterizacion de los animales WT y Fgf15-null sometidos 7 dias a un
requerimiento termogénico de 42C. Los ratones se estabularon con dieta estandar. En la tabla
se muestran datos concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso
de los diferentes tejidos), parametros metabdlicos y la expresion génica en higado de diferentes
genes (expresion relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media
+ SEM (n = 6 por grupo). Andlisis estadistico realizado con t-student (* p<0,05; ** p <0,01; ***p
<0,001).

21°Ca 4°C
WT Fgf15-null

Peso corporal (g) 30,2+1,0 28807
Energia consumida 88.0+9.2 741452
(KJ/ratén*dia) ’ ’ ! !
TAM interescapular (mg) 125,8+3,5 136,8 = 4,0 (p=0,07)
TABi (mg) 208,3 +23,1 3%3'30?0%?'7
TABe (mg) 324,3 £108,2 507,6 + 89,0

- 1412,8 + 54,7
Higado (mg) 1561,1 £ 60,6 (p=0,1)
Glucosa (mg/dL) 172,2+8,9 147,5+10,8
Insulina (pg/mL) 656 + 117 1509 + 249*
Triglicéridos (mg/dL) 178,3+13,7 173,6 10,4
NEFA (mg/dL) 182+14 15,0+ 0,9 (p=0,08)
Acidos biliares totales (umols/L) 22,0+24 19,6 +3,6
FGF21 (pg/mL) 149,9 +32,7 662+75%
Cyp7al Hepatico 100,0£ 19,0 380,0 £ 29,0 ***
Fgf21 Hepatico 1,10+ 0,18 0,51+0,10*
Pck1 Hepético 590+ 43 570+ 92
G6pc Hepatico 430+0,59 410+0,39
Slc10a2 Hepatico 16,0 2,6 29041

Por otra parte, también analizamos el proceso de adaptacion de ratones mantenidosa 21
2C a 30 9C, que corresponde a la temperatura de termoneutralidad en ratones, como un
segundo modelo complementario de estudio de la plasticidad adaptativa del tejido
adiposo en este caso en el sentido opuesto a la exposicidona 4 2C: adaptacién a la represion
de la actividad termogénica (Altshire-Keylin et al.,, 2016; Cairé et al.,, 2019). El peso
corporal de los ratones Fgf15-null respecto a los WT expuestos a la misma temperatura

no mostraba cambios. Sin embargo, la masa de los depdsitos de TAB inguinal y epididimal
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fue significativamente mayor en ratones Fgf15-null. La masa de TAM también aumenté
en los ratones deficientes en FGF15, debido probablemente a un aumento en el contenido
lipidico (ver mas abajo). En cuanto a los parametros sistémicos, los niveles de
triglicéridos, NEFA y FGF21 disminuyeron en ratones Fgf15-null con respecto a ratones

WT adaptados a 30 2C (Tabla 16).

Tabla 16. Caracterizacion de los animales WT y Fgfl15-null mantenidos 7 dias a
termoneutralidad (30 2C). Los ratones se estabularon con dieta estandar. En la tabla se
muestran datos concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso de
los diferentes tejidos), parametros metabdlicos y la expresién génica en higado de diferentes
genes (expresion relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media
+ SEM (n = 6 por grupo). Andlisis estadistico realizado con t-student (* p<0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001).

21°Ca 30°C

WT Fgf15-null
Peso corporal (g) 30,7+1,3 29,8+0,8
Energia consumida 413+32 425420
(K] /ratén*dia) ’ ’ ’ ’
TAM interescapular (mg) 69,8+2,4 128,9 £13,9 **
TABi (mg) 262,2 +43,7 3?3':0?:0‘?3'9
TABe (mg) 357,3+78,2 725,6 £ 80,5 **
Higado (mg) 1482,9+91,9 1399,8+ 61,0
Glucosa (mg/dL) 166,8 £ 6,0 165371
Insulina (pg/mlL) 1744 + 231 1386 + 235
Triglicéridos (mg/dL) 331,5+£50,1 212,7+12,3*
NEFA (mg/dL) 329+4,1 22,9 £ 2,4 (p=0,06)
Acidos biliares totales (umols/L) 20,3+1,8 21,0+ 2,4
FGF21 (pg/mL) 214,3+ 26,1 111,7 +11,5**
Cyp7al Hepatico 36,079 200,0£ 26,0
Fgf21 Hepatico 2,30+0,49 2,00+ 0,57 ***
Pck1 Hepatico 110 £ 25 200 % 38 (p=0,08)
G6pc Hepatico 4,00 £ 0,25 3,20+0,49
Slc10a2 Hepatico 20,00 £ 0,25 37,00+6,10

En lo que concierne al TAM, observamos que el tejido de los ratones Fgf15-null mostré

algunos signos leves de falta de capacidad para responder al desafio termogénico a 4 2C,

134



como lo demuestra la expresion reducida de los genes relacionados con la respuesta
termogénica DioZ2, Ppargla y Glut-1 (Figura 27B). Sin embargo, ni la morfologia
histolégica (Figura 27A) ni los niveles de RNAm de Ucpl (Figura 27B) mostraron

alteraciones en ratones deficientes en Fgf15 en comparacion con ratones salvajes.

En TAM de ratones expuestos a termoneutralidad, el analisis histologico y el perfil de
expresion de genes relacionados con la termogénesis mostraron cambios menores
debido ala ausencia de FGF15, observandose una disminucion significativa solamente en

la expresion de Glutl.
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Figura 27. La falta de FGF15 no impide la activacion termogénica del TAM en ratones a 4
2C. Caracterizacion del TAM de ratones WT y Fgf15-null a 30 2C o 4 °C. A. Secciones histoldgicas
representativas de TAM de ratones WT y Fgf15-null a los diferentes desafios termogénicos
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 um. B. Niveles de expresion
de RNAm de diferentes marcadores termogénicos (Ucp1, Dio2, Ppargcla, Fgf21, Bmp8b y Glut1).
Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis estadistico realizado con t-
student entre genotipos a igual condiciéon ambiental (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

135



Ademas, se evaluaron los niveles proteicos de UCP1 en el TAM de los ratones mantenidos
durante una semana a 30 2C o0 4 2C y no se observaron alteraciones entre ratones WT y

Fgf15-null, tal como se habia visto a nivel de expresion génica (Figura 28).
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Figura 28. Los niveles proteicos de UCP1 no se encuentran alterados en TAM ante el déficit
de Fgf15. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TAM, imagen de su
Ponceau y cuantificacién relativa de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n =
6). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual condicién ambiental.

Paralelamente con Fgf21, analizamos la expresion de otras batocinas estudiadas en el
laboratorio: CXCL14 (Cereijo et al, 2018) y GDF15 (Campderrés et al., 2019). La
expresion de ambas batocinas se encuentra incrementada en animales WT a 42C. En el
caso de Cxcl14, los animales Fgf15-null muestran una expresion reducida de manera
drastica, tanto a 30 2C como a 4 2C (siendo p<0,0001 el factor Fgf15-null con two way
ANOVA). En el caso de Gdf15, su expresion en Fgf15-null también se encuentra alterada,
aunque en menor medida que en Cxcl14 (p=0,04). Los resultados nos indican que a pesar
de que la termogénesis del TAMi aparentemente no se encuentra impedida, la funcién de
organo secretor y la liberacion de batocinas de TAMi de animales Fgf15-null si que se ve

afectada (Figura 29).
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Figura 29. La expresion de batocinas en el TAMi se ve alterada en ratones Fgf15-null.
Niveles de expresion de RNAm de Cxcl14 y Gdf15. Los resultados se expresan como media + SEM
(n = 6). Analisis estadistico realizado con t-student. * muestra diferencias entre genotipo y #
muestra diferencias entre temperatura (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01;
### p <0,001).

En contraste con las observaciones realizadas en TAM, indicativas de un impacto
moderado por la falta de FGF15 con relacion a la adaptacion termogénica, el TABi de los
ratones Fgfl15-null experimentd6 mayores cambios debido al desafio termogénico
respecto a ratones WT. El andlisis histolégico revel6 la existencia de un browning masivo
(aparicién de adipocitos multiloculares de tipo beige) en el TABi de ratones WT
expuestos a 4 2C, mientras que en el caso de los Fgf15-null expuestos a frio, el browning
fue mucho menor (Figura 30A). El grado de induccion de la expresion de Ucpl, Dio2 y
Ppargcla se vio significativamente afectado en el TABi de ratones Fgf15-null expuestos
al frio (Figura 30B). La expresion de genes implicados en la termogénesis adaptativa
(como Ucpl, Dio2 y Bmp8b), resultd ser muy baja en TABi de ratones expuestos a 30 2C
en comparacion a los ratones mantenidos a 42C, tanto en ratones WT como en Fgf15-null

(Figura 30B).
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Figura 30. La adaptacion del TABi al desafio termogénico se encuentra impedida en
ratones Fgf15-null. Caracterizacion del TAB inguinal (modelo de subcutaneo) de ratones WT y
Fgf15-null a 30 2C o 4 °C. A. Secciones histoldgicas representativas de TAB de ratones WT y
Fgf15-null a los diferentes desafios termogénicos tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x
aumentos, escala 100 pm. B. Niveles de expresion de RNAm de diferentes marcadores
termogénicos (Ucp1, Dio2, Ppargcla, Fgf21, Bmp8b y Glutl). Los resultados se expresan como
media + SEM (n = 6). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual
condicion ambiental (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

La evaluacion de los niveles de proteina UCP1 confirm6 un potente bloqueo del proceso
de browning en TABi de ratones Fgfl15-null, ya que los niveles de UCP1 se ven
drasticamente reducidos (apenas a un 10 %) en comparaciéon con los WT (p = 0,04

analizando el efecto del genotipo con Two way ANOVA) (Figura 31).
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Figura 31. Los niveles proteicos de UCP1 se encuentran alterados en TABi ante el déficit
de Fgf15. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TABi, imagen de su
Ponceau y cuantificacién relativa de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n =

6). Analisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual condicién ambiental (* p
<0,05).

En estos ratones también se evalué la produccion de calor en la region interescapular
(regidn coincidente con la localizacion del TAMi) y en la regidn correspondiente al TAB;,
evaluada mediante termografia infrarroja. En ambas regiones, la produccion de calor no
fue diferente entre ratones Fgf15-null expuestos a 42C y ratones WT también expuestos

a 4 °C (Figura 32).
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Figura 32. El déficit de Fgf15-null no impide mantener la temperatura en las regiones del
TAMi y TABi. A. Termografias representativas de ratones WT y Fgf15-null expuestos a 4 °C
durante 7 dias. B. Cuantificacion de la temperatura absoluta del TAMi y TABi de estos ratones.
Los resultados se expresan como media #+ SEM (n = 6). Andlisis estadistico realizado con t-
student.

Los resultados obtenidos en el caso del TABe, un depdsito de TAB visceral menos
propenso al browning que el TABI, fueron similares a los observados en TABI. A pesar de
que la exposicion durante una semana a 4 2C no produjo evidentes signos de browning a
nivel histolégico ni en ratones WT ni en ratones Fgf15-null (Figura 33A), el analisis de
expresion génica si reveld una fuerte induccion de los niveles de RNAm tanto de Ucpl
como de Dio2 solamente en ratones WT y no en ratones Fgf15-null expuestos al frio

(Figura 33B).

140



WT30°C Fgf15 -null 30°C__

) Fgf15 nulI4°C_

s R

B Ucp1 Dio2 Ppargcia

0.0015- 0.006

3 ¥

O 0.020

A o015

<Z( g.g; g 5 0.0010- 0.004

x o - = *

l 0.0005- ﬂ 0.002 .
0.0000 - : 0.000 .

30°C 4°C 30°C 4°C 30°C 4°C

CJ wT Bl Fgf15-null

Figura 33. La adaptaciéon del TABe al desafio termogénico se encuentra impedida en
ratones Fgf15-null. Caracterizacion del TAB epididimal (modelo de visceral) de ratones WT y
Fgf15-null a 30 °C o 4 °C. A. Secciones histolégicas representativas de TABe de ratones WT y
Fgf15-null a los diferentes desafios termogénicos tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x
aumentos, escala 100 pm. B. Niveles de expresion de RNAm de diferentes marcadores
termogénicos (Ucp1, Dio2 y Ppargcla). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6).
Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual condicién ambiental (*
p<0,05).

Con todo lo obtenido en TAM, TABi y TABe, llegamos a la conclusién de que la supresion
de Fgf15 inducida experimentalmente produce un impedimento en la capacidad de
induccién del browning del TAB en ratones sometidos a un desafio termogénico, como es

el frio.

4. La sobreexpresion de FGF15 y FGF19 provocan browning en el TABi.

Los resultados anteriores, basados en el modelo de pérdida de funcion de FGF15,

sugieren un papel positivo de FGF15 en el control de la termogénesis adaptativa,
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especialmente en la plasticidad del TAB para realizar el browning. Por consiguiente, a
continuacién quisimos determinar si FGF15 puede promover directamente el browning
en los tejidos adiposos. A fin de cumplir este propoésito, y siguiendo un método
comunmente utilizado para lograr la sintesis y secrecion al plasma de proteinas
heterélogas cuando se carece de proteina recombinante (Bostréom et al., 2012; Rao et al,,
2014), se realizaron inyecciones retroorbitales con un vector adenoviral para
administrar una construccion de FGF15 de longitud completa (Ad5-FGF15) o con un
vector adenoviral vacio (Ad5-Control). El principal tejido diana de infeccién es el higado,
siendo un método comunmente utilizado para lograr la sintesis y secrecién al plasma de
proteinas heterologas (Wei et al., 2008; Rao et al,, 2014). Una semana después de la
inyeccion, el analisis de transcripcion confirmé una induccion de mas de 100 veces de los
niveles de RNAm de FGF15 en el higado sobre los niveles basales, practicamente
indetectables. Ademas, la expresion de Cyp7al, gen hepatico diana de FGF15, se
encontraba fuertemente reprimida (12,0 + 4,8 en controles respecto a 2,1 + 0,3 en
ratones inyectados con Ad5-FGF15), evidenciando la accién biolégica de la
sobreexpresion de Fgf15. Al observar en estudios anteriores como la expresion de Fgf21
aumentaba en el caso de ratones Fgf15-null, se analizé la expresion en este caso. Sin
embargo, no se observaron grandes cambios en cuanto a la expresion de Fgf21 en este
contexto experimental.  Asimismo, la inyeccién con Ad5-FGF15 no modifico
significativamente el peso corporal, el tamafio de los depdsitos de tejido adiposo o
parametros bioquimicos estandar, como la glucemia, la insulinemia y la trigliceridemia

(Tabla 17).
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Tabla 17. Caracterizacion de animales WT con una inyecciéon retroorbital con la
contruccion Ad5-Control o Ad5-FGF15, provocando la sobreexpresion de Fgf15 en higado
durante una semana. Los ratones se estabularon con dieta y condiciones estandar. En la tabla se
muestran datos concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso de
los diferentes tejidos), parametros metabdlicos y la expresion génica en higado de diferentes
genes (expresion relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media
+ SEM (n =5 por grupo). Andlisis estadistico realizado con t-student (* p<0,05; ** p <0,01).

Ad5-Control Ad5-FGF15
Peso corporal (g) 223+0,1 22,1+£0,7
TAM interescapular (mg) 50,8+3,7 54,6 +3,5
TABi (mg) 102,9+6,7 113,4+135
TABe (mg) 116,0+5,0 116,0+ 16,3
Higado (mg) 2173,2+61,3 1707,0 £143,7*
Glucose (mg/dL) 106,6 £12,0 103,3+5,0
Insulina (pg/mlL) 421,3+43,8 410,3+51,4
Triglicéridos (mg/dl) 92,5+5,4 85,9+47
FGF21 (pg/mL) 2883,2 £ 426,2 1653,3 £ 206,2*
Fgf15 Hepatico 0,7+0,3 1800,0 + 390,0**
Cyp7al Hepatico 12,0+ 4,8 2,1+0,3
Fgf21 Hepatico 6,09+0,79 5,60=1,60

No se encontraron alteraciones en el TAM de los animales debido al aumento de FGF15

tras la inyeccion, como se puede ver a nivel histologico (Figura 34A), en el perfil de

expresion génica de genes relacionados con la termogénesis (Figura 34B) y en los niveles

proteicos de UCP1 (Figura 34C).
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Figura 34. La sobreexpresion sistémica de FGF15 no provoca cambios en el TAM.
Caracterizacion del TAM de ratones WT inyectados con un Ad5-Control o Ad5-FGF15, con una
sobreexpresion de 1 semana. A. Secciones histologicas representativas de TAM de ratones Ad5-
Control 0 Ad5-FGF15 tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 pm. B.
Niveles de expresion del RNAm de diferentes marcadores termogénicos (Ucp1, Dio2 y Ppargcla).
C. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TAM y cuantificacién relativa
de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). Andlisis estadistico realizado
con t-student.

A diferencia de los resultados mostrados en el TAM, en el TABi de estos animales el

aumento de los niveles sistémicos de FGF15 provocé un marcado aumento del browning
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del TABI. A nivel histologico se puede observar un aumento del nimero de adipocitos
multiloculares (Figura 35A) y un aumento de la expresiéon de genes marcadores de
fenotipo beige relacionados con la termogénesis, como Ucpl, Dio2 y Ppargcla (Figura

35B).
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Figura 35. La sobreexpresion sistémica de Fgf15 provoca un aumento del browning en
TABI. Caracterizacion del TABi de ratones WT inyectados con un Ad5-Control o Ad5-FGF15, con
una sobreexpresion de 1 semana. A. Secciones histologicas representativas de TABi de ratones
Ad5-Control o Ad5-FGF15 tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100
um. B. Niveles de expresion del RNAm de diferentes marcadores termogénicos (Ucpl, Dio2 y
Ppargcla). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis estadistico realizado
con t-student (* p<0,05; ** p <0,01).

Ademas, se pudo observar una fuerte induccion de los niveles proteicos de UCP1 en TABi
de animales inyectados con el adenovirus que provocaba la sobreexpresion de FGF15,

confirmando asi el aumento de browning en estos ratones (Figura 36).
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Figura 36. La sobreexpresion de FGF15 provoca un aumento de los niveles de UCP1 en
TABI. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TABi y cuantificacién
relativa de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis estadistico
realizado con t-student (* p<0,05)

Teniendo en cuenta que existen ciertas diferencias funcionales entre los ortélogos FGF15
(ratones) y FGF19 (humanos), analizamos los efectos de la sobreexpresion de FGF19
utilizando un enfoque similar a la sobreexpresion de FGF15 mediante infeccion
adenovirica: sobreexpresion de FGF19 mediada por un virus adenoasociado de serotipo
8 (AAV8), con tropismo preferencial por el higado, y su posterior secrecion sistémica.
Asi, se infectaron ratones WT mediante inyeccion retroorbital con AAV8 vacios (AAV8-
Control) o portadores de FGF19 (AAV8-FGF19) y se permiti6 la sobreexpresion de la
proteina durante tres semanas. A diferencia de FGF15, las herramientas existentes de
inmunodetecién si nos permitieron determinar los niveles de FGF19 circulantes
resultantes del tratamiento, y se determiné que la inyeccién condujo a 170,63 + pg/mL
FGF19 en plasma de raton (en comparacion con 296,53 + 35,87 pg/mL en plasma de
humanos normopeso). En este caso, se observé como la sobreexpresion de FGF19 reduce
el tamafio de los depoésitos de TAMi y TABi, a pesar de que no se observaron diferencias
importantes en el peso corporal de ambos grupos experimentales. La glucemia y la
trigliceridemia tampoco se vieron alteradas, mientras que los niveles de insulina
disminuyeron en ratones infectados con AAV8-FGF19. Tal como se vio anteriormente en
el caso del Ad5-FGF15, la expresion del gen hepatico Cyp7al fue claramente reprimida
en ratones inyectados con AAV8-FGF19, demostrando asi que la accion biolégica
esperada de FGF15 puede compararse a este nivel mediante la sobreexpresion de su
ortdlogo FGF19. Por otra parte, tanto la expresioén hepatica como los niveles circulantes
de FGF21 no se vieron alterados (Tabla 18).
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Tabla 18. Caracterizacion de animales WT con una inyeccién retroorbital con la
contruccion AAV8-Control o AAV8-FGF19, provocando la sobreexpresion de FGF19 en higado
durante tres semanas. Los ratones se estabularon con dieta y condiciones estandar. En la tabla
se muestran datos concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso
de los diferentes tejidos), parametros metabdlicos y la expresion génica en higado de diferentes
genes (expresion relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media
+ SEM (n = 6 por grupo). Analisis estadistico realizado con t-student (* p<0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001).

AAV8-Control AAVS8-FGF19
Peso corporal (g) 27,9+0,8 26,8+0,5
TAM interscapular (mg) 93,3+10,3 66,7+4,1*
TABi (mg) 290,1+16,6 229,5+59**
TABe (mg) 300,5+ 24,8 180,8 £ 9,3 ***
Higado (mg) 1354,4+80,5 1288,8 53,5
Glucose (mg/dL) 1686+ 7,7 1596+ 8,6
Insulina (pg/mlL) 1390,7 £437,0 563,0+57,5
Triglicéridos (mg/dL) 127,7 £ 20,7 113,0+114
FGF21 (pg/mL) 46,7 £ 35,3 65,6 £30,0
FGF19 Hepatico 0,015+ 0,002 5,600 £ 0,180 ***
Cyp7al Hepatico 25,00+ 1,20 0,79+0,16 ***
Fgf21 Hepatico 1,20+0,29 1,50+0,27

La inyeccion de los animales con el AAV8-FGF19 no implic6 cambios significativos en el
TAM, ni a nivel histoldgico, ni en el perfil de expresion génica de marcadores de

termogénesis (Ucpl, Dio2, Ppargclc), ni a niveles proteicos de UCP1 (Figura 37).
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Figura 37. La sobreexpresion sistémica de FGF19 no provoca cambios en el TAM.
Caracterizacion del TAM de ratones WT inyectados con un AAV8-Control o AAV8-FGF19, con una
sobreexpresion de 3 semanas. A. Secciones histologicas representativas de TAM de ratones
AAV8-Control o AAV8-FGF19 tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos, escala
100 pm. B. Niveles de expresion del RNAm de diferentes marcadores termogénicos (Ucp1, Dio2
y Ppargcla). C. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TAM y
cuantificacion relativa de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis
estadistico realizado con t-student.

Por el contrario, tal como ya se vio anteriormente con el uso del Ad5-FGF15, el TABi

experimentd una potente respuesta a la sobreexpresion de FGF19, con una masiva
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aparicion de adipocitos multiloculares de tipo beige (Figura 38A), y con una soélida

induccién de la expresion de Ucp1, Dio2 y Ppargc-1a (Figura 38B).
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Figura 38. La sobreexpresion sistémica de FGF19 provoca un aumento del browning en
TABI. Caracterizacion del TABi de ratones WT inyectados con un AAV8-Control o AAV8-FGF19,
con una sobreexpresion de 3 semanas. A. Secciones histoldgicas representativas de TABi de
ratones AAV8-Control o AAV8-FGF19 tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 10x aumentos,
escala 100 pm. B. Niveles de expresién del RNAm de diferentes marcadores termogénicos (Ucp1,
Dio2 y Ppargcla). Los resultados se expresan como media * SEM (n = 6). Andlisis estadistico

realizado con t-student (* p<0,05).

Asimismo, los niveles proteicos de UCP1 también se vieron inducidos de manera

significativa por la sobreexpresion de FGF19 en TABI, resultado que confirma el aumento

del browning en este tejido (Figura 39). Por lo tanto, el efecto observado mediante la

sobreexpresion de FGF19 es similar al obtenido con la sobreexpresion de FGF15.
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Figura 39. La sobreexpresion de FGF19 provoca un aumento de los niveles de UCP1 en
TABI. Inmunoblot representativo de los niveles de la proteina UCP1 en TABi y cuantificacién
relativa de UCP1. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Andlisis estadistico
realizado con t-student (* p<0,05).

5. Efectos de FGF15/19 sobre la respuesta de los tejidos adiposos a activadores

adrenérgicos.

Tras la observacion de la existencia de alteraciones en la plasticidad adaptativa del tejido
adiposo en ratones que carecen de FGF15 y los efectos positivos de FGF15/19 en la
induccion del browning del TAB, nos planteamos estudiar si dichas alteraciones son
intrinsecas a la sensibilidad de los depésitos adiposos a FGF15 frente al desafio
termogénico. Con el fin de caracterizar la capacidad de respuesta a estimulos
adrenérgicos de los tejidos adiposos independientemente de la actividad del sistema
nervioso simpatico (clave en la respuesta al frio), ratones WT y Fgf15-null fueron
tratados cronicamente durante 14 dias con CL316,243 (CL), un agonista especifico 33-

adrenérgico, mediante inyecciones intraperitoneales.

El tratamiento con CL no comport6 cambios en el peso corporal o en la masa de los
depositos adiposos e higado. Los niveles de glucosa en sangre no mostraron alteraciones

(Tabla 19).
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Tabla 19. Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null tratados durante 14 dias con CL
mediante inyecciones intraperitoneales o con salino. Los ratones se estabularon con dieta y
condiciones estandar. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales
(tanto peso corporal como el peso de los diferentes tejidos), parametros metabélicos y la
expresion génica en higado de diferentes genes (expresion relativa y multiplicada por 1000).
Todas las medidas se expresan como media *+ SEM (n = 7 por grupo). Andlisis estadistico
realizado con t-student entre grupos, * sefialando diferencias entre genotipos y # sefialando
diferencias entre tratamientos (* p<0,05; ** p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01).

WT Fgf15-null
Salino CL Salino CL
Peso corporal (g) 30,6 +1,0 30,8+0,9 29,7+0,9 30,7+0,7
TAM interescapular (mg) 86,6 +4,4 97,5 +4,6 941 +6,0 87,3+3,8
TABi (mg) 272,1+15,1 239,0+18,1 202,5+ 3,9 ** 262,0+ 35,4
308,3+32,3 299,9 + 37,6 (*p
TABe (mg) 402,4 £33,9 (#p=0,07) =0,07) 335,1+53,2
Higado (mg) 1406,5 £ 68,9 1493,7 £ 63,2 1531,2+78,3 1606,5 £ 60,7
Glucosa (mg/dL) 159,5+9,2 163,1+6,5 157,3+10,3 149,5 + 6,0
Insulina (pg/mlL) 1086,7 +139,2 819,1+£89,2 958,8+135,6 103,6 + 6,8
GTT (Area bajo dela
1764,6 + 115,2 1383,9+73,7 # 1573,6 + 104,3 1362,9 +112,7

curva)

< . 204,557
ITT (Area bajo de la curva) 246,8+ 14,1 225,3+16,0 227,3+105 (#p=0,07)
Triglicéridos (mg/dL) 168,7 + 14,3 120,3+8,8# 167,5+17,3 103,6 + 6,8 ##
FGF21 (pg/mL) 70,2+12,5 13,7 = 7,18### 1[2%?;022)6 171,9 + 38,4 ***
Cyp7al Hepitico 42,27 +9,57 39,53 + 3,24 136,72 + 27,656 ** 261‘4:;*44'13
Fgf21 Hepatico 1,19+0,18 0,50 + 0,09 ## 1,81+0,47 2,15+0,58*

La morfologia histolégica del TAM no se vio alterada ni por el tratamiento con CL ni por
la falta de FGF15 (Figura 40A). La expresion génica de los marcadores de termogénesis
tampoco sufrié cambios significativos (Figura 40B). La expresion de Bmp8b, que se
mostro fuertemente regulada en respuesta a CL en TAM, no mostré modificaciones en su

aumento entre ratones WT y Fgf15-null.
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Figura 40. El tratamiento cronico con CL (agonista del receptor adrenérgico $3) no
provoca cambios en el TAM entre ratones WT y Fgf15-null. Caracterizaciéon del TAM de
ratones WT y Fgf15-null tratados durante 14 dias con salino o CL. A. Secciones histol6gicas
representativas de TAM de ratones WT y Fgf15-null con salino o CL tefiidas con hematoxilina y
eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 pm. B. Niveles de expresion de diferentes marcadores
termogénicos (Ucpl, Dio2, Ppargcla, Fgf21, Bmp8b y Glutl). Los resultados se expresan como
media + SEM (n = 7). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual
condicion ambiental (* p<0,05).

El TABi de ratones tratados con CL mostré un marcado browning. A pesar de ello, la
abundancia de adipocitos multiloculares beige no resulté diferente en ratones Fgf15-null
tratados con CL en relacion con los ratones WT tratados también con CL (Figura 41A).
Esto fue confirmado por el perfil de expresion génica: la dramatica induccién de Ucpl,
Dio2 y Bmp8b como consecuencia del tratamiento con CL se produjo en un grado similar

en ratones de ambos genotipos (Figura 41B).

152



Fgf15 null CL

S o
&:M A

Fgf15-null Saline

WT Saline

B 5 Ucpl — Dio2 — Ppargcila
S 20
g 3] =
Q05 0.03
0.0104
§ 0.4
E 03 0.02 4
I 02 0.005 4 X
= 0.014
& o1 | I 0.06 * -
€ o0 - . 0.00 . . 0.000 r
Saline CL Saline CL Saline CL
0.0006 - Fgf21 0.0008 Bmp8b 0.020- Gluti1
S
& 0.0006 0.015-
< J
S ooo04
DE: 0.0004 § 0.010-
< 0.0002
= 0.0002 4 0.005
<
S 0.0000 T T 0.0000 - — T 0.000
Saline cL Saline CcL saline

CJ WT B Fgf15-null

Figura 41. El tratamiento cronico con CL (agonista del receptor adrenérgico $3) no
provoca cambios en el TABi entre ratones WT y Fgf15-null. Caracterizacion del TABi de
ratones WT y Fgf15-null tratados durante 14 dias con salino o CL. A. Secciones histolégicas
representativas de TABi de ratones WT y Fgf15-null con salino o CL tefiidas con hematoxilina y
eosina (H&E). 10x aumentos, escala 100 um. B. Niveles de expresion de diferentes marcadores
termogénicos (Ucpl1, Dio2, Ppargcla, Fgf21, Bmp8b y Glutl). Los resultados se expresan como
media * SEM (n = 7). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos a igual
condicion ambiental (* p<0,05; ** p <0,01).

A la luz de los resultados producidos por el agonista especifico 3-adrenérgico
CL316,243, se realiz6 una aproximacion experimental complementaria. Ratones WT y
Fgf15-null fueron tratados con salino o con isoproterenol (agonista de los receptores B-
adrenérgicos) durante 7 dias mediante la implantacion de una bomba osmdtica

(minipump) en la zona interescapular. Dado los resultados anteriores en diferentes
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tejidos adiposos, se procedié a examinar el TABi como el tejido adiposo mas sensible a la

ausencia de FGF15.

El tratamiento con ISO provoc6 una disminucion tanto del peso corporal como de los
diferentes depdsitos de tejido adiposo en ambos genotipos, acompanado de un descenso
de los triglicéridos en sangre. Por otro lado, los niveles de FGF21 sistémicos fueron
significativamente mas altos en ratones Fgf15-null (con una p = 0,0002 con Two way

ANOVA) (Tabla 20).

Tabla 20. Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino
0 ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales y parametros
metabolicos. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis estadisticos
realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre genotipo
(* p<0,05; ** p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01).

WT Fgf15-null
Salino ISO Salino ISO
Peso corporal (g) 39,214 34,9 +1,0# 42,2+1,3 358+ 1,7#
(Tlf::]' TorEEEs e 1655+182  1212+6,6# 1991+91 1039 + 17,1 ##
TABi (mg) 857,6+150,2 4712+866# 10178+78,1 747,5+160,9
TABe (mg) 1431,6+251,6 781,4+924# 16295 +172,7 945'3_1020573;'4 &
) 1553,7 + 39,0 .

Higado (mg) 1725,4 + 74,3 (hpe007) 21311% 151,4* 1628,2 + 138,04
Glucosa (mg/dL) 147,7+ 63 132,0+ 6,9 165,2+ 16,5 11(2'1;2_’—591')7 e
Triglicéridos (mg/dL)  247,3+156 147,5 % 26,1## 1?,?; N &75)’7 103,5 + 12,244

826,82 555,4 +138,3

FGF21 (pg/mL) 3747 +74,7  2469+998 e (o= 0.1)

Los ratones tratados con ISO mostraban un aumento de la expresion de genes
relacionados con la termogénesis (Ucpl y DioZ2). Sin embargo, la falta de Fgf15 no se
asocio a diferencias de expresion en estos genes, tal como ya se habia determinado en el

tratamiento con CL (Figura 42).
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Figura 42. El tratamiento con ISO (agonista de los receptores adrenérgico f3) no provoca
cambios en el TABi entre ratones WT y Fgf15-null. Caracterizacién del TABi de ratones WT y
Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino o ISO. Niveles de expresion de diferentes
marcadores termogénicos (Ucp1, Dio2, Ppargcla). Los resultados se expresan como media + SEM
(n = 6). Analisis estadistico realizado con t-student entre genotipos.

Teniendo en cuenta las herramientas disponibles, se planteé un modelo de ganancia de
funcion a fin de determinar si la acciéon de FGF15/19 sobre el TABi se produce de forma
directa o indirecta. Ratones WT C57BL/6] fueron inyectados con el adenovirus Ad5-
Control o Ad5-FGF15, permitiendo la sobreexpresion de FGF15 durante una semana. Al
mismo tiempo, se implantaron bombas osmdticas para el tratamiento de los ratones con

Salino o ISO (Tabla 21).

Tabla 21. Caracterizacion de animales Ad5-Control y Ad5-FGF15 tratados durante 7 dias
con salino o ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales y
parametros metabélicos. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre adenovirus (* p<0,05; ** p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01).
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Ad5-Control Ad5-Fgf15

Salino ISO Salino ISO
Peso corporal (g) 22,3+0,1 239+1,0 22,1+0,7 21,0+0,2*
el Bl 50,8 + 3,7 63,8+ 1,7# 546+3,5 58,9 + 3,2
(mg)
TABi (mg) 102,9 + 6,7 110,6 + 11,2 113,4+13,5 61,0 = 8,9%*#
493+78 #
TABe (mg) 116,0 5,0 81,1+12,0 116,0 + 16,3 (9=0.06)
Higado (mg) 21732+ 61,3 2089,1+190,5 1707,0+143,7* 14449+62,8%*
Glucosa (mg/dL) 106,6 + 12,0 89,3+12,8 103,3+5,0 109,0 + 17,0
Triglicéridos (mg/dL)  92,5+54 83,2+79 85,9 +4,7 69,7 + 3,5#
FGF21 (pg/mL) 28832 +4262 21479 +367,6# 1653,3+2062 " 56; %’3*;—; .

Al realizar el analisis de la expresion génica de los genes relacionados con la
termogénesis vimos cdmo, en el caso de Ucpl, Dio2 y Ppargcla, el tratamiento con ISO
aumentaba sus niveles de expresion. Ahora bien, el tratamiento con ISO en animales con
sobreexpresion de FGF15 (Ad5-FGF15) mostraban un efecto sinérgico: la expresion de
estos genes aumentaba a un mayor nivel en estos animales que en los Ad5-Control

(Figura 43).
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Figura 43. La sobreexpresion de FGF15 magnifica el aumento de la expresion de genes
termogénicos por el tratamiento con ISO. Caracterizacion del TABi de ratones Ad5-Control y
Ad5-FGF15 tratados durante 7 dias con salino o ISO. Niveles de expresién de diferentes
marcadores termogénicos (Ucp1, DioZ, Ppargcla). Los resultados se expresan como media + SEM
(n =5). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos (* p < 0,05; ** p < 0.01).
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Por ultimo, se realiz6 la misma aproximacion pero en este caso inyectando a los animales
WT C57BL/6] con AAV8-Control o AAV8-FGF19 y manteniendo la sobreexpresion
durante tres semanas. Las bombas osmoticas fueron implantadas la ultima semana, asi

que el tratamiento con salino o ISO se prolong6 durante 7 dias (Tabla 22).

Tabla 22. Caracterizacion de animales AAV8-Control y AAV8-FGF19 tratados durante 7
dias con salino o0 ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales
y parametros metabolicos. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre virus adeno-asociado (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p
<0,001).

AAV8-Control AAV8-FGF19
Saline ISO Saline ISO
Peso corporal (g) 279+0,8 279+0,5 26,8+0,5 26,7+0,5
Ll Bt o oo 744+15 66,7 + 4,1* 79,7 + 6,1
(mg)

. 168,32 + ok *
TABi (mg) 290,1+ 16,6 08#As 2295+5,9 2114+ 8,38
TABe (mg) 300,5+248 1302 +13,6### 180,8+93** 1489 +8,1#
Higado (mg) 13544 +80,5 1490,6+392  12888+535 13424 +379
Glucosa (mg/dL) 168,6 +7,7 1531+115 1596 + 8,6 1472 +10.2
Triglicéridos 1277 +20,7 73,6+ 2,1 1130+ 11,4 93,7+ 7,4
(mg/dL)

FGF21 (pg/mL) 46,6 + 35,3 82,9 + 54,3 65,6 + 30,0 25,4 +10,7

En este caso, a diferencia de lo visto anteriormente con la sobreexpresion de FGF15, la
sobreexpresion de FGF19 no causé el mismo efecto sinérgico: el aumento de la expresion
de los genes Ucpl, Dio2 y Ppargcla fue similar en ratones tratados con ISO

independientemente si eran AAV8-Control o AAV8-FGF19 (Figura 44).

157



Ucpl Dio2 Ppargcia

0.03

-
=]
3

005

o
w
*

004
0.02 4

o
o
s

003

0.014 002

*
001

0.00 . 000 i

saline IS0 saline IS0 saline IS0

o
s
h

mRNA/mMRNA Ppia

=4
=)
I

[ AAV8-Control EE AAVS8-FGF19

Figura 44. La sobreexpresion de FGF19 no provoca cambios en la expresion de genes
termogénicos por el tratamiento con ISO. Caracterizacién del TABi de ratones AAV8-Control
y AAV8-FGF19 tratados durante 7 dias con salino o ISO. Niveles de expresion de diferentes
marcadores termogénicos (Ucp1, Dio2, Ppargcla). Los resultados se expresan como media + SEM
(n = 6). Andlisis estadistico realizado con t-student entre genotipos (* p < 0,05).

En general, no hemos observado grandes cambios en los tejidos adiposos debidos a las
manipulaciones en FGF15 frente a los estimulos farmacolégicos de tipo adrenérgico
utilizados como inductores de adaptaciones termogénicas. Ello contrasta con los efectos
diferenciales observados frente al frio en los ratones Fgf15-null o los efectos observados
al aumentar sistémicamente los niveles de FGF15/FGF19. Este hecho podria significar
que los efectos debidos a cambios en los niveles de FGF15/19 sobre el tejido adiposo
podrian ser indirectos, es decir, podrian estar mediados por acciones a nivel central de
FGF15/FGF19 o bien podrian implicar efectos de FGF15/FGF19 sobre los mecanismos
de regulacion del browning inducidos por frio pero distintos a la activaciéon simpatica

(Villarroya & Vidal-Puig, 2013).

6. FGF19 no induce browning en adipocitos humanos in vitro.

Experimentalmente, la evaluacion de un posible efecto directo de FGF15 sobre los
adipocitos se encuentra obstaculizada por la falta de FGF15 recombinante comercial
para ser utilizado en cultivos de adipocitos murinos. A fin de evitar la utilizacién de un
sistema heterdlogo, y para determinar la capacidad del sistema FGF15/19 para actuar

sobre los adipocitos, se estudi6 el efecto de FGF19 humano recombinante en células
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SGBS, linea celular de adipocitos humanos sensibles al desarrollo de browning (Yeo et al.,

2017).

El tratamiento con FGF19 no alter6 la morfologia de las gotas lipidicas en las células
(Figura 45A). Los adipocitos SGBS diferenciados mostraron niveles de expresion de los
genes KLB, FGFR1 y FGFR4, maquinaria de potencial respuesta a la accién de FGF19,
incluso mayores que los presentes en tejido adiposo subcutaneo humano, a excepcion de
FGFR4 que mostré un nivel de expresion muy bajo (Figura 45B). La capacidad de
respuesta de los adipocitos SGBS a FGF19 se evalu6é mediante la determinacion de los
niveles de mRNA de EGR1, gen de respuesta temprana a los FGFs endocrinos (Branney
et al., 2009). Después de 6h de tratamiento con FGF19, hubo una induccién cercana a 6
veces en los niveles de RNAm de EGRI1, confirmando la sensibilidad los adipocitos SGBS

ala accion de FGF19 (Figura 45C).
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Figura 45. Las células SGBS responden al tratamiento con FGF19 sin comprometer por ello
su morfologia celular. Las células fueron tratadas con FGF19 (50 ng/mL) durante diferentes
tiempos (6h, 12h y 24h). A. Imagenes representativas de células SGBS a diferentes condiciones
(x aumentos, escala 200 um). B. Niveles de expresion de diferentes genes relacionados con la
maquinaria de FGF19 (KLB, FGFR1 y FGFR4). C. Nivel de expresion de EGR1, gen de respuesta
temprana a los FGFs endocrinos. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA y Dunnet para ver diferencias entre condiciones. *para
representar diferencias entre los tratamientos y el control y # para representar diferencias
respecto al grupo de 6 horas de tratamiento (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; # p<0,05; ## p
<0,01; ### p<0,001).

Tras los experimentos in vivo mostrados anteriormente, la hipdtesis de estudio era la
existencia de un papel positivo de FGF19 sobre los genes relacionados con la
termogénesis. Sin embargo, FGF19 no alterd la expresién de marcadores termogénicos.
De hecho, el tratamiento con FGF19 no solo no indujo la expresién de UCP1 o DIOZ, sino
todo lo contrario. FGF19 caus6 una reduccidn significativa en estos genes en algunos de
los tiempos de exposicion a FGF19 (Figura 46).
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Figura 46. El tratamiento de FGF19 en células SGBS no aumenta los niveles de expresion
de genes termogénicos. Las células fueron tratadas con FGF19 (50 ng/mL) durante diferentes
tiempos (6h. 12h y 24h). Nivel de expresiéon de genes relacionados con la termogénesis (UCPI,
DIOZ y PPARGC1A). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis estadistico
realizado con one-way ANOVA y Dunnet para ver diferencias entre condiciones. *para
representar diferencias entre los tratamientos y el control y # para representar diferencias
respecto al grupo de 6 horas de tratamiento (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; # p<0,05; ## p
<0,01; ### p<0,001).

En resumen, las observaciones obtenidas de la accion de FGF19 in vitro refuerza los
resultados obtenidos en los estudios con modelos animales: la presencia de FGF15/19 es
un evento importante en el proceso adaptativo de browning en el tejido adiposo, aunque

dicho papel probablemente no se base en una accion directa de FGF15/19 en el adipocito.
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Resultados:

FGF15/19 y la plasticidad en
corazon
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1. Los niveles de FGF19 se encuentran alterados en pacientes con patologias

cardiacas.

Recientemente se ha estudiado el papel de FGF15/19 sobre el musculo esquelético,
describiendo como promueve el crecimiento de las miofibras de dicho tejido (Benoit et
al, 2017). De manera que, viendo los resultados publicados en musculo, decidimos
estudiar el papel de FGF15/19 en el corazén. En colaboracion con el Hospital Germans
Tries i Pujol, se pudo disponer de los sueros de una cohorte de 46 pacientes con
patologias cardiacas: 23 pacientes habian tenido infarto de miocardio y 23 sufrian
insuficiencia cardiaca, de los cuales se cuantificaron los niveles de FGF19. Los pacientes
fueron comparados con controles sanos de edad y sexo equivalentes. Los datos obtenidos
evidenciaron una marcada reduccién de los niveles de FGF19 en pacientes de ambas
patologias cardiacas. También, se analizaron los niveles de FGF21 sistémicos, que
mostraron un comportamiento opuesto, con un aumento significativo en los pacientes
con insuficiencia cardiaca o victimas de infarto de miocardio. Este perfil de cambios
reciprocos es similar al de los individuos con obesidad en comparaciéon con controles

sanos (Figura 47).
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Figura 47. Niveles sistémicos en pg/mL de (A) FGF19 o (B) FGF21 en pacientes control,
pacientes con insuficiencia cardiaca o con infarto de miocardio. Los resultados se expresan
como * SEM. Andlisis estadistico realizado con el test para muestras no paramétricas Mann-
Whitney. Los * muestran diferencias con respecto a los pacientes control y los # muestran
diferencias entre pacientes con insuficiencia cardiaca e infarto de miocardio (* p < 0,05; ** p
<0,01; #p <0,05; ## p < 0,01).
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2. Los ratones Fgf15-null muestran alteraciones en el desarrollo de hipertrofia

cardiaca inducida por obesidad.

Dado los datos obtenidos anteriormente en pacientes y a fin de determinar el posible
papel de FGF15/19 en la homeostasis cardiaca, analizamos el corazén de ratones
deficientes para Fgf15 en condiciones basales y en respuesta a una dieta obesogénica
(HFD), procedimiento que induce hipertrofia cardiaca patolégica (Raher et al., 2008).
Ratones WT y Fgf15-null de 2 meses de edad fueron alimentados durante 13 semanas
con HFD o se con una dieta estandar baja en grasas (LFD). A grandes rasgos, el perfil
metabolico general de los ratones Fgf15-null mantenidos en LFD no se modificé en
relacién con los ratones WT. Ademas, la respuesta obesogénica producida por la HFD no
resultd diferente entre los ratones Fgf15-null y los WT: el aumento de peso corporal y el
tamafo de los depositos de tejido adiposo fue similar en ambos genotipos. Tampoco se
mostraron diferencias entre genotipos en lo concerniente a la trigliceridemia, la glucemia
y la hiperinsulinemia producida por la HFD. En cambio, los niveles sistémicos de FGF21
resultaron significativamente incrementados en ratones Fgfl5-null bajo HFD en

comparacion con animales WT (Tabla 23).
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Tabla 23. Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null alimentados durante 13 semanas
con una dieta obesogénica HFD o mantenidos con dieta estandar LFD. En la tabla se
muestran los datos concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso
de los diferentes tejidos), parametros metabdlicos y la expresion génica en higado de diferentes
genes (expresion relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media
+ SEM (n = 8). Analisis estadisticos realizados con t-student. * muestra diferencias entre genotipo
y # muestra diferencias entre dieta (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01;
##4# p <0,001).

WT Fgf15-null
LFD HFD LFD HFD
Peso corporal (g) 352+1,7 44,8+ 2,0 ## 334+08 39,4+ 1,2 ##*
TAM interescapular (mg) 1849+ 20,8 198,2 + 16,9 165,5 + 28,0 210,6 £ 14,0
TABi (mg) 531,7+91,0 1361'#3#1#153'7 557,0£ 72,2 1238,2 +138,0 ##
TABe (mg) 1063,3+181,8 1988,6+176,7 ## 1153,7+136,0 2107,2 + 43,4 #i#t#
Higado (mg) 1515,2+ 60,9 20(7#7[;23'52]5'5 1501,2 75,4 1946,1 +130,1 #
Glucosa (mg/dL) 157,2+4,3 1765 + 174,6 £ 14,4 183,709
8,7(#p=0,07)

Insulina (pg/mlL) 911,2+133,6  7136,5+ 1985,0# 1420,8+387,2 5291,9+1153,7#
Triglicéridos (mg/dL) 233,0+ 25,8 195,1 £ 20,8 173,2+6,7 187,7+18,5
FGF21 (pg/mlL) 347,2 £ 84,5 664,5 £125,7 7183 +118,0* 13454+ 1599 #*
Cyp7al Hepatico 33,29+ 7,08 24,15+ 4,61 262,44 + 37,06 ** 218,32 £ 20,83 ***
Fgf21 Hepatico 361206 7,70 £ 1,65 6,91+1,16 11,74+ 2,16

Al medir el tamafio del corazén no se encontraron diferencias entre los ratones Fgf15-
null y WT en condiciones de LFD. Sin embargo, los corazones de ratones Fgf15-null
alimentados con HFD eran significativamente mas pequefios que los de los ratones WT
bajo las mismas condiciones (Figura 48A). A fin de analizar estos cambios de peso, se
obtuvieron preparaciones histolégicas de cortes transversales de los corazones tefiidas
con hematoxilina y eosina (H&E). El analisis del area de los cardiomiocitos (CMA)
permitié confirmar que, tal como pasaba con el tamafio del corazén, no se encontraron
diferencias entre genotipos en condiciones de LFD. En cambio, los ratones WT
alimentados con una HFD, tenian un CMA incrementado en comparacion con los Fgf15-
null, sefialando un mayor grado de hipertrofia cardiaca en el caso de los WT. Los Fgf15-

null mostraban una hipertrofia menor bajo la HFD (Figura 48B y 48C).
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Figura 48. La falta de FGF15 provoca una alteracion de la hipertrofia patoldgica asociada
a una dieta obesogénica (HFD). Ratones WT y Fgf15-null fueron alimentados con una dieta
obesogénica o mantenidos con dieta estdndar (LFD) durante 13 semanas. A. Pesos de los
corazones de ratones WT y Fgf15-null bajo LFD o HFD en el momento del sacrificio. B. Area de
los cardiomiocitos (CMA) expresada en pm?2 C. Secciones histolégicas de corazones
representativas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 20x aumentos, escala 50 pum. Los
resultados se expresan como media + SEM (n = 8). Analisis estadisticos realizados con t-student.
# muestra diferencias entre dieta y * diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001).

El andlisis de expresidon génica no reveld cambios significativos en la expresién de Anf
debido a la falta de FGF15 mientras que la expresion del gen de la actinina se redujo
significativamente en ratones Fgf15-null tanto en el caso de LFD como en el de HFD,
segun el analisis mediante two-way ANOVA (p < 0,05). Los genes Mmp?9, Col3 y Colé,
indicadores de fibrosis, no mostraron cambios importantes debido a la dieta o al

genotipo (Figura 49).
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Figura 49. La falta de FGF15 en una situacion de hipertrofia patoldogica (HFD) provoca una
leve disminucion de la expresion de genes relacionados con la hipertrofia. En la figura se
muestran niveles de expresion de RNAm de diferentes genes relacionados con la hipertrofia
(Actinin y Anf) y con la fibrosis (Mmp9, Col3, Col6 y TgfB). Los resultados se expresan como media
+ SEM (n = 8). Andlisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre dieta y
* diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p
<0,001). También se analizé diferencias entre factores mediante el test two-way ANOVA.

En contraste con los resultados obtenidos con los genes marcadores de hipertrofia o
fibrosis del tejido cardiaco, la expresion del gen que codifica por PDK4, enzima clave en
el uso relativo entre glucosa y acidos grasos en el corazon, fue dramaticamente inducida
en ratones WT alimentados con HFD, tal como ya se habia descrito previamente
(Newhartd et al., 2019), pero no en el caso de Fgf15-null, donde no hay induccién de
PDK4 por HFD. En el caso de la expresion de FGF21, el perfil de expresion fue muy similar
al de PDK4, con una induccién impedida en los ratones Fgf15-null alimentados con HFD

(Figura 50).
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Figura 50. La falta de FGF15 en una situacion de hipertrofia patolégica (HFD) provoca una
disminucion de la expresion de genes relacionados con el metabolismo cardiaco. En la
figura se muestran niveles de expresion de RNAm de Pdk4 y Fgf21. Los resultados se expresan
como media = SEM (n = 8). Analisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias
entre dieta y * diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p
<0,01; ### p <0,001). También se analiz6 diferencias entre factores mediante el test two-way
ANOVA.

Al ver los cambios en la expresion de Pdk4 se decidié analizar la expresion génica de
otros genes relacionados con el metabolismo cardiaco y con el uso relativo de acidos
grasos o glucosa como sustrato: la acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (Acadm)
involucrada en la B-oxidacion de los acidos grasos, la carnitina palmitoiltransferasa 1b
muscular (Cptlb), enzima que limita la incorporacion de Aacidos grasos en las
mitocondrias, el transportados de glucosa 1 (SicZal o Glutl) que indica la incorporacién
de glucosa dentro de los cardiomiocitos y PCGla (Ppargcla) que regula la expresion de
Pdk4 y Cpt1b. En la tabla 24 podemos ver como en los animales WT alimentados con dieta
HFD hay una tendencia (aunque no significativa ni tan marcada como para Pdk4) a
aumentar la expresidon de genes como Acadm, Cptlb y Ppargcla, indicando una mayor
utilizacién de acidos grasos que de glucosa. Esta tendencia no se produce en animales

Fgf15-null.
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Tabla 24. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. Todos los resultados se expresan como media + SEM (n=8 por grupo). Analisis
estadistico realizado por t-student. # muestra diferencias entre dieta y * diferencias entre
genotipo (# p<0,05).

WT Fgf15-null
LFD HFD LFD HFD
Acadm 3,90+0,59 519+ 0,86 4,02+0,48 1,69+ 0,69
Cptib 1,43 +£0,02 2,22+043 # 1,50+0,16 0,59 +0,24
Slc2a1 (Glut1) 0,047 £ 0,002 0,042 + 0,005 0,057 + 0,008 0,043 0,005
Ppargcla 0,27 +0,03 0,41+0,09 0,39+0,07 0,29+0,03

Los resultados referentes a la resistencia de los ratones deficientes de FGF15 a
desarrollar hipertrofia cardiaca patoldgica, nos muestra como la falta de FGF15 provoca
una alteracion en este tipo de hipertrofia asociada a una dieta obesogénica (HFD), que se
manifiesta en: menor peso del corazon, menor tamafio de los cardiomiocitos, menor
expresion de actinina y una alteracion en la expresion de Pdk4, gen clave para la
utilizacién de sustratos para el metabolismo energético. La potenciacion adaptativa de la
utilizacion de acidos grasos por parte del corazdén debido a la HFD, evidenciada por la
aumentada expresion de Pdk4 y otros genes del catabolismo lipidico, no se produciria

adecuadamente al faltar Fgf15.

3. Alteracion de la hipertrofia cardiaca inducida por el frio en ratones Fgf15-null.

Gracias a los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis doctoral, hemos
observado que el sistema FGF15/19 se encuentra involucrado en las alteraciones del
tejido adiposo asociadas con la adaptacién al frio. Asi, estudiamos el papel de FGF15 en
un segundo modelo de hipertrofia cardiaca adaptativa, en este caso correspondiente a la

adaptaciodn fisiolégica que se produce en el corazén a causa de un ambiente frio.

A fin de cumplir este propdsito, ratones WT y Fgf15-null fueron mantenidos durante una

semana a 4 2Cy fueron comparados con ratones de ambos genotipos mantenidos durante
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el mismo tiempo a 30 °C, temperatura a la que se suprime el estrés termogénico en
ratones (termoneutralidad). Este experimento es el mismo que en el bloque anterior y

en la Tabla 25 se muestran los parametros circulantes y de adiposidad conjuntamente.

Tabla 25. Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null mantenidos durante 7 dias a 30 ©C
0 4 °C con condiciones de alimentacion estandar. En la tabla se muestran los datos
concernientes a los pesos de los animales (tanto peso corporal como el peso de los diferentes
tejidos), parametros metabdlicos y la expresion génica en higado de diferentes genes (expresion
relativa y multiplicada por 1000). Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 6).
Andlisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre temperatura y *
diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p
<0,001).

WT Fgf15-null
30°C 4°C 30°C 4°C
Peso corporal (g) 30,7+1,3 30,2+1,0 29,8+0,8 28,8+0,7
(E"‘;:gzlffd';z']‘mida 41,3+32 88,0 £ 9,2 ## 42,5+2,0 74,1+ 5,2 ##
TAM interescapular (mg) 69,8+2,4 125,8 + 3,5 ### 128,9+13,9** 1(3353010%0
TABi (mg) 262,21 43,7 2083:231  3791:299* 35*%36-" ggf
TABe (mg) 357,31+ 78,2 3243+1082 7256805 507,6 + 89,0
Higado (mg) 1482,9+91,9 1561,1 + 60,6 1399,8 % 61,0 1412,8 +54,7
Glucosa (mg/dL) 166,8+ 6,0 172,289 1653+ 7,1 147,5+10,8
Insulina (pg/mL) 17442 £231,1 6562+ 117,0## 1386,4£2355 1509,5+ 249,0 #*
Triglicéridos (mg/dL) 331,5 + 50,1 1783+137#  2127+123*  173,6+104#
NEFA (mg/dL) 32,9+ 4,1 18,2+ 1,4 ## ?*2132 ; 5'5 1(5,;]?:0%3)#
Acidos biliares (pmols/L) 203+1,8 22024 21,0+24 19,6+ 3,6
FGF21 (pg/mL) 214,3 + 26,1 1499327  111,7+11,54* 66,2+7,5*
Cyp7al Hepitico 36,0 7,9 100+ 19## 2000 £26,0 *** 380 + 29 ##***
Fgf21 Hepético 2,302 0,49 1,10£0,18 # 2,00 0,57 0,51+0,10 #*

Los ratones WT a 4 2C mostraron una marcada hipertrofia cardiaca, evidenciada por el
significativo aumento del tamafio del corazon (Figura 51A) y del aumento en el CMA
(Figura 51B). Los ratones Fgf15-null no mostraron cambios en el tamafio del corazén en
ausencia de exposicion a frio (Figura 51A), aunque el tamafio de los cardiomiocitos

(CMA) fue algo mayor (Figura 51B). La capacidad del corazén para agrandarse en
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respuesta al frio se vio totalmente bloqueada en los ratones Fgf15-null, asi como la

capacidad de aumentar el area de sus cardiomiocitos (Figura 51).
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Figura 51. La falta de FGF15 provoca una alteracion de la hipertrofia fisiol6gica asociada
a frio. Ratones WT y Fgf15-null fueron mantenidos durante 7 dias a 30 2C o0 4 2C y alimentados
con una dieta estandar. A. Pesos de los corazones de ratones WT y Fgf15-null a 30 2C 0 42C en el
momento del sacrificio. B. Area de los cardiomiocitos (CMA) expresada en pm?2. C. Secciones
histolégicas de corazones representativas teflidas con hematoxilina y eosina (H&E). 20x
aumentos, escala 50 pm). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre temperatura y * diferencias
entre genotipo. En el caso del peso del corazon, se ha realizado un anélisis two way ANOVA ($
para diferencias causadas por el factor genotipo) (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05;
## p <0,01; ### p <0,001; $ p< 0,05; $$ p < 0,01).

Al analizar la expresion de los genes relacionados con la hipertrofia cardiaca,
especialmente de tipo patoldgico, como Anf o actinina, no se vieron alteraciones
concernientes al genotipo o por el efecto del frio. En cambio, los genes Mmp9, Col3, Col6
y TgfB, relacionados con la fibrosis y la remodelacién del corazén durante la hipertrofia
cardiaca, fueron fuertemente inducidos por el frio en ratones WT, mientras que los

ratones Fgf15-null mostraron un menor grado de induccion (Figura 52).
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Figura 52. La falta de FGF15 en una situacion de hipertrofia fisiologica (desafio
termogénico) provoca una disminucion de la expresion de genes relacionados con la
fibrosis y remodelacion de la matriz extracelular en el corazén. En la figura se muestran
niveles de expresion de RNAm de diferentes genes relacionados con la hipertrofia (Actinin y Anf)
y con la fibrosis (Mmp9, Col3, Col6 y TgfB). Los resultados se expresan como media * SEM (n =
6). Andlisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre temperatura y *
diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p
<0,001). También se analizé diferencias entre factores mediante el test two-way ANOVA. $ para
mostrar diferencias entre genotipos ($ p<0,05; $$ p <0,01),

La expresion de Pdk4 se redujo a causa de la exposicion al frio, siendo significativamente
menor en el caso de los ratones Fgf15-null, independientemente de la temperatura. Este
patrén fue reciproco al comportamiento observado para la expresion de Fgf21 (Figura

53).
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Figura 53. La falta de FGF15 en una situacion de hipertrofia fisioldgica (desafio
termogénico) provoca una disminucion de la expresion de genes relacionados con el
metabolismo cardiaco. En la figura se muestran niveles de expresiéon de RNAm de Pdk4 y Fgf21.
Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Anadlisis estadisticos realizados con t-
student. # muestra diferencias entre temperatura y * diferencias entre genotipo (* p<0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001). También se analiz6 diferencias entre
factores mediante el test two-way ANOVA ($ p<0,05; $$ p <0,01; $$$ p<0,001).

Al analizar los genes Acadm, Cptlb, Glutl y Ppargcla, se pudo ver como los animales
mantenidos a 42C tienen una tendencia a disminuir la expresién de Acadm, Cptlb y
Ppargcla, indicando una mayor utilizaciéon de glucosa como sustrato por parte de sus
cardiomiocitos. En el caso de los Fgf15-null, esta disminucion tendi6 a ser de menor

magnitud (tabla 26).

Tabla 26. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. Todos los resultados se expresan como media + SEM (n=6 por grupo). Analisis
estadistico realizado por t-student. # muestra diferencias entre temperatura y * diferencias
entre genotipo (* p<0,05; # p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001).

WT Fgf15-null
30°C 4 °C 30°C 4 °C
Acadm 2,43+0,13 1,37 £ 0,09 ### 2,30+0,21 1,12 £ 0,06 #H##*
Cptlb 0,80+0,03 0,52 +0,04 ### 0,76 £0,09 ?*ii;gggl##
Slc2a1 (Glut1) 0,050+0,011 0,051 +0,003 0,033+0,008 0,040 £ 0,008
Ppargcla 0,35+ 0,06 0,17+£0,01 # 0,16 £0,02* 0,17 £ 0,04
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En el caso de la hipertrofia cardiaca fisiolégica adaptativa al frio, los estudios de
expresion génica sugieren que el corazén debe utilizar en menor medida los acidos
grasos como sustrato metabdlico (disminucion de la expresion de Pdk4 y de otros genes
del catabolismo lipidico, como Acadm o Cptlb). Sin embargo, los ratones Fgfl5-null
presentan una disminucion todavia mas marcada de estos genes, sobretodo en el caso de
Pdk4, sugiriendo que el porcentaje de utilizacién de lipidos puede ser incluso menor que

en estos animales que en WT.

Con ambos modelos de hipertrofia cardiaca adaptativa, tanto en respuesta a dieta rica en
grasa como en respuesta al frio, hemos podido observar como la ausencia de FGF15
provoca una alteracion en la capacidad de remodelacién y de adaptacion metabélica del
corazon seguramente modificando el ratio de utilizacion de glucosa/acidos grasos como
sustrato energético. Estas alteraciones se traducen en una disminucion en el tamafio de

sus corazones, provocada por una disminucién del tamafio de los cardiomiocitos.

4. Papel de FGF15 en hipertrofia cardiaca patolégica inducida por isoproterenol.

Dado el potencial papel de FGF15/19 en el desarrollo de la hipertrofia adaptativa, se
realizé otra aproximaciéon de induccion de hipertrofia cardiaca, mediante el tratamiento
crénico con el agonista adrenérgico isoproterenol (ISO), tradicionalmente usado para la
induccién de hipertrofia cardiaca patologica. Asi, ratones WT y Fgf15-null de 4 meses
fueron tratados con salino o ISO durante 7 dias, con infusion continua mediante bombas
osmoticas (minipump) colocadas de manera subcutanea en la zona interescapular de los

ratones.

De este experimento se pudieron realizar ecografias a dia 6 de tratamiento a fin de
analizar la funcionalidad del corazon de los animales. Las mediciones ecocardiograficas
no revelaron cambios significativos entre ratones WT y Fgfl5-null tratados con ISO.
Ahora bien, los ratones control (salino) Fgfl5-null mostraron un comportamiento
diferente en comparacion de los WT: el volumen del septo (tanto en diastole, IVSd, como
en sistole, IVSs) y el grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo (tanto en
diastole LVPWd, como en sistole LVPWs) eran mayores en el caso de los Fgf15-null. Por

otra parte, el diametro de la aorta fue menor en el caso de los Fgf15-null (Tabla 27).
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Tabla 27. Parametros ecocardiograficos de ratones WT y Fgf15-null tratados con 6 dias
con infusion de isoproterenol o mantenidos con salino. Todas las medidas se expresan como
media + SEM (n = 6). Andlisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre

tratamiento 1ferencias entre genotipo <0,05; <0,01; <0,05; <0,01).
i y * difi i g ipo (* p<0,05; ** p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01)

WT Fgf15-null

Saline ISO Saline ISO
1VSd (mm) 0,53 £ 0,02 0,87 £ 0,02 ### 0,63 £ 0,02 ** 0,83+0,11
LVPWd (mm) 0,62 + 0,04 0,84 + 0,07 #i# 0.73 100605 (p= 0,85 + 0,03 #
LVIDd (mm) 4,50 £ 0,08 415+0,12 # 4,43+0,19 4,09%0,39
IVSs (mm) 0,84 0,01 1,45 £ 0,05 ### 1,09 £ 0,08 ** 1,49 £ 0,09
LVPWs (mm) 0,82 + 0,02 1,08+ 0,09 # 1,01 £ 0,06 ** 1,08 + 0,07
LVIDs (mm) 3,41 +0,09 2,62+0,14 # 3,20 + 0,21 2,58 % 0,44
EF (%) 54,5+1,6 71,7 £1,9 ### 60,5 +3,0 (*p=0,09) 708 +2,5#
%FS 243+1,0 357+ 1,5 ###  28,0+19 (*p=0,1) 34,5+ 1,9 (#p=0,05)
Heart Rate (BPM) 469,5 + 26,9 497,0 £ 19,97 4058 +21,9 444,3 £29,6
Peak Velocity (m/s) 1,13 0,05 1,18+0,10 1,07 £ 0,06 1,14 £ 0,05
VTI (cm) 4,32 0,20 4,40+ 0,45 4,25+0,23 418+0,23
Heart Rate (BPM) 485,7 +27,7 503,8+ 27,0 472,0 +15,7 488,5+31,4
E Peak (m/s) 1,11 £ 0,05 0,95+ 0,13 0,97 £ 0,06 (*p=0,08) 1,02+0,16
DEFEEEEIT e 23,5+1,26 17414 # 24,0+1,8 23,8+4,3
(ms)
@ Aorta (mm) 1,24 +0,02 137+0,04#  1,19%0,01(*p=0,07)  1,21+0,02*

Una vez finalizado el tratamiento se procedié con el sacrificio y a recolectar los diferentes
tejidos. El tratamiento con ISO provocé una disminucidn tanto del peso corporal como
de los diferentes depdsitos de tejido adiposo en ambos genotipos, acompafiado de un
descenso de los triglicéridos en sangre, todo ello sin diferencias significativas en funcién
del genotipo. Por otro lado, los niveles de FGF21 sistémicos tendieron a disminuir en
respuesta a ISO y fueron significativamente mas altos en ratones Fgf15-null que en

ratones WT (p = 0,0002 con Two way ANOVA) (Tabla 28).
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Tabla 28. Caracterizacion de animales WT y Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino
0 ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales y parametros
metabolicos. Todas las medidas se expresan como media # SEM (n = 6). Analisis estadisticos
realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre genotipo
(* p<0,05; **p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01).

WT Fgf15-null
Salino ISO Salino ISO
Peso corporal (g) 39,2+1,4 349 +1,0# 42,2+1,3 35,8+1,74#
(Tlf:g]' interescapular 1655+182  121,2 +6,6# 1991+91 1039+17,1 ##
TABi (mg) 857,6+150,2 4712+86,6# 1017.8+78,1 747,5+160,9
TABe (mg) 1431,6 +251,6 781,4+924# 16295+1727 945'8_1020573)'4 &
) 1553,7 + 39,0 .

Higado (mg) 17254 + 74,3 (ipe007) 21311% 151,4* 1628,2 + 138,04
Glucosa (mg/dL) 1477+ 63 132,0+ 6,9 1652+ 16,5 11(2'1;2_%%)7 &
Triglicéridos (mg/dL)  247,3+156 147,526, 1## 1?91; 535]7 103,5 + 12,244

826,82 = 555,4+£138,3

FGF21 (pg/mL) 374,7+74,7  246,9+99,8 1008+ (*p=0.1)

Se analiz6 a continuacion el peso del corazon y la morfologia de los cardiomiocitos. Los
corazones de los ratones tratados con ISO son significativamente mayores que en el caso
de los tratados con salino, independientemente de su genotipo, confirmando el efecto
hipertrofico del tratamiento. Sin embargo, no se observaron diferencias en el peso del
corazon entre ratones WT y Fgf15-null tras el tratamiento. Tras esto, se realizaron cortes
histol6gicos y mediante preparaciones tefiidas con hematoxilina y eosina se midieron las
areas de los cardiomiocitos. De la misma manera que en el caso del peso del corazon, el
CMA era significativamente mas grande en los ratones tratados con ISO que los tratados
con salino. En este caso, los ratones Fgf15-null si mostraban un CMA menor que los WT,

independientemente de su tratamiento (Figura 54).
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Figura 54. La falta de FGF15 provoca una alteracion de la hipertrofia patolégica provocada
por ISO. Ratones WT y Fgf15-null fueron tratados durante 7 dias con salino e ISO y alimentados
con una dieta estandar. A. Pesos de los corazones de ratones WT y Fgf15-null en el momento del
sacrificio. B. Area de los cardiomiocitos (CMA) expresada en pm2. C. Secciones histolégicas de
corazones representativas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). (20x aumentos, escala 50
um). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis estadisticos realizados con
t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre genotipo. En el caso del
peso del corazon, se ha realizado un analisis two way ANOVA ($ para diferencias causadas por el
factor genotipo) (# p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001; $ p< 0,05; $$ p < 0,01; $ p < 0,001).

A fin de evaluar la incidencia de la fibrosis cardiaca en este modelo, se realizaron
preparaciones tefiidas con la tincion tricrémica de Masson en secciones transversales de
corazon de ratones WT y Fgf15-null tratados con salino o con ISO. A continuacién, se
cuantificaron las areas fibréticas (zonas tefiidas de azul). El tratamiento con ISO
provocaba el aumento de las zonas fibréticas (aunque de manera no significativa) en
ambos genotipos. Sin embargo, los ratones Fgf15-null, tanto tratados con salino como
con ISO, tenfan una marcada tendencia a contener menos zonas fibroticas (p = 0,07 con

two way ANOVA) (Figura 55).
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Figura 55. La falta de FGF15 provoca una disminuciéon de la fibrosis en hipertrofia
cardiaca (por ISO). Determinacion de la fibrosis relativa en secciones histologicas de ratones
WT y Fgf15-null tratados durante 7 dias con salino o con ISO. Tincién tricrémica de Masson (20x,
escala 50 pm). Los resultados se expresan como media + SEM. Andlisis estadistico realizado con
two way ANOVA.

Al analizar la expresion de diferentes genes marcadores de hipertrofia cardiaca,
observamos que no habia afectaciones de la actinina entre genotipos pero existia una
tendencia no significativa a que los ratones Fgf15-null tuvieran una mayor expresién de
Anf (p = 0,12 con two way ANOVA). Los genes marcadores de fibrosis cardiaca no se
vieron afectados entre genotipos, con la excepcion de Mmp9, que tenia una p = 0,08 por

el factor genotipo con two way ANOVA (Figura 56).
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Figura 56. La falta de FGF15 en una situacion de hipertrofia patoldgica (tratamiento con
ISO) no provoca cambios significativos en la expresion de genes relacionados con la
fibrosis cardiaca y con la remodelaciéon cardiaca. En la figura se muestran niveles de
expresion de RNAm de diferentes genes relacionados con la hipertrofia (Actinin y Anf) y con la
fibrosis (Mmp9, Col3, Col6 y TgfB). Los resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre genotipo (# p<0,05; ## p <0,01). También se analizé diferencias entre factores mediante
el test two-way ANOVA.

La expresion de Pdk4 no experiment6 cambios entre ratones tratados con Salino e ISO en
el caso de los ratones deficientes en FGF15. En los ratones WT si se modificé la expresion
de este gen, siendo menor bajo el efecto de ISO, indicando un posible aumento del uso de
la glucosa como sustrato oxidativo. La expresion de Fgf21 no se vio modificada (Figura

57).
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Figura 57. La falta de FGF15 en una situacién de hipertrofia patolégica (tratamiento con
ISO) no provocoé cambios en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. En la figura se muestran niveles de expresion de RNAm de Pdk4 y Fgf21. Los
resultados se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis estadisticos realizados con t-student.
# muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre genotipo (# p<0,05; ## p <0,01).
También se analizé diferencias entre factores mediante el test two-way ANOVA.

Al analizar los genes Acadm, Cptlb, Glutl y Ppargcla, se pudo ver como los animales
Fgf15-null tienen una mayor expresiéon de Glutl (p=0,046 por two way ANOVA),
indicando un mayor transporte de glucosa en su interior, lo que sugiere que estos ratones
tienen un mayor grado de utilizacion de glucosa como sustrato que los animales WT

(Tabla 29).

Tabla 29. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. Todos los resultados se expresan como media + SEM (n=6 por grupo). Analisis
estadistico realizado por t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre
genotipo (* p<0,05; # p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001).

WT Fgf15-null
Salino ISO Salino ISO
Acadm 6,30 + 0,46 1,89+0,11 ### 4,87+028* 2,25+ 0,30 ###
Cptlb 3,42 +0,21 1,46+ 0,10 ### 3,04+ 0,29 1,95+ 0,21 #*
Slc2al (Glutl)  0,042+0,003  0,046+0,005  0,043+0,005 0,064 +0,005 # *
Ppargcla 0,65 + 0,05 0,38 £ 0,03 ## ?;f)g ; 854 ?;fi ; 8237
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5. La sobreexpresion de FGF15/19 provoca un leve aumento de la hipertrofia

cardiaca inducida por isoproterenol.

A continuacién para seguir explorando el papel de FGF15 en la hipertrofia cardiaca
patolégica y fisiologica se infectaron ratones WT C57BL/6] con los adenovirus
portadores del gen de FGF15 (Ad5-FGF15) o controles (Ad5-Control), consiguiendo una
sobreexpresion de FGF15 durante una semana. Al mismo tiempo, se colocd
subcutaneamente una bomba osmética para una administraciéon continua de estos

animales con salino o con ISO, a fin de provocar hipertrofia cardiaca (Tabla 30).

Tabla 30. Caracterizacion de animales Ad5-Control y Ad5-FGF15 tratados durante 7 dias
con salino o ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales y
parametros metabdlicos. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 5). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre adenovirus (* p<0,05; ** p <0,01; # p<0,05; ## p <0,01).

Ad5-Control Ad5-Fgf15
Salino ISO Salino ISO

Peso corporal (g) 22,3+0,1 239+1,0 22,1+0,7 21,0£0,2*

Ll Hriferes el 50,8 + 3,7 63,8 +1,7# 54,6 + 3,5 58,9 + 3,2

(mg)

TABi (mg) 1029 +6,7 110,6 £11,2 113,4+13,5 61,0 + 8,9
49,3+ 7,8 ##

TABe (mg) 116,0 £5,0 81,1+12,0# 116,0 £ 16,3 (*p=0,06)

Higado (mg) 2173,2+61,3 2089,1+190,5 1707,0+143,7* 14449+628*

Glucosa (mg/dL) 106,6 +12,0 89,3+12,8 103,3+5,0 109,00+ 17,0

Triglicéridos (mg/dL)  92,5+54 83279 85,9 +4,7 69,7 + 3,5#

FGF21 (pg/mL) 288324262 2147,9+367,6 16533%2062* 5637 %’iﬁ 4

El tratamiento con ISO aumenté tanto el peso del corazén como el area de sus
cardiomiocitos. El peso del corazén no se vio modificado por efecto de la sobreexpresion

de Ad5-FGF15. Por otra parte, se pudo comprobar como la sobreexpresion de Fgf15 en
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estos ratones si provocaba un aumento del area de los cardiomiocitos, tanto en el

tratamiento con salino como con ISO (Figura 58).
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Figura 58. La sobreexpresion de FGF15 no provoca cambios significativos en el peso de
los corazones pero si en el area de los cardiomiocitos en condiciones basales y de
induccion de hipertrofia por ISO. Ratones Ad5-Control y Ad5-FGF15 fueron tratados durante
7 dias con salino e ISO y alimentados con una dieta estandar. A. Pesos de los corazones de ratones
en el momento del sacrificio. B. Area de los cardiomiocitos (CMA) expresada en pmZ. C. Secciones
histolégicas de corazones representativas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 20x
aumentos, escala 50 pm). Los resultados se expresan como media *# SEM (n = 5). Andlisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre adenovirus. En el caso del peso del corazon, se ha realizado un analisis two way ANOVA.

Ahora bien, los resultados obtenidos en cuanto a la expresion de genes relacionados con
la hipertrofia, la fibrosis o el metabolismo cardiaco no mostraban diferencias a causa de
la sobreexpresion de FGF15 (Figura 59) y solo se aprecié una tendencia no significativa
a una mayor expresion de Actinin, Anfy Pdk4 en respuesta a Ad5-FGF15 en ausencia de

ISO.
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Figura 59. La sobreexpresion de FGF15 no influye en la expresion de genes relacionados
con la hipertrofia cardiaca. En la figura se muestran niveles de expresion de RNAm de
diferentes genes relacionados con la hipertrofia (Actinin y Anf), con la fibrosis (Mmp?9, Col3, Col6
y TgfB) y con el metabolismo (Pdk4 y Fgf21). Los resultados se expresan como media + SEM (n =
5). Andlisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamientos y *
diferencias entre adenovirus (* p<0,05; # p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001). También se analizd
diferencias entre factores mediante el test two-way ANOVA.

Al analizar otros genes del metabolismo cardiaco no se observaron grandes diferencias
entre animales inyectados con Ad5-Control y Ad5-FGF15. Los animales con
sobreexpresion de FGF15 mostraban unos niveles de expresion mas elevados de Acadm
(con una p=0,06 para el factor “Ad5-FGF15” mediante con two-way ANOVA) y de Cptlb.
Por otro lado, los animales tratados con Ad5-FGF15 e ISO mostraban una mayor
expresion de Glutl, sugiriendo un aumento de la entrada de glucosa al cardiomiocito, con

una p<0,0001 debido a la sobreexpresién de FGF15 segtiin two-way ANOVA (tabla 31).

185



Tabla 31. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. Todos los resultados se expresan como media + SEM (n=5 por grupo). Analisis
estadistico realizado por t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre
adenovirus (* p<0,05; # p<0,05; ## p <0,01)

Ad5-Control Ad5-FGF15
Salino ISO Salino ISO
3,64+0,34
Acadm 4,03 +0,35 2,78+ 0,27 # 4,64 +0,46 (*p=0,08)
2,75+0,31
Cptlb 298+0,14 2,05+0,19 ## 3,04 +0,37 (*p=0,09)
Slc2a1l (Glutl) 0,171 + 0,009 0,179 + 0,015 0,184 +0,010 0,326+ 0,032
Ppargcla 0,86+ 0,08 0,76 £ 0,20 0,95+0,11 0,98 +0,15

Teniendo en cuenta otra vez las diferencias funcionales entre FGF15 y su ortdlogo en
humanos FGF19, se llevo a cabo la misma aproximacion pero, esta vez, mediante la
infeccion de ratones con el virus adeno-asociado con la construccién de FGF19. Se
inyectaron ratones WT C57BL/6] con la construccion AAV8-Control o AAV8-FGF19,
provocando una sobreexpresion de FGF19 durante 3 semanas. En el transcurso de la
ultima semana, se implantaron las bombas osméticas para realizar el tratamiento con

salino o con ISO y asi provocar hipertrofia cardiaca (Tabla 32).
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Tabla 32. Caracterizacion de animales AAV8-Control y AAV8-FGF19 tratados durante 7
dias con salino o ISO. En la tabla se muestran los datos concernientes a los pesos de los animales
y parametros metabolicos. Todas las medidas se expresan como media + SEM (n = 6). Analisis
estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias
entre virus adeno-asociado (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p
<0,001).

AAV8-Control AAVS-FGF19
Saline ISO Saline I1SO
Peso corporal (g) 27,9+0,8 27,9+0,5 26,8+0,5 26,7+0,5
DL TIERESEIT R pae g s 744+15 66,7 +4.1* 79.7 + 6,1
(mg)
TABi (mg) 290,1+ 16,6 168,32« 2295 + 5,9%* 211,4 +8,8*
g L - ] 10,8### it =y y =14
TABe (mg) 300,5+248 1302+ 13,6### 180,8+93**  1489+81#
Higado (mg) 13544+805  1490,6+39,2  1288,8+53,5 1342,4+379*
Glucosa (mg/dL) 168,6 7,7 1531+ 11,5 159.6+ 8,6 1472 +10,2
Triglicéridos 127,7 +20,7 73.6+2.1# 113,0+ 11,4 937+74%
(mg/dL)
FGF21 (pg/mL) 46,6 + 35,3 82,9 + 54,3 65,6 + 30,0 25,4 +10,7

El tratamiento con ISO provocé un aumento del peso del corazén y del area de los
cardiomiocitos tanto en los ratones AAV8-Control como en los AAV8-FGF19,
confirmando el progreso de la hipertrofia cardiaca en los ratones tratados con ISO. En
cuanto a la sobreexpresion de FGF19, tal como sucedié anteriormente con los ratones
con sobreexpresion de Fgf15, los ratones inyectados con el AAV8-FGF19 tenian una
mayor area de sus cardiomiocitos, aunque en este caso solamente sucede en los ratones
tratados con salino. La sobreexpresion de FGF19 no parece potenciar la hipertrofia

provocada por ISO (Figura 60).
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Figura 60. La sobreexpresion de FGF19 no provoca cambios en el peso de los corazones
pero si en el area de los cardiomiocitos en hipertrofia (por ISO). Ratones AAV8-Control y
AAV8-FGF19 fueron tratados durante 7 dias con salino e ISO y alimentados con una dieta
estandar. A. Pesos de los corazones de ratones en el momento del sacrificio. B. Area de los
cardiomiocitos (CMA) expresada en pm2. C. Secciones histologicas de corazones representativas
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). 20x aumentos, escala 50 um). Los resultados se
expresan como media # SEM (n = 5). Analisis estadisticos realizados con t-student. # muestra
diferencias entre tratamiento y * diferencias entre virus adeno-asociado. En el caso del peso del
corazon, se ha realizado un analisis two way ANOVA (* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; # p<0,05;
## p <0,01; ### p <0,001).

En cuanto a la expresion de genes marcadores de hipertrofia (Actcl, Anf), la fibrosis
(Mmp9, Col3, Col6, TgfB) y el metabolismo cardiaco (Pdk4), tal como sucedia en el modelo
de sobreexpresion de Fgf15, no se observan diferencias en la expresion de estos genes

entre ratones AAV8-Control y AAV8-FGF19 (Figura 61).

188



Actinin Anf Mmp9

1.0 0.004
2 0.8
o & 0.003
421 0.6
4 0.002
ch: 0.4 #
Iz 2 ’l‘
o
£ o T T 0.0 T . 0.000 T r
AAV8-Control  AAV8-FGF19 AAV8-Control AAV8-FGF19 AAV8-Control AAV8-FGF19
Col3 Col6 TgfB
4 4 0.3
###
S
a 3 3
a 0.06
o 0.2
Z 2 2
g | I ’L‘ H )
o
€ o T T 0 T r 0.0 r r
AAV8-Control AAV8-FGF19 AAVS8-Control AAV8-FGF19 AAV8-Control AAV8-FGF19
Pdk4 Fgf21
o 25 1015
4
o 20
g . 1010 1 saline Bl IS0
o : =
£
% 10 1005
i
0.0 . . 1000
AAV8-Control AAV8-FGF19 AAV8-Control AAV8-FGF19

Figura 61. Efectos de la sobreexpresion de FGF19 sobre la expresion de genes
relacionados con la hipertrofia cardiaca. En la figura se muestran niveles de expresion de
RNAm de diferentes genes relacionados con la hipertrofia (Actinin y Anf), con la fibrosis (Mmp?9,
Col3, Col6 y TgfB) y con el metabolismo (Pdk4 y Fgf21). Los resultados se expresan como media
+ SEM (n = 5). Analisis estadisticos realizados con t-student. # muestra diferencias entre
tratamientos y * diferencias entre virus adeno-asociado (# p<0,05; ## p <0,01; ### p <0,001).
También se analiz6 diferencias entre factores mediante el test two-way ANOVA.

Al analizar otros genes del metabolismo cardiaco no se observaron grandes diferencias
entre animales inyectados con AAV8-Control y AAV8-FGF19 (Tabla 33). En esta ocasion
solamente se observaron diferencias de expresion en el caso de Glut1, ya que los animales
tratados con ISO y con sobreexpresion de FGF19 mostraban un aumento de la expresiéon
de este transportador, indicando posiblemente un aumento de la entrada de glucosa
dentro del cardiomiocito, tal como pasaba en el caso los animales con sobreexpresion de

FGF15 (p=0,0095 por la sobreexpresion de FGF19 con two-way ANOVA).
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Tabla 33. Niveles de expresion de mRNA de genes relacionados con el metabolismo
cardiaco. Todos los resultados se expresan como media + SEM (n=6 por grupo). Analisis
estadistico realizado por t-student. # muestra diferencias entre tratamiento y * diferencias entre
adenovirus (* p<0,05; # p<0,05; ## p <0,01)

AAV8-Control AAV8-FGF19
Salino ISO Salino ISO
Acadm 8,91+1,81 395022 # 9,35+0,79 4,90 £ 0,55
Cptib 4,02 +0,28 2,31+0,21 ## 5,08 +0,59 2,55+ 0,23 #i#
Slc2a1 (Glut1) 0,19+0,01 0,17 + 0,02 0,21+0,02 0,28+ 0,02 #*
Ppargcla 1,39+0,17 1,07+0,18 1,74+0,18 I(EPB:O%%E)}

Los modelos in vivo que hemos llevado a cabo nos han indicado que la sobreexpresion de
FGF15 0 FGF19, o el efecto directo de estos sobre el corazdn, no provoca grandes cambios
en la hipertrofia cardiaca, con escasas modificaciones en el perfil de expresion génica. Se
vieron afectaciones claras a nivel del area de los cardiomiocitos y se observaron algunos
cambios en genes clave del metabolismo de los cardiomiocitos. Sin embargo, la ausencia
de Fgf15 si que provoca grandes cambios en la hipertrofia (sobre todo en la hipertrofia
cardiaca fisioldgica), sugiriendo que la presencia sistémica de FGF15/19 es necesaria

para el desarrollo de hipertrofia cardiaca, pero no es inductora por si misma.

6. Efectos del tratamiento con FGF19 en cultivos primarios de cardiomiocitos.

La evaluacion de un posible efecto directo de FGF15 sobre los cardiomiocitos, tal como
sucedia en la primera parte de los resultados con el estudio de sus efectos sobre
adipocitos, se encuentra obstaculizada por la falta de proteina FGF15 recombinante. En
este caso, se utilizd un sistema heter6logo para determinar si FGF19, como ortélogo de

FGF15, podia tener un efecto sobre células cardiacas.

Se realizaron cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales (NCMs) de rata, modelo
optimo para estudios in vitro de hipertrofia de cardiomiocitos. Una vez diferenciadas, las

NCMs se pretrataron con FGF19 durante 24 horas. Al finalizar el pretratamiento, las
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células fueron tratadas con fenilefrina (PE) durante 24 horas a fin de inducen su

hipertrofia (n=3).

Se realizaron fotografias con microscopio y se cuantificaron las areas de los
cardiomiocitos. En ellas se pudo observar como el tratamiento con PE provocé un
aumento del area de los cardiomiocitos, demostrando asi la efectividad del modelo de
induccidén de hipertrofia cardiaca. Ahora bien, el tratamiento con FGF19 también produjo
un aumento del area de los cardiomiocitos, aunque en menor grado que la PE. En los
cardiomiocitos con ambos tratamientos, el tamafio de los cardiomiocitos fue incluso

mayor, sugiriendo un efecto sinérgico (Figura 62).
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Figura 62. Los NCMs sufren un aumento de tamaiio al ser tratadas con FGF19. Las células
fueron tratadas con FGF19 (50 ng/ml) durante 24 horas. Posteriormente, fueron tratadas con
PE (10 uM) durante 24 horas. En la figura se muestran imagenes representativas (100 um escala)
de NCMs a diferente condicidn y la cuantificacion de su drea (CMA). Resultados expresados
como grados de induccién, media +SEM (n=3). Analisis estadistico realizado con t-student. *

para comparaciones con el control y # para comparaciones con PE (* p<0,05; ** p <0,01; ***
p<0,001; # p<0,05; ## p <0,01; ### p<0,001).

La expresion de genes marcadores de hipertrofia cardiaca, como Actinin y Anf, mostraron
que la PE habia funcionado como era esperable y los NCMs habian sufrido un proceso de

hipertrofia. En el caso de Actinin, el pretratamiento con FGF19 produjo un ligero
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descenso de su expresion, aunque no de forma significativa (p = 0,07). En cuanto a Anf,
no hubo cambios: se produjo un incremento de su expresion en células tratadas con PE,
independientemente del tratamiento con FGF19. Pdk4, Fgfrl y Fgfr4 no mostraron
cambios en su expresion tras el tratamiento con FGF19 (Figura 63). Asi pues, la
observacion de un efecto hipertrofico de FGF19 sobre los cardiomiocitos observado en

base a su tamafio no tuvo concordancia en cuanto a marcadores de expresion génica.

Actinin : Anf ; Pdk4 : Fgfri : Fgfr4

*¥¥
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[ Control I PE Il FGF19 = PE +FGF19

Figura 63. El tratamiento con FGF19 no provoca cambios en la expresion de genes
relacionados con la hipertrofia en NCMs. Andlisis de la expresion génica de Actinin, Anf, Pdk4,
Fgfrl y Fgfr4. Resultados expresados como grados de induccién, media +SEM (n=3). Analisis
estadistico realizado con t-student. * para comparaciones con el control y # para comparaciones
con PE (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001).

Otro tipo celular existente en los corazones son los fibroblastos cardiacos, que juegan un
papel importante en la fibrosis y en procesos de remodelacion del tejido. A fin de evaluar
si FGF19 pudiera tener una accion directa en este tipo celular, se obtuvieron fibroblastos
procedentes de corazdn de neonato de rata y se estudiaron a pase 3 del cultivo, situaciéon
en que son considerados como miofibroblastos (fibroblastos que se encuentran en el
corazon en una situacion de fibrosis). Estos fueron tratados durante 24 horas con FGF19
y, a fin de evaluar su respuesta, se analizaron los niveles de a-Smooth muscle actin (a-

SMA o Acta2), gen que sobreexpresan estos miofibroblastos una vez activados. Los
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resultados obtenidos muestran cdmo el tratamiento con FGF19 no provoca cambios

significativos en la expresion de ActaZ en los miofibroblastos (figura 64).

Acta2 Figura 64. El tratamiento con FGF19 no
provoca cambios significativos en la
expresion de Acta2 en miofibroblastos
(fibroblastos de pase 3). Andlisis de la
expresion génica de ActaZ. Resultados
expresados como grados de induccion,
media +SEM. Andlisis estadistico realizado
con t-student. * para comparaciones con el
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A fin de determinar a través de qué via de sefalizacién FGF19 podia actuar sobre las
NCMs (y llegar a provocar cambios tales como el aumento en su tamafio), se incubaron
NCMs con FGF19 a diferentes tiempos (5’, 15’,30’, 60°, 6 h, 12 h, y 24 h) y, utilizando un
sistema Multiplex, se analizaron diferentes proteinas (cinasas y sustratos) cuyo estado
de fosforilacion es indicativo de distintas vias intracelulares de regulacion: AKT, ERK,
JNK, NF-KB, p38, CREB, p70S6K, STAT3 y STATS5. El sistema Multiplex permite obtener
un ratio de sefial entre la forma fosforilada y la total, proporcionando informacién sobre
el grado de activacion de cada via. Las cinasas ERK1/2, [NK y p38 mostraron un
incremento en su fosforilacion tras el tratamiento con FGF19 (Figura 65A). En el caso de
las otras proteinas, como es el caso de NF-KB, STAT3 o p70S6K, no se observaron cambios

en el grado de fosforilacion (Figura 65B).
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Figura 65. La exposicion de los NCMs con FGF19 provoca cambios en la fosforilacion de
diferentes cinasas. A. Cinasas con un aumento en su fosforilacion. B. Cinasas que no muestran
cambios al tratamiento con FGF19. Resultados expresados como grados de induccion, media
+SEM. Andlisis estadistico realizado con t-student. Comparaciones realizadas con el grupo

control (* p<0,05).
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Estudios realizados en nuestro laboratorio habian indicado que la concentracién de
FGF19 en sangre correlaciona negativamente con distintos parametros biométricos
como la obesidad o el BMI, haciendo de FGF19 un potencial marcador para estudios de
obesidad (Gallego-Escuredo et al, 2015). En las muestras analizadas en esta tesis
doctoral, se replicaron estos resultados en una segunda cohorte independiente. Ademas,
también se dispuso de muestras de tejido adiposo subcutdneo de esta misma cohorte de
pacientes. El analisis de la expresion génica (mRNA) de distintos genes indic6 que los
niveles de FGF19 correlacionaban positivamente con los niveles de expresiéon de los
marcadores termogénicos (de browning) UCP1 y DIOZ. Asi, observamos que a mayor
concentracién de FGF19 sistémico, mayor era la expresion de UCP1 en tejido adiposo

subcutaneo y, por tanto, mayor era el browning de este tejido.

Al ver estos resultados prometedores en humanos, se decidid estudiar en mayor
profundidad la relacion entre FGF19 y la activacion termogénica de los tejidos adiposos
y el papel positivo que FGF19, y su ortdlogo en ratén FGF15, pueden ejercer sobre esta.
Asi, gracias a la disponibilidad del modelo de ratén deficiente en este gen, Fgf15-null, se
decidio estudiar las consecuencias de la invalidacion de Fgf15 en la biologia de los tejidos

adiposos, primeramente en condiciones estandar de temperatura (21 2C).

Los ratones Fgf15-null mostraron un aumento de la enzima limitante de la sintesis de
acidos biliares, la colesterol-7-a-hidroxilasa (Cyp7al), confirmando asi el modelo: el
feedback negativo que controla la sintesis de acidos biliares por FGF15 se encuentra
impedido en los ratones Fgf15-null (Wu et al., 2018). Los ratones Fgf15-null cuentan con
sistemas alternativos de control de sintesis y absorcion/secrecion de acidos biliares que
garantizan la viabilidad del modelo, como el mecanismo de autorregulacién de los
propios acidos biliares sobre su sintesis en higado o los mediados por TGR5 (Wright et
al, 2004). El hecho de que en nuestra caracterizaciéon el modelo Fgf15-null no se
observen diferencias en los acidos biliares totales, no excluye que pudiese haber

diferencias entre las distintas especies de estos.

El tejido adiposo marrén (TAMi) de ratones Fgf15-null no mostré cambios significativos,
ni a nivel de morfologia de los adipocitos, ni a expresiéon génica de marcadores de
termogénesis. La temperatura de la region interescapular, correspondiente con la
temperatura del TAMi (Crane et al., 2014) tampoco mostraba diferencias, por lo que
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asumimos que el déficit de Fgf15 no alteraba la actividad termogénica del tejido adiposo

marroén “clasico”.

Ahora bien, el tejido adiposo blanco subcutaneo (TABi) si mostré cambios debidos a la
deficiencia de Fgf15. Los ratones Fgf15-null tenian una menor adiposidad en los tejidos
adiposos blancos, aunque el tamano de los adipocitos era mayor, indicando una posible
hipertrofia de los adipocitos blancos. Por otro lado, los niveles de expresién de Ucp1, Dio2
y Ppargcla (PGC1-a) eran menores, indicando un descenso del browning de este tejido.
Sin embargo, este cambio en el browning no modifica la temperatura de la zona inguinal.
Cabe matizar que la temperatura de superficie medida por termografia infrarroja en la
region interescapular es un método comun en la bibliografia, validado c6mo medida de
la actividad termogénica local del TAMi (Crane etal., 2014). En cambio, el mismo método,
midiendo la zona inguinal, relacionando la temperatura indicada con la actividad
termogénica del TABI], esta menos consolidada y la falta de cambios observada en nuestro

modelo debe tomarse con cierta reserva.

El modelo de mantenimiento de los animales a temperatura ambiente de 21 2C permiti6
observar que el TAMi no se encuentra significativamente afectado debido a la falta de
FGF15 mientras que el TABI, tejido sensible en el que se produce el fenémeno de
browning, si muestra una expresion disminuida de los marcadores termogénicos,
mostrando un posible impedimento del browning. Esto nos indicaria que FGF15 participa
de la adaptacion termogénica del TABi de ratones mantenidos a 21 2C (temperatura
ambiente), en la que el ratdn se halla en un estado de necesidad moderada de actividad
termogénica. En este sentido, se ha descrito que BAR502, un agonista dual de FXR y
GPBAR1 que entre otros efectos induce la sintesis de FGF15, promueve el browning del
tejido adiposo blanco (Carifio et al.,, 2017). Otro agonista especifico del FXR intestinal, el
fexaramide, también estimula el browning y reduce la obesidad y la resistencia a la

insulina (Fang et al., 2015).

A la luz de las moderadas alteraciones presentes en ratones mantenidos a 21 2C, se
decidi6 estudiar la capacidad de respuesta de estos ratones a un desafio termogénico
severo: temperatura ambiental de 4 2C durante una semana, procedimiento considerado
como un estimulo crénico de frio (Cereijo et al., 2018). Aunque los ratones se adaptaron
bien a la temperatura y no mostraron signos evidentes de hipotermia, tras la exposicién
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al frio, los ratones Fgf15-null mantuvieron una mayor masa de tejido adiposo y una
mayor concentracion de insulina en comparacién a los niveles de los WT a 4 2C y de los
mismos Fgf15-null a temperatura ambiente, evidenciado como el efecto sensibilizador
de la insulina por frio en estos ratones se encontraba impedido (ref). Se ha visto como la
administracion de FGF19 mejora la sensibilidad a insulina, mejorando a su vez la
homeostasis de la glucosa (Antonellis et al.,, 2019). De manera que, la falta en este caso
de FGF15 en estos ratones, impide el efecto sensibilizador de la insulina por frio,
explicando posiblemente las diferencias en la concentracion de insulina observadas en
nuestros resultados. Cabe recordar que la actividad del TA es cuantitativamente muy
relevante al comparar tejidos en cuanto a la captacion de glucosa global en respuesta a

la insulina en los roedores.

Por otro lado también analizamos el proceso de adaptacidn de ratones Fgf15-null de 21
°C a 30 2C, que corresponde con la temperatura de termoneutralidad en ratones,
temperatura a la que la termogénesis se encuentra totalmente inactivada (Altshire-
Keylin et al., 2016; Cairo6 et al., 2019). A pesar de que los ratones no mostraban cambios
en el peso corporal, la adiposidad si se encontraba aumentada, acompafiada de un
descenso en la concentracion de triglicéridos y de NEFA. Una de las funciones en higado
de FGF15 es la inhibicion de la lipogénesis. Sin FGF15, puede que se esté favoreciendo
este proceso y ello comporte un aumento del tamafio del tejido adiposo. La
administracion de FGF19 en ratones reduce la adiposidad y el tamafio de los depoésitos
de tejido adiposo, independientemente de la energia consumida (Antonellis et al., 2019;
Ling Fu et al., 2004; Tomlinson et al., 2002). Asi, la falta de FGF15 en este contexto puede
provocar el aumento de la adiposidad, evidenciado por el tamafio de los depoésitos de
tejido adiposo, observada en los animales Fgf15-null mantenidos a 30 2C en comparacion

con los WT a la misma temperatura.

La expresion de genes marcadores de termogénesis en el TAM aumentaba a 4 2C en
ratones WT y Fgf15-null, aunque la expresion de alguno de ellos, como DioZ, se encuentra
levemente impedida en ratones Fgfl5-null. Sin embargo, al estar los niveles de UCP1,
principal marcador termogénico (Nicholls et al.,, 1984), tanto a nivel proteico como de
expresion génica sin alterar en ratones Fgfl15-null no podemos afirmar que la

termogénesis en el TAM se encuentre impedida.
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El TAM no solamente es un érgano productor de calor, sino también un 6rgano endocrino
secretor de las llamadas batocinas (Villarroya et al., 2016; Villarroya et al., 2019). A pesar
de no detectar cambios en Fgf21 (Cuevas-Ramos et al., 2019), al analizar la expresion de
otras batocinas estudiadas previamente en nuestro laboratorio, Cxcl14 (Cereijo et al.,
2018) y Gdf15 (Campderros et al., 2019), observamos cdmo su expresion se reducia
significativamente en ratones Fgf15-null expuestos a 4 2C, sobre todo en el caso de
Cxcl14. Este hecho indica que, a pesar de que la funcion termogénica del tejido no se
encuentra impedida, la funcién del TAM como O6rgano secretor de batocinas si se

encontraria afectada.

El analisis del TABi de los ratones mantenidos a 4°2C, si mostro alteraciones en su
activacion termogénica debido a la falta de FGF15. Asi como los ratones WT mostraban
un browning masivo al ser mantenidos a 4 2C, esta activacion se encuentra fuertemente
impedida en ratones Fgf15-null. Por otro lado, aunque la temperatura en la region del
TAM de estos ratones no mostr6 diferencias, en el TABi si presentaba una cierta
tendencia a ser menor. Ademas, en el caso del TABI, las regiones con temperatura alta

maxima son menores, tal como se puede observar en la Figura 33.

En el TABe, aunque es un dep6sito no tan propenso al browning como el TABi (Seale et
al., 2011), también muestra un impedimento, de manera que la alteracion en el browning

presente en animales Fgf15-null se produce tanto en TAB subcutaneo como visceral.

Con el modelo de frio pudimos observar como la adaptaciéon termogénica en ratones
Fgf15-null se encuentra alterada, ya que existe un impedimento en la capacidad de
induccién del browning en TAB (tanto a nivel morfolégico como a nivel de marcadores
de termogénesis) de estos ratones sometidos a un desafio termogénico. Al analizar las
batocinas secretadas por el TAM vimos como su expresion se encuentra impedida, sobre
todo en el caso de Cxcl14. Esta batocina es expresada por adipocitos marrones y, cuando
el tejido se activa, es capaz de atraer macrofagos y polarizar a los macréfagos infiltrados
en el tejido a M2, fenotipo que favorece y mantiene la actividad termogénica en el TAM.
Por otro lado, CXCL14 también polariza los macréfagos a M2 y favorece el browning en
el TABi, promoviendo la aparicion de adipocitos beige. Ademas de este efecto endocrino,
tanto los adipocitos marrones clasicos del TAM como los beige del TABi liberaran

CXCL14 con funcion paracrina, manteniendo la respuesta y la termogénesis (Cereijo et
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al., 2018). De manera que, la disminucién de CXCL14 en ratones Fgf15-null puede estar
contribuyendo al impedimento del browning que muestran en el TAB. La otra batocina
analizada, Gdf15, es liberada por los adipocitos marrones y actia de forma paracrina
sobre los macrofagos residentes en el TAM, favoreciendo la disminucién de marcadores
inflamatorios (disminuyendo el fenotipo M1 de los macré6fagos) y asi ayuda a mantener
la actividad termogénica. Al haber una disminucién de Gdf15 en ratones Fgf15-null, no
se favorece la disminucién de macrdéfagos de fenotipo M1 y, por tanto, no se favorece la
respuesta termogénica (Villarroya et al., 2018; Campderrds et al., 2019). Asf, la falta de
Fgf15 provoca una disminucion de diversas batocinas favorecedoras de la respuesta
termogénica, afectando asi al browning del TAB. Esta actividad reguladora de FGF15
sobre la sintesis de adipocinas no seria la Unica, pues existen algunas evidencias que
FGF15 puede regular la produccion de adiponectina en adipocitos blancos, hormona con
multiples efectos beneficiosos, como la disminucién de los lipidos intrahepaticos o
efectos antiinflamatorios (Park et al., 2015; You et al., 2009). Esta es una posible razén
del impedimento de la respuesta termogénica en los ratones Fgf15-null. Sin embargo, en
el desarrollo de esta tesis doctoral no se ha identificado el mecanismo por el cual FGF15
puede estar regulando la sintesis de estas batocinas, ignorando si los efectos de FGF15
sobre el tejido adiposo pueden ser de forma directa sobre los propios adipocitos, o de

forma indirecta, mediados por el SNS (Owen et al., 2014) o por batocinas.

Una vez realizados los experimentos anteriores basados en explorar los efectos de la
“pérdida-de-funcion” experimental (Fgfl5-null), abordamos la estrategia reciproca,
basada en experimentos de “ganancia-de-funciéon”. Para evaluar la funcién de FGF15 en
el control de la termogénesis adaptativa, especialmente en la plasticidad del TAB para
realizar browning y promover la aparicion de adipocitos beige, se realizaron
experimentos de sobreexpresion de FGF15 mediante la inyeccion de un vector
adenoviral que contiene el cDNA completo de FGF15, logrando un sistema de produccion
heterélogo de FGF15. Este método es una alternativa a la falta de proteina recombinante
utilizado comunmente (Wei et al., 2008; Rao et al., 2014), como en nuestro caso. A causa
de las limitaciones del modelo en cuanto a la falta de sistemas de deteccidon de FGF15 en
plasma, solamente se pudieron analizar los niveles expresion del mRNA de FGF15 en

higado, teniendo un aumento de mas de 100 veces respecto a los controles. También
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debemos tener en cuenta que estos niveles de FGF15 se suman a la propia expresion
endogena de FGF15 en ileon y que la concentracion en sangre de este se sabe que es de
aproximadamente 6 ng/ml, deteccion realizada mediante espectrometria de masas tal
como se indica en Kataguchi et al,, 2015. Los ratones con sobreexpresion de FGF15
tuvieron niveles disminuidos de expresion hepatica de Cyp7al, evidenciando asi que la
accion bioldgica de FGF15 se inducia. Los ratones Ad5-FGF15 no mostraron cambios en
el TAM. Sin embargo, en el TABi resulté que el aumento sistémico de FGF15 provocaba
un aumento del browning en dicho depoésito, siendo evidenciado tanto a nivel

morfologico, de expresion de genes termogénicos y de niveles proteicos de UCP1.

Esta misma aproximacion experimental de ganancia-de-funcién se abordé mediante la
sobreexpresion de FGF19, con el fin de discernir las posibles diferencias funcionales
existentes entre ambos ortdlogos (Nishimura et al., 1999). En este caso la sobreexpresion
fue mediada por un virus adeno-asociado de serotipo 8 (inclusiéon en higado) portador
de FGF19. Este método provocéd una sobreexpresiéon de FGF19 a una concentracion
sistémica dentro del rango de los niveles fisiol6gicos descritos en humanos (Gallego-
Escuredo et al., 2015). La sobreexpresion de FGF19 también llev6 a una disminucion de
la expresion en higado de Cyp7al, confirmando el mantenimiento de la funcién biolégica.
No se evidenciaron cambios en el TAM. Sin embargo, en el TABi si, tal como habiamos
visto en el caso de FGF15: un aumento en la aparicion de adipocitos multiloculares, un
aumento en la expresion de marcadores génicos y un aumento a nivel proteico de UCP1,

evidenciando un aumento del browning en el TABI.

Estos resultados concuerdan con lo visto anteriormente: el déficit de FGF15 provoca un
impedimento en el browning (leve a temperatura ambiente y marcado en el caso de
exposicion al frio) y el aumento de FGF15/19 provoca un aumento en el browning del

TAB, confirmando asi el papel positivo de FGF15/19 sobre la respuesta termogénica.

Ahora bien, esta respuesta del tejido adiposo puede ser consecuencia de un efecto directo
de FGF15 y FGF19 sobre el mismo tejido, o mediante una regulacién de su actividad por
via indirecta, posiblemente por parte del sistema nervioso central, tal como ya se ha
descrito en el caso de FGF21 (Owen et al., 2004). A fin de esclarecer esta cuestion, se
utilizaron dos modelos experimentales, uno con un tratamiento crénico mediante

inyecciones de CL316,243 (agonista especifico f3-adrenérgico) y otro con isoproterenol
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(agonista no especifico de los B-receptores) (Koryakina et al., 2014; Puzzo et al.,, 2016).
El uso de estos dos agonistas adrenérgicos permitiria observar si una activacion
farmacologica directa de la funcion termogénica del TAM y TAB que, a diferencia del frio,
es independiente de la accion del sistema nervioso central, requiere de la presencia de
FGF15. En ratones Fgf15-null tratados con CL o con ISO no se observaron diferencias en
la expresion de genes termogénicos debido a la falta de FGF15 ni en TAM ni en TAB,
indicando que posiblemente los efectos positivos ejercidos por FGF15/19 no son
directos, sino indirectos, sugiriendo que podrian implicar los mecanismos de activacion
del sistema nervioso simpatico presentes a nivel central y que responden a la

temperatura ambiental.

Al combinar los modelos de ganancia-de-funcién mediante la sobreexpresion de FGF15
con el uso del agonista adrenérgico ISO, se vio como en TABi, la combinacién de ambos
factores provocaba un aumento drastico de los niveles de expresion de genes

termogénicos, mostrando un posible efecto sinérgico de ambas condiciones.

Otra posibilidad, viendo los efectos sobre los niveles de las batocinas CXCL14 y GDF15,
es que el mecanismo mediante el cual FGF15/19 puede regular el browning en respuesta
al frio no sean unicamente a través del SNS, sino con la participacion de este tipo de

batocinas (Campderros et al., 2019; Cereijo et al., 2018; Villarroya & Vidal-Puig, 2013).

Tampoco se puede descartar que la falta de FGF15/19 provoque cambios en los niveles
de las distintas especies de acidos biliares a pesar de que no cambie los acidos biliares
totales. Se ha descrito que una exposicion a frio provoca un aumento de la sintesis y
secrecion de acidos biliares, los cuales mediante su accion a través de TGR5, provocan un
aumento de la termogénesis en adipocitos marrones (Watannabe, 2006; Wothman,
2017). De esta manera, tampoco puede descartarse que parte de los efectos de FGF15/19
en la regulacion de la termogénesis sean mediados por los acidos biliares (Fong et al,,

2015).

La administracion de FGF19 puede provocar un cambio en las especies de acidos biliares
dentro de la composicién total de estos (Martoni et al., 2015). Asi, FGF19 puede reducir
la adiposidad mediante la modulacién de la absorcion de lipidos, explicando los

resultados obtenidos tanto en concentracion de triglicéridos como en adiposidad. Por
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otro lado, la activacion mediante agonistas de FXR (receptor nuclear responsable de la
expresion de Fgf15), provoca cambios en la composicion de los acidos biliares totales
que, a su vez, se traduce como cambios en las especies de acidos biliares (Sayin et al,,
2013). Estos acidos biliares provocan la activacion de la expresion de DioZ mediante
TGR5, mejorando la sensibilidad a insulina (Watanabe et al., 2006). Los cambios en los
acidos biliares implican cambios en la expresion de genes termogénicos, aumentando asi
la termogénesis del TAM y el browning del TAB (Carino et al., 2016; Fang et al., 2015).
Los cambios en la expresion de FGF15/19, han provocado la disminucién (en el caso de
Fgf15-null) o el aumento (experimentos de sobreexpresion) de los genes termogénicos.
De manera que, a pesar de que la via principal de acciéon de FGF15/19 parece ser central,
no es descartable una posible contribuciéon mediante cambios en las especies de acidos

biliares como consecuencia de los efectos hepaticos de FGF15/109.

Una informaciéon que podia contribuir a clarificar los posibles efectos directos o
indirectos de FGF15/19 era explorar si FGF15/19 tenian accién sobre adipocitos en
cultivo, de forma totalmente ex vivo. La falta de disponibilidad en la comunidad cientifica
de FGF15 recombinante excluia, para mantener un sistema homologo a nivel de especie,
el uso de cultivos murinos. Por este motivo, empleamos adipocitos beige humanos SGBS,
modelo caracterizado previamente como util para el estudio in vitro del browning
(Wabiysch et al., 2001), y FGF19 recombinante. Las células SGBS mostraron sensibilidad
a FGF19, tal como indica la induccién en la expresion de Egrl, que se considera un
marcador de respuesta inmediata a FGFs (Adams et al, 2012). A pesar de ello, el
tratamiento con FGF19 no modificé la expresion de genes relacionados con la maquinaria
de FGF19 (receptores o correceptores). Sin embargo, la expresion de genes termogénicos
no solo no aumento sino que, de hecho, disminuyd tras el tratamiento con FGF19, lo cual
seria contradictorio con los resultados obtenidos en los modelos animales que
evidenciaban un papel positivo de FGF15/19 frente a la actividad termogénica. Estas
observaciones refuerzan la idea de que la accion de FGF15/19 sobre las adaptaciones
termogénicas no seria principalmente directa sobre el adipocito y que sus efectos
beneficiosos se encuentran mediados, ya sea por el SNC o por otras proteinas como las

batocinas.
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Figura 66. Esquema de las posibles vias de actuacion de FGF15/19 en el tejido adiposo.

Por otro lado, hemos observado en la presente tesis doctoral como la ausencia de FGF15
provoca un aumento de FGF21 a nivel de concentracion sistémica. Se ha postulado que
ambos FGFs endocrinos se regulan entre ellos y que pueden competir por los mismos
receptores (Zhang, 2017). Ademas, en pacientes con obesidad, T2DM o infeccién con VIH,
se comportan de una forma reciproca: cuando FGF21 aumenta, FGF19 disminuye
(Gallego-Escuredo et al., 2015; Gallego-Escuredo et al., 2012). Sin embargo, ambos
parecen tener una accién coordinada. De manera que, la falta de FGF15 en ratones puede

provocar una sobreexpresion y un aumento de FGF21 a fin de mantener sus funciones.

Se ha postulado que los efectos de FGF19 y FGF21 sobre el metabolismo pueden deberse
a su senalizacion a nivel central. La infusién de ambos FGFs en SNC provoca los mismos
efectos que su administracion sistémica, haciendo del hipotalamo su diana mas probable.
Ademas, el SNC cuenta con la maquinaria necesaria para su respuesta a FGF19 y FGF21:

expresion tanto de los cuatro receptores de FGFs endocrinos como de B-Klotho, cofactor
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necesario para la unién de los FGFs mencionados a su receptor (Antonellis et al., 2019).
Ademas, FGF19 y FGF21 son capaces de traspasar la barrera hematoencefalica, siendo el
SNC una de las dianas de accién mas probable (Owen et al., 2015). Nuestros resultados
refuerzan esta idea. Sin embargo, tal como ya se ha mencionado, no se pueden descartar
otras vias indirectas de actuacién de FGF15/19, mediante batocinas, acidos biliares, o
directas, ya que B-Klotho y FGFR4 se expresan en multiples tejidos, como el adiposo. La
falta de un anticuerpo funcional y de proteina recombinante FGF15, no ha permitido
profundizar méas en la identificacion de los mecanismos de accién. Sin embargo, la
posibilidad de crear medios condicionados con una alta concentraciéon de FGF15 gracias
al Ad5-FGF15 nos permitira en un futuro seguir explorando los posibles efectos directos

de esta proteina en modelos celulares de ratén.
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En el contexto del estudio del papel de FGF15/19 en el desarrollo de la adiposidad,
estudiamos los efectos de FGF15 en la adaptacion metabdlica a una dieta obesogénica.
De manera interesante, otro de los efectos destacables aparte de la participacion de
FGF15 en el proceso de browning del tejido adiposo blanco, fue sobre el tamafio del
corazon: los corazones de los ratones Fgfl5-null alimentados con HFD eran
significativamente de menor tamafio que los corazones de los WT bajo las mismas

condiciones de dieta.

Al observar que la falta de FGF15 afectaba a la adaptacion del corazén a una dieta rica en
grasa, nos planteamos la posibilidad de que FGF15/19 pudiera tener un efecto relevante
a nivel cardiaco. Con este propoésito, analizamos los niveles sistémicos de FGF19 en
muestras de pacientes con insuficiencia cardiaca o que habian sufrido un infarto de
miocardio, observando como los niveles de FGF19 eran significativamente menores que
en los controles sanos. Por otra parte, tal como sucedia en el caso de pacientes con
obesidad, T2DM y VIH, los niveles de FGF21 se comportan de manera opuesta a los de
FGF19 (Gallego-Escuredo et al., 2015; Gallego-Escuredo et al., 2012). Nuestros datos
indican que FGF19 disminuye su concentracion sistémica, postuldndose asi como

potencial nuevo biomarcador de patologia cardiaca.

Aprovechando los experimentos realizados con los métodos a nuestra disposicidn,
procedimos a determinar el posible papel de FGF15/19 en corazén. Siguiendo con el
modelo experimental de obesidad inducida por dieta, se pudo comprobar c6mo no
solamente el corazdn de los ratones Fgf15-null era mas pequefio que el de los ratones
WT, sino que también lo era el area de sus cardiomiocitos (CMA). La disminucién de la
expresion de la actinina, gen marcador de hipertrofia cardiaca, en el corazén de los
ratones Fgf15-null (p=0,05 por two way ANOVA), confirmo los resultados vistos tanto
por peso como por CMA. Sin embargo, otros genes marcadores de fibrosis y
remodelacion cardiaca no mostraron variaciones. El mayor efecto obtenido en corazén
de Fgf15-null bajo HFD a nivel de expresion génica fue con respecto a Pdk4, gen que
codifica por la enzima que inactiva la piruvato deshidrogenasa, inhibiendo la oxidacion
de la glucosa y, por tanto, fomentando la utilizacion de acidos grasos. De manera que, a

mayor expresion de Pdk4, mayor es la utilizacién de acidos grasos y a menor expresion
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de Pdk4, menor es la utilizacién de acidos grasos y mayor la de glucosa como sustrato

energético.

En nuestro caso, los animales WT bajo una dieta HFD tienen un aumento de la expresion
de Pdk4, indicando una mayor utilizacion de 4&cidos grasos por parte de los
cardiomiocitos, tal como esta descrito en la bibliografia (Hsieh et al., 2008). Los ratones
Fgf15-null, en cambio, no muestran dicho aumento por HFD, mostrando cierto
impedimento delante del cambio de sustrato. Este perfil de respuesta es similar al que
presenta Fgf21. Otros genes relacionados con el metabolismo cardiaco también se vieron
afectados. En nuestro modelo experimental, los ratones WT aumentaban la expresion de
Acadm (acil-CoA deshidrogenasa de cadena media, involucrada en la (3-oxidacién de los
acidos grasos), Cptlb (carnitina palmitoiltransferasa 1b, enzima que limita la
incorporacion de acidos grasos en las mitocondrias) y Ppargcla (controla la expresion
de Pdk4 y Cptlb) bajo HFD (aunque de manera no significativa), reforzando la idea de
que en este caso el sustrato energético preferente son los acidos grasos. En cambio, esta
adaptacién no sucede en ratones Fgf15-null bajo las mismas condiciones de dieta: existe
un impedimento del cambio de sustrato o de la propia utilizacion de los acidos grasos en

corazones de ratones Fgf15-null.

El mantenimiento de la capacidad contractil y de la funcion del corazén en condiciones
de hipertrofia depende en gran parte de su capacidad de adaptacién a fin de que pueda
cubrir la elevada demanda energética a la que se enfrenta. Dicha adaptacién dependera
de cada situacion y de cada estimulo, diferenciando asi la hipertrofia patolégica de la
fisioldgica (Strom et al.,, 2005). Normalmente, el sustrato preferente de un corazén en
situacion de hipertrofia patolégica seria la glucosa pero en el caso de la hipertrofia
inducida por obesidad es un tanto distinto. En este tipo de hipertrofia, en lugar de haber
un descenso de la utilizacion de acidos grasos existe una menor flexibilidad metabdlica y
el corazdn se vuelve mas dependiente de los acidos grasos como sustrato de obtencion
de ATP. Esto se podra ver en genes relacionados con la utilizacidn de acidos grasos, cuya
expresion aumentara (tal como hemos visto en el caso de Pdk4, Acadm o Cptlb). Este
hecho dificultara la respuesta del corazon en esta situacion patoldgica, ya que su
capacidad para utilizar glucosa se encuentra visiblemente disminuida (Fukishima &

Lopaschuk, 2016; Mazumder et al., 2004).
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Este aumento en la utilizacion y captacion de acidos grasos es debido a un aumento de
los acidos grasos en sangre (a causa de la dieta) y de la aparicion de resistencia a la
insulina y reduccién de la eficiencia metabodlica del corazén. Ademas, el aumento de la
acumulacion de derivados de lipidos potencialmente toxicos (como los diacilgliceroles,
triacilgliceroles y ceramidas) aumenta la lipotoxicidad y puede inducir a la apoptosis de
los cardiomiocitos, a un desarrollo de la fibrosis y, finalmente, a disfuncién cardiaca

(Koves et al. 2005; Zhou et al., 2000).

En el caso de los ratones Fgf15-null, esta alteracion en el metabolismo cardiaco hace que
no estén adaptandose al sustrato preferente en esta situacién (mayor disponibilidad de
acidos grasos que de glucosa) y no tengan el comportamiento habitual en la hipertrofia
asociada a obesidad. De manera que los ratones Fgfl15-null no tienen plasticidad
metabolica, provocando un posible déficit energético que impide el crecimiento de los

cardiomioditos y del corazon.

Una vez visto el posible papel de FGF15/19 en el contexto de la dieta alta en grasas y
viendo como FGF15 esta involucrado en la adaptacion del tejido adiposo al frio adiposo
en ratones, procedimos a analizar si FGF15 también participa de la adaptacién cardiaca

al frio.

Estudios realizados en diferentes modelos animales han demostrado como la exposicion
al frio provoca un aumento del flujo, la presién cardiaca y un aumento de la hipertrofia
cardiaca (Deaton et al., 1969; May et al., 1971; Le Moine et al., 2010; Sun et al., 2010;
Matsubara et al., 2016), aunque los distintos mecanismos que lo inducen no estan

plenamente clarificados.

Después de mantener a los ratones una semana en frio (a 42C) y comparandolos con
ratones de los mismos genotipos mantenidos el mismo tiempo a 30 2C pudimos ver cémo
el peso del corazon en WT a 4 °C era significativamente mayor que el de WT a 30 2C,
indicando el desarrollo de hipertrofia fisioldgica. Los ratones Fgf15-null, en cambio, no
mostraron cambios: tanto el peso de sus corazones como el area de los cardiomiocitos,
aunque un poco mayor que el de los ratones WT a 30 2C, no variaban. Al parecer, la
capacidad del corazon para agrandarse y asi afrontar la demanda energética que supone

la exposicion de los ratones al frio se encontraba impedida en estos ratones.
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En este modelo experimental, el analisis de los genes relacionados con la fibrosis y la
remodelacion cardiaca que implica este tipo de hipertrofia fisiolégica revel6 una intensa
induccién en ratones WT expuestos a 4°C mientras que en el caso de los ratones Fgf15-
null, esta induccion era de menor grado. Por lo tanto, la remodelacion cardiaca asociada
a la hipertrofia fisioldgica a la exposicion al frio se encuentra bloqueada debido a la

ausencia de FGF15.

Una vez mas, el mayor efecto se pudo ver en la expresion de genes clave del metabolismo
cardiaco. En animales WT a 42C la expresion de Pdk4 desciende, indicando que aumenta
el consumo de glucosa como sustrato energético. Por otro lado, la expresion de Fgf21
aumenta en ratones WT con el frio. El corazén también es un 6rgano que puede secretar
FGF21, que tiene funcion cardioprotectora (Planavila et al., 2013), a diferencia de
FGF15/19, cuya expresion es nula en el corazén. En el caso de los ratones Fgf15-null, la
expresion de Fgf21 es menor que en los WT y no hay induccidn por frio, indicando que el

posible efecto cardioprotector de FGF21 no se produce.

En el caso de los otros genes del metabolismo cardiaco analizados, Acadm, Cptlb y
Ppargcla, su expresion disminuye en ratones WT a 4 2C, corroborando que la glucosa es
el sustrato energético principal de esta situacion. En Fgf15-null la expresidon de estos
genes tiende a ser menor. Por otro lado, la expresién de Glut1 (transportador de glucosa)
también tiene una tendencia a ser menor en el caso de los animales Fgf15-null (no
significativa), hecho que puede significar que la disponibilidad de sustrato en estos

animales sea menor que en los WT.

Los estudios principales acerca de las alteraciones metabolicas en hipertrofia cardiaca se
han realizado en base a la hipertrofia asociada a procesos patolédgicos. La idea general es
que, durante la hipertrofia cardiaca la principal forma de obtencion de ATP pasa a ser la
glucdlisis a partir de glucosa (Neubauer et al., 2007), evidenciada por la disminucién de
la expresion de genes relacionados con procesos metaboélicos mitocondriales (Aubert et
al., 2013). Por otro lado, la expresion de enzimas relacionadas con la oxidacion y
transporte de acidos grasos disminuye. Aunque se produzca un aumento de la glucoélisis
a fin de compensar la reduccion de la actividad de las vias oxidativas, el ATP obtenido no
es suficiente y se produce una disminucion del rendimiento del corazon, acompafado de
un aumento del estrés oxidativo, un aumento de la muerte de los cardiomiocitos y un
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aumento de la fibrosis (Nakamura & Sadoshima, 2016). Todo este proceso puede llevar
al corazén a la remodelacion patolégica y a la insuficiencia cardiaca. Ademas, la
acumulacion de productos intermedios puede provocar problemas de cardiopatia,
llevando a una descompensacion metabodlica (Zhou et al.,, 2000). No obstante, estos
procesos pueden tener diferencias en funcién de los insultos condicentes a la hipertrofia

cardiaca y, sobre todo en la hipertrofia cardiaca fisiolégica y adaptativa, no patolégica.

Tanto en el modelo experimental de HFD como en el de frio hemos podido observar cémo
una importante alteracién en lo ratones Fgfl5-null es la falta de flexibilidad en el
metabolismo cardiaco. Estos ratones no desarrollan hipertrofia en el mismo grado que
los ratones WT y no lograban adaptar su metabolismo a las demandas energéticas que
requiere la adaptacion del corazon a dichos estimulos. En situaciones de alta demanda
energética el tejido cardiaco debe adaptarse, aumentando su tamafio y asi garantizar la
homeostasis del sistema circulatorio. Cuando el corazén recibe un aumento de la carga
de trabajo y a fin de contrarrestar el incremento cronico de estrés sufrido en sus paredes,
el corazén aumenta su masa gracias a la hipertrofia de los cardiomiocitos. De manera que
la hipertrofia, por ejemplo en el caso del frio, cuando hay un incremento generalizado en
la demanda de nutrientes y oxigeno como consecuencia del aumento de la tasa
metabolica, esta hipertrofia es necesaria (Shimizu & Minamino, 2016). Los ratones
deficientes en FGF15 no son capaces de llevar a cabo esta adaptacion delante de la carga

de trabajo.

Dado el posible papel beneficioso de FGF15/19 en el desarrollo de la hipertrofia
adaptativa, realizamos otra aproximacién experimental para evaluar la adaptaciéon del
corazon a un estimulo prohipertréfico farmacolégico, no fisiolégico. Asi, animales WT y
Fgf15-null fueron tratados con salino o con Isoproterenol durante 7 dias mediante una
infusién continua con bombas osmoéticas. En este disefio experimental pudimos realizar
una aproximacion a la funcién cardiaca in vivo mediante ecocardiografia, la cual revel6
que las mayores diferencias surgen entre ratones WT y Fgf15-null sin induccion
experimental de hipertrofia por ISO. Los ratones fgf15-null tienen un mayor volumen del
septo y un mayor grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo (tanto en sistole
como en diastole), indicando un posible malfuncionamiento del corazén en estos ratones

en condiciones basales y pudiendo asi explicar su mala capacidad de adaptacién a

213



estimulos hipertroficos. Sin embargo, el tratamiento con ISO no exacerbd estas

diferencias.

Al mirar el tamafio del corazén, no hubo diferencias entre ambos genotipos pero, en
cuanto a CMA, los Fgf15-null mostraron un CMA menor que los WT. En esta ocasidn, a fin
de evaluar la fibrosis cardiaca en este modelo, realizamos preparaciones para poder
calcular el porcentaje de areas fibroticas en comparacién con el area total. De este modo
pudimos ver como los ratones Fgfl15-null (tanto en salino como con ISO), tienen una

tendencia a contener menos areas fibroticas, con una p=0,07 con two way ANOVA.

En cuanto a los marcadores génicos relacionados con la hipertrofia y la fibrosis, no vimos
diferencias claras. En lo relacionado al metabolismo, la expresion de Pdk4 disminuye en
el WT con ISO, mostrando el cambio de sustrato de acidos grasos a glucosa debido a la
adaptacion del corazdén y al proceso de hipertrofia. En los ratones Fgf15-null no se
produce esta variacion. Una vez mas, los ratones Fgf15-null no reaccionan ante el
estimulo prohipertréfico y no varian su comportamiento metabdlico. Esta falta de
respuesta también queda reflejada en la expresidon de los otros genes analizados, como
Acadm, Cptlb, Glutl y Ppargcla. De manera que, es posible que los ratones Fgf15-null no

utilicen acidos grasos de forma eficiente y utilicen, por defecto, glucosa.

Dado las herramientas disponibles y los modelos utilizados, analizamos los corazones de
los experimentos de sobreexpresion de FGF15 y de FGF19, y de tratamiento con ISO
realizados en la primera parte de esta tesis doctoral. En este caso, los efectos de
FGF15/19 sobre el corazon solamente se pudieron observar a nivel de CMA en ambos
modelos, donde la sobreexpresion de FGF15 o FGF19 llevaba a un incremento en el area
de sus cardiomiocitos. Ahora bien, a nivel de expresién génica no encontramos
diferencias en cuanto a genes relacionados con la hipertrofia o la fibrosis. En el caso de
los genes relacionados con el metabolismo lipidico (Pdk4, Acadm, Cptlb y Ppargcla),
mostraban una tendencia a una mayor expresion, sin ser significativa. Esto puede indicar
que la sobreexpresion de FGF15/19 aumenta la utilizacion de los acidos grasos como

sustrato energético.

De manera que, con todos los datos obtenidos con nuestros modelos in vivo, hemos

observado que FGF15/19 tendria un papel permisivo para el desarrollo de la hipertrofia
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cardiaca, ya que su deficiencia provoca un impedimento en la adaptacién cardiaca,

provocando en algunas ocasiones el bloqueo total de la hipertrofia cardiaca.

Benoit et al., descubrieron recientemente un efecto directo de FGF19 sobre la regulacion
de la masa muscular. Estos investigadores vieron como el tratamiento con FGF19 en
fibras musculares desencadenaba la fosforilacion tanto de ERK1/2 como de rpS6,
activando sus vias de sefalizacion y desencadenando hipertrofia muscular. Esta
hipertrofia no se encontraba relacionada con un aumento en el niimero de fibras, sino de
un aumento del tamafio de estas. En mioblastos humanos, FGF19 no afecta a la
proliferacion celular, sino a su tamafio celular (Benoit et al.,, 2017). Por otro lado, el
tratamiento con FGF19 sobre ratones obesos o de avanzada edad, aminoraba la atrofia
muscular asociada a estos procesos. De esta manera, FGF19 se podria postular como
herramienta terapéutica a fin de revertir la pérdida de masa muscular en determinados
procesos. De hecho, estudios previos de nuestro grupo han asociado un aumento en los
niveles sistémicos de FGF19 con una maor sintesis proteica en higado, y posiblemente en

musculo esquelético, de cerdos (Ipharraguerre et al., 2018).

Vistos los efectos de FGF19 sobre el musculo esquelético, al analizar los efectos de FGF15
sobre el corazon vimos como la falta de este provoca problemas en la adaptacion del
corazon a diferentes situaciones. Estos efectos son similares a los vistos en musculo
esquelético. Ratones sin FGF15 no son capaces de afrontar grandes cargas de trabajo ni
de adaptar su corazon a situaciones que lo requieran (no son capaces de afrontar la alta

demanda energética asociada) (Doenst et al., 2013).

Ademas, nuestros analisis con muestras humanas han indicado como pacientes con
diferentes patologias cardiacas contaban con una concentracion sistémica de FGF19
menor que los controles sanos, lo que seria coherente con un papel positivo de FGF19 en

relacion con la funcion cardiaca.

Asimismo, la aproximacién in vitro con cardiomiocitos neonatales en cultivo mostro
como el tratamiento con FGF19 aumentaba el area de los cardiomiocitos. No obstante, el
analisis del perfil de expresién génica de marcadores de hipertrofia cardiaca no

consolido estas observaciones.
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Por otro lado, al ver que FGF19 si afectaba el tamafio de los cardiomiocitos, aunque no
hubiera variaciones de la expresion génica, se analizé6 mediante un sistema Milliplex el
grado de fosforilacion de diferentes cinasas y sustratos, para ver si existian vias de
sefializacidon que eran modificadas tras el tratamiento con FGF19. Con este sistema vimos
que la exposicion de los cardiomiocitos a FGF19 provocaba algunos cambios en la
fosforilaciéon de ERK1/2, JNK y p38, lo cual sugeria que los cardiomiocitos son, per se,

sensibles a FGF19.

Los cardiomiocitos cuentan con la maquinaria necesaria para la sefalizacion de FGF21,
ya que tienen en su membrana tanto (3-Klotho como FGFR1 en cantidad suficiente (Fon
Tacer et al, 2010; Planavila et al.,, 2013). Aunque no contenga casi FGFR4, receptor
clasico de FGF15/19, existen estudios que sefialan que FGF15/19 es capaz de sefalizar a
través del receptor propio de FGF21, FGFR1, con menor sensibilidad o eficiencia (Owen
etal,, 2015). De esta forma, existe una potencial sensibilidad de estos cardiomiocitos por
FGF15/19 ya que, si bien no sefializarian a través de FGFR4, serian capaces de hacerlo a

través de FGFR1, con su correceptor [3-Klotho.

La falta de resultados concluyentes sobre la posible acciéon de FGF15/19 en la promocién
de la hipertrofia cardiaca en NCMs puede ser consecuencia del modelo experimental
utilizado. Este modelo heter6logo, basado en el uso de proteina recombinante FGF19
humana es debido a la falta de disponibilidad de proteina recombinante de FGF15 en la
comunidad cientifica. Por esta razon, no se puede excluir que FGF15 pueda ejercer un
efecto sobre los cardiomiocitos de rata, que no son mimetizados por FGF19. La obtencién
del vector adenoviral de sobreexpresiéon Ad5-FGF15 abre la puerta a nuevas
posibilidades, como seria la sobreexpresion de FGF15 en un modelo celular y la posterior
utilizacién de los medios de cultivo enriquecidos en FGF15 sobre los cardiomiocitos.
Estos modelos pueden provocar nuevos problemas, ya que estos medios de cultivo
condicionados contendran multitud de biomoléculas que podrian sefializar también
nuestros cardiomiocitos. Sin embargo, esta y otras posibles estrategias deberan ser
exploradas para clarificar el posible efecto directo de FGF15 sobre los cardiomiocitos. La
estrategia reciproca de utilizar un modelo de cultivo de cardiomiocitos humanos y

tratarlos con FGF19 seria, asimismo, una estrategia a desarrollar en un futuro.
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Conclusiones
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Parte 1, FGF15/19 y la plasticidad en tejido adiposo:

Nuestros estudios confirman el papel de FGF19 como potencial biomarcador

circulante en la obesidad.

Los niveles de FGF19 correlacionan de forma positiva con la expresion de

marcadores termogénicos en tejido adiposo subcutaneo de humanos.

El déficit de FGF15 provoca un impedimento del browning del tejido adiposo
blanco subcutdneo en ratones expuestos a temperaturas de 21 2C y 4 2C, mientras

que la activacion termogénica del tejido adiposo marrén no parece afectada.

El déficit de FGF15 provoca una reduccién en la expresion de diferentes batocinas,
como CXCL14 y GDF15, indicando que la funcién del tejido adiposo marrén como

organo secretor de batocinas si se encuentra alterada.

El déficit de FGF15 en ratones expuestos a 4°2C impide el proceso de

sensibilizacion a la insulina provocada por frio.

La sobreexpresion de FGF15 y FGF19 en ratones provoca un aumento de la
expresion de genes termogénicos en tejido adiposo blanco subcutaneo,

evidenciando un aumento del browning de dicho tejido.

La falta de FGF15 no impide el browning inducido por agonistas adrenérgicos,
sugiriendo que la accion de FGF15 ocurre a través del sistema nervioso central

y/o otros mecanismos indirectos.
Los datos obtenidos sobre los efectos de FGF19 en adipocitos humanos in vitro

concuerdan con efectos mayormente indirectos del sistema FGF15/19 en la

adiposidad.
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e En conclusién: el sistema FGF15/19 esta implicado de forma importante en el
proceso de adaptacion termogénica del tejido adiposo blanco (browning),

posiblemente por mecanismos indirectos.

Parte 2, FGF15/19 y la plasticidad en corazon:

e Los niveles de FGF19 en pacientes con diferentes condiciones de alteracion
cardiaca son menores que en individuos sanos, indicando el papel de FGF19 como

posible biomarcador de patologia cardiaca.

e El déficit de FGF15 en ratones impide la correcta adaptacion del corazoén
(principalmente hipertrofia adaptativa) a estimulos como la dieta alta en grasas o
el frio ambiental, y causa signos menores de alteracion de la respuesta hipertroéfica

inducida por isoproterenol.

e La expresion del gen Pdk4, que codifica por la piruvato deshidrogenasa y es clave
en el control de la utilizacion de acidos grasos/glucosa por parte del corazén, se
encuentra alterada en ratones Fgf15-null. Este hecho muestra la necesidad de

Fgf15 para una correcta plasticidad metabolica adaptativa del corazén.

e Los estudios en cultivos celulares no permiten establecer de forma concluyente

efectos directos de FGF15/19 sobre células del corazén.

e En conclusiéon: una adecuada funcién del sistema FGF15/19 es necesaria para la

plasticidad cardiaca adaptativa a situaciones fisiolédgicas.

Conclusion global: podemos concluir que FGF15/19 es un factor endocrino de origen
intestinal de origen intestinal (enterocina) con capacidad de afectar la funcionalidad de
los tejidos adiposos y del corazén, especialmente en sus capacidades de adaptacién a

estimulos ambientales.
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