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Presentacio

L'obesitat i la diabetis tipus 2 estan estretament relacionades i representen un
problema de salut, economic i social degut a la seva prevalenca alarmantment creixent
a tot el mon. Tot i aixd, no hi ha tractaments efectius disponibles per aquestes
malalties. Durant el desenvolupament de l'obesitat es produeix una expansio
hipertrofica de la massa adiposa que resulta en l'acumulaci6 de greix en
compartiments ectopics i finalment en la resistencia a la insulina. S'ha postulat que la
induccié de l'activitat termogeénica del teixit adipés marré (BAT) pot la reduir del pes
corporal i millorar la sensibilitat a la insulina en models animals i éssers humans

obesos.

La proteina morfogenica ossia 7 (BMP7) és capac de dirigir cél-lules mare
mesenquimals al llinatge adipogénic marrd, diferenciar preadipocits marrons a
adipocits marrons madurs i induir l'activitat termogenica del teixit adipés marrd en
estudis in vitro i in vivo a curt termini. Perd, encara no s’ha establert si el BMP7 podria
tenir també un paper en I'adipogenesi del teixit adipds blanc (WAT) i aixi contribuir a la
millora de la sensibilitat a la insulina. Per tant, I'objectiu d’aquest estudi va ser
desenvolupar un sistema que permetés per una banda augmentar els nivells
d'expressi6 de BMP7 localment al teixit adipds i d'altra banda, induir l'alliberacio
continua de la proteina per tal d'estudiar els seus efectes in vivo a llarg termini en

models d’obesitat i resisténcia a la insulina.

L'enginyeria genetica de les cel-lules adiposes mitjangant vectors virals
adenoassociats (AAV) ofereix un gran potencial com a eina per a comprendre millor
els mecanismes moleculars de I'obesitat i DT2. Per tal d'obtenir nivells alts d'expressio
del gen d'interés especificament en el teixit adipds i evitar I'expressio del transgén en
els teixits no desitjats, es va generar un casset d'expressiéo d’AAV que codificava per el
la proteina marcadora GFP sota el control del promotor ubic CAG en conjuncié amb
les sequencies diana per el miR122a i el miR1 (dmiRT), especifics de fetge i cor,
respectivament (AAV-CAG-GFP-dmiRT). L'administracié al teixit adipds blanc
epididimal (eWAT) d'aquests vectors, promovia nivells elevats de produccié de GFP a

'eWAT, mentre que en el fetge i el cor eren marginals.

Aquesta estrategia de transferencia génica es va utilitzar per sobreexpressar
especificament el BMP7 en el WAT a llarg termini en models animals d’obesitat i
resisténcia a la insulina. Els ratolins tractats intra-eWAT mitjancant vectors AAV-CAG-
BMP7-dmiRT van presentar una induccié de l'adipogénesi i una expansié hiperplasica

al WAT. A més, es va observar la disminucié de la inflamacié en el WAT i I'augment
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dels nivells sérics d'adiponectina, en paral-lel amb la reduccié de la insulinemia i la
millora de la sensibilitat a la insulina. Tanmateix, els animals tractats amb AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT van mostrar una reduccié del contingut de triglicérids i la inflamacio del

fetge. Tot i aix0, no es va observar induccié de I'adipogénesi ni la termogénesi al BAT.

Per discernir si el fenotip observat es devia a 'augment de I'expressié de BMP7
al WAT o a lincrement dels nivells circulants de la proteina, es va sobreexpressar el
BMP7 especificament de fetge mitjangant AAV, per tal d’induir nivells circulants de
BMP7 similars als de I'aproximacio intra-eWAT. En aquest estudi no es van observar
modificacions en el pes corporal, 'adipogénesi, la inflamacié, la deposicié de greix, els
nivells sérics d'adiponectina ni d'insulina. Pero la sensibilitat a la insulina si que estava

millorada.

D’altra banda, es van voler estudiar els efectes de nivells circulants molt elevats
de BMP7 a llarg termini en animals obesos mitjancant 'administracié a dosis més altes
de vectors AAV que sobreexpressaven BMP7 especificament al fetge. Aquesta
aproximacié va promoure la normalitzacié del pes corporal mitjangant la reduccié de la
ingesta d’aliments i 'augment de la despesa energeética, i la millora de la sensibilitat a

la insulina i de la tolerancia a la glucosa.

En conjunt, aquests resultats indiquen que la sobreexpressio a llarg termini de
BMP7 mitjangcant AAV en el WAT induia I'expansio hiperplasia d’aquest teixit que
juntament amb I'augment dels nivells circulants de BMP7, donava lloc a una millora en
la sensibilitat a la insulina. D'altra banda, nivells circulants elevats de BMP7 a llarg
termini promovien la reducci6 del pes corporal i la millora de la sensibilitat a la insulina,
el que suggereix que aquesta Ultima estratégia podria servir com una aproximacio

terapéutica per al tractament de la DT2 i I'obesitat en el futur.
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1. DIABETES MELLITUS

La diabetis mellitus inclou un grup de malalties metaboliques caracteritzades
per la preséncia d’hiperglucémia resultant de defectes en la secreci6 d’insulina, I'accio
de la insulina o d'ambdues (American Diabetes Association et al., 2016). La
hiperglucémia cronica de la diabetis esta associada a danys a llarg termini, que
inclouen retinopaties, nefropaties, cardiopaties, disfuncions cerebrovasculars i

vasculars periferiques, entre d’altres (Gregg et al., 2016).

Actualment la diabetis ha assolit proporcions epidémiques, amb una estimacio
de 415 milions de persones afectades a tot el mén, de les quals 59.8 milions de
persones afectades viuen a Europa i 44.3 milions a Nortamérica i el carib (International
Diabetes Federation et al., 2015). L'organitzaci6 mundial de la salut (OMS) considera
que, a nivell global, la diabetis és la vuitena causa de mortalitat en ambdds sexes i la
cinquena causa en done (WHO et al., 2016). Concretament, el hombre de morts per
diabetis al moén durant el 2015 s’estima en 4.96 milions de persones (International
Diabetes Federation et al., 2015). A més, les despeses mediques dels pacients amb
diabetis so6n entre dos i tres cops superiors a les de la resta de la poblacio

(International Diabetes Federation et al., 2015).

La gran majoria dels casos de diabetis es poden classificar en dos categories:
la diabetis tipus 1 (DT1) i la diabetis tipus 2 (DT2). La diabetis tipus 1 esta causada per
la destruccié autoimmune de les cél-lules B del pancrees, fet que provoca una
deficiéncia en la produccid i secrecio de la insulina (American Diabetes Association et
al., 2016). En canvi, la causa de la DT2 és la combinacié de la resistencia a I'accié de
la insulina (principalment en el mascul, el teixit adipés i el fetge) i la secrecio
inadequada de I'hormona insulina per la disminucié de la massa i funcionalitat de les

cel-lules 3 del pancrees (American Diabetes Association et al., 2016).

A més d’'aquestes dues grans categories, existeixen altres tipus de diabetis
amb menys prevalenca com ara la diabetis gestacional, que es defineix com qualsevol
grau dintolerancia a la glucosa amb inici o primer reconeixement durant I'embaras; i
altres tipus de diabetis associades a defectes monogeénics en la funcio de les cél-lules
B (American Diabetes Association et al., 2016). Les diabetis monogeniques es
caracteritzen sovint per I'aparicié d’hiperglucemia a una edat primerenca (generalment

abans dels 25 anys) i se les coneix com MODY (Madurity Onset Diabetes of the
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Young). Les MODYs es caracteritzen per presentar alteracions en la secrecio
d'insulina i cap o minimes alteracions en l'accié de la insulina. Aquestes malalties

s’hereten de forma autosomica dominant (American Diabetes Association et al., 2016).

1.1. Diabetis Tipus 2

La DT2 és la forma més comuna de la malaltia, afectant entre el 90-95% del
total dels pacients diabetics. La majoria d’individus amb DT2 s6n obesos, i els pacients
gue no ho sbn per criteris de pes, poden tenir un augment del percentatge de greix
corporal distribuit principalment en la regié abdominal (American Diabetes Association
et al., 2016). Tot i que anteriorment la DT2 era predominantment diagnosticada en
persones de mitjana edat o edat avancada, I'edat d'inici de la malaltia ha disminuit i
actualment un nombre creixent de nens estan essent diagnosticats, fet que va en
paral-lel amb I'augment de la prevalenca de sobrepés en la poblacio jove (Cheng et al.,
2005).

Aquesta forma de diabetis amb freqiéencia no es diagnostica durant els primers
anys de la malaltia, donat que la hiperglucemia es desenvolupa gradualment i sovint
els efectes inicials no s6n prou greus per relacionar-los amb els simptomes classics de
la diabetis (American Diabetes Association et al., 2016). A més, els pacients amb
diabetis tipus 2 presenten una elevada variabilitat en els de nivells de resisténcia i
deficiencia d'insulina, fet que sustenta la possible existéncia de subgrups

fenotipicament heterogenis amb trets patologics especifics (Smith et al., 2010).

1.1.1. Patogénia de la diabetis tipus 2

La DT2 és un trastorn metabolic caracteritzat per la resisténcia a la insulina en
els teixits periferics i la deficiencia relativa en la secrecié d'insulina per part de les
cél-lules B del pancrees com a consequéncia d'una hiperglucemia sense resoldre
((Butler et al., 2003; Ashcroft et al., 2012). La hiperplasia de la cél-lula B i la
hiperinsulinemia en resposta a la resistencia a la insulina es produeix en el periode
preclinic de la malaltia (Quan et al., 2013). Quan la hiperglucémia és cronica, arriba un
moment en que les cel-lules B no poden compensar la demanda d’insulina i entren en
fase d’esgotament. En aquesta fase es produeix una hipotrofia, hipoplasia,
desdiferenciacio i disminucié de la proliferacié de la cél-lula B (Cerf et al., 2015). A
més, la hiperglucemia cronica també dona lloc a la disfuncié de les cel-lules B, les
guals redueixen la sintesi, senyalitzaci6 i secrecid de la insulina, i finalment moren per

apoptosi, donant lloc a la DT2 (Cerf et al., 2015).
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Els pacients diabeétics de tipus 2 es caracteritzen per presentar increments en
les concentracions d’acids grassos lliures (FFA) en sang al llarg del dia (Figura 1)
(Reaven et al., 1988). Els FFA s’emmagatzemen com a triglicérids (TG) als adipocits i
sén una important font d’energia en condicions de deju. La insulina és un regulador
negatiu de la lipolisis que limita I'alliberament dels FFA dels adipocits mitjancant la
inhibicio de la lipasa sensible a hormones (HSL). En la DT2 I'habilitat de la insulina per
inhibir la lipolisis i reduir les concentracions dels FFA en sang es veu notablement
reduida (Figura 1) (Jansson et al.,, 1994). En aquest sentit, la ingesta excessiva de
calories i la manca d'activitat fisica condueix a I'augment de la mida dels adipocits a
causa de l'increment de deposicions de triglicerids dins d’aquestes cel-lules (Sattar et
al.,, 2014). A mesura que augmenta l'adipositat, els adipocits hipertrofiats no sén
capacos d'emmagatzemar eficacment més lipids i es produeix una alteracié en la
deposicié de TG, que resulta en I'acumulacié en compartiments ectopics, com ara el
fetge, el muscul, el teixit adipds perivascular, pericardic i omental (Loher et al., 2016;
Sattar et al., 2014), aixi com també un augment de la lipolisi (Figura 1) (Guilherme et
al., 2008). En resposta als FFA circulants en el context de resistencia a la insulina
acompanyada d’'una eventual disfuncié de la cél-lula B, la homeostasi general de
combustible del cos es veu alterada (Nolan et al., 2011). A més, l'augment de
I'alliberament d’acids grassos lliures per part dels adipocits condueix a l'increment de
la produccié de citocines proinflamatories, com per exemple, el factor de necrosi
tumoral a (TNF-a) provinent dels macrofags residents en el teixit adipos. Aixo provoca
gue augmenti més la lipolisi i inhibeix I'expressié de gens que sén essencials per la
senyalitzacid de la insulina i la diferenciacié dels adipocits, proporcionant la base
molecular de la resisténcia a la insulina en el teixit adipés (Ruan et al., 2002). Tot i
que els macrofags activats en el teixit adipds produeixen la major part de citocines
proinflamatories, altres tipus cel-lulars com els limfocits B i les cél-lules T també poden
secretar aquests tipus d’agents immunomoduladors tot augmentant la inflamacié local i

sistemica i contribuint a la resisténcia a la insulina (Strissel et al., 2014).

L’acumulacié de greix hepatic i muscular resulta en la disfuncié de la captacié
de glucosa mitjangcada per la insulina degut al deteriorament de la senyalitzacié
intracel-lular de la insulina. Aquesta és una causa determinant en la reduccio de la
sensibilitat hepatica i muscular a la insulina, un dels principals contribuents de la
resisténcia sistemica a aquesta hormona (Figura 1) (McGarry et al., 2002; DeFronzo et
al., 2004; Birkenfeld et al., 2014). Curiosament, I'esteatosi hepatica precedeix la DT2

manifesta i s'associa habitualment a I'obesitat, particularment la visceral (Taylor et al.,
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2008). Per assegurar la disponibilitat constant d'una font d'hidrats de carboni durant el
deju, el fetge produeix glucosa mitjangant la glicogenolisi i la gluconeogenesi (Pilkis et
al., 1992). Diversos estudis han demostrat un augment de la gluconeogénesi en
subjectes amb DT2, que es produeix malgrat un estat de hiperinsulinémia (Figura 1), el
que suggereix la resisténcia hepatica a la insulina com un determinant principal de la

hiperglucémia en deju (DeFronzo et al., 1988; DeFronzo et al., 1989).

Exces consum
energia

}

Hipertrofia

Reclutament
cel-lules
proinflamatories

FFA No inhibicid

- FFA g
Citocines Citocines lipolisis

p::inﬂamatéries proinflamatéries \

Resisténcia Resisténcia Disfuncio
insulina insulina cel-lules B
Augment Disminucié Disminucié produccid

produccio glucosa captacio glucosa i secrecio insulina

Hiperglucémia
cronica

|

Diabetis
Tipus 2

Figura 1. Defectes en el pancreas i els teixits diana de I'accio de la insulina en la diabetis tipus 2.

Quan el fetge, el mascul i el teixit adipds es tornen resistents a la insulina, augmenta la produccié hepatica
de glucosa, disminueix la seva captacio i s'indueix la lipolisis en el teixit adipés, ja que la insulina no esta
disminuint el procés. L’augment dels FFA provinents de la lipodlisis estimula la captacié de FFA per part del
fetge i el muscul. En el mascul 'augment de la disponibilitat dels FFA accelera 'oxidacio de lipids, fet que
dona lloc a una disminucio de la captacié de glucosa mitjangada per la insulina. En el fetge, els nivells
elevats de FFA estimulen la gluconeogénesi i incrementen la sortida de glucosa. Quan també es produeix
la disfuncio de la cél-lula 3, la resisténcia a insulina en els teixits esmentats dona lloc a hiperglucemia i al
desenvolupament de DT2.
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1.1.2. Susceptibilitat genetica i factors ambientals en la diabetis tipus 2

Els factors geneétics i ambientals contribueixen al desenvolupament de la DT2
(Stumvoll et al., 2005), pero els mecanismes moleculars que participen en el
desenvolupament de la malaltia continuen essent poc clars. Recentment, gracies als
estudis genétics Genome-wide association (GWA), s’ha ampliat a més de 60 el
nombre de loci que estan robustament associats a DT2 (Voight et al., 2010; Morris et
al., 2012; Dupuis et al., 2010; Billings et al., 2010). Cada un d’aquests loci conté
variacions de sequencia que son causals del risc a patir la malaltia, i I'esclariment dels
mecanismes a través dels quals aquests loci actuen tenen el potencial de revelar

processos fonamentals per a la patogénesi d’aquesta.

Hi ha nombrosos loci que estan associats a un augment de la susceptibilitat a
patir diabetis, per exemple: els loci PPARG (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma gene), FTO (Fat mass and obesity-associated protein gene), IRS1 (Insulin
receptor substrate 1gene) i KLF14 (Krippel-like factor 14 gene) estan relacionats amb
nivells superiors d’insulina en deju, conseqiient amb un efecte primari en I'accié de la
insulina (Voight et al., 2010). També existeixen loci caracteritzats per I'associacié amb
una important reduccié de la funcié de les cél-lules B com el GCK (glucoquinasa) i el
MTNR1B (melatonin receptor 1B). D’altra banda, hi ha loci associats amb defectes en
la secrecid de la insulina sense efectes marcats en la glicemia com TCF7L2
(Transcription factor 7-like 2), SLC30A8 (Solute carrier family 30 member 8), CDKAL1
(Cyclin-dependent kinase 5 regulatory subunit associated protein 1-like 1), i
CDKN2A/2B (Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B) (Dimas et al., 2014). L’'estreta
relacio entre obesitat i DT2 (Hu et al., 2001) fa que gran part d’aquests loci també
estiguin involucrats en susceptibilitat a obesitat, com és el cas de FTO (Karaderi et al.,
2015). Daltra banda, també s’han identificat loci que augmenten la susceptibilitat a
patir sobrepés i obesitat en diabétics tipus 2 tals com: el gen de ADIPOQ
(adiponectina), LEPR (receptor de leptina), IRS2 (Insulin receptor substrate 2) o
GRB14 (Growth factor receptor-bound protein 14) (Kasim et al., 2016).

Si es té en compte que el teixit adipds marrd pot tenir un paper protector contra
la DT2 i I'obesitat, també s’han detectat loci associats a una major susceptibilitat a
desenvolupar DT2 o a augmentar el index de massa corporal (BMI) en gens claus de
l'activacié del teixit adipds marré com per exemple en proteina desacobladora 1
(UCP1) o en el receptor B3-adrenergic (Vimaleswaran et al., 2010; Sramkova et al.,
2007; Kurokawa et al., 2008; Brondani et al., 2012).
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No obstant aix0, la patogenicitat de la DT2 és heterogenia, per tant, es
considera que les variants genétiques contribueixen només a la susceptibilitat a patir la
malaltia i es suggereix que aquesta contribucié és modesta en comparacié amb els
factors ambientals, que determinarien si un individu amb predisposicié desenvolupa o
no DT2 i obesitat. Aquesta relacié ha estat demostrada per estudis en poblacions
migratories on es produeix la reversié de la malaltia després del retorn a la seva forma
de vida prévia (O'dea et al., 1984).

12



Introduccio

2. OBESITAT

L’'obesitat és una malaltia metabolica molt complexa i un dels factors de risc
més importants per a la resistéencia a la insulina i el desenvolupament de DT2
(Kusminski et al., 2016). Tal i com ha succeit amb la DT2, la obesitat ha assolit
proporcions epidemiques tant en els paisos desenvolupats com en vies de
desenvolupament. Segons I'Organitzacio Mundial de la Salut, en el 2014 al voltant de
2 bilions de persones patien sobrepés a tot el mén, 670 milions de les quals eren
clinicament obeses i 98 milions estaven greument afectades per l'obesitat. Si les
tendéncies actuals es mantenen, s’estima que l'any 2025, 2.7 bilions de persones
adultes tindran sobrepes, i al voltant d'1 bilié seran obesos, fet que augmentara encara

meés la incidencia de DT2.

Segons les dades de la OMS durant el 2014 a la regio europea, al voltat del
50% dels homes i de les dones patien sobrepés, essent el 23% de les dones i el 20%
dels homes obesos. Per contra, la regié de nord-américa continua essent la més
afectada amb més del 25% de la poblacié obesa. Dintre d’aquesta pandémia, una
questio alarmant és la que concerneix als més joves; s’estima que al voltat de 200
milions de nens en edat escolar tenen sobrepes. Aquesta generacié desenvolupara
diabetis a una edat més primerenca que les anteriors i a més, esta predestinda a ser la
primera progénie a tenir una vida més curta que la dels seus pares. Per tant, la
obesitat associada a diabetis ha esdevingut un important problema de salut publica
(Morigny et al., 2016).

El desenvolupament de I'obesitat depén del desequilibri que es produeix quan
el consum d’energia excedeix la despesa energetica i de la distribucié del greix en els
diferents diposits adiposos (Frihbeck et al., 2009). El métode més utilitat per mesurar i
identificar 'obesitat és I'index de massa corporal (IMC). Aquest és defineix com el pes
en kilograms (Kg) dividit entre I'alcada en metres al quadrat (m?). El sobrepés o pre-
obesitat es defineix amb un IMC entre 25-29.9 kg/m?, alhora que un IMC superior a 30
kg/m? determina obesitat; si supera els 35 kg/m? es defineix com obesitat morbida.
D’altra banda, 'OMS estableix que I'MC optim en la poblacié caucasica adulta és del
rang de 21-23 kg/m? (WHO et al., 2000). No obstant, I'lMC no permet distingir entre el
pes associat a mascul o a greix. Per tant, donat que els individus tenen una constitucié
corporal diferent, 'IMC no correspon al mateix grau de greix (James et al., 2008).

Altres meétodes habituals per a la classificacid dels individus obesos sén la

13



Introduccio

circumferéncia de la cintura o la ratio de la circumferéncia cintura i cadera, la qual és

més especifica de la distribucio de greix (Pischon et al. 2008).

2.1. Tipus d’obesitat en humans

La distribucié i quantitat de greix corporal sén crucials per a determinar el risc a
patir algunes malalties associades amb l'obesitat. La distribucié del greix varia entre
sexes, entre els individus d’una mateixa familia, amb I'edat, en estadis de malaltia, o
bé en resposta a drogues i/o hormones (Tchkonia et al. 2013). Es poden distingir dos

tipus d'obesitat en funcié dels diposits d’acumulacié de greix (Figura 2):

» Obesitat central (forma de poma) : la també anomenada obesitat androide, es
caracteritza per la preséncia de greix al voltant de les visceres i esta
composada pels diposits adiposos omental, mesenteric i retroperitoneal.
Aquests individus presenten una reduccio de la sensibilitat a la insulina i de la
tolerancia a la glucosa, lligat a un increment del risc a patir complicacions

metaboliques com la DT2 (Tchernof et al., 2013).

e Obesitat periferica (forma de pera) : els individus obesos amb baixos nivells
de greix visceral i elevat greix subcutani presenten una tolerancia a la glucosa

normal (Tchernof et al., 2013).

Forma Forma
de Poma de Pera
Per sobre
cintura
Per sota
cintura
- Molt greix visceral - Poc greix visceral

- Alt risc de complicacions - Baix risc de complicacions
relacionades amb el pes relacionades amb el pes

Figura 2. ll-lustraci6 dels tipus d'obesitat: visceral o en forma de poma i periferica o forma de pera.
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2.2. Complicacions en I'obesitat

L'obesitat és una malaltia altament complexa i un dels factors de risc més
importants per al desenvolupament de DT2. També s'associa amb un major risc de
patir altres malalties metaboliques, cardiovasculars i inflamatories croniques (Van Gaal
et al., 2006), com ara la malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD). Aquesta és la
malaltia cronica del fetge més prevalent al moén, i es caracteritza per mostrar un
espectre histologic que van des de l'esteatosi més lleugera fins a la forma més
agressiva necro-inflamatoria, I'esteatohepatitis no alcoholica (NASH), la qual pot
acumular fibrosi i resultar en cirrosi (Bertot et al., 2016). D’altra banda, I'obesitat també
s'associa amb la hipertensié, malaltia cronica consistent en una elevacio persistent de
la pressio arterial. Aquesta malaltia suposa un factor de risc molt important en relacié a
les malalties cardiovasculars com la hipertrofia ventricular esquerra, aritmies
ventriculars i atrials, fallida de cor diastolica i sistolica, i cor isquemic, aixi com també
danys en el sistema nervids central i els ronyons (Black et al., 2003). A més a més,
I'obesitat incrementa el risc a patir cancer colorectal, d’esofag, de rony6 i de pancrees
en ambdds sexes. Com també, incrementa la predisposicidé a patir cancer de tiroides

en homes i d’endometri, vesicular biliar, i de mama en dones (Renehan et al., 2008).
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3. LORGAN ADIPOS

El teixit adipds es considera un organ format per multiples diposits adiposos,
els quals contribueixen a diversos processos essencials dels organismes tals com la
termogenesi, el subministrament d’energia, les respostes immunes o la lactancia (Cinti
et al.,, 2012). A més a més, el teixit adipos té importants propietats mecaniques que
serveixen per protegir organs delicats, per exemple els ulls, o per amortir parts del cos

exposades a nivells elevats d’estres mecanic (Pond et al., 1992).

3.1. Components de I'organ adipos

El teixit adipdés es composa principalment d’adipocits madurs, teixit nerviés,
noduls limfatics, petits vasos sanguinis i la fraccié vascular estromal (SVF). La SVF
presenta una combinaciéo de mdltiples tipus cel-lulars entre els quals destaquen:
cel-lules del sistema immune, -com els macrofags-, cél-lules endotelials, preadipocits i
fibroblasts (Armani et al. 2010; Cawthorn, Scheller, and MacDougald et al., 2012). Es
poden distingir tres tipus d'adipocits madurs: els adipocits blancs, els adipocits
marrons i els posteriorment descrits adipocits beige (Seale et al. 2008; Ishibashi 2010;
J. Wu et al., 2012).

3.2. Tipus d’adipocits

3.2.1. Adipocits blancs

Els adipocits blancs son esferics i es caracteritzen per contenir una Unica gran
gota lipidica, la qual ocupa més del 90% de I'espai intracel-lular i desplaca el nucli a
l'extrem de [ladipocit. Aix0 els hi permet maximitzar la seva capacitat
d’emmagatzematge (Figura 3) (Smorlesi et al., 2012). El seu diametre mig varia entre
soques, sexes i edats (Taula 1). En el cas dels ratolins C57BL6, la mida d’'un adipocit
de 12 setmanes és aproximadament 2000 um? en dieta estandard i 4000 um? en dieta
alta en lipids (Chen et al., 2002).

La funcié principal dels adipocits blancs és emmagatzemar energia en forma
d’acids grassos lliures, que obtenen del plasma o per sintesi de novo, com a triglicerids
(Figura 3, Taula 1). Alhora, aquestes cel-lules son capaces d’alliberar FFA i glicerol
rapidament en resposta a les demandes metaboliques d’altres teixits en situacions de

deficits energetics com el deju (Gesta et al., 2007; Koppen et al., 2010; Algire et al.,
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2013). Els FFA circulants serveixen de combustible pels teixits metabolicament actius i

influeixen en la regulacioé del metabolisme de la glucosa (Ahmadian et al., 2010).

Els adipocits blancs també es caracteritzen per tenir una elevada capacitat
secretora; els factors secretats pels adipocits s’anomenen adipoquines. Les
adipoquines son molécules senyalitzadores que regulen nombrosos processos
biologics mitjangant mecanismes autocrins, paracrins i endocrins. Aquestes son
essencials pel balang entre apetit i sacietat, la regulaci6 de 'emmagatzematge de
greix, la tolerancia a la glucosa, la sensibilitat a la insulina, el creixement cel-lular, la
inflamaci6, I'angiogenesi o la reproduccié. Els teixits diana de les adipoquines son
diversos i inclou entre altres: el fetge, el cervell, el muscul, el cor, el pancrees, la melsa
0 els noduls limfatics. Alhora, I'alteracié en la secrecié d’aquestes adipoquines s’ha
descrit com un factor important en la patogénesi de la resisténcia a la insulina entre
d’'altres malalties (Koppen et al., 2010; Booth et al., 2016; Trayhurn et al., 2011).

'l - Mitocondries densament empaquetades (UCP1*)
- Molt vascularitzat i innervat

- Dissipa energia en forma de calor

--; - Fenotip termogénic estable

Adipacits blancs ./ 2
_-1_. ..‘ : ‘: \\I\ /

B

o S U/

- Gotes lipidiques uniloculars
- Poques mitocondries (UCP17)

|
|
|
|
I
it
|
|
|
! :
I Y . - -
oAk e ot o - Emmagatzema i allibera energia

1 - Gotes lipidiques multiloculars

- Mitocondries densament empaquetades (UCP1™)
) - Desenvolupat en el WAT

| - Activat per fred i altres estimuls

. - Plasticitat fenotipica

Adlpocus belge

Figura 3. Tipus d’'adipocits. Els adipocits es poden classificar en cél-lules termogeniques marrons,
cel-lules emmagatzemadores blanques o cél-lules intermedies beige. Els adipocits marrons es
caracteritzen per la preséncia de mudltiples gotes lipidiques i I'elevada densitat de mitocondries que
contenen la proteina desacobladora 1 (UCP1). Els adipocits blancs presenten una Unica gran gota lipidica
i una elevada capacitat d’'emmagatzemar energia. Els adipocits beige emmagatzemen energia de manera
semblant a com ho fan els adipocits blancs, perd en resposta a certs estimuls s6n capagos de presentar
un fenotip semblant als adipocits marrons amb miltiples gotes lipidiques i elevada densitat de
mitocondries UCP1 positives (Adaptat de Wang et al., 2016).
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3.2.2. Adipocits marrons

A diferencia dels adipocits blancs, els adipocits marrons deriven del llinatge
cel-lular “muscular-like” Myf-5 (Seale et al., 2008). A més, son considerablement més
petits que els blancs i presenten mdultiples gotes lipidiques al citoplasma. Aixo,
juntament amb I'elevat nombre de mitocondries caracteristic d’aquestes ceél-lules, els hi
permet metabolitzar rapidament grans quantitats d’acids grassos per generar calor
mitjangcant un procés conegut com termogénesi no associada a tremolor (Figura 3,
Taula 1) (Cinti et al., 2012; Smorlesi et al., 2012).

Per produit calor, els adipocits marrons s’activen predominantment per I'accié
de la norepinefrina, alliberada pels sistema nervios simpatic sota estimuls adrenérgics
0 altres senyals, en els receptors B3-adrenergics (Bachman et al., 2002; Jimenez et al.,
2002). A continuacié, es produeix una cascada de senyalitzaci6 mitjancant
'acoblament a proteines G que activa I'adenilat ciclasa. Aquesta genera monofosfat
d'adenosina ciclic (cAMP) que al seu torn activa la proteina quinasa A (PKA) que
fosforilara la lipasa sensible a hormones, desencadenant aixi l'alliberament d’acids
grassos lliures. Aquests FFA soOn transportats al mitocondri mitjancant la carnitine
palmitoyltransferase 1, on activaran la proteina desacobladora 1 o termogenina i
serviran com a substrat. En els mitocondris, UCP1 desacobla el gradient de protons
produit en la fosforilacié oxidativa generant calor, aquest procés és el que coneixem
com termogenesi no associada a tremolor (Figura 4) (Honek et al., 2014; Bargut et al.,
2016a).
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Figura 4. Generacio de calor per termogenesi no associada a tremolor en els adipocits marrons .En
resposta a estimuls adrenérgics com el fred, la norepinefrina s’uneix als receptors B3-adrenergics dels
adipocits marrons, resultant en 'activacié de I'adenilat ciclasa. Aquesta genera cAMP que alhora activa la
proteina kinasa A (PKA), donant lloc a l'activacié de la lipasa sensible a hormones (HSL). La HSL
accelera l'alliberament d'acids grassos que son oxidats i activen UCP1, que desacobla el gradient
d’electrons al mitocondri, alliberant energia en forma de calor (Adaptat de King et al., 2017).

L’activacio del teixit adipés marré (BAT) en rosegadors esta relacionada amb la
reduccio dels diposits de greix, la prevencio de guany de pes corporal i/o la millora de
la resisténcia a la insulina (Bargut et al., 2016b). A més, en humans I'activaci6 BAT
esta inversament associada a l'obesitat (Wang et al., 2015). Per tot aixo, I'activacio
dels adipocits marrons es considera una diana terapéutica pel tractament de I'obesitat i
la DT2 (Taula 1).

3.2.3. Adipocits beige

Fa temps que es van detectar adipocits UCP1 positius al teixit adip6s blanc que
adoptaven una aparenca multilocular sota certs estimuls com I'exposicié prolongada al
fred (Cousin et al., 1992). No obstant, aquestes cél-lules “brown-like” presents en els
diposits adiposos blancs no derivaven del llinatge Myf-5 com els adipocits marrons
(Seale et al., 2008), suggerint que es tractava d'un altre tipus cel-lular. Perd no va ser

fins fa pocs anys que es va considerar que aquestes cel-lules representaven un altre
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tipus d’adipocits, els adipocits beige o brite (brown in white) (Vegiopoulos et al., 2010;
Petrovic et al., 2010).

Aixi doncs, els adipocits beige son cél-lules UCP1 positives que tenen una
morfologia semblant a la dels adipocits marrons, amb multiples gotes lipidiques i que
expressen els gens requerits per a la termogénesi (Figura 3). Tot i aix0, els adipocits
beige presenten un patré d’expressié génica diferent als adipocits marrons i un menor
nombre de mitocondris (Taula 1) (Wu et al., 2012; Waldén et al., 2012). Estimuls com
I'exposicié prolongada al fred, I'exercici, la immunitat innata, determinades hormones
endocrines o compostos sintétics entre d’altres, poden promoure el reclutament
d’adipocits beige (Kajimura et al.,, 2015). D’altra banda, en abséncia d’estimuls, els
adipocits beige s’assemblen als blancs en termes de consum d’oxigen i respiracio
desacoblada. Aix0 fa pensar que els adipocits beige sbén bifuncionals, presentant
nivells basals baixos d’'UCP1, comparables als dels adipocits blancs, i amb la capacitat
d'activar I'expressié d’aquest gen i de la resta de maquinaria de la termogenesi a

nivells equivalents als adipocits marrons (Figura 3, Taula 1) (Wu et al., 2012).

Taula 1. Principals diferéncies entre els tres tipus de teixits adiposos (Adaptat Cedikova et al., 2016).
Caracteristiques Adipocits blancs Adipocits marrons Adipocits beige
Morfologia
(i) Forma Esférica Elipsoide/poligonal Esférica
(i) Mida Variable (25-200um) Petita (15-60um) Més petita que els blancs
(iii) Gota lipidica Unica i gran Mdltiples i petites Multiples amb mides variables
(iv) Mitocondri + +++ ++(sota estimulacio)
Suprarenal,
Localitzacié Subcutani i visceral paravertebral, Inguinal, coll, altres
supraclavicular
Funcié Emma_lgatzematge Produccio calor Termogénesi adaptativa
energia
UCP1 Practicament no +++ ++(sota estimulacio)
detectable
Vascularitzacio Baixa Elevada Elevada sota estimulacio

3.3. Plasticitat del teixit adipos

En funcié del tipus d'adipocit que forma majoritariament un diposit adipés,
tradicionalment s’han distingit dos tipus de teixit adipos: el teixit adipds blanc (WAT),
gue conté principalment adipocits blancs, i el teixit adipés marré (BAT), que conté
predominantment adipocits marrons. Tot i aix0, la majoria dels diposits adiposos

contenen diferents tipus d’adipocits, encara que la seva proporcio varia entre diposits i
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també pot variar depenent de les condicions. Per exemple, s’ha descrit que la
exposicié al fred indueix I'increment del nombre d’adipocits marrons i la reduccio
d’adipocits blancs. Aquesta capacitat per adaptar-se fa que el teixit adipds presenti una
elevada plasticitat (Cinti et al., 2006; Vitali et al., 2012; Cinti et al., 2012; Rosen et al.,
2014).

El teixit adipds és un organ molt plastic i dinamic, és per aixo que els adipocits
son regulats pel que fa al seu nombre, mida i caracteristiques metaboliques. Per tal de
mantenir aquesta capacitat renovadora, és necessaria la preséncia d'un pool de
progenitors dels adipocits en el teixit adipds durant la vida adulta. Aquests progenitors
s'activen durant el recanvi homeostatic i I'expansio hiperplasica, i també poden
participar en la remodelacié catabdlica del teixit adipdés (Armani et al., 2010; Tchkonia
et al.,, 2013; Lee et al., 2014).

Per tal demmagatzemar I'excés d’energia consumida caracteristic de I'obesitat,
el WAT porta a terme una serie de canvis a nivell cel-lular i estructural. El teixit ha
d’expandir-se i ho pot fer mitjancant 'augment de la mida dels adipocits (hipertrofia) o
del nombre d’adipocits (hiperplasia). D’altra banda, es produeix una remodelacié de la
vasculatura i de la matriu extracel-lular per permetre I'expansié del teixit, la seva
oxigenacio i la mobilitzaci6 de nutrients (Pellegrinelli et al., 2016). A més, durant
aquest procés es recluten cél-lules inflamatories, quan l'obesitat i la inflamacié es
mantenen, aquests mecanismes d’adaptacié homeostatica es saturen, donant lloc a la
disfuncio del teixit adipés blanc. Aquesta disfuncié és caracteritza per una secrecio
deficient d’adipoquines, un insuficient emmagatzematge de greix, una adipogenesi
anomala, aixi com també una fibrosi exacerbada i resisténcia a la insulina (Algire et al.,
2013; Pellegrinelli et al., 2016).

En una situacié d’excés de consum de nutrients, I'expansié del teixit adipds
mitjancant la seva hipertrofia es considera un mecanisme nociu. Els adipocits
augmenten la seva mida per tal d’acumular més lipids, perd aquesta capacitat és
limitada, fet que provoca un augment de [lalliberament de FFA i citocines pro-
inflamatories, l'increment de la hipoxia i la fibrosi, la disminucié dels nivells

d’adiponectina i finalment empitjora la sensibilitat a la insulina.

L'adiponectina és una hormona produida pels adipocits madurs que esta
involucrada en I'oxidacié de lipids en el muscul i el fetge, i la reduccio de la produccio

hepatica de glucosa. A més, s’ha establert una relacié inversa entre els nivells
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d’adiponectina en serum i el desenvolupament d’obesitat, resisténcia a la insulina i
DT2 (Paniagua et al.,2016).

D’altra banda, I'expansié mitjancant hiperplasia és un fenomen saludable pel
teixit adipds ja que contribueix a 'augment dels nivells d’adiponectina, a la disminucié
de l'alliberament de FFA i citocines pro-inflamatories, a la reduccio de la hipoxia i la
fibrosi i millora la sensibilitat a la insulina. Hi ha certa controvérsia sobre quin del dos
mecanismes és majoritari en els diferents diposits adiposos en resposta al consum
excessiu de nutrients, i si succeeix igual en ratolins que en humans. D’altra banda,
esta establert que la capacitat d’expansié del teixit adip6s subcutani (SAT) per a
emmagatzemar I'excés de greix,- per tal d'impedir que s’acumuli en diposits ectopics
com el fetge, muscul, cor o pancrees-, determina en gran part la salut metabolica de
l'individu. Malgrat tot, els adipocits tenen una capacitat maxima d’expansié a partir de
la qual es produeix la necrosi/apoptosi (Figura 5) (Lee et al., 2014; Choe et al. 2016b;
Pellegrinelli et al., 2016).

La remodelacié és molt important per a I'expansié saludable del teixit adipds, ja
que presenta la capacitat de promoure la seva propia vascularitzacio. Pero tot i els
esforcos per reclutar nous vasos sanguinis, en la majoria dels casos d’obesitat i DT2
es produeix hipoxia de I'drgan adip6s. D’altra banda, la fibrosi és un altre element que
permet determinar la salut del teixit adipds. Els adipocits es mantenen dins d’'una
densa xarxa tridimensional formada per proteines de la matriu extracel-lular (ECM).
Aquesta xarxa proporciona suport mecanic i té la capacitat de remodelar-se activament
durant el creixement del teixit mitjancant I'expressio per part dels adipocits de
proteines de la matriu i d’enzims necessaris pel seu trencament. L’expressio dels gens
codificants per aquestes proteines esta altament regulada pels canvis en la
disponibilitat de nutrients. Amb l'increment del guany de pes, augmenta la fibrosi i la
matriu es torna més rigida, fet que limita la capacitat per emmagatzemar nutrients, i
desencadena entre d'altres, la deposicio de greix ectopic (Divoux et al., 2011; Chun et
al., 2012; Rosen et al., 2014).

Durant la DT2 i I'obesitat també es produeixen canvis en la composicié de les
cél-lules immunitaries que infiltren el teixit adipds. Aixi, augmenta el nombre de
cél-lules pro-inflamatories com neutrofils, macrofags tipus 1, limfocits T col-laboradors
de tipus 1 i limfocits T citotoxics (CD8%), i es redueix el nombre de cél-lules immunes
antiinflamatories com els eosinofils, macrofags tipus 2, limfocits T col-laboradors de

tipus 2, Natural killer T cells (iNKT) i limfocits T reguladors (Tregs) (Figura 5) (Choe et
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al., 2016). Especificament, el nombre de macrofags incrementa de manera notable.
Els macrofags residents en el teixit adipés es poden classificar en M1, activats
classicament, o M2, activats alternativament. Els M1 tenen un fenotip pro-inflamatori i
expressen citocines com TNF-a, IL-6 i IL-13. D’altra banda, els M2 responen a IL-4 i
IL-13 secretant citocines antiinflamatories com IL-10. A mesura que avanga l'obesitat,
més macrofags M1 s'infiltren al teixit adipdés desenvolupant aixi resistencia a la
insulina. A més, els adipocits morts atreuen als macrofags formant-se crown-like-
structures que desencadenen una resposta inflamatoria local afectant al funcionament
dels adipocits propers. Tot i que els macrofags M2 no disminueixen durant I'obesitat, hi
ha un major percentatge M1 respecte M2, afavorint el fenotip pro-inflamatori (Figura 5)
(Rosen et al., 2014; Choe et al. 2016; Pellegrinelli et al., 2016).

M
O m2

(") Adipacit

‘ Adipocit mort

Hiperplasia Hipertrofia
* I numero adipocits « ~ mida adipocits
+ | alliberament FFA « ~ alliberament FFA
+ 1 adiponectina « _ adiponectina
+ | citocines pro-inflamatories « ~ citocines pro-inflamatories
+ | reclutament cél-lules immunitaries « ~ reclutament cél-lules immunitaries
+ | hipoxia i fibrosis « ~ hipéxia i fibrosis
+ 1 sensibilitat insulina « _ sensibilitat insulina

Figura 5. Caracteristiques de I'expansid del teixit adipés per hipertrofia o hiperplasia dels
adipocits. En I'obesitat, I'expansio del teixit adipés es produeix mitjangant dos mecanismes diferents, la
hipertrofia i la hiperplasia. En la hiperplasia, augmenta el nombre d’adipocits incrementant la secrecié
d’adiponectina, disminuint I'alliberament de FFA i citocines pro-inflamatories, reduint la hipoxia, fibrosi i
millorant la sensibilitat a la insulina. D’altra banda, durant I'expansié del teixit adipdés per hipertrofia
s’incrementa la mida dels adipocits. Quan la capacitat d’emmagatzemar lipids dels adipocits es veu
sobrepassada, augmenta l'alliberament de FFA i citocines pro-inflamatories (augment de macrofags M1 i
formacié de crown-like structures), incrementa la hipoxia (reduccié vascularitzacio, vermell), la fibrosi,
disminueixen la secrecio d’adiponectina i empitjora la sensibilitat a la insulina. (Adaptat Choe et al. 2016).
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3.4. Localitzacio del teixit adipos

El teixit adip6s en mamifers esta format per multiples diposits localitzats en dos
compartiments del cos: sota la pell es localitzen els diposits subcutanis, delimitats per
una capsula connectiva, mentre que a la cavitat abdominal es troben els diposits

viscerals, delimitats per lamines peritoneals (Cinti et al., 2012; Smorlesi et al., 2012).

3.4.1. Localitzaci6 del teixit adipds en ratolins

En ratolins, I'organ adipos presenta dos diposits subcutanis: anterior i posterior,
i varis diposits viscerals. El diposit subcutani anterior es localitza principalment al nivell
de l'escapula i conté el teixit adipds interescapular, I'axil-lar i el cervical. Mentre que el
diposit subcutani posterior esta situat a la zona ventral inferior del cos i compren tres
parts, la dorso-ventral, la inguinal i la gluteal. D’altra banda, podem distingir diversos
diposits viscerals situats al mediasti o a I'abdomen. Entre els diposits abdominals es
troben el mesenteric, el retroperitoneal i I'epididimal en mascles, o abdominopelvic en
femelles (Figura 6) (Frontini et al., 2010; Vitali et al., 2012; Cinti et al., 2012).

s Cervical
Diposits
Subcutanis Axilar , -
Anteriors Mesenteric
Interscapular (BAT
B ( ) Mediastimic
Retroperitoneal = Diposits
Epididimal Viscerals
Diposits Dorsolumbar (gonadal)
Subcutanis Inguinal Perirenal
Posteriors Gluteal —
Intramuscular
Figura 6. Localitzacié dels diposits adiposos en ratoli. L'organ adipés en ratolins esta format per

diposits subcutanis i viscerals. Dintre dels subcutanis es poden distingir els anteriors (cervical, axil-lar i
interescapular) i els posteriors (dorso-lumbar, inguinal i gluteal). Mentre que els diposits viscerals estan
formats pel mediastimic, mesentéric, retroperitoneal i epididimal en mascles, o abdominopelvic en
femelles (Adaptat de (Chusyd et al. 2016)).

En condicions normals, el BAT dels ratolins es troba a les regions properes a
l'aorta, als ronyons i en els diposits subcutanis anteriors. Aquest teixit esta altament
vascularitzat i presenta una elevada densitat de fibres parenquimals noradrenergiques.
D’altra banda, els diposits adiposos viscerals abdominals i subcutanis posteriors estan

formats principalment per WAT, encara que la seva proporciéo d'adipocits UCP1
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positius varia entre ells. A més, es pot trobar WAT a altres regions tals com a l'espai
retro-orbital, a la cara, a les extremitats o al moll de I'6s. El teixit adipés blanc disposa
d’una vascularitzacio i innervacié de cinc a sis cops menor que el BAT (Cinti et al.,
2012; Gesta et al., 2007; Smorlesi et al., 2012).

3.4.2. Localitzaci6 del teixit adipés en humans

En humans també es poden distingir diposits adiposos subcutanis i viscerals,
tot i que la seva distribuci6 i mida és diferent respecte als rosegadors. El WAT es troba
distribuit pel cos amb grans diposits a la zona intraabdominal: al voltant de 'omentum i
els intestins, i subcutania, a les natges i les cuixes. Cal destacar que el greix blanc
perigonadal o epididimal en ratolins mascles (el teixit adipds més gran i accessible en
ratolins) no esta present en humans (Chusyd et al., 2016). D’altra banda, en recent
nascuts el BAT es localitza a la regio interescapular, axil-lar, coll, ronyons i al voltant
dels vasos. Aquest teixit adip6s marré involuciona poc a poc després de néixer, pero
tot i aixo, es pot detectar BAT metabolicament actiu al coll, regié supraclavicular,
abdomen i pit d’humans adults (Figura 7) (Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt
et al., 2009; Virtanen et al., 2009).

Deposits Adiposos Marrons Deposits Adiposos Blancs
Subcutaneous
Cervical ~Cranial
Facial

Supraclavicular.
Other sites

Paravertebral-f—
|

Interscapular Intra-abdominal

Omental

Retroperitonea

. Iscera
‘\
Abdominal
™ Gluteal
Figura 7. Distribuci6 dels diposits adiposos blancs i marrons en humans. En humans els diposits

adiposos blancs es troben en arees al voltat de tot el cos, amb diposits subcutanis i intraabdominals
representant els principals compartiments de I'emmagatzematge de greix. El teixit adipds marrd és
abundant en néixer i continua present en adults, perd en menys extensio (Adaptacié Gesta et al., 2007).
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3.5. Origen del teixit adipos

Les cel-lules mare mesenquimals (MSC) residents al teixit adipdés es
consideren la principal font d’adipocits durant el creixement postnatal i el manteniment
del teixit adipds (Cawthorn et al., 2012). Les MSC sén progenitores multipotents que
es poden trobar en el teixit adipos, en el moll de I'ds i en altres teixits connectius. Tot i
aixo, hi ha heterogeneitat en els precursors depenent dels diposits adiposos als que
donen lloc. Aix0 va en consonancia amb el fet que els diferents teixits adiposos es
desenvolupin a temps diferents i difereixin en les seves caracteristiques moleculars i

funcionals (Lee et al., 2014).

En rosegadors, el teixit adipds blanc es desenvolupa principalment després del
naixement. En el cas dels humans, el WAT comenca a desenvolupar-se en el segon
semestre de gestacio, i a I'hora del naixement els diposits viscerals i subcutanis estan
ben desenvolupats. Per contra, el teixit adipds marré es desenvolupa durant la

embriogenesi tant en rossegadors com en humans (Gesta et al., 2007).

Els adipocits marrons provenen de precursors multipotents Pax7* (Paired box
protein)/ Myf5* (factor miogenic 5) presents a les somites que també donaran lloc als
miocits. Aquest origen somitic comu fa que els preadipocits marrons expressin
multiples gens especifics de muscul (Figura 8) (Seale et al., 2008; Sanchez-

Gurmaches et al., 2012; Timmons et al., 2007).

Altrament, els adipdcits blancs i beige provenen d'un precursor multipotent
comu, Pax7/Myf5, diferent al que dbéna lloc als adipocits marrons. Tot i aix0, els
adipocits beige son un tipus cel-lular diferent als adipdcits blancs que s’'indueixen sota
l'accié de diversos estimuls. Diferents estudis han demostrat que aquesta induccié es
pot donar a terme per I'activacié d’adipocits madurs ja existents o via diferenciacio de
novo de ceél-lules precursores residents al teixit adipdés (Sanchez-Gurmaches et al.,
2012; Barbatelli et al., 2010; J. Wu et al., 2012; Rosen et al., 2014). Sembla que hi ha
cert consens en l'existéencia de precursors d’adipocits beige al teixit adipdés blanc
capacos de diferenciar-se en adipocits beige madurs quan les condicions ho
requereixen, i que sén capac¢os de tornar a una funcid6 d’emmagatzematge d’energia
guan la generacié de calor deixa de ser una prioritat (Figura 8) (Rosenwald et al.,
2013; Lee et al., 2014; Rosen et al., 2014).
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Figura 8. Origen dels adipocits. Els adipocits marrons provenen del llinatge Pax7*/ Myf5* compartit amb

el muscul esquelétic. En canvi, els adipocits blancs i beige deriven de progenitors Pax7/ Myf5™. Els
adipocits beige es diferencien per l'activacié per fred o altres inductors, en abséncia de I'estimul
s’inactiven i tornen a la morfologia d’adipocit blanc (Adaptat Rosen et al., 2014).

3.6. Caracteristiques generals de I'adipogénesi del teixit adipos

El creixement del teixit adipdés és el resultat de 'augment de la mida dels
adipocits, hipertrofia, i de lincrement del nombre d’adipocits, hiperplasia. La
hiperplasia esta relacionada amb la generacié de nous adipocits a partir de cél-lules

precursores; aquest procés s'anomena adipogenesi (Fajas et al., 2003).

L’adipogénesi és el procés mitjancant el qual les MSCs esdevenen adipocits
madurs. A nivell cel-lular es poden distingir dues fases del procés, la determinacio i la
diferenciaci6 (Fajas et al., 2003; Ma et al., 2015). En el commitment o determinacio les
cel-lules pluripotencials esdevenen committed adipocyte progenitors (preadipocits),
procés que €s poc conegut a nivell molecular. Posteriorment, durant la diferenciacio
els preadipocits adquireixen les caracteristiques funcionals propies dels adipocits
madurs. A diferéncia de la determinacio, la fase de diferenciacido esta ampliament
caracteritzada (Cristancho et al., 2011; Farmer et al., 2006; Rosen et al., 2006; Tang et
al., 2012; Rosen et al., 2014; Ma et al., 2015).
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Durant I'adipogénesi es poden distingir sis estadis principals: precursor o MSC,
committed preadipocyte, preadipocit bloquejat pel creixement, expansio mitotica clonal,
diferenciaci6 terminal i adipocit madur (Figura 9) (Fajas et al., 2003). La determinacio
inclou des de la cél-lula mare mesenquimal progenitora fins al committed preadipocyte.
Mentre que la diferenciacié consisteix en la interrupcido del creixement, I'expansio

mitotica clonal i la diferenciacio terminal (Farmer et al., 2006; Moseti et al., 2016).

Cél-lula mare Precursor adipocitari
mesenquimal predestinat Preadipocits
bloquejats pel
creixement

‘0 F a
2 ‘—'@56;

Adipocit madur Diferenciacio Expansio clonal
Terminal mitotica
Figura 9. Estadis de l'adipogenesi. Durant I'adipogénesi es poden distingir sis estadis principals:

precursor o cél-lula mare mesenquimal, precursor adipocitari predestinat o committed preadipocyte,
preadipocit blogquejat pel creixement, expansié mitotica clonal, diferenciacié terminal i adipocit madur.

A T'inici, les MSCs es mantenen indeterminades per varis complexes inhibitoris
en que participen la zinc-finger protein 521 (ZNF521) i el wingless-type MMTV
Integration site (WNT) family member 2 (Wisp2). Concretament, Zfn521 i Wisp2
inhibeixen el commitment mitjancant la interaccié amb zinc-finger protein 423 (Zfp423)
i early B-cell factor 1 (Ebfl), respectivament, generant aixi complexes inhibitoris.
Zfp423 indueix la determinaci6 del llinatge dels adipocits amplificant els efectes de la
via de senyalitzacio de les proteines morfogéniques o0ssies (BMPs), necessaries per a
la determinacié. En els teixits adiposos blancs, el BMP4 ajuda a la dissociacié dels
complexes inhibitoris, permetent la interaccié d’EBF1 i ZFP423 indispensable per a la

generaci6 dels preadipocits (Figura 10) (Ma et al., 2015; Gustafson et al., 2015).

Inicialment, els preadipocits es troben en una etapa de proliferacié abans
d'entrar en la fase de segrest proliferatiu. En aquest punt comencen a expressar
marcadors de la diferenciacid, donat que I'entrada a cada fase del procés requereix

I'expressio dels inductors adequats (Farmer et al., 2006; Moseti et al., 2016).
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La proliferacio cel-lular i la diferenciacié sén fenomens excloents. La reentrada
al cicle cel-lular dels preadipocits bloquejats pel creixement es coneix com expansio
mitotica clonal (MCE) (Fajas et al., 2003). Aquesta fase €s necessaria perqué

finalment es dugui a terme la diferenciacio terminal.

L’inici de la diferenciacié és promogut per I'expressio primerenca de CCAAT/
enhancer-binding protein beta (C/EBPB) i de CCAAT/ enhancer-binding protein delta
(C/EBP®) (Tang et al., 2012; Cao et al.,, 1991; Tang et al., 1999; Yeh et al., 1995).
C/EBPB indueix I'expressio del peroxisome proliferatoractivated receptor gamma
(PPARY) mitjancant la unié als elements reguladors del seu promotor (Wu et al., 1995).
PPARy juntament amb CCAAT/ enhancer-binding protein alpha (C/EBPa) sén els
reguladors transcripcionals centrals en la promocié de la diferenciaciéo terminal.
Aquesta diferencia temporal entre I'expressié de C/EBPB i C/EBPd versus PPARYy i
C/EBPaq, és necessaria ja que PPARy i C/EBPa sbén anti-mitotics i la seva expressio
prematura impediria la MCE (Guo et al., 2015). PPARy i C/EBPa mantenen la seva
propia expressid mitjancant la seva retroalimentacié durant aquest procés (Figura 10)
(Tontonoz et al., 2008; Rosen et al., 2006; Farmer et al., 2006).

A més a més, C/EBPf inhibeix la senyalitzacié Wnt/B-catenin per mitja de la
regulacio descendent de I'expressio de Wntl0Ob. La via Wnt/B-catenin és una de les
encarregades de mantenir I'estat indiferenciat dels protegenitors adipocitaris mitjangant
la inhibici6 de I'expressié de PPARy (Chung et al., 2012). També és necessaria la
regulacié descendent d’altres inhibidors de I'adipogénesi com el Factor Preadipocit 1
(PREF-1), el qual evita 'acumulacié de lipids, I'expressié de PPARy i C/EBPaq, i altres
marcadors de I'adipogénesi terminal (Wang et al., 2006; Moon et al., 2002), o Necdin
(NDN), que actua com un regulador negatiu de les primeres fases de la diferenciacio
dels adipocits (Figura 10) (Tseng et al., 2005).

Per dultim, la diferenciaci6 terminal es caracteritza per la induccié de
mecanismes hecessaris per a la sintesi i el transport de lipids, la secrecié de proteines
propies dels adipocits i I'expressio de programes metabdlics associats a cél-lules
diferenciades (Moseti et al., 2016). PPARYy i C/EBPa activen gens relacionats amb la
lipogénesi tals com la sintasa d'acids grassos (FAS) o la desaturasa d’esteril-CoA
(SCD), aixi com també gens especifics dels adipocits com la proteina d’'unié a acids
grassos (FABP4), la perilipina 1 (PLIN1), el transportador de glucosa 4 (GLUT4) i la
lipoproteina lipasa (LPL) (Kaiden et al., 1980; Tontonoz et al., 1994; Takahashi et al.,

2013). A més, PPARYy regulara en els adipocits madurs I'expressio d’altres lipases com
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la adipose triglyceride lipase (ATGL) i la lipasa sensible a hormones (Kershaw et al.,
2007; Shen et al., 2011). EI manteniment de la diferenciacié terminal s’aconsegueix

per I'expressio mantinguda de C/EBPa (Figura 10) (Moseti et al., 2016).

Diferenciacid del teixit adipds
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Figura 10. Regulacié de la determinacio i diferenciacié de les cél-lules precursores adiposes
mesenquimals. Les MSCs es mantenen indeterminades per varis complexes inhibitoris en que els
participen Zfn521 i Wisp2. En els adipocits blancs, el BMP4 ajuda a la dissociacié d’aquests complexes
inhibitoris, permetent la interaccié de Zfp423 i Ebfl necessaria per a la generaci6é dels preadipocits. En
resposta a estimuls adipogénics, els preadipocits expressen C/EBPB i C/EBPY, que alhora indueixen
I'expressié de PPARYy i C/EBPa. Aixo fa que s’inhibeixi el senyal Wnt/B-catenin que reté la diferenciacié
adipocitaria. Per la seva banda, PPARy i C/EBPa es retroalimenten per induir la seva propia expressio, i
activen I'expressio dels gens que definiran el fenotip dels adipocits madurs (adaptat de Gustafson et al.,
2015).

Més enlla de PPARy i C/EBPa, la diferenciaci6 dels adipocits suposa
'expressi6 de molts altres factors de transcripcié que interaccionen en diferents
moments de I'adipogénesi per tal de donar lloc a adipocits madurs (Moseti et al.,
2016). Per exemple, a I'etapa final de l'adipogenesi, el C/EBP indueix I'expressio de
la sterol-regulatory-element binding protein 1c (SREBP1), un factor de transcripcio
involucrat en la inducci6 de PPARYy i I'expressio de gens vinculats a la biosintesi de
lipids. Altres factors de transcripcio involucrats en la lipogenesi de novo com la
Carbohydrate-responsive element-binding protein (ChREBP) també s’han vinculat al

procés de diferenciacio (Payne et al., 2010; Hurtado et al., 2011; Tang et al., 2016).

Cal destacar que PPARy esta vinculat indirectament amb l'augment de la
sensibilitat a la insulina, per una banda per I'increment del nombre d’adipocits madurs
gue inicialment seran petits i per l'altra per la induccié de I'adiponectina, hormona

provinent dels adipocits (Moseti et al., 2016).
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3.6.1. Caracteristiques especifiques de I'adipogenesi del teixit adipds marrd
L’adipogénesi dels adipocits marrons comencga per la determinacio i la posterior
diferenciacié mitjangant una cascada d’interaccions de factors transcripcionals similar
a la dels adipocits blancs. Tot i aix0, s'observen algunes diferéncies en el procés. La
proteina morfogenética ossia 7 (BMP7) promou el desenvolupament del teixit adipos
marré mitjangcant el commitment dels progenitors a preadipocits marrons (Wang et al.,
2016). Posteriorment, la PR domain containing 16p (PRDM16), reguladora central de
la diferenciaci6 marr6 (Seale et al., 2007), s'uneix i co-regula C/EBPB, PPARy
(Barbera et al., 2001), coactivador-lalpha de PPARy (PGC-1a) (Seale et al., 2007),
euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1 (EHMT1) (Ohno et al., 2013) i zinc
finger protein 516 (ZFP516) (Figura 11) (Wang et al., 2016). També cal destacar que
PGC-1la és essencial per l'adipogenesi del teixit adipds marré donat que regula la
biogénesi mitocondrial, el metabolisme oxidatiu i la termogénesi (Kajimura et al., 2010;
Seale et al., 2008; Peirce et al., 2014; Wang et al., 2016). Alhora, I'early B-cell factor 2

(EBF2) coopera amb PPARy per activar el programa d'expressio especific dels

PRDM16

PPAR
~ BMP7 ! AN
| @@ARY zwsm@
Commitment <

adipocits marrons (Rajakumari et al., 2013).

\@J‘

Diferenciacio
Progenitors Preadipécits Adipocits marrons
MYF5*,PAXT* marrons
Figura 11. Desenvolupament dels adipocits marrons . El BMP7 promou el desenvolupament dels

progenitors Myf5+/Pax7+ a preadipocits marrons. Posteriorment, la PR domain zinc finger protein 16
(PRDM16) guia la diferenciacié dels adipocits marrons mitjangant la interacci6 amb els factors de
transcripcié adiocitaris CCAAT/enhancer-binding protein-8 (C/EBPR), peroxisome proliferator activated
receptor-y (PPARY), zinc finger protein 516 (ZFP516) i euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1
(EHMT1). Alhora, I'early B-cell factor 2 (EBF2) coopera amb PPARYy per activar el programa d’expressié
genica especific dels adipocits marrons (Adaptat de Wang et al., 2016).
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4. NOUS TRACTAMENTS PER A LA DIABETIS TIPUS 2 | L’'OBESITAT
BASATS EN L’ACTIVACIO DEL TEIXIT ADIPOS MARRO | EL  BROWNING

Tot i els progressos en el tractament de la DT2 i I'obesitat, existeixen molts
efectes secundaris i cap de les terapies actuals representa una cura real de la malaltia
(Rodgers et al., 2012; Yen et al.,, 2012). Per tant, hi ha una necessitat urgent de
desenvolupar noves aproximacions terapeutiques segures per prevenir i combatre
I'actual epidemia de DT2 i obesitat. En aquest sentit, el desenvolupament de noves
estrategies terapéutiques destinades a augmentar la taxa metabolica a través de, per
exemple, l'augment de la termogenesi sense tremolor poden tenir un gran potencial

per al tractament de I'obesitat i DT2.

4.1. Activacio del teixit adipés marr6i  browning

En rosegadors, l'obesitat i la resistencia a la insulina estan fortament
associades a l'activitat del teixit adip6s marré i més del 50% de I'activitat metabolica
corporal total prové de la termogénesi no associada a tremolor en el BAT (Jansky et
al., 1995). En humans també s’ha descrit la importancia del teixit adipés marré en
adults, establint-se una correlacio inversa entre I'activitat del BAT i el BMI (van Marken
Lichtenbelt et al., 2009; Cypess et al., 2009). També s’ha establert una correlacio
inversa entre l'activitat del BAT i la glicémia, indicant que el desenvolupament de la
diabetis pot estar vinculat a la reduccié de I'activitat del BAT (Timmons et al., 2009). A
més, els ratolins que presenten deficiencia del receptor d’insulina especificament en el
teixit adipés marré menifesten defectes en la secrecié d'insulina i intolerancia a la
glucosa (Guerra et al., 2001). Aix0 suggereix que l'activitat del teixit adipés marré esta

involucrada en la secrecié d'insulina i la homeaostasi de la glucosa.

D’altra banda, el fenomen del browning o induccié d’'adipdcits beige sota certs
estimuls com el fred, esta associada a la reduccié de I'obesitat en animals. Aquest
procés és altament depenent del dipdsit adipds en qiestié. En ratolins, el teixit adipés
blanc inguinal (IWAT) experimenta la major induccioé d’aquest tipus d’adipocits, mentre
gue el teixit adipds blanc epididimal (eWAT) és bastant resistent al browning (Ohno et
al., 2012; Vitali et al., 2012). A més, sembla que aquesta natura induible dels adipocits

beige es conserva en certs diposits adiposos dels humans (Kajimura et al., 2015).

L’activacio dels adipocits beige o marrons per induir la termogénesi ofereix

multiples avantatges a més d’un balan¢ energetic negatiu, per exemple, el consum de
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lipids i glucosa per part d'aquestes cel-lules podria suposar a més d’'una reduccio de

I'obesitat, efectes cardioprotectors i antidiabetics (Kusminski et al., 2016).

4.2. Possibles terapies alternatives

Durant els darrers anys nombrosos estudis han identificat reguladors positius i
negatius del browning. Concretament, els inductors del browning i de l'activitat del teixit
adip6s marr6 soén objecte d’estudi per al tractament de I'obesitat i la DT2. Per exemple,
la sobreexpressié d’'UCP1 en el BAT i el WAT de ratolins transgenics els protegia de
'obesitat induida per dieta alta en lipids (Kopecky et al., 1995). Els ratolins amb
deficiencia pel cell-death-inducing DFF45-like effector A (Cidea) també presenten un
augment de la despesa energetica i son resistent a I'obesitat i a la diabetis induida per
dieta alta en lipids (Zhou et al., 2003). La sobreexpressi6 de PRDM16 en el teixit
adipdés de ratolins transgénics indueix el desenvolupament d'adipocits beige en els
diposits adiposos blancs incrementant aixi la despesa energética, limitant el guany de
pes i millorant la tolerancia a la glucosa en resposta a una dieta alta en lipids (Seale et
al., 2011). En humans s’han provat compostos que augmentaven el gast energetic
com el synthetic uncoupling agent 2,4 dinitrophenol (DPN), que es va fer servir per
perdre pes en els 1930s, perd presentava greus efectes secundaris (Harper et al.,
2001). També s’han utilitzat agonistes dels receptors 3-adrenergic per activar el BAT,
pero la seva eficiencia ha estat molt limitada (Arch et al., 2008). Actualment, el
resveratrol, un activador al-lostéric de SIRT1 que redueix la resistencia a insulina i
augmenta el metabolisme oxidatiu en el BAT i el muscul esquelétic, es troba en fase I
(Giordano et al., 2016).

A més, també s’han fet servir factors no provinents del teixit adipds per activar
la termogénesi en els adipocits beige i marrons. Per exemple, la Irisina, una hormona
la secreci6 de la qual es veu augmentada en el muscul sota I'estimul de I'exercici, és
un factor capac¢ d’induir browning en el teixit adipds subcutani (Bostrom et al., 2012).
Aixi mateix, el Fibroblast growth factor 21 (FGF-21), factor secretat pricipalment pel
fetge (Muise et al., 2008), augmenta els nivells d'UCP1 i altres gens incolucrats en la
termogenesi tant en el teixit adipés marré6 com en el teixit adipés blanc per tal
d’augmentar la despesa d’energia (Xu et al. 2009; Coskun et al. 2008; Fisher et al.
2012). Aixi, I'administracié de FGF21 en models obesos com el ratoli deficient pel gen
de la leptina (ob/ob), el ratoli deficient pel receptor de la leptina (db/db), ratolins
alimentat amb dieta alta en lipids (HFD) i Zucker Diabetic Fatty (ZDF) promou una

robusta reduccié de l'adiposistat, disminuint els triglicerids en sang, els nivells
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d’'insulina en deju i millorant la sensibilitat a la insulina (Berglund et al., 2009; Coskun
et al., 2008; Xu et al., 2009; Kharitonenkov et al., 2005; Adams et al., 2012). Aixi
mateix, les proteines morfogenétiques ossies 7 (BMP7) i 8b (BMP8B) son capaces
d’induir I'activitat del teixit adipds marrd i el browning en el teixit adipds blanc subcutani
(Giordano et al., 2016; Tseng et al., 2008; Schulz et al., 2011; Whittle et al., 2012).

Per tant, el teixit adipds juga un paper clau en el desenvolupament de noves
terapies per a la DT2 i I'obesitat, essent especialment interessants les dianes i
molécules que puguin estimular I'activitat del teixit adip6s marrd o el fenotip marr6 en
adipocits beige (Giordano et al., 2016).
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5. PROTEINA MORFOGENETICA OSSIA 7 (BMP7)

El BMP7 pertany a la superfamilia Transforming Growth Factor 8 (TGFB) i va
ser identificada en bovins com a proteina osteogénica 1 (OP-1) I'any 1990 (Sampath et
al., 1990). Encara que inicialment es va descriure el seu paper en 'osteogénesi, aviat
van ser relacionada amb el desenvolupament del rony6 (Dudley et al., 1995) i en la
darrera década ha emergit la importancia del seu rol en I'adipogenesi i activacié del
teixit adipdés marr6 (Tseng et al., 2008; Townsend et al., 2013; Schulz et al., 2013) i el
browning del WAT (Schulz et al., 2011; Elsen et al., 2014).

5.1. La superfamilia de proteines TGF B-BMP

Els membres de la superfamilia Transforming Growth Factor 8 son citocines
gue regulen un ampli ventall de processos cel-lulars fonamentals com la proliferacio,
diferenciacio, apoptosi 0 morfogenesi (Oxburgh et al., 2009; Carreira et al., 2015). La
superfamilia TGF-B esta formada per 35 membres que poden ser dividits generalment
en quatre subgrups: proteines TGF-[3, proteines morfogéniques ossies (BMPs)/ factors
de creixement i diferenciacié (GDF), proteines activin/inhibin, i proteines glial cell line-
derived neurotrophic factor (GDNF) (Manson et al., 2015).

Les TGF-B/BMP estan relacionades per les seves funcions de senyalitzacio,
per I'hnomologia en els dominis d’'unié a receptors i per caracteristiques de la seva
estructura terciaria (Manson et al., 2015). Fins al moment s’han identificat més de 20
BMPs que han estat agrupades en subfamilies tenint en compte la similitud de la seva
sequencia aminoacidica. Per contra, el BMP1 no pertany a la superfamilia TGF-f3 per

ser una metalloproteasa (Kessler et al., 1996).

5.1.1. BMPs en I'adipogénesi

Les BMPs sén moléecules secretables que contribueixen en la determinacio de
les cél-lules precursores durant I'adipogénesi. En concret, proteina morfogenética
ossia 2 (BMP2) i la proteina morfogenética ossia 4 (BMP4) indueixen la proliferacio
dels progenitors a adipocits blancs en ratolins, i BMP4 particularment també en
humans (Suenaga et al., 2013; Huang et al., 2009). D’altra banda, BMP7 és capac de
dirigir les MSC cap al lligatge d’adipocits marrons i pot induir la diferenciacié de
preadipocits marrons a adipocits marrons madurs (Tseng et al., 2008; Schulz et al.,
2011). Aixd s’aconsegueix mitjancant la supressié de I'expressié dels inhibidors de la

diferenciacio primerenca com Pref-1, Necdin i Wnts, i amb la inducci6 de I'expressio de
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molecules claus pel llinatge del greix marrd, com PRDM16 i PGC-1la (Figura 12)
(Tseng et al., 2008).
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Figura 12. BMPs en l'adipogenesi . BMP2 i BMP4 indueixen la proliferacié de les MSC a adipocits
blancs. Mentre que BMP7 és capag de dirigir les MSC cap al lligatge d’adipocits marrons i pot induir la
diferenciacio de preadipocits marrons a adipocits marrons madurs mitjancant la supressio dels inhibidors
de la diferenciacié primerenca i la induccié de molécules claus pel llinatge del greix marr6, com PRDM16 i
PGC-1a (Adaptacio Tseng et al., 2008).

5.2. Estructura del BMP7

En humans el gen que codifica per BMP7 es localitza al locus 20913.31 i
codifica per un transcrit madur de 4 Kb amb 7 exons, que és traduit a una proteina de
431 aminoacids (aa). La forma madura murina i humana del BMP7 presenten un 98%
d’homologia en la seqiiéncia aminoacidica (Ozkaynak et al., 1990). Aixi mateix, el
BMP7 presenta uns dominis i una estructura general compartits amb altres BMPs i
amb la superfamilia TGFB-BMP (Manson et al., 2015). Aquesta estructura inclou
diverses caracteristiques importants que son critiques per les funcions senyalitzadores
del BMP7 (Figura 13):

1. Segiéncia senyal amino-terminal: Petita sequencia senyal hidrofobica de 29

aminoacids que dirigeix el BMP7 a les vies de secrecio del reticle endoplasmatic.

2. Pro-domini_associat a latencia: Gran pro-domini de 263 aa que facilita el

plegament proteic, millora la solubilitat i promou les interaccions quaternaries del
BMP7. El precursor proteic es forma al citoplasma i és tallat per secretases. El
pro-domini alliberat es manté associat no covalentment amb el péptid madur i el
dirigeix a la matriu extracel-lular després de la secrecio.

3. Peptid senyal madur: Un péptid madur de 129 aa que s’encarrega de la

senyalitzacio cel-lula - cél-lula del BMP7.

4. Llocs de glicosilacié: La preséncia de llocs de N-glicosilaci6 faciliten el plegament

proteic, marquen el BMP7 per a la secrecié després de les modificacions a

I'aparell de Golgi, i contribueixen a les interaccions proteina — proteina.
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Ponts disulfit_intrapéptid: Sis residus de cisteina formen tres ponts disulfit per

5.
estabilitzar el monomer de BMP7.
6. Ponts disulfit interpéptid: El seté residu de cisteina permet formar homodimers
estables.
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Figura 13. Organitzaci6 estructural de la proteina BMP7. El BMP7 és sintetitzat com un pro-peptid de
431 aminoacids que conté la sequéncia senyal (ER) que dirigeix el BMP7 cap a la via de secrecio al
reticle endoplasmatic, un pro-domini gran que facilita el plegament de la proteina, i un péptid madur a C-
terminal que és alliberat del pro-péptid mitjangant un tall per formar el component del BMP7 que
s’encarrega de la senyalitzacioé cél-lula - cél-lula. El péptid madur de 139 aa adopta la seva estructura
terciaria mitjancant elements estructurals tals com hélix-a, lamina-g i gir-B, o la formacié de ponts disulfit
intrapéptid i N-glicosilacions. Els monomers de BMP7 sén posteriorment units per crear un dimer
antiparal-lel que s’estabilitza gracies a un pont disulfit intercatenari (Adaptat de Manson et al., 2015).

5.3. Patr6 d’expressio del BMP7

El BMP7 s’expressa durant el desenvolupament embrionari i en I'etapa adulta.

En I'embrié s’expressa al notocordi, a la superficie de I'ectoderma i al sac vitel-li
(Lyons et al., 1995). En etapes més tardanes del desenvolupament, els transcrits de

BMP7 es detecten en molts organs tals com l'ull, el ronyo, el cor, el cervell, els ossos o
el teixit adipés (Dudley et al., 1995; Vukicevic et al., 1994; Rocha-Rodrigues et al.,

2016).

El ronyd és I'organ on té lloc una major sintesi de BMP7 durant 'embriogénesi

aixi com en el desenvolupament postnatal (Zeisberg et al., 2006; Tanaka et al., 2008).
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Cal destacar que el ratoli deficient per BMP7 mor poc després de néixer degut a la
greu hipoplasia renal. De la mateixa manera, el BMP7 ha demostrat ser important en
els ratolins adults per la preservacio de les funcions del rony6 (Zeisberg et al., 2006;
Tanaka et al., 2008). Varies regions del cervell sintetiizen BMP7, concretament
I'hipotalem, el cortex, I'hipocamp, les leptomeninges i el nucli habenular, essent
I'hipotalem el major lloc d’accié del BMP7 al cervell (Dattatreyamurty et al., 2001).
L'expressi6 de BMP7 també és imprescindible a nivell ossi. Durant el
desenvolupament destaca la presencia de BMP7 en arees de degradacio de cartilag i
formacié d'os, osteoblasts i periosti (Vukicevicet al., 1994). A banda d’aix0, s’han
observat malformacions a nivell ossi en absencia del gen, en concret, el doble mutant
de Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1B (BMPR1B) i de BMP7 presenta
greus defectes de I'esquelet apendicular de les extremitats anteriors i posteriors (Yi et
al., 2000). A més, en aquest model el cubit és gairebé absent i el radi s’escurca (Yi et
al., 2000). Cal destacar també que el BMP7 s’expressa en el cartilag articular huma,
essent elevada la seva concentracié en la superficie i molt baixa a la zona interior
(Chubinskaya et al., 2002). Tot i aix0, hi ha una reducci6 clara dels nivells de BMP7 al

cartilag entre els 35 i els 75 anys d’edat (Chubinskaya et al., 2002).

El BMP7 s’expressa de forma transitoria en el teixit adipés durant el
desenvolupament embrionari. Concretament, en el dia E15.5 el BMP7 és detectable al
BAT, mentre que a dia E18.8 no s’observen transcrits del gen en aquest teixit (Park et
al.,, 2013). La seva expressio és necessaria pel desenvolupament del teixit adipds
marrd, tal i com es va demostrar amb la reduccio de la massa del BAT que presenta el
knockout de BMP7 (Tseng et al., 2008). En etapes postnatals s’han observat nivells
d’expressié de BMP7 al BAT que poden variar depenent de I'exposicio a estimuls com
el fred (Park et al., 2013; Tseng et al., 2008).

5.4. Cascada de la senyalitzacio del factor BMP7 al teixit adipds

Es requereixen dos tipus de receptors serina-treonina quinasa per transduir el
senyal del BMP7, un de tipus | i un altre de tipus Il. Ambdds receptors tenen un domini
curt extracel-lular, un Unic domini que travessa la membrana i un domini intracel-lular

gue conté un domini serina-treonina quinasa (Miyazono et al., 2010).

El BMP7 es pot unir a 3 receptors BMP de tipus I: activin receptor-like kinase-2
(ALK?2), activin receptor-like kinase-3 (ALKS3), activin receptor-like kinase-6 (ALK6) i a 3
receptors de tipus Il: Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 2 (BMPRII), activin A
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receptor type IlIA (ActRlla), activin A receptor type IIB (ActRIlb), amb diferents afinitats i
combinacions (Miyazono et al., 2010; Mueller et al., 2012). Encara que el receptor de
tipus Il és constitutivament actiu, i una petita part pre-existeix formant heterodimers
amb els receptors de tipus |, de seguida que s'uneix el lligand el nombre
d’heterodimers incrementa notablement (Modica et al., 2013). En produir-se la unio, el
receptor de tipus Il fosforila el receptor tipus I, fet que inicia la transduccié del senyal
intracel-lular (Figura 14) (Modica et al., 2013).

Les proteines SMAD so6n les principals responsables de la transduccio del
senyal del citoplasma al nucli. El receptor de tipus | fosforila les proteines SMAD
regulades per receptor (R-SMAD), SMAD1, SMADS5 i SMAD 8, fent que aquestes
formin un complex amb el SMAD4 o Co-SMAD que es transloca dins del nucli per unir-
se al promotor dels gens diana pel BMP7 (Figura 14) (Nishimura et al., 2003). En
aquesta via també cal destacar la preséncia d'inhibidors de SMADs (I-SMAD), els
quals sén SMADG6 i SMAD7. Els I-SMAD es poden unir a receptors de tipus | activats
evitant I'activacio dels R-SMAD, i fins i tot poden actuar al nucli impedint la formacio
del complex SMAD-DNA funcional (Figura 14) (Zhang et al., 2007; Ishida et al., 2000).
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Figura 14. Via de senyalitzacidé del BMP7 en el teixit adipos. El BMP7 promou la formacié de
I'heterodimer entre dos tipus de receptors serina-treonina quinasa de tipus | i Il. El receptor de tipus Il
fosforila el de tipus | que alhora activa les R-SMAD (SMAD1, SMAD5 i SMADS8) mitjan¢cant la seva
fosforilacio. Un cop activades les R-SMAD formen un complex amb el Co-SMAD (SMAD4), el qual es
transloca al nucli per regular I'expressié de gens diana del BMP7. Les I-SMAD (SMAD6 i SMAD7)
interfereixen en la via de senyalitzaci6é impedint la fosforilacié de les R-SMAD, la formacié del complex R-
SMAD/Co-SMAD o la formacié del complex SMAD/DNA (Adaptat de Modica et al., 2013).
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A part de la via de senyalitzacié mitjancant proteines SMAD, I'altra cascada de
senyalitzacié downstream és la de la proteina quinasa activada per mitogen p38 (p38-
MAPK) (Townsend et al., 2012).

5.5. BMP7 i tractament de 'obesitat i la diabetis tipus 2

El BMP7 té un paper molt important en la regulacio dels adipocits, especialment
en el teixit adip6s marr6. Aquesta proteina multifuncional esta involucrada en la
despesa energética i la biogenesi mitocondrial del BAT i el browning del iIWAT (Tseng
et al., 2008; Townsend et al., 2013; Schulz et al., 2011; Schulz et al., 2013; Elsen et
al.,, 2014). A més, el BMP7 ha estat identificat com un anorexinogen que actua
mitjancant una via central mMTOR independent de leptina al hipotalem (Townsend et al.,
2012). Tot aix0 el converteix en un factor terapeutic amb molt potencial pel tractament
de l'obesitat i la DT2.

5.5.1. Efectes al teixit adip6s mediats per BMP7

El BMP7 participa en la inducci6, diferenciacié i desenvolupament del teixit
adipés marré. S’ha descrit que el knockout de BMP7 presenta una perdua de la massa
del BAT que ja és detectable en estadis embrionaris i que pot arribar al 50-70% de
disminucié en néixer (Tseng et al., 2008). A més, aquesta reduccié va acompanyada
de la supressio de I'expressié d’'UCP1 en aquest teixit, evidenciant la disminucio del

nombre d’adipocits marrons (Tseng et al., 2008).

Concretament, el BMP7 participa en la diferenciacié dels adipocits marrons in
vitro. El cultiu de preadipocits marrons conjuntament amb BMP7 promou la
diferenciacié a adipocits marrons (Tseng et al., 2008). De manera similar, el cultiu de
cel-lules mesenquimals multipotens amb BMP7 determina la inclinacié cap al llinatge

d’adipocits marrons (Tseng et al., 2008).

Per dur a terme aquesta induccio, el BMP7 suprimeix I'expressié de gens
inhibidors de l'adipogenesi com NDN, PREF-1 o0 WNTSs, mentre que inicia el programa
transcripcional de I'adipogénesi amb I'augment dels nivells d’expressié de PRDM16,
PPARy, C/EBPa o AP2. Aquest fet dona lloc a I'expressio de gens propis dels
adipocits marrons i de la biogénesi mitocondrial, tals com la proteina desacobladora 1
o0 termogenina (UCP1), el Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha (PGC-1a), el Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

coactivator 1-beta (PGC-108), el factor respiratori nuclear 1 (NRF1), el factor de
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transcripcié mitocondrial A (TFAM) o el citocrom C (CYTC) (Figura 15) (Tseng et al.,
2008).
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Figura 15. Determinacié del desenvolupament d’adipocits marrons per part de BMP7. El cultiu de les

cel-lules mare mesenquimals amb BMP7 determina la seva inclinacié cap al llinatge d’adipocits marrons.
Aixi mateix, el cultiu de pre-adipocits marrons conjuntament amb BMP7, promou la diferenciacié a
adipocits marrons. EI BMP7 suprimeix I'expressio de gens inhibidors de I'adipogénesi tals com NDN,
PREFf-1 o WNT10a, mentre que inicia el programa transcripcional de I'adipogenesi induint I'expressioé de
Prdm16, Ppary, C/EBPa o AP2. En conseqiieéncia, es produeix un augment de I'expressié de gens propis
dels adipocits marrons i de la biogénesi mitocondrial (Adaptat de Tseng et al., 2008).

Quan el cultiu amb BMP7 es duu a terme en adipocits marrons madurs, es
produeix un augment de I'activitat mitocondrial (Townsend et al., 2013). Concretament,
hi ha un increment del transport d’'acids grassos i de la seva oxidaci6é, perd no

s'observen canvis en I'expressio d'UCP1 (Townsend et al., 2013).

El BMP7 també presenta capacitat per induir la diferenciacié en altres tipus
cel-lulars in vitro. En cel-lules precursores Stem cells antigen 1 + progenitor cells
(ScaPCs), una subpoblacié de progenitors adipogenics que es troba en el teixit adipds
marro, teixit adipdés blanc i muscul esquelétic de ratolins, el BMP7 té la capacitat
d’induir la diferenciacié a adipocits brown-like en muascul i teixit adipds blanc subcutani
(Schulz et al., 2011). Un efecte semblant també s’ha observat en cél-lules humanes,
on el BMP7 pot induir la transici6 a adipocits brown-like en cel-lules precursores

humanes derivades de teixit adipds blanc (Elsen et al., 2014).

Estudis a curt termini en ratolins sans on s'administrava sistémicament
adenovirus (Ad) codificants per BMP7, van promoure nivells circulants d'uns 3000
pg/mL de BMP7, que van induir la reduccié del guany de pes corporal, el
desenvolupament del teixit adip6s marr6 i 'increment de la despesa energética (Tseng
et al., 2008). A més, el tractament a curt termini en models murins d'obesitat induida i
genetica (ob/ob) amb dosis més elevades d’Ad-BMP7 administrats sistémicament

promovia nivells de BMP7 en sérum superiors a 300000 pg/mL que induien la reduccio
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del pes corporal i la massa de greix, disminuien la ingesta d’aliments i milloraven al

sensibilitat a la insulina (Townsend et al., 2012).

D’altra banda, també s’ha descrit que I'administracié subcutania de proteina
recombinant BMP7 a curt termini en ratolins alimentats amb dieta alta en lipids
provoca la inducci6 de browning en el IWAT, només en condicions de

subtermoneutralitat (Boon et al., 2013).

5.5.2. Efectes a nivell central mediats per BMP7

S’ha descrit que BMP7 té capacitat per regular I'apetit, definint-se com un nou
factor anoréctic (Townsend et al., 2012). Alhora, I'administracié intracerebroventricular
a curt termini de la proteina recombinant BMP7 en ratolins C57BL/6 0 ob/ob també és
capac de reduir el consum d’aliments (Townsend et al., 2012). Especificament, BMP7
duu a terme les seves funcions anorectiques actuant a I'hipotalem mitjancant la via
MTOR-p70S6K (Townsend et al., 2012; Schulz et al., 2013).

5.6. BMP7 com a terapia per tractar I'obesitat i la DT2

Els estudis in vitro han demostrat que BMP7 pot ser capac d’induir browning
tant en cél-lules progenitores murines com humanes provinents de teixit adip6s blanc
inguinal (Schulz et al., 2011; Elsen et al., 2014), i d’activar I'adipogenesi del teixit
adip6s marr6 muri (Tseng et al., 2008). Malgrat aix0, el seu mecanisme d’accio al teixit

adip6s no ha estat caracteritzat in vivo.

D’altra banda, els estudis a curt termini en ratolins semblen indicar que BMP7
pot ser un bon candidat per al tractament de I'obesitat i la DT2. L'augment dels nivells
circulants de BMP7 per sobre de 3000 pg/mL en ratolins sans o de 300000 pg/mL en
ratolins obesos indueix la reduccié del pes corporal mitjangant I'activacio del teixit
adipés marré i/o de la reduccié de l'apetit (Tseng et al., 2008; Townsend et al., 2012).
Tot i aix0, no s’han fet estudis a llarg termini per poder valorar si el BMP7 pot ser una
terapia real per la DT2 i 'obesitat, ni es coneix qué succeeix quan els nivells circulants

en serum de BMP7 s6n moderadament baixos.

Per tant, existeix la necessitat d’estudiar més extensament el rol de BMP7 in
vivo a llarg termini tant especificament en el teixit adipds com a nivell sistémic. El
tractament amb proteina recombinant BMP7 presenta diversos inconvenients que

inclouen la rapida degradacié, l'elevat cost de produccié i la necessitat de
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readministracions, entre d’altres (Sierra-Garcia et al., 2016). D’altra banda, els Ad sén
molt Gtils per fer proves de concepte en estudis a curt termini gracies a la seva elevada
eficiencia de transduccié in vitro i in vivo, pero la seva elevada immunogenicitat
impedeix la seva utilitzacio per al tractament de malalties croniques com la diabetis
(Romano et al., 2006). Per tant, cal desenvolupar un sistema o vehicle que permeti
augmentar els nivells d’expressio de BMP7 localment al teixit adipds i d'altra banda,
gue indueixi l'alliberaci6 continua de la proteina per tal d’augmentar els nivells

circulants per mitja d’'una Unica administracio.
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6. TRANSFERENCIA GENICA IN VIVO MITIANCANT VECTORS
ADENOASSOCIATS (AAV)

La transferéncia géenica es basa en la introduccié de material genetic fora a les
cél-lules diana, amb la finalitat de contrarestar o reemplacar el mal funcionament d’'un
gen mitjancant edicié génica, addicié genica o tecnologia knockdown (Naldini et al.,
2015).

Els vectors virals adenoassociats (AAV) soén virus modificats genéticament en
els quals s’ha reemplacat o eliminat algun o tots els gens virals involucrats en els
mecanismes d’integracio6 i replicacid, i s’ha afegit el constructe amb el gen terapeutic
d’'interées (Nayerossadat et al., 2012). Consequentment, els vectors virals
adenoassociats mantenen la infectivitat del virus parental perd no sén capacos de

generar nous virions.

Els vectors virals adenoassociats presenten un perfil de seguretat excel-lent i la
capacitat de proporcionar una expressio a llarg termini en una gran varietat de teixits,
trets que els converteixen en vehicles molt eficients per a la terapia génica (Mount et
al., 2002). A més, a dia d’'avui cap procés patogénic ha estat associat als AAV en
humans. Consequientment, gran part de les estrategies terapéutiques per al tractament
de malalties genétiques en humans per mitja de la terapia génica in vivo estant fent as
de la tecnologia dels AAV amb resultats molt prometedors i productes com Glibera® ja
al mercat (Mingozzi et al., 2011; Yla et al., 2012).

6.1. Biologia dels virus adenoassociats

Els AAVs soOn parvovirus no patogenics i sense envolta, que depenen de les
funcions d’un virus auxiliar, con un adenovirus o un herpes simplex virus, per la seva
eficient replicacié (Buller et al., 1981; Casto et al., 1967). Sense la preséncia del virus
auxiliar, els AAVs salvatges soOn retinguts en forma episomal formant grans
concatemers circulars, o integrats en baixa frequéncia dintre d’'una regi6 especifica del
cromosoma huma 19 (19q13.3-qter) (McCarty et al., 2004).

El genoma dels virus AAVs consisteix en una cadena simple de DNA (ssDNA)

d’aproximadament 4.7 Kb. Aquest inclou les sequencies codificants per les proteines

Rep i Cap flanquejades per repeticions terminals invertides (ITRs) de 145 parells de
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bases (pb), que es comporten com lorigen de replicacio viral i el senyal
d’empaquetament (Figura 16) (Lisowski et al., 2015; Kotterman et al., 2014). El marc
de lectura obert (ORF) del gen Rep codifica per quatre proteines no estructurals (REP
REP78, REP68, REP52 i REP40), expressades mitjangant promotors alternatius i
variants d’splicing, les quals son crucials per la replicacid, transcripcid, integracio i
encapsidacio del genoma (Figura 16) (Kotterman et al., 2014). L'ORF Cap codifica per
tres proteines estructurals d’assemblatge de la capsida, VP1, VP2 i VP3, que formen
una capsida icosaedrica de 60 subunitats amb I'ajuda de la proteina d'activacio de
'assemblatge (AAP), expressada a partir de 'ORF2 del gen Cap (Kotterman et al.,
2014; Naumer et al., 2012) (Figura 16).
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Figura 16. Genoma del s virus adenoassociat s. Representacido esquematica del genoma de DNA de
cadena simple d'un virus AAV, que conté dos gens (Rep i Cap) amb tres marcs oberts de lectura (ORF)
flanquejats per repeticions terminals invertides (ITRs). Mitjangant I'splicing altermatiu, 'ORF de Rep
codifica per quatre proteines no estructurals (Rep78, Rep68, Rep52 and Rep40) i 'ORF de Cap codifica
per tres proteines estructurals (VP1, VP2 and VP3) i la proteina d'activacié de I'assemblatge (AAP).
Rep78 i Rep68 sbn transcrits pel promotor intern p5, Rep52 i Rep40 pel promotor p19 i Cap pel promotor
p40 (Adaptat de Balakrishnan et al., 2014).

6.2. Vectors AAV recombinants

Per tal d'obtenir vectors per aplicacions de transferencia génica, es
substitueixen tots els ORFs del genoma viral per la seqiencia de DNA heteroleg que
conté el constructe terapéutic d’elecci6 flanquejada per les ITRs. La particula resultant
s'anomena vector AAV recombinant (rAAV). El vector conserva la seva capacitat
d’empaquetament, pero es incapac de replicar-se (Hirata et al., 2000; Snyder et al.,
2011). D’aquesta manera, les cél-lules transduides pels rAAVs no expressen cap gen
viral, i per tant, no poden ser reconegudes i destruides pel sistema immunitari. Tot i

que aquesta afirmacio és certa en models animals, en humans pot haver existit una
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resposta contra el virus AAV salvatge que provoqui posteriorment una resposta
immune contra el vector AAV administrat, o contra el transgén, que podria interferir en
la eficiéncia terapéutica (Manno et al., 2006; Mingozzi et al., 2011; Mingozzi et al.,
2013).

Els vectors AAVs recombinants es mantenen majoritariament episomals en el
nucli de la cél-lula hoste, tot i que també poden integrar-se a freqiiéncies molt baixes
en el genoma de la cél-lula hoste, habitualment en zones de transcripcio génica activa
0 en zones on es produeix un trencament de la doble cadena de DNA (Deyle et al.,
2009; Lisowski et al., 2015). Un cop s’ha produit la transduccio de la cél-lula, els
genomes de cadena simple dels rAAVs s’han de convertir a doble cadena per ser
transcrits i facilitar I'expressié del transgen. La sintesi de la cadena complementaria
requereix de l'activitat de la cel-lula hoste i és un pas limitant del procés (Ferrari et al.,
1996).

Per tal d’evitar el pas limitant de sintetitzar la cadena complementaria de DNA,
es van dissenyar AAVs que contenen un genoma de doble cadena de DNA (dsAAV)
per tal d'eludir el pas de la sintesi de la cadena complementaria i aixi millorar la
produccié de la proteina terapeutica (McCarty et al., 2001). Altrament, els dsAAV
presenten una capacitat de clonatge més limitada i una major dificultat en la seva
obtenci6. A més, la resposta innata del sistema immune envers aquests vectors és

superior a la dels vectors AAV de cadena Unica (Martino et al., 2011).

La produccié i purificacié del vectors rAAV pot aconseguir-se al laboratori a
titols elevats (Ayuso et al., 2010a). Per tal d’evitar possibles recombinacions durant la
produccio dels vectors, els sistemes d’empaquetament acostumen a expressar les

proteines virals en trans amb el gen terapéutic (Snyder et al., 2011).

El sistema més utilitzat per produir vectors rAAV consisteix en la cotransfeccio
de les cél-lules HEK293 amb tres plasmidis (Figura 17). Un dels plasmidis conté el
constructe terapéutic flanquejat generalment per les dues ITRs del AAV de serotip 2,
donat que és el serotip més ben caracteritzat (Samulski et al., 1982; Srivastava et al.,
1983). El segon plasmidi aporta els gens Rep i Cap del genoma del AAV sense les
ITRs. Per ultim, el tercer plasmidi aporta les funcions adenovirals necessaries per a la
replicacié dels AAVs. Després de I'expressié i traduccio de les proteines REP i VP, el
constructe terapeutic flanquejat per les ITRs és replicat i les molécules de DNA

monocadena sén introduides a les capsides de 'AAV (Figura 17).
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A continuacio, les particules viriques son purificades a partir del lisat cel-lular i
el medi de cultiu per centrifugacié en un gradient de densitat (CsCl o iodixanol) i/o per
cromatografia en columna. Les preparacions del vector purificat també poden contenir
capsides buides, la quantitat de les quals depén de l'eficacia d’'empaquetament i del
métode de purificacié (Ayuso et al., 2010b). El metode de purificacié que separa més
eficientment les capsides buides de les capsides amb genoma encapsidat és la
purificacié per gradient de CsCl (Ayuso et al., 2010b; Scallan et al., 2006; Zolotukhin et
al., 1999). En particular, el polietilenglicol (PEG) i el protocol de purificacié en CsCl
redueixen significativament les capsides buides dels vectors AAVs i les impureses de
DNA i proteina, augmentant aixi la puresa de la preparacio viral que en darrer terme

resulta en una major transduccio in vivo (Ayuso et al., 2010b).
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Figura 17. Produccio dels AAV recombinants (rAAV) mitjangant triple transfeccio. Per a la produccio
de rAAV ambdds ORFs virals sén reemplacgats pel transgen flanquejat per els senyals d’empaquetament
virals (ITRs). Les proteines virals dels gens Rep i Cap sén aportades en trans pel plasmidi helper. Les
funcions del virus auxiliars s6n proporcionades mitjangant la transfeccié d’un tercer plasmidi (pPWEAD) que
codifica pels gens adenovirals necessaris per a la produccié dels AAV. Posteriorment, les particules
viriques son purificades a partir del lisat cel-lular per tal d’obtenir el major nombre de particules AAV
plenes. La representacio esquematica no esta feta a escala. (Adaptat de Ayuso et al. 2010b).

La Taula 2 descriu els principals serotips d’AAVs utilitzats en terapia genica.
Aquest serotips es diferencien per les seqiéncies que codifiquen per les proteines de
la capside (VP1, VP2 i VP3), que determinen l'afinitat d'uni6 amb els diferents
receptors i co-receptors cel-lulars, conferint a cada serotip diferent tropisme tissular
(Balakrishnan et al., 2014).
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Taula 2. Caracteristiques dels serotips AAV de I'1 al 10.

seus receptors i el seu tropisme tissular.

Resum de I'origen de cada serotip d’AAV, els

Serotip Origen Receptor i co-receptors Tropisme tissular

AAV1 Huma o NHP N-linked sialic acid MSL 2.3/ SNC 2, vies aeries® 2, retinal,
pancrees?, corl: 4, fetge!

AAV2 Huma HSPG, FGFR1, HGFR, MS?, SNC 5, fetgel, ronyo?, retinal: 2 3.6

LamR, CD9, integrina avfs,
asPa,

AAV3 Huma o NHP HSPG, FGFR, HGFR, LamR  HCCS, MS?, oida interna, fetge®

AAV4 NHP O-linked sialic acid SNC?, retinal- 3, pulmé?® 2, ronyé?t

AAV5 Huma N-linked sialic acid, PDGFR  MS?, SNC* 3, pulmd?, retinal, fetge

AAV6 Huma HSPG, N-linked sialic acid MS* 3, corl: 347 pancrees?,
via respiratorial 2 3

AAV7 Rhesus macaque Desconegut MS?, retinal, SNC?, fetge?!

AAVS8 Rhesus macaque LamR Fetgel 23, SNC* 23, retinal 3, cor!, MS?,
pancrees?, ronyd?, teixit adipds?

AAV9 Huma N-linked glycans, LamR Fetge?, corl: 24, MSt 3, pulmo?,
pancrees!, SNC* 2, retina® 2, testicles?,
ronyé?, teixit adipés?t

AAV10 NHP Desconegut Fetge

AAVrh10 Rhesus macaque LamR Fetge?, corl, MS! 3, ronyé?, SNC* 8,

pancrees?, retinal, rony6?t

Tropisme tissular a *ratoli, 2NHP, 3gos, “porc, ®mono, ®ésser huma, “ovella i ®rata.

Abreviacions: NHP, non-human primate; HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LamR, 37/67 kDa laminin
receptor; FGFR1, fibroblast growth factor receptor 1; HGFR, hepatocyte growth factor receptor, PDGFR,
platelet-derived growth factor receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; MS, muscul esquelétic;
SNS, sistema nerviés central; HCC, hepatocellular carcinoma. (Adaptat de Jimenez et al.,, 2013;
Balakrishnan et al., 2014, Lisowski et al., 2015).

6.3. Transferéncia de gens al teixit adipdés mitjancant vectors AAV

La transferéncia génica ha demostrat ser una eina molt util per a I'estudi de la
sobrexpressio de gens, oferint els beneficis d'una aproximacié amb una administracio
Unica que pot mediar efectes a llarg termini. En aquest sentit en els ultims anys s’ha
avaluat la manipulacié genética del teixit adipés mitjangant vectors adenoassociats a

través de diverses vies d’administracio.

En el nostre laboratori s’han testat diferents serotips de vectors adenoassociats
per transduir el teixit adipos. Els serotips AAV8 i AAV9 sbn els que presenten una
major transduccié dels teixits adiposos, aconseguint la transduccié de tots els diposits
adiposos tant en ratolins sans com en obesos mitjancant la seva administracio

sistémica (Jimenez et al., 2013). La via d'administraci6 dels vectors AAVs pot
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influenciar notablement en I'eficiéncia de transduccioé del diposit adipés. En concret,
'administracio intra-diposit a I'eWAT, IWAT o iBAT, ha demostrat una eficient
transduccié dels adipocits, superior a la mediada per 'administracio intravenosa dels
AAVs, i la modificacié predominant del diposit injectat (Jimenez et al., 2013). Altres
grups també han reportat que I'administracié dels vectors AAV dels serotips 8 i 9
donen lloc a una robusta expressio dels adipocits blancs i marrons en ratolins adults
(Liu et al.,, 2014; O'Neill et al., 2014). A més, l'administraci6 oral del serotip
genéeticament modificat Rec2, assoleix la transduccié preferencial del teixit adipos

marré (Huang et al., 2016).

Per tant, els vectors AAVs han demostrat ser una eina molt Gtil per a la
manipulacié genética del teixit adipds, que pot ser utilitzada per estudis metabolics i
patofisiologics de malalties com la DT2 o I'obesitat. Especificament, 'administraci6 al
teixit adipds blanc epididimal amb 'AAV8 o AAV9 és |'estratégia que proporciona uns
nivells superiors del factor en el teixit adipdés i a més, en el cas de ser un factor

secretable, també aconsegueix nivells alts de proteina en serum.

6.4. Transferéncia de gens al fetge mitjancant vectors AAV

L’administracio sistemica de vectors AAV dona lloc a una elevada acumulacié
de particules virals al fetge, degut al fet que aquest teixit rep el 25% de la sang que
bombeja el cor (Vollmar et al., 2009). A més, els hepatocits d'individus adults
presenten una elevada longevitat, amb un 98% del total de cél-lules en estat de
guiescencia (MacDonald et al., 1961), fet que aporta un important avantatge donat que
els vectors AAV no sén integratius, i aixi es minimitzen els efectes de dilucio del vector
(Kattenhorn et al., 2016).

Tot i que diversos serotips de vectors AAV han demostrat ser capacos de
transduir el fetge (Taula 2), el vector AAV8 és el que ha mostrat una major transduccio
d’hepatodcits després de la seva administracié sistémica (Gao et al., 2002; Zincarelli et
al., 2008; Wang et al., 2010).

D'altra banda, també s’ha de tenir en compte l'existencia de promotors
especifics per fetge que promouen I'expressié del transgén especificament en aquest
organ, tot evitant I'expressié del transgén en teixits no desitjats. En concret, la regio
control del locus de la apoliproteina E (HCR) juntament amb el promotor de la al-

antitripsina humana (hAAT), promouen nivells elevats de produccié de proteina
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especificament al fetge (Miao et al., 2000; Davidoff et al., 2005). Altres grups han
utilitzat altres promotors especifics de fetge, com el promotor de la globulina d’'unié a
tiroxina (TBG) (Rouet et al., 1992; Wang et al., 2005).

Per tot aix0, els vectors AAVs han demostrat ser una eina molt atil per la
manipulacié genética del fetge. Especificament, 'administracio sistéemica amb I'AAV8
juntament amb la utilitzaci6 de promotors especifics de fetge com 'HCR/hAAT és
I'estrateégia que proporciona uns nivells superiors del transgen d’interés en el fetge tot

aconseguint nivells elevats de proteines secretables en sérum.
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Objectius

Estudis in vitro i in vivo a curt termini han demostrat que la proteina
morfogeneética ossia 7 (BMP7) és capag de determinar cel-lules mare mesenquimals al
llinatge adipogenic, diferenciar preadipocits a adipocits marrons madurs i induir
I'activitat termogenica del teixit adip6s marrd. Altres BMPs, com BMP4 o BMP2, han
estat identificats com a inductors de l'adipogenesi dels adipocits blancs. No obstant,
fins al moment no s’ha estudiat si el BMP7 podria també tenir un paper semblant en
I'adipogénesi del teixit adipos blanc i contribuir aixi a la millora de la sensibilitat a la

insulina.

Per tant, I'objectiu general d’aquesta tesi doctoral va ser estudiar el paper de
BMP7 al teixit adipés blanc en models murins d’'obesitat i de resistencia a la
insulina, per tal d'examinar la potencialitat d’aquest factor pel tractament
d’aquestes malalties . Aquest objectiu general es va subdividir en els segients

objectius especifics:

1. Estudiar els efectes locals de BMP7 al teixit adipos blanc a partir de la seva

sobreexpressio en aquest teixit.

1.1. Dissenyar una estrategia de transferencia génica al teixit adipdés blanc
mitjancant vectors AAV que permeti augmentar l'expressié del transgen

especificament en aquest teixit.

1.2. Estudiar els efectes de la sobreexpressio especifica de BMP7 al teixit adipos
blanc mitjancant vectors AAV en ratolins alimentats amb dieta estandard,

dieta alta en lipids o ratolins genéticament obesos ob/ob.
1.3. Diferenciar els efectes autocrins/paracrins de la sobreexpressié de BMP7 al
teixit adipos blanc dels efectes deguts a lI'increment dels nivells circulants de

BMP7 en ratolins obesos ob/ob.

2. Estudiar els efectes dels nivells circulants molt elevats de BMP7 en models

murins d’obesitat i de resistencia a la insulina.
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IV. RESULTATS






Part-1. Estudi de I'efecte de la sobreexpressio de BMP7

especificament al teixit adipos






Part-1A: Expressio genica especifica de teixit mitjancant
AAVs: utilitzacio de sequencies diana per a microRNAs
(MIRTS)






Resultats

1. DISSENY | GENERACIO DEL VECTOR AAV PER A MEDIAR EXPRESSIO
ESPECIFICA DE BMP7 EN EL TEIXIT ADIPOS MITJANCANT SEQUENCIES DIANA
DE miRNAs

Per tal de dissenyar una estrategia per a transferir gens al teixit adipds
mitjancant I'is de vectors AAV8 o AAV9, és important dirigir I'expressié del transgen al
teixit diana i minimitzar I'expressio ectopica en altres teixits. Tot i que I'administracié
sistemica i local de vectors AAV8 o AAV9 resulta en una transduccié molt eficient del
eWAT en diferents models animals, el fetge i el cor dels individus injectats també
resulten transduits quan s’utilitzen promotors forts i ubics (Jimenez et al., 2013). Una
manera d'aconseguir que l'expressié del transgén estigui limitada a I'eWAT és
mitjancant I'is de promotors especifics d’aquest teixit. No obstant, I'expressio dirigida
per aquest tipus de promotor és més debil en comparaci6 amb promotors d'origen
viral, com el promotor hibrid basat en el promotor de la B-actina de pollastre i
I'enhancer del Citomegalovirus (CAG). A més, en el cas concret del promotor mini-aP2
especific de teixit adipos, s’ha demostrat que aquest promou una expressio del

trangen molt inferior en comparacié amb el CAG (Jimenez et al., 2013).

Una alternativa per a restringir I'expressié del transgen al teixit d’'interés és I'is
de promotors ubics forts conjuntament amb sequéncies diana per microRNAs
(miRNAS). Els miRNAs sén petits RNAs no codificants, que tenen un paper regulador
en el silenciament de gens a nivell post-transcripcional. En la seva forma madura,
s’uneixen especificament a determinats mMRNAs mitjancant el reconeixement de
sequéncies diana ubicades en les regions 3’ no traduides (3'-UTRs) que son total o
parcialment complementaries al miRNA, que porten a la destruccio dels mRNA, evitant
aixi la seva posterior traduccié (Kelly & Russell, 2009). El sistema de miRNAs pot
emprar-se per a modular post-transcripcionalment I'expressio géenica del gen contingut
en el casset d’expressié del vector AAV mitjangcant el sistema endogen de miRNAs
especifics de teixit. Per a inhibir I'expressio del transgen en els teixits no desitjats cal
incorporar la sequéncia diana d'un miRNA (miRT) especific d’aquell teixit en la regio
3-UTR del constructe AAV (Kelly & Russell, 2009). Aixi, en administrar els vectors
virals, es produeix la transducci6 de la cel-lula i el DNA del vector viral es transcriu al
nucli. Posteriorment, els transcrits es transporten al citoplasma on les sequéncies
diana per miRNAs del constructe es poden unir als corresponents miRNAs (Figura
18A). A continuacid, Argonauta2 (AGO2) s'uneix a aquest duplex i ajuda a la formacio
del MicroRNA-induced silencing complex (miRISC) produint-se aixi el tall i posterior

degradacié del RNA de doble cadena i consequentment del transgen codificant dins
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del casset d’expressio. Si en la cél-lula transduida no esta present el miRNA al que va
dirigit la sequencia diana per miRNA codificant al casset d’expressio, el mMRNA és

traduit a proteina (Figura 18B).
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Figura 18. Principi de la supressié de I'expressid del transgén mitjancant microRNAs en vectors

virals . Després de la transduccié de la cél-lula, el DNA del vector viral es transcriu en el nucli. El transcrit
que conté les seqliéncies diana per miRNAs (caixes vermelles) és transportat al citoplasma. Si el
corresponent miRNA és expressat en aquella cél-lula (A) s'uneix al miRT i aquest RNA de doble cadena
és tallat i degradat. Si el miRNA al que va dirigit el miRT no s’expressa en aquest tipus cel-lular (B), el
transcrit que codifica pel gen d'interés es traduit. AGO2: Argonauta2; miRISC: MicroRNA-induced

silencing complex (Adaptat de Geisler et al., 2016).
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Estudis sobre el perfil d’expressié dels miRNAs han mostrat I'existencia de
mMiRNAs que son altament expressats de manera selectiva en un teixit determinat
(Shingara et al., 2005). Concretament, el miR122a és un miRNA especific de fetge
(Chang et al., 2004; Lagos-Quintana et al., 2002) i el miR1 especific de cor i muscul

esqueletic (Shingara et al., 2005; Sweetman et al., 2008; Trepel et al., 2015).

1.1. Analisi de I'expressié dels microRNA122a i microRNAL en ratolins C57BL/6

Per a corroborar I'eleccié del miR122a i miR1 com a microRNAs que presenten
nivells elevats a fetge i cor, respectivament, i descartar la seva preséncia en el teixit
adipds, es van mesurat els nivells del miR122a i miR1 en el fetge o en el cor i eWAT i
iBAT de ratolins mascles C57BL/6 mitjancant RT-PCR.

Es van observar nivells elevats de miR122a al fetge i miR1 al cor
respectivament, mentre que la seva presencia a 'eWAT o a I'IBAT era indetectable o
marginal (Figura 19A,B).
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Figura 19. Quantificacié dels nivells d’expressio del microRNA122a i del microRNAL a fetge, cor,

teixit adipés blanc i marré.  Els nivells d’expressié del microRNA122a (miR122a) (A) i el microRNAL
(miR1) (B) es van quantificar mitjancant RT-PCR en mostres d’extracte de fetge, cor, eWAT i iBAT de
ratolins mascles C57BL/6. ND: No detectat. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=4 animals
per grup.
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Aixi, les sequéencies diana d'aquests microRNAs es podrien emprar per a
modular el tropisme dels AAVs i aconseguir expressio del transgén especificament al

teixit adipos i evitar la seva expressio a fetge i cor.

1.2. Construcci6 de vectors virals adenoassociats que codifiquen per la proteina

GFP en presencia de sequencies diana per miR122a i/o miR1

Amb l'objectiu d’avaluar I'expressié especifica a teixit adipds de la proteina
fluorescent verda (GFP) i el bloqueig de I'expressio (detargeting) a fetge i cor, es van
generar varis constructes per a la produccié de vectors AAV. Amb aquesta finalitat, es
va utilitzar un promotor ubic fort que permetés aconseguir nivells elevats d’expressio
del transgén i al mateix temps pogués transduir el major nombre possible d’adipocits.
Especificament, es va escollir el promotor ubic CAG. Per tal de bloquejar I'expressié
de GFP a teixits no desitjats com el fetge i el cor, es van incorporar a la regié 3-UTR
del constructe 4 copies de la sequencia diana del microRNA-122a (miRT122a), i/o 4
copies de la seqiiencia diana del microRNA-1 (miRT1). Aixi, es van generar diversos
vectors plasmidics per a avaluar els efectes de la presencia, abséncia o combinacié
dels miRT122a i miRT1 en l'expressié de GFP en el teixit adipds, fetge o muscul
esqueletic. Aquests plasmidis es van anomenar: pAAV-CAG-GFP, pAAV-CAG-GFP-
miRT122a, pAAV-CAG-GFP-miRT1 i pAAV-CAG-GFP-miRT122a-miRT1 (Brown et al.,
2007; Cotugno et al., 2012; Jimenez et al., 2013; Karali et al., 2011). Per tal de
simplificar la nomenclatura del constructe, es va fer servir el terme dmiRT per fer
referéncia a la preséncia conjunta dels miRTs 122a i 1 en la regi6 3-UTR (pAAV-CAG-
GFP-dmiRT) (Figura 20).
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Figura 20. Representacié esquematica dels constructes AAV codificants per GFP per a estudiar
I'expressio especifica al teixit adipds i el detargeting en fetge i cor mitjancant les sequiencies diana
dels miR122a i miR1. Col-lecci6 de cassets d’expressié que codifiquen per la proteina marcadora GFP:
pAAV-CAG-GFP, pAAV-CAG-GFP-miRT122a, pAAV-CAG-GFP-mIiRT1 i pAAV-CAG-GFP-dmiRT. ITR2:
Inverted Terminal Repeats de AAV2; CAG: promotor hibrid basat en el promotor de la B-actina de
pollastre i I'enhancer del Citomegalovirus; GFP: seqiiéncia del gen GFP; 4xmiRT122a: seqiiéncia diana
del microRNA de fetge 122a (4 copies); 4xmiRT1: seqiiéncia diana del microRNA de cor 1 (4 copies); pA:
poli A, sequéncia de poliadenilacio. La forma abreviada dmiRT fa referéncia a les sequéencies diana dels
dos microRNAs 122a i 1. Els constructes no estan representats a escala.

1.3. Comprovacio de la funcionalitat dels miRTs 122a i 1 in vitro i in vivo

Abans de produir els vectors virals AAV-CAG-GFP, AAV-CAG-GFP-miRT122a,
AAV-CAG-GFP-miRT1 i AAV-CAG-GFP-dmiRT, es va verificar la capacitat dels miRTs
incorporats al casset d’expressio per a bloquejar I'expressio de GFP en ceél-lules en

cultiu amb una elevada produccio de miR122a i miR1.

Per tal d’avaluar el bloqueig de I'expressié de GFP mediada per les sequéncies
diana del miR1 es van fer servir cél-lules C2C12. Aquesta és una linia immortalitzada
de mioblasts de ratoli que proliferen rapidament en condicions d’elevada concentracié
de sérum, i es diferencien i fusionen en miotubs en condicions de baixa concentracio
de serum. A més, s’ha descrit que les cel-lules C2C12 expressen el microRNA1 i que
els nivells d’expressié d’aquest microRNA augmenten a mesura que avanca la
diferenciacio cel-lular assolint la maxima expressio a dia 6 de diferenciacié (Kang et
al., 2012). Aixi, amb l'objectiu de comprovar el detargeting mediat pel miRT1, es van
transfectar cel-lules C2C12 amb pAAV-CAG-GFP-miRT1 i pAAV-CAG-GFP-dmiRT i es
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va induir el procés de diferenciacié d’aquestes cel-lules. Com a control positiu es van
transfectar també cél-lules amb el vector pAAV-CAG-GFP per tal de comparar els
nivells d’expressioé regulats per I'efecte de la sequiencia diana del microRNAL en el

constructe (Figura 21A).

Després de 6 dies de la transfecci6 i d’haver induit la diferenciacié a miotubs,
es va aillar el mRNA de les cél-lules i es van quantificar els nivells d’expressio de GFP
mitjancant RT-PCR. Els resultats van permetre observar una marcada sobreexpressio
de GFP en les cél-lules C2C12 transfectades amb el vector pAAV-CAG-GFP. No
obstant, la presencia de les sequiéncies diana del microRNAL soles o juntament amb
les del miRT122a en els constructes plasmidics pAAV-CAG-GFP-miRT1 i pAAV-CAG-
GFP-dmiRT va provocar una marcada disminucid en l'expressi6 de GFP en
comparaciéo amb els nivells obtinguts a partir del constructe pAAV-CAG-GFP (Figura
21A). Aguests resultats validaven I'is de la sequéncia diana del microRNAL per a
disminuir els nivells d’expressié de GFP en cél-lules musculars amb elevats nivells de
miR1.

La linia cel-lular majoritariament emprada per a I'estudi in vitro del teixit hepatic
sén les cél-lules HepG2, derivades d'un carcinoma hepatocel-lular, perd aquestes
cel-lules no expressen el microRNAl122a (Jopling et al., 2005). Per tant, per tal
d’estudiar I'efecte de la preséncia del miRT122a, i aixi poder avaluar I'expressio de
GFP i la funcionalitat de la sequéncia diana del microRNA122a, es va dur a terme un
estudi a fetge in vivo mitjangant la injeccié hidrodinamica dels plasmidis pAAV-CAG-
GFP-miRT122a i pAAV-CAG-GFP-dmIRT en ratolins.

L’administracié hidrodinamica per la vena de la cua (HTV injection) d’'una
solucié de DNA plasmidic és una eina molt valuosa per a la transferencia de gens al
fetge del ratoli. Consisteix en una injeccio rapida en aproximadament 5 segons d’'una
solucio6 fisiologica que conté el DNA plasmidic en un volum equivalent al 8-10% del
pes corporal del ratoli. Aquesta técnica va ser descrita per primera vegada fa més
d'una decada (Liu et al., 1999; Zhang et al., 1999) i des d’'aleshores ha esdevingut un
meétode molt comu per a la validaci6 in vivo de constructes d’expressié a fetge aixi com
per a altres aplicacions. D'aquesta manera, ratolins de 8 setmanes d'edat van ser
administrats per mitja de la injeccié hidrodinamica per la vena de la cua amb els
constructes pAAV-CAG-GFP-miRT122a i pAAV-CAG-GFP-dmiRT. Com a control
positiu es va fer servir el pAAV-CAG-GFP (Figura 21B).
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A les 24 hores post-administracid, es va extreure el fetge, es va aillar el mMRNA i
es van quantificar els nivells d’expressié de GFP mitjancant RT-PCR. Els resultats van
mostrar que la preséncia de la sequencia diana del microRNA122a en els constructes
pPAAV-CAG-GFP-miRT122a o pAAV-CAG-GFP-dmiRT era capa¢ de bloquejar molt
eficientment I'expressi6 de GFP en el fetge dels ratolins. En canvi, en els animals
injectats amb el vector pAAV-CAG-GFP es va obtenir una marcada sobreexpressié de
GFP en aquest teixit (Figura 21B). Aquests resultats indicaven que els plasmidis
pPAAV-CAG-GFP-miRT122a i pAAV-CAG-GFP-dmiRT eren funcionals en el teixit
adipos i validaven I'is de les sequéncies diana del microRNA122a per disminuir els

nivells d’expressio de GFP a les cél-lules hepatiques.
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Figura 21. Determinacio dels nivells d’expressio de GFP i comprovaci6 de la funcionalitat de les
seqiiéncies miRT122, miRT1 i dmiRT dels constructes plasmidics pAAV-CAG-GFP, pAAV-CAG-
GFP-miRT1, pAAV-CAG-GFP-miRT122a i pAAV-CAG-GFP-dmiRT. (A) Quantificacio dels nivells
d’expressié de GFP 6 dies post-transfeccié i post-induccié del procés de diferenciacié de les cel-lules
C2C12. (B) Quantificacio dels nivells d’expressié de GFP al fetge 24h post-injeccié hidrodinamica de 20
Hg de DNA en ratolins. Valors expressats en unitats arbitraries equivalents als resultats de la RT-PCR
normalitzats pel gen Rplp0. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n= 3 pous per condicio (A) o
4-5 animals mascles per grup (B). **p<0.01, ***p<0.001 vs pAAV-CAG-GFP.

1.4. Produccié dels vectors AAV codificants per GFP

Un cop validada I'expressié dels constructes tant in vitro com in vitro, es va
procedir a la produccio dels vectors AAV de serotip 9 o 8, AAV9-CAG-GFP, AAV9-
CAG-GFP-miRT122a, AAV9-CAG-GFP-miRT1 i AAV9-CAG-GFP-dmiRT, o AAVS-
CAG-GFP i AAV8-CAG-GFP-dmiRT. Tots els vectors virals es van produir utilitzant el
sistema de triple transfeccié en cél-lules HEK293 i van ser posteriorment purificats i

guantificats, tal i com s’especifica en I'apartat de Material i Métodes.
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2. ADMINISTRACIO INTRA-eWAT DE VECTORS AAV REGULATS PEL
MiRT122A | miRT1 QUE CODIFIQUEN PER GFP EN RATOLINS C57BL/6

Amb I'objectiu de valorar I'eficiencia dels vector AAV9-CAG-GFP-dmiRT per
mediar una transduccio robusta del teixit adipos i alhora reduir la producci6 de proteina
GFP al fetge i al cor, es van administrar intra-eWAT ratolins C57BL/6 mascles de 8
setmanes d'edat amb els segients vectors: AAV9-CAG-GFP, AAV9-CAG-GFP-
miRT122a, AAV9-CAG-GFP-miRT1 i AAV9-CAG-GFP-dmiRT a una dosi de 2x10
genomes virals (vg) per animal. A més, per tal de comparar la potéencia del promotor
especific de teixit adipés mini/aP2 en relacié al promotor ubic CAG, també es va
administrar el vector AAV9-aP2-GFP-WPRE a la mateixa dosi. Aquest constructe
representa una alternativa per a tenir una expressio especifica del gen d’interes al
teixit adipds. Dues setmanes després de I'administracid, es van sacrificar els animals i
es van obtenir mostres d’eWAT, fetge i cor per a quantificar els nivells proteics de GFP
en aquests teixits (Figura 22). Atés que AAV9 i AAV8 havien estat descrits com els dos
serotips que millor transduien el teixit adipés (Jimenez et al., 2013), un cop validada
I'estrategia, es va repetir I'estudi injectant AAV8-CAG-GFP i AAV8-CAG-GFP-dmiRT.

2x10" vgfanimal

Edat: g 9 10

{setmanes) t

K AAVI-CAG-GFP \

[ Avaluacio Nivells GFP ]
- AAVI-CAG-GFP-miIRT122a

- AAVO-CAG-GFP-mIRT1
- AAVO-CAG-GFP-dmiRT
kAAVB-aPZ-GFP-WPRE )

il '
- AAV8-CAG-GFP

L AAV8-CAG-GFP-dmiRT

A

Figura 22. Disseny experimental de I'administracié intra-eWAT de vectors virals AAV9 i AAVS8
codificants per GFP. Administracio intra-eWAT de 2x10! genomes virals (vg) dels vectors virals i) AAV9-
CAG-GFP, AAV9-CAG-GFP-miRT122a, AAV9-CAG-GFP-miRT1, AAV9-CAG-GFP-dmiRT i AAV9-aP2-
GFP-WPRE; o ii) AAV8-CAG-GFP i AAV8-CAG-GFP-dmiRT en ratolins C57BL/6 mascles de 8 setmanes
d’edat. Els animals es van sacrificar 2 setmanes post-injeccio i es van analitzar els nivells de GFP.
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2.1. Analisi immunohistoquimic de GFP en teixit adipds, fetge i cor

L’analisi immunohistoquimic contra GFP a eWAT va mostrar nivells elevats de
GFP en els adipocits en tots els animals administrats amb els vectors AAV9-CAG-
GFP, AAV9-CAG-GFP-miRT1, AAV9-CAG-GFP-miRT122a i AAV9-CAG-GFP-dmiRT,
en comparacio amb el grup control injectat amb el vector AAV9-aP2-GFP-WPRE, en
els quals els nivells de GFP eren molt inferiors (Figura 23). A més, l'area transduida de
'eWAT era similar entre els quatre grups que expressaven GFP sota el control del
promotor CAG. Aquest fet corroborava la no interferéncia de les sequiéncies miRT122a
i miIRT1 en I'expressio del transgen en aquest teixit (Figura 23). Quan es va avaluar la
senyal de GFP en el fetge, només es van detectar nivells elevats de GFP en els
animals injectats amb els vectors AAV9-CAG-GFP i AAV9-CAG-GFP-miRT1. En canvi,
els animals que van ser administrats amb els vectors que contenien les sequéencies
diana del microRNA 122a (AAV9-CAG-GFP-miRT122a i AAV9-CAG-GFP-dmiRT) van
presentar una senyal per GFP similar a I'obtinguda en els animals injectats amb el
vector AAV9-aP2-GFP-WPRE (Figura 23). Aixi mateix, la senyal per GFP a cor es va
detectar en els grups administrats amb AAV9-CAG-GFP i AAV9-CAG-GFP-miRT122a,
mentre que no es va observar senyal en cap dels animals injectats amb AAV9-CAG-
GFP-miRT1 0 AAV9-CAG-GFP-dmIiRT (Figura 23).

Per tant, 'AAV9-CAG-GFP-dmiRT demostrava ser un vector que permetia
transduir de forma eficient els adipocits blancs i bloquejar la produccio de proteina del

transgén d’'interes a fetge i cor.
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A continuacid, també es va examinar la capacitat dels vectors AAV8 per
transduir 'eWAT. Aixi, es van administrar 2x10'* vg de vectors AAV8-CAG-GFP o
AAV8-CAG-GFP-dmIRT en ratolins C57BL/6.

Tal i com s’havia observat amb el vector AAV9, I'analisi immunohistoquimic
contra GFP a eWAT d’animals administrats localment en aquest teixit amb AAV8-CAG-
GFP o AAV8-CAG-GFP-dmiRT va mostrar una senyal contra GFP elevada en tots dos
grups, fet que corroborava novament la no interferencia de les sequéncies miRT122a i
mMiRT1 en I'expressié del transgén al teixit adipds (Figura 24). En canvi, quan es va
avaluar el senyal de GFP en el fetge i el cor, només es va detectar produccié de GFP
en els animals injectats amb els vectors AAV8-CAG-GFP, confirmant [l'efecte

bloguejador de I'expressio dels miRT122a i miRT1 (Figura 24).
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Figura 24. Transduccié eficient dels adipocits i detargeting del transgén en el fetge i cor per les
seqiiéncies mIRT després de [I'administracié intra-eWAT de vectors AAVS. Analisi

immunohistoquimic contra GFP (verd) en 'eWAT, el fetge, i el cor dues setmanes post-administracio intra-
eWAT de 2x10'! vg de vectors AAV8-CAG-GFP o AAV8-CAG-GFP-dmiRT. Magnificacio original x100
(fetge) i x200 (cor i eWAT).
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2.2. Avaluacié dels nivells proteics de GFP mitjangant Western Blot

Per a determinar amb més detall el bloqueig de I'expressié (detargeting) mediat
per les sequéncies miRT, es van quantificar els nivells de GFP en eWAT, fetge i cor
mitjancant analisi per Western Blot (WB) de proteines obtingudes dels teixits

esmentats, tal i com s’especifica a Materials i Métodes.

Tant en el revelat de la pel-licula fotografica com en la posterior quantificacio
dels Western Blots d’eWAT, s’observava un increment significatiu similar dels nivells
de GFP en tots els animals administrats amb els vectors AAV9-CAG-GFP, AAV9-CAG-
GFP-miRT1, AAV9-CAG-GFP-miRT122a o AAV9-CAG-GFP-dmiRT, en comparacio
amb el grup control injectat amb el vector AAV9-aP2-GFP-WPRE (Figura 25A).
Aquests resultats demostraven que el vector AAV9-CAG-GFP-dmiRT era capac de
mediar nivells de traduccié similars al vector AAV9-CAG-GFP, essent significativament
més elevats que els del constructe amb el promotor especific de teixit adipés mini-aP2
(Figura 25A).

Per tal de validar I'eficiéncia del miRT122a per reduir la presencia de transcrit i
la seva posterior traduccio en el fetge també es van avaluar els nivells proteics de GFP
en aquest teixit mitjangcant WB. En aquest cas, només es van detectar nivells elevats
de GFP en els animals injectats amb els vectors AAV9-CAG-GFP i AAV9-CAG-GFP-
miRT1 (Figura 25B). Tal i com s’observava a la imatge i en la posterior quantificacio
dels WB, els grups administrats amb vectors que contenien les sequéencies diana dels
microRNA122a (AAV9-CAG-GFP-miRT122a i AAV9-CAG-GFP-dmiRT) presentaven
uns nivells de GFP similars als del grup AAV9-aP2-GFP-WPRE (Figura 25B).

Aixi mateix, en avaluar la intensitat de la banda corresponent a GFP en els WB
de cor es va observar un elevat contingut de la proteina en els grups administrats amb
AAV9-CAG-GFP i AAV9-CAG-GFP-miRT122a, mentre que practicament no
s'observava senyal en cap dels grups administrats amb vectors que codificaven per les
sequeéencies miRT1 (AAV9-CAG-GFP-miRT1 i AAV9-CAG-GFP-dmiRT). Tampoc es va
observar senyal en el cor dels animals tractats amb el vector que contenia el promotor

especific de teixit adipés mini-aP2 (Figura 25C).
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Figura 25. Analisi per Western blot del contingut de GFP en el teixit adipoés blanc, fetge i cor
després de I'administracié intra-eWAT de vectors AAV9-GFP. (A-C) Western blot (WB) contra GFP i
tubulina, com a control de carrega, en extractes deWAT (A), fetge (B) i cor (C) 2 setmanes post-
administracid intra-eWAT de 2x10!! vg de vectors AAV9-CAG-GFP, AAV9-CAG-GFP-miRT122a, AAV9-
CAG-GFP-miRT1, AAV9-CAG-GFP-dmiRT o AAV9-aP2-GFP-WPRE. En la part superior de cada panell
es mostra una imatge representativa d'una membrana de WB revelada i a la part inferior es mostra la
quantificacié del contingut de GFP en cadascu dels teixits analitzats. UA: Unitats arbitraries. Els resultats
s'expressen com la mitjana + EEM. n= 4-5 animals per grup. *p<0.05, **p<0.01 vs pAAV-CAG-GFP;
$$p<0.01 vs pAAV-CAG-GFP-dmiRT; #p<0.05 vs pAAV-CAG-GFP-miRT1; & p<0.05 vs pAAV-CAG-GFP-
miRT122a.
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Per tant, la quantificacio dels nivells proteics de GFP en 'eWAT, fetge i cor va
demostrar la capacitat dels vectors AAV8-CAG-GFP-dmiRT i AAV9-CAG-GFP-dmiRT
per mediar nivells tant elevats al teixit adipés com els que aconseguia el vector sense
les sequéncies diana pels microRNAs 122a i 1. Convé destacar que, I'is de les
sequencies diana pels miR122a i miR1 impedia la traduccio6 al fetge i cor, reduint els
nivells proteics en aquests teixits de manera similar al que s’obervava quan s’emprava
el promotor especific de teixit adipés aP2. A més, I'administracié dels vectors que
presentaven les sequéncies diana pels microRNAs122a i microRNAL1 tant
conjuntament com per separat, demostraven la no interaccié d’aquestes sequéncies
diana tant en la sobrexpressié en el teixit adipés com en el bloqueig post-

transcripcional en el fetge i el cor.

Per tant, aquest estudi demostrava que els vectors virals AAV8 i AAV9 que
expressaven el transgén d’elecciod sota el control del promotor ubic CAG conjuntament
amb la regulacié mitjancada per de les sequéncies dmiRT, constituia una estrategia
eficient per a la transferéncia génica al teixit adipés blanc, ja que bloquejava la

produccié del transgen al fetge i al cor.
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Un cop demostrada l'eficient transduccié del teixit adipés mitjancant vectors
AAVS8 i AAVY, i el detargeting de fetge i cor gracies a la incorporacié de les sequéncies
mMiRT122a i miRT1 en el casset d’expressid, es va fer servir aquesta estrategia de
transferencia génica per a sobreexpressar BMP7 especificament a 'eWAT i estudiar
els seus efectes a nivell local en aquest teixit. A més, ja que estava demostrada la
capacitat de 'eWAT de secretar proteines d’interés despres de la seva transduccio
amb AAVs (Jimenez et al.,, 2013), aquesta estratégia també permetria estudiar els

efectes sistemics produits per 'augment dels nivells circulants de BMP7.

En ratolins I'obesitat pot ser induida mitjangant I'alimentaciéo amb una dieta alta
en lipids (HFD) (Surwit et al., 1998). Encara que I'augment de pes pot ser evident en
poc més d’'una setmana després de l'inici de la dieta, sovint es requereix un periode de
temps més llarg per a induir un augment de pes pronunciat (8 setmanes o més)
(Winzell et al., 2004). L'increment de pes en aguest model esta associat amb
resisténcia a la insulina i deficiencies en el metabolisme de la glucosa, tot i que
normalment no es desenvolupa una diabetis tipus 2 oberta (Almind et al., 2004; Surwit
et al., 1995).

Aixi, en la Part-IB dels Resultats d’aquesta tesi doctoral es va avaluar la
sobreexpressio especifica 'eWAT de BMP7 a llarg termini, mitjancant I'administracio

intra-eWAT de vectors AAV en ratolins alimentats amb HFD.

1. CONSTRUCCIO | PRODUCCIO DEL VECTOR AAV9-CAG-BMP7-dmiRT

En primer lloc, es va generar un vector AAV capac de dirigir I'expressié del
cDNA de BMP7 optimitzat al teixit adipds, gracies al promotor ubic CAG i a les
sequéncies miRT122a i miRT1 (pAAV-CAG-BMP7-dmiRT). L'optimitzacié de la
sequencia del transgén, va consistir principalment en I'is de codons especifics per
tRNAS per a la cel-lula 'hoste on es vol sobreexpressar-lo, per aixi millorar la sintesi
proteica sense canviar la sequencia aminoacidica (Bell et al., 2016). A més, també es
va generar un segon constructe que estava format pels mateixos elements reguladors,
perd0 sense cap sequeéncia codificant per BMP7 i que es faria servir com a vector
control (pAAV-CAG-NUL) (Figura 26).
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Els vectors AAV9 amb aquests constructes es van produir utilitzant el sistema
de triple transfecci6 en cél-lules HEK293 i van ser posteriorment purificats i

guantificats, veure Materials i Métodes.

= ITR2j= CAG pAH ITR2

4x miRT122a 4x miRT1

= ITR2|= CAG [ BMP7 I Il -Illl- pA M ITR2

Figura 26. Representacié esquematica del constructe AAV per a sobreexpressar BMP7
especificament en el teixit adipés. En la part superior de la figura es mostra la representacio
esquematica del constructe control que no codificava per cap transgeén i estava format pel promotor ubic
CAG (pAAV-CAG-NUL). En la part inferior es mostra el constructe que codificava per la sequéncia
optimitzada de BMP7 sota el control del promotor CAG i amb la preséncia de les seqiiéncies diana pels
miR122a i miR1 (pAAV-CAG-BMP7-dmiRT). ITR2: Inverted Terminal Repeats de AAV2; CAG: promotor
hibrid basat en el promotor de la B-actina de pollastre i I'enhancer del Citomegalovirus; BMP7: seqiiéncia
optimitzada del CDS muri per BMP7; 4 x miRT122a: seqiiéncia diana pel microRNA de fetge 122a (4
copies); 4 x miRT1: sequéncia diana pel miRNA de cor 1 (4 copies); pA: poli A, seqiéncia de
poliadenilacié. La forma abreviada dmiRT fa referéncia a les seqiiéncies diana dels dos miR122a i miR1.
Els constructes no estan representats a escala.

2. ESTUDI DELS EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIO LOCAL DE BMP7
EN L'eWAT

Un cop generat el vector AAV9-BMP7-dmiRT, es va estudiar si la seva
administracio intra-eWAT en ratolins alimentats amb dieta estandard (chow) o HFD
produia efectes a nivell local i si era capag de prevenir el desenvolupament d’obesitat i
la resistencia a la insulina. Amb aquest objectiu, es van administrat intra-eWAT ratolins
mascles C57BL/6 de 8 setmanes d’edat amb una dosi de 102 vg de AAV9-BMP7-
dmiRT. Aquesta dosi de vectors AAV permetia la transduccié de la majoria dels
adipocits del teixit. Tres dies després de I'administracié dels AAV, la meitat de cada
grup d’animals es va sotmetre a una HFD fins al final de I'experiment. Com a control,
es van utilitzar ratolins mascles C57BL/6 administrats també per via intra-eWAT amb la
mateixa dosi del vector AAV9-NUL. A continuacio, es va fer un seguiment fins a les 19
setmanes d'edat del pes, glicemia i ingesta dels animals. Un cop finalitzat el
seguiment, es van analitzar els teixits a nivell histologic i d’expressié de gens clau, i a

més es van avaluar diferents parametres sérics (Figura 27).
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Figura 27. Disseny experimental de I'administracio intra-eWAT de vectors AAV que expressaven
BMP7 especificament en teixit adipés.  Administracié intra-eWAT de 102 vg dels vector virals AAV9-
BMP7-dmiRT i AAV9-NUL en ratolins C57BL/6 mascles de 8 setmanes d’edat. La meitat dels animals
(n=19) es van sotmetre a una HFD tres dies després de I'administracié dels AAVs i fins a la finalitzaci6 de
I'experiment, la resta (n=18) va seguir alimentant-se amb dieta estandard (chow). Es va dur a terme un
seguiment setmanal de pesos, glucémies i ingesta. Els animals es van sacrificar a les 19 setmanes d’edat
i es van avaluar diferents parametres seérics, els teixits a nivell histologic i els nivells d’expressié de gens
clau.

2.1. Avaluacio del pes, ingesta d’aliments, glucémia i insulinémia en els animals
tractats amb AAV9-CAG-BMP7-dmiRT

Tot i que es van observar diferéncies clares en el pes i el guany de pes dels
animals alimentats amb HFD respecte als chow, no es van observar canvis entre els
grups tractats intra-eWAT amb la mateixa dosis dels vectors AAV9-BMP7-dmiRT i
AAV9-NUL dintre de cada condicié (Figura 28A). Aixi mateix, la ingesta dels animals
alimentats amb HFD era superior als alimentat amb chow, perd no es van observar
diferencies entre grups injectats amb AAV9-BMP7-dmiRT o AAV9-NUL (Figura 28B).
Per tal d’avaluar el possible efecte de BMP7 en el metabolisme de la glucosa, es va
determinar la glicémia i la insulinémia en el sérum dels animals al finalitzar
I'experiment, a les 19 setmanes d'edat. No es van observar diferéncies en aquests
parametres entre el grup AAV9-NUL i AAV9-BMP7-dmiRT en els animals alimentats
amb dieta estandard ni alta en lipids (Figura 28C-D).

Aquests resultats semblaven indicar que la produccié local de BMP7 al teixit
adipés no millorava I'obesitat i tampoc contrarestava la resisténcia a la insulina

associades a la ingesta d’'una HFD.
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Figura 28. Avaluacié del pes, ingesta, glucémia i insulinémia en els animals tractats intra-eWAT

amb vectors AAV9 que expressaven BMP7 especificament en teixit adipds i alimentats amb dieta
estandard o alta en lipids. Ratolins mascles C57BL/6 de 8 setmanes d’'edat es van tractar intra-e WAT
amb 10*? vg dels vectors AAV9-BMP7-dmiRT o AAV9-NUL i es van alimentar amb dieta estandard (chow)
o dieta alta en lipids (HFD) durant 11 setmanes. (A) Evoluci6 del pes en grams (g) o en guany de pes (%
respecte el pes inicial). (B) Mitjana de la ingesta d’aliments dels diferents grups experimentals al llarg de
les 11 setmanes post-AAV. (C-D) Glicemia (C) i insulinemia (D) en alimentacié dels mateixos grups a les
11 setmanes post-AAV. Els resultats s’expressen com la mitjana £ EEM. n=7-10 animals/grup.
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2.2. Expressio de BMP7 en els teixits metabolics dels animals administrats amb
AAV9-CAG-BMP7-dmiRT

En finalitzar l'estudi, a les 19 setmanes d'edat, es va comprovar la
sobreexpressio de BMP7 en diferents teixits metabolics, concretament en el eWAT, el
teixit adipds blanc inguinal (IWAT), el iBAT i el marginal fetge (Figura 29A). L'eWAT,
teixit on es van administrar els vectors, dels animals tractats amb els vectors AAV9-
BMP7-dmiRT, mostrava elevats nivells d’expressio de BMP7. També es va observar
una expressié important en IWAT i una expressidé baixa en I'BAT i el fetge. Els
animals administrats amb AAV9-NUL no presentaven nivells d’expressié de BMP7. A
continuacio, donat que el BMP7 és una proteina secretable, es van quantificar els seus
nivells circulants mitjancant ELISA i es va determinar un augment considerable en el
grup d'animals administrats amb AAV9-BMP7-dmiRT en comparacié als AAV9-NUL,
tant en chow com en HFD (Figura 29B). Aquest increment era similar en els animals
alimentats amb chow o HFD, ja que tots els animals es van administrar amb la mateixa
dosi del vector AAV9-BMP7 (Figura 29B).
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Figura 29. Nivells d’expressio de BMP7 en teixit adipds blanc, marr6 i fetge i nivells circulants de
BMP7. Ratolins mascles C57BL/6 de 8 setmanes d’edat es van tractar intra-eWAT amb 10?2 vg dels
vectors AAV9-BMP7-dmiRT o AAV9-NUL i es van alimentar amb dieta estandard (chow) o dieta alta en
lipids (HFD) durant 11 setmanes. (A) Nivells d’expressié de BMP7 optimitzat (0BMP7) en eWAT, iWAT,
iBAT i fetge 11 setmanes post-AAV mesurats per RT-PCR i normalitzats per Rplp0. (B) Nivells sérics de
BMP7 11 setmanes post-AAV. ND: no detectat. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=7
animals/grup.
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2.3. Analisi de I'adipogénesi en els teixits adiposos blanc i marré

Donat que 'augment dels nivells d’expressié de BMP7 en els teixits adiposos i
considerant el paper del factor BMP7 en 'adipogénesi del teixit adipds marré (Tseng et
al.,, 2008) i d'altres factors de la mateixa familia en d’adipogénesis del teixit adipds
blanc (Huang et al., 2009; Suenaga et al., 2013), es va estudiar a continuacié si es

produia un increment en I'adipogénesi dels diferents teixits adiposos.

2.3.1. Analisi histologic dels teixits adiposos

Es va valorar a nivell microscopic la morfologia dels teixits adiposos mitjancant
tincio hematoxilina/eosina (Figura 30). Aixi, es va observar una marcada disminucio de
la mida dels adipocits en 'eWAT i I'WAT en el grup AAV9-BMP7-dmiRT tant en els
animals alimentats amb chow com HFD respecte al grup AAV9-NUL (Figura 30). Per
contra, no es van detectar canvis aparents en la mida dels adipocits de I''BAT entre els
grups AAV9-NUL i AAV9-BMP7-dmiRT (Figura 30).

Tot i que préviament s’havia descrit que BMP7 indueix I'adipogénesi del teixit
adip6s marr6, aquests resultats indicaven que quan I'administracié de 'AAV-BMP7 es
duia a terme localment en el teixit adipés blanc, I'adipogenesi del marré no es veia
afectada (Figura 30), encara que s’observava un augment de I'expressio de BMP7
local a I'BAT i els nivells circulants de BMP7 estaven incrementats (Figura 29B).
Probablement, aquest increment de BMP7 no era suficient per induir I'adipogénesi en
aquest teixit. La reduccio de la mida dels adipocits es donava només en eWAT i IWAT,

els teixits on es van observar nivells d’expressié de BMP7 més elevats (Figura 29A).

Per confirmar que la mida dels adipocits blancs era inferior en el grup tractat
intra-eWAT amb AAV9-BMP7-dmiRT respecte al grup AAV9-NUL, es va realitzar una
guantificaci6 de l'area dels adipocits de I'eWAT a partir dimatges de la tincié
d’hematoxilina/eosina de seccions d’aquest teixit. Aquesta determinacio va corroborar
gue efectivament, I'area mitja dels adipocits blancs era menor en el grup AAV9-BMP7-
dmiRT respecte al grup AAV9-NUL, tant en animals alimentats en chow com en HFD
(Figura 31A). A més, la distribucié de l'area dels adipdcits va mostrar clarament un
augment del nombre d’adipdcits petits i una disminucio dels adipocits més grans en el
grup AAV9-BMP7-dmiRT respecte al AAV9-NUL tant en chow com en HFD (Figura
31B). A més a més, el grup AAV9-BMP7-dmiRT alimentat amb HFD presentava un
perfil i una area mitja d'adipocits semblant a la del grup tractat amb AAV9-NUL i

alimentat amb chow (Figura 31B).
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Figura 30. Analisi histologic dels teixits adiposos dels animals tractats intra-eWAT amb vectors AAV9 que expressaven BMP7 especificament en el teixit adipos.
C57BL/6 alimentats amb dieta estandard o dieta alta en lipids. Maanificacié original x200.
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Figura 31. Quantificacié de I'area dels adipocits blancs dels animals tractats intra-eWAT amb
vectors AAV9 que expressaven BMP7 especificament en el teixit adipés. (A) Area mitjana dels
adipocits blancs de I'eWAT 11 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10%? vg de vectors AAV9-NUL
0 AAV9-BMP7-dmiRT en ratolins C57BL/6 alimentats amb dieta estandard (chow) o dieta alta en lipids
(HFD). (B) Distribucié de freqiiencies de I'area dels adipocits en els mateixos grups experimentals. Dades
representades com la mitjana £ EEM. n=4-10 animals/grup. *p<0.05, **p<0.01 vs AAV9-NUL.

En avaluar el teixit adip6s blanc dels animals tractats amb AAV9-BMP7 es va
evidenciar que la mida dels adipocits era considerablement més petita tant en chow

com en HFD, i que es produia un increment de I'adipogénesi en aquests teixits.
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2.4. Analisi de I'activacio i la biogénesis mitocondrial en el teixit adipés marré

S’ha descrit que el BMP7 és un inductor de l'activitat del teixit adip6s marro
promovent la biogénesis mitocondrial i augmentant la termogenesis (Tseng et al.,
2008). Per aix0, en aquest estudi donat que s’observava un increment en I'expressio
del BMP7 a IBAT es van avaluar gens involucrats en aquests processos. Aixi, es va
analitzar I'expressio de gens involucrats en la termogénesis (UCP1, CIDEA), en la
biogénesis mitocondrial (PGC1a), i en el transport d’acids greixosos (CD36 i CPT1a)
(Figura 32). Es van observar alguns canvis estadisticament significatius en la induccio
de CD36, CPT1la i PGC1la en el grup tractat amb AAV9-BMP7-dmiRT en HFD, pero no
es va observar un fenotip clar i aixi com tampoc hi havia canvis en UCP1. Per tant,
aquests resultats indicaven que no es produia una induccié de l'activitat del teixit

adipds marro, tot i els nivells locals i circulants incrementats de BMP7.
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Figura 32. Nivells d'expressié de gens involucrats en l'activitat termogénica del teixit adipds marrd

en animals tractats intra-eWAT amb vectors AAV9 que expressaven BMP7 especificament en el

teixit adipds. Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressio d’'UCP1, CIDEA, PGCla, CD36 i CPT1a en
I'BAT. Els analisis es van dur a terme 11 setmanes post-administracié intra-eWAT de 102 vg de AAV9-
BMP7-dmiRT o AAV9-NUL en ratolins C57BL/6 alimentats amb dieta estandard (chow) o dieta alta en
lipids (HFD). Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=7 animals/grup. *p<0.05, **p<0.01 vs
AAV8-CAG-NUL.
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Aquest estudi demostrava que l'administracié a I'eWAT dels vectors AAV9-
BMP7-dmiRT era capag¢ de promoure la disminucié de la mida dels adipocits blancs
aixi com també un increment en l'adipogenesi de 'eWAT i I''WAT, teixits on BMP7 es
sobreexpressava considerablement. D’altra banda, tot i induir 'augment dels nivells
circulants de BMP7, no s’observava una reduccio del pes corporal ni 'augment de la
termogenesi del teixit adipdés marrd, efectes descrits per altres grups en incrementar
els nivells circulants de BMP7 mitjancant I'administracio sistéemica d’Ad-BMP7. Per
tant, era necessari realitzar un estudi més exhaustiu dels efectes locals mediats pel
factor BMP7 en el teixit adipds blanc per tal de comprendre millor el paper del BMP7 in

vivo en aquest teixit en models obesos.
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Part-1C. Estudi dels efectes de la sobreexpressio de

BMP7 en el teixit adipds epididimal de ratolins ob/ob
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Un cop observat 'augment de I'adipogéenesi al teixit adipds blanc resultant de la
sobreexpressio a llarg termini de BMP7 en el eWAT de ratolins C57BL/6 alimentats
amb HFD, es va decidir fer un estudi més extens en un altre model d’obesitat i

resisténcia a la insulina, el ratoli ob/ob.

El ratoli ob/ob presenta una obesitat severa provocada per una mutacio
inactivadora espontania en el gen de la leptina. Aquesta mutacié autosomica recessiva
va ser originalment detectada a una soca no consanguinia i posteriorment es va
retrocreuar amb la soca C57BL/6J (Castracane et al., 2007). El seu fenotip és
complex, exhibeix un augment de pes, facilment detectable a partir de les dues
setmanes d’edat, acompanyat d'una hipertrofia del teixit adipds i d'una elevada
acumulacio de triglicérids al fetge (Kim et al., 2007; Lindstrém, 2007; Wang et al.,
2014). Aquests animals presenten altres alteracions tals com disminucié de la taxa
metabolica, hiperinsulinemia, disfuncié de la termogenesis, hiperlipidemia i infertilitat
(Kim et al., 2007; Lindstrom, 2007; Wang et al., 2014).

Per tant, en la Part-IC d’aquesta tesi doctoral es van estudiar els efectes de la
sobreexpressié a llarg termini de BMP7 a 'eWAT, mitjancant I'administracio de vectors
AAV-CAG-BMP7-dmiRT en ratolins ob/ob.

1. GENERACIO DEL VECTOR AAV8-CAG-BMP7-dmiRT

El vector AAV9 és capa¢ de travessar la barrera hematoencefalica (BHE) i
arribar al cervell al injectar-se sisttmicament a dosis elevades en ratolins (Ruzo et al.,
2012). No obstant, no vam detectar transduccié del cervell després d’administrar intra-
eWAT el vector AAV9-BMP7 en els estudis de la Part-IB (dades no mostrades). Per tal
d’evitar una possible transduccié del cervell, en aguesta part de I'estudi es va decidir
utilitzar vectors AAV de serotip 8, que també havien mostrat una alta capacitat de
transduir el teixit adipos (Figura 24) i no poden travessar la BHE. Es van utilitzar els
constructes pAAV-CAG-NUL i pAAV-CAG-BMP7-dmiRT, préviament descrits (Figura
26), per a generar vectors AAV del serotip 8 (AAV8-CAG-BMP7-dmiRT i AAV8-CAG-

NUL) i es van emprar aquests vectors pels subsequients experiments.
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2. ESTUDI DELS EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIO DE BMP7 EN
L’eWAT DE RATOLINS ob/ob

Per tal d’estudiar si la sobreexpressio a llarg termini de BMP7 en un altre model
muri d’'obesitat severa induia I'augment de I'adipogénesi del teixit adipos blanc, tal i
com s’havia observat en la Part-IB, i si també era capac de reduir el guany de pes,
millorar la sensibilitat a la insulina i/o activar el teixit adipés marrg, ratolins mascles
ob/ob d'11 setmanes d'edat van ser administrats intra-eWAT amb una dosi de 10'?
vg/animal de AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Com a control es van utilitzar ratolins mascles
ob/ob administrats també per via intra-eWAT a la mateixa dosi amb el vector viral
AAV8-CAG-NUL. A continuacid, es va fer un seguiment del pes, glucémia i ingesta fins
les 24 setmanes d’'edat i es van dur a terme proves metabodliques com el test de la
tolerancia a la insulina (ITT) o el test de tolerancia a la glucosa (GTT). Un cop finalitzat
el seguiment, els animals es van sacrificar i es van disseccionar diversos teixits

adiposos i no adiposos pel seu estudi (Figura 33).
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Figura 33. Disseny experimental. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d’edat es van tractar intra-
eWAT amb 10'? vg dels vectors virals AAV8-CAG-BMP7-dmiRT o AAV8-CAG-NUL. Els animals es van
sotmetre a un seguiment setmanal de pesos, ingesta d'aliments i glucémies i també a un test de la
tolerancia a la insulina (ITT) i un test de tolerancia a la glucosa (GTT) a les 19 i 21 setmanes d’edat,
respectivament. A les 24 setmanes d’edat es van sacrificar els animals i es van disseccionar diversos
teixits pel seu posterior analisi. Es van analitzar també els nivells d’expressié de BMP7 i d’altres gens que
participen en el procés de browning i en l'adipogénesi. A més, també es van determinar diversos
parametres sérics com nivells de BMP7, insulina o adiponectina.
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2.1. Seguiment del pes i ingesta d’aliments i determinacié dels pesos dels teixits
en els ratolins ob/ob tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT

Per tal d’avaluar si I'administracio dels vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT en
comparacio amb AAV8-CAG-NUL tenia efectes en el pes dels animals ob/ob, es va fer
un seguiment setmanal des de I'administracio dels vectors fins al sacrifici, des de les
11 setmanes fins les 24 setmanes d’edat. Aixi, es va observar que el grup tractat amb
AAV8-CAG-BMP7-dmiRT mostrava un sorprenent augment de pes respecte als
animals tractats amb els vectors AAV8-CAG-NUL (Figura 34A-C). Per tal de
determinar si els canvis en el pes eren deguts a variacions en la ingesta d’aliments,
aquest parametre també es va quantificar cada setmana. Es va observar que tot i
haver un lleuger increment en la ingesta per part dels animals administrats amb AAVS8-
CAG-BMP7-dmiRT (Figura 34D), 'augment de pes era molt important. Aixdo semblava
indicar que era poc probable que fos el resultat només del lleuger increment en la
ingesta d'aliments (Figura 34D), sind que probablement era el resultat de 'augment de
la eficiencia alimentaria, és a dir, guany de pes/Kcal consumides, per part del grup
tractat amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 34E).
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Figura 34. Evolucié del pes i la ingesta d’aliments en els ratolins ob/ob administrats intra-e WAT

amb vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d’edat es van tractar
intra-eWAT amb 102 vg dels vectors virals AAV8-CAG-BMP7-dmiRT o AAV8-CAG-NUL. (A) Evolucié del
pes en grams (g) o (B) del guany de pes (en % del pes inicial). (C) Imatge representativa dels ratolins
ob/ob 13 setmanes post-AAV. (D) Mitjana de la ingesta d'aliments diaria en g/dia i (E) mitjana del
percentatge de guany de pes normalitzat per la quantitat d’energia consumida durant 13 setmanes a partir
de l'administracié intra-eWAT dels vectors. Kcal: kilocalories. Els resultats s'expressen com la mitjana *
EEM. n=8-10 animals/grup. * p<0.05, # p<0.01, $ p<0.001, *** p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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2.2. Nivells d’expressi6 de BMP7 en teixits metabolics i nivells circulants en

serum

A les 24 setmanes d'edat, 13 setmanes després del tractament intra-eWAT
amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT, es va comprovar la sobreexpressi6 de BMP7
mitjancant analisi per RT-PCR de mostres d’RNA obtingudes en teixits metabdlics,
concretament a 'eWAT, IWAT, I'BAT i el fetge. Els animals administrats amb els
vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT exhibien un augment considerable dels nivells
d’expressi6 de BMP7 en I'eWAT, mentre que el grup nul mostrava nivells no
detectables d’expressioé del transgén. A més, I'"WAT també presentava nivells elevats
de BMP7, mentre que I'IBAT i el fetge tenien nivells d’expressié molt inferiors (Figura
35A). També es van quantificar els nivells circulants de BMP7 i es va detectar una
concentracié d’aquesta proteina en sérum d'uns 350 pg/mL en el grup AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT, mentre que el grup AAV8-CAG-NUL presentava valors indetectables
(Figura 35B).
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Figura 35. Nivells d’expressio i sérics de BMP?7. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d'edat es van
tractar intra-eWAT amb 10%? vg dels vectors virals AAV8-CAG-BMP7-dmiRT o AAV8-CAG-NUL. (A)
Analisi dels nivells d’expressié de BMP7 optimitzat (0BMP7) en eWAT, iWAT, iBAT i fetge per RT-PCR i
normalitzats per Rplp0. (B) Nivells sérics de BMP7. Tots els analisis es van dur a terme 13 setmanes post-
AAV. ND: no detectat. Els resultats s’expressen com la mitjana £ EEM. n= 8-10 animals per grup.
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2.3. Avaluacié dels pesos dels teixits adiposos i fetge

Per tal d’esbrinar com s’havia distribuit 'augment de pes dels animals tractats
amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT respecte als animals tractats amb AAV8-CAG-NUL, es
va determinar el pes dels teixits d’acumulacié de greix (eWAT, IWAT, teixit adipos
blanc mesentéric (IMWAT), teixit adipds blanc retroperitoneal (rWAT)) i el fetge un cop
sacrificats els animals a les 24 setmanes d’edat. A més, també es va determinar el pes
de I'BAT, ja que esta descrit un augment del pes d’aquest teixit quan incrementen els
nivells de BMP7 circulants (Tseng et al., 2008). Aixi, es va observar un augment
considerable del pes dels teixits adiposos blancs, especialment de I'epididimal, en els
animals tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. No obstant, tot i 'augment de pes
d’aquests animals, es va observar una disminucié del pes del fetge en els animals
tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Pel que fa a I'ilBAT, no es van observar canvis

en el pes d'aquest teixit entre els diferents grups (Figura 36).
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Figura 36. Pesos dels teixits. Ratolins ob/ob mascles d’11 setmanes d’edat es van tractar intra-eWAT
amb 10'? vg dels vectors virals AAV8-CAG-BMP7-dmiRT o AAV8-CAG-NUL i 13 setmanes post-AAV es
va mesurar el pes de eWAT, iIWAT, rWAT, mWAT, iBAT i fetge. Els resultats s’expressen com la mitjana +
EEM. n=8-10 animals per grup. **p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.

2.4. Analisi de I'adipogénesi en els teixits adiposos blanc i marré

Pel que fa a I'adipogénesi, el BMP7 s’ha descrit anteriorment com un factor que
afecta tant en la determinaci6 com en la diferenciaci6 dels adipocits marrons
(Townsend et al., 2013; Tseng et al., 2008). Aixi mateix, en I'apartat 2.3.1 de la Part-1B

d’aquesta tesi doctoral s’havia observat una disminucié de la mida dels adipocits en
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teixits adiposos blancs que sobreexpressaven Bmp7 (Figura 30-31). Per aix0, es va
estudiar aquest procés tant en teixit adipdés blanc com marré dels animals ob/ob
tractats intra-eWAT amb els vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.

2.4.1. Analisi de I'adipogénesi en el teixit adipds blanc epididimal

En primer lloc es va realitzar una tinci6 hematoxilina/eosina en seccions de
'eWAT per a analitzar la morfologia del teixit. Aixi, es va observar una clara reduccio
en l'area dels adipocits en el grup AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 37A).
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Figura 37. Analisi de la morfologia del teixit adipds blanc epididimal. Tincié hematoxilina/eosina en

seccions d’eWAT de ratolins ob/ob 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10'? vg de AAV8-CAG-
NUL i AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Magnificacié original x200.

La quantificacié de l'area dels adipocits va demostrar que l'area mitja dels
adipocits era menor en el grup AAV8-CAG-BMP7-dmiRT respecte al grup AAV8-CAG-
NUL (Figura 38A). Aixi com també la distribucié de I'area dels adipocits mostrava un
increment clar en el nombre d’adipocits petits i una disminucié dels adipocits més
grans en el grup tractat amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT respecte al grup AAV8-CAG-
NUL (Figura 38B).
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Figura 38. Area mitja i distribucié dels adipocits per area en el teixit adip6s epididimal. (A) Area

mitjana dels adipocits blancs en 'eWAT de ratolins ob/ob 13 setmanes post-administracio intra-eWAT de
1012 vg de AAV8-CAG-NUL i AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. (B) Distribucié de frequéncies de l'area dels
adipocits en els mateixos grups experimentals. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-10
animals per grup. **p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.

Posteriorment, es van analitzar els nivells d’expressiéo de gens reguladors de
'adipogenesi en 'eWAT. Especificament, es va observar un augment estadisticament
signaficatiu de I'expressié d'inductors de I'adipogenesi com CEBPa i PPARYy en el grup
AAV8-CAG-BMP7-dmiRT tot i que CEBPSB es mantenia a nivells semblants del grup
AAV8-CAG-NUL (Figura 39A). D’altra banda, pel que fa als repressors de la
diferenciacio, no es van observar canvis en l'expressié de Necdin (NDN) i WNT10b

entre els dos grups (Figura 39A). Tot i aix0, el gen PREF1, que també es defineix com
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a marcador de preadipdcits, es va induir clarament en els ob/ob tractats amb AAV8-
CAG-BMP7-dmiRT (Figura 39A). Aquest resultats semblaven indicar que es produia
un augment de la diferenciacié alhora que també es produia un increment en el

nombre dels preadipocits en els animals tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.

Donat l'increment en I'expressiéo de PPARy, també es van quantificar per RT-
PCR els nivells d’expressio d’alguns dels factors que PPARYy indueix al final de la
diferenciaci6 i que, per tant, defineixen als adipocits madurs, com la proteina d’'unié a
acids greixosos 4 (FABP4), la perilipina 1 (PLIN1), el transportador de glucosa 4
(GLUTA4), la lipoproteina lipasa (LPL) i altres lipases com la adipose triglyceride lipase
(ATGL) i la lipasa sensible a hormones (HSL) (Figura 39B). En els animals tractats
amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT es va observar un increment molt estadisticament
significatiu en I'expressio de tots els gens induits per PPARy mencionats anteriorment,

a excepcio del gen LPL (Figura 39B).

Aixi mateix, també es van analitzar els nivells d'expressi6 de gens que
participen en la lipogenesis al teixit adipds blanc, ja que aquest procés s’indueix al final
de la diferenciaci6 dels adipocits (Student et al., 1980; Takahashi et al., 2013;
Tontonoz et al., 1994). Es va observar una marcada sobrexpressio de gens clau en la
lipogénesi del teixit adip6s tals com SREBF1 (sterol-regulatory-element binding
Transcription Factor 1), ACC1 (Acetyl-CoA carboxylase 1), FASN (Fatty acid
synthase), SCD1 (Stearoyl-CoA Desaturase), ChREBP (Carbohydrate-responsive
element-binding protein) i ACC2 (Acetyl-CoA carboxylase 2) (Figura 39C).

Per tant, tots aquests resultats indicaven que I'administracio local d’AAV8-CAG-

BMP7-dmiRT al teixit adipés induia I'augment del nombre d’adipocits madurs, és a dir,

activava I'adipogénesi de 'eWAT en els ratolins ob/ob.
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Figura 39. Nivells d’expressié de gens reguladors de I'adipogénesi i gens marcadors d’adipocits

madurs en eWAT. (A-C) Analisi per RT-PCR dels nivells d'expressié en eWAT de gens repressors
(PREF1, NDN i WNT10b) i inductors (CEBPB, CEBPa i PPARY) de la diferenciacio d’adipocits (A), gens
marcadors d'adipocits madurs (B) i gens involucrats en la lipogenesis (C). Tots els analisis es van dur a
terme 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10'? vg de AAV8-CAG-NUL o AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT en ratolins ob/ob d’11 setmanes d’'edat. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10

animals per grup. **p<0.01, **p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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2.4.2. Analisi de I'adipogénesi en el teixit adipds blanc inguinal

Per a comprovar si I'increment de I'expressié de BMP7 a I'WAT (Figura 35A),
també havia induit I'adipogenesi en aquest teixit, es va analitzar la morfologia de
I''WAT mitjancant tincio amb hematoxilina/eosina de seccions d’'aquest teixit. Tal i com
s’havia observat i quantificat en 'eWAT (Figura 37-38), I''WAT també presentava una
clara disminucié de la mida de la majoria d’adipocits en el grup tractat amb AAV8-
CAG-BMP7-dmiRT en comparaciéo amb el grup AAV8-CAG-NUL (Figura 40).
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Figura 40. Analisi de la morfologia del teixit adipoés blanc inguinal. Tinci6 hematoxilina/eosina en

seccions d'iIWAT de ratolins ob/ob 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10%? vg de AAV8-CAG-
NUL o AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Magnificacié original x200.

A continuacio es van quantificar els nivells d’expressio de gens inductors de la
diferenciaci6 dels adipocits com CEBPB, CEBPa, PPARy, i dinhibidors de la
diferenciacié com PREF1, NDN i WNT10b. En I''WAT dels animals tractats amb AAVS8-
CAG-BMP7-dmiRT, es van obtenir resultats similars als obtinguts a I'eWAT, amb un
increment notable de PPARy i CEBPa, gens clau per a la diferenciacio, i PREF1, gen

marcador de preadipocits (Figura 41A).

En aquest cas, donat que es va observar un augment en els nivells d’expressio
de PPARy, també es van quantificar per RT-PCR els nivells d’expressié de FABP4,
PLIN1, GLUT4, LPL, ATGL i HSL. Es va observar en el grup tractat amb AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT un increment molt significatiu estadisticament en I'expressié dels gens
induits per PPARy mencionats anteriorment, a excepcié de FABP4, i que alhora sén
propis de I'estadi d'adipocits madurs (Figura 41B). També es van analitzar els nivells
d'expressid de gens que participen en la lipogénesis del teixit adipds, tals com
SREBF1, ACC1, FASN, ChREBP i ACC2. Es va observar una sobrexpressio de tots
els gens analitzats a excepcié de ChREBP (Figura 41C).
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Figura 41. Nivells d’expressié de gens reguladors de I'adipogénesi i gens marcadors d’adipocits
madurs en I'WAT. (A-C) Analisi per RT-PCR dels nivells d'expressié en iWAT de gens repressors
(PREF1, NDN i WNT10b) i inductors (CEBPB, CEBPa i PPARY) de la diferenciacié d'adipocits (A), gens
marcadors d'adipocits madurs (B) i gens involucrats en la lipogénesis (C). Tots els analisis es van dur a
terme 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 102 vg de AAV8-CAG-NUL o AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT en ratolins ob/ob d’11 setmanes d’'edat. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10
animals per grup. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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Aixi doncs, l'augment dels nivells d'expressié a I'WAT promoguda per
'administracio intra-eWAT dels vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT va induir la
hiperplasia en aquest diposit. Concretament, es va observar una reduccio de la mida
dels adipocits lligada a un increment en la diferenciacié dels preadipocits i un augment

dels adipocits madurs.

2.4.3. Analisi de I'adipogenesi en el teixit adipds marro interescapular

Donat que s’ha descrit que BMP7 indueix la determinacié al llinatge adipocit
marré en cel-lules mare mesenquimals i la diferenciacié de preadipocits marrons in
vitro, i que es va observar un increment, tot i que lleu, dels nivells d’expressio de BMP7
a I'BAT dels animals tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 35A), es va
analitzar la morfologia del teixit i es va quantificar I'expressié de gens reguladors de
'adipogenesi en general com CEBPS, CEBPa, PPARy, PREF1, NDN i WNT10b, aixi
com també gens especifics de I'adipogénesi al teixit adipés marr6 com PRDM16. No
obstant, no es van observar canvis importants en la morfologia del teixit, tot i que hi
havia una reduccid clara dels nivells de NDN i una tendéncia a augmentar els nivells
d'expressi6 de CEBPB, PPARy i PRDM16 en els animals tractats amb AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT respecte al grup AAV8-CAG-NUL (Figura 42A-B).

Donat que es va observar una tendéncia a augmentar els nivells d’expressié de
PPARYy, es van quantificar per RT-PCR els nivells d’expressio de gens diana d’aquest
factor i que alhora son factors marcadors d’adipocits madurs, tals com FABP4, PLIN1,
GLUT4, LPL, ATGL i HSL. No es van observar canvis en I'expressié d’aquests gens a
excepcio d’ATGL, el qual va mostrar nivells d’expressid augmentats en el grup
d’animals tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 42C).

Els resultats obtinguts en l'analisi d’expressié indicaven que es va induir
I'increment de tot el procés adipogenic en els teixits adiposos blancs, en els quals hi
havia un augment dels nivells d’expressi6 de BMP7, essent més elevats els nivells
d’expressié de marcadors de preadipocits com PREF1, inductors de la diferenciacio
com CEBPa i PPARYy, i gens propis d'adipocits madurs com PLIN1, GLUT4, ATGL,
HSL, SREBf1, ACC1, ACC2 i FASN. Tot i que I'administracié local de vectors AAVS8 a
'eWAT permetia la transduccid d’altres teixits adiposos, com l'inguinal, els nivells de
transduccié a I''BAT eren baixos, fet que podria ser responsable de l'abséncia de
canvis en l'adipogénesi d’aquest teixit. A més, tot i que es produia un increment dels
nivells circulant de BMP7, aquests no eren tant elevats com els reportats en altres
estudis (Townsend et al., 2012; Tseng et al., 2008).
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Figura 42. Analisi de la morfologia i nivells d’expressié de gens reguladors de I'adipogéenesi i gens

marcadors d’adipocits madurs en I'BAT. (A)

Tincié hematoxilina/eosina en seccions d'iBAT de ratolins

ob/ob 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10%*? vg de AAV8-CAG-NUL o AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT. Magnificacié original x200. (B-C) Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressié en I'lBAT de gens
repressors (PREF1, NDN i WNT10b) i inductors (CEBPB, CEBPa, PPARy i PRDM16) de la diferenciacié
d’adipocits (B) i gens marcadors d'adipocits madurs (C) en els mateixos grups experimentals. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup. *p<0.05, ***p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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2.5. Analisi de I'activacio i la biogénesis mitocondrial en el teixit adipés marré

Donat que després del tractament amb AAV-CAG-BMP7-dmiRT es produia un
increment de I'expressié de BMP7 a I'BAT, i tot i que no es van observar canvis en
'adipogénesi d’aquest teixit, es van analitzar gens claus per a I'activitat del BAT, com
ara gens termogenics (UCP1 i CIDEA), gens reguladors de la biogenesis mitocondrial,
com PGCla, i gens transportadors d’acids greixosos (CD36 (cluster of differentiation
36) i CPT1a). Només es va observar una marcada induccio de I'expressié de CIDEA i
la reducci6 dels nivells d’expressio de CPT1a en el grup d’animals tractats amb AAV8-
CAG-BMP7-dmiRT (Figura 43). L'absencia d'una induccié generalitzada d’aquests
gens indicava que no es produia una activacié de la termogénesi en aquest teixit, que
podria ser degut a la baixa expressi6 de BMP7 a I'BAT i a l'increment limitat dels
nivells circulants de BMP7 obtinguts a través de la transferéncia génica al teixit adipés
mitjancant AAVs. Aquests nivells eren molt baixos (350 pg/mL) en comparacié amb
nivells descrits en altres estudis mitjancant I'administracié sistémica d’Ad-BMP7 (2000
pg/mL o 300000 pg/mL) (Townsend et al., 2012; Tseng et al., 2008).

*
2.5+ O AAV8-CAG-NUL

’0 B AAV8-CAG-BMP7-dmiRT
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1.0
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UCP1 CIDEA PGCla CD36 CPTla

Figura 43. Nivells d’expressioé de gens involucrats en I'activitat termogenica del teixit adipdés marro.

Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressié en IBAT d’'UCP1, CIDEA, PGCla, NFR1, TFAM, CD36 i
CPT1a. Tots els analisis es van dur a terme 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10%* vg de
AAV8-CAG-NUL o AAV8-CAG-BMP7-dmiRT en ratolins ob/ob d'11 setmanes d'edat. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup. *p<0.05 vs AAV8-CAG-NUL.

2.6. Analisi de la inflamaci6 al teixit adipds blanc

En incrementar 'acumulacioé de greix al teixit adipés blanc, s’ha observat que
canvia la composicio de les cél-lules immunitaries presents al mateix, augmentant

principalment el nombre de macrofags (Choe et al.,, 2016). A mesura que avanca
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'obesitat, els macrofags proinflamatoris M1 s'infiltren al teixit adipdés causant
resisténcia a la insulina i els adipocits morts atreuen més macrofags M1 formant-se
estructures en forma de corona que desencadenen una resposta inflamatoria local
(Choe et al.,, 2016). L'augment de la inflamacié del teixit adip6s blanc provoca
I'alliberament de citocines pro-inflamatories que, juntament amb lincrement de la
hipoxia i la fibrosis, donen lloc a la disfuncié dels adipocits que provoca la reduccio
dels nivells d’adiponectina i finalment la reduccié de la sensibilitat a la insulina (Choe et
al., 2016; Pellegrinelli et al., 2016; Rosen et al., 2014).

Es per aixd que a continuacio es va valorar la inflamacio de 'eWAT mitjancant
I'analisi immunohistoquimic contra MAC2 (Galectin-3, proteina de la superficie cel-lular
dels macrofags), marcador de macrofags, i la quantificacio dels nivells d’expressio
mitjangant RT-PCR de marcadors especifics de macrofags com F4/80 (EGF-like
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1) i CD68 (Cluster of
Differentiation 68). Es va observar una clara disminucié de la inflamacio en 'eWAT
dels animals administrats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT en comparaci6 amb els
animals tractats amb AAV8-CAG-NUL tant a nivell histologic com en l'analisi de

I'expressio de gens claus mitjangant RT-PCR (Figura 44A-B).

Aixi mateix, donat que la hiperplasia observada al teixit adipés blanc anava
acompanyada de la reduccié de la inflamacié a nivell local, es van avaluar mitjancant
ELISA els nivells d’adiponectina, hormona secretada pels adipocits i inversament
relacionada amb el desenvolupament de resistencia a la insulina (Paniagua et al.,
2016). Els animals administrats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT van mostrar nivells molt
superiors d’'adiponectina en relacio al grup tractat amb AAV8-CAG-NUL (Figura 44C).

L'augment de la hiperplasia, juntament amb la reduccié de la inflamacio
localment al teixit adipés blanc i I'increment dels nivells d’adiponectina en sang,
suggerien que tot i contenir més greix, el teixit adipdés blanc dels ratolins ob/ob
administrats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT s’estava expandint d’una manera més

saludable que el dels animals administrats amb AAV8-CAG-NUL.
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Figura 44. Avaluaci6 de la inflamacio del teixit adipds blanc epididimal i dels nivells d’adiponectina

en serum. (A) Tincié immunohistoquimica contra Mac2 (marré) en seccions d’eWAT de ratolins ob/ob 13
setmanes post-administracié intra-eWAT de 10'2 vg de AAV8-CAG-NUL i AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.
Magnificacio original x200. (B) Analisi per RT-PCR dels nivells d'expressié en eWAT de CD68 i F4/80 i (C)
nivells d’adiponectina en sérum en els mateixos grups experimentals. Els resultats s’expressen com la
mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup. **p<0.01, **p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.

2.7. Analisi del fetge

Tal i com s’ha descrit anteriorment, el BMP7 promovia I'acumulacié de greix als
teixits adiposos blancs pero no al fetge (Figura 36). Es va analitzar també el fetge dels
ratolins ob/ob i es va examinar l'acumulaci6 de greix mitjangcant tincio
d’hematoxilina/eosina en seccions del teixit. Es va observar una lleugera disminucio de
'acumulacio de greix al fetge del grup AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 45A), la qual
es va corroborar quan es va determinar el contingut de triglicérids del teixit (Figura
45B).
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Figura 45. Analisi de la morfologia, contingut de ftriglicerids i nivells d’expressié de gens
involucrats en la sintesi de lipids i la B-oxidacié en el fetge. (A) Tincié hematoxilina/eosina en
seccions de fetge de ratolins ob/ob 13 setmanes post-administracié intra-eWAT de 10%? vg de AAV8-CAG-
NUL o AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Magnificacié original x100 i x400 (inset). (B) Contingut de triglicérids en
el fetge i (C-D) analisi per RT-PCR dels nivells d’expressio en el mateix teixit de gens involucrats en la
lipogénesi (SREBf1, ACC1, FASN, SCD1, ChREBP i ACC2) (C) i la B-oxidacio (PGC1la, PPARa, ACADM,
ACADL i CPT2) (D). Els resultats s’expressen com la mitjana £+ EEM. n= 8-10 animals per grup. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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A més, també es van analitzar els nivells d’expressié de gens involucrats en la
lipogénesi i la B-oxidacio al fetge (Figura 45C,D). Tot i observar un augment en els
nivells d’expressio de ChREBP i ACC2, la majoria dels gens lipogénics analitzats no
van variar, pel que no es produien canvis generalitzats en la lipogénesi del fetge dels
animals administrats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 45C). Respecte a la B-
oxidacio, hi havia una clara reduccié del proceés, representada per una disminucio
estadisticament significativa en I'expressiéo de I'acil-Coenzim A deshidrogenasa de
cadena mitja (ACADM) i carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2), i una tendéncia en
reduir I'expressi6 de PGCla, PPARa i I'acil-Coenzim A deshidrogenasa de cadena
llarga (ACADL) (Figura 45D). Aquesta reducci6 de la B-oxidaci6 podria ser
consegliencia de la reduccié de 'acumulacié de greix al fetge, ja que per tant no seria

necessari que es produis la induccié de la seva oxidacio.

Molts estudis han demostrat que 'obesitat dona lloc a inflamacié hepatica que
estd associada a un substancial increment en el nombre de macrofags en el fetge
(Johnson et al., 2013; Osborn et al., 2012). Tenint en compte la reduccié de
'acumulacio de greix observada en el fetge de ratolins ob/ob tractats amb AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT, es van analitzar els nivells de macrofags en aquest teixit mitjancant
'analisi immunohistoquimic contra MAC2 (Figura 46A), i la quantificacié dels nivells
d’expressio de F4/80 i CD68, marcadors de macrofags (Figura 46B-C). Es va observar
que el fetge dels animals tractats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT presentava una
reduccio del nombre de macrofags (Figura 46A) i, al mateix temps, una reduccio en els
nivells d’expressiéo de CD68 (Figura 46B). No es van observar canvis en els nivells
d’expressio de F4/80 (Figura 46B).
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Figura 46. Avaluaci6 de la inflamacié al fetge. (A)  Tincié immunohistoquimica contra Mac2 (marrd) en
seccions d’eWAT de ratolins ob/ob 13 setmanes post-administracio intra-eWAT de 102 vg de AAV8-CAG-
NUL o AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Les fletxes indiquen les cél-lules Mac2*. Magnificacié original x200 i
x400 (inset). (B) Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressié en fetge de CD68 i F4/80. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM, n=8-10 animals per grup. **p<0.01 vs AAV8-CAG-NUL.

2.8. Analisi dels parametres sérics i dels tests de sensibilitat a la insulina i

tolerancia a la glucosa

Els ratolins ob/ob després del tractament amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT van
mostrar un important augment en l'adipogenesi, reduccié de la mida dels adipocits,
augment dels nivells d'adiponectina, reduccié de la inflamacié i disminucié de

I'acumulacio de greix al fetge, fet que podria resultar en una millora en la sensibilitat a
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la insulina. D’altra banda, s’ha descrit que el model animal ob/ob a més de ser obés,
presenta una acusada hiperinsulinemia (Wang et al., 2014). Per aquest motiu, es van
determinar la glucémia i la insulinémia en condicions d’alimentacio i la insulinémia en
deju. Tot i que no es van observar variacions en la glucémia en alimentacié (Figura
47A), el grup administrat amb els vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT va presentar una
important reduccié en els nivells d’insulina circulant tant en condicions d’alimentacié
com en deju (al voltant de 35%) (Figura 47B-C).

A més a més, els ratolins ob/ob sén un model d’obesitat que entre d’altres
alteracions, presenta hiperlipidemia (Kim et al., 2007; Lindstrom, 2007; Wang et al.,
2014). Per tal d’avaluar com afectava el tractament amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT a
'augment de lipids a nivells sistemic, es van quantificar els nivells de triglicérids. Es va
observar una baixada estadisticament significativa en els nivells de triglicerids en el
grup tractat amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT respecte al grup AAV8-CAG-NUL (Figura
47D).

Tenint en compte els canvis en la insulinémia observats, es va avaluar la
sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la glucosa. Tot i que es va observar una
lleugera millora en la sensibilitat a la insulina en el grup tractat amb AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT (Figura 47E), la tolerancia a la glucosa es veia empitjorada en aquest grup
respecte al grup AAV8-CAG-NUL (Figura 47F).

Per tant, els resultats obtinguts a llarg termini en tractar ratolins ob/ob intra-
eWAT amb vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT indicaven que es produia un augment
dels nivells circulant de BMP7 i la transduccié dels diposits adiposos blancs mentre
gue el teixit adip6s marro i el fetge presentaven nivells baixos d’expressié de BMP7.
L'augment local de BMP7 a I'eWAT i I"WAT promovia l'increment de la massa
d’aquests diposits que alhora provocava un augment del pes corporal dels ratolins no
associat a 'augment de la ingesta d’aliments (Figura 48). A més, aquest augment de la
massa corporal no estava vinculat a I'acumulacié de greix al fetge (Figura 48). Els
efectes de BMP7 al teixit adip6s blanc incloien I'increment de I'expansio del teixit per
hiperplasia, caracteritzada per la reduccioé de la mida dels adipocits, la reduccié de la
inflamacié i 'augment de la sensibilitat a la insulina (Figura 48). La hiperplasia estava
lligada a un augment de I'adipogénesi generalitzada, amb I'increment de marcadors de

preadipacits, de diferenciacié i d’adipocits madurs (Figura 48).
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Figura 47. Avaluacioé dels parametres sérics i de la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la
glucosa. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d’edat es van tractar intra-eWAT amb 102 vg dels
vectors virals AAV8-CAG-BMP7-dmiRT o AAV8-CAG-NUL. Es va mesurar (A) la glucemia i (B) la
insulinemia en alimentacié 13 setmanes post-AAV. (C) Nivells d’insulina en deju 10 setmanes post-AAV.
(D) Nivells circulants de triglicérids 13 setmanes post-AAV. (E) Test de tolerancia a la insulina (ITT) 8
setmanes post-AAV. (F) Test de tolerancia a la glucosa (GTT) (1 g glucosa/kg) 10 setmanes post-AAV.
Dades representades com la mitjana £ EEM. n=8-10. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs AAV8-CAG-NUL.
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Figura 48. Efectes metabolics a llarg termini de I'administracioé intra-e WAT dels vectors AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT. L’administracio intra-eWAT de 10'? vg dels vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT en ratolins
alimentats amb dieta estandard o alta en lipids aixi com en ratolins ob/ob va promoure la sobreexpressio
de BMP7 principalment a I'eWAT i I'WAT, aixi com també I'increment dels nivells circulants d’aquest
factor. Els ratolins ob/ob tractats intra-eWAT amb els vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT van augmentar el
seu pes corporal degut a I'expansié del teixit adipds blanc per 'augment de I'adipogénesi del adipocits
blancs. A més, tant en ratolins alimentats amb dieta estandard o alta en lipids i en ratolins ob/ob,
I'administracio intra-eWAT de vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT va mediar la reduccié de la mida dels
adipocits. Els ratolins ob/ob també van mostrar una reduccié de la inflamacié del WAT i nivells circulants
incrementats d’adiponectina. D’altra banda, aquest ratolins també van presentar menor acumulacié de
greix ectopic i de triglicerids al fetge aixi com una disminucié de la inflamacioé en aquest teixit. Com a
consequeéncia, els ratolins ob/ob tractats localment al eWAT amb vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT van
millorar la sensibilitat a la insulina.

Aquests resultats eren discordants amb els efectes a curt termini préviament
descrits per 'augment dels nivells de BMP7 circulants mitjangant la sobreexpressio
d'aquest factor a fetge després del tractament amb vectors adenovirals: reduccié del
guany de pes corporal, promocié del desenvolupament del teixit adip6s marré i
increment de [l'oxidacié d'acids greixosos, l'activitat mitocondrial i la despesa
energeética (Schulz et al., 2013; Townsend et al., 2012; Tseng et al., 2008). Aixo podria
ser degut a la baixa transduccié de I'BAT i que els nivells circulants de BMP7
obtinguts per la transferencia local de BMP7 I'eWAT eren inferiors als reportats

anteriorment.

111






Part-1D. Avaluacio dels efectes de BMP7 en el teixit
adipos de ratolins ob/ob després de la transducci6 del

fetge mitjancant vectors AAVs






Resultats

A continuacié es va analitzar si nivells circulants de BMP7 similars als de
I'experiment anterior provocaven efectes semblants al teixit adipds per tal de descartar
I'efecte local de la sobreexpressiéo de BMP7 al WAT. Per aquest motiu, es va utilitzar
una nova estrategia mitjancant la sobreexpressio especifica de BMP7 al fetge. Per tal
d’assolir aquest objectiu, es van administrar per via intravenosa vectors AAV que
codificaven per BMP7 sota el control d’'un promotor especific de fetge, de manera que

aquest organ actues com a bomba secretora de BMP7 a la circulacio.
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1. GENERACIO DEL VECTOR AAV8-hAAT-BMP7

Per tal de sobreexpressar el BMP7 al fetge i aixi poder augmentar els nivells
circulants d’aquest factor, es van generar vectors plasmidics que codificaven pel BMP7
optimitzat sota el control del promotor de l'alfa-1-antitripsina humana (hAAT), especific
de fetge, tal i com s’havia demostrat anteriorment en el nostre laboratori (pAAV-hAAT-
BMP7) (Vila et al., 2014). D’altra banda, com a control es va generar un plasmidi no
codificant que portava la mateixa sequiéncia del promotor hAAT, el senyal de poli A i
les ITRs que el vector (pAAV-hAAT-NUL) (Figura 49).

= ITR2 ITR2
= ITR2= hAAT pAM ITR2
Figura 49. Representacié esquematica del vector AAV per a expressar BMP7 especificament a

fetge. En la part superior de la figura es mostra la representacié esquematica del constructe que permet
expressar especificament BMP7 a fetge. Aquest constructe codificava per BMP7 optimitzat sota el control
del promotor de I'alfa-1-antitripsina humana (hAAT) (pAAV-hAAT-BMP7). En la part inferior es mostra el
constructe control que no codificava per cap transgén i contenia el promotor hAAT (pAAV-hAAT-NUL).
ITR2: Inverted Terminal Repeats de AAV2; hAAT: promotor de la human alpha 1-anti-trypsin; BMP7:
sequéncia optimitzada del CDS muri per BMP7; pA: poli A, seqiiéncia de poliadenilacié. Els constructes
no estan representats a escala.

A partir d’'aquests constructes es van generar vectors AAV8 que es van produir

utilitzant el sistema de triple transfeccié en cel-lules HEK293 i van ser posteriorment

purificats i quantificats, segons es detalla a I'apartat de Material i Métodes.

2. ESTUDI DELS EFECTES A LLARG TERMINI DE L'AUGMENT DELS
NIVELLS CIRCULANTS DE BMP7 PER A LA SOBREEXPRESSIO
D’AQUEST FACTOR EN EL FETGE DE RATOLINS ob/ob

Es van estudiar els efectes a llarg termini de la sobreexpressié de BMP7 en el
fetge de ratolins ob/ob. Amb aquesta finalitat, es va procedir a realitzar 'administracié
intravenosa de 5x10!! vg/ratoli dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL,
dosi que permet la transducci6 del voltant del 55% dels hepatocits (Vila et al., 2014),
en ratolins ob/ob d'11 setmanes d'edat. El vector viral AAV8-hAAT-NUL es va
administrar com a control a la mateixa dosi. A continuacié, es va fer un seguiment dels

animals fins a les 31 setmanes d’edat i es van realitzar proves metaboliques com el
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test de la tolerancia a la insulina (ITT) i el test de tolerancia a la glucosa (GTT). Un cop
finalitzat el seguiment, es van sacrificar els animals i es van disseccionar diversos

teixits adiposos i altres teixits somatics per al seu posterior analisi (Figura 50).

- AAVS-hAAT-BMP7

. ?‘ 5x101vg
- AAV8-hAAT-NUL

Pes, glucémia i ingesta

Edat: 11 19 21 23 25 27 29 31
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Expressio génica
Parametres sérics

Figura 50. Disseny experimental. Ratolins ob/ob mascles d’11 setmanes d’edat es van administrar per
via intravenosa amb 5x10'! vg dels vector virals AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL. Els animals es
van sotmetre a un seguiment setmanal de pesos, ingesta d'aliments i glucemies. A les 8 i 10 setmanes
post-AAV es va realitzar un ITT i un GTT, respectivament. Posteriorment, a les 19 setmanes post-AAV es
van sacrificar els animals i es van disseccionar els teixits per realitzar un analisi a nivell histologic. També
es van analitzar els nivells d’expressié de BMP7 i d’altres gens que participen en el procés de browning i
en l'adipogénesi. A més, es van mesurar els nivells circulants de BMP7, d’ insulina i d’adiponectina.

2.1. Avaluacio dels nivells circulants de BMP7, seguiment del pes i ingesta
d’aliments i determinacié dels pesos dels teixits en els ratolins ob/ob tractats
amb AAV8-hAAT-BMP7

El seguiment setmanal dels pesos va evidenciar que no hi havia diferéncies ni
en pes absolut ni en guany de pes entre grups (Figura 51A-B), fet que es contraposava
a l'increment de pes observat mitjangcant 'administracio local dels vectors AAV8-CAG-
BMP7-dmiRT a I'eWAT (Figura 34A-C). Tampoc es van observar diferencies en la
ingesta d'aliments entre grups (Figura 51C).

En sacrificar els animals 19 setmanes post-administracié dels vectors AAVS8-
hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL, es va comprovar la sobreexpressio de BMP7

mitjancant RT-PCR en el fetge. Aixi, es va observar que els animals administrats amb
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els vectors AAV8-hAAT-BMP7 mostraven un augment considerable dels nivells
d’expressi6 de BMP7 en aquest teixit, mentre que el grup nul no expressava el
transgéen (Figura 51A). Aixi mateix, es van quantificar els nivells circulants de BMP7, i
es va obtenir una concentracio d’aproximadament 550 pg/mL en el grup AAV8-hAAT-
BMP7 (Figura 51B), valor superior, pero dintre del mateix rang, de I'obtingut després
del tractament intra-eWAT amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 35B). D’altra banda,
els nivells circulants de BMP7 en els ratolins ob/ob tractats amb AAV8-hAAT-NUL eren
indetectables (Figura 51B).
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Figura 51. Evolucio del pes, ingesta d’aliments i nivells d’expressié i sérics de BMP7. Ratolins ob/ob

mascles d’11 setmanes d’edat es van tractar per via intravenosa amb 5x10% vg dels vectors virals AAVS-
hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL. (A) Evolucié del pes en grams (g) o (B) del guany de pes (en % del pes
inicial). (C) Mitjana de la ingesta d’'aliments diaria en g/dia. (D) Analisi dels nivells d’expressié de BMP7
optimizat (0BMP7) en fetge per RT-PCR i normalitzats per Rplp0. (E) Nivells sérics de BMP7. Tots els
analisis es van dur a terme 19 setmanes post-AAV. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-
10 animals/grup. ND: No detectat.
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A continuacio, es va mesurar el pes del fetge, eWAT, IWAT, rWAT, mWAT i
iIBAT. A diferéncia del que s’havia observat en els ratolins ob/ob tractats intra-eWAT
amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 36), els ratolins ob/ob tractats amb AAVS8-
hAAT-BMP7 no presentaven canvis en el pes dels teixits avaluats entre els dos grups

analitzats (Figura 52).
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Figura 52. Pesos dels teixits. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d’edat es van tractar per via
intravenosa amb 5x10% vg dels vectors virals AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL i 19 setmanes post-
AAV es va mesurar el pes de eWAT, IWAT, rWAT, mWAT, iBAT i fetge. Els resultats s’expressen com la
mitjana + EEM. n=8-10 animals per grup.

2.2. Analisi de I'adipogénesi en els teixits adiposos blanc i marré

En la Part-IB i IC es va observar que I'administracié local a 'eWAT de BMP7
induia un augment de la hiperplasia dels teixits adiposos blancs. Per aquest motiu es
va determinar si també es produia en el teixit adipés blanc i marr6 després de
I'administracio intravenosa dels vectors AAV8-hAAT-BMP7, amb el qual s’assolien uns

nivells circulants de BMP7 del mateix ordre.

2.2.1. Analisi de I'adipogénesi en el teixit adipds blanc epididimal

En primer lloc es va realitzar una tinci6 d’hematoxilina/eosina de seccions
d’eWAT per a analitzar la morfologia del teixit, pero no es van observar diferéncies en
la mida dels adipocits entre els grups AAV8-hAAT-BMP7 i AAV8B-hAAT-NUL (Figura
53A). La quantificacié de l'area mitjana i la distribucié de l'area dels adipocits va
confirmar aquesta observaci6 (Figura 53B-C), ja que els animals que
sobreexpressaven BMP7 presentaven una mida d'adipocits similar a la dels ratolins
administrats amb AAV8-hAAT-NUL.
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A continuacid, per tal de confirmar que no s’activava I'adipogenesi a I'eWAT, es
van analitzar els nivells d’expressié de gens reguladors d’aquest procés i de gens
activats en els adipocits madurs. Com era d’esperar després dels resultats de I'analisi
histologic, no es van observar canvis en els gens que regulen l'adipogenesi (Figura
54A) ni en gens induits en l'estadi d’adipocits madurs, a excepcio de la disminucié de

I'expressio d’ATGL, enzim clau en la degradacio de triglicérids al WAT (Figura 54B).
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Figura 53. Analisi de la morfologia, area mitja i distribucio dels adipocits per area del teixit adipés

blanc epididimal. Ratolins ob/ob 19 setmanes post-administracié intravenosa amb 5x10*! vg dels vectors
virals AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL. (A) Tincié hematoxilina/eosina en seccions d'eWAT,
Magnificacié original x200. (B) Area mitjana dels adipocits blancs en I'eWAT. (C) Distribuci6 de
frequiéncies de 'area dels adipocits en els mateixos grups experimentals. Els resultats s’expressen com la
mitjana £ EEM. n=8-10 animals per grup.
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Figura 54. Nivells d’expressié de gens reguladors de I'adipogénesi i gens marcadors d’adipocits
madurs en eWAT. (A-C) Analisi per RT-PCR dels nivells d'expressié en 'eWAT de gens repressors
(PREF1 i NDN) i inductors (CEBPB, CEBPa i PPARY) de la diferenciacio d’adipocits (A) i gens marcadors
d’adipocits madurs (B). Tots els analisis es van dur a terme 19 setmanes post-administracié intravenosa
de 5x10! vg d’AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL en ratolins ob/ob d’l1l setmanes d'edat. Els
resultats s'expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup. **p<0.01 vs AAV8-hAAT-NUL.

Aquests resultats confirmaven que tot i presentar nivells circulants de BMP7
similars als dels animals administrats intra-eWAT, aquests no eren suficients per induir
el procés d’adipogénesi en 'eWAT. Tot suggerint que era necessari uns nivells locals

del factor molt elevats per induir aquest procés.

2.2.2. Analisi de I'adipogénesi en el teixit adipds blanc inguinal

També es va analitzar la morfologia de I'WAT mitjancant la tincié de seccions
del teixit amb hematoxilina/eosina. Tal i com s’havia observat en 'eWAT, no es van
detectar canvis en la mida dels adipocits entre els dos grups experimentals analitzats
(Figura 55A).
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Figura 55. Morfologia del teixit adipds inguinal i expressié de gens involucrats en I'adipogénesi i

de gens marcadors d’adipocits madurs. (A-C) Analisi en I'WAT d'ob/ob 19 setmanes post-
administracié de 5x10'! vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-NUL o AAV8-hAAT-BMP7 mitjancant tincié
hematoxilina/eosina (magnificacid original x200) (A), RT-PCR per gens reguladors de I'adipogénesi:
PREF1, NDN, WNT10b, CEBPS, CEBPa i PPARYy (B), igens d’adipocits madurs: FABP4, PLIN1, GLUT4,
ATGL i HSL (C). Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-10 animals per grup.
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Seguidament es van quantificar els nivells d’expressié de gens involucrats en
'adipogeénesi del teixit adipés com PREF1, NDN i WNT10b, gens codificants per
inhibidors de la diferenciacid, i CEBPB, CEBPa i PPARYy, gens inductors del procés
(Figura 55B). Alhora, també es va determinar I'expressié de gens propis dels adipocits
madurs com FABP4, PLIN1, GLUT4, ATGL i HSL (Figura 55C). En cap de les
determinacions esmentades anteriorment es van observar canvis entre els dos grups

experimentals analitzats (Figura 55B-C).

Per tant, tot i l'increment dels nivells circulants de BMP7 mitjancant el
tractaments amb AAV8-hAAT-BMP7, no es produia la induccié de l'adipogenesi de
'eWAT o IWAT. Aguestes observacions es contraposaven al que s’havia observat en
la Part-IB i IC, on l'administracio intra-eWAT dels vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT
promovia la reduccié de la mida dels adipocits en els teixits adiposos blancs gracies a
la inducci6 de la maquinaria de l'adipogenesi (Figures 38-41). Per tant, aquest
resultats suggerien que el responsable de l'adipogenesi en els diposits adiposos
blancs era I'accié paracrina/autocrina de BMP7 que es sobreexpressava localment en

aquests teixits.

2.2.3. Analisi de I'adipogénesi en el teixit adipdés marrd interescapular

Anteriorment s’havia descrit que el cultiu de precursors d’adipocits amb BMP7
induta la seva determinacié i diferenciacié cap a adipocits marrons madurs (Tseng et
al., 2008). Per tant, es va analitzar la morfologia del iBAT i es va quantificar I'expressio
de gens reguladors de I'adipogénesi en general com CEBPf, CEBPa, PPARy, PREF1
i NDN, aixi com també especificament de I'adipogénesi del teixit adipds marr6 com
PRDM16. No es van observar canvis aparents en la morfologia del teixit (Figura 56A)

ni en els gens involucrats en I'adipogénesi del teixit adipds marré (Figura 56B).

A més, es van quantificar els nivells d’expressié de gens marcadors d’adipocits
madurs com FABP4, PLIN1, GLUT4, ATGL i HSL, i tampoc es van observar canvis

estadisticament significatius en I'expressié de cap d’aquests factors (Figura 56C).

Aquests resultats eren semblants als obtinguts mitjancant I'administracié local a
'eWAT d'AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 42). Per tant, els resultats semblaven
indicar que els nivells circulants de BMP7 que s’obtenien mitjancant ambdues
aproximacions de transferéncia génica de BMP7 al teixit adip6s blanc o al fetge no
eren suficients per a induir in vivo I'adipogénesi dels adipocits marrons mediada per
BMP7.
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Figura 56. Morfologia del teixit adipés marr6 interescapular i expressio de gens involucrats en
I'adipogenesi i de gens marcadors d’adipocits madurs. (A-C) Analisi de I'BAT de ratolins ob/ob d'19
setmanes post-administracié de 5x10'! vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-NUL o AAV8-hAAT-BMP7
mitjangant tincié hematoxilina/eosina (magnificacié original x200) (A), per RT-PCR de gens reguladors de
'adipogénesi com PREF1, NDN, WNT10b, CEBPB, CEBPa, PPARy, PRDM16 (B), i de gens
caracteristics d'adipocits madurs com FABP4, PLIN1, GLUT4, ATGL i HSL (C). Els resultats s’expressen
com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup.
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2.3. Analisi de I'activacid i la biogénesis mitocondrial en el teixit adipdés marré

L'augment dels nivells circulants de BMP7 in vitro (Townsend et al., 2012;
Tseng et al., 2008) o el cultiu d’adipocits marrons in vitro (Townsend et al., 2013;
Tseng et al., 2008) és capag¢ d'activar el BAT induint la termogénesi i la biogénesi
mitocondrial. Per tant, donat els nivells circulants de BMP7 en el nostre estudi, es va
analitzar si es modificava I'expressio de gens que participen en aquests processos tals
com: gens termogeénics (UCP1 i CIDEA), regulador de la biogénesis mitocondrial
(PGCl1a) i transportadors d’acids grassos (CD36 i CPT1a) (Figura 56).

Tot i I'increment dels nivells circulants obtinguts mitjancant el tractament amb
AAV8B-hAAT-BMP7, no es van observar canvis entre grups en cap dels gens analitzats
(Figura 56). Aquests resultats eren similars als obtinguts en la Part-IC mitjancant el
tractament intra-eWAT amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT (Figura 43). Per tant, semblava
que els nivells circulants de BMP7 obtinguts per ambdoés tractaments no eren

suficientment elevats per induir I'activacié del teixit adipds marro.
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Figura 57. Nivells d’expressié de gens involucrats en l'activitat del teixit adipdés marro. Analisi per

RT-PCR de I'expressi6 dels gens UCP1, CIDEA, PGCla, CD36 i CPTla en I'iBAT d’ob/ob administrats
intravenosament amb 5x10% vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup.

2.4. Determinacio de la inflamacié al teixit adipos blanc

La inflamacié és un clar indicador de l'estat dels teixits durant I'obesitat, per

aixo es va analitzar la inflamacio de I'eWAT dels ratolins ob/ob tractats amb AAVS-
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hAAT-BMP7 mitjancant I'analisi immunohistoquimic de seccions d’aquest teixit amb
anticossos contra MAC2, marcador de macrofags (Figura 58A), i la quantificacio
mitjangant RT-PCR de marcadors especifics de macrofags com F4/80 i CD68 (Figura
58B). Tot i que si que es va observar la disminucié dels nivells d’expressié de CD68 en
els animals tractats amb AAV8-hAAT-BMP7, no es van determinar canvis clars en

I'expressio de F4/80 ni en el marcatge de MAC2 entre grups (Figura 58A-B).

D’acord amb les observacions obtingudes amb el tractament amb AAV8-hAAT-
BMP7, mitjancant el qual no es produien canvis en el teixit adipds blanc a nivell
d’adipogenesi ni d’inflamacié, tampoc es van observar canvis en els nivells circulant

d’adiponectina entre grups (Figura 58C).
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Figura 58. Avaluaci6 de la inflamacio del teixit adipds blanc epididimal i dels nivells d’adiponectina

en serum. (A) Tincié immunohistoquimica contra Mac2 (marré) en seccions d’eWAT de ratolins ob/ob 19
setmanes post-administracié intravenosa de 5x10'! vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-NUL o AAVS-
hAAT-BMP7. Magnificacié original x200. (B) Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressié en 'eWAT de
CD68 i F4/80. (C) Nivells d'adiponectina en serum en els mateixos grups experimentals. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM. n= 8-10 animals per grup. *p<0.05 vs AAV8-hAAT-NUL.
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2.5. Analisi del fetge

Donat que la sobreexpressié de BMP7 mediada pels vectors AAV es produeix
especificament al fetge i que aquest és un teixit metabolicament molt rellevant, es va
analitzar la seva morfologia. En primer lloc es va examinar 'acumulacié de greix
mitjancant tinci6 d’hematoxilina/eosina en una seccié del fetge, perd no es van
observar diferencies entre grups (Figura 59A). Posteriorment, es va determinar el nivell
del contingut de triglicerids en el fetge. Tot i ser estadisticament superiors en el grup
d’animals tractats amb AAV8-hAAT-BMP7 respecte al grup AAV8-hAAT-NUL, aquesta
diferéncia era poc significativa, ja que no es correlacionava ni amb un augment del pes
del teixit ni amb un aparent augment de I'acumulacid de greix a nivell morfologic
(Figura 59B). Per tant, els ratolins ob/ob tractats amb AAV8-hAAT-BMP7 no
mostraven cap millora en el contingut de greix al fetge en comparacié amb els ob/ob

controls.

A B

O AAVS8-hAAT -NUL
B AAVS8-hAAT-BMP7

Figura 59. Analisi de la morfologia i del contingut de triglicérids en el fetge. (A) Tincid
hematoxilina/eosina en seccions de fetge de ratolins ob/ob 19 setmanes post-administracié intravenosa de
5x10% vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-NUL o AAV8-hAAT-BMP7. Magnificacié original x100 i
x400(inset). (B) Contingut de triglicerids en el fetge. Els resultats s’expressen com la mitjana £ EEM. n= 8-
10 animals per grup. *p<0.05 vs AAV8-hAAT-NUL.
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A continuacié també es van examinar els nivells de macrofags en el fetge
mitjangcant I'analisi immunohistoquimic contra MAC2 (Figura 60A), i la quantificacio
mitjangant RT-PCR de I'expressié de marcadors especifics de macrofags com F4/80 i
CD68 (Figura 60B-C). Tampoc es va observar cap canvi en el nivell d'inflamacié del
fetge dels ratolins tractats amb AAV8-hAAT-BMP7 en relacié amb els administrats amb
AAVB-hAAT-NUL (Figura 60A-C).
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Figura 60. Avaluaci6 de la inflamacié al fetge. (A)  Tincié immunohistoquimica contra Mac2 (marrd) en
seccions d’eWAT de ratolins ob/ob 19 setmanes post-administracié intravenosa de 5x10*! vg/animal dels
vectors AAV8-hAAT-NUL o AAVB-hAAT-BMP7. Les fletxes indiquen les cél-lules Mac2*. Magnificacié
original x200. (B) Analisi per RT-PCR dels nivells d’expressié en fetge de CD68 i F4/80. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM, n=8-10 animals per grup.
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Els resultats de l'analisi del fetge indicaven que tot i augmentar els nivells
d’expressio local en aquest teixit i els nivells circulants de BMP7, no es produia una
disminucié en I'acumulacié de greix. Aquests resultats suggerien que la reduccio dels
triglicéerids i la inflamacié al fetge observada en la Part-IC (Figura 45-46) podria ser el
resultat de l'augment de la capacitat del teixit adip6s blanc per expandir-se, i la

consequent reduccio de I'acumulacié de greix ectopic en teixits com el fetge.

2.6. Analisi de parametres serics i test de sensibilitat a la insulina i tolerancia a la

glucosa

En els experiments descrits en la Part-IB i IC es va observar que es produien
canvis en la sensibilitat a la insulina (Figura 47) induits per la sobreexpressié de BMP7
al teixit adip6s blanc i també molt probablement per 'augment dels nivells circulants
d'aquest factor. En contraposicio, a I'estudi del tractament amb AAV8-hAAT-BMP7 no
s'observaven canvis en el teixit adipés dels ratolins ob/ob. Per aix0d, quan es va
mesurar la glicémia i la insulinémia en alimentacio i en condicions de dejd, no es van
observar canvis en aquests parametres en cap de les condicions (Figura 61A-C).
També es van quantificar els triglicerids a nivell sistémic i en aquest cas tampoc es van

observar diferencies entre grups (Figura 61D).

Finalment, es va avaluar la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la glucosa
mitjancant el test de tolerancia a la insulina i el test de tolerancia a la glucosa. Tot i no
haver-se observat canvis en el teixit adipdés ni el fetge, es va produir una millora en la
sensibilitat a la insulina en els animals tractats amb AAV8-hAAT-BMP7 (Figura 61E).
No obstant, no es van observar canvis en la tolerancia a la glucosa entre els animals
administrats amb AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL (Figura 61F).

Aquests resultats indicaven que tot i no observar canvis en el teixit adipos ni el

fetge dels animals tractats amb AAV8-hAAT-BMP7, 'augment dels nivells circulants de

BMP7 millorava la sensibilitat a la insulina dels animals.
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Figura 61. Avaluacié dels parametres sérics i de la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la
glucosa. Ratolins ob/ob mascles d'11 setmanes d'edat es van tractar per via intravenosa amb 5x10*!
vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-NUL o AAV8-hAAT-BMP7. Es va mesurar (A) la glucémia i (B) la
insulinémia en alimentacié 19 setmanas post-AAV. (C) Nivells d'insulina en deji 10 setmanes post-AAV.
(D) Nivells circulants de triglicerids 19 setmanes post-AAV. (E) Test de tolerancia a la insulina (ITT) 8
setmanes post-AAV. (F) Test de tolerancia a la glucosa (GTT) (1 g glucosa/kg) 10 setmanes post-AAV.
Dades representades com mitjana = EEM. n=8-10. *p<0.05 vs AAV8-hAAT-NUL.
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El tractament amb AAV8-hAAT-BMP7 a la dosi de 5x10'! genomes virals per
animal no va resultar en una millora en I'adipogénesi i la inflamacié del teixit adipos
blanc, tampoc va causa canvis en I'acumulacié de greix i inflamacio del fetge, ni en els
nivells d’'insulina circulants, tal i com s’havia observat mitjangant I'administracié local
intra-eWAT de 'AAV8-CAG-BMP7-dmiRT. Aixo semblava indicar que aquests efectes
es devien a I'acci6 paracrina/autocrina de BMP7 especificament per I'expressio al teixit
adipos blanc. D’altra banda, tant 'administraci6 intra-eWAT com per via intravenosa de
vectors AAV-BMP7 promovia una millora de la sensibilitat a la insulina, que semblava

ser degut en part a 'augment dels nivells circulants de BMP7.

A més, tot i que I'administracié intravenosa d’AAV8-hAAT-BMP7 a la dosi de
5x10'! genomes virals per animal induia 'augment dels nivells circulants de BMP7, no
es reduia el pes dels animals, ni incrementava l'activitat termogenica del teixit adipds
marrd. Aquests resultats suggerien que probablement era necessari augmentar els
nivells circulants de BMP7 per poder exercir un efecte antidiabétic i antiobesogenic a
llarg termini, tal i com s’havia observar préviament en estudis a curt termini de
tractament de ratolins ob/ob amb Ad-BMP7 (Townsend et al., 2012).
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Part-Il. Avaluacio dels efectes de nivells circulants
elevats de BMP7






Resultats

Donat que l'augment dels nivells circulants de BMP7 en els estudis anteriors
portaven a una millora de la sensibilitat a la insulina, perd no contrarestaven
completament la malaltia, en la segona part d’aquesta tesi doctoral es va decidir
estudiar els efectes de nivells circulants molt elevats de BMP7 en l'obesitat i la

resisténcia a la insulina.
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1. ESTUDI DE DOSI RESPOSTA

Amb l'objectiu de determinar si d’administracié de dosis més elevades de
vectors AAV8-hAAT-BMP7 podien mediar nivells sérics de la proteina similars als
descrits en la bibliografia que indueixen efecte terapéutic (Townsend et al., 2012), es
va procedir a realitzar un estudi a curt termini mitjancant I'administracio intravenosa de
diferents dosis de vectors AAV8-hAAT-BMP7 en ratolins C57BL/6 de 8 setmanes
d’edat. Amb aquesta finalitat, es va administrar sistemicament per la vena de la cua el
vector AAV8-hAAT-BMP7 a la dosi de 10%?, 5x10%? i 10 genomes virals per animal,
per tal d'incrementar els nivells circulants de BMP7. El vector viral AAV8-hAAT-NUL es
va administrat a la dosi més elevada, 10** genomes virals per animal, com a control. A
continuacio, es va fer un seguiment durant 3 setmanes, al final del qual es van

determinar els nivells circulants de BMP7 (Figura 62).
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Figura 62. Disseny experimental. Ratolins C57BL/6 de 8 setmanes d’edat es van tractar per via
intravenosa amb dosis de 10'2, 5x10%? i 103 vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 o 103 vg/animal
del vector AAV8-hAAT-NUL. Els animals es van sacrificar a les 3 setmanes post-AAV i es va extreure
serum per mesura nivells de la proteina BMP7, ALT i AST.
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1.1. Nivells sérics de BMP7

Un cop sacrificats els animals 3 setmanes després de l'administracio de
diferents dosis dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL, es van determinar
els nivells sérics de BMP7 mitjancant ELISA. El animals administrats amb els vectors
AAV8-hAAT-BMP7 presentaven un augment considerable dels nivells séerics de BMP7,
mentre que els animals administrats amb AAV8-hAAT-NUL mostraven nivells no
detectables de la proteina en sérum (Figura 63). Els animals tractats amb 10 vg de
vector AAV8-hAAT-BMP7 presentaven nivells de BMP7 del voltant de 20000 pg/mL
(Figura 63), mentre que els ratolins tractats amb dosis de 5x10%? i 103 vg presentaven
150000 i 300000 pg/mL, respectivament (Figura 63). Totes les dosis testades donaven
lloc a nivells circulants de BMP7 molt superiors als mediats per la dosi anteriorment
utilitzada en la Part-ID en que es van administrat vectors AAV8-hAAT-BMP7 a la dosi
de 5x10'! vg/animal (Figura 51). A més, es va observar que les dosis d’AAVs de
5x10'? i 10'® vg/animal mediaven uns nivells circulants de BMP7 de l'ordre dels
descrits en els estudis a curt termini després de I'administracio intravenosa de I'Ad-
BMP7 en ratolins obesos induits per la dieta i ratolins ob/ob i que era del voltant de
300000 pg/mL (Townsend et al., 2012).

450000 O AAVS-hAAT-NUL 10 2
400000 - [ AAVB-hAAT-BMP7 10 22
350000 - E AAVS-hAAT-BMP7 5x10 12
300000 - B AAVS-hAAT-BMP7 10 13
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150000
100000 7
30000 7
20000 -
10000 T
0

[BMP7] (pg/mL)

A}
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Figura 63. Nivells serics de BMP7. Ratolins C57BL/6 de 8 setmanes d'edat es van tractar per via
intravenosa amb dosis de 10'?, 5x10*? i 10*3 vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 i 102 vg/animal
del vector AAV8-hAAT-NUL. Quantificacié dels nivells sérics de BMP7 3 setmanes post-AAV. Els resultats
s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-10 animals/grup. ND: No detectat.
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1.2. Avaluacio del dany hepatic

Per determinar si 'administracié sistémica dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 a
dosis elevades induia dany hepatic, es van mesurar 3 setmanes post-injeccio els
nivells circulants de les transaminases, Aspartat Aminotransferasa (AST) i Alanina
Aminotransferasa (ALT), principals marcadors de dany hepatic (Chen et al., 2015). Cap
dels dos marcadors de dany hepatic analitzats va mostrar variacions entre els grups
tractats amb AAV8-hAAT-BMP7 o AAV8-hAAT-NUL respecte el control sense injectar
(Figura 64). Aquests resultats indicaven que tot i que la dosis d’AAV administrada era

molt elevada, no causava dany hepatic.

L’administracié intravenosa dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 a la dosi de 5x10*2
vg per animal era la més baixa que permetia assolir nivells circulants de BMP7 de
I'ordre dels aconseguits per administracio intravenosa de dosis elevades d’Ad-BMP7
(Townsend et al., 2012) sense induir dany hepatic. Per aquest motiu, es va utilitzar
aquesta dosi com a dosi més alta per a tractar ratolins C57BL/6 que havien estat

préviament alimentats amb HFD, model d’obesitat i resisténcia a la insulina.
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Figura 64. Nivells serics de marcadors de dany hepatic. Ratolins C57BL/6 de 8 setmanes d’edat es

van tractar per via intravenosa amb dosis de 102, 5x10%2 i 103 vg/animal dels vectors AAV8-hAAT-BMP7
i 1013 vg/animal del vectorAAV8-hAAT-NUL. Quantificacié dels nivells sérics (A) d’ALT i (B) d’AST 3
setmanes post-AAV. Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-10 animals/grup.

138



Resultats

2. ESTUDI DELS EFECTES A LLARG TERMINI DE NIVELLS CIRCULANTS
ELEVATS DE BMP7 EN RATOLINS ALIMENTATS AMB DIETA ALTA EN
LIPIDS

Per tal d’avaluar els efectes antidiabétics i antiobesogenics de nivells circulants
elevats de BMP7 es va fer servir animals C57BL/6 de 8 setmanes que van ser
alimentats amb HFD. Posteriorment, a les 6 setmanes des de I'inici de la dieta, es va
realitzar 'administracio dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 per via intravenosa a dosis de
102, 2.5x102 i 5x10'2 vg per animal. El vector AAV8-hAAT-NUL es va administrat a la
dosi de 5x10% vg per animal com a control negatiu. A més, es va mantenir un grup
tractat amb 5x10% vg per animal del vector AAV8-hAAT-NUL alimentat amb dieta
estandard com a control de la HFD. Aixi doncs, es va fer un seguiment setmanal del
pes, glucémia i ingesta d'aliments dels animals i es van dur a terme proves
metaboliques com la determinacio del gast energétic, el test de la tolerancia a la
insulina (ITT) i el test de tolerancia a la glucosa (GTT) per tal d’avaluar si 'augment
dels nivells circulants de BMP7 mitjancant la sobreexpressio al fetge de BMP7
mediada pel vector AAV8-hAAT-BMP7 era capa¢ de prevenir I'augment de pes i/o

millorar la sensibilitat a la insulina (Figura 65).
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Figura 65. Disseny experimental. Ratolins mascles C57BL/6 de 8 setmanes d’edat es van alimentar
amb HFD i es van administrar a les 14 setmanes d'edat per via intravenosa amb dosis de 102, 2.5x10%? i
5x10'2 vg/animal dels vector virals AAV8-hAAT-BMP7 i 5x10%2 vg/animal del vector AAV8-hAAT-NUL. Els
animals es van sotmetre a un seguiment setmanal del pes, ingesta d’aliments i glucemia. A les 17
setmanes post-AAV es va avaluar el gast energétic. Posteriorment a les 17 i 19 setmanes post-AAV es va
realitzar un ITT i un GTT, respectivament. Els animals segueixen en seguiment.
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2.1. Avaluacié de seguiment del pes i ingesta d'aliments i determinacié dels

nivells circulants de BMP7

Es va avaluar el pes dels animals alimentats amb HFD i tractats amb vectors
AAVB-hAAT-BMP7 versus els tractats amb vectors AAV8-hAAT-NUL alimentant amb
chow o HDF (Figura 66A). Els animals administrats per via intravenosa amb dosis de
10'? vg, 2.5x10'? vg o 5x10'? vg de vectors AAV8-hAAT-BMP7 van mostrar una
reduccio del seu pes corporal fins assolir un pes similar al grup control alimentat amb
chow i administrat amb el vector AAV8-hAAT-NUL (Figura 66A). Cal destacar que la
disminuci6 del pes es va dur a terme d’'una forma més pronunciada entre la setmana 7
i 10 en el cas dels animals administrats amb 2.5x102 vg i 5x10'2 vg de vectors AAVS8-
hAAT-BMP7, mentre que el grup administrat amb 10'2vg del vector AAV8-hAAT-BMP7
va reduir el seu pes més pronunciadament entre les setmanes 11 i 13 (Figura 66A).
Els canvis observats en el pes corporal eren causats parcialment per la reduccié de la
ingesta d'aliments dels grups alimentat amb HFD administrats amb AAV8-hAAT-BMP7
respecte al grup AAV8-hAAT-NUL (Figura 66B). Els animals tractats amb AAV8-hAAT-
BMP7 el qual presentaven una ingesta similar a la grup AAV8-hAAT-NUL alimentat
amb chow (Figura 66B).

Posteriorment, a les 12 setmanes d’'edat, es van determinar els nivells de
BMP7 en sérum dels animals C57BL/6 alimentats amb HFD i administrats amb 10'2,
2.5x10*? | 5x10*? vg/animal del vector AAV8-hAAT-BMP7, i 5x10*? vg/animal del vector
AAVB-hAAT-NUL. Els animals administrats amb AAV8-hAAT-BMP7 presentaven
nivells de BMP7 en sérum molt elevats, mentre que els animals administrats amb
AAV8-hAAT-NUL presentaven nivells no detectables de la proteina (Figura 66C). Aixi
mateix, la dosi de 10 vg/animal d’AAV8-hAAT-BMP7 promovia nivells de BMP7
aproximadament de la meitat que els aconseguits mitjancant les dosis de 2.5x10% i
5x10*? vg/animal (Figura 66C). No es van observar diferencies en els nivells dels
animals tractats amb 2.5x10'? i 5x10*? vg/animal, suggerint que aquestes dues dosis ja
eren molt elevades i s’assolia el maxim de transduccié del fetge en animals alimentats

amb dieta alta en lipids.
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Figura 66. Evolucié del pes, ingesta d’aliments i nivells sérics de BMP7. Ratolins mascles C57BL/6

de 8 setmanes d’edat es van alimentar amb HFD i es van administrar a les 14 setmanes d’edat per via
intravenosa amb dosis de 10%2, 2.5x10? i 5x10*? vg/animal dels vector virals AAV8-hAAT-BMP7 i 5x10%?
vg/animal del vector AAV8-hAAT-NUL. (A) Evolucié del pes en grams (g). (B) Mitjana de la ingesta
d’'aliments diaria en g/dia es el periode post-AAV. (C) Nivells sérics de BMP7 a les 6 setmanes post-AAV.
Els resultats s’expressen com la mitjana £+ EEM. n=8-10 animals/grup. ND: No detectat. ***P<0.001 vs
AAV8-hAAT-BMP7 alimentat amb HFD.
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2.2. Avaluacié de la despesa energeética

Donat l'efecte en la pérdua de pes observat mitjancant I'administracié
intravenosa del vector AAV8-hAAT-BMP7, es va analitzar el gast energétic d’aquest
animals. Especificament, es va avaluar la despesa energética mitjancant calorimetria
indirecta en els animals alimentats amb dieta alta en lipids i tractats amb vectors
AAV8-hAAT-BMP7 en relaci6 amb els tractats amb vectors AAV8-hAAT-NUL
alimentant amb chow o HDF (Figura 67). Els animals administrats per via intravenosa
amb dosis de 10 vg i 2.5x10% vg de vectors AAV8-hAAT-BMP7 van mostrar un
consum d’O., una produccié de CO: i un gast energétic més elevat que el grup AAV8-
hAAT-NUL alimentant amb HFD i similar al del grup AAV8-hAAT-NUL alimentant amb
chow (Figura 67A-C). D’altra banda, els animals administrats per via intravenosa amb
la dosi de 5x10'? vg de vectors AAV8-hAAT-BMP7 van mostrar un consum d'Oz, una
produccié de CO; i un gast energéetic més elevat que els grups AAV8-hAAT-NUL
alimentants amb HFD i chow (Figura 67A-C).

2.3. Avaluacio de la sensibilitat a la insulina

A continuacié es va mesurar la glucemia en condicions de deju i alimentacio
(Figura 68A,C). Tot i que no es van observar variacions en la glucémia en alimentacio
a les 23 setmanes (Figura 68A), els grups administrat amb el vectors AAV8-hAAT-
BMP7 presentaven una lleugera reduccié de la glucemia en deju a les 25 setmanes a
la dosi de 2.5x10*? vg (Figura 68C).

També es va realitzar el test de tolerancia a la insulina a les 23 setmanes, amb
el qual es va observar que tot els animals tractats amb qualsevol de les dosis del
vector AAV8-hAAT-BMP7 presentaven una sensibilitat a la insulina molt millorada
respecte al grup AAV8-hAAT-NUL alimentat amb HFD (Figura 68B).

A més a més, es va avaluar la tolerancia a la glucosa a les 25 setmanes. Es va
observar una millora de la tolerancia a la glucosa en els animals tractats amb 102 vg,
2.5x10'% vg o 5x10'? vg del vector AAV8-hAAT-BMP7 respecte al grup AAV8-hAAT-
NUL alimentat amb HFD (Figura 68D).
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Figura 67. Analisi de la despesa energeética per calorimetria indirecta. (A-C) Analisi del gast energetic

11 setmanes post-AAV mitjangant calorimetria indirecta en ratolins mascles C57BL/6 alimentats amb HFD
i administrats a les 14 setmanes d’edat per via intravenosa amb dosis de 102, 2.5x102 i 5x10%2 vg/animal
dels vector virals AAV8-hAAT-BMP7 i 5x10%2 vg/animal del vector AAV8-hAAT-NUL. Determinaci6 del
consum d’O2 durant el dia i la nit en mL/min/Kg®7® (A). Determinaci6 de la produccié de COz durant el dia i
la nit en mL/min/Kg®7"® (B). Determinacié del gast energétic (energy expenditure) durant el dia i la nit en
Kcal/dia/Kg®™ (C). Els resultats s’expressen com la mitjana + EEM. n=8-9 animals/grup. *p<0.05 vs
AAV8-hAAT-NUL en HFD.
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Figura 68. Avaluacio de la glucémia, la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la glucosa. Ratolins

mascles C57BL/6 de 8 setmanes d’edat es van alimentar amb HFD i es van administrar a les 14 setmanes
d’edat per via intravenosa amb dosis de 102, 2.5x10%2 i 5x102 vg/animal dels vector virals AAV8-hAAT-
BMP7 i 5x10'2 vg/animal del vector AAV8-hAAT-NUL. Determinacié de la glucémia (A) en alimentacio i
(B) en deju a les 17 i 19 setmanes post-AAV, respectivamnet. (B) Test de tolerancia a la insulina (ITT) 17
setmanes post-AAV. (F) Test de tolerancia a la glucosa (GTT) (1 g glucosa/kg) 19 setmanes post-AAV.
Dades representades com mitjana + EEM. n=8-10. *p<0.05, ***p<0.001 vs AAV8-hAAT-NUL.
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Per tant, 'administracié via intravenosa de dosis d’entre 10'? vg i 5x10'? de
vectors AAV8-hAAT-BMP7 en animals previament alimentats amb HFD va donar lloc a
nivells molt elevats de BMP7 en circulacio. Aixo va induir una important reduccio del
pes dels animals a nivells similars als animals controls alimentats amb dieta estandard.
Aguesta baixada de pes es donava gracies a la reduccié de la ingesta d'aliments,
possiblement causada per |'efecte central de BMP7, i l'increment de la despesa
energeética probablement degut a I'activacié del teixit adipés marré. Tot aixd0 donava

lloc a una millora de la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la glucosa (Figura 69).
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Figura 69. Esquema dels efectes de I'administracié intravenosa dels vectors AAV8-hAAT-BMP?7.
L’administracié intravenosa del vector AAV8-hAAT-BMP7 va promoure la sobreexpressié de BMP7 al
fetge. Aix0 va provocar I'augment dels nivells circulants de BMP7 que van induir una pronunciada baixada
de pes deguda probablement als seus efectes a nivell central, que mediaven la reduccié de I'apetit. D'altra
banda, també es va observar un increment de la despesa energética que podria anar lligat a una induccié
de la termogénenesi al teixit adipés marr6. A més a més, tot aixd provocava una millora a la sensibilitat a
la insulina i la tolerancia a la glucosa en aquests animals.

Aquests estudi encara esta on going, un cop es finalitzi es podra valorar si
s'esta activant veritablement el teixit adipés marré i/o s’esta produint el browning del
teixit adip6s blanc subcutani. D’altra banda, també es podra discernir si dosis tant

elevades de BMP7 en circulacié també indueixen I'adipogenesi del teixit adipds blanc.
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L'obesitat i la diabetis tipus 2 s6n malalties metaboliques molt complexes i
estretament relacionades. Ambdues patologies han assolit proporcions epidémiques
tant en els paisos desenvolupats com en vies de desenvolupament. Tot i aixo, els
tractaments actuals disponibles per a la DT2 i l'obesitat es basen en terapies
farmacologiques complexes que presenten efectes secundaris i no suposen una cura
real de la malaltia. Per tal de superar aquests inconvenients, cal desenvolupar noves
aproximacions preventives o curatives per a la DT2 i I'obesitat. En aquest sentit, la
transferencia genica ofereix una nova eina per a l'estudi i el tractament d’aquestes

malalties.

L'obesitat és causada principalment pel desequilibri mantingut en el temps entre la
ingesta i la despesa d’energia. La despesa energética representa la suma de I'energia
total consumida per a mantenir la funcié normal de les cél-lules i els organs, el
metabolisme, I'activitat fisica i la termogenesi (Spiegelman & Flier, 2001). D’acord amb
estudis recents, l'activacié del teixit adipdés marrd i el browning del teixit adip6s blanc
estan vinculats amb una reduccio de I'obesitat i una millora de la sensibilitat a la insulina
tant en rosegadors com en humans (Agudo et al., 2008; Casellas et al., 2006; George
et al., 2002). Concretament, s’ha establert una relacié inversa entre I'activitat del BAT i
el IMC (Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009) i també entre I'activitat
del BAT i la glicemia en humans (Timmons et al., 2009). A més, tant en humans com en
ratolins, s’ha descrit que I'exposicié al fred, que incrementa I'activitat del teixit adipds
marrd i el browning del teixit adipdés blanc, esta associada a una reduccié del pes
corporal i a la millora de la sensibilitat a la insulina (Yoneshiro et al., 2015). Per tant, el
teixit adipdés marré s’ha convertit en una potencial diana terapéutica per al tractament de
I'obesitat i la diabetis tipus 2. En aquest sentit, 'augment dels nivells circulants de la
proteina morfogenética ossia 7 és capac d’induir I'activitat termogénica del teixit adipos
marré en models murins d’obesitat i resisténcia a la insulina (Boon et al., 2013; Schulz
et al., 2011; Townsend et al., 2012; Tseng et al., 2008).

A més, el BMP7 s’ha descrit com un factor necessari per I'adipogenesi del teixit
adipés marré, capac de determinar cél-lules mare mesenquimals al llinatge adipogenic
i diferenciar preadipocits a adipocits marrons madurs in vitro (Tseng et al., 2008), pero
no s’ha comprovat si succeeix el mateix in vivo. D’altra banda, altres BMPs, com BMP4
0 BMP2, han estat identificats com a inductors de I'adipogénesi dels adipocits blancs.
No obstant, fins al moment no s’ha estudiat si el BMP7 podria tenir també un paper
semblant en I'adipogénesi del teixit adipds blanc i aixi contribuir a millorar la sensibilitat

a la insulina.
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Recentment, el nostre grup ha demostrat que els vectors de terapia genica AAV
poden ser utilitzats per a dirigir una expressio eficient i a llarg termini de transgens en el
teixit adipos (Jimenez et al., 2013). En concret, els vectors AAV8 i AAV9 permeten una
elevada transduccio del teixit adipos blanc epididimal quan sén administrats localment
(Jimenez et al., 2013). A més, donat que el teixit adipds blanc és un organ amb una
elevada funcio endocrina, aquest és capag de secretar una gran varietat de factors (Bays
et al., 2008). Per tant, la seva transduccié amb vectors virals AAVs permetria augmentar
els nivells circulants de la proteina d’interés gracies a I'elevada capacitat secretora dels
adipocits blancs (Jimenez et al., 2013). El BMP7 es produeix de manera endogena en
diversos teixits, incloent el teixit adipés blanc i marrd, pel que una estratégia de
transferencia géenica d’aquest factor seria transduir el teixit adipos blanc perqué produis
BMP7 i també el secretes. Aquest tipus d'estratégia permetria augmentar la produccié

de la proteina localment i aixi estudiar els efectes de BMP7 en aquest teixit.

Per tot aix0, en aquesta tesi doctoral es va desenvolupar una estrategia de
transferencia génica del factor BMP7 al teixit adipés blanc amb vectors AAV
administrats intra-eWAT en diferents models murins d’obesitat i de resisténcia a la
insulina per tal d’avaluar, per una banda, la seva capacitat per mediar I'adipogénesi del
teixit adipds blanc i marr6 per 'augment local de I'expressié de BMP7, i per l'altra els
seus efectes antiobesogeénics i antidiabétics gracies a 'augment dels nivells circulants a

llarg termini.

Tot i que I'administraci6 intra-eWAT de vectors AAV8 o AAV9 que codifiquen per un
gen sota el control del promotor ubic CAG permet una eficient transduccié de diversos
teixits adiposos, altres teixits periférics també es veuen transduits, principalment el fetge
i el cor (Jimenez et al., 2013). Aix0 podria ser degut a la combinacié de dos factors:
d’'una banda, la capacitat dels vectors AAV8 i AAV9 de creuar barreres endotelials i
assolir el torrent sanguini (Zincarelli et al., 2008); i de I'altra, la densitat vascular del teixit
adipos epididimal (Konstantinova et al., 2004; Lammert et al., 2003; Olsson et al., 2006).
Aixi, una part dels vectors AAV administrats localment el teixit adipés blanc epididimal
€s capac d'assolir el torrent sanguini i transduir altres teixits pels quals presenta un
elevat tropisme, com és el cas del fetge (Bish et al., 2008; Inagaki et al., 2006; Nakai et
al., 2005) i el cor (Pacak et al., 2006). Convé destacar que la transduccié d’aquests
teixits a partir d'una administracié local intra-eWAT és molt menor en comparacio als

nivells assolits a partir d’'una administracié intravenosa (Jimenez et al., 2013).
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Una manera d’aconseguir que I'expressio del transgen dirigida pels vectors AAV
estigui limitada als adipocits és I'is de promotors especifics de teixit, com la versio
reduida del promotor aP2, format pel promotor basal i I'enhancer adipocit especific de
'aP2 (mini-aP2). No obstant, I'expressio dirigida per aquest promotor és més débil en
comparaciéo amb promotors ubics com el CAG (Jimenez et al., 2013). Una alternativa
disponible per a restringir I'expressio del transgen al teixit d'interes és I'is de la
tecnologia dels microRNAs (miRNAS). L’expressio génica del constructe contingut en el
vector AAV pot ser modulada post-transcripcionalment mitjancant l'addicio de
sequéncies diana de miRNAs en la part 3'-UTR. En concret, per inhibir selectivament
I'expressio del transgen en un teixit no desitjat, cal incorporar la sequencia diana d’'un
MiRNA (miRT) especific d'aquell teixit i que el mIRNA en questié estigui altament
expressat en aquell teixit. La sequiéncia diana pot ser reconeguda pel miRNA endogen
del teixit i d’aqguesta manera es produeix la degradacid del transcrit impedint la seva
traduccié (Kelly et al., 2009). D'acord amb aix0, estudis del perfil d’expressio dels
MiRNAs han revelat I'existencia de miRNAs que son altament expressats de manera
selectiva en un teixit (Shingara et al., 2005). Entre ells es troba el miRNA especific de
fetge miR122a (Chang et al., 2004; Lagos-Quintana et al., 2002), i el miRNA especific
de cor miRNAL (Shingara et al., 2005).

En primer lloc, en aquest estudi es va mesurar I'expressié dels miRNAs 122ai 1 en
els teixits d’intereés del ratoli C57BL/6. La quantificaci6 realitzada dels nivells endogens
de miRNA122a al fetge, i de microRNA1 al cor, respectivament, va confirmar la seva
expressié en aguests teixits. Respecte els teixits adiposos, no es va detectar expressio
en el teixit adipdés blanc epididimal de cap dels miRs mentre que en 'ilBAT només es va
observar una lleugera expressié del miR1 esperable per compartir llinatge cel-lular amb
les cél-lules musculars (Walden et al., 2009). Per tant, es va confirmar la utilitzacio de
les sequéncies diana dels miRNAs 122a i 1 en ratoli per a restringir selectivament

I'expressio del transgen a fetge i cor sense afectar al teixit adip6s blanc.

L’administracid intra-eWAT dels vectors AAV8-CAG-GFP-dmiRT o AAV9-CAG-
GFP-dmiRT va permetre observar una clara disminucié de la produccio de proteina GFP
al fetge i al cor en comparacio amb els animals administrats amb el vector sense les
sequéncies diana dels miRNAs (AAV8-CAG-GFP o AAV9-CAG-GFP), fins a nivells
practicament iguals als observats amb I's del promotor especific de teixit mini-aP2. En
canvi, I'expressid al teixit adipds no es va veure alterada per la presencia d'aquestes
sequeéncies, respecte als nivells obtinguts en els animals administrats amb AAV8-CAG-

GFP o0 AAV9-CAG-GFP. Aixi doncs, en aquest treball s’ha validat I'is de les sequiéncies
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diana dels miR122a i miR1 en un vector AAV administrat localment al teixit adipés blanc
epididimal de ratolins per a reduir I'expressié génica en cor i fetge sense afectar als
nivells de produccié de proteina d’interes als adipocits. Posteriorment, també es va
avaluar I'efecte dels miRTs mitjancant I'administracié intravenosa dels vectors AAV9-
CAG-GFP-dmiRT i es van observar efectes semblants (Jimenez et al., 2013), fet que

ratificava aquesta estrategia de transferéncia génica.

Un cop validada 'estrategia de transferéncia génica a teixit adipos, es van generar
vectors AAV que codificaven pel CDS muri de BMP7 optimitzat sota el control del
promotor ubic CAG i la regulaci6 de les seqiéncies dmiRT (miRT122a i miRT1).
L'administracié local d’aquests vectors a 'eWAT de ratolins C57BL/6 alimentats amb
dieta estandard o alta en lipids i de ratolins ob/ob va augmentar significativament els
nivells d'expressié de BMP7 al teixit adipds aixi com els nivells circulants de aquest
factor. Els animals C57BL/6 alimentats amb dieta HFD tractats amb els vectors AAV-
CAG-BMP7-dmiRT no van modificar el seu pes corporal mentre que el ratolins ob/ob el
van augmentar degut a I'expansio dels diposits adiposos blancs. Aquesta diferéncia
entre models podria ser deguda a que en el cas del experiment amb ratolins C57BL/6,
es va voler avaluar la prevencié de I'obesitat i 'administracié dels vectors es va produir
guan els animals encara no eren obesos. Pel contrari, els ratolins ob/ob s6n un model
geneétic d’'obesitat establerta més extrem i 'administracio dels vectors AAV es va realitzar
en animals marcadament obesos. Altres models animals com el knockout (KO) pel
receptor X de pregnan (PXR) també presentaven diferencies si el KO es duia a terme
en un background genétic C57BL/6 o en animals ob/ob. Concretament, el KO en
C57BL/6 alimentat amb dieta HFD presentava una reduccié del pes corporal molt
marcada, mentre que no s’observaven diferencies de pes en el KO en ratolins ob/ob (He
et al., 2013).

En analitzar els teixits adiposos morfologicament, es va observar que tant en els
ratolins C57BL/6 alimentats amb dieta estandard o alta en lipids com en els ratolins
ob/ob la mida mitjana dels adipocits blancs era considerablement més petita, i la
distribucié de la seva area es veia modificada respecte a la del grup tractat amb el
vectors AAV-NUL, havent més percentatge d’adipocits petits i menys adipocits grans en
el grup tractat amb els vectors AAV codificants per BMP7. En els animals ob/ob,
laugment dels nivells d’expressié de gens que participen en el procés d'adipogenesi,
tals com CEBPa o PPARYy (principal regulador de I'adipogénesi (Tontonoz et al., 2008)),
aixi com de gens que s’expressen en adipocits madurs i que actuen en processos propis

d'aquest estadi com la lipogéenesi, va confirmar un augment de I'adipogenesi en els
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teixits adiposos en els que BMP7 estava sobreexpressat. A més, nombrosos gens que
presenten regions reguladores que contenen llocs d’unié per PPARYy ique tenen papers
clau en la lipogénesi i la sensibilitat a la insulina com LPL, GLUT4, FABP4 o FAS
(Takahashi et al., 2013; Tontonoz et al., 1994), entre d’altres, mostraven un augment de
la seva expressio en el grup experimental administrat amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.
Per tant, aquest resultats indicarien que I'expansio del teixit adipos blanc es va produir
mitjangant un procés de hiperplasia i no d’hipertrofia. Cal recalcar que és la primera
vegada que es demostra la capacitat de BMP7 d'induir I'adipogenesi del teixit adipos
blanc in vivo. En canvi, si que s’havia demostrat el rol de BMP7 en l'adipogénesi del
teixit adipés marr6, com a factor capag¢ de determinar cel-lules mare mesenquimals al
llinatge adipogenic i diferenciar preadipocits a adipocits marrons madurs in vitro (Tseng
et al., 2008; H. Zhang et al., 2010) (Figura 70).

BMP7 BMP7
IN VITRO - > [ ——»
Cel-lula mare Precursor Adipocit marré
mesenquimal preadipocit marro
IN VIVO —
- & N
\
b
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Figura 70. Efecte del BMP7 en 'adipogénesi in vitro i in vivo. In vitro el BMP7 és capag de dirigir les
cel-lules mare mesenquimals cap al lligatge d’adipocits marrons i pot induir la diferenciacié de preadipocits
marrons a adipocits marrons. D’altra banda, els nostres resultats demostraven que I'administracié intra-
eWAT de vectors AAV codificants per BMP7 indueien I'adipogénesi a 'eWAT i I''WATs, augmentant la
presencia d'adipocits blancs madurs i de precursors adipocitaris en aquests teixits.
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Tot i que no es van observar canvis en la glucemia entre els animals tractats amb
vectors AAV-NUL o vectors AAV-CAG-BMP7-dmirT, degut a que la disminuci6 de la
mida dels adipodcits esta vinculada a una millora en la sensibilitat a la insulina (Choe et
al., 2016; Kahn et al., 2006; Lee et al., 2014; Pellegrinelli et al., 2016), es van determinar
els nivells circulants d’aquesta hormona. En I'experiment de prevencio en el que es van
administrar els vectors AAV-CAG-BMP7-dmiRT en ratolins C57BL/6 i posteriorment es
van alimentar els animals amb dieta estandard o HFD, es va observar una tendéncia a
disminuir els nivells de la insulina en els animals alimentats en HFD. En el cas de
I'experiment amb ratolins ob/ob, els animals tractats amb els vectors AAV-CAG-BMP7-
dmiRT van mostrar una menor insulinémia tant en alimentacié com en deju. A més a
més, la tolerancia a la insulina es veia notablement millorada en aquest grup

experimental.

D’altra banda, s’ha descrit en la bibliografia que I'expansié del teixit adipds
mitjancant hiperplasia també contribueix a la disminucio de la inflamacié de aquest teixit
i a 'augment dels nivells d'adiponectina en serum (Choe et al., 2016; Kahn et al., 2006;
Lee et al., 2014; Pellegrinelli et al., 2016), pero aquest fenomen no es produeix de
manera inversa, és a dir, els models en els que es redueix la inflamacio del teixit adipos
no indueixen la hiperplasia d’'aquest teixit (Kitade et al., 2012). L'adiponectina és
secretada exclusivament pels adipocits i promou 'emmagatzematge preferencial dels
triglicerids en el teixit adipés (Kim et al., 2007). A més, la inflamacié i els nivells
d’adiponectina, estant directament i inversament relacionats, respectivament, amb la
resisténcia a la insulina (Paniagua et al., 2016; Qi et al., 2009). Els ratolins ob/ob injectats
amb els vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT localment al teixit adipés epididimal van
mostrar una reduccié de la inflamacio, evidenciada per un menor nombre d’estructures
crown-like, la disminucié de I'expressio de marcadors de macrofags a 'eWAT i 'augment

dels nivells circulants d’adiponectina.

D’altra banda, el pes del fetge dels ratolins ob/ob administrats intra-eWAT amb els
vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT no va augmentar tot i que el pes dels animals i dels
seus deposits adiposos si que es veia incrementat. L'analisi morfologic del teixit i la
gquantificacié del contingut hepatic de triglicerids van corroborar una disminucié en
'acumulacié de greix ectopic al fetge d’aquests animals. Com a conseqiéncia, la
inflamacié del fetge també es va veure disminuida en aquest grup experimental,
confirmant aixi que I'acumulacio de greix al fetge correlaciona amb la inflamacio del teixit
i la resisténcia a la insulina, tal com esta ampliament descrit a la bibliografia (Bard-
Chapeau et al., 2005; Chiang et al., 2009; Erion et al., 2009; Gutiérrez-Juarez et al.,
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2006; Marchesini et al., 1999; Schenk et al., 2008; Shoelson et al., 2007). En paral-lel a
I'expansio del teixit adipds i a la disminucié de la esteatosis hepatica, els animals
administrats amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT van mostrar menors nivells de triglicerids en

serum.

Per tant, la millora de la sensibilitat a la insulina observada en els ratolins ob/ob
administrats intra-eWAT amb els vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT es va deure en part
a l'expansié hiperplasica del teixit adipds, que va reduir la mida dels adipocits, la
inflamacié de aquest teixit i va activar I'expressi6 de PPARy, principal actor de
I'adipogénesi, i dels seus gens diana, i en consequeéencia, també va reduir la inflamacio i

acumulacio de lipids en el fetge.

L'obesitat lligada a una expansié del teixit adipés saludable mitjancant hiperplasia
pot tenir efectes antidiabétics ja que permet 'emmagatzematge de greix excedent (acids
grassos lliures) en el teixit adipds que, de no ser aixi, causarien toxicitat en altres teixits
més sensibles a aquesta acumulacid de greix, com ara el fetge o els musculs,
participants actius del metabolisme (Kim et al., 2007; Kusminski et al., 2012). Un model
clar d’'aquesta teoria és el ratoli ob/ob deficient pels receptors X del fetge a i B (LOKO
mice). Aquest ratoli KO també presenta un augment del pes vinculat a I'expansié del
teixit adipds i no del fetge, presentant el fetge d’aquests animals menys inflamat i amb
menor contingut de triglicérids que el d’'un ob/ob (Beaven et al., 2013). A més, el teixit
adip6s dels ratolins ob/ob LOKO també presenta un increment en I'expressié de gens
adipogeénics, marcadors d’adipocits madurs i lipogenics (Beaven et al., 2013). Aquest
model animal també exhibeix una millora de la sensibilitat a la insulina tal i com s’ha
observat en els ratolins ob/ob tractats intra-eWAT amb vectors AAV8-CAG-BMP7-

dmiRT en aquesta tesi doctoral.

L’expansié saludable del teixit adip6s banc també s’ha descrit en altres models
animals com el transgénic especific de teixit adipés de la proteina de membrana
mitocondrial mitoNEET (Kusminski et al., 2012). Aquest model animal presenta un
pronunciat increment del pes lligat a un augment de I'adipogenesi i una disminucié de la
inflamacié del teixit adipds blanc (Kusminski et al., 2012). A més, també experimenta un
augment dels nivells circulants d’adiponectina i una reduccio de I'acumulacio de greix al
fetge, el que juntament amb els efectes al teixit adipés provoca una millora de la
sensibilitat a la insulina global (Kusminski et al., 2012), de manera similar al fenotip
observat en el nostre model de transferéncia genica de BMP7 mitjancant I'administracio

intra-eWAT de vectors AAV en ratolins ob/ob.
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Un altre dels models caracteritzats per a la millora de la sensibilitat a la insulina
vinculada a una disminucio6 de la mida del adipocits son els tractament antidiabétics amb
tiazolidinediones (TZD) (Nolan et al., 1994). Les TZD sén lligands de PPARy que
indueixen una millora de la sensibilitat a la insulina mitjangant la seva acci6 al teixit
adip6s que permet emmagatzemar més triglicérids sense que augmentin els nivells de
acids grassos lliures al torrent sanguini, reduint 'acumulacié de greix ectopic a altres
teixits com el fetge, i disminuint I'alliberament de citocines pro-inflamatories (Boden et
al., 2005; Chao et al., 2000; Tontonoz et al., 2008). Tot i aix0, molts estudis mostren que
les TZDs promouen un augment del pes ja que hi ha una clara expansio del teixit adipds
blanc i de la retencié de liquids (Soccio et al., 2014). En el nostre model de transferéncia
genica de BMP7 al teixit adip6s blanc en ratolins ob/ob es produeix 'augment dels nivells
d’expressi6 de PPARYy al teixit adipos blanc tot emulant els efectes beneficiosos de les
TZDs. Altres models que també indueixen I'augment dels nivells de PPARYy, com el KO
adipés especific per la cullindB (CUL4B), una lligasa que promou la poliubiquitinacio i
posterior degradaci6 de PPARy, mostren augment del pes corporal, induccié de
d'adipogenesi i lipogenesis del teixit adipés, reduccié de la inflamacié i millora de la
sensibilitat a la insulina (Li et al., 2017), tal i com van mostrar els ratolins ob/ob
administrats intra-eWAT amb AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.

D’altra banda, s’ha descrit que I'augment pronunciat dels nivells circulants de BMP7
in vivo (Tseng et al., 2008) o el cultiu d’adipocits marrons amb BMP7 (Schulz et al., 2011)
indueixen l'activacié dels adipocits marrons, augmentant la B-oxidaci6 i els nivells
d’expressid de gens de transport de acids grassos lliures i de la cadena de transport
electronica. En els nostres experiments de transferéncia de BMP7 al teixit adipds blanc
mitjangant vectors AAV, no es van observar canvis generalitzats en I'expressio dels gens
participants d’aquests processos en el teixit adipos marrd, tot evidenciant la no activacio
d’aquest teixit. A més, altres estudis han observat que el BMP7 pot induir el browning
d’adipocits blancs provinents del teixit adipoés blanc subcutani, perd aquest fenomen
tampoc es va observar en el WAT dels animals que sobreexpressaven localment BMP7.
Aquest fet podria ser degut a que no es van augmentar suficientment els nivells
circulants de BMP7 ja que els efectes antiobesogénics i antidiabétics descrits a la
bibliografia mediats per aquest factor es van observar en animals amb nivells circulants
molt més elevats (Townsend et al., 2012; Tseng et al., 2008). Alternativament, també
podria ser degut a que els nivells d’expressié de BMP7 localment a I''BAT no van ser

prou elevats.
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Altres factors, com l'adiponectina o0 WISP2 (WNT1 Inducible Signaling Pathway
Protein 2) també han mostrat efectes paracris/autocrins al teixit adipés, a més dels
efectes endocrins per a l'increment dels seus nivells circulants (Dadson et al., 2011;
Grinberg et al., 2017). Per aquest motiu es va decidir fer una administracio sistémica
amb AAV8-hAAT-BMP7, perqué el fetge fos el productor i secretor a la circulacio del
factor i aixi valorar si els efectes observats mitjancant I'administracio local es devien a

un efecte paracri/autocri del BMP7 al teixit adipos blanc.

L’administraci6 intravenosa de 5x10! vg dels vectors AAV8-hAAT-BMP7 en ratolins
ob/ob va donar lloc a uns nivells de BMP7 en sérum del mateix ordre que els obtinguts
mitjancant 'administracié intra-eWAT de 10'?vg dels vectors AAV8-CAG-BMP7-dmiRT.
Contrariament al que s’havia observat amb I'administracié local a 'eWAT, no es va
modificar el pes dels animals, ni el pes dels seus teixits adiposos ni del fetge. D’acord
amb aquests resultats, en el teixit adipds blanc no es van observar canvis a nivell
d’'inflamacié o d’adipogenesi, ni en la mida o distribucié dels adipocits, ni en I'expressio
de gens participants del procés o de gens marcadors d'adipocits madurs. Tampoc es
van observar canvis en els nivells d’adiponectina circulant ni es va activar el teixit adipos
marrd. A més, el fetge, teixit diana de I'estrategia de transferéncia genica i productor del
BMP7, no es va veure afectat a nivell de contingut de triglicérids ni d’inflamacid. Aixi
mateix, els nivells d'insulina no van variar en alimentacié ni en deju, tot i que si que es
va observar una millora de la sensibilitat a la insulina en els ratolins ob/ob administrats
amb AAV8-hAAT-BMP7.

Aquests resultats van corroborar que els efectes observats al teixit adipds blanc i al
fetge per la transferencia génica de BMP7 al teixit adipds blanc mitjancant vectors AAVs
eren mediats per l'acci6 paracrina/autocrina del factor dins del propi teixit, i no per
'augment dels nivells circulants de la proteina. Altrament, la millora de la sensibilitat a
la insulina observada era deguda per una banda a la expansio hiperplasica d’aquest

teixit, i per 'altra, a 'augment dels nivells circulants de BMP7.

Donat que s’ha descrit que l'administracié intravenosa de vectors adenovirals
codificants per BMP7 és capa¢ de provocar una pronunciada disminucié de pes i
l'activacié del teixit adipds marr6 a partir de nivells serics de BMP7 molt superiors als
obtinguts en els experiments anteriorment descrits d’aquest tesi (Townsend et al., 2012),
es va decidir fer un estudi amb diferents dosis per a determinar quina era la quantitat de
vector AAV8-hAAT-BMP7 necessaria per a obtenir nivells serics similars als descrits en

la bibliografia. Es va realitzar un estudi a curt termini on es va determinar que la dosi
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més baixa que mediava els nivells desitjats de nivells circulants de BMP7 sense produir
dany hepatic (Chen et al., 2015) era 5x10'2 vg d’AAV8-hAAT-BMP7 per animal.

Amb les premisses obtingudes amb els experiments anteriors es va decidir fer un
estudi de reversio d'obesitat i resistéencia a la insulina a llarg termini mitjangant
I'administracio de diferents dosis d’AAV8-hAAT-BMP7 en ratolins C57BL/6 alimentats
préviament amb HFD, les quals estaven compreses entre 5x10* i 5x10% vg dels vectors
AAV8-hAAT-BMP7 per animal (és a dir, compreses entre la dosi emprada als
experiments anteriors d'aquesta tesi i la dosi seleccionada en I'estudi de dosi resposta).
Concretament, es van administrar per via intravenosa 102, 2.5x10'? i 5x10'2 vg dels
vectors AAV8-hAAT-BMP7 per animal. Els animals administrats amb aquestes dosis van
mostrar un increment molt elevat dels nivells circulants de BMP7 i una marcada reduccio
del pes corporal. Aquesta reduccio va ser menys pronunciada a I'inici de I'experiment en
els animals administrats amb 10*? vg/animal d’AAV8-hAAT-BMP7, mentre que els grups
administrats amb les dosis de 2.5x10%? i 5x10'2 vg/animal van perdre la major part del
pes durant les 4 setmanes post-AAV, tot evidenciant un efecte dosi-resposta. Aquest
efecte dosi-resposta també s’observa en altres compostos que disminueixen el guany
de pes, com Melin-2 (Sanchis et al., 1997), o que redueixen la glucemia, com I'analeg
de GLP-1 dulaglutide (Grunberger et al., 2012). La disminucié del pes es va moderar
guan el pes dels animals administrats amb els vectors AAV8-hAAT-BMP7 es va reduir
fins igualar el pes del grup AAV8-hAAT-NUL alimentat amb dieta estandard. Aquesta és
una dada molt important, ja que altres intervencions ampliament utilitzades pel
tractament de I'obesitat com el bypass gastric, aconsegueixen reduir el pes corporal,
perd només al voltant del 15% dels pacients aconsegueix no patir sobrepes a llarg
termini (Lager et al., 2017). Aquesta reduccio del pes corporal va anar lligada a una
disminucié de la ingesta d’aliments dosi depenent, que corroborava I'efecte central de
BMP7 descrit a la bibliografia (Townsend et al., 2012) i a un augment de la despesa
energética, essent aquest increment especialment pronunciat amb la dosi de 5x10*?

vg/animal.

A més, els animals tractats amb dosis de 10*?, 2.5x10*? i 5x102 vg/animal del vector
AAV8-hAAT-BMP7 van millorar la sensibilitat a la insulina i la tolerancia a la glucosa

respecte als animals administrats amb vectors AAV8-hAAT-NUL.

En conclusié, segons les dades obtingudes a la Part Il dels Resultats d’aquesta tesi
doctoral, 'administracio intravenosa de dosis elevades de vectors AAV8-hAAT-BMP7

capaces d'induir nivells molt elevats de BMP7 en circulacié seria una potencial estrategia
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terapeutica per al tractament de I'obesitat i la DT2. Els vectors AAV han demostrat ser
una eina molt util per manipular genéticament el fetge d’animals petits i grans aixi com
d’humans in vivo i presenten clars avantatges davant I'Gs d’altres tipus de vectors.
Nombrosos estudis experimentals i clinics han documentat els AAVs, en contraposicio
amb altres tipus de vectors com els adenovirus, com a vectors amb un potencial
proinflamatori molt lleu degut a la seva incapacitat per a desencadenar respostes
immunitaries innates de manera eficient (McCaffrey et al., 2008; Stilwell et al., 2004). En
concret, els vectors AAV8 no semblen ser neutralitzats per antiserum dirigit contra altres
serotips d’AAV, i només nivells baixos d’anticossos neutralitzants contra AAV8 han estat
detectats en subjectes humans sans (Calcedo et al., 2009; Gao et al., 2002). Aix0
suggereix que respostes immunes aillades com les que s’han observat al fetge després
d’administrar vectors AAV2 per via intravenosa (Manno et al., 2006) estarien
minimitzades amb I'Us de vectors AAVS8. De fet, altres estudis ja han demostrat que
I'administracio intravascular de vectors AAV8 no comporta inflamacio en el fetge o en el
teixit adipés (Jimenez et al.,, 2013). A més a més, quan s’administra un AAV amb
tropisme pel fetge, es media tolerancia contra el transgen codificat per 'AAV (Mingozzi

et al., 2011), disminuint aixi el risc d'una possible resposta immunitaria.

D’altra banda, I'expressié eficient i a llarg termini proporcionada per una sola
administraci6 dels vectors AAV (Buchlis et al., 2012) suposa un gran avantatge respecte
altres terapies. Per exemple, el tractament amb proteina recombinant BMP7 necessita
un elevat nimero de readministacions, ja que la proteina presenta una rapida
degradaci6. A meés, el cost de produccié de les proteines recombinants és un

desavantatge respecte la terapia genica amb AAVs (Sierra-Garcia et al., 2016).

En resum, en els resultats d’aquesta tesi doctoral s’ha descrit un nou efecte
autocri/paracri de BMP7 en el teixit adipés blanc que media la induccio de I'adipogénesi,
facilitant I'expansié del teixit mitjancant hiperplasia i en conseqiéncia, redueix la
inflamacidé i millora la sensibilitat a la insulina. D’altra banda, s’ha establert que 'augment
elevat dels nivells circulants de BMP7 mitjancant I'administracio intravenosa dels vectors
AAV8-hAAT-BMP7 promou una reduccié del pes corporal d’animals obesos a llarg
termini, gracies a la disminucié de la ingesta d'aliments i a I'increment del consum
energetic. A més, també provoca una millora de la sensibilitat a la insulina i de la
tolerancia a la glucosa, tot evidenciant el seu potencial com a possible terapia per al

tractament de la DT2 i I'obesitat.
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No obstant, abans de poder avancar cap a la clinica amb una aproximacié de terapia
geénica basada en BMP7 s’haurien d’estudiar els possibles efectes adversos derivats de

I'expressio a llarg termini de nivells tant elevats de BMP?7.
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10.

Els ratolins C57BL/6 presentaven nivells elevats d’expressié del miRNA122a al
fetge, i del miRNAL al cor, i nivells indetectables al teixit adipds blanc.

L’administracié intra-eWAT del vectors AAV-CAG-GFP-dmiRT va permetre
obtenir nivells elevats de proteina GFP en aquest teixit i marginals al fetge i cor.

Tant els ratolins C57BL/6 alimentats amb HFD com els ratolins ob/ob tractats
intra-eWAT amb vectors AAV-CAG-BMP7-dmiRT van mostrar un augment de
I'adipogénesi del WAT i una reduccio de la mida dels adipocits blancs.

Els ratolins ob/ob administrats intra-eWAT amb vectors AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT presentaven un increment del pes corporal tot i tenir disminuit el greix
ectopic al fetge, degut a I'expansi6 per hiperplasia del WAT.

La sobreexpressio de BMP7 localment al WAT va resultar en una disminucié de
la inflamacié en aquest teixit i en el fetge de ratolins ob/ob.

Els ratolins ob/ob administrats intra-eWAT amb vectors AAV8-CAG-BMP7-
dmiRT van mostrar una disminucié de la insulinémia, un augment dels nivells
circulants d’adiponectina i una millora en la sensibilitat a la insulina.

Els ratolins ob/ob tractats per via intravenosa amb 5x10! vg de vectors AAV8-
hAAT-BMP7 presentaven un increment en els nivells circulants de BMP7 i una
millora de la sensibilitat a la insulina sense afectar I'adipogenesi del WAT, la
inflamacid, els nivells d’adiponectina ni I'acumulacié de greix al fetge.

Nivells circulants molt elevats de BMP7 van promoure la disminucié del pes
corporal, la reducci6 de la ingesta daliments i I'augment de la despesa
energeética en ratolins C57BL/6 alimentats amb HFD.

Els ratolins amb nivells circulants elevats de BMP7 presentaven una millora de
la sensibilitat a la insulina i de la tolerancia a la glucosa.

Per tant, d’'una banda s’ha mostrat que la sobreexpressio de BMP7 al WAT
media un nou efecte autocri/paracri inductor de I'adipogénesi en aquest teixit. |
d’'altra banda, s’ha establert que nivells circulants elevats de BMP7 promouen
la reducci6 del pes corporal a llarg termini i milloren la sensibilitat a la insulina i
la tolerancia a la glucosa, tot evidenciant el seu potencial com a possible
terapia per al tractament de I'obesitat i la resisténcia a la insulina.
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1. MATERIALS

1.1 Animals

En els estudis d’aquesta tesi doctoral es van utilitzar ratolins C57BL/6JOlaHsd o
B6.V-Lepob/OlaHsd (Harlan Teklad, Barcelona, Espanya) mascles de 8 i 11 setmanes
d’edat respectivament. Els ratolins van ser estabulats en instal-lacions lliures de
patogens (SER-CBATEG), en condicions de temperatura (22°C % 2) i llum controlades
(cicles de 12 hores de llum i 12 hores de foscor), i alimentats ad libitum, és a dir, sense
restringir-los I'accés al menjar, amb una dieta estandard (2018S Teklad Global; Harlan
Teklad, Madison, Wisconsin, EEUU) o alta en lipids (TD.88137 Teklad Global; Harlan
Teklad, Madison, Wisconsin, EEUU).

Per a la presa de mostres, els animals van ser anestesiats mitjancant anestésics
inhalatoris (Isoflurano, IsoFlo®, Abbott Animal Health, lllinois, EEUU) i van ser
eutanasiats per decapitacid. Les mostres de sang i teixits van ser preses pel mati i
immediatament van ser conservades en formol (teixits) o congelades amb N liquid i
guardades a -80°C (sangs i teixits). Tots els procediments experimentals van ser
aprovats pel Comité d’Etica i d’Experimentacié Animal i Humana de la Universitat

Autonoma de Barcelona (UAB).

1.2. Soques bacterianes

Les soques E.coli XL2Bue (Stratagene-Agilent tecnologies, Santa Clara, CA,
EEUU) es van emprar per obtenir els diferents constructes plasmidics utilitzats en
aquest treball. Tots els plasmidis contenen el gen de seleccié de resistencia a
'ampicil-lina. El cultiu bacteria es va fer créixer en medi LB solid (Miller's LB Broth,

Conda, Madrid, Espanya) amb 2 % d’agar i 50 pg/mL d’ampicil-lina.

1.3. Anticossos

Les mostres de teixits van ser fixades amb una solucié tamponada de formol al 4%,
incloses en blocs de parafina i posteriorment es van obtenir seccions de 2-3 um per a
realitzar la incubacié amb els anticossos o les tinciones corresponents. Els anticossos i
reactius utilitzats per a la detecci6 de proteines mitjancant tecnigues

immunohistoquimiques o western blot van ser els seglents:
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Reactivitat Espéecie Proveidor
Immunohistoquimica
Anti-Mac2 Ratoli rat Cederlane CL8942AP
Anti-GFP Ratoli Cabra Abcam ab6673
Western Blot
Anti-GFP Ratoli Cabra Abcam ab6673
Anti-tubulina Ratoli Conill Abcam ab4074
Anti-conil/HRP Conill Porc DAKO P0217
Anti-cabra/HRP Cabra Conill DAKO P0449

1.4. Reactius

Els reactius de biologia molecular es van obtenir de les cases comercials Roche

(Roche Diagnostics Corp.,

IN, EEUU),

Invitrogen Corporation (actualment Life

Technologies) (San Diego, CA, EEUU), Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU),
Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), Sigma (St.Louis, MO, EEUU),
Promega Corporation (Madison, WI, EEUU), BASF (Barcelona, Espanya), Qiagen
(Hilden, Alemanya), QBIOgen (actualment MP Biomedicals) (Irvine, CA, EEUU) i

Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya). Els medis de cultiu i els antibiotics es van obtenir

de PAA (Pasching, Austria) i el serum (FBS) de Gibco (Invitrogen, Life Technologies).

1.5. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats en aquest estudi es resumeixen en la segient taula:

Nom Promotor Gen d'interés PolyA
pAAV-CAG-GFP CAG GFP B-globina de conill
pAAV-CAG-NUL CAG - B-globina de conill
pAAV-mini/aP2-GFP-WPRE mini/aP2 GFP [B-globina de conill
pAAV-CAG-GFP-miRT122a CAG GFP - miRT122a B-globina de conill
pPAAV-CAG-GFP-miRT1 CAG GFP - miRT1 B-globina de conill
PAAV-CAG-GFP-dmiRT CAG GFP - miRT122a miRT1  B-globina de conill
pAAV-hAAT-moBMP7 hAAT moBMP7 B-globina de conill
pAAV-hAAT-null hAAT - B-globina de conill
PAAV-CAG-moBMP7-dmiRT CAG MOBMP7 - miRT122a B-globina de conill

miRT1

mo: sequéncia murina optimitzada
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El promotor CAG és un promotor hibrid format pel promotor de la B-actina de

pollastre i per I'enhancer del Citomegalovirus, que presenta una expressioé ubiqua.

Les estrategies de clonatge utilitzades per a la generacio dels diferents plasmidis

es resumeixen en la taula seguent:

Nom Estratégia de clonatge
PAAV-mini/aP2-GFP-WPRE CBATEG
PAAV-CAG-NUL CBATEG
PAAV-hAAT-NUL CBATEG

PAAV-CAG-GFP-WPRE (CBATEG) digerit amb Notl i

pAAV-CAG-GFP vector o 36l

vector pAAV-CAG-GFP-WPRE (CBATEG) digerit amb Notl i
pAAV-CAG-GFP-miRT122a Bsu36l.

insert pMA-miRT122a digerit amb Pwvul.

vector pPAAV-CAG-GFP-WPRE (CBATEG) digerit amb Notl i
pPAAV-CAG-GFP-miRT1 Bsu36l.

insert pMA-miRTL1 digerit amb Pvul.

vector PAAV-CAG-GFP-WPRE (CBATEG) digerit amb Notl i
pAAV-CAG-GFP-dmiRT Bsu36l.

insert  pMA-dmiRT digerit amb Pvul.
DAAV-hAAT-MoBMP7 vector pGG2-hAAT-oCre (CBATEG) digerit amb Mlul i Xhol.

insert pMA-RQ-BMP7 digerit amb Xhol i Smal.
PAAV-CAG-moBMP7-dmiRT vector pAAV-CAG-GFP-dmiRT digerit amb Hincll i Xhol.

insert pMA-RQ-BMP7 digerit amb Xhol i Smal.

mo: sequéncia murina optimitzada

169



Materials i Métodes

2. METODES

2.1. Técniques basiques de DNA

2.1.1. Preparaci6 del DNA plasmidic

Per a I'obtencié de petites quantitats de DNA plasmidic (3-4 ug) es van realitzar
minipreparacions (minipreps) segons el protocol de lisi alcalina originalment descrit per
Bionboim i col-laboradors (Birnboim et al., 1979). A partir de 1.5 mL de medi de cultiu
(LB amb I'antibiotic corresponent) es degrada la paret bacteriana per accié de I'enzim
lisozim, seguida d'una lisi alcalina i de la precipitacié selectiva del DNA genomic i
proteines desnaturalitzants amb una solucié d’acetat de potassi a pH acid. El RNA
bacteria és degradat per I'addicié de I'enzim RNAsa.

D’altra banda, I'obtencié de grans quantitats de DNA es va realitzar mitjan¢ant
maxipreparacions (maxipreps), a partir de les quals s'obté com a maxim 1 mg de
plasmidi de DNA, o megapreparacions (megapreps) per a obtenir un maxim de 2.5 mg
de plasmidi de DNA, a partir de 200 6 500 mL de medi de cultiu, respectivament. El
meétode esta basat igualment en la lisi alcalina, pero la purificaci6 de DNA, en aquest
cas, es va realitzar mitjancant columnes d’adsorcié PureYieldTM Plasmid MaxiPrep
System (Promega Corporation) per les maxipreps, i EndoFree Plasmid Mega Kit

(Qiagen) per les megapreps.

2.1.2. Digesti6 del DNA amb enzims de restriccio

Cada enzim de restriccio requereix unes condicions de reaccio especifiques de pH,
forca ionica i temperatura. En cada cas, es van seguir les instruccions de la casa
comercial (New England Biolabs, Roche, Promega o Fermentas). En general, el DNA
va ser digerit amb una unitat d’enzim per uyg de DNA en el tampd subministrat pel
fabricant durant una hora a la temperatura optima de cada enzim. El producte de la
reaccio va ser analitzat en gels d’agarosa. Quan el DNA havia de ser digerit amb 2 o
més enzims de restriccio, les digestions es van dur a terme conjuntament sempre que
les condicions del tampé i temperatura fossin compatibles. Si els enzims tenien diferents
requeriments, després de la primera digestio el DNA era purificat de les sals i de I'enzim
a través del GeneJET® Gel Extraction kit (Thermo SCIENTIFIC) segons les instruccions

del fabricant. EI DNA era eluit en 30 uL amb el tampé d’elucié subministrat pel fabricant.
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2.1.3. Desfosforilacié de fragments de DNA

El DNA plasmidic, un cop digerit, pot tornar a re-lligar. Aquest procés es pot evitar
mitjancant I'eliminacié dels residus fosfats de I'extrem 5 del vector. Per a la
defosforilacié es va utilitzar 1 unitat de fosfatasa alcalina per 1-5 ug de DNA (FastAP™
Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Fermentas) en el tampd comercial 1X. La
reaccio de desfosforilacié es va realitzar durant 10 minuts a 37°C. Posteriorment, es va
inactivar I'enzim a 74°C durant 5 minuts per evitar qualsevol interaccio de la fosfatasa

en la reaccio6 de la lligacio.

2.1.4. Generacio d’extrems roms de fragments de DNA

En els casos on I'acci6 de I'enzim de restriccio va deixar els extrems cohesius i es
necessitaven extrems roms pel clonatge, el fragment digerit va ser tractat amb I'enzim
Klenow Fragment (Fermentas). En presencia de la doble cadena de DNA i
deoxinucleodsids trifosfats (ANTPs), la DNA polimerasa reomple I'extrem generat per
I'enzim de restriccié protuberant (activitat polimerasa 5'>3' o 3'>5’). En abséncia de
dNTPs, I'enzim elimina I'extrem 3’ protuberant mitjancant la seva accié exonucleasa
(3'>5), en canvi, no té activitat exonucleasa 5'->3'. La reacci6 es va dur a terme seguint

les instruccions de la casa comercial.

2.1.5. Construccié de molécules hibrides: lligacié

La construccié de molécules hibrides de DNA a partir de diferents fragments,
procediment conegut com lligacié, es va dur a terme mitjancant I'accié de I'enzim lligasa.
Els fragments de DNA d’interés es van barrejar a diferents ratios de vector i d’'insert (1:5,
1:10, 1:20) amb I'enzim DNA Lligasa del bacteridofag T4 (New England Biolabs) i el tampé
corresponent segons el protocol establert per la casa comercial. Els productes resultants
de la lligacié van ser transformats en cel-lules competents E.coli de la soca XL2-blue

(Stratagene-Agilent tecnologies, Santa Clara, CA, EEUU).

2.1.6. Transformacio en cel-lules competents E.coli XL2-blue

El plasmidi de DNA va ser introduit a cél-lules bacterianes competents mitjancant
I'electroporacié. Es van emprar 40 uL de cél-lules E.coli XL2-blue (2x10%° cél-lules/mL),
préviament descongelades en gel, on es va afegir 1 yL (aproximadament 10 ng) de la
reaccié de lligacié del DNA o de DNA control directament a les cél-lules competents.
Després de la incubacié en gel durant 5 minuts, les cél-lules van ser electroporades a

2500 V amb un electroporador (Bio-Rad). Posteriorment, es van diluir en 100 pL de LB,
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es van sembrar en plaques amb LB amb ampicil-lina i es van incubar a 37°C O/N (durant

tota la nit).

Al mati segiient es van fer créixer les colonies de bacteris obtingues i posteriorment
es va extreure el DNA de les colonies recombinants. Mitjangcant I'is d’enzims de

restriccio es va analitzar la preséncia de les molecules hibrides de DNA.

2.1.7. Obtenci6 del DNA i purificacio

El gel d’electroforesi d’agarosa és el métode estandard utilitzat per separar,
identificar i purificar els fragments de DNA. Per a separar fragments de DNA d’entre 0.2
i 7 Kb es van utilitzar gels d'agarosa a I'L %. Per separar fragments <0.2 kb es van
utilitzar gels d’'agarosa al 2 %. La visualitzacié del DNA en el gel es va aconseguir
mitjancant I'addicié de baixes concentracions de Bromur d’Etidi fluorescent al gel (0.5
pg/mL), el qual s’intercala entre les dues cadenes del DNA. La preséncia de DNA es va
visualitzar utilitzant llum ultraviolada (UV) de baixa longitud d’ona (310 nm) a través d’un
transil-luminador i un sistema de cameres (Syngene). Com a marcador de mida
molecular de DNA es va utilitzar el GeneRuler 1 Kb i/o GeneRuler 100 pb (Thermo

Scientific).

Els gels d’agarosa es van preparar dissolvent I'agarosa en tampo6 d’electroforesi 1X
TAE (Trisacetate pH 8.3, 40 mM i EDTA 1 mM) amb 0.5 pg/ml de Bromur d’Etidi. Les
mostres es van carregar al gel amb 1X tampé de carrega (Fermentas) i van cérrer amb
el tampo d’electroforesi 1X TAE a 80 V. Per tal d’obtenir i purificar el fragment de DNA
d'interés del gel d’agarosa, es va utilitzar GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas). El
DNA va ser quantificat a I'espectrofotometre Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc., EEUU).

2.2. Ceél-lules eucariotes en cultiu

2.2.1. Cel-lules HEK293

Les cel-lules HEK293 sbn cél-lules embrionaries de ronyé huma que presenten el
gen adenoviral E1 de 'Ad5 integrat de forma estable en el genoma cel-lular. Aquestes
cél-lules van ser utilitzades per a 'amplificacio dels vectors virals i per a la comprovacié
in vitro de I'expressié dels plasmidis generats. Es van mantenir en medi de cultiu DMEM

(PAA) amb 2 mM de Glutamina, suplementat amb FBS al 10% (inactivat per calor) en
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un incubador ajustat al 8.5 % de CO i a 37°C. Quan tenien una confluéncia del 70 %,

les cél-lules van ser tripsinitzades i plaguejades a diferents dilucions.

2.2.2. Cel-lules C2C12

La linia cel-lular C2C12 (ATCC) prové d’'una linia immortalitzada de mioblasts de
ratoli. EI manteniment de les cel-lules es va realitzar en medi DMEM (PAA) amb 2uM
de Glutamina i suplementat amb FBS (Fetal Bovine Serum) al 10 % (inactivat per calor).
Per induir la seva diferenciacié a miotubs, es va utilitzar el mateix medi de cultiu pero
suplementat amb HS (Horse Serum, PAA) al 2 % (inactivat per calor) enlloc de FBS al
10 %. En ambdds casos es van cultivar a l'incubador a 37°C i al 8.5 % de CO,. Aquestes

cél-lules es van utilitzar per a I'expressio d’elevades quantitats de microRNAL.

2.2.3. Transfeccio de DNA en cél-lules en cultiu
Per a dur a terme l'andlisi d’expressio in vitro dels constructes obtinguts es van

realitzar transfeccions dels plasmidis a diferents linies cel-lulars (HEK293, C2C12).

Per a aquesta finalitat es va utilitzar la técnica de transfeccié amb Lipofectamina
(Lipofectamine™2000, Invitrogen), la qual es basa en la formacié d'un complex
Lipofectamina-DNA per tal d’afavorir I'entrada del DNA a la cél-lula. La proporcié de
Lipofectamina/DNA utilitzada va ser del0 uL de Lipofectamina (1mg/mL) per 4 ug de
DNA per plaques de 6 pous. En el moment de la transfeccio, les cél-lules HEK293 i
C2C12 estaven al 70-80 % de confluencia. Al cap de 6h post-transfeccio, es va canviar
el medi de les cel-lules C2C12 per medi de diferenciaci6 DMEM (PAA) amb 2mM de
Glutamina i suplementat amb HS (Horse Serum, PAA) al 2 % (inactivat per calor). El
cultiu de les cel-lules es va interrompre a les 24-48h post-transfeccio, en el cas de les
HEK293, i als 6 dies post-transfeccio i induccié del procés de diferenciacio, en el cas de

les cél-lules C2C12, per a I'analisi de les mostres.

2.3. Producci6, purificacid i titulacié dels vectors virals adenoassociats

2.3.1. Produccio i purificacio

Les particules infectives de vectors virals AAV8 i AAV9 es van generar en cultius
cel-lulars HEK293 cultivats en Roller Bottles (RB) mitjangcant un protocol de triple
transfeccioé (Ayuso et al., 2010) que implica la utilitzacié de 3 plasmidis. Aquest protocol,

basat en la precipitacio dels virus mitjangant polietilenglicol (PEG) i ultracentrifugacio
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amb gradients de CsCl, permet eliminar practicament el contingut de capsides buides i
disminuir les impureses proteiques, augmentant d’aquesta manera la puresa de la
preparacio viral final, la qual cosa resulta en nivells de transduccio in vivo més elevats
(Ayuso et al., 2010).

La co-transfeccio de cada RB es va dur a terme en 30 mL de fosfat calcic amb 150
ug del DNA plasmidic d’interes (amb les sequéncies ITR i el casset d’expressio
corresponent), juntament amb 150 pg del plasmidi accessori rep2/cap8 o rep2/cap9
(plasmidi d’expressié codificant per les proteines de la capsida proteica de les particules
virals i per les proteines necessaries per la replicacio viral; Plasmid Factory) i 150 pg del
plasmidi helper pWEAD (plasmidi d’expressié codificant per a les proteines adenovirals

necessaries; Plasmid Factory).

Un total de 10 RB per cada vector es van utilitzar per a la produccio viral. Quaranta-
vuit hores post-transfeccid, es van recollir i centrifugar les cel-lules a 2500 g durant 10
min. El medi de cultiu es va guardar a 4°C. El pellet cel-lular es va reconstituir en TMS
(50 mM TrisHCI, 150 mM NacCl, 2 mM MgCl,, pH 8.0) i es va sonicar per lisar les cel-lules
i alliberar els virus del seu interior. El lisat es va centrifugar a 2500 g durant 30 min, i el
sobrenedant d’aquesta centrifugacio es va afegir al medi de cultiu préeviament guardat a
4°C. A continuacio, les particules virals es van precipitar mitjangant una incubacié de
15h en PEG 8000 al 8% (Sigma) a 4°C. Passat aquest periode, els vectors es van
precipitar per centrifugacié a 4000 g durant 30 min. Aquest nou pellet, el qual contenia
els vectors virals tant del medi de cultiu com de les cél-lules, va ser reconstituit amb
TMS, tractat amb benzonasa (Merck) durant 1h a 37°C i finalment centrifugat a 10000 g
durant 10 min. El sobrenedant resultant es va carregar en tubs de 37.5 ml Ultra clear
(Beckman) que contenien un gradient discontinu de CsCl de densitat 1.5 (5 mL) i 1.3
g/ml (10 mL). A continuacio, van ser centrifugats durant 17h a 27000 rpm en un rotor
SW28 (Beckman). Les bandes de virus van ser recollides mitjancant agulles de 18 G i
es van transferir a tubs Ultra clear de 12.5 mL. La resta del tub de 12.5 mL es va
emplenar amb CsCl a 1.379 g/mL per tal de generar un gradient continu. Aquests tubs
es van centrifugar a 38000 rpm en un rotor SW40Ti (Beckman) durant 48h. Finalment,
es van recollir i dialitzar les bandes corresponent a les particules virals plenes mitjancant
una membrana de 10 KDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Products, Pierce), i posteriorment es

van filtrar mitjancant filtres de 0.22 um (Millipore).
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2.3.2. Titulacié de genomes virals

Els genomes virals dels AAV8 i AAV9 van ser determinats per PCR quantitativa
adequant el protocol descrit per I'AAV2, AAV8 i AAV9 Reference Standard Material
(Lock et al., 2010) als vectors utilitzats en aquest estudi. La quantificacié de cada vector
es va fer en paral-lel amb un vector de referencia de concentracié coneguda per garantir
la validesa dels resultats. Com a corba estandard es va fer servir un plasmidi linealitzat

i quantificat mesurant I'absorbancia a 260 nm.

Per a assegurar que el titol del vector viral no se sobreestimava degut a la preséncia
de plasmidis de DNA restants de la transfecci6 a la preparacié viral final, es va realitzar
un tractament amb DNAsa previ a la quantificacié. Només els genomes encapsidats sén
resistents a la digestié6 amb DNAsa. Es van afegir 5 ul de cada preparacio del vector
viral en 5 pL de tamp6 de DNAsa 10X (130 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl;, 1.2 mM CaCly,
pH 7.5), 1 uL de DNAsa (10 U/uL) i 36 ul d’'agua Milli-Q. La digestié es va incubar 60
min a 37°C. Després de la digestid, les mostres es van diluir per a obtenir un valor

d’amplificacio dins del rang de la corba estandard.

La reacci6 de quantificacio consistia en una incubacio inicial de 10 min a 95°C (que
permet l'activacid de la polimerasa i la desnaturalitzacié de les capsides virals,
permetent l'alliberament del genomes), seguida de 40 cicles de 30 s a 95°C

(desnaturalitzacio) i 30s a 60°C (annealing i elongacio).

Cada reaccié de TagMan contenia en un volum final de 10 pL:

Reaccio TagMan

5 yL TagMan LightCycler® 480 Probe Master
0.2 pL primer forward (10 pM)
0.2 pL primer reverese (10 uM)
0.1 pL sonda (10 uM)
2 pL H20 Milli-Q

2.5 L vector diluit

Els primers utilitzats en la quantificacié dels genomes virals dels AAV hibridaven a

la zona comu del polyA (intr6 B-globina):
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Forward: 5 CTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAAT 3
Reverse: 5 GGAGAGGAGGAAAAATCTGGCTAG 3
Sonda: 5 CCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC 3

El titol viral assignat va ser el resultat de la mitjana de tres quantificacions

realitzades en dies diferents:

Vector viral (v;;trzll_)
AAV9-CAG-GFP 6.1x1012
AAV9-CAG-GFP-miRT122a 3.5x1012
AAV9-CAG-GFP-mIiRT1 8.1x1013
AAV9-CAG-GFP-dmiRT 1.2x10%3
AAV9-aP2-GFP-WPRE 1.8x1013
AAV8-CAG-GFP-dmiRT 2.2x10%3
AAV9-NUL 7.6x1013
AAV9-BMP7-dmiRT 3.2x10%3
AAVS8-CAG-null 6.3x1013
AAV8-CAG-BMP7-dmiRT 4.1x1018
AAVS8-hAAT-null 1.4x10%4
AAV8-hAAT-BMP7 8.5x1013

2.3.3. Quantificacio de les particules virals per tincio de plata

L’analisi de les preparacions virals per electroforesi de proteines SDS-PAGE i la
posterior tincid amb nitrat de plata permet la quantificacié de les capsides virals, que
comparat amb el valor de genomes virals obtinguts per RT-PCR, permet calcular el
percentatge de capsides buides en cada preparacio (relacié: particules virals / genomes
virals). A més a més, aquest metode permet visualitzar al gel el grau de contaminacio

de proteines no virals que podrien afectar I'eficiencia de transduccid in vivo.

El volum apropiat del vector d’interes, del vector de referencia (control utilitzat també
en la quantificacio per RT-PCR) i de diferents dilucions del vector K208 (de concentracio
coneguda i utilitzat com a corba estandard), es van barrejar amb el tampd 4x Novex®
Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) i 10X NuPAGE Sample Reducing Agent
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(Invitrogen) fins a un volum final de 20 uL. Després de 5 minuts d’ebullicid, les mostres
es van carregar en un gel del 10 % Bis-Tris Gel 1.5mm 15 well (Invitrogen) i es van
correr a 120 V durant 2 hores. Les proteines del gel van ser fixades amb una barreja de
Milli-Q H.O/etanol/acid acétic. A continuacio, el gel es va sensibilitzar amb una barreja
de Na>S;0s/Acetat de sodi/etanol/H.O Milli-Q. Finalment, el gel es va tenyir amb nitrat
de plata i les bandes es van revelar fent servir una barreja de Na,COz/Formaldehid/H.O
Milli-Q.

El titol de particules virals es va obtenir per densitometria. A partir de la intensitat
de la VP3 de cada dilucié del vector K208 es va generar una corba estandard per

quantificar les particules virals de les diferents preparacions.

2.4. Injeccié invivo dels vectors virals i plasmidics

2.4.1. Administracio local al teixit adipos blanc

Els animals es van anestesiar mitjancant una injeccié intraperitonial de ketamina
(100 mg/kg) i xilacina (10 mg/kg). Es va afaitar la zona ventral del ratoli, i a continuacio
es va realitzar una laparotomia per tal d’exposar el teixit adipos blanc epididimal. Els
vectors AAV es van resuspendre en 200 uL de solucié salina amb 0.001 % Pluronics
F68 i es van injectar directament al teixit adipos epididimal. Es van realitzar dues
administracions de 50 uL a cada diposit greixds (una propera al testicle i I'altre a la zona
mitjana del diposit). L’'abdomen es va ruixar amb soluci6 salina esteéril i es va suturar la
paret abdominal i la pell. Els ratolins es van deixar recuperar de I'anestésia en una manta

calefactora per evitar la pérdua de temperatura.

2.4.2. Administracio sistémica

La quantitat necessaria de solucié d’AAV es va diluir en un volum final de 200 pL de
solucio salina amb 0.001% Pluronics F68 i es va administrar a la vena lateral de la cua
sense exercir pressié en el moment de la injeccié. Abans de ‘administracio, els animals
van ser exposats sota una llum d’infraroig de 250 W (Philips) durant uns minuts per
dilatar els vasos sanguinis i facilitar la visualitzacio i I'accés a la vena de la cua. Es van
col-locar els animals en un rastrainer de plastic (Harvard Apparatus) per immobilitzar-

los i facilitar la injeccid.
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2.4.3. Administracio hidrodinamica

L’administracié hidrodinamica per la vena de la cua es va realitzar com s’ha descrit
anteriorment (Liu et al., 1999). El plasmidi de DNA es va diluir en una solucié salina en
volum (mL) igual al 10 % del pes corporal mitja (g) dels animals i es va injectar a la vena
lateral de la cua mitjangant xeringues de 5 mL acoblades a agulles de 30 G (BD) en
menys de 5 segons. Abans de la injeccio, els animals van ser exposats sota una llum
d’infraroig de 250 W (Philips) durant uns minuts per a dilatar els vasos sanguinis i facilitar
la visualitzacid i I'accés a la vena de la cua. Es van col-locar els animals en un rastrainer

de plastic (Harvard Apparatus) per a immobilitzar-los i facilitar la injeccié.

2.5. Analisi d’expressio del mRNA per RT-PCR

2.5.1. Extraccio de RNA total

Les mostres de teixits per a I'obtencié de RNA total van ser obtingudes dels animals
acabats de sacrificar i van ser rapidament congelades en nitrogen liquid. Els teixits
congelats van ser homogeneitzats mitjancant la utilitzacié d'un politré (Polytron®
MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG, Mullheim, Alemanya)
amb 1 ml de la solucié TriPure Isolation Reagent (Roche) i, seguint el protocol comercial
de purificaci6 de RNA en columna de Rneasy Mini Kit de QIAGEN (Cat.No0.74104,
QIAGEN, Invitrogen), es va obtenir el RNA total. El mateix protocol inclou un tractament

amb DNases.

Totes les mostres van ser tractades en les columnes de purificaci6 amb DNasal
(RNase-Free DNase Set proporcionat amb les columnes, Qiagen), que després de ser
rentades amb el buffer subministrat pel fabricant, van ser eluides amb 30 pl d’aigua
destil-lada lliure de RNases (DEPC). Finalment, la concentracié de RNA obtinguda es

va determinar mitjan¢ant I'is d’'un Nanodrop (ND-1000, ThermoCientific).

2.5.2. Sintesi de cDNA

Un pg de RNA total va ser retrotranscrit a cDNA utilitzant el Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche) seguint les instruccions del fabricant. Oligo-dT i
oligonucleodtids hexamers aleatoris van ser utilitzats com a primers en la reaccio

juntament amb la preséncia d’'un inhibidor de RNases.
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2.5.3. Real Time PCR

La PCR quantitativa o Real-Time PCR (RT-PCR) ha esdevingut molt util en I'analisi
de I'expressié del mRNA de diversos gens. La RT-PCR es va fer en el LightCycler® 480
(Roche) utilitzant LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche). A la segiient taula es

mostren els diferents primers de ratoli utilitzats a la RT-PCR:

Gen Sequéncia Forward Segliéncia Reverse

Cde68 GGGGCTCTTGGGAACTACAC CAAGCCCTCTTTAAGCCCCA
F4/80 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATC
Ppargcla ATACCGCAAAGAGCACGAGAAG CTCAAGAGCAGCGAAAGCGTCACAG
Ucpl GGATTGGCCTCTACGACTCAG TGTAGGCTGCCCAATGAACA
Cidea CCTACGACATCCGATGCACA GTATGTGCCCGCATAGACCA
CPTla CTCCGCCTGAGCCATGAAG CACCAGTGATGATGCCATTCT
Scdl AAGAGAAGGGCGGAAAACTG ATGAAGCACATCAGCAGGAG
Prdm16 CTTAGCCGGGAAGTCACAGG CATTGCATATGCCTCCGGGT
GFP AAGTTCATCTGCACCACCG TCCTTGAAGAAGATGGTGCGC
CD36 AGCCTCCTTTCCACCTTTTG ACGGGGATTCCTTTAAGGTC
oBMP7 AGAGCATCAACCCTAAGCTGG TGTTCTGGGATCTCTGCTTGC
Prefl CGGGAAATTCTGCGAAATAG TGTGCAGGAGCATTCGTACT
Wnt10b GGTGGTAACGGAAAACCTGA GCTCGCAGAAGTCAGGAGAC
CEBPB AATCCGGATCAAACGTGGCT CCCGCAGGAACATCTTTAAGT
CEBPa AATGGCAGTGTGCACGTCTA CCCCAGCCGTTAGTGGAAGAG
Fabp4 ATGAAATCACCGCAGACGAC TCGACTTCCATCCCACTTC
Slc2a4d TGCCCGAAAGAGTCTAAAGC TCCGTTTCTCATCCTTCAGC
Plin1 AGTTCACAGCTGCCAATGAG AGAGGCGATCTTTTCTGGAG
Ndn CAAGAAAGATCCCCAGGCGT CTGGGCAGCAAGATTAGCCT
Fasn GCTGCGGAAACTTCAGGAAA GAGTTGAGCTGGGTTAGGGT
Acaca TTCCAGGCACAGTCCTTAGG GGCCTTGATCATCCAACACC
Acacb CGGGTGAAGTACATCAAGCG ACTTGGTGTAGCTTCTCCCC
Pparg AGGGCGATCTTGACAGGAAA CGAAACTGGCACCCTTGAAA
LPL TTCAACCACAGCAGCAAGAC CTGGATAATGTTGCTGGGCC
Pnpla2 CAACGCCACTCACATCTACG ACCAGGTTGAAGGAGGGATG
Lipe AGGACAGGACAGCAAGGTAC GTTCTTGAGGTAGGGCTCGT
Mixipl TCTTCAGCAGTGGGATCCTG TCAGAAAGGGGTTGGGATCC
Rplpo TCCCACCTTGTCTCCAGTCT ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG
Srebfl TTCCATTGACAAGGCCATGC TACCTGGACTGAAGCTGGTG

Cada reacci6 de RT-PCR (LightCycler® 480 SYBR Green | Master, Roche) contenia

10 pl de volum total:

Reacci6é SYBR Green

5puL 2X LightCycler480 SYBRGreen | Master

0.2 pL primer forward (10 puM)

0.2 pyL primer reverese (10 pM)

2.6 pL H20 Milli-Q

2 uL cDNA (dil.1/10)
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La reacci6 va consistir en 5 minuts a 95°C per a una desnaturalitzacio inicial i 45
cicles de 4 etapes: desnaturalitzacio (10 segons a 95°C), annealing (10 segons a 60°C)
amplificacié (10 segons a 72°C) i 30 segons a 60°C. Abans de refredar la reacci6 a 4°C,
es va deixar 5 segons a 95°C i 1 minut a 65°C per a determinar la temperatura de

melting.

Es va utilitzar el métode delta-delta-Ct (2-AACt) descrit per Livak (Livak et al., 2001)
per a quantificar I'expressioé relativa dels gens d’'interés. En aquest métode ampliament
utilitzat, s'assumeix una duplicacié optima de cada cicle de RT-PCR amb una taxa
d'amplificacié del 100%. Amb aquest métode, les Cts (indica el nombre de cicles al qual
la quantitat del gen diana d'interes és amplificat) del gen d'interes, tant en les mostres
de l'assaig com en les mostres de referencia, s6n ajustades en relacié a les Cts
housekeeping, el gen RPLPO, per cada una de les mostres. El valor resultant servira per

a determinar la diferencia d’expressio.

2.6. Analisi d’expressio dels miRNA per RT-PCR

2.6.1. Extraccio de miRNA dels teixits

Per a l'aillament de miRNA, els teixits es van disgregar mecanicament amb un
politré (Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG,
Mullheim, Alemanya) amb la solucié de lisi seguint les instruccions del kit comercial
miRVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion by Life Technologies, Madrid, Espanya).
Aquest kit es basa en una extraccié organica del RNA seguida d’una purificacié6 amb

filtres i solucions de rentat especifiques proporcionades per la casa comercial.

2.6.2. Sintesi de cDNA

El RNA obtinguts va ser diluit fins a una concentracio de 5 ng/uL dels quals 2 pL
van ser retrotranscrits a cDNA utilitzant el miRCURY LNA™ Universal RT microRNA
PCR - Universal cDNA synthesis kit 1l (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) seguint les

instruccions del fabricant.

2.6.3. Real Time PCR

A la RT-PCR dels miRNA, a diferencia del mRNA anteriorment esmentat, es va
utilitzar ExIILENT SYBR® Green Master mix (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca). Cada
reaccié de RT-PCR (ExiLENT SYBR® Green Master mix, Exiqon) contenia 10 uL de

volum total:
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Reaccio EXxILENT SYBR® Green
5 uL PCR Master mix

1 pL primer mix

4 pL cDNA (dil. 1/80)

La reaccié que es va seguir segons les instruccions de la casa comercial. Els
resultats obtinguts de les Cts van ser processats tal i com s’explica en I'apartat 2.5.3 de
Materials i Métodes, pero en aquest cas es va utilitzar un gen normalitzat housekeeping
diferent, el U6.

2.7. Extraccio i analisi de proteines

2.7.1. Extraccié de proteines

Les proteines totals es van obtenir mitjiangcant homogeneitzacio dels fragments de
teixit congelats, d’'uns 100 mg, en 1 mL de tampé d’homogeneitzacio, fent servir un
politré (Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG,
Mullheim, Alemanya). Els extractes es centrifugaven 5 minuts a 12.000 g a 4°C per

precipitar el debris cel-lular.

Tampd d’homogeneitzacié: 50 mM Tris-HCI ph 7.5, 0.27 M sacarosa, 1mM EGTA,
1mM EDTA, 50 mM NaF, 10 mM B-glicerolfosfat sodic, 5 mM tampo fosfat 1% Triton X-
100. Just abans de fer servir, es van afegir inhibidors de proteases al tampd
d’homogeneitzacié (una patilla per cada 10 ml de tampd, Complete Mini EDTA-free

protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics GMBH, Germany).

A partir de la solucio es va determinar la concentracié de proteines de I'extracte
mitjancant el métode BCA. La resta d’extracte de proteines es va guardar a -20°C fins a

la seva propera utilitzacio.

2.7.2. Determinaci6 de la concentracio de proteines

Per tal de determinar la concentracié de proteines dels diferents extractes es va
utilitzar el méetode de BCA (BCA Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) seguint les
instruccions de la casa comercial. Aquest métode es basa en la reduccié del Cu?* en
Cu* per la proteina en un medi alcali detectat per un canvi colorimétric altament sensible.

Breument, es va barrejar els components del reactiu BCA en una proporcioé 1:50, per
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altra banda, es van diluir les mostres (1:5) amb H,O-miliQ. En una placa de 96 pous
transparent es van afegir 10 pL de mostra amb 190 pL del reactiu de BCA a cada un
dels pous. Es van incubar 30 minuts a 37°C i es va realitzar una lectura de I'absorbancia
a 565 nm. A partir de la comparacié amb una recta patr6 generada amb BSA (Albdmina
2 pg/ul) i successives dilucions es realitzaren els calculs per a obtenir la concentracio

de proteina de les mostres.

2.7.3. Analisi de I'expressio de proteines mitjancant Western Blot
2.7.3.1. Electroforési en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

L’'andlisi de I'expressié de proteines es va realitzar mitjancant I'electroforési dels
diferents extractes proteics en gels de poliacrilamida al 10%, en preséencia de SDS. El
gel de poliacrilamida SDS-PAGE es forma a partir de la fusié de dos gels. El primer gel
és el de compactacio o stacking, el qual contenia un 3.9% de poliacrilamida i contenia
els pous a on es dipositaven les mostres. El segon, es tracta del gel separador o
resolving, aquest contenia un 10% de poliacrilamida i s’hi donava la separaci6 de les
proteines. Els diferents extractes proteics es descongelaven en gel. La quantitat de
proteines a carregar es va barrejar amb 1/5 volum de tampé de carrega Laemli 5X
(Tampo fosfat 20 mM, Glicerol 20%, SDS 4%, 2-B-mercaptoetanol 2% i blau de
bromofenol com a colorant). Un cop preparades les mostres, les proteines es
desnaturalitzaren a 90°C durant 2 minuts, es posaven en gel i es carregaren al gel SDS-
PAGE. El tamp0 utilitzat per a I'electroforesi fou el segtient: Tris base 5 mM, Glicina 192
mM, SDS 0.1% (pes/volum). L’electroforési es va realitzar a 50 V (volts) mentre les
mostres creuaven el gel de compactacio, i posteriorment a 80 V quan es trobaven ja en
el gel separador. A I'electroforési es van utilitzar el marcador de pes molecular per

proteines Spectra Multicolor Broad Range (Thermo Scientific).

2.7.3.2. Transferencia de proteines a membranes i immunodeteccio
L'electrotransferencia de les proteines des del gel a les membranes de PVDF
(Hyperbond-P, Amersham Biosciences) es va realitzar amb I'aparell Transblot model
2051 de LKB/Pharmacia, a 100 V durant dues hores a 4°C en un tampd
d’electrotransferéncia (Tris 25 mM, Glicina 150 mM, Metanol 20%). Després de la
transferencia les membranes es bloguejaven amb TBS-T (Tris-HCI 25 mM, NaCl 137
mM, Tween20 0.1%) amb un 5% de llet desnatada en pols i pH 7.4, o bé TBS-T amb un
5% de BSA, depenent del protocol de I'anticos a utilitzar. El bloqueig es va realitzar

durant 1 hora en agitacio a temperatura ambient. Posteriorment, les membranes es van
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incubar amb els anticossos primaris diluits (1/1000) en la mateixa solucio utilitzada al
bloqueig. La incubacié es va realitzar en agitacié suau a 4°C durant tota la nit. L’'endema
les membranes es van rentar amb TBS-T 0.1% (3 rentats de 5 minuts) i es van incubar
durant 1 hora, en agitacid suau i a temperatura ambient, amb els corresponents
anticossos secundaris, conjugats amb la peroxidasa i diluits (1/20000) en la mateixa
solucié que s’havia utilizat en el bloqueig. Finalment les membranes es van rentar de
nou amb TBS-T 0.1% (3 rentats de 5 minuts). La immunodeteccié es va realitzar
mitjancant el producte comercial ECL+ Western Blotting analysis System (Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemanya) seguint el protocol del fabricant. La
membrana tractada amb ECL+ es va exposar en el film fotografic High performance
chemiluminescence film (GE Healthcare Limited, 28906835) per tal de visualitzar la

senyal.

Els anticossos primaris utilitzats en aquest treball estan detallats a I'apartat 1.3. de
Materials i Metodes. Les bandes obtingudes van ser quantificades per densitometria i

analitzades amb el programari ImageJ.

2.8. Determinaci6 del consum d’aliments

El consum d’aliments o ingesta, tant en dieta estandard com en dieta alta en
lipids, es va determinar fent la mitjana per gabia, essent tots els animals de cada gabia
del mateix grup. La quantitat de menjar ingerit es va obtenir mitjancant la diferencia entre
la quantitat inicialment afegida a la gabia i la quantitat romanent, cada 7 dies. El resultat

es va expressar com la ingesta d’aliments en grams per dia i animal.

2.9. Determinacié de parametres sérics

El serum es va obtenir a partir de mostres de sang obtingudes per la cua, o bé, a
partir de la decapitacio dels ratolins en els estudis a temps final. En tots dos casos, la
sang va ser recollida en tubs no heparinitzats i es va deixar durant 1h a 4°C.
Posteriorment, es va centrifugar 10 minuts a 12000 g a 4°C per a I'obtencié del sérum,
el qual es va mantenir congelat a -80°C fins al moment de la determinacio dels diferents

parametres.
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2.9.1. Glucosa
Els nivells de glucosa seérica es van determinar a partir d'una gota de sang
procedent de la cua dels ratolins, mitjancant el sistema Glucometer Elite™ (Bayer,

Leverkusen, Alemanya).

2.9.2. Insulina
La insulina circulant es va determinar a partir de 5 pl de serum mitjancant un assaig
immunoenzimatic Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA (Crystal Chem, 90080), seguint

les instruccions del fabricant. Aquest métode té un limit de deteccié maxim de 64 ng/mL.

2.9.3. Adiponectina
L'adiponectina circulant es va determinar a partir de 5 pl de serum mitjancant un
assaig immunoenzimatic Mouse Adiponectin ELISA (Crystal Chem, 80569), seguint les

instruccions del fabricant. Aquest metode té un limit de deteccié maxim de 1 ng/mL.

2.9.4. BMP7

Els nivells circulants de BMP7 van ser determinats mitjangcant un assaig
immunoenzimatic en 50 pl de sérum utilitzant el Human BMP7 ELISA (R&D Systems,
DBP700), seguint les instruccions del fabricant. El nivell de deteccié maxim del kit és de
2000 pg/mL.

2.9.5. Triglicérids

Els nivells de triglicérids en el serum van ser determinats per espectrofotometria
utilitzant un kit comercial GPO-PAP (Horiba-ABX, Montpellier, Franga) i I'aparell
autoanalitzador PENTRA 400 (Horiba-ABX, Montpellier, Franca). Es un métode basat
en la reaccio enzimatica GPO-PAP descrita per Fossati (Fossati et al., 1982) on el
cromogen quinoneimina (PAP) és obtingut a partir de la reaccié del p-clorofenol i 4-
aminoantipirina catalitzada per la glicerol kinasa, el glicerol-3-fosfat oxidasa (GPO) i la

peroxidasa.

2.9.6. Acids grassos lliures

Els nivells dacids grassos lliures no esterificats es van determinar
espectrofotométricament utilitzant un producte comercial NEFA C (Wako Chemicals,
Neuss, Alemanya) i l'autoanalitzador PENTRA 400 (ABX Diagnostics, Montpellier,
Franca). El métode es basa en la reaccié enzimatica de I'acil-CoA sintetasa i I'acil-Co

oxidasa.
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2.10. Determinacio del contingut de triglicérids hepatics

Els triglicérids es van extreure del teixit seguint el métode de Folch fent servir
una barreja de cloroform:metanol (2:1) (Folch et al., 1957). Per fer-ho, fragments
congelats de fetge d’aproximadament 100mg es van pesar i homogeneitzar en 15 mL
de cloroform:metanol (2:1). Les fases lipidiques i aquoses es van separar mitjancant
I'addicio de 3 mL de H>SO4 al 0.05% i es van mantenir tota la nit a 4°C. Un cop separades
les fases, es va eliminar la fase superior mitjangant una pipeta Pasteur i es va recuperar
1mL de la fase inferior lipidica en un tub de vidre de 5 mL. Posteriorment es va afegir
1mL d'una solucié de cloroform/TRITO X-100 a I'1% i es va incubar en un bany a 90°C
per evaporar el cloroform, tot eliminant les restes de la fase aquosa romanents. Per
concentrar la mostra, es va afegir cloroform per les parets del tub de vidre i es va tornar
a escalfar a 90°C per evaporar el cloroform. Aquesta operacid es repetir varis cops fins
gque queda tot a baix. Un cop el sediment estava completament sec i concentrat, es va
resuspendre en 500 pL de HO miliQ en un bany a 37°C, i posteriorment es va
homogeneitzar totalment amb I'ajuda d’una pipeta i/o per agitacié. Un cop resuspeses,
es va determinar la quantitat de triglicérids i es va expressar en mil-ligrams de triglicerids

per pes de teixit.

2.11. Test de tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa es va utilitzar per a comprovar si els ratolins eren
capacos de respondre correctament a una sobrecarrega de glucosa. Els animals
escollits per a la realitzacié del test es van dejunar 16 hores abans. Passades les hores
de deju es va determinar la glucémia basal a partir d'una gota de sang de la vena de la
cua mitjancant el sistema Glucometer Elite®. Posteriorment, se’ls va injectar
intraperitonealment una dosi de 1 g de glucosa/Kg de pes. A partir d’'aquest moment, es
van realitzar extraccions de gotes de sang seriades als 15 i 30 minuts després de la
injeccio de la glucosa i, posteriorment, cada 30 minuts fins a les 2.5 hores de I'inici del
test per tal de determinar I'evolucié de la glucémia al llarg del temps. Durant aquest
procés els animals no van tenir accés ni al menjar ni a l'aigua. Els resultats de les

glucemies es van expressar en mg/dL en els diferents punts de I'experiment.
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2.12. Test de tolerancia a la insulina

El test de tolerancia a la insulina es va utilitzar per a comprovar si els ratolins eren
capacos de respondre correctament a una sobrecarrega de insulina, quantificant aixi la
seva sensibilitat a la insulina. Immediatament després de treure el menjar als animals,
es va determinar la seva glucémia basal a partir d'una gota de sang de la vena de la cua
mitjancant el sistema Glucometer Elite®. Posteriorment, es va injectar
intraperitonealment una dosi de 0.75U de insulina/Kg de pes. A partir d’aquest moment
es van realitzar extraccions de gotes de sang seriades cada 15 minuts després de la
injeccioé de la glucosa fins a les 2 hores des de l'inici del test per tal de determinar
I'evolucio de la glucemia al llarg del temps. Durant aquest proceés els animals no van
tenir accés ni al menjar ni a l'aigua. Els resultats es van expressar com el percentatge
dels nivells circulants de glucosa en els diferents punts de I'experiment, respecte els

nivells basals previs a I'administracié de I'hormona.

2.13. Analisi immunohistoquimica del teixit adipos, cor i fetge

Després de sacrificar els animals, el eWAT, el IWAT, el iBAT, el fetge i/o el cor
es van fixar en formol durant 24-48 hores a 4°C, posteriorment es van incloure en
parafina i es van tallar en seccions de 2-3um. Els talls histologics es van desparafinar
(2 rentats amb Xilol 10 minuts, 2 rentats amb etanol 100% 5 minuts i 2 rentats d’etanol
96% 5 minuts) i es van tenyir amb hematoxilina/eosina o es van incubar durant tota la
nit a 4°C amb els anticossos primaris corresponents contra GFP (1/300). Les mostres
de fluorescencia es van incubar amb els corresponents anticossos secundaris (1/300).
Les seccions van ser incubades amb DAPI (Sigma-Aldrich) per al marcatge fluorescent
dels nuclis. Per dur a terme la tincio primer es van tenyir els talls amb hematoxilina, es
van rentar i posteriorment es van tractar amb eosina. A continuacié es van deshidratar
les mostres i es van muntar els portaobjectes. Els talls histologics es van visualitzar al
microscopi (Nikon Eclipse 90i). Es van captar imatges en diferents camps de les diverses
seccions de cada teixit mitjancant una videocamera (Nikon DS-Fil) connectada al

monitor.

2.13.1. Determinacié de I'area mitja dels adipocits
A partir dels talls histologics d’'eWAT tenyits amb hematoxilina/eosina, es va
realitzar un estudi morfometric per quantificar I'area del adipocits i la seva distribucié

mitjana per mida. Es van prendre imatge de 6 camps per dos talls per animal a 100X.
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Mitjancant I'analitzador d'imatges (analySIS 3.0; Soft Imaging System, Center Valley,
PA, EEUU) es va determinar I'area en um? dels adipocits sencers presents al camp. A
partir de les dades obtingudes, es va calcular I'area mitjana dels adipocits per grup i la
distribucio de la mida d’aquests en un histograma com a percentatge del nimero total

d’adipocits comptats per cada categoria de mida.
2.14. Analisi estadistica
Els resultats es van expressar com a la mitja + Error Estandard de la Mitja (EEM).

La comparaci6 dels resultats es va realitzar mitjancant el test t de Student de dades no

aparellades o a través de la taula ANOVA de dos factors.
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