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Sinopsis

Cardiokines are proteins produced and secreted by the heart, that have an important
role in the correct maintenance of its function. In the present work, a new role for
FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) has been described. Also, we prove that Metrnl

(Meteorin-like) is a novel cardiokine with relevant cardioprotective functions.

Our group first reported that FGF21 is responsible for cardioprotective mechanisms
against hypertrophy development and oxidative stress. FGF21 is a secretable protein
with a well-known role in glucose homeostasis regulation, ketogenesis and thermogenic
activation, though the potential FGF21 protection against obesity effects in the heart
remained unknown to the date. Therefore, in the present work we first describe how
FGF21 deficiency causes excessive myocardial accumulation of lipidic vessels, leading
to hypertrophy and cardiac dysfunction. FGF21 protective actions against lipotoxicity
are mediated by autophagy (and lipophagy) increased activity, due directly to FGF21

signaling pathway activation.

Metrnl is a protein secreted by the adipose tissue and the skeletal muscle, that increases
energy expenditure and decreases inflammation. Although Metrnl is highly expressed
in the cardiac muscle, as far as we know there are no reports regarding its cardiac
function. Here we first characterized Metrnl as a new cardiokine, produced and secreted
mostly by cardiomyocytes. Metrnl expression is increased in response to a wide range
of cardiac stress conditions, and it has autocrine effects in the cardiomyocytes as well,
where Metrnl increases PGCla expression, a transcriptional co-activator with
extensively reported anti-hypertrophic properties. Metrnl absence induces cardiac
alterations, that include an anomalous hypertrophy pattern where the interventricular
septum thickness is increased, more fibrosis and changes in the activation profile of
cardiac immune cells. Metrnl expression recovery is enough to correct those alterations
and to protect against cardiac hypertrophy. Finally, Metrnl potential as a cardiac
pathology biomarker has been evaluated within a large cohort of patients with heart
failure. We concluded that Metrnl is a strong prognostic biomarker of survival in these

patients.

As a summary, the present work contributes to a better understanding of the roles of
the cardiokines FGF21 and Metrnl, and its relevance for the maintenance of the cardiac

function.
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Contenido

La presente tesis doctoral, que lleva por titulo Papel de las cardiocinas FGF21 y Metrnl
en la hipertrofia cardiaca, se estructura segun la normativa vigente en lo referente al
formato de tesis cldsica, establecida por la Facultad de Biologia de la Universidad de

Barcelona, y consta de los siguientes apartados:

Sinopsis

Indice

Listado de abreviaturas
Listado de figuras y tablas
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Materiales y métodos
Resultados

Discusion
Conclusiones
Bibliografia

Apéndice

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral fueron publicados parte de los resultados

obtenidos. La siguiente publicacion se encuentra adjunta como Apéndice:

Autophagic control of cardiac steatosis through FGF21 in obesity-associated

cardiomyopathy. International Journal of Cardiology, 2018
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Introducciéon

La hipertrofia cardiaca

El corazén es el primer 6rgano en formarse y ser funcional en los mamiferos. Su funcién
principal es la de bombear la sangre a través del sistema circulatorio, con el objetivo de
hacer llegar oxigeno y nutrientes al resto de 6rganos y devolver el didéxido de carbono

de vuelta a los pulmones.

Se trata, por tanto, de un 6rgano con una funciéon compleja, que ha de ser capaz de
mantener la perfusién hacia los d6rganos periféricos, adaptaindose para cubrir las
demandas del organismo en cuanto a oxigeno y nutrientes tanto en condiciones

normales como en condiciones de estrés o patologia (Nakamura and Sadoshima, 2018).

La hipertrofia cardiaca constituye un mecanismo compensatorio del corazén en
respuesta a determinadas condiciones, patoldgicas o fisioldgicas, en las que se requiere
un aumento de la carga de trabajo cardiaco. En respuesta a una serie de sefales
neurohumorales o biomecanicas, el corazén aumenta su tamafo con tal de reducir la
tension ejercida sobre la pared ventricular y mantener la capacidad de bombeo

requerida por el organismo en estas circunstancias (Samak et al., 2016).

En el corazén adulto, este crecimiento esta provocado por el aumento del tamafo de los
cardiomiocitos. Los cardiomiocitos son células altamente diferenciadas, que salen del
ciclo celular y pierden casi por completo la capacidad de proliferar poco después del
nacimiento (Bergmann et al., 2009; Nakamura and Sadoshima, 2018). Aunque la
proliferacion de los fibroblastos cardiacos o un recambio minimo de cardiomiocitos
pueden contribuir ligeramente al aumento de la masa cardiaca, tanto el crecimiento
normal del corazén durante su desarrollo como el aumento de masa en condiciones de
hipertrofia se deben a un aumento del tamafo individual de los cardiomiocitos que lo

forman (Maillet et al., 2015).

En proporcion, los cardiomiocitos constituyen menos de un tercio del namero total de
células presentes en el miocardio (Planavila et al., 2017), aunque ocupan
aproximadamente un 75% de la masa del corazén adulto (Pinto et al., 2016; Popescu et
al., 2006). Estas células se organizan en unidades contractiles bdsicas llamadas

sarcomeros (Bernardo et al., 2010). Ademds del aumento del tamano de los
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cardiomiocitos, la hipertrofia cardiaca en respuesta a un estimulo patolégico induce
otras modificaciones estructurales y funcionales en el corazdn, incluyendo por ejemplo
un aumento de la sintesis proteica y una mayor organizacion de los sarcémeros, que

puede acabar provocando disfuncion contractil.

Asi pues, a pesar de que la hipertrofia cardiaca sea inicialmente una respuesta
compensatoria frente a estimulos fisioldgicos o patolégicos, la hipertrofia provocada
por estimulos patoldgicos suele asociarse con eventos cardiovasculares adversos, como
las arritmias o la insuficiencia cardiaca (Nakamura and Sadoshima, 2018). Los
mecanismos moleculares responsables de la hipertrofia cardiaca son diferentes
dependiendo de si se trata de un proceso fisioldgico o patologico (Nakamura and
Sadoshima, 2018).

El crecimiento y la remodelacion patologica del corazon en respuesta a un infarto de
miocardio, al estrés hemodindmico causado por la hipertensiéon crénica o las
cardiomiopatias de origen genético pueden desencadenar una situacidon de insuficiencia
cardiaca en la cual el corazén no es capaz de hacer frente a las demandas energéticas del
organismo (Heineke and Molkentin, 2006). En esta situacion patoldgica, el corazén no
es capaz de superar el estrés y acaba dilatandose y perdiendo capacidad contractil
(Maillet et al., 2015).

La remodelacion cardiaca patologica va acompaiiada de otras alteraciones, como el
desarrollo de fibrosis y la inducciéon de la respuesta inflamatoria, que empeoran todavia
mas la funciéon contractil del corazén al inhibir la conduccidon de la sefial eléctrica
(Bowers et al., 2010).

En la actualidad, la insuficiencia cardiaca es una de las principales causas de mortalidad
en los paises industrializados, con una supervivencia de aproximadamente el 50%
durante los 5 afios siguientes al diagndstico (Linseman and Bristow, 2003; Taylor et al.,

2017), suponiendo un alto coste tanto a nivel social como a nivel econdémico.
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Tipos de hipertrofia cardiaca

Tal como se ha mencionado, se conocen dos tipos de hipertrofia cardiaca que difieren
en el tipo de estimulos que los originan, en los mecanismos o vias de sefializaciéon que
activan y en las consecuencias que tienen para el funcionamiento del corazén a corto'y
a largo plazo (Bernardo et al., 2010; Maillet et al., 2015; Shimizu and Minamino, 2016).
El equilibrio entre los efectos beneficiosos o perjudiciales de esta adaptacién acabara
determinando si el corazén desarrolla una hipertrofia fisiologica o patoldgica. Las

caracteristicas generales de ambos tipos de hipertrofia se encuentran resumidas en la

Tabla 1.

CARACTERISTICA

HIPERTROFIA PATOLOGICA

HIPERTROFIA FISIOLOGICA

ESTIMULO Enfermedad Ejercicio aerébico
Sobrecarga de presion o de volumen Crecimiento postnatal
Cardiomiopatia Gestacion
MORFOLOGIA Cardiomiocitos mas grandes Cardiomiocitos mds grandes
CARDIACA Formacién de nuevos sarcémeros Formacién de nuevos sarcémeros
Aumento del tamafo del corazén Aumento del tamano del corazén
FIBROSIS Si No
APOPTOSIS Si No
PROGRAMA Sobreexpresion de genes fetales Expresion relativamente
GENICO FETAL invariable
FUNCION Menor expresion de SERCA2a, Normal o mejorada
CONTRACTIL cambios en la relaciéon p-MHC/a-
MHC
FUNC[ON Reducida Normal o mejorada
CARDIACA
METABOLISMO Menor oxidacién de acidos grasos Mayor oxidacion de acidos grasos
Mayor uso de glucosa/metabolismo Mayor uso de glucosa
anaerobico
REVERSIBLE No Si

Tabla 1. Comparacion general entre las caracteristicas de la hipertrofia cardiaca patoldgica y fisiologica.

Adaptada de (Bernardo et al., 2010).

La hipertrofia cardiaca fisioldgica se caracteriza por causar un aumento del tamafo
cardiaco mas moderado (entre un 10-20%). Los cardiomiocitos crecen anadiendo
nuevos sarcomeros de manera longitudinal y transversal, de manera equilibrada, lo que

permite preservar o incluso incrementar la capacidad contractil del corazon.

35



Introducciéon

Ademas, este tipo de hipertrofia no provoca la aparicién de fibrosis intersticial y no
induce la apoptosis de los cardiomiocitos. Se trata en general de un proceso reversible,
inducido por situaciones fisiolégicas que requieren una mayor demanda energética,
como el ejercicio fisico o la gestacion (Heineke and Molkentin, 2006; Nakamura and
Sadoshima, 2018). El equilibrio entre el crecimiento de los cardiomiocitos, la
angiogénesis y la regulacion de los niveles de inflamacion es necesario para garantizar

que la hipertrofia cardiaca sea un mecanismo adaptativo (Schirone et al., 2017).

La hipertrofia cardiaca patoldgica se caracteriza por el aumento excesivo del tamafo de
los ventriculos, acompanado por una remodelaciéon patoldgica que acaba provocando
la disfuncién del miocardio, como muestra la Figura 1 (Heineke and Molkentin, 2006;

Samak et al., 2016).

La hipertrofia ventricular es un intento del corazén por mejorar su rendimiento de
manera acorde a la situacion de estrés que estd sufriendo. Aunque inicialmente es una
respuesta compensatoria, con un crecimiento ventricular concéntrico, en condiciones
patolégicas esta situacion progresa hacia una dilatacion de las camaras ventriculares.
Los cardiomiocitos aumentan de tamafio afadiendo sarcomeros longitudinalmente, de
manera que las paredes del ventriculo se estrechan, provocando disfunciéon contractil y

finalmente insuficiencia cardiaca (Samak et al., 2016; Schiattarella and Hill, 2015).

Los estimulos que pueden inducir la hipertrofia cardiaca patologica suelen provocar
una reduccion en la capacidad contractil del corazén e incrementar la presion sobre las
paredes de los ventriculos. Entre estos estimulos se encuentran la hipertension crénica,
la isquemia con reperfusion, la sobrecarga de presiéon o volumen, la estenosis adrtica, la
regurgitacion de la védlvula mitral o adrtica, los infartos de miocardio o las
cardiomiopatias de origen genético (Cohn et al.,, 2000). Estas ultimas suelen estar
provocadas por mutaciones en genes que codifican para proteinas estructurales de los
sarcoOmeros (Nakamura and Sadoshima, 2018). Los trastornos en la acumulacion de
lipidos también pueden inducir el desarrollo de hipertrofia cardiaca. La diabetes y la
obesidad, como se discutira mas adelante, se consideran factores de riesgo para el

desarrollo de la hipertrofia (Devereux et al., 2000).
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Pathophysiological stimuli

Cardiac injury

Pressure overload

Volume overload
Neurohormonal activation
Inflammation

Remodeling
pathways

Necrosis Monocyte infiltration
Apoptosis Myofibroblast activation
Necroptosis Oxidative stress

Energy metabolism

D | Y

Myocardial
fibrosis

CMs loss CMs hypetrophy

Cardiac remodeling

Change in heart geometry
Ventricular dysfuntion

Heart failure

Figura 1. Esquema de las alteraciones que conducen al desarrollo de la hipertrofia patoldgica y a la
remodelacion cardiaca. El conjunto de estas modificaciones suele llevar a la insuficiencia cardiaca.
Adaptado de (Schirone et al., 2017).

En el caso de la hipertrofia patoldgica, a parte del aumento de tamafo de los
cardiomiocitos se producen una serie de modificaciones en el miocardio que facilitan
la progresion hacia la insuficiencia cardiaca. En este caso, hablamos de un proceso de
remodelacion cardiaca patoldgica, que incluye todos los eventos moleculares, celulares
e intersticiales que fomentan los cambios que se producen en el corazén y que
contribuyen a empeorar su funcionamiento. La remodelacion cardiaca involucra tanto
a los cardiomiocitos como a los otros tipos celulares presentes en el miocardio
(Burchfield et al., 2013; Cohn et al., 2000; Schirone et al., 2017). Algunos de los procesos
implicados en esta remodelacion son la induccién de la expresion del programa génico

fetal, la induccién de la apoptosis en los cardiomiocitos (con la consecuente reduccion

37



Introducciéon

del numero de estas células en el miocardio), la aparicién de fibrosis intersticial, la
disfuncién mitocondrial, la desregulacion del Ca** intracelular, las alteraciones
metabdlicas, las alteraciones estructurales de los sarcémeros y la induccién de la

respuesta inflamatoria (Nakamura and Sadoshima, 2018).

Las alteraciones del metabolismo cardiaco que se dan en estas condiciones someten a
los cardiomiocitos a un mayor estrés oxidativo, que desencadena una respuesta
inflamatoria y pro-fibrética. Este ambiente a su vez provoca la muerte y pérdida
progresiva de cardiomiocitos en el miocardio (Whelan et al., 2010) y la activacién y
proliferacion excesiva de los fibroblastos cardiacos (Schirone et al., 2017). Durante la
hipertrofia y la remodelacién patolédgica, la densidad de capilares en el corazén es
insuficiente, lo que favorece la adaptacion metabolica hacia un perfil menos oxidativo
y la muerte celular progresiva. La expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) disminuye durante la insuficiencia cardiaca (Shiojima et al., 2005). La
activacion excesiva de la autofagia en estas condiciones induce también la apoptosis de

los cardiomiocitos, como se discutird mas adelante.

Todas estas modificaciones conducen a un cambio en la geometria cardiaca global, que
pasa de una forma eliptica a una estructura mas esférica, aumentando la masa del
ventriculo izquierdo y reduciendo la fraccién de eyecciéon (Cohn et al., 2000; Ohtani et

al., 2012). Esto desemboca en la disfuncion progresiva e irreversible del corazén.

Estimulos desencadenantes

Los dos principales tipos de estimulos desencadenantes de la hipertrofia cardiaca son el
estrés mecanico y los factores hormonales endocrinos (Nakamura and Sadoshima,
2018; Ritter and Neyses, 2003). Ambos tipos de sefiales se encuentran al inicio de las
vias de sefalizacion intracelulares que conducen al desarrollo de la hipertrofia cardiaca

y a las consecuentes alteraciones estructurales y funcionales que provoca en el corazon.

Como se ha mencionado anteriormente, los estimulos iniciales y las vias de sefializacién
intracelular que se activan determinan en gran parte el caracter fisioldgico o patolédgico

de la hipertrofia cardiaca. En general estos estimulos suelen confluir en un nimero
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limitado de vias de sefializacién. La Figura 2 muestra un esquema simplificado de las

diferentes vias reguladas en respuesta a distintos factores hormonales o mecanicos que

acaban provocando el desarrollo de la hipertrofia cardiaca.
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Figura 2. Principales vias de sefializacion involucradas en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Las

sefiales neurohumorales o mecdnicas recibidas en la membrana de los cardiomiocitos activan una serie

de vias que inducen la transcripcion de genes relacionados con el crecimiento y la hipertrofia. Adaptado

de (Ritter and Neyses, 2003).

Receptores de estrés biomecanico

Los cardiomiocitos sometidos a condiciones de estrés mecanico o de deformacion son

capaces de detectar estos cambios mediante un aparato sensorial interno. Los receptores

de estrés biomecanico de los cardiomiocitos transmiten estas sefiales y activan vias de

sefalizacion intracelulares en respuesta a los cambios que se producen en la

composicion de la matriz extracelular, en la rigidez de la misma, o a las alteraciones en

la presion o el volumen sanguineo.

El estrés sobre las paredes del corazon activa una serie de canales i6nicos, responsables

de la rapida respuesta del corazon frente al estrés agudo. La familia de los canales
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receptores de potencial transitorio candnicos (TRPC) esta formada por 7 isoformas de
canales de cationes no selectivos, expresados en el corazon. Estos canales son sensibles
al estrés mecdnico y controlan vias de sefializaciéon que llevan a la activacion de la
calcineurina y de NFAT (factor nuclear de células-T activadas), inductores conocidos
de hipertrofia cardiaca patoldgica (Bush et al., 2006; Eder and Molkentin, 2011;
Nakamura and Sadoshima, 2018).

Las integrinas son receptores heterodiméricos formados por una subunidad a y una
subunidad B, que se encuentran en contacto con la matriz extracelular y son capaces de
percibir cambios en la misma (Schirone et al., 2017). Estos mecanosensores detectan
estimulos fisicos provenientes del exterior de la célula y los transforman en sefales
bioquimicas, que son transmitidas al interior de la célula mediante la activacion de
cinasas de adhesiones focales (FAK), GTPasas como Ras o Rho y de la via de la proteina
cinasa B (PKB o Akt) (Heineke and Molkentin, 2006; Ross and Borg, 2001). Mientras
que la activacion de la proteina Akt a corto plazo induce hipertrofia no patolédgica, sin
perjudicar al funcionamiento del corazdn, su activacién a largo plazo desemboca en

insuficiencia cardiaca (Matsui et al., 2002; Shiojima et al., 2005).

Las proteinas asociadas al disco Z de los sarcémeros también son capaces de detectar el

estrés mecanico (Heineke and Molkentin, 2006; Samak et al., 2016).

A parte de la transmisiéon directa de las sefales, el estrés mecanico promueve la
secrecion de factores humorales, como la angiotensina II y la endotelina-1, que inducen
la hipertrofia cardiaca mediante la activacién de receptores asociados a proteinas G
(GPCR) (Heineke and Molkentin, 2006; Sadoshima and Izumo, 1993; Schirone et al,,
2017).

Ademas, el estrés mecanico puede inducir la activacion de vias intracelulares pro-
hipertréficas independientemente de las vias mediadas por proteinas estructurales. El
estrés mecanico es capaz de activar el receptor de la angiotensina II de tipo 1, que activa
la cinasa Janus 2 (JAK2) e induce la activacion de proteinas G, promoviendo la
activacion de la via de la cinasa regulada por sefales extracelulares ERK (Zou et al.,
2004).
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Moléculas senalizadoras

Los mecanismos neurohumorales que inducen la hipertrofia cardiaca estan
relacionados con la secrecion de hormonas, citocinas y factores de crecimiento que
activan receptores situados en la membrana de los cardiomiocitos. Estos ligandos son
detectados por una serie de receptores que incluyen receptores asociados a proteinas G
(GPCR), receptores con dominios tirosina-cinasa y receptores de citocinas relacionados

con gp130 (Heineke and Molkentin, 2006).

Segin la sefal pro-hipertréfica inicial, se activan distintas vias de sefalizacién
intracelular relacionadas con una respuesta hipertréfica fisioldgica o patolégica. Por
ejemplo, los estimulos humorales se pueden clasificar en factores de crecimiento, como
el factor de crecimiento insulinico IGF-1 y el factor de crecimiento transformante
TGEFp, que activan los receptores tirosina-cinasa relacionados con la induccién de la
hipertrofia fisiolégica como mecanismo adaptativo, y en moléculas que activan los
receptores GPCR, como las catecolaminas, la angiotensina II o la endotelina-1,
relacionadas directamente con la induccién de la hipertrofia cardiaca patologica

(Nakamura and Sadoshima, 2018).

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) es responsable de muchas de las
modificaciones que ocurren durante la remodelacion cardiaca e induce la expresion de
proteinas relacionadas con la apoptosis, la proliferaciéon de los fibroblastos y la

inflamacion (Schirone et al., 2017; Sciarretta et al., 2009).

Al unirse a sus receptores GPCR, la angiotensina II y la endotelina-1 inducen la
activacion de proteinas G como la Gag, que activa la PLC e induce la hipertrofia a través
de la activacidon de la via de la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K/Akt) (Sadoshima and
Izumo, 1993). El fosfatidilinositol-3 (IP3) producido por la activaciéon de la PLC por
parte de la subunidad a de esta proteina G promueve la movilizaciéon del Ca*
intracelular desde el reticulo hacia el citoplasma, donde activa la calmodulina y la
calcineurina (Nakamura and Sadoshima, 2018). Esta cascada de senalizacion acaba
activando la proteina cinasa dependiente de calmodulina CAMKIIS, que promueve la
progresion hacia la hipertrofia patoldgica y la insuficiencia cardiaca (Backs et al., 2009;

Ling et al., 2012).
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Las catecolaminas son hormonas neuroendocrinas que se unen a los receptores a y p-
adrenérgicos, a través de los cuales activan la adenilato ciclasa (AC) y aumentan los
niveles citoplasmaticos de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). La consecuente
activacion de la proteina cinasa A (PKA) provoca la fosforilacion de proteinas
contractiles y de proteinas reguladoras de los niveles de Ca** intracelular, induciendo
también un aumento de los niveles citoplasmaticos de Ca*"'y el desarrollo de hipertrofia
cardiaca (Nakamura and Sadoshima, 2018). Las alteraciones en los niveles de Ca>*
responsables de la remodelacion cardiaca afectan también a la capacidad contractil del

corazon, fomentando la progresion hacia la insuficiencia cardiaca (Lehnart et al., 2009).

La estimulacion crénica de los receptores a y B-adrenérgicos induce el desarrollo de
hipertrofia cardiaca patolégica (Nakamura and Sadoshima, 2018). Durante la
realizacion de esta tesis doctoral, se han utilizado varios modelos de inducciéon de
hipertrofia mediante la estimulacion de los receptores a-adrenérgicos (fenilefrina) y -

adrenérgicos (isoproterenol).

Efectos de la hipertrofia cardiaca

Aumento del tamano cardiaco

La induccidn de la hipertrofia cardiaca a nivel celular se caracteriza por un aumento
individual del tamafio de los cardiomiocitos, acompafnado por el correspondiente
aumento en la sintesis de proteinas y por la adicién de nuevos sarcémeros (Frey et al.,

2004; Nakamura and Sadoshima, 2018; Samak et al., 2016).

La hipertrofia de los cardiomiocitos sirve para reducir el estrés de las paredes
ventriculares, aumentando el grosor de las mismas (Maillet et al.,, 2015). Segun la
geometria que adoptan los cardiomiocitos individuales, el crecimiento hipertréfico se

puede clasificar en dos tipos: concéntrico o excéntrico (Frey et al., 2004).
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La hipertrofia cardiaca concéntrica se debe a una sobrecarga de presion o a
enfermedades valvulares, y se caracteriza por la adicién de sarcdmeros en paralelo,
aumentando asi el grosor de los cardiomiocitos individuales y el grosor de las paredes
ventriculares (generalmente del ventriculo izquierdo) y del septo interventricular. Este
engrosamiento lleva a una reduccién de la capacidad del ventriculo izquierdo (Samak
et al., 2016).
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Figura 3. Representacion esquematica del tipo de hipertrofia segun la geometria que adquieren los
cardiomiocitos. En condiciones fisioldgicas, el crecimiento equilibrado de los cardiomiocitos da lugar
a una hipertrofia excéntrica en la que la funcién cardiaca se conserva o incluso mejora. En condiciones
patoldgicas, los cardiomiocitos aumentan de tamafio mediante la incorporacién de sarcémeros en
paralelo, provocando el engrosamiento de las paredes del ventriculo y la reducciéon del tamano de la
cavidad. Tras la remodelaciéon cardiaca patoldgica, esta situacion puede derivar en una hipertrofia
excéntrica patoldgica con dilatacion del ventriculo, disfunciéon contractil y finalmente insuficiencia
cardiaca. Adaptado de (Nakamura and Sadoshima, 2018).
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Con el tiempo, la remodelaciéon cardiaca que se da en estas condiciones acaba
provocando la adiciéon de nuevos sarcomeros de manera longitudinal. Esto, combinado
con la fibrosis y la apoptosis de cardiomiocitos, lleva a la dilatacién del ventriculo
izquierdo, generando una remodelaciéon excéntrica patoldgica del corazén vy
provocando la pérdida de capacidad contractil (Harvey and Leinwand, 2011; Nakamura
and Sadoshima, 2018). Estos cambios en la geometria cardiaca se encuentran

esquematizados en la Figura 3.

En el caso de la hipertrofia cardiaca fisiologica, que se da en situaciones como el ejercicio
fisico o la gestacion, el aumento de tamafo de los cardiomiocitos es equilibrado,
afiadiendo nuevos sarcémeros tanto en serie como de manera longitudinal. En este caso
se trata de una hipertrofia excéntrica no patoldgica, con un crecimiento equilibrado de
la pared del ventriculo y el septo, que aumenta la fuerza contractil del corazén (Maillet

et al., 2015; Nakamura and Sadoshima, 2018).

Expresion de genes fetales

El desarrollo de la hipertrofia cardiaca patoldgica induce una serie de modificaciones
en el patrén de expresion génica de los cardiomiocitos. La re-expresion del llamado
programa génico fetal en los cardiomiocitos adultos se considera uno de los principales
marcadores de hipertrofia cardiaca patologica, mientras que en condiciones de
hipertrofia fisiolégica raramente se encuentra inducido (Nakamura and Sadoshima,

2018; Samak et al., 2016).

En condiciones de hipertrofia, se induce la expresion de moléculas sefializadoras como
los péptidos natriuréticos atrial y cerebral (ANP y BNP) y de proteinas estructurales,
como la actina a del musculo esquelético (a-SKA, Actal) y la isoforma p de la cadena
pesada de la miosina (B-MHC) en lugar de la a-MHC, que es la isoforma predominante
en el corazéon adulto (Harvey and Leinwand, 2011; Samak et al., 2016). Ademas, los
cambios metabdlicos que se producen en respuesta a la hipertrofia cardiaca van
asociados con una serie de alteraciones en los niveles de expresion de genes de diversas
vias metabolicas (Taegtmeyer et al., 2010), de las que se hablard mas adelante. La

expresion de algunos genes encargados de la regulacién de los depdsitos de Ca*
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intracelular también se encuentra alterada en condiciones patoldgicas (Nakamura and
Sadoshima, 2018).

La isoforma fetal de la cadena pesada de la miosina, B-MHC, requiere menos adenosina
trifosfato (ATP) para realizar su funcidn, por lo que en condiciones de hipertrofia
patolégica en las que la oxidacidn de acidos grasos se encuentra reducida y el corazén
se vuelve metabdlicamente menos eficiente, esta isoforma pasa a ser la predominante
(Harvey and Leinwand, 2011; Schirone et al., 2017). Sin embargo, la capacidad
contractil de la p-MHC es menor que la de la a-MHC, de manera que los niveles de p-
MHC correlacionan inversamente con la capacidad de contraccion del corazon, la
fracciéon de acortamiento y la fuerza generada con cada contraccién (Herron and
McDonald, 2002). La activacién del factor pro-hipertréfico NFAT induce esta
alteracion en las proporciones de a-MHC y B-MHC (Schirone et al., 2017).

La expresion del péptido natriurético atrial (ANP) y del péptido natriurético cerebral
(BNP), de los que se hablara en detalle mas adelante, se induce en respuesta a estimulos
patologicos. Ambas hormonas tienen efectos cardioprotectores y anti-hipertréficos, a
través de la activacion de la guanilato ciclasa (Nakamura and Sadoshima, 2018;
Takimoto et al., 2005). La activacion de la proteina cinasa G (PKG) por esta via tiene
efectos anti-hipertroficos mediante la inhibicion de la via de la calcineurina y NFAT y
de los canales TRPC (Rainer and Kass, 2016). La delecion del receptor de péptidos
natriuréticos 1 (NPR1), que es el receptor de ANP, induce una hipertrofia moderada
que se transforma en remodelacion cardiaca patoldgica en respuesta al estrés por exceso

de presion (Holtwick et al., 2002).

En algunos casos, en condiciones de hipertrofia fisiolégica se puede producir un
aumento moderado de la expresion de genes fetales, aunque la induccién del programa
génico fetal en el corazoén se considera en general un marcador de patologia (Heineke
and Molkentin, 2006; McMullen and Jennings, 2007). En el caso de las cadenas pesadas
de la a y p miosina (a-MHC y B-MHC), aunque la f-MHC sea la forma fetal y esté
ampliamente aceptado que en procesos de hipertrofia patoldgica su expresién en
roedores estd incrementada, algunos estudios demuestran que su induccién depende
del tipo de estimulo (Gupta, 2007). La expresion de los péptidos natriuréticos también

puede aumentar en respuesta al dafio cardiaco agudo para tratar de mitigarlo, dadas sus
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capacidades anti-hipertroéficas. Aunque los niveles de expresidon de genes fetales pueden
usarse como marcador de hipertrofia patoldgica y de remodelacidn cardiaca, existen

otros factores a tener en cuenta.

Aumento de la sintesis proteica

El aumento del tamafio de los cardiomiocitos va acompanado de un aumento de la
sintesis proteica, a menudo combinado con una reduccién de la degradacion de las

proteinas ya existentes (Nakamura and Sadoshima, 2018).

La proteina mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero) juega un papel
importante en la regulacion de la respuesta a factores de crecimiento, disponibilidad de
nutrientes y metabolismo y crecimiento celular (Saxton and Sabatini, 2017). Su funcién
en el aumento de la sintesis proteica va ligada a la actividad de mTORCI (complejo de
mTOR 1), uno de los complejos de los que forma parte. La actividad de mTORCI1
aumenta durante el desarrollo de la hipertrofia fisiolégica y patoldgica, y promueve el

aumento de la sintesis proteica en los ribosomas (Sciarretta et al., 2018).

Sin embargo, aunque inicialmente la activacién de mTORCI1 es adaptativa en respuesta
a una sobrecarga de presion u otros estimulos hipertroficos, a largo plazo esta activacion
limita los mecanismos de control de calidad de las proteinas celulares, mediante la

inhibicion de la autofagia (Kim et al., 2011; Nakamura and Yoshimori, 2017).

Alteraciones metabdlicas

El mantenimiento de la capacidad contractil y de la funcién cardiaca en condiciones de
hipertrofia depende en gran parte de la adaptaciéon metabolica del corazén para ser
capaz de cubrir las crecientes demandas energéticas. La adaptaciéon metabdlica del
corazdn es diferente en una situaciéon de hipertrofia fisioldgica o patoldgica (Strem et
al., 2005). Una mala adaptacion metabdlica durante la respuesta hipertrofica
desencadena la remodelacién patoldgica del corazén y promueve la muerte de los

cardiomiocitos (Doenst et al., 2013).
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En el caso de la hipertrofia fisiologica, se produce un aumento de la expresion de genes
que codifican para transportadores de dcidos grasos, enzimas de vias del metabolismo
de lipidos y de la cadena respiratoria, que va acompafiado de un aumento de los niveles

de oxidacidn de acidos grasos y de glucosa (Burelle et al., 2004; Riehle et al., 2014).

La glucdlisis es la principal fuente de energia durante el desarrollo embrionario. Cuando
los cardiomiocitos dejan de proliferar, poco después del nacimiento, se produce un
cambio metabdlico y los dcidos grasos pasan a ser el sustrato principal, con el
consecuente aumento de la capacidad oxidativa y de la actividad mitocondrial

(Nakamura and Sadoshima, 2018).

De la misma manera que durante la remodelacién cardiaca patologica se vuelven a
expresar genes fetales, se produce también una reprogramacién metabdlica. Los
cardiomiocitos reducen la produccién de ATP a partir de dcidos grasos y aumentan la
produccidn a partir de glucosa mediante la via de la glucdlisis (Neubauer, 2007). En
consecuencia, se reduce la expresion de genes relacionados con procesos metaboélicos
mitocondriales (Aubert et al., 2013). La expresion de las enzimas relacionadas con la
oxidacion de acidos grasos disminuye desde el principio de la hipertrofia cardiaca
patolégica, y continua en declive durante todo el proceso de remodelaciéon y de

insuficiencia cardiaca (Aubert et al., 2013; Doenst et al., 2013).

La oxidacion de la glucosa, tras un pequeflo aumento inicial, se mantiene constante
durante la hipertrofia, pero finalmente se reduce tras la remodelaciéon patoldgica
(Doenst et al., 2010). Los niveles de expresion del transportador de glucosa GLUT1, que
funciona de manera independiente de la insulina, aumentan durante la hipertrofia
patolégica. En cambio, los niveles de GLUT4, regulado por la insulina, disminuyen.
Estos cambios van acompafados por un aumento de la captacion de glucosa por parte
del corazén y unos mayores niveles de glucdlisis, pero no de oxidacién de glucosa (Shao
and Tian, 2016). Sin embargo, estas alteraciones no son tan consistentes como las
observadas en el metabolismo lipidico (Doenst et al., 2013). La Figura 4 ilustra los
cambios que tienen lugar durante el desarrollo de la hipertrofia y la posterior

insuficiencia cardiaca.
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Figura 4. Cambios metabdlicos durante la hipertrofia patoldgica y la insuficiencia cardiaca. La
reduccion del consumo de dcidos grasos desde el inicio de la hipertrofia cardiaca patoldgica lleva a un
aumento del consumo de glucosa, aunque finalmente a medida que progresa la insuficiencia cardiaca
este también se reduce. La reduccion de la fosforilacion oxidativa lleva a una menor produccion de
energia por parte del corazén y a una menor actividad de la cadena respiratoria y de la ATP sintasa.
Estas modificaciones estdn mediadas por la reducciéon de PPARa y PGCla. Adaptado de (Neubauer,
2007).

El aumento de la glucdlisis no es suficiente para compensar la reduccion de la actividad
de las vias oxidativas. Esta reduccion en el rendimiento energético del corazén y el
aumento del estrés oxidativo provocan una mayor muerte de cardiomiocitos y
promueven el desarrollo de la fibrosis, facilitando la transicion hacia la remodelacién

patolégica y la insuficiencia cardiaca (Nakamura and Sadoshima, 2018).

La descompensacion metabdlica provoca la acumulacion de productos intermediarios,
que puede causar problemas de almacenaje y cardiomiopatia. Por ejemplo, la
acumulacion de metabolitos intermediarios de la glucdlisis activa el complejo
mTORCI, inhibiendo la autofagia y favoreciendo el aumento del tamafno de los

cardiomiocitos (Nakamura and Sadoshima, 2018).

El metabolismo cardiaco esta regulado por la familia de factores de transcripcién PPAR
(receptores activados por proliferadores peroxisémicos). Las isoformas mas
importantes en el corazén son PPARa y PPARP/S, aunque PPARy también se expresa
(Desvergne and Wahli, 1999). PPARa y PPARY se encargan de la regulaciéon del
metabolismo de los acidos grasos en el corazén, mientras que PPARP/J regula tanto el

metabolismo de los acidos grasos como de la glucosa (Cheng et al., 2004).
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En el corazon, la actividad de los PPAR estd regulada por la familia del co-activador
PGCla (coactivador del receptor activado por el proliferador peroxisémico y) (Rowe et
al., 2010). La expresién PGCla aumenta en condiciones de alta demanda energética e
hipertrofia fisiolégica, como el ejercicio fisico (Barger et al., 2000) y disminuye en
condiciones patologicas como la isquemia (Duncan and Finck, 2008), la hipertrofia

(Arany et al.,, 2005; Chen et al., 2012) y la insuficiencia cardiaca (Sano et al., 2004).

El co-activador PGCla promueve la expresion de genes relacionados con la biogénesis
mitocondrial, la cadena respiratoria, la oxidaciéon de acidos grasos y el metabolismo
oxidativo de la glucosa (Puigserver and Spiegelman, 2003). Por ejemplo, la expresion de
la piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4) esta regulada directamente por PCGla 'y
PPARa, promoviendo el uso de dcidos grasos por parte de los cardiomiocitos (Hsieh et

al., 2008).

La familia de receptores relacionados con estrogenos (ERR) también es diana de
PGCla. Concretamente, ERRa regula la expresiéon de enzimas relacionadas con la
fosforilacion oxidativa, la oxidaciéon de acidos grasos y del propio PPARa (Ventura-
Clapier et al., 2008). Cuando se activan vias pro-inflamatorias, la interaccién de NF-«xB
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) con
PGCla provoca la reduccién de los niveles de expresion de PDK4 (Alvarez-Guardia et

al., 2010).

Los ratones deficientes en PGCla desarrollan insuficiencia cardiaca mas rapidamente
tras la induccion de la hipertrofia cardiaca mediante la constriccion de la aorta
transversa (Arany et al.,, 2006). En condiciones basales, el corazén de estos animales

tiene menos fuerza y consume mas glucosa (Lehman et al., 2008).

La proteina cinasa activada por AMP (AMPK) es uno de los principales sensores del
estado energético de las células. Su activacién aumenta la biogénesis mitocondrial con
el objetivo de aumentar la producciéon de ATP, e inhibe mTOR, inhibiendo vias de
sintesis que requieran un aporte de energia y activando la autofagia (Hardie et al., 2012;
Mihaylova and Shaw, 2011). La inhibicién de AMPK en el corazén induce hipertrofia
cardiaca patoldgica e insuficiencia cardiaca, mientras que su activacién tiene una

funcidn protectora en este contexto (Nakamura and Sadoshima, 2018).
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En el caso concreto de la hipertrofia cardiaca inducida por la obesidad, el perfil
metabolico del corazén es diferente al de otras situaciones de hipertrofia. En estas
condiciones, la flexibilidad metabdlica se encuentra bloqueada y el corazén se vuelve
totalmente dependiente del uso de acidos grasos como sustrato para la obtencién de
ATP- Esto dificulta su respuesta en situaciones patologicas, al reducir su capacidad para
utilizar la glucosa (Fukushima and Lopaschuk, 2016a; Mazumder et al., 2004). El
aumento de la captacion de acidos grasos, debido a los elevados niveles en sangre en la
obesidad, va ligado a otras alteraciones como la aparicion de resistencia a la insulina y
la reduccién de la eficiencia cardiaca, junto con la acumulaciéon de metabolitos

derivados de lipidos potencialmente toxicos para los cardiomiocitos.

Por tanto, en lugar de una reduccién de la oxidacion de dcidos grasos, en la
cardiomiopatia asociada con la obesidad y la diabetes se produce un aumento y una
dependencia de este tipo de metabolismo, que provoca la acumulacion de
diacilgliceroles, triacilgliceroles y ceramidas, ya que los altos niveles de oxidacién de
acidos grasos exceden a la capacidad de las mitocondrias para metabolizar estos

productos intermedios resultantes (Koves et al., 2005).

La lipotoxicidad resultante de esta acumulacion provoca la induccion de la apoptosis en
los cardiomiocitos, lo cual facilita el desarrollo de la fibrosis y la disfuncién cardiaca
(Zhou et al., 2000). En los modelos de ratones genéticamente obesos (ob/ob) y
diabéticos (db/db), el aumento de la tasa de oxidacidn de dcidos grasos y las alteraciones
en el metabolismo preceden a la reduccion de la eficiencia del corazén y a la disfuncion

contractil (Buchanan et al., 2005; Mazumder et al., 2004).

Inflamacion

Los cardiomiocitos, los fibroblastos cardiacos, las células endoteliales y las células
inmunes residentes en el corazén o circulantes producen y secretan una serie de
citocinas asociadas con la hipertrofia y el desarrollo de la insuficiencia cardiaca (Frieler
and Mortensen, 2015). Los cardiomiocitos pueden activar un perfil de secrecion pro-

fibrético y pro-inflamatorio, del que también son diana ellos mismos. De esta manera,
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se establece una red autocrina de senales que favorecen la remodelacidon cardiaca

patologica e inducen la muerte celular (Barouch et al., 2006).

La activaciéon de las vias inflamatorias, como por ejemplo la via de NF-kB, es un
marcador importante de hipertrofia ventricular. La infiltracién de células inmunes,
incluyendo macréfagos y linfocitos T, y la alta expresion de citocinas pro-inflamatorias
como la interleucina 6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa), son también
caracteristicas de la hipertrofia cardiaca patologica (Samak et al., 2016). El tratamiento
del proceso inflamatorio es una posible diana para preservar la funcion cardiaca en

condiciones de hipertrofia (Heymans et al., 2009; Velten et al., 2012).

En el corazén se pueden encontrar dos fenotipos distintos de macréfagos: los
macrofagos de tipo M1, activados por la via cldsica y con un marcado perfil pro-
inflamatorio, y los macrofagos de tipo M2, activados alternativamente y con un perfil
anti-inflamatorio (Mosser and Edwards, 2008; Takeda and Manabe, 2011). La deplecién
de los macrofagos agrava la disfuncion cardiaca provocada por la hipertrofia (Takeda

and Manabe, 2011).

Los macrofagos de tipo M1 favorecen la progresion de la remodelacion cardiaca
patolégica, liberando citocinas que fomentan un ambiente pro-inflamatorio
(Fernandez-Velasco et al., 2014; Takeda and Manabe, 2011). La inflamacién promueve
el reclutamiento e infiltracion en el tejido cardiaco de mas células inmunes con un perfil
similar, que coordinan la respuesta inflamatoria en el miocardio y provocan disfuncién

endotelial, hipertrofia, fibrosis y muerte celular (Planavila et al., 2017).

En cambio, los macroéfagos de tipo M2 tienen una funcion anti-inflamatoria y estimulan

la angiogénesis y otras vias cardioprotectoras (Van Den Akker et al., 2013).

Los niveles circulantes de las citocinas pro-inflamatorias IL6, IL1 y TNFa son mas altos
en los pacientes con insuficiencia cardiaca (Testa et al., 1996). En roedores, la activacion
constitutiva de la glicoproteina 130 (gp130), que es parte esencial del receptor de IL6, o
directamente la infusién con IL6, inducen hipertrofia cardiaca patoldgica (Hirota et al.,
1995; Meléndez et al., 2010). La delecion de IL6 inhibe el desarrollo de la hipertrofia

cardiaca inducida por la constriccion de la aorta transversa (Zhao et al., 2016).
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Los cardiomiocitos producen y secretan TNFa en condiciones de estrés. La
sobreexpresion especifica de TNFa en el corazén provoca hipertrofia e induce la
remodelacién cardiaca patologica, con infiltracion de células inmunes pro-
inflamatorias (Kubota et al., 1997). En cambio, la delecion de TNFa reduce la
hipertrofia inducida por una sobrecarga de presion y la disfuncién cardiaca asociada

(Sun et al., 2007).

Una de las principales citocinas con funciones anti-inflamatorias es la IL10. Esta
citocina inhibe la infiltracién de macréfagos en el corazon. Los ratones deficientes en
IL10 presentan una hipertrofia exacerbada en respuesta al tratamiento con agonistas p-
adrenérgicos y a la constriccion de la aorta transversa. En cambio, el tratamiento con
IL10 evita la remodelaciéon patoldgica en respuesta a la constricciéon de la aorta

transversa inhibiendo la via inflamatoria NF-xB (Verma et al., 2012).

La contribucion de las células endoteliales es clave a la hora de determinar el viraje hacia
un ambiente pro-inflamatorio o anti-inflamatorio en el corazén (Schirone et al., 2017).
Las células endoteliales secretan IL33 en respuesta a un exceso de presion (Chen et al.,
2015) y regulan el crecimiento de los cardiomiocitos de forma paracrina (Tirziu et al.,
2010). La infusién con IL33 reduce la hipertrofia inducida por el exceso de presion y el

desarrollo de fibrosis mediante la inhibicion de la via NF-kB (Sanada et al., 2007).

La inflamacién crdnica en el corazdn tiene efectos también sobre el metabolismo,
reduciendo el metabolismo mitocondrial, la oxidacidn de acidos grasos y los niveles de
ATP (Frati et al., 2017).

Estrés oxidativo

La disfuncién mitocondrial que se produce durante la remodelaciéon patoldgica del
corazon tiene efectos adversos sobre la viabilidad celular. Ademas, provoca la reduccion
de la sintesis de ATP, la liberacién de proteinas pro-apoptéticas y la formacion de
especies reactivas de oxigeno o ROS (Maulik and Kumar, 2012). La formacién de ROS
debida al mal funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial, en combinacién
con la reduccién de las enzimas antioxidantes en la célula, provocan un aumento del

estrés oxidativo en los cardiomiocitos.
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Los niveles bajos de ROS mitocondriales actian como mensajeros intracelulares
durante la remodelacién cardiaca. Sin embargo, el aumento de los niveles de ROS causa
dafos en el ADN vy las proteinas mitocondriales, y dificulta la transcripciéon de genes
que afectan a la produccién energética, contribuyendo asi a las alteraciones metabdlicas

mencionadas anteriormente (Burgoyne et al., 2012).

Las ROS activan un gran numero de vias de sefalizacién relacionadas con el
crecimiento hipertrofico y la remodelacion cardiaca (Kwon et al., 2003; Tanaka et al.,
2001). En los cardiomiocitos en cultivo, la hipertrofia cardiaca inducida por
angiotensina II, endotelina-1, TNFa o estrés biomecdnico va asociada con la

produccion de ROS (Maulik and Kumar, 2012).

Los efectos de las ROS sobre la remodelacion fibrética del corazén estan mediados por
sus interacciones con la matriz extracelular y por la modificacién postraduccional
directa de las metaloproteasas de la matriz (Siwik and Colucci, 2004). Ademas, las ROS
contribuyen a la disfuncién contractil interactuando con canales y transportadores de
Ca?" de los cardiomiocitos (Zima and Blatter, 2006) e induciendo la apoptosis (Kwon et

al.,, 2003).

Los antioxidantes son efectivos a la hora de proteger frente al desarrollo de varios tipos
de hipertrofia cardiaca. Por ejemplo, en los cardiomiocitos en cultivo, el tratamiento
con antioxidantes es capaz de bloquear la hipertrofia inducida por el tratamiento con
TNFa, indicando que las ROS juegan un papel importante en el desarrollo de la
hipertrofia cardiaca debido a la activacidon de vias pro-inflamatorias como la via de NF-
kB (Higuchi et al., 2002).

La sobreexpresion de enzimas antioxidantes en ratdn tiene efectos beneficiosos sobre el
corazén. En un modelo de ratén en el cual se sobreexpresa la catalasa mitocondrial,
tanto la fibrosis como la hipertrofia provocadas por el tratamiento con angiotensina II
se reducen significativamente, sugiriendo que ambas estain mediadas por el aumento de
la produccién de ROS (Dai et al., 2011). La sobreexpresion de la glutation peroxidasa o
de la peroxiredoxina-3 previene la remodelacién cardiaca patoldgica tras un infarto de

miocardio (Matsushima et al., 2006; Shiomi et al., 2004).
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Fibrosis

La hipertrofia cardiaca patologica suele ir acompanada por el desarrollo de fibrosis
intersticial y perivascular, como resultado de la combinacién de la pérdida de
cardiomiocitos, la activacion de los fibroblastos cardiacos y los efectos de un entorno
pro-inflamatorio (Schirone et al., 2017). Los fibroblastos cardiacos constituyen
aproximadamente un 15% del total de células en el corazdén de los ratones adultos, sin
tener en cuenta los cardiomiocitos (Pinto et al., 2016), e interactdan con las células

inmunes, las células endoteliales o los cardiomiocitos (Leask, 2015).

Tras sufrir dafo cardiaco, la inflamacién crénica y la secrecién de citocinas inducen
diversos cambios que llevan al desarrollo de fibrosis en el miocardio. La IL11 se induce
en los fibroblastos en respuesta a la sefializaciéon por TGFfB1 y juega un papel critico en
sus efectos. Su sobreexpresion especifica en estas células es suficiente para provocar

tibrosis y disfuncion cardiaca (Schafer et al., 2017).

La acumulacién excesiva de las fibras de colageno de tipo I y de tipo III en la matriz
extracelular provoca que el sistema de sefializacion por estrés mecanico se vea alterado.
Ademas, aumenta la rigidez de los ventriculos, afectando a la funcién diastélica y a la
elasticidad del corazén (Maria et al., 2014), y alterando su conductividad eléctrica, lo
que puede provocar arritmias y empeorar su capacidad contractil (Prabhu and
Frangogiannis, 2016). En esta situacion se produce también un aumento de la sintesis y

de la activacion de las metaloproteasas extracelulares (Frangogiannis, 2012).

La familia de los factores de crecimiento fibroblastico FGF, TGFP1 o IGF-1 son
reguladores de la fibrosis cardiaca (Arany et al., 2006; Nakamura and Sadoshima, 2018).
La expresion de TGFP1 aumenta en respuesta a estimulos patoldgicos, provocando
hipertrofia cardiaca y fibrosis. Su senalizacion a través de la via SMAD2/SMAD3
contribuye al desarrollo de la fibrosis cardiaca en respuesta a una sobrecarga de presion

(Divakaran et al., 2009).

Este ambiente pro-fibrético induce la activacion y la diferenciacion de los fibroblastos
cardiacos hacia miofibroblastos, que tienen un fenotipo similar al de las células de la
musculatura lisa (Wang et al., 2019). Los fibroblastos cardiacos se activan facilmente en

respuesta al dafio, en la que inicialmente se trata de una respuesta protectora. Sin
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embargo, su diferenciacion hacia miofibroblastos corresponde con un perfil patolégico,
caracterizado por la proliferacidn y migracidn excesivas, la expresion de la a-actina del
musculo liso (a-SMA) y la secreciéon de mas sefiales pro-inflamatorias. Ademas, los
miofibroblastos producen proteinas que contribuyen a la remodelacién de la matriz

extracelular (Travers et al., 2017).

Marcadores de hipertrofia cardiaca

Para determinar el grado de hipertrofia del corazén pueden utilizarse diversos

pardmetros o sistemas.

El método mas directo es determinar el peso de este 6rgano después de su diseccion, y
luego normalizarlo usando otro parametro independiente. Aunque cldsicamente el mas
utilizado es el peso corporal, su valor puede fluctuar mucho durante el envejecimiento
o dependiendo de las condiciones experimentales (por ejemplo, no seria un buen
parametro para normalizar en un experimento en el que se alimente a un grupo con
una dieta rica en grasas). Durante el desarrollo de esta tesis hemos normalizado el peso
cardiaco utilizando la longitud de la tibia en mm (HW/TL; Heart Weight/Tibial
Length), ya que esta se mantiene constante durante la edad adulta del animal (Yin et al.,

1982).

Otro método para determinar los niveles de hipertrofia, y que ademas aporta
informaciéon sobre el estado de la funciéon cardiaca en general, es mediante
ecocardiografias. Utilizando este sistema es posible obtener datos del grosor de las

paredes ventriculares, de la masa del ventriculo izquierdo y del tamafio de la cavidad.

El ventriculo izquierdo es la ciamara mas sensible a la hipertrofia y la que antes muestra
alteraciones en comparacion con las auriculas o con el ventriculo derecho. Al ser el
corazon el 6rgano encargado de bombear la sangre a través de la aorta y hacerla llegar
tanto al tronco superior como inferior, la sobrecarga de trabajo afecta directamente a
su funcion. Por tanto, el ventriculo izquierdo es el mas analizado ala hora de determinar

procesos hipertroficos o fibréticos.
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El andlisis de la expresion de distintos genes aporta informacién sobre el proceso
hipertréfico. Entre los marcadores utilizados se encuentran genes del programa fetal,
que en condiciones normales o de hipertrofia fisioldgica no se ven afectados, pero que
en el caso de la hipertrofia patoldgica se sobreexpresan. Algunos de estos genes son
proteinas contractiles, como la a-actina del musculo esquelético (a-SKA, Actal) o las
cadenas pesadas a y B de la miosina (a-MHC o Mhy6, B-MHC o Mhy?7). Otros son
péptidos secretables que se inducen también en respuesta al dano cardiaco, y que
desarrollan funciones como cardiocinas, como el péptido natriurético atrial (ANP,

Nppa) y el péptido natriurético cerebral (BNP, Nppb).

El metabolismo cardiaco, como se ha visto anteriormente, se ve modificado durante el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca. En el caso de la hipertrofia cardiaca patolégica, la
disminucion del uso de los acidos grasos como sustrato metaboélico va acompainada por
la reduccion de la expresion de genes relacionados con la oxidacion de los dcidos grasos.
Algunos de los marcadores analizados durante el desarrollo de esta tesis fueron los

siguientes:

- La piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (Pdk4). Esta enzima inactiva la piruvato
deshidrogenasa, inhibiendo la oxidacion de la glucosa y por tanto fomentando la
utilizacién de acidos grasos.

- La acil-coA deshidrogenasa de cadena media (Acadm), involucrada
directamente en la B-oxidacion de los acidos grasos.

- La carnitina palmitoiltransferasa 1b muscular (mCPT1b), que es la enzima

limitante para la incorporacidn de acidos grasos en las mitocondrias.

Pdk4 y mCPT1b se encuentran reguladas directamente por PPARa y PGCla. La
expresion de estos genes y reguladores transcripcionales disminuye en respuesta a la

hipertrofia cardiaca.

Ademas, se analizaron también los niveles de expresion del transportador de glucosa
GLUT1 (Slc2al), ya que en ocasiones su expresion aumenta en condiciones de

hipertrofia, al volverse el corazén mas dependiente del consumo de glucosa.
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Cardiocinas

A parte de su plasticidad para adaptarse a las necesidades metabdlicas del organismo, el
corazén es capaz de producir y secretar una gran variedad de proteinas, llamadas
cardiocinas, capaces de modular la funcidn cardiaca. Estas proteinas ejercen funciones
autocrinas, paracrinas y/o endocrinas fundamentales para el correcto mantenimiento
de la funcién cardiaca y pueden actuar sobre varios de los tipos celulares que
constituyen el corazéon (Planavila et al.,, 2017). Se trata de proteinas con funciones
reguladoras, secretadas en respuesta a cambios en el entorno cardiaco y que estan
involucradas en la remodelacién del miocardio en la respuesta a dafo, la respuesta a
estrés, el control de la apoptosis de los cardiomiocitos, la activacion de los fibroblastos
cardiacos, la inflamacién o el crecimiento vascular (Glembotski, 2011; Shimano et al.,
2012). Ademas, las cardiocinas con funcién endocrina pueden regular la sintesis de

proteinas y otros procesos metabdlicos en drganos periféricos (Wu et al., 2018).

Aunque algunos autores establecen una divisiéon entre el término cardiomiocina
(referido a las proteinas producidas y secretadas inicamente por los cardiomiocitos) y
el término cardiocina (referido a las proteinas producidas y secretadas por cualquiera
de las células presentes en el corazdn, incluyendo cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos

o células de la musculatura lisa) (Chiba et al., 2018), ambos se usan indistintamente.

El patréon de expresion de las cardiocinas puede variar en respuesta a cambios en el
entorno cardiaco. Por ejemplo, el estrés provocado por la isquemia altera las cardiocinas
secretadas por el miocardio. Las células dafiadas producen moléculas que alteraran los
patrones de expresion de proteinas de los cardiomiocitos, induciendo un estado de
inflamaciéon en el corazén (Jahng et al, 2016). Los cambios en el repertorio de
cardiocinas secretadas juegan un papel critico en cdmo va a responder el corazon frente

a una situacion de dafo o estrés (Planavila et al., 2017).

Teniendo en cuenta que ademas muchos de estos factores tienen funciones endocrinas
y afectan a drganos periféricos, un cambio o una desregulaciéon en el sistema de
secreciéon de las cardiocinas puede tener efectos criticos a nivel sistémico, y no
exclusivamente a nivel cardiaco. El hecho de que muchas cardiocinas secretadas en

respuesta a condiciones potencialmente patologicas sean ademads detectables en plasma
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hace que su estudio sea muy relevante a la hora de identificar nuevos biomarcadores de

patologia cardiaca.

El péptido natriurético atrial o ANP fue la primera cardiocina identificada cuando el
potencial del corazén como 6rgano endocrino todavia era desconocido (Sagnella,
2002). Se trata de una hormona producida y secretada por el corazén, con una
estructura de anillo formada por 17 aminoacidos en comin con otros péptidos
natriuréticos (Akashi et al., 2007). El ANP es capaz de regular la presion y el volumen

sanguineo en respuesta al dafio cardiaco mediante su accion en tejidos periféricos.

El ANP se produce y almacena en granulos en los cardiomiocitos de la region atrial en
forma de proANP. Su secrecion depende del reticulo endoplasmatico y la hormona se
corta durante este proceso para dar lugar a la forma madura (Akashi et al., 2007; Chiba
et al., 2018). La expresion y posterior secrecion de ANP aumenta notablemente en
condiciones patologicas. En condiciones de hipoxia, como las que ocurren tras la
isquemia, se estabiliza el factor de transcripcion inducible por hipoxia 1a (HIF1A), que
promueve directamente la transcripcién de ANP (Chun et al., 2003). En general, la
estimulacion con factores pro-hipertréficos como la endotelina 1, el estrés adrenérgico
o el estrés mecanico inducen la secrecion de ANP por parte del corazén (Bruneau et al.,

1996, 2017; Fukuda et al., 1988).

El péptido natriurético cerebral o BNP fue identificado por primera vez en el cerebro,
aunque es producido mayormente por los ventriculos (Porter et al., 1989). Igual que en
el caso del ANP, los cardiomiocitos producen el precursor proBNP, que es almacenado
en los mismos granulos y cortado durante su secrecion para producir la forma activa'y
un fragmento inactivo (proBNP N-terminal) (Seilhamer et al., 1989). Los niveles en
plasma de BNP correlacionan directamente con la severidad de distintas patologias
cardiovasculares (Chiba et al., 2018). En pacientes que previamente hayan sufrido un
infarto de miocardio, los niveles de BNP circulantes sirven como predictor de la
supervivencia (Fazlinezhad et al., 2011), del grado de hipertrofia del ventriculo
izquierdo (Nagaya et al., 1998), del tamafo del area infartada (Ceriani and Giovanella,

2007) o del grado de fibrosis.
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Aunque ANP y BNP se secretan conjuntamente, BNP posee una vida media mas larga
que ANP y resulta mas eficiente como biomarcador de patologia cardiaca (Akashi et al.,

2007).

Los niveles circulantes de ANP y de BNP aumentan significativamente en respuesta al
dafo cardiaco. A nivel autocrino y paracrino, los péptidos natriuréticos inhiben el
crecimiento hipertréfico de los cardiomiocitos (Holtwick et al., 2003), la inflamacién
(Vellaichamy et al., 2014), la proliferacion de los fibroblastos y la sintesis de colageno
(Kapoun et al., 2004; Redondo et al., 1998). Ademas, facilitan la disponibilidad de acidos
grasos y la biogénesis mitocondrial, aumentando asi la eficiencia de la oxidacion de

acidos grasos en el corazén (Sarzani et al., 2008a).

A nivel endocrino, los péptidos natriuréticos reducen el tono vascular relajando las
células de la musculatura lisa, promoviendo la vasodilataciéon (Holtwick et al., 2002) y
aumentando el indice de filtracion glomerular en el rifén (Marin-Grez et al., 1986). De
esta manera, los péptidos natriuréticos contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
del volumen total de liquido en el organismo. Ademas, estos péptidos actian sobre el
tejido adiposo inhibiendo la proliferacion de los adipocitos (Sarzani et al., 2008b) y
modulando la termogénesis mediante el aumento de la expresion de PGCla y de la
proteina desacopladora 1 (UCP1) (Bordicchia et al., 2012). Por lo tanto, los péptidos

natriuréticos también contribuyen a regular el estado metabélico global del organismo.

Desde el descubrimiento de los péptidos natriuréticos y del potencial del corazén como
6rgano endocrino se han identificado nuevas cardiocinas, como el factor de crecimiento
y diferenciacion 15 (GDF-15), la miostatina, la proteina relacionada con folistatina 1
(FSTL1) o laIL33, que contribuyen a la regulacion de la funcién cardiaca y que pueden
tener efectos beneficiosos o perjudiciales para el corazén. La identificacion y la
caracterizacion de nuevas cardiocinas es, por tanto, un nuevo campo de investigacion
enfocado a tener a una mejor comprensiéon del funcionamiento cardiaco y al
descubrimiento de nuevos potenciales agentes terapéuticos y biomarcadores. Durante
el desarrollo de esta tesis doctoral, se profundizé en las funciones del factor de
crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) en corazdén y se identificé y caracterizdé por
primera vez la funcion de la proteina Meteorin-like (Metrnl) como una nueva

cardiocina.
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Factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21)

El FGF21 pertenece a la superfamilia de los factores de crecimiento fibroblasticos,
conservadas en un amplio rango de organismos (Ornitz and Itoh, 2001; Powers et al.,
1997). Se conocen 22 miembros de la familia, con un dominio central consistente en
una secuencia de entre 120 y 130 aminoacidos, altamente conservada evolutivamente

(Itoh and Ohta, 2013).

Seglin su mecanismo de accidn, los factores de crecimiento fibroblasticos se pueden

clasificar en tres familias, tal como muestra la Figura 5.

- Intracrinos (FGF11, FGF12, FGF13 y FGF14). Estos FGFs actian de manera
intracelular, independientemente de la presencia de receptores de FGFs.
Interactiian con dominios de canales de calcio dependientes de voltaje y también
con proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) en neuronas (Goldfarb,

2005; Itoh and Ornitz, 2011).

- Paracrinos, que se dividen a su vez en las subfamilias de FGF1 (FGF2 y FGF5),
FGF7 (FGF10 y FGF22), FGF8 (FGF17 y FGF18) y FGF9 (FGF16 y FGF20). Estos
FGFs participan en respuestas biolégicas de manera extracelular,
interaccionando con el heparan-sulfato de la matriz, que a su vez es un cofactor
necesario en la activacion de los FGFR. Estos receptores de tipo tirosina-cinasa
activan diversas vias de sefializacion, algunas de ellas reguladoras de la formacion
de 6rganos durante el desarrollo embrionario (Beenken and Mohammadi, 2009;

Hui et al., 2018).

- Endocrinos (FGF15/19, FGF21 y FGF23). Estos FGFs tienen baja afinidad por el
heparan-sulfato, caracteristica que les permite ser liberados a la circulacion y

ejercer funciones endocrinas (Itoh, 2010).

Los receptores FGFR son necesarios para que los FGFs no intracrinos lleven a cabo sus
funciones biologicas. Estos receptores estan constituidos por tres dominios
extracelulares inmunoglobulin-like de unién a ligandos y heparan-sulfato, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico con actividad tirosina-cinasa

(Mohammadi et al., 2005). Se conocen cuatro genes que codifican para los receptores
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FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4. A parte, existen dos isoformas, by ¢, de los receptores
FGFR1, FGFR2 y FGFR3, obtenidas por splicing alternativo (Beenken and Mohammadi,
2009; Johnson et al., 1991).

Paracrine Fgf

Faf4/5/6 subfamily Fgf3/7/10/22 subfamily

Fgf3
Fgf5 g Fgf7

Faf6 Fgf10

s Fgf22

Fgf1/2 subfami i
gf1/2 subfamily Fgf9/16/20 subfamily

Fgte Fgfo
Fgf1 Fgf16
: Fgf20

Fgf11/12/13/14 subfamily
Fgf8/17/18 subfamily

Fgf13
Fgf14 Fgf8
Fgf12 Fgf17
L Fgf18
g

Intracrine Fgf

Faf23  Fgfa1 Fgf15/19

Fgf15/19/21/23 subfamily

Endocrine Fgf

Figura 5. Superfamilia de los factores de crecimiento fibroblasticos. Estos se agrupan en 3 familias
seglin sus mecanismos de accién: intracrinos, paracrinos o endocrinos. FGF21 pertenece a los FGFs
endocrinos. Adaptado de (Itoh and Ornitz, 2011).

En el caso de los FGFs paracrinos, su afinidad por el heparan-sulfato no solo los
inmoviliza cerca de su lugar de secrecidn, acotando asi su rango de accién, sino que
provoca la dimerizacion de los receptores y su activacion, creando un complejo de
unidn entre los receptores, el heparan-sulfato y el ligando (Beenken and Mohammadi,

2009; Hacker et al., 2005).

Los FGFs endocrinos, que no presentan dicha afinidad, requieren de cofactores de la
familia Klotho para que se produzca la unién y activaciéon de su correspondiente

receptor.
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El FGF21 pertenece a la familia de los FGF endocrinos. Esta hormona, producida
principalmente por el higado (Badman et al., 2007; Hondares et al., 2011; Inagaki et al.,
2007), es un potente regulador metabdlico implicado en el mantenimiento de los niveles
de glucosa en sangre, la sensibilidad a insulina y los niveles de triglicéridos. En modelos
animales, su sobreexpresion protege frente a la obesidad inducida por una dieta rica en
grasas. Se sabe que sus efectos sobre la captacion de glucosa son independientes de la

insulina (Kharitonenkov et al., 2005).

En higado, la expresién de FGF21 esta mayormente regulada por PPARa (Badman et
al., 2007; Inagaki et al., 2007). A parte de PPARa, otros factores de transcripciéon como
el receptor de acido retinoico p (RARP), el receptor huérfano asociado con RARa
(RORa), el receptor de hormonas tiroideas  (TRp) o el elemento de unidn en respuesta
a AMP ciclico (CREB) regulan la expresidon de esta hormona en respuesta a distintos
eventos fisiologicos (Adams et al., 2010; Hondares et al., 2010; Inagaki et al., 2007; Kim
etal., 2014; Li et al., 2013; Wang et al., 2010).

Otros 6rganos, como el tejido adiposo blanco (Muise et al., 2008), el tejido adiposo
marrén (Hondares et al., 2011) o el musculo esquelético (Izumiya et al., 2008) también
son productores de FGF21. En el tejido adiposo blanco, la expresiéon de FGF21 esta
regulada por PPARy (Muise et al., 2008).

La accidon de FGF21 sobre sus tejidos diana requiere la presencia de receptores FGFR,
que se expresan de manera mas o menos ubicua, y de un co-receptor. FGF21 tiene baja
afinidad por los receptores FGFR, de manera que la especificidad de su funciéon viene
dada por la presencia en el tejido de su co-receptor, B-Klotho (KLB), necesario para la
dimerizacién y funcién biolégica de los FGFR (Kharitonenkov et al., 2008; Kurosu et

al., 2007).

El corazon es un tejido productor y diana de las acciones de FGF21 (Planavila et al.,
2013). Aunque los niveles cardiacos de expresion génica tanto de FGF21 como del
receptor FGFR1 y B-klotho son menores que en otros tejidos, una cantidad significativa
de estas proteinas esta presente en los cardiomiocitos, donde los efectos de FGF21

protegen frente a la hipertrofia cardiaca (Joki et al., 2015; Planavila et al., 2013), el estrés
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oxidativo (Planavila et al., 2015a) y contribuyen al mantenimiento de la funcién

cardiaca.

FGF21 en el corazon

FGF21 actiia como una cardiocina. Su expresion se induce en el corazon en respuesta a
situaciones de dafo o estrés cardiaco (Brahma et al., 2014; Planavila et al., 2015b), donde
protege frente a la hipertrofia y juega un papel importante en la remodelacién cardiaca
(Joki et al.,, 2015; Liu et al., 2013), aumenta la oxidacién de acidos grasos y reduce la
inflamacion (Planavila et al., 2013). Los ratones deficientes en FGF21 presentan un
aumento del tamafo relativo del corazén en estado basal y desarrollan signos de

cardiodilatacién (Planavila et al., 2013).

La principal poblacion de células productoras de FGF21 en el corazén son los
cardiomiocitos (Planavila et al., 2013), aunque también se expresa en las células
endoteliales microvasculares (Wu et al., 2018). El corazon es sensible tanto a los efectos
del FGF21 producido localmente (Planavila et al., 2013) como del FGF21 circulante (Liu
et al., 2013; Redondo-Angulo etal., 2017). En condiciones de hipertrofia patoldgica, los
niveles circulantes de FGF21 no se ven afectados, mientras que la secreciéon de FGF21
por parte del corazén aumenta, activando vias autorreguladoras y protectoras en este

contexto de dafno cardiaco (Planavila et al., 2013).

A nivel transcripcional, la expresion de FGF21 en el corazon se encuentra regulada por
la via de PPARa y sirtuina 1 (SIRT1) (Badman et al., 2007; Inagaki et al., 2007; Planavila
et al., 2013). En los cardiomiocitos, el tratamiento con FGF21 activa la via de ERK,
considerada la principal via intracelular responsable de los efectos de FGF21, indicando

asi una accion directa en este tipo celular (Planavila et al., 2013).

Los efectos inhibidores de FGF21 sobre la hipertrofia cardiaca y la inflamacién estan
asociados con la induccién de PGCla, regulada por ERK y CREB (Planavila et al., 2013).
La activacion de esta via inhibe la via de NF-kB, implicada en la regulacién de genes de
larespuesta inflamatoria, la apoptosis y el crecimiento celular (Hécker and Karin, 2006).
Esta via es ademas fundamental para el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (Kawano et

al., 2005). FGF21 también activa la via de la p38-MAPK, que protege frente a la
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induccién de la apoptosis en el corazén provocada por la diabetes (Zhang et al., 2015a).
La senalizacion de FGF21 en el contexto de la hipertrofia cardiaca se encuentra

resumida en la Figura 6.

Circulation
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Figura 6. Senalizacion de FGF21 en las células cardiacas. La proteina FGF21 circulante o producida
por los propios cardiomiocitos actua a través de su receptor, aumentando la expresion de PGCla y el
metabolismo lipidico e inhibiendo vias pro-inflamatorias, que contribuyen a atenuar la respuesta
hipertrofica. En condiciones de hipertrofia, se induce la produccion y secrecion de FGF21 por parte de
los cardiomiocitos. Adaptado de (Planavila et al., 2013a).

FGF21 también modula la respuesta a estrés oxidativo, que contribuye a la progresién
de la insuficiencia cardiaca. FGF21 regula la expresién de genes antioxidantes,
previniendo la formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS). En los ratones
deficientes para FGF21, la induccién de genes antioxidantes en respuesta al estrés

oxidativo o la inflamacidn esta significativamente atenuada (Planavila et al., 2015a).

Se ha descrito que, tras sufrir un infarto de miocardio, algunos 6rganos periféricos como
el higado o el tejido adiposo aumentan la produccion de FGF21 (Liu et al., 2012),
contribuyendo a aumentar los niveles circulantes y a que FGF21 actie de manera
endocrina inhibiendo la apoptosis en los cardiomiocitos. Este mecanismo atenua la
remodelacion patolégica del miocardio y reduce el tamafio del area infartada (Liu et al.,
2013).
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También se ha descrito como los niveles circulantes elevados de FGF21 correlacionan
de manera independiente con la hipertensién (Semba et al., 2013). El aumento del
FGF21 circulante también se asocia con la incidencia del sindrome metabdlico, la
diabetes de tipo 2 y otros desérdenes del metabolismo lipidico (Zhang et al., 2008). En
individuos con enfermedad coronaria y placas en la arteria carétida también se han
detectado niveles circulantes mads altos de FGF21 (Chow et al., 2013). En pacientes con
diabetes, los niveles de FGF21 circulante correlacionan con un mayor riesgo de sufrir
un evento cardiovascular (Ong et al., 2015). Tras sufrir un infarto de miocardio, los
niveles de FGF21 aumentan y correlacionan significativamente con los de BNP (Zhang
et al., 2015b). FGF21 es, por tanto, un importante biomarcador para enfermedades

cardiovasculares.

En el contexto de la obesidad, diversos estudios han descrito el desarrollo de resistencia
a los efectos de FGF21, debido a una reduccién de la expresion del co-receptor B-klotho
(Diaz-Delfin et al., 2012). Esta situacion de resistencia a los efectos de FGF21 se ha

observado también en el corazon (Patel et al., 2014; Tanajak et al., 2016).

FGF21 en el metabolismo

El desequilibrio energético que ocurre en condiciones de obesidad induce también
importantes cambios en el metabolismo del corazdn, incluyendo un aumento en la
oxidacion de acidos grasos, que puede contribuir al desarrollo de insuficiencia cardiaca
(Sakamoto et al., 2000; Stanley et al., 2005). En individuos obesos, la insuficiencia
cardiaca se caracteriza por el desarrollo temprano de disfuncidn ventricular diastélica,
el aumento de la masa del ventriculo izquierdo y el posible desarrollo a largo plazo de

disfuncién ventricular sistdlica (Devereux et al., 2000; Zhang and Ren, 2016).

A parte de sus efectos sobre el metabolismo cardiaco, FGF21 es un regulador metabolico
clave para la adaptacion al ayuno, el control de la glucemia, la sensibilidad a insulina, la
induccion de la gluconeogénesis, la cetogénesis, la oxidaciéon de acidos grasos y la
respuesta termogénica (Badman et al., 2007; Gilman et al., 2008; Hondares et al., 2010;
Inagaki et al., 2007; Kharitonenkov et al., 2005).
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FGF21 aumenta el consumo de glucosa y el gasto energético, mejorando asi la
sensibilidad a la insulina (Dunbar et al., 2008). En modelos transgénicos de
sobreexpresion de FGF21 en ratén, los animales son resistentes tanto al aumento de
peso asociado con el envejecimiento como al provocado por una dieta rica en grasas
(Kharitonenkov et al., 2005). El tratamiento con FGF21 reduce la adiposidad en varios

modelos animales de obesidad (Dunbar et al., 2008).

Los efectos protectores de FGF21 frente a la obesidad no son causados por cambios en
la ingesta o en la actividad fisica, sino por un aumento del gasto energético basal
(Dunbar et al., 2008; Emanuelli et al., 2014). Las acciones de FGF21 en el tejido adiposo
marrdn, la diana principal de esta hormona para la regulacion del gasto energético, es
directa sobre los adipocitos marrones (Hondares et al., 2010). FGF21 promueve la
activacion del tejido adiposo marrén y ademas induce programas termogénicos en el
tejido adiposo blanco, mediante el proceso conocido como browning. Estos
mecanismos estan mediados por la activacion de las vias de ERK1/2 y Akt por parte de
FGF21 (Kouhara et al., 1997; Lamothe et al., 2004) y la consecuente induccion de
PGCla (Emanuelli et al., 2014; Fisher et al., 2012).

A pesar de que FGF21 no se expresa en el sistema nervioso central, es capaz de atravesar
la barrera hematoencefalica (Hsuchou et al., 2007). El cerebro expresa tanto el receptor
FGFR1 como el co-receptor B-klotho (Bookout et al., 2014; Tacer et al., 2010). A parte
de la activacion termogénica por accidn directa sobre los adipocitos, FGF21 promueve
la activacion del sistema simpatico a nivel cerebral e induce el programa termogénico

de manera indirecta (Douris et al., 2015; Wen et al., 2007).

En humanos, la expresion de FGF21 en el tejido adiposo blanco es negligible (Gallego-
Escuredo et al., 2015), siendo el tejido adiposo marrén el unico depdsito adiposo
relevante para la secrecion de FGF21 (Hondares et al.,, 2014). A pesar de que los
humanos adultos tienen una menor cantidad de tejido adiposo marrén en comparacion
con los roedores, la funcién endocrina de este tejido resulta igualmente relevante a nivel

funcional (Villarroya et al., 2013).

Diversos estudios han demostrado como los niveles de FGF21 circulante correlacionan

con el indice de masa corporal, los niveles de insulina y la glicemia (Chavez et al., 2009;
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Dushay et al., 2010; Gallego-Escuredo et al., 2015; Zhang et al., 2008). Este aumento de
los niveles circulantes de FGF21, atribuido a una mayor produccidn hepatica, se ha
propuesto como biomarcador predictivo del desarrollo del sindrome metabdlico y de la

diabetes de tipo 2 (Bobbert et al., 2013; Chen et al., 2011).

También en estudios en humanos se ha descrito la aparicion de resistencia a los efectos
de FGF21 como una de las numerosas alteraciones endocrinas provocadas por la
obesidad. A pesar de los elevados niveles circulantes de esta hormona, el ambiente pro-
inflamatorio en el tejido adiposo, comunmente asociado con la obesidad, reduce la
expresion local de p-klotho, impidiendo asi los efectos metabdlicos beneficiosos de

FGF21 (Gallego-Escuredo et al., 2015).

Meteorin-like (Metrnl)

Llamada asi por su homologia con la neurotrofina Meteorin (Nishino et al., 2004),
Meteorin-like (también conocida como Cometina o Subfatina) es una proteina
secretable de aproximadamente 30kDa. Recientemente se han publicado diversos
estudios sobre su papel como adipocina y como miocina. De manera andloga a la
producciéon de cardiocinas por parte del corazoén, los distintos depdsitos de tejido
adiposo y el musculo esquelético producen y secretan una serie de proteinas (adipocinas
y miocinas, respectivamente) con funciones autocrinas, paracrinas y/o endocrinas.
Estas proteinas contribuyen al correcto funcionamiento de dichos érganos y a la

regulacion de la homeostasis energética del organismo.

El gen de Metrnl se encuentra en el cromosoma 11qE2 en ratén y 17q25.3 en humano.
Codifica para una proteina de 311 aminoacidos que contiene un péptido senal de 45
aminodcidos en el extremo N-terminal y no tiene ningun dominio transmembrana (Li
et al., 2014; Zheng et al.,, 2016). Las secuencias de Metrnl de rata, ratén y humano
comparten un 77% de homologia. Se han identificado ortélogos de la proteina Metrnl
en todos los vertebrados, aunque no en invertebrados (Jorgensen et al., 2009; Li et al.,
2014; Zheng et al., 2016). La proteina madura, de aproximadamente 30kDa, tiene un

potencial sitio de glicosilaciéon en la posiciéon 103 en rata y ratén, aunque no en
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humanos, lo que sugiere que esta glicosilacion no es indispensable para su el desarrollo

de sus funciones (Jorgensen et al., 2012; Zheng et al., 2016).

Meteorin-like comparte un 40% de homologia con Meteorin. Estas moléculas
conforman una nueva familia de proteinas sin otros miembros conocidos (Jergensen et
al., 2012). A diferencia de Meteorin, que se expresa en progenitores neurales sin
diferenciar y en astrocitos, Meteorin-like Unicamente se expresa en regiones muy
especificas del cerebro durante el desarrollo (Li et al., 2014) y es indetectable en el
cerebro adulto. Sin embargo, se ha descrito que el tratamiento con Metrnl promueve el
crecimiento de las neuritas de manera similar a Meteorin, y es capaz de regenerar las
neuronas sensoriales de oido interno y de mejorar la audicion en un modelo de sordera

en cobaya (Jorgensen et al., 2012).

Metrnl se expresa en una amplia variedad de tejidos. El musculo esquelético, el corazén
y el tejido adiposo subcutaneo son los tejidos donde mas abundante es su expresion,
seguidos por el tejido adiposo marrdn y el rifidn. Diferentes estimulos pueden aumentar
la expresion de Metrnl por parte de diferentes tejidos. Por ejemplo, la exposicion al frio
induce su expresion en el tejido adiposo blanco, y el ejercicio induce su expresion en el
musculo esquelético (Rao et al., 2014). Pese a su elevada expresion en el corazon, hasta

el desarrollo de la presente tesis el papel de Metrnl en el corazén era desconocido.

En humanos se han detectado también altos niveles de expresidn en monocitos
activados, en la mucosa de los aparatos digestivo y respiratorio, y en la piel (Ushach et
al., 2015). La presencia de niveles altos de Metrnl en los tejidos barrera sugiere que esta

hormona podria tener un papel relevante para la respuesta inmunologica.

Hasta el momento no se han identificado receptores especificos para Metrnl. Sin
embargo, los efectos aditivos al tratar células cerebrales con una combinacién de
Meteorin y Metrnl sugieren que las dos proteinas de esta familia no comparten un unico

receptor, aunque ninguno haya sido descubierto todavia (Jergensen et al., 2012).
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Meteorin-like en el musculo esquelético

El musculo esquelético es uno de los tejidos donde es mas abundante la expresion de
Metrnl. PGClo4 es una nueva isoforma de splicing de PGCla que promueve la
hipertrofia muscular en respuesta al ejercicio fisico, regulando la funcién mitocondrial
y el metabolismo oxidativo (Ruas et al., 2012). PGC-1a4 también promueve la expresion
de una serie de genes, entre ellos IGF-1, miostatina y Metrnl (Rao et al., 2014). Metrnl
es, por tanto, una miocina secretada por el musculo esquelético, regulada
transcripcionalmente por PGCla4. Se ha observado que el ejercicio fisico aumenta la
expresion de Metrnl en ratén y en humanos (Eaton et al., 2018) y eleva sus niveles
circulantes (Bae, 2018; Rao et al., 2014). Parece ser que la induccion de Metrnl en el
musculo esquelético contribuye a los efectos beneficiosos de esta proteina, aumentando

el gasto energético basal y reduciendo la inflamacién en otros tejidos (Rao et al., 2014).

Por contra, la expresion de Metrnl en el musculo y sus niveles circulantes son mas bajos
en los ratones alimentados con una dieta rica en grasas. En este modelo de obesidad en
ratén, el tratamiento con Metrnl mejora significativamente la inflamacién en el
musculo esquelético, con la consecuente reduccion de la expresion de los marcadores
IL6, TNFa y MCP1 (proteina quimiotactica de monocitos 1) y de la resistencia a la
insulina. Estos efectos beneficiosos de Metrnl dependen de AMPK y de PPARS en el
musculo esquelético, y podrian estar mediados en parte por el aumento de la expresion

de PGClao, inducido por Metrnl (Jung et al., 2018).

Metrnl también mejora la resistencia a insulina y reduce la inflamacién provocada por
el tratamiento con palmitato en lineas celulares de musculo, donde aumenta la
expresion de genes relacionados con la oxidacién de dcidos grasos como mCPT1, la
acil-coA oxidasa (ACOX) o la proteina de union a acidos grasos 3 (FABP3) (Jung et al.,
2018).

Por tanto, la proteina Metrnl es una miocina inducida por el ejercicio fisico en el
musculo esquelético, donde mejora la sensibilidad a la insulina y reduce la inflamacion.
Ademas, la Metrnl producida por el musculo se secreta al torrente sanguineo, actuando
de manera endocrina sobre otros tejidos y contribuyendo asi a los beneficios del

ejercicio fisico sobre el organismo.
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Meteorin-like en el tejido adiposo

En 2014, se demostré6 que la secreciéon de la proteina Metrnl aumentaba
significativamente en el tejido adiposo de ratas sometidas a 18 semanas de restriccion
caldrica (Li et al., 2014). El tejido adiposo es un 6rgano con una gran capacidad para
producir y secretar adipocinas, entre ellas Metrnl. En rata, ratéon y humanos, el depdsito
de tejido adiposo donde mas alta es la expresion de Metrnl es el tejido adiposo blanco
subcutaneo, seguido por otros depositos de tejido adiposo blanco y por el tejido adiposo

marrén o pardo (Li et al., 2014; Zheng et al., 2016).

Metrnl promueve la induccién de genes del programa termogénico, como UCP1 o
CIDEA (activador de muerte celular), en el tejido adiposo blanco. Ademas, el propio
tejido adiposo aumenta la expresion y secrecion de Metrnl en respuesta a una
exposicion aguda al frio (4°C) (Rao et al., 2014). Sin embargo, el papel de Metrnl en la
induccion termogénica no es directo sobre los adipocitos, sino que estd mediado por
células del sistema inmune infiltradas en el tejido adiposo blanco. Metrnl induce la
produccion de IL4 e IL13 por parte de los eosindfilos infiltrados en el tejido adiposo,
que a su vez promueven la activaciéon de macréfagos de tipo M2, que son los

responsables de la induccion del programa termogénico en adipocitos (Rao etal., 2014).

La expresion de Metrnl en el tejido adiposo blanco también aumenta durante la
diferenciacion de los adipocitos y en animales alimentados con una dieta rica en grasas
(Lietal, 2014; Zheng et al., 2016). Dentro del tejido adiposo no se observan diferencias
en los niveles de expresion de Metrnl entre los adipocitos y las células estromales. En el
interior de los adipocitos, Metrnl se distribuye de forma homogénea en el citoplasma,

pero no se encuentra asociada a las gotas lipidicas (Li et al., 2014).

En el tejido adiposo blanco, Metrnl reduce la resistencia a la insulina inducida por una
dieta rica en grasas de manera autocrina y/o paracrina. Metrnl aumenta la expresion de
genes mitocondriales, genes relacionados con la B-oxidacion de acidos grasos y genes

antiinflamatorios (Rao et al., 2014).

El modelo de knockout de Metrnl especifico para el tejido adiposo blanco presenta una
mayor resistencia a la insulina, mientras que en el modelo de sobreexpresidn especifica

de Metrnl hay mas proteccion frente a la dieta rica en grasas sin que se vean alterados
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los niveles circulantes de Metrnl. Ademas, el aumento de los niveles circulantes de
Metrnl es incapaz de rescatar la sensibilidad a insulina en el tejido adiposo blanco en el

modelo de knockout especifico (Li et al., 2015b).

La diferenciacion de las células mesenquimales a adipocitos maduros es un proceso
critico para la regulacion energética global del organismo y el metabolismo lipidico y
juega un papel clave para el mantenimiento de un tejido adiposo blanco funcional (Ma
et al., 2015). Metrnl promueve la acumulacién de lipidos y aumenta la expresion de
PPARYy, uno de los principales reguladores de la diferenciacién adipocitaria (Siersbaek
et al., 2010). Ademads, Metrnl aumenta la expresiéon de genes relacionados con el
metabolismo lipidico, como FABP4, el cluster de diferenciacion 36 (CD36), la acetil-
coA carboxilasa (ACC), la sintasa de acidos grasos (FASN) y la perilipina. El bloqueo
de PPARY en el tejido adiposo blanco inhibe los efectos beneficiosos de Metrnl sobre la

resistencia a insulina (Li et al., 2015b).

A pesar de que en varios estudios se describe el papel beneficioso de Metrnl aumentando
el gasto energético, mejorando la tolerancia a glucosa, la expresion de genes asociados
con la termogénesis y la expresion de citoquinas antiinflamatorias (Li et al., 2015b; Rao
et al., 2014), existe cierta controversia sobre el papel de Metrnl en el tejido adiposo

humano.

Los resultados de un estudio clinico en el que se analizaron muestras de tejido adiposo
subcutaneo de pacientes pediatricos mostraron un aumento de la expresion de Metrnl
en el tejido adiposo de los pacientes con obesidad. Ademas, en los analisis realizados en
lineas celulares de pre-adipocitos humanos la expresiéon de la proteina disminuia
durante la diferenciaciéon a adipocitos maduros. No obstante, no se encontré una
correlacion positiva entre los niveles circulantes de Metrnl y el indice de masa corporal
(Loffler et al., 2017).

Sin embargo, los resultados obtenidos en otros estudios realizados en humanos
respaldan los resultados observados en ratén. En pacientes con diabetes, los niveles
circulantes de Metrnl disminuyen y ademas correlacionan negativamente con la
resistencia a insulina (El-Ashmawy et al., 2019; Lee et al., 2018). Los niveles circulantes

bajos de Metrnl correlacionan con mayor intolerancia a la glucosa y con la incidencia
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de aterosclerosis (El-Ashmawy et al., 2019). En pacientes con obesidad sometidos a una
cirugia baridtrica, el aumento de los niveles circulantes de Metrnl se asocié con una
reduccion de la resistencia a la insulina y con una mayor actividad termogénica. Este
mismo estudio describe niveles circulantes de Metrnl mas bajos en los pacientes con

obesidad (Pellitero et al., 2018).

Estos resultados indican que la proteina Metrnl actda como una adipocina producida
por los tejidos adiposos, tanto a nivel local como contribuyendo a regular los niveles
circulantes. En general Metrnl tiene efectos metabdlicos beneficiosos, aumenta la
termogénesis y el gasto energético y mejora la resistencia a insulina. La Figura 7 recoge
las acciones de la Metrnl secretada por el musculo esquelético y el tejido adiposo sobre

la regulacion metabolica del organismo.
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Figura 7. Mecanismos de accion de la proteina Metrnl sobre la regulacion del metabolismo energético
global. La Metrnl producida por el musculo y el tejido adiposo modula la accién de los macrdéfagos M2,
que promueven el browning del tejido adiposo, aumentando el gasto energético y reduciendo la
inflamacion. Adaptado de (Rao et al., 2014).

72



Introducciéon

Meteorin-like en el sistema inmune

En humanos, las células con los niveles de expresion mas altos de Metrnl son los
monocitos activados, seguidos por los tejidos barrera como las mucosas del sistema
respiratorio o la piel (Zheng et al., 2016). A pesar de que en los monocitos no activados
su expresion es mucho menor, el hecho de que la expresién de Metrnl aumente de
manera drastica cuando estas células inmunes se activan sugiere que Metrnl podria
tener un papel relevante en el sistema inmunitario (Ushach et al., 2015, 2018; Zheng et

al., 2016).

Metrnl se asocia mayormente con la induccién de un fenotipo M2 o anti-inflamatorio
en los macréfagos. Su expresion en los macrofagos alternativamente activados y M2-
like esta regulada por otras citocinas, que pueden inducir (TNFa, IL4) o inhibir (TGF,
interferony/IFNy) su produccién. A su vez, Metrnl también es capaz de modular el

patrén de expresion de citocinas de los macréfagos (Ushach et al., 2018).

Estudios recientes han demostrado como los niveles circulantes de Metrnl aumentan
en los ratones tratados con lipopolisacarido (LPS), un polisacarido de origen bacteriano
utilizado para inducir una fuerte respuesta inmunoldgica (Ushach et al., 2018). El
mismo grupo también ha descrito la aparicion de lesiones inflamatorias en los ratones

deficientes en Metrnl.

Como ya se ha visto anteriormente, el mecanismo mediante el cual Metrnl tiene efectos
sobre la induccién del programa termogénico en el tejido adiposo blanco implica la
estimulacién de los eosinoéfilos infiltrados por parte de Metrnl, generando como
respuesta la activacion alternativa de los macrofagos en el tejido adiposo (Rao et al.,
2014). Esto refuerza la idea de que la sefializacion de Metrnl estd involucrada en otras
funciones asociadas con la activacién de los macrofagos M2 (Ushach et al.,, 2015).
Metrnl se sobreexpresa en enfermedades autoinmunes como la dermatitis atopica,

asociada con macrofagos de tipo M2 (Ushach et al., 2015).

Finalmente, en pacientes con diabetes de tipo 2 o con enfermedad cardiaca coronaria,
los niveles circulantes de Metrnl correlacionan negativamente con los de citocinas
inflamatorias, como IL6 y TNFa (Dadmanesh et al., 2018; El-Ashmawy et al., 2019).

Metrnl también se asocia con el desarrollo de disfuncidon endotelial y aterosclerosis (El-
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Ashmawy et al., 2019), ambas condiciones relacionadas con la activacién del sistema
inmune innato, con un estado de inflamacién crénica y con una desregulacién entre

macréfagos M1y M2 (Bories and Leitinger, 2017).
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Autofagia

La autofagia es un proceso celular autodegradativo que contribuye a la degradacion de
componentes celulares, permitiendo asi un recambio de organulos u otros elementos
estructurales. Por tanto, este proceso es critico para el mantenimiento de la homeostasis
y de un correcto funcionamiento celular (Zech et al., 2019). La degradacion de estos
elementos da lugar a monomeros biolégicamente activos, como por ejemplo
aminoacidos, que pueden ser reutilizados por la célula (Feng et al., 2014; Li et al., 2016).
La autofagia es un mecanismo altamente conservado, presente en todas las células

eucariotas.

Las proteinas del organismo se encuentran en un constante ciclo de sintesis y
degradacidén. Junto con la via ubiquitina-proteasoma (UPS), la autofagia es una de las
vias principales para la eliminacién de proteinas aberrantes o mal plegadas
(Ciechanover, 2017). Asi, los niveles constitutivos de autofagia son necesarios para el
mantenimiento de la homeostasis de la célula y para asegurar el funcionamiento 6ptimo

de los componentes celulares (Li et al., 2015a; Yang and Klionsky, 2010).

Frente a un estrés ambiental, como la limitacién de nutrientes o el estrés oxidativo, la
autofagia se induce como respuesta adaptativa para tratar de asegurar la supervivencia
de la célula (Li et al., 2015a; Maiuri et al., 2007). Sin embargo, una desregulacién o una
activacion excesiva de la autofagia puede provocar la muerte celular. El mal
funcionamiento del sistema autofagico puede dar lugar a una amplia variedad de
patologias, desde cancer a enfermedades neurodegenerativas o infecciones causadas por

patdgenos externos (Mizushima et al., 2008).

La autofagia puede ser no especifica, degradando parte del citoplasma y los
componentes que encuentre, o especifica, degradando organulos concretos como

mitocondrias, peroxisomas o gotas lipidicas (Green and Levine, 2014).

La correcta regulaciéon de estos procesos es de una importancia primordial para el
corazon, puesto que el recambio de cardiomiocitos es minimo (Bergmann et al., 2009)
y necesitan degradar las proteinas y organulos envejecidos que ya no funcionan

correctamente. En condiciones fisiologicas, los niveles de autofagia basales en el
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corazdn son necesarios para el mantenimiento del tamafno de los cardiomiocitos, asi
como de la estructura y la funciéon cardiaca (Nakai et al., 2007). La hipertrofia cardiaca
patolégica estd asociada con una disfuncién de las vias de sefializacidn involucradas en

la regulacion de la autofagia en los cardiomiocitos (Schirone et al., 2017).

Tipos de autofagia

Se conocen tres tipos principales de autofagia, que tienen en comun la degradacion de
la carga en los lisosomas, pero que difieren en los mecanismos que conducen a esta

degradacién (Feng et al., 2014).

La microautofagia consiste en la incorporacién directa de pequefias cantidades de
material proveniente del citoplasma en los lisosomas, a través de invaginaciones
formadas en la membrana lisosomal. Una vez que contienen la carga a degradar, las
invaginaciones se desprenden y quedan en el interior de los lisosomas, donde son
degradadas por hidrolasas junto con la carga citoplasmatica. Este sistema no requiere

de la formacién de autofagosomas (Castafieda et al., 2019; Zech et al., 2019).

La autofagia mediada por chaperonas o CMA es una forma de autofagia selectiva que
unicamente degrada proteinas que contienen un motivo concreto, y que forma parte
del sistema de control de calidad de las proteinas de la célula, ademas de proporcionar
de aminodacidos (Cuervo et al., 1995; Kiffin et al., 2004). Los sustratos son reconocidos
por chaperonas que facilitan su entrada al lisosoma a través de transportadores

localizados en la membrana lisosomal (Papackova and Cahova, 2014).

La macroautofagia, o autofagia de ahora en adelante, es la forma de autofagia mas activa
y la que juega un papel mas relevante para la célula (Gottlieb and Mentzer, 2010). Este
complejo proceso requiere la formaciéon de una vesicula de doble membrana llamada
autofagosoma (Papackova and Cahova, 2014), que secuestra organulos intactos,
proteinas celulares u otras estructuras en su interior, que posteriormente seran
degradados mediante la fusion del autofagosoma con los lisosomas (Yang and Klionsky,

2010).
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La Figura 8 muestra las vias de regulacidon simplificadas de la via de la macroautofagia
y la autofagia mediada por chaperonas. La autofagia selectiva, de la que se hablard mas

adelante, permite degradar organulos o estructuras especificos de la célula.
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Figura 8. Regulacion de las vias de la macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (CMA).
Estos dos tipos, mas regulados que la microautofagia, constituyen uno de los principales sistemas para
el control de calidad de las proteinas celulares. La autofagia puede ser también un proceso altamente
selectivo y degradar unicamente un tipo de organulo o estructura concreto. Adaptado de (Zech et al.,

2019).

Mecanismos de la autofagia

La autofagia se inicia con la formacién de un fagéforo o pre-autofagosoma. Segun el
tipo celular o la situacion fisiologica o de estrés en la que se encuentre la célula, el lugar
de origen del fagéforo puede variar (Klionsky et al., 2016; Li et al., 2015a; Ravikumar et
al., 2010), aunque lo mds comun es que la membrana que lo forma se aisle desde el

reticulo endoplasmatico (Axe et al., 2008; Hayashi-Nishino et al., 2009).
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Este proceso de inducciéon o nucleacion del fagéforo requiere de la activacidon del
complejo macromolecular de la cinasa activadora de la autofagia similar a Unc-51
(ULK), compuesto por los genes relacionados con la autofagia Atg3 y Atgl0, ULK1y 2
y la proteina de interaccién con la familia FAK de 200 kDa (FIP200) (Ghosh and
Pattison, 2018). Este complejo se encuentra fosforilado e inhibido por su unién a
mTORCI1 (Hosokawa et al., 2009). En condiciones de escasez de nutrientes, mTORC1
se separa del complejo. Su falta de actividad provoca la desfosforilacién y consecuente
activacion del resto de los componentes del complejo ULK, que fosforilan la proteina
Beclin-1 y activan el complejo de proteinas de trafico vacuolar VPS, resultando en la
formaciéon de fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3), que permite la elongacién de las
membranas y la maduracion del autofagosoma (Maejima et al., 2016; Park et al., 2016,

2018; Russell et al., 2013).

La elongacion del fagéforo depende de dos sistemas de conjugaciéon de proteinas Atg.
El primero es el complejo formado por Atgl2, Atg5, Atgl6L y Atg7. Este complejo
activa el segundo complejo, formado por el sistema LC3 (proteina asociada la cadena
ligera de microtubulos 3 o Atg8) (Castafieda et al., 2019). Atg7 activa la forma citosélica
de LC3, LC3-1, uniéndole un grupo fosfatidiletanolamina y la transfiriéndola a Atg3,
que la incorpora a la membrana del fagéforo dando lugar a la forma madura de la

proteina, LC3-II (Kabeya et al., 2003; Li et al., 2015a).

El fagéforo se cierra por completo dando lugar a un autofagosoma maduro. La
presencia de LC3-II en la membrana del autofagosoma es necesaria para el
reconocimiento de la carga y para la fusiéon de la doble membrana lipidica del
autofagosoma con la membrana lisosomal (Ghosh and Pattison, 2018; Nakatogawa et
al.,, 2007). LC3-II reconoce la proteina p62/SQSTMI, que permite a los elementos
ubiquitinados entrar en el autofagosoma para su degradacién (Ghosh and Pattison,

2018; Pankiv et al., 2007).

El ultimo paso de la autofagia consiste en la fusién del autofagosoma maduro con un
lisosoma. Los autofagosomas son transportados por las dineinas a lo largo de los
microtubulos hacia la regidén perinuclear de la célula, donde se encuentran con los
lisosomas (Korolchuk et al., 2011). Existen dos tipos de interaccién con los lisosomas:

la interaccidn de tipo kiss-and-run, donde tinicamente el contenido del autofagosoma
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se transfiere al lisosoma (Jahreiss et al., 2008), o la fusién completa, que da lugar a un
autofagolisosoma delimitado por una tnica membrana. Esta fusién estd mediada por
LAMP?2 (proteina asociada a la membrana lisosomal 2), RAB7 (proteina relacionada
con Ras 7) y por proteinas SNARE (receptores de proteinas de uniéon a NSF soluble)
(He and Klionsky, 2009; Maiuri et al.,, 2007; Nakamura and Yoshimori, 2017). La
proteina LC3-II de la membrana exterior del autofagosoma puede ser reciclada por
Atg4, que elimina el grupo fosfatidiletanolamina (Kabeya et al., 2003). La LC3-II del
interior y la proteina p62 son degradadas por enzimas lisosomales con el resto de la

carga.

Regulacion de la autofagia

En corazon, los niveles de autofagia en condiciones basales son muy bajos. Sin embargo,
la induccién de la autofagia en respuesta al estrés es muy rapida, aumentando los niveles
de autofagia con el objetivo de mantener la homeostasis celular y garantizar los

nutrientes necesarios para el mantenimiento de la funcién cardiaca (Zech et al., 2019).

Por tanto, este proceso necesita una maquinaria reguladora capaz de responder
rapidamente a distintos estimulos. Algunos de los mecanismos que regulan la autofagia

en cardiomiocitos son los siguientes.

mTOR

mTOR es una serina/treonina-cinasa que forma parte de dos complejos proteicos
distintos: mTORC1 y mTORC2 (Sciarretta et al., 2014). mTORCI es un regulador
negativo de la autofagia, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. En
presencia de nutrientes y factores de crecimiento, mMTORCI fosforila ULK1 y Atg3,
inhibiendo el complejo ULK y la formacién de los autofagosomas. En ausencia de
nutrientes, la proteina AMPK inhibe mTORC1 y esto conduce a la rapida
desfosforilacion y activacion del complejo ULK (Kim et al., 2011; Maejima et al., 2016;
Park et al,, 2016). A nivel transcripcional, mTORCI inhibe la accidon del factor de
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transcripcion EB (TFEB), un regulador de la expresién de los genes ATG y de la

biogénesis lisosomal (Martina et al., 2012).

AMPK y GSK-3p

Tanto la AMPK como la GSK-3B (cinasa de la glicégeno sintasa 3f) son
serina/treonina-cinasas que estan reguladas por el estado energético de la célula. En
ausencia de ATP, la AMPK se activa e induce la autofagia inhibiendo el complejo
mTORCI y provocando asi la activacién de ULK y la formacion del fagéforo (Inoki et
al., 2006; Zaha and Young, 2012). La accién de AMPK es necesaria para la activacion de
la autofagia durante la isquemia (Matsui et al., 2007). GSK-3f también se activa en
respuesta a la ausencia de nutrientes y provoca la inhibicion de mTORCI1 (Inoki et al.,

2006).

El estrés oxidativo

Los niveles altos de ROS promueven la oxidacion de Atg4 y disminuyen su actividad,
provocando un aumento de los niveles de la forma madura LC3-II, ya que no puede ser
cortada y reciclada. Esto promueve la formacién de mas autofagosomas (Scherz-
Shouval et al., 2007; Sciarretta, 2018). Ademas, ciertos niveles de ROS son necesarios
para la induccidn de la autofagia en condiciones de ausencia de nutrientes y durante la

isquemia (Sciarretta et al., 2013).

Mecanismos transcripcionales

El factor de transcripcion TFEB regula la expresion de los genes ATG y las enzimas
lisosomales, promoviendo la formacién de autofagosomas, su fusioén con los lisosomas
y la degradacion de la carga. Ademas, TFEB controla también la biogénesis lisosomal.
Tanto su localizacion nuclear como su actividad estan reguladas por ERK2 y por mTOR

(Settembre et al., 2011).
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Algunos microRNAs (miRNA) también juegan un papel relevante en la regulacion de

la autofagia en cardiomicitos (Ucar et al., 2012).

Estudio de la autofagia

A la hora de evaluar el funcionamiento o la actividad de la via autofagica en las células,

se recomienda utilizar una combinacidn de varios ensayos (Klionsky et al., 2016).

Los niveles estaticos de proteinas relacionadas con la autofagia pueden servir para
detectar si hay una desregulaciéon en este proceso, pero son insuficientes para
determinar el grado de actividad autofdgica de la célula. La deteccion mediante
inmunoblot de niveles elevados de LC3-II puede indicar tanto una mayor actividad
autofagica con una mayor formaciéon de autofagosomas, como una acumulacién
excesiva de esta proteina debida al bloqueo de la degradacién de los autofagosomas

existentes, y por tanto una autofagia defectuosa (Li et al., 2016; Zech et al., 2019).

La proteina p62/SQSTM1, que se degrada junto con la carga en el interior de los
autofagolisosomas, también es detectable mediante inmunoblot y puede ayudar a
determinar si realmente la autofagia se encuentra activa en las células (Klionsky et al,,

2016; Zech et al., 2019).

Puesto que la autofagia es un proceso altamente dindmico, la determinacién de la
actividad o flujo autofagico puede proporcionar informaciéon mas efectiva que los
niveles estaticos de proteina (Li et al., 2016). La determinacion del flujo autofagico
requiere el uso de un inhibidor lisosomal, que evita la fusién de los autofagosomas y los
lisosomas o directamente bloquea su degradacion. Algunos de los mas utilizados son la
leupeptina o la cloroquina. Al comparar los niveles de LC3-II basales con los niveles tras
inhibir la degradacion de los autofagosomas, se puede evaluar la relacién entre los
autofagosomas formados y degradados y por tanto los niveles de autofagia en las células.
Un gran aumento en la cantidad de LC3-II indica que la autofagia se encuentra muy

activa (Bhuiyan et al., 2013; Singh et al., 2017).

Los autofagosomas de doble membrana, los lisosomas de membrana simple y los

autofagolisosomas se pueden observar mediante microscopia electronica de
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transmision en secciones de corazon sin necesidad de un marcaje adicional (Bhuiyan et

al., 2013; Singh et al., 2017; Tanaka et al., 2000).

Respecto al estudio de la autofagia en humanos, este se ve limitado por la gran
variabilidad que existe entre individuos y por la dificultad de la obtencion e
interpretacion de los datos. Ademas, para la determinacion del flujo autofagico es

necesaria la intervencion con firmacos, de manera que no resulta accesible en pacientes.

Autofagia e hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca patoldgica se caracteriza por un aumento del tamafio de los
cardiomiocitos, acompafnado por una pérdida de estructura de los sarcomeros, un
aumento de la sintesis proteica y de la re-expresién de genes fetales (Harvey and
Leinwand, 2011). La induccién de la autofagia en respuesta a estrés puede limitar el
dafo cardiaco producido en diversas condiciones patoldgicas. La autofagia es un
proceso que en estado basal mantiene la estructura cardiaca y su funciéon mediante la
eliminacién de componentes del citoplasma, proteinas u organulos danados o

defectuosos (Li et al., 2016; Nakai et al., 2007).

Los defectos en la via autofagica provocan hipertrofia cardiaca, induciendo un aumento
del tamafio de los cardiomiocitos, promoviendo la activacién del programa génico fetal
y reduciendo la viabilidad de las células (Wang et al., 2012). Varios estudios en modelos
animales de diversas formas de cardiomiopatia encontraron defectos en la via

autofagica (Zech et al.,, 2019).

La hipertrofia cardiaca que se produce de manera espontdnea con el envejecimiento esta
asociada con la disminucién de la autofagia basal a medida que aumenta la edad
(Boengler et al., 2009; Shirakabe et al., 2016). Los ratones knockout condicionales de
Atg5 en corazén desarrollan disfuncidn contractil tan solo una semana después de la
eliminacién de Atg5 y desarrollan un patrén de hipertrofia y disfunciéon similar al
asociado con el envejecimiento (Nakai et al., 2007; Taneike et al., 2010). La supresion

de Atg7 tiene efectos parecidos (Pattison et al., 2011). En fibroblastos cardiacos de ratas
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adultas, la activacion de la autofagia contribuye a la degradacién del colageno y reduce

la fibrosis cardiaca (Nishida and Otsu, 2016).

Sin embargo, el papel de la autofagia en relacién con la hipertrofia es mas complejo.
Varios estimulos que inducen el desarrollo de la hipertrofia cardiaca también activan la
autofagia en el corazén (Li et al.,, 2016). Por ejemplo, los cardiomiocitos primarios de
rata en cultivo activan la autofagia en respuesta al estrés mecanico (Lin et al., 2014).
Otros estimulos extracelulares, como los factores hormonales, la falta de glucosa o
aminoacidos, o algunos farmacos, afectan también a la respuesta autofagica (Galluzzi et
al., 2014). En pacientes con cardiomiopatia hipertrofica se observa una acumulaciéon de
autofagosomas, acompafnada de un aumento en los niveles de LC3-1II y Beclin-1 (Song

et al., 2014).

En condiciones de isquemia con reperfusién, una activacién temprana de la autofagia
durante la isquemia tiene un papel protector proporcionando sustratos para la
regeneracion, mientras que la activacion prolongada resulta perjudicial y provoca la
muerte de los cardiomiocitos (Matsui et al., 2007; Zhai et al., 2011). De manera similar,
la activacion de la autofagia es una respuesta adaptativa frente a la hipertrofia causada
por un aumento de presion, eliminando proteinas mal plegadas y reduciendo la
disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo (Nakai et al., 2007; Xu et al., 2014). Sin
embargo, una activacion excesiva puede agravar esta situacion de estrés (Zhu et al.,
2007). En el modelo de hipertrofia inducida por la constriccion de la aorta transversa
en raton, el grado de actividad autofagica correlaciona con el grado de hipertrofia del
ventriculo izquierdo (Zhu et al., 2007). En la transicion de hipertrofia a insuficiencia
cardiaca en humanos se observa una acumulacién de autofagosomas en los
cardiomiocitos hipertrofiados. Se considera que la activacion de la autofagia en estas
condiciones contribuye a la pérdida de células cardiacas y a la progresiéon hacia la

insuficiencia cardiaca (Fidzianska et al., 2010).

Por tanto, la activacién de la autofagia se considera en principio una respuesta
adaptativa frente a la hipertrofia cardiaca, pero una activacion excesiva o sostenida
durante mucho tiempo puede tener efectos perjudiciales y facilitar la progresiéon hacia
fallo cardiaco (Li et al., 2016; Wang et al.,, 2012). El papel de la autofagia vendra

determinado por el grado de evolucién de la hipertrofia y su severidad.
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Es necesario tener en cuenta que la autofagia puede ser también un proceso altamente
selectivo. En el caso de la hipertrofia cardiaca, la autofagia selectiva podria tener mas
relevancia que la activacidn de la autofagia en general. Algunos de los principales tipos

de autofagia selectiva mas estudiados en corazén son los siguientes:

- Mitofagia. El corazoén es uno de los tejidos con mayor densidad de mitocondrias,
debido a su gran demanda energética. Teniendo en cuenta el bajo grado de
recambio de los cardiomiocitos, es necesaria la eliminacién eficaz de las
mitocondrias disfuncionales. Los niveles elevados de ROS (estrés oxidativo), los
niveles bajos de ATP o los dafos en la membrana o el ADN mitocondrial inducen
la mitofagia en el corazén. En las mitocondrias sanas, la proteina PINK1 (cinasa
inducida por PTEN 1), que se encuentra asociada a la membrana externa
mitocondrial, se degrada rdpidamente. En cambio, en las mitocondrias dafiadas
o con diferente potencial de membrana, PINK1 permanece unida ala membrana
externa, se activa por auto-fosforilacion y recluta a la proteina de tipo ubiquitina
ligasa E3 Parkin (Ordureau et al., 2015). Parkin facilita el reconocimiento de las
mitocondrias dafiadas para su posterior incorporacion a los autofagosomas por
parte de proteinas adaptadoras, como por ejemplo BNIP3 (proteina de
interaccion con Bcl2 de 19kDa 3) y LC3-II (Delbridge et al., 2017; Jimenez et al,,
2014).

— Glicofagia. La degradacion selectiva del glicogeno es particularmente importante
para proporcionar energia y mantener la homeostasis de las células cardiacas en
condiciones de estrés o en la diabetes. La glicofagia es capaz de proporcionar
grandes cantidades de glucosa a la célula mds rapidamente que la degradacion
convencional del glicégeno. La proteina STBD1 (proteina con dominio de unién
a almidén 1) contiene un dominio de unién a carbohidratos que facilita la
captacion del glicogeno por parte de los autofagosomas para su degradacion

(Delbridge et al., 2017). Esta via se encuentra regulada por mTOR y Akt.

- Lipofagia. Histéricamente, se consideraba que la accién de la lipasa sensible a
hormonas (HSL) y la lipasa adipocitaria de triglicéridos (ATGL) era el principal
mecanismo de degradacion de los lipidos almacenados en las gotas lipidicas del

citoplasma (Schulze et al., 2017). Sin embargo, la autofagia contribuye también a
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la degradacion de estas gotas lipidicas mediante el proceso denominado lipofagia
(Liu and Czaja, 2013; Singh et al., 2009), que implica la formacién de
autofagosomas y la inclusién parcial o total de las gotas lipidicas para su
degradacidn por la via autofagica clasica. Las proteinas presentes en la superficie
de las gotas lipidicas, como las de la familia de las perilipinas, juegan un papel
relevante a la hora de identificar e integrar las gotas lipidicas en los
autofagosomas (Kimmel and Sztalryd, 2016). A nivel celular, la desregulacion de
la lipofagia es clave para procesos como la acumulacidn excesiva de lipidos que

se da durante la obesidad y otras alteraciones metabdlicas (Schulze et al., 2017).

Autofagia y patologias cardiacas asociadas con la obesidad

El exceso de peso es un factor de riesgo independiente para las enfermedades
cardiovasculares, incluso en ausencia de otros factores de riesgo (James et al., 2004;
Rabar et al., 2014). La obesidad provoca un aumento en el volumen de sangre del
cuerpo, que resulta en una mayor entrada en el ventriculo izquierdo y un aumento del
gasto cardiaco, provocando la hipertrofia de ambos ventriculos y de la auricula

izquierda (Csige et al., 2018; Jeckel et al., 2011).

En general, en condiciones obesogénicas el flujo autofagico se encuentra interrumpido,
lo cual puede provocar dafo celular en numerosos tejidos, incluyendo el corazén. Este
bloqueo es debido a defectos en la fusién con los lisosomas o en la posterior degradacion
de los autofagolisosomas, pero no afecta a la formacién de los autofagosomas

(Castaneda et al., 2019).

La alimentacién con una dieta rica en grasas (HF) durante periodos largos de tiempo
para inducir obesidad experimentalmente induce también hipertrofia y disfuncion
cardiaca en modelos animales. Respecto a la actividad autofégica en corazdn, parece ser
que en tratamientos cortos se induce la autofagia, mientras que tras dietas HF
prolongadas se observa una acumulacion de autofagosomas y niveles elevados de las
proteinas Atg7, Beclin-1 y p62 (Hsu et al., 2016), indicando un bloqueo de la via

autofagica en el corazon.
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El estudio mediante microscopia electrdnica de la estructura cardiaca de ratones
alimentados con dieta HF durante 42 semanas revelé una acumulaciéon de gotas
lipidicas y de autofagosomas en los cardiomiocitos, indicando que la velocidad de
formacion de los autofagosomas era normal o incluso algo mas alta en estos animales,
pero que su degradacion y por tanto el flujo autofagico se encontraba interrumpido por
la dieta HF (Castanieda et al., 2019; Che et al., 2018).

Respecto al papel de la autofagia en el desarrollo de la cardiomiopatia asociada a la
diabetes, existe cierta controversia. La cardiomiopatia diabética se caracteriza por el
desarrollo de fibrosis en el miocardio y disfuncién diastdlica, y aparece en pacientes
diabéticos que no sufren hipertension ni enfermedad de la arteria coronaria (Tate et al.,
2017). La diabetes provoca alteraciones metabdlicas en el corazén. Una menor
captacion de glucosa hace que los cardiomiocitos sean mas dependientes de la oxidacion
de acidos grasos. Esto, junto con una acumulacidn de glicégeno y de gotas lipidicas,
conduce a un mayor estrés oxidativo en las células, causando un bloqueo del flujo

autofagico (Varma et al., 2018).

Sin embargo, en los ratones db/db, utilizados como modelo animal de diabetes tipo 2,
se han hallado resultados contradictorios respecto a la actividad autofagica en corazon.
Un estudio encontrd niveles elevados de las proteinas LC3-II y p62, junto con una
reduccion de la actividad de AMPK, sugiriendo un bloqueo del flujo autofagico.
Mediante microscopia electrénica se detecté una acumulacion de autofagosomas, pero
la ausencia de autofagolisosomas maduros y la escasez de lisosomas corroboran los
resultados que apuntan a un bloqueo de la autofagia (Kanamori et al., 2015). Otros
estudios encontraron un aumento de los niveles de proteina de LC3-II, Beclin-1 y una
reduccion de p62, y ademas confirmaron el aumento del flujo autofagico (Chen et al.,
2017; Munasinghe et al., 2016). Algunos datos obtenidos en pacientes también
respaldan la activaciéon de la autofagia en el caso de la cardiomiopatia diabética

(Munasinghe et al., 2016).

Respecto a los efectos de farmacos moduladores de la autofagia en la incidencia de la
cardiomiopatia diabética, los datos actuales también son inconsistentes, pero la
activacion de la autofagia parece tener efectos beneficiosos en el caso de la diabetes de

tipo 2. La inhibicion de la autofagia mediante cloroquina en los ratones db/db empeoré

86



Introducciéon

la funcién cardiaca y la fibrosis, reduciendo los niveles de LC3-1I y aumentando los de
p62 v la actividad de mTORCI1 (Kanamori et al., 2015). En cambio, la activacion de la
autofagia mediante el tratamiento con resveratrol mejor6 la funcién cardiaca y redujo

la fibrosis, disminuyendo la acumulacién de p62 y la sefializaciéon de mTORCI.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis fue el estudio de la funcién de dos nuevas cardiocinas,
FGF21 y Metrnl, durante el desarrollo de la patologia cardiaca. Se dividié en los

siguientes apartados:

Parte 1

Caracterizacion del papel de la proteina FGF21 en corazéon en un contexto de
obesidad, utilizando como modelo ratones deficientes en esta proteina sometidos

a una dieta rica en grasas.

Estudio de los mecanismos mediante los cuales FGF21 lleva a cabo su funcién

cardioprotectora en estas condiciones.

Parte 2

Caracterizacion de la proteina Metrnl como nueva cardiocina y potencial

biomarcador de patologia cardiaca.

Estudio de las funciones de esta proteina en corazén en un contexto de
hipertrofia cardiaca, utilizando como modelo ratones deficientes en Metrnl y la
recuperacion de la expresion cardiaca de Metrnl mediante vectores adeno-
asociados y estudios in vitro utilizando el modelo de cardiomiocitos neonatales

en cultivo.
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Estudios en animales y cultivos celulares

Modelos animales

Colonia Fgf21 -/-

Los ratones deficientes en el gen Fgf2l (a partir de aqui Fgf21-/-) (B6N; 129S5-
Fgf21"™!/Mmcd) fueron obtenidos del Mutant Mouse Regional Resource Center, un
repositorio de cepas de raton financiado por NCRR-NIH, y fueron donados al MMRRC

por Genentech, Inc.

Los grupos de ratones machos wild-type (wt) y Fgf21-/- de dos meses de edad fueron
alimentados con una dieta estindar (Chow Diet) (Teklad Global 18% Protein Rodent
Diet, Harlan) o una dieta rica en grasas (High Fat, HF) de la cual el 45% de las calorias
provienen de grasas (Research Diets; D12451) durante 16 semanas. Los ratones se

mantuvieron en ayuno durante la noche previa a su sacrificio.

Colonia PPARa -/-

Los ratones deficientes en el gen Ppara (Ppara-/-) (B6.129S4- Ppara™!¢/]) fueron
obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EEUU). Se utilizaron ratones

machos wild-type y Ppara-/- de la misma edad para los experimentos.

Colonia Metrnl-/-

Los ratones deficientes en el gen Metrnl (Metrnl-/-) (C57BL/6NTac-
Metrn]™!KOMPWEi/WitsiH 5 EM: 07966) fueron obtenidos del Wellcome Trust Sanger
Institute Mouse Genetics Project (Sanger MGP). Se utilizaron ratones machos wild-type

y Metrnl-/- de la misma edad para los experimentos.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la directiva 86/609/CEE del
Consejo de la Comunidad Europea y fueron aprobados por el Comité Institucional de

Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la Universidad de Barcelona.
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Intervenciones en animales

Induccion de hipertrofia cardiaca

Para la induccién de un modelo patoldgico de hipertrofia cardiaca in vivo se utilizaron
ratones machos de tres meses de edad, wild-type o Metrnl-/-. Los animales se
anestesiaron con un 1,5% de isoflurano. A continuacién, se implantaron
quirurgicamente minibombas osmoticas (Alzet; 1007D) por via subcutanea en la region
interescapular del raton. Las minibombas contenian un tampén salino (PBS) o
isoproterenol (ISO) (Sigma; 16504) y estaban ajustadas para liberar el farmaco a una
velocidad de 15 mg por kg y por dia durante 7 dias. Los ratones fueron sacrificados 7

dias después de la operacion.

Para la induccién de hipertrofia cardiaca mediante la constriccion de la aorta transversa
(TAC), los ratones se anestesiaron con un 1,5% de isoflurano. Tras abrir el térax, se
realizo la ligacion de la aorta transversa entre la aorta braquiocefélica y la arteria
cardtida comun izquierda, utilizando un hilo de sutura de seda de calibre 6-0. Los

ratones fueron sacrificados 28 dias después de la operacion.

Paralainduccién de hipertrofia cardiaca en ratones de 6 dias de edad, los animales wild-
type o Ppara-/- fueron inyectados con isoproterenol (ISO) por via intraperitoneal (ip),
con una dosis de 15 mg por kg y por dia durante 7 dias. Los ratones fueron sacrificados

7 dias después de la operacion.

Induccion de hipertension

Para la induccién de hipertension, los ratones wild-type se anestesiaron con un 1,5% de
isoflurano. A continuacién, se implantaron quirurgicamente las minibombas osmdticas
(Alzet; 1007D) por via subcutdnea en la region interescapular del ratén. Las
minibombas contenian un tampoén salino (PBS) o angiotensina II (Angll) (Sigma;
A6402), y estaban ajustadas para liberar el firmaco a una velocidad de 1 mg por Kg'y

por dia durante 7 dias.

Vectores viricos adeno-asociados (AAV)

Los vectores viricos adeno-asociados utilizados en este estudio (AAV9-CMV-Null

como control, AAV9-CMV-GFP y AAV9-CMV-Metrnl) fueron generados por el
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CBATEG (Barcelona) utilizando un procedimiento de co-transfeccion dual-triple de
plasmido, seguido por una precipitacién con polietilenglicol (PEG) y una posterior
purificacion por centrifugacion en gradiente de CsCl,.. La administracion se realizé por
via intraperitoneal (ip) en animales de 7 dias de edad con una dosis de 1x10"* particulas
de genoma virico por ratén. Los experimentos se realizaron con estos mismos animales

a los 3 meses de edad.

Medicion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca

La presion arterial de los ratones se midié mediante la colocacién de un manguito en la
cola con el sistema BP2000 (Visitech Systems). Los ratones se entrenaron de acuerdo
con las instrucciones proporcionadas por el fabricante durante 5 dias antes de la
implantacion de las minibombas osmoticas, para evitar la alteracién de los resultados
debida al estrés. Se hizo el promedio de diez mediciones consecutivas para calcular la
presion arterial sistolica, diastdlica y media y la frecuencia cardiaca durante el periodo

de 7 dias posterior a la implantacion de la minibombea.

Ecocardiografias

Los ratones wild-type, Metrnl-/- o Fgf21 -/- fueron anestesiados con isoflurano al 1,5%.
Las medidas de las dimensiones cardiacas se obtuvieron a partir de ecocardiografias
realizadas utilizando el equipo VividQ (GE Healthcare) con una sonda lineal de 12
MHz. Las mediciones se realizaron en modo M y Doppler. Se midieron tres ciclos
cardiacos diferentes para cada evaluacidn y se obtuvieron los valores promedio. Los
andlisis de las imdgenes ecocardiograficas fueron realizados por dos observadores

diferentes, que desconocian a qué grupo experimental pertenecian los animales.

Se obtuvieron las medidas correspondientes al grosor del septo interventricular (IVS),
la pared posterior del ventriculo izquierdo (LVPW) y el didmetro interno del ventriculo
izquierdo (LVID), después de sistole y después de diastole. Se calculo la fraccion de
eyeccion (EF), la fraccion de acortamiento (FS), la frecuencia cardiaca (HR), el volumen
del ventriculo izquierdo después de didstole (EDV) y de sistole (ESV), la relacion entre
el grosor de la pared y el radio del ventriculo (H/R), el indice de esfericidad del corazén

(SI) y la masa del ventriculo izquierdo (LVm).
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Analisis histolégicos e inmunohistoquimicas

Tras extraer el corazén del animal, se eliminaron las auriculas con un bisturi y se
secciond transversalmente a media altura. La mitad superior se fijo6 en formalina
tamponada neutra al 4%. Al cabo de 24 horas, se cambi6 la formalina por una solucién
nueva y se fij6 durante 24 horas adicionales. Las muestras se conservaron en etanol al
70% hasta el momento de realizar la inclusién con parafina. Las secciones se hicieron
en un micrétomo rotativo para bloques de parafina y posteriormente fueron
desparafinadas y tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) para determinar el drea de
la seccion transversal del eje corto de los cardiomiocitos (CSA) en el ventriculo
izquierdo (LV) o en el septo interventricular (S), utilizando el software de cddigo abierto

Image].

La fibrosis se evalu6 utilizando la tincidn tricromica de Masson (Panreac). Las regiones
afectadas por la fibrosis (en azul) se midieron utilizando el software de cédigo abierto

Image], calculando el porcentaje del area fibrdtica respecto al area total de cada imagen.

Para la deteccion de los macréfagos infiltrados en el tejido mediante
inmunohistoquimica, las secciones de corazén previamente incluidas en parafina se
incubaron con un anticuerpo primario contra F4/F80 (Abcam; ab6640). Para la
deteccion, se utilizé un anticuerpo secundario de cabra contra IgG de rata conjugado
con Alexa Fluor® 488. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio de

fluorescencia (Olympus BX61).

La acumulacion de lipidos en el corazdn se evalué mediante la tinciéon con Oil Red O
(ORO). En este caso, las criosecciones del tejido congeladas en OCT fueron incubadas
con ORO durante 10 minutos y se analizaron cuantitativamente utilizando el software

de codigo libre Image].
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Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las muestras de tejido cardiaco se fijaron con un 2,5% de glutaraldehido y un 2% de
paraformaldehido en tampoén fosfato 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente, se fijaron en
tetradxido de osmio al 1% y FeCNK al 0,8% en tampdn fosfato. Tras la deshidratacion
en una serie de soluciones de acetona, las muestras de tejido se embebieron con resina
Spurr. Las secciones ultrafinas fueron tefiidas con acetato de uranilo y citrato de plomo
y se examinaron con un microscopio electrénico de transmisiéon Jeol 1010 (Izasa

Scientific).

Cultivo primario de cardiomiocitos

Cultivo de cardiomiocitos de rata

Para el aislamiento y cultivo de cardiomiocitos se utilizaron ratas Sprague-Dawley
neonatas (de entre 1 y 2 dias de edad). Los animales fueron decapitados para extraer los
corazones, que a continuacion se digirieron en una solucién de colagenasa tipo I (Life
Technologies; 17018-029) y pancreatina (Sigma; P3292), realizando 5 digestiones
consecutivas del tejido y recogiendo las células aisladas en suero bovino neonatal
inactivado (NCS). A continuacion, las células obtenidas se resuspendieron en el medio
de siembra (Dulbecco’s Modified Eagle Medium [DMEM] suplementado con 10% de
suero de caballo, 5% de suero bovino neonatal y 50mg/1 de gentamicina) y se incubaron
durante una hora en un frasco de cultivo con recubrimiento de plastico, con el objetivo
de separar los cardiomiocitos (que no se adhieren al plastico) de los fibroblastos

cardiacos (que si lo hacen).

Los cardiomicitos se sembraron en placas de 6 pozos recubiertas con gelatina al 1% con
una densidad de 0,5x10° células por pozo. El cultivo se mantuvo durante la noche
siguiente con el medio de siembra (Dulbecco’s Modified Eagle Medium [DMEM]
suplementado con 10% de suero de caballo, 5% de suero bovino neonatal, 50mg/I de
gentamicina, y 10uM de citosina (-D-arabinofurandsido [AraC]). El AraC estuvo
presente durante todo el cultivo celular de cardiomiocitos para suprimir el crecimiento

de los fibroblastos restantes después de la separacion.
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16 horas después del aislamiento de las células, la poblacion restante,
predominantemente cardiomiocitos neonatales (NCM), se incubé en un medio sin
suero, consistente en DMEM y gentamicina (50 mg/l) como tunico sustrato durante 24
horas. La infecciéon con adenovirus se realizd en presencia del medio sin suero.
Posteriormente, el medio se reemplazé por un medio experimental consistente en
medio DMEM sin suero, suplementado con L-carnitina 0,25 mM, insulina 0,25 mU/ml
y albimina de suero bovino (BSA) al 1% (Sigma; A6003), en el que se realizaron los

distintos tratamientos.

Los cardiomiocitos en cultivo se recogieron en un maximo de 5 dias después del
aislamiento, utilizando el reactivo de Tripure (Roche; 11667165001) para la extraccién
de ARN o tampén RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas para

la extraccion de proteinas para Western blot.

Cultivo de fibroblastos cardiacos de rata

Los fibroblastos cardiacos neonatales de rata (CF) fueron aislados y separados de los
cardiomiocitos tal como se ha descrito anteriormente. Las células de pase 1 (P1) y pase
3 (P3) se sembraron en placas de cultivo con una densidad de 0,3x10° células por cm?,
utilizando el mismo medio DMEM pero suplementado con un 10% de suero bovino

fetal inactivado (FBS) y gentamicina (50 mg/1).

Los fibroblastos cardiacos se tripsinizaron una vez para obtener las células de pase 1 (p1
o control) y 2 veces mas durante los dias siguientes para obtener las células de pase 3
(p3 o miofibroblastos). 24 horas antes de afiadir los tratamientos correspondientes a las

células, se sustituyo el medio de cultivo por otro con un 0,1% de FBS.

Cultivo de cardiomiocitos de raton

Los cardiomiocitos de raton (mNCM) se obtuvieron a partir de ratones wild-type o
Fgf21 -/-. El procedimiento experimental para obtener y cultivar cardiomiocitos de
raton fue basicamente el mismo que para los de rata, pero la colagenasa utilizada fue de
tipo II (Worthington; L5004176), y en lugar de suero bovino neonatal se utilizé suero
de ternera fetal (FBS).
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Tratamiento de las células cardiacas en cultivo

Para la induccion de la hipertrofia, los cardiomiocitos de rata se estimularon con el
agonista a; adrenérgico fenilefrina (PE) (10 uM) (Sigma; P6126), un factor de
crecimiento hipertréfico, durante 24 horas. En el caso de los cardiomiocitos de raton se

utilizé angiotensina II (50uM) (Sigma; A6402).

Donde se indica, las células se estimularon durante 24 horas con FGF21 recombinante
(50 nM) (Biovendor; RD272108100), acido oleico (0,4 mM) (Sigma; O1257) o la
combinaciéon de 4cido oleico (0,2 mM) y acido palmitico (0,2 mM) (Sigma; P0500),
ambos conjugados con BSA al 1%. Se afadio6 cloroquina (50 pM) (Sigma; C6628) a las
células 8 horas antes de la recoleccion. El tratamiento con el antagonista de PPARa
GW6471 (1 pM) (Sigma; G5045) o Metrnl recombinante (R&D; 6679-MN) a las
concentraciones indicadas se realizé durante 24 horas antes del tratamiento con PE. Los
anticuerpos contra IgG (Sigma; AP147P) o Metrnl (Origene; TA334847) se anadieron

al medio en una concentracién de 1 ug/ml después de los pre-tratamientos de 24 horas.

Ninguno de los tratamientos indujo una pérdida celular significativa en las

concentraciones utilizadas.

Transduccion génica mediante adenovirus (Ad)

Se construyeron adenovirus recombinantes que contienen ADNc murino de Metrnl o
de PPARa (Ad5-CMV-Metrnl y Ad5-CMV-PPARa; CBATEG, Barcelona). Las células
se infectaron con vectores adenovirales de Metrnl o PPARa y con un vector nulo Ad5-
CMV-Null como control, a 10 IFU por célula durante 24 horas en el medio sin suero

indicado anteriormente.

Medicion de la oxidacion de acidos grasos

Se midié la oxidacion de acido oleico [C'] en homogenados de corazdn recién aislados.
El tejido se homogenizé en un tampo6n de sacarosa/Tris/EDTA vy se incubd durante 60
minutos en una mezcla de reacciéon (pH 8,0) que contenia acido oleico [1-"*C]. Tras la

incubacion, se midio la cantidad de CO, emitido.
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Determinacion de la actividad de la aconitasa y el complejo IV

La actividad de la aconitasa se midié utilizando un kit de ensayo colorimétrico
(Cayman; 705502). Se obtuvieron extractos de proteina de corazones de ratones adultos
wild-type y Fgf21 -/- siguiendo las instrucciones proporcionadas con el kit. La actividad
del complejo IV se midié utilizando el Complex IV Activity Microplate Assay Kit

(Mitosciences; ab109911) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Determinacidn de malondialdehido (MDA)

El malondialdehido es un producto secundario obtenido a causa de la peroxidacién de
lipidos, como consecuencia de un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS). Este
indicador de los niveles de estrés oxidativo se puede detectar mediante el ensayo
TBARS, puesto que reacciona con el acido tiobarbitarico, provocando cambios

cuantificables en la absorbancia de la muestra.

El tejido cardiaco se homogenizo sobre hielo en una proporcién de 100 mg de tejido
por cada ml de PBS. A continuacién, se mezclaron 50 pl de tejido homogenizado o de
los distintos puntos de la recta patron realizada con (1,1,3,3)-tetraetoxipropano con 280
ml del reactivo de TCA-TBA-HCl y se incubaron las muestras 10 minutos a 100°C. La
reaccion se paro6 afadiendo 100 pl de acido acético glacial y 200 pl de cloroformo. Tras
centrifugar las muestras a 1000 rpm durante 10 minutos, de midi6 la absorbancia a 530

nm del sobrenadante para determinar la concentracién de MDA.

Extraccion de proteinas y Western blotting

Los lisados de tejido se obtuvieron homogenizando los corazones de ratéon en tampon
RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las células en cultivo se
recogieron en tampdn RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas,

rascando las placas sobre hielo.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio y

poliacrilamida (SDS-PAGE) en geles al 10% y se transfirieron a membranas
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Immobilon-P (Millipore).

La deteccion de proteinas mediante Western blot se realizo utilizando anticuerpos
contra Parkin (Cell Signaling; 2132), p62 (Cell Signaling; 5114), LC3BI/II (Cell
Signaling; 2775), ERK (Cell Signaling; 4695) y p-ERK (Cell Signaling; 4370), p38 MAPK
(Cell Signaling; 9212) y p-p38 MAPK (Cell Signaling; 9211), CREB (Cell Signaling;
9104) y p-CREB (Cell Signaling; 9191), B-klotho (Abcam; ab76356), la proteina
desacopladora 3 (UCP3) (Chemicon; AB3046), a-SMA (Sigma; A5228) y PGCla (Santa
Cruz; SC-13067). Como control de carga se utilizo la proteina gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Sigma; G9545) o la proteina total tefiida sobre la membrana

con reactivo de Ponceau (PS).

Aislamiento de ARN y RT-gPCR

El ARN total se extrajo utilizando el reactivo de Tripure (Roche; 11667165001) en el
caso del corazén y el musculo esquelético, y un kit de extraccién en columnas para los
tejidos no musculares (Macherey-Nagel; 740955250). E1 ADNCc se sintetizd a partir de
0,5 pug de ARN total mediante transcripciéon inversa (RT), utilizando el kit High
Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems; 4387406) en un volumen de reaccién
total de 20 ul. La Real-Time-PCR cuantitativa se realizé por duplicado para mayor
precision, utilizando los ensayos de expresion génica Taqman (Termo Fisher). Cada
mezcla de reaccidn, en un volumen total de 25 pl, contenia 1 pl de ADNc, 12,5 pl de
TagMan Universal PCR Master Mix (Invitrogen; 2060531), sondas en una
concentracion final de 250 nM y primers en una concentracion final de 900 nM de

Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix (Applied Biosystems).

Cada muestra se analiz6 por duplicado y se uso el valor medio de ambos ensayos para
calcular la expresion del ARNm del gen de interés y del gen de referencia o housekeeping
(ciclofilina A, PPIA). Los niveles de ARNm del gen de interés en cada muestra se
normalizados respecto a los del gen de referencia utilizando el método comparativo (2°

ACT) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Analisis de metabolitos en plasma y fosforilacion de proteinas

Los niveles de glucosa y triglicéridos se midieron utilizando el sistema de Accutrend
Technology (Roche). Los niveles de la proteina Metrnl en plasma y en medios de cultivo

se detectaron utilizando un kit de ELISA para Metrnl (R&D; DY6679).

La fosforilaciéon de proteinas en cultivos primarios de cardiomiocitos se evalud
utilizando el kit Milliplex MAP 9-plex Multi-Pathway Signaling Magnetic Bead para
proteina total (Merck-Millipore; 48-680MAG) y fosforilada (Merck-Millipore; 48-

681MAG), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estadistica

En los experimentos in vivo se usaron al menos cinco ratones por grupo. Para los
estudios in vitro, cada experimento se realizd por triplicado utilizando al menos dos
aislamientos de cardiomiocitos independientes. Los resultados se presentan como la
media £ SEM. Los datos de analizaron mediante la prueba t de Student o el analisis de
varianza one-way ANOV A seguido de los tests post-hoc de Bonferroni o Dunnet, segun
corresponda. Se realiz6 también la prueba post-hoc de Tuckey para comprobar la

homogeneidad de las varianzas.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). Un valor de P inferior a 0,05 se considerd

estadisticamente significativo.
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Estudios en humanos

Biopsias cardiacas

Los corazones de donantes menores de 70 afios con muerte cerebral de origen
cerebrovascular o traumatico son evaluados de forma rutinaria para detectar un posible

trasplante en la unidad de trasplantes del Hospital Clinic de Barcelona.

De las muestras obtenidas, 9 corazones se obtuvieron de individuos sanos normotensos
(controles) y 28 corazones se obtuvieron de donantes con un historial largo de
hipertension que no fueron elegibles para trasplante por falta de un receptor
compatible. De estos 28 corazones, 18 mostraban criterios clinicos y ecosonograficos de
cardiomiopatia dilatada, definida como la presencia de una fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo inferior al 50% e hipertrofia del ventriculo izquierdo. La
hipertension se definié como valores de presion arterial sistélica de al menos 140
mmHg y/o presidn arterial diastolica de al menos 90 mmHg. También se obtuvieron 4
corazones isquémicos con cardiomiopatia, 3 corazones con cardiomipatia valvular y 2

corazones con cardiomiopatia idiopatica.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinic
(Barcelona; ref HCB/2015/0233), y se obtuvo el consentimiento informado de las
familias de los donantes conforme al uso de tejido de miocardio para esta investigacion
antes de iniciar el estudio. Todos los procedimientos del estudio se ajustaron a los

estandares éticos descritos en la Declaracién de Helsinki de 1975, revisada en 1983.

Analisis histolégicos

La expresion de Metrnl en el miocardio se analizé mediante la inmunodeteccién con
un anticuerpo anti-Metrnl (Abcam; ab121775). Se evaluaron seis areas de cada muestra,
con un total de entre 200-600 células cuantificadas por campo (=1200 células/muestra).
La expresion de Metrnl se calculd en funcion de la proporcion de cardiomiocitos
tefidos positivamente respecto a cardiomiocitos no tenidos. Los analisis

inmunohistoquimicos fueron realizados por dos evaluadores independientes.
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Muestras de plasma

Poblacion de estudio

Desde mayo de 2009 hasta abril de 2014, los pacientes ambulatorios con insuficiencia
cardiaca tratados en el Hospital Germans Trias y Pujol (Badalona) se incluyeron
consecutivamente en el estudio. Todos los andlisis de biomarcadores se realizaron sobre
la misma muestra de sangre, que se almaceno a -80°C sin ciclos previos de congelacion

y descongelacion.

Todas las muestras fueron obtenidas entre las 9:00 am y las 12:00 pm. Los participantes
dieron su consentimiento informado por escrito y el comité de ética local aprob¢ el
estudio. Todos los procedimientos del estudio se ajustaron a los estandares éticos

descritos en la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 1983.

Seguimiento y resultados

Todos los pacientes realizaron visitas de seguimiento a intervalos regulares y
predefinidos. En casos de descompensacion, los pacientes realizaron visitas adicionales
cuando fue necesario. El horario regular de visitas inclufa un minimo de visitas
trimestrales con enfermeros, visitas bianuales con médicos y visitas electivas con

geriatras, psiquiatras y médicos de rehabilitacion.

El punto final primario del estudio fue el fallecimiento por cualquier causa. También se
evalud la muerte por causa cardiovascular. Un fallecimiento se consider6 de origen
cardiovascular cuando fue causada por fallo cardiaco (fallo cardiaco descompensado o
fallo cardiaco resistente al tratamiento, en ausencia de otra causa); muerte subita
(muerte inesperada, atestiguada o no, de un paciente previamente estable sin evidencia
de empeoramiento de la insuficiencia cardiaca o cualquier otra causa de muerte);
infarto agudo de miocardio (debido a complicaciones mecdnicas, hemodindmicas o
arritmicas); accidente cerebrovascular (en asociacién con déficits neurolégicos agudos
recientes); una muerte procedimental (después de procedimientos cardiovasculares de
diagnoéstico o terapéuticos); y otras causas cardiovasculares (por ejemplo, la ruptura de
un aneurisma, isquemia periférica o disecciéon adrtica). Los eventos fatales se

identificaron a partir de registros clinicos en papel y electrdnicos, a partir de entrevistas
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con médicos generales y al contactar a los familiares de los pacientes. Los datos se
verificaron mediante la comparacion con los registros almacenados en las bases de datos
de los sistemas de salud catalanes y espafioles. El seguimiento se cerro el 30 de

septiembre de 2017.

Estadistica

Para el andlisis estadistico de los resultados de las histologias se utilizo el test estadistico
no paramétrico de Mann-Whitney, incluido en el programa GraphPad Prism (version

6.01).

Para el andlisis multivariable de supervivencia (regresién de Cox) de los pacientes con
insuficiencia cardiaca, los calculos estadisticos se realizaron siguiendo el método
Fine&Gray de R essentials para SPSS, utilizando el paquete de R “cmprsk” de Bob Gray.

El paquete “cmprsk” fue construido bajo la versién de R 3.2.5.
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Resultados. Parte 1: FGF21

Induccion de FGF21 y represién de KLB en tejido cardiaco tras
16 semanas de dieta rica en grasas

Con el objetivo de determinar el papel de FGF21 en corazén en condiciones
obesogénicas, ratones wild type (wt) o deficientes en FGF21 (Fgf21-/-) fueron
alimentados con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. Previamente se
habia descrito que en estas condiciones aumentan los niveles plasmaticos de FGF21
(Dutchak et al., 2012; Fisher et al., 2010). En concordancia con estos resultados previos,
en nuestras condiciones experimentales los niveles plasmaticos de FGF21 aumentaron

significativamente en los ratones wt (Fig 9A).

A continuacion, se midieron los niveles de expresion de Fgf21 y Fgfr1 (que codifica para
el receptor de FGF21 de tipo 1) en los corazones de estos animales. Se encontr6 un
aumento significativo de los niveles de ARNm de FGF21 en corazén en los ratones
alimentados con HF. Los niveles de ARNm del receptor Fgfrl no se vieron alterados

por la dieta (Fig 9B).
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Figura 9. Sistema cardiaco de FGF21 y su receptor durante la obesidad. Ratones wild-type (wt) adultos
se alimentaron con una dieta estandar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas.
(A) Niveles plasmaticos de FGF21 y (B) niveles de expresion en corazén del ARNm de Fgf21 y Fgfrl.
Los resultados se expresan como media = SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado
con t-test (*p<0,05 comparado con grupo control).
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Respecto a la expresion de Klb, que codifica para el co-receptor -klotho (requerido
para las acciones de FGF21), la dieta HF provoco una reduccion tanto a nivel de ARNm
como a nivel de proteina (Fig 10). Este ultimo resultado sugiere cierto grado de
resistencia cardiaca a FGF21, similar a la que se da en los tejidos adiposos durante la
obesidad (Diaz-Delfin et al., 2012; Fisher et al., 2010).
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Figura 10. Niveles cardiacos del co-receptor de FGF21 durante la obesidad. Inmunoblot representativo
de los niveles de proteina del co-receptor -klotho en corazén utilizando GAPDH como control de
carga y niveles de expresion en corazén del ARNm de B-klotho en ratones wt (barras negras) y Fgf21-
/- (barras blancas), alimentados con una dieta estandar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante
16 semanas. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente).

A continuacién, se estudiaron los efectos directos de los acidos grasos sobre los
cardiomiocitos usando el modelo in vitro de cultivo primario de cardiomiocitos de ratas
neonatales (NCMs). El tratamiento de los NCMs con oleato o con una combinacién de
oleato y palmitato durante 24 horas provocé un fuerte aumento en los niveles de ARNm

de Fgf21, pero no afectd a la expresion del co-receptor -klotho (Fig 11).
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Figura 11. Niveles de expresion de ARNm de Fgf21 y f-klotho en NCMs tras el tratamiento con oleato
(0,4mM) o la combinacién de oleato (0,2mM) y palmitato (0,2mM) durante 24 horas. Los resultados
se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico realizado con t-test
(*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente).

En resumen, la alimentacién con una dieta rica en grasas o el tratamiento de cultivos

primarios con 4cidos grasos provoca un aumento en los niveles de expresion de Fgf21

en las células cardiacas.

Los ratones Fgf21-/- desarrollan hipertrofia cardiaca tras 16
semanas de dieta rica en grasas

Para analizar el impacto del aumento de los niveles sistémicos y cardiacos de FGF21
inducidos por una dieta obesogénica, los ratones Fgf21-/- fueron sometidos a este
mismo régimen en las mismas condiciones que los ratones wt. En primer lugar, se
analizaron las alteraciones sistémicas y las consecuencias a nivel cardiaco de la
alimentacién con la dieta HF o con la dieta control en los animales wt y Fgf21-/- (Tabla
2). No se observaron diferencias entre el peso corporal de los ratones wt y Fgf21-/-
sometidos a una dieta control, y la subida de peso tras las 16 semanas de tratamiento
con la dieta HF fue similar en ambos genotipos, sin diferencias en la ingesta. Los niveles
circulantes de glucosa, insulina y adiponectina tampoco sufrieron cambios. Los niveles
de acidos grasos no esterificados (NEFAs) se redujeron significativamente con la dieta
obesogénica, pero no se observaron diferencias entre ratones wt y Fgf21-/-. Esta

reduccion de los niveles de NEFAs se puede atribuir a un deterioro de la lipdlisis en el
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tejido adiposo blanco de los ratones wt, provocado por la exposicién a una dieta HF de

larga duracion, tal como se ha descrito en otros estudios (Lucas et al., 2016).

Un analisis del fenotipo cardiaco mostrd que la relacion entre el peso del corazén y la
longitud de la tibia (HW/TL) aumentaba significativamente después de la dieta HF en
los ratones wt. Respecto a los ratones Fgf21-/-, tanto el peso del corazén como la
relacion de este con la tibia aumentaron significativamente tras ser sometidos a la dieta
obesogénica. El peso del corazon de los animales Fgf21-/-, corregido por la longitud de
la tibia, fue significativamente mayor que el de los ratones wt en los grupos alimentados
con la dieta HF (Tabla 2).

Las mediciones ecocardiograficas realizadas en estos animales revelaron que el
didmetro interno del ventriculo izquierdo en didstole y en sistole (LVIDd y LVIDs,
respectivamente), y el volumen final diastdlico y sistolico (EDV y ESV) eran
significativamente mayores en los ratones wt alimentados con HF respecto a los ratones
wt alimentados con la dieta control. El resto de los parametros no se vieron alterados

por la dieta rica en grasas en los animales wt (Tabla 2).

En los ratones Fgf21-/-, el didmetro interno del ventriculo izquierdo en didstole y en
sistole (LVIDd y LVIDs), el volumen final diastélico y sistélico (EDV y ESV), el septo
interventricular en didstole (IVSd) y el grosor de la pared posterior del ventriculo
izquierdo en diastole (PWTd) aumentaron significativamente después de la dieta rica
en grasas, en comparacion con sus correspondientes controles con la dieta estdndar.
Estos parametros también se vieron significativamente aumentados en comparacién
con el grupo wt alimentado con la dieta HF. El indice de esfericidad (SI) se vio
significativamente reducido en los ratones Fgf21-/- alimentados con la dieta HF, pero
no en los ratones wt en las mismas condiciones. Este dato indica cierto grado de
hipertrofia excéntrica o dilataciéon en los ratones Fgf21-/- en respuesta a la dieta
obesogénica. No se observaron diferencias en la fraccién de eyeccién (EF) o en la

fraccion de acortamiento (FS).
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Fgf21-/-

CT HF CcT HF
BW (g) 0NT+15 423+1.3 269 +£1.3 wirzoyr
Food intake (kcal/mouse) MD 1106 £ 170 MND 1307 £ 200
HW (mg) 1518 +25 1733247 1604 £4.7 1856 £+ 8.0"
HWITL (mg/mm) 8.7+0.2 10.3+£0.3* 8.6+03 112104
Glucose (mmaliL) 45+02 47+03 48+03 39+03
MNEFAa (mmol/L) 21 +£05 1.2+0.1* 215 +£0.3 1201
Insulin {mmal/L) 199+09 154 +32 16107 92+68
Adiponectin (pg/mL) 804175 794 +73 70.2+7.3 746143
LVIDd (mm) 3781013 4.06 +£0.09* 3881018 459 £ 0.03%
LVIDs (mm) 247012 279012 2.60 £ 015 318 £ 0.04%%
VSd (mm) 069 +0.04 0.74+0.04 0.68 +0.03 0.93 £ 0.03%%
VSs (mm) 1.09+009 1.16 £ 0.06 0.98 £ 0.05 1.26 £ 0.05*
LVPWd {mm) 0.76 + 0.07 0.75+0.04 0.70+£0.03 0.90 £ 0.02*%%
LVPWs (mm) 1.07£015 1.06 £ 0.05 0.89+0.07 112+ 0.03
EDV (mm?) 61.50 +4.99 72.90 +3.92¢ 65.83 £+ 7.85 96.62 + 1.68"#
ESV (mm?) 21.96 £ 267 2973 +3.02° 2521 +£358 4022 £117%
H/R. ratio 0.40+0.03 0.37 £ 0.02 0.36 £ 0.02 0.39+0.01
Sl 217 £ 0.04 2.08 +£0.03 214 £ 0.06 1.92 £ 0.017%
EF (%) 69.75 +4.83 66.63 £ 3.01 66.57 +4.65 63.17 £ 1.88
FS (%) 3488 +£37 3225 +2.43 3214 £3.95 2863 £1.09

Tabla 2. Caracterizacion de los animales wt y Fgf21-/- tras 16 semanas de dieta HF. Los ratones wt y
Fgf21-/- se mantuvieron con una dieta control (CT) o una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas.
La tabla muestra los datos de peso corporal (BW), peso del corazén (HW), peso del corazon corregido
por longitud de la tibia (HW/TL), niveles circulantes de acidos grasos no esterificados (NEFAs),
insulina y adiponectina, didmetro interno del ventriculo izquierdo en diastole y en sistole (LVIDd y
LVIDs), septo interventricular en diastole y en sistole (IVSd y IVSs), grosor de la pared posterior del
ventriculo izquierdo en diastole y en sistole (LVPWd y LVPWs), volumen final diastélico y sistdlico
(EDV y ESV), relacion entre el grosor de la pared y el radio (indicador de la tendencia hacia hipertrofia
excéntrica o concéntrica) (H/R), indice de esfericidad (SI), fraccion de eyeccion (EF) y de acortamiento
(FS). Todas las medidas se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Andlisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05
comparado con grupo wt correspondiente).

En conjunto, estos resultados indican que tras someter a los animales a una dieta
obesogénica, el grupo wt desarrollaba algunos signos de dilataciéon cardiaca. Sin
embargo, la respuesta de los ratones Fgf21-/- a la dieta HF fue mas marcada,

desarrollando una mayor hipertréfica cardiaca y dilataciéon. No se observaron

diferencias en la contractibilidad cardiaca en ninguno de los grupos.
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En concordancia con las mediciones ecocardiograficas obtenidas, en el analisis de
secciones histoldgicas del tejido tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) se observd
que la dieta HF aumenta significativamente el drea transversal de los cardiomiocitos en

los ratones Fgf21-/-, pero no en los ratones wt (Fig 12A).

A continuacidn, se analiz6 la expresion de ARNm del marcador de hipertrofia Actal
(que codifica para la actina esquelética a) (Fig 12B). La expresion de este marcador
aumento significativamente en los ratones Fgf21-/- en condiciones basales respecto a
los ratones wt. La dieta HF provocé un aumento significativo en el ARNm de Actal en
los ratones wt, mientras que los niveles en los ratones Fgf21-/- se mantuvieron similares

a los niveles de expresion basales, que ya se encontraban incrementados.
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Figura 12. Efectos de la dieta rica en grasas sobre la hipertrofia cardiaca en ratones deficientes en
FGF21. Los ratones wt (barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas) fueron alimentados con una dieta
estandar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. (A) Cuantificacion del area
transversal de los cardiomiocitos en la pared del ventriculo izquierdo. (B) Niveles de expresion de
ARNm del marcador de hipertrofia Actal. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5
animales por grupo). Anilisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con
grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).
Se estudio la expresion del ARNm de los marcadores de fibrosis cardiaca
metaloproteasa-9 (Mmp9), colageno-3 (Col3al) y factor de crecimiento transformante-
B (Tgtb) (Fig 13A). En los ratones Fgf21-/-, los niveles de expresion cardiaca de Mmp9
aumentaron significativamente en comparacion con los ratones wt tanto en el grupo
control como en el grupo alimentado con dieta HF. Los niveles de expresion de Col3al
y Tgfb tendieron a aumentar también en los ratones Fgf21-/- sometidos a la dieta rica

en grasas, aunque las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.
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Finalmente, para evaluar directamente la incidencia de la fibrosis en los corazones de

estos animales, las secciones cardiacas se tifieron con la tincién tricromica de Masson.

No se encontraron signos de fibrosis en los ratones wt bajo ninguna condicién. En

cambio, los ratones Fgf21-/- alimentados con HF presentaron extensas regiones

fibréticas (Fig 13B).
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Figura 13. Efectos de la dieta rica en grasas sobre la fibrosis cardiaca en ratones deficientes en FGF21.

Los ratones wt (barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas) fueron alimentados con una dieta estdndar

(CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. (A) Niveles de expresion de ARNm de

los marcadores de fibrosis Mmp9, Tgfb y Col3al. (B) Determinacion de la fibrosis en secciones

histolégicas de corazon tefidas con la tincién tricrémica de Masson (20x aumentos; escala 50um). Las

flechas senalan las areas fibréticas (en azul). Los resultados se expresan como media + SEM (n=5

animales por grupo). Anilisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con

grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).
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Los resultados indican que, en ausencia de la proteina FGF21, una dieta rica en grasas
promueve la hipertrofia cardiaca y sensibiliza a los ratones frente a estimulos pro-

hipertrdficos y otros trastornos asociados como el desarrollo de fibrosis cardiaca.

La falta de FGF21 atenua la respuesta antioxidante a la dieta
rica en grasas

La proteina FGF21 esta involucrada en la respuesta cardiaca a estrés oxidativo
(Planavila et al., 2015a). En consecuencia, se estudiaron varios marcadores cardiacos de

estrés oxidativo en los ratones wt y Fgf21-/- tras la dieta HF de 16 semanas.

Para determinar la incidencia del estrés oxidativo en los corazones de estos animales, se
analizo la actividad de la aconitasa, que se conoce que disminuye en condiciones de
estrés oxidativo (Cantu et al., 2009). En los animales wt no se modificé la actividad de
la aconitasa en ninguna de las condiciones analizadas, pero en los ratones Fgf21-/- la
actividad de la aconitasa disminuyd significativamente en el grupo alimentado con HF,
en comparacion con los ratones Fgf21-/- alimentados con una dieta estandar (Fig 14A).
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Figura 14. Efectos sobre el estrés oxidativo de la dieta rica en grasas en ratones wt y deficientes en
FGF21. Los ratones wt (barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas) fueron alimentados con una dieta
estandar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. (A) Actividad de la aconitasa
determinada a partir de extractos de proteina de muestras cardiacas y expresada como nmol/min/mg
de proteina. (B) Niveles de MDA en muestras cardiacas de estos animales. Los resultados se expresan
como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA
(*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt
correspondiente).
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Como medida del estrés oxidativo se analizaron los niveles de malondialdehido (MDA),
pero no se observaron cambios significativos en ninguna de las condiciones

experimentales (Fig 14B).

A continuacidn, se estudid la expresion del ARNm de genes cardiacos que codifican
para varias proteinas involucradas en vias antioxidantes, como Ucp3, Cat (Catalasa),
Gpxl1 (glutation peroxidasa 1), Sod2 (superdxido dismutasa 2) y Prdx5 (peroxiredoxina
5), en condiciones basales y en respuesta a un alto contenido en grasa en la dieta (Fig
15). No se encontraron diferencias en la expresion de los genes analizados entre ratones

wt y Fgf21-/- en condiciones basales.

Sin embargo, tras la dieta HF, los niveles de expresion cardiacos de los genes Ucp3, Cat,
Gpxl y Prdx5 aumentaron significativamente en los ratones wt respecto al grupo
alimentado con la dieta control, pero no se alteraron en los ratones Fgf21-/- sometidos

a la dieta HF en comparacién con sus respectivos controles (Fig 15).
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Figura 15. Niveles cardiacos de expresion de ARNm de los marcadores de estrés oxidativo Ucp3, Cat,
Sod2, Gpx1 y Prdx5 en ratones wt y deficientes en FGF21. Los ratones wt (barras negras) y Fgf21-/-
(barras blancas) fueron alimentados con una dieta estindar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF)
durante 16 semanas. Los resultados se expresan como media + SEM (n=>5 animales por grupo). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente;
#p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).
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Los niveles de proteina de UCP3 aumentaron con la dieta HF en los ratones wt, pero no
en los ratones Fgf21-/- sugiriendo una menor capacidad antioxidante en el corazén de
estos animales (Fig 16).
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Figura 16. Niveles cardiacos de la proteina UCP3 en ratones wt y deficientes en FGF21 alimentados
con una dieta estandar (CT) o con una dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. Inmunoblot
representativo de los niveles de proteina UCP3 en corazén y cuantificacion, utilizando GAPDH como
control de carga. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente;
#p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).

Estos resultados sugieren que, en ausencia de FGF21, la respuesta antioxidante

adaptativa en el corazén de estos animales frente a una dieta obesogénica se encuentra

atenuada.

La falta de FGF21 promueve la acumulacién de lipidos en el
corazon en respuesta a una dieta obesogénica

Debido a que la acumulacién de lipidos en el corazén podria ser una de las principales
causas de disfuncién cardiaca durante la obesidad (Fukushima and Lopaschuk, 2016b,
2016a; Sakamoto et al., 2000), a continuacién analizamos la acumulacién de gotas
lipidicas en las muestras cardiacas utilizando la tinciéon Oil Red O (ORO). No se
encontraron evidencias de una acumulacidn significativa de lipidos en los corazones de
los animales wt alimentados con la dieta estandar o con la dieta rica en grasas (Fig 17).
Sin embargo, el marcaje de lipidos en corazén aumenté dramaticamente en las muestras

de ratones Fgf21-/- alimentados con la dieta HF.
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Figura 17. Acumulacion cardiaca de lipidos en corazones de ratones deficientes en FGF21: efectos de
la dieta HF. Secciones histoldgicas representativas tefiidas con Oil Red O (ORO; 20x aumentos; escala
50um) y cuantificacion en la pared del ventriculo izquierdo de los corazones de animales wt (barras
negras) y Fgf21-/- (barras blancas) alimentados con una dieta control o una dieta HF durante 16
semanas. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05
comparado con grupo wt correspondiente).
El paso siguiente fue analizar las vias moleculares involucradas en la regulacion del
metabolismo lipidico en corazén, con el objetivo de determinar el mecanismo
responsable de esta acumulaciéon anormal de lipidos en los ratones Fgf21-/-. Se
analizaron los niveles de expresion del ARNm de los genes Hsl (lipasa sensible a
hormonas) y Atgl (lipasa adipocitaria de rtiglicéridos), ambas enzimas involucradas en
la lipolisis; Dgat (diacilglicerol aciltransferasa), involucrada en la biosintesis de
triglicéridos; y Lpl (lipoproteina lipasa), involucrada en la captaciéon de lipidos (Fig

18A).

Sorprendentemente, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
genes estudiados, en ninguno de los grupos experimentales ni entre genotipos.
Tampoco se encontraron cambios significativos en la expresion del gen Pparg, que
codifica por el factor de transcripcion PPARY, relacionado con la adipogénesis y la
regulacion del almacenamiento de lipidos, ni en Plin5 (perilipina 5), asociado con las
gotas lipidicas en corazon, en los ratones wt en ninguna de las condiciones dietéticas

(Fig 18A).
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Sin embargo, en los ratones Fgf21-/- los niveles de expresién de ARNm tanto de Pparg
como de Plin5 se encontraban aumentados en condiciones de dieta estandar, y se
mantuvieron también elevados con la dieta HF. Teniendo en cuenta que una dieta rica
en grasas induce la oxidacién de acidos grasos (FAO) en corazén (Fukushima and
Lopaschuk, 2016a; Sakamoto et al., 2000), se examind la tasa de FAO, asi como la
expresion de genes asociados con esta via metabodlica. La tasa de FAO aumento
notablemente tras la dieta rica en grasas tanto en los ratones wt como en los Fgf21-/-
(Fig 18B), sin diferencias significativas entre genotipos en ninguna de las condiciones
dietéticas. Por otra parte, los niveles de expresion de los genes relacionados con la FAO,
Pdk4 y Acox (acil-coA oxidasa), mostraron cierta tendencia a aumentar tras la dieta HF
en ratones wty Fgf21-/-, llegando a ser estadisticamente significativa tnicamente en los
ratones wt (Fig 18C).
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Figura 18. Efectos sobre el metabolismo de los 4cidos grasos de la dieta rica en grasas en ratones wt y
deficientes en FGF21. (A) Niveles de expresion cardiaca del ARNm de genes involucrados en la
regulacion del metabolismo lipidico en ratones wt (barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas). (B) Tasas
de oxidacién de acidos grasos en homogenados de tejido cardiaco fresco. (C) Niveles de expresion de
ARNm de los genes de catabolismo lipidico Pdk4 y Acox. Los resultados se expresan como media *
SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05
comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).
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En conjunto, estos resultados indicaron que el rendimiento del metabolismo lipidico en
corazon, tal como se refleja en el estado de las vias catabdlicas y anabdlicas, es similar
en los ratones wt y Fgf21-/- después de las 16 semanas de alimentacion con la dieta rica

en grasas.

Sin embargo, ni la regulacién transcripcional de las vias cldsicas de homeostasis de las
gotas lipidicas ni los cambios en las vias de oxidacion de acidos grasos explican la
excesiva acumulacion de lipidos descrita en respuesta a la dieta HF en ausencia de
FGF21 (Fig 17). Esta acumulacidon podria contribuir al desarrollo de los trastornos
cardiacos exacerbados que se observaron en los ratones FGF21-/- en respuesta a la dieta

rica en grasas.

La autofagia cardiaca esta bloqueada en los ratones Fgf21-/-
alimentados con una dieta rica en grasas

La autofagia es un mecanismo molecular responsable de la degradacion de
componentes intracelulares, incluyendo las gotas lipidicas, en el fenémeno conocido

como lipofagia.

Para determinar el mecanismo molecular responsable de la acumulacién de lipidos en
los ratones deficientes en FGF21, en primer lugar analizamos la expresién de varios

genes reguladores de la autofagia, como Atg7, Ulkl, Lc3b, Bnip3 y Tfeb (Fig 19A).

En los ratones wt, se encontré un aumento significativo en la expresién del ARNm de
todos los genes estudiados en respuesta a la dieta HF, exceptuando Tfeb. Sin embargo,
en los ratones deficientes en FGF21 no se observaron cambios en la expresion del
ARNm de estos marcadores autofagicos en respuesta a la alimentacion con la dieta rica

en grasas (Fig 19A).

A continuacién, se examinaron los niveles de las proteinas LC3-I, LC3-II y p62
(Klionsky et al.,, 2016) en los corazones de estos animales (Fig 19B). Los analisis
mediante inmunoblot no mostraron diferencias significativas en los animales wt en
ninguna de las condiciones dietéticas. Con la dieta control, los ratones Fgf21-/-

presentaron niveles mas altos de la proteina LC3-II, que podria indicar cierto grado de
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activacion de la autofagia en estas condiciones basales. En cambio, los ratones Fgf21-/-
alimentados con la dieta HF mostraron una importante acumulacidn, estadisticamente
significativa, de p62 (Fig 19B). Esta proteina es un sustrato de degradacion en la via
autofagica, y por tanto su acumulacion es consistente con una reduccién o un bloqueo

de la autofagia.
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Figura 19. FGF21 esta involucrada en la regulacion de la autofagia cardiaca in vivo. Los ratones wt
(barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas) fueron alimentados con una dieta estandar (CT) o con una
dieta rica en grasas (HF) durante 16 semanas. (A) Niveles de expresion en corazén del ARNm de los
genes relacionados con la autofagia Atg7, Tfeb, Ulkl, Lc3b y Bnip3. (B) Inmunoblot representativo y
cuantificaciéon de los niveles de las proteinas LC3-I, LC3-II y p62, corregidas por GAPDH. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con
one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con
grupo wt correspondiente).

Los niveles de expresion de ARNm de los genes mitofdgicos Pink1 y Parkin y los niveles
de proteina Parkin (Fig 20A) no se vieron alterados significativamente en ninguna de
las condiciones experimentales. La actividad mitocondrial, determinada mediante la
actividad del complejo IV, también se mantuvo estable en todas las condiciones (Fig
20B).
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Figura 20. Actividad mitocondrial y estado de la mitofagia en ratones wt y deficientes en FGF21
alimentados con dieta HF durante 16 semanas. (A) Niveles cardiacos de expresién del ARNm de Pink1
y Parkin en ratones wt (barras negras) y Fgf21-/- (barras blancas) alimentados con una dieta estandar
(CT) o rica en grasas (HF) durante 16 semanas, e inmunoblot representativo de los niveles de proteina
Parkin, corregidos por proteina total (tincion Ponceau). (B) Actividad del complejo IV de la cadena
mitocondrial en los corazones de estos animales. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5
animales por grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA.
Para confirmar el efecto directo de FGF21 sobre la regulacidon de la autofagia en las
células cardiacas, se analizaron los niveles de expresion del ARNm de genes
relacionados con la autofagia (Atg7, Tfeb, Ulkl y Lc3b) en cardiomiocitos neonatales
de raton, procedentes de animales wt y Fgf21-/- (Fig 21A). La expresion de los genes
analizados, excepto Ulkl, disminuyeron significativamente en los cardiomiocitos

procedentes de ratones Fgf21-/- en comparacion con los de ratones wt.

A continuacion, los cardiomiocitos en cultivo se trataron con FGF21 recombinante
durante 24 horas y se analizé la expresion de los genes de la via autofdgica (Fig 21B). La
expresion del ARNm de Atg7, Ulkl vy especialmente Tfeb, aumentaron

significativamente tras el tratamiento con FGF21.
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Figura 21. FGF21 regula la autofagia a nivel transcripcional en cardiomiocitos. (A) Niveles de
expresion del ARNm de los genes relacionados con la autofagia en cardiomiocitos procedentes de
ratones wt y Fgf21-/- y (B) en cardiomiocitos tratados con FGF21 (50nM) durante 24 horas. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=3). Analisis estadistico realizado con t-test (*p<0,05
comparado con grupo control correspondiente).

Se analizaron los niveles estaticos de las proteinas LC3-I, LC3-II y p62 en los
cardiomiocitos neonatales tratados con FGF21 (Fig 22A). El tratamiento con FGF21 no
modifico los niveles de la proteina LC3-II, pero causé una reduccion drastica de los

niveles de proteina p62, indicando que FGF21 induce la autofagia en los cardiomiocitos.

Finalmente, con tal de confirmar la activacion del flujo autofagico por acciéon de FGF21,
se trataron los cardiomiocitos con FGF21 en presencia o ausencia del inhibidor de

autofagia cloroquina (Fig 22B).

Se detecto cierta acumulacion de LC3-1I y p62 en las células tratadas inicamente con
cloroquina, lo que indica cierto grado de actividad autofdgica basal en los
cardiomiocitos en cultivo. Sin embargo, en los cardiomiocitos tratados con FGF21
también en presencia de cloroquina, los niveles de las proteinas LC3-II y p62
aumentaron notablemente en comparacidon con su correspondiente control,
confirmando asi el aumento de la actividad autofdgica en las células cardiacas en

respuesta a FGF21.
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Figura 22. FGF21 regula la actividad autofagica en cardiomiocitos. (A) Inmunoblot representativo de
los niveles de las proteinas LC3-I, LC3-II y p62 en cardiomiocitos en cultivo, tratados con FGF21
(50nM) durante 24 horas y (B) inmunoblot representativo de los niveles de las proteinas LC3-I, LC3-
Iy p62 en cardiomiocitos en cultivo, tratados con FGF21 (50nM) durante 24 horas en presencia o
ausencia del inhibidor de la autofagia cloroquina (50uM), afiadido 8 horas antes de lisar las células. Se
uso la proteina total (tincion Ponceau) y GAPDH como control de carga. (n=3).

Por ultimo, se examind la estructura subcelular de secciones de corazdn de ratones wt
o Fgf21-/- sometidos a una dieta rica en grasas, mediante microscopia electrénica de

transmisioén (TEM).

En los ratones wt sometidos a la dieta obesogénica se observd la presencia de multiples
vesiculas de degradacién con estructura de doble membrana, que se identificaron como

autofagosomas (Fig 23).

Muchas de estas vesiculas contenfan pequefias gotas de grasa o una gota de mayor
tamafo, indicativo de lipofagia. Sin embargo, este tipo de vesiculas de degradacion
lipidica no se encontré en las imagenes de ratones Fgf21-/- sometidos a la misma dieta

rica en grasas, indicando un bloqueo de la lipofagia en corazén en ausencia de FGF21.
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Wild-type HF Fgf21-/- HF

Figura 23. Estructura subcelular del corazén en animales wt y Fgf21-/- alimentados con una dieta HF
durante 16 semanas. Imdgenes representativas, obtenidas mediante microscopia electronica de
transmision (TEM). Las flechas amarillas marcan autofagosomas que contienen lipidos en su interior.
Las flechas rojas marcan autofagosomas que contienen otros sustratos citoplasmaticos de degradacion,
pero no lipidos. LD: gotas lipidicas. (n=3).
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Los cardiomiocitos producen y secretan Metrnl, y su
expresion aumenta en respuesta al estrés cardiaco

Debido a los altos niveles de expresion cardiaca de Metrnl, descritos previamente (Rao
et al.,, 2015) y al desconocimiento de la funcién de esta proteina en corazdn, nos
planteamos que Metrnl podria ser una potencial candidata a cardiocina. Durante el
desarrollo de esta tesis doctoral se describe por primera vez el papel de Metrnl como

una nueva cardiocina.

En primer lugar, se analizaron los niveles de expresidn relativos del ARNm de Metrnl
en varios tejidos de raton. Se encontrd que el tejido con la expresion mas alta de esta

proteina era el corazon, en concordancia con los datos previos (Rao et al., 2014).

En el corazdn, la expresiéon de Metrnl duplicaba los niveles de ARNm de Metrnl
encontrados en otros tejidos, como el musculo esquelético o el tejido adiposo,

considerados previamente como las principales fuentes de Metrnl (Fig 24A).

En muestras de biopsias humanas, los niveles de expresion del ARNm de Metrnl en
corazon eran similares a los del tejido adiposo, y el doble de los encontrados en el higado

y el musculo esquelético (Fig 24B).
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Figura 24. Niveles de expresion del ARNm de Metrnl en (A) corazdn, tejido adiposo marrén
interescapular (BAT), tejido adiposo blanco inguinal y epididimal (iWAT y eWAT), higado y musculo
en ratéon y (B) en corazon, tejido adiposo blanco, higado y musculo en pacientes. Los resultados se
expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo; n=8 pacientes por grupo).

Los niveles de expresion del ARNm de Metrnl aumentaron significativamente en

corazon en respuesta a la induccion de hipertrofia cardiaca mediante distintos modelos
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experimentales en ratén, como el tratamiento con el agente hipertrofico isoproterenol
(ISO), la constriccion de la aorta transversa (TAC) y la hipertensién inducida mediante

el tratamiento con angiotensina II (AnglI) (Fig 25A).

Ademas, en muestras cardiacas de pacientes con insuficiencia cardiaca, los niveles de
expresion del ARNm de Metrnl también aumentaron significativamente respecto a
pacientes control (Fig 25B). El analisis inmunohistoquimico de biopsias cardiacas de
pacientes afectados por distintas cardiomiopatias también revel6 un aumento
significativo de los niveles de proteina Metrnl (Fig 25C), indicando que la expresion de

Metrnl se induce en condiciones de patologia o estrés cardiaco.
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Figura 25. Niveles de expresion de Metrnl en distintas situaciones de estrés cardiaco. (A) Niveles de
expresion del ARNm de Metrnl en muestras cardiacas de ratdn, en respuesta a infusiéon con
isoproterenol durante 7 dias (ISO), constriccion de la aorta transversa (TAC) e infusiéon con
angiotensina II durante 7 dias (AngII). (B) Niveles de expresién del ARNm de Metrnl en muestras de
pacientes control (CT) o con insuficiencia cardiaca. (C) Deteccién mediante inmunohistoquimica y
cuantificacion de los niveles de proteina Metrnl en muestras cardiacas de pacientes control (CT), con
hipertension sin cardiomiopatia (HT Non-CM), con hipertension y cardiomiopatia (HT CM), con
isquemia y cardiomiopatia (IC CM), con cardiomiopatia valvular (VAL CM) y con cardiomiopatia
idiopatica (ID CM). Los resultados se expresan como media + SEM (A; n=5 por grupo). Analisis
estadistico realizado con t-test o con el test no paramétrico Mann-Whitney (*p<0,05 comparado con
grupo control).
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El aislamiento de los principales tipos celulares presentes en el corazén indicd que
Metrnl se expresa preferentemente en los cardiomiocitos (CM) respecto a los
fibroblastos cardiacos (CF) (Fig 26A). Los niveles de expresién del ARNm de Metrnl en
cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales (NCMs) aumentaron
significativamente después de la exposicion al agente hipertrdfico fenilefrina (PE) (Fig
26B).

Finalmente, para determinar si realmente la proteina Metrnl producida por los
cardiomiocitos estaba siendo secretada por las células, se analizaron los niveles de
proteina Metrnl en los medios de cultivo de los NCMs (Fig 26C). La tasa basal de
secrecion de Metrnl al medio de cultivo en condiciones control (CT) fue de
aproximadamente 0,04 ng por mililitro en 24 horas. Tras el tratamiento con PE, la tasa
de secrecién de Metrnl por parte de los cardiomiocitos aumenté significativamente,

hasta los 0,08 ng por mililitro en 24 horas.
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Figura 26. Niveles de expresion de Metrnl en células cardiacas. (A) Niveles de expresion del ARNm de
Metrnl en cardiomiocitos (CM) y fibroblastos cardiacos (CF). (B) Niveles de expresion y (C) proteina
Metrnl secretada al medio de cardiomiocitos en cultivo, en condiciones basales (CT) y tratados con
fenilefrina (PE). Los resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis
estadistico realizado con t-test (*p<0,05 comparado con grupo control).

Estos resultados indican que el corazén reacciona a la induccién de hipertrofia y otras
lesiones cardiacas induciendo la expresién de Metrnl, y que los cardiomiocitos expresan

y secretan Metrnl en respuesta a dichos estimulos.
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PPARa controla la expresion de Metrnl en corazén

El paso siguiente fue estudiar los mecanismos responsables de la regulacion de la
expresion de Metrnl y la capacidad de respuesta del corazén en el contexto de inducciéon

de la hipertrofia.

Estudios previos han demostrado que la activacién de la via PPARa protege al corazén
frente a la hipertrofia cardiaca (Planavila et al., 2011; Smeets et al., 2007, 2008b, 2008a)
y que otros miembros de la familia de factores de transcripciéon PPAR regulan la
expresion de Metrnl en tejido adiposo y musculo esquelético (Jung et al., 2018; Li et al.,
2015b).

Por tanto, a continuacion se analizo la expresion del ARNm de Metrnl en corazén en
ratones wt y deficientes en PPARa, en condiciones basales y después de la induccion de

hipertrofia cardiaca mediante el tratamiento con isoproterenol (ISO) (Fig 27A).

La expresion cardiaca del ARNm de Metrnl fue menor en los ratones PPARa-/- en
condiciones basales. Tal como se esperaba, el tratamiento con ISO provocé un aumento
en los niveles de expresién del ARNm de Metrnl en los ratones wt. Sin embargo, la
induccidn de la expresion de Metrnl por exposicion a ISO se perdié totalmente en los

ratones PPARa-/-.

La participacion de la via PPARa en la regulacion de la expresion cardiaca de Metrnl se
confirm6é con el modelo in vitro de cardiomiocitos de ratas neonatales. La
sobreexpresion de PPARa en los cardiomiocitos en cultivo, mediada por vectores
adenoviricos, produjo un aumento significativo tanto en los niveles de expresion del

ARNm de Metrnl como en la cantidad de proteina secretada por las células (Fig 27B).

Por contra, el tratamiento de las células con un antagonista de PPARa (GW6771)
atenud significativamente el aumento de los niveles de expresion del ARNm de Metrnl

en respuesta al tratamiento con fenilefrina (PE) (Fig 27C).

En conjunto, estos resultados indican que la via PPARa es critica para la regulacion de

la expresiéon de Metrnl en corazon.
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Figura 27. El factor de transcripcion PPARa regula la expresion de Metrnl en corazén. (A) Niveles de
expresion cardiaca del ARNm de Metrnl en ratones wt y PPARa-/-, en condiciones basales (CT) y tras
7 dias de infusion con isoproterenol (ISO). (B) Niveles de expresion del ARNm y secrecion de proteina
Metrnl en cardiomiocitos en cultivo, infectados con un adenovirus control (Null) o con PPARa. (C)
Niveles de expresion del ARNm de Metrnl en cardiomiocitos en cultivo, tratados con fenilefrina (PE)
y con el antagonista de PPARa (GW6471). Los resultados se expresan como media + SEM (n=5
animales por grupo; n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico realizado con t-test o one-way
ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt
o control sin GW6471 correspondiente).

Metrnl es un nuevo biomarcador para enfermedades
cardiacas

Considerando que las células cardiacas producen y secretan la proteina Metrnl en
respuesta a estimulos pro-hipertroficos y a estrés cardiaco, a continuacion se analizaron
los niveles circulantes de proteina Metrnl en ratones sometidos a un modelo
experimental de induccién de hipertrofia cardiaca (mediante infusién de isoproterenol,

ISO) y sus correspondientes controles (infundidos con tampén salino, CT).

Se encontrd que los niveles plasmaticos de Metrnl aumentaron significativamente tras

7 dias de infusion continua con ISO (Fig 28A).

Para determinar la potencial contribuciéon de los diferentes tejidos a los niveles
circulantes de Metrnl tras la induccion de la hipertrofia cardiaca en este modelo, se
analizaron los niveles de expresion del ARNm de Metrnl en corazén, tejido adiposo
marrén (BAT), tejido adiposo blanco inguinal (iWAT) y epididimal (eWAT), higado y

musculo esquelético.
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La expresion del ARNm de Metrnl se indujo de manera significativa en el corazén de
los animales tratados con ISO, en comparacion con los ratones CT, pero también en el
tejido adiposo marrdén y en el musculo esquelético (Fig 28B). Los niveles circulantes de

Metrnl también aumentaron de manera significativa en estas condiciones.
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Figura 28. Contribuciéon de diversos tejidos al aumento de los niveles circulantes de Metrnl tras la
induccion experimental de hipertrofia cardiaca mediante ISO. (A) Niveles de proteina Metrnl en
plasma en ratones infundidos con tampon salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. (B) Niveles
de expresion del ARNm de Metrnl en corazén, tejido adiposo marrén (BAT), tejido adiposo blanco
inguinal iWAT) y epididimal (eWAT), higado y musculo esquelético. Los resultados se expresan como
media = SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con t-test (*p<0,05 comparado
con grupo control correspondiente).
Estos datos indican que el corazén aumenta la secrecion de Metrnl en respuesta al dafio
cardiaco. Sin embargo, no es posible determinar la relevancia de su aportacion al
aumento de los niveles circulantes en este modelo, puesto que otros tejidos también
aumentan la produccién de esta hormona en respuesta a la activacion de los receptores

B-adrenérgicos mediante isoproterenol.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se tuvo acceso a muestras de una gran
cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca, en colaboracion con el Hospital
Germans Trias i Pujol. Con el objetivo de explorar mas a fondo el valor de Metrnl como
potencial biomarcador pronoéstico en la insuficiencia cardiaca, se examino el valor
predictivo de la proteina Metrnl circulante para evaluar el riesgo de mortalidad dentro
de esta cohorte (n=446; edad media=66,7 afnos (todos entre 59 y 76 anos); 72,4%

hombres y fracciéon de eyeccion del ventriculo izquierdo media de 34,8%).
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En un analisis multivariable que incluyd niveles de Metrnl circulante, edad, sexo,
fraccion de eyeccion (LVEF), etiologia isquémica y presencia de diabetes e hipertension,
unicamente los niveles de Metrnl (HR 1,18 (CI 95% 1,009-1,369); p=0,038), la edad (HR
1,06 (CI del 95%: 1,039-1,071); p<0,001) y el sexo (HR 0,69 (CI del 95% 0,483-0,985);

p=0,041) fueron predictores independientes de muerte por cualquier causa (Tabla 3).

Curiosamente, tan solo la edad (HR 1,05 (IC 95% 1,03-1,07); p<0,001), los niveles
circulantes de Metrnl (HR 1,12 (IC 95% 1,08-1,71); p=0,008) y la etiologia isquémica
(HR 1,70 (IC 95% 1,10-2,65); p=0,018) fueron predictores independientes de muerte

por causas cardiovasculares (Tabla 3).

All-Cause Death Cardiovascular Death
HR 95% CI P Value HR 95% CI P Value
Age, yrs 1.06 1.04-1.07 <0.001 1.05 1.03-1.07 <0.001
Female 0.69 0.48-0.99 0.041 0.86 0.67-1.49 0.600
ZLog(Metrnl) 1.18 1.01-1.37 0.038 1.12 1.08-1.71 0.008
LVEF 1.01 1.00-1.02 0.191 1.00 0.99-1.02 0.720
Ischemic etiology 1.07 0.79-1.46 0.646 1.70 1.10-2.65 0.018
Diabetes mellitus 1.33 0.99-1.80 0.062 1.26 0.82-1.93 0.300
Hypertension 1.06 0.75-1.48 0.758 1.03 0.62-1.71 0.920

Tabla 3. Estudio de supervivencia de Cox a partir de datos obtenidos de una cohorte de pacientes con
insuficiencia cardiaca (n=446; edad media=66,7 aios), utilizando el método Fine&Gray de R essentials
para SPPS. Los niveles circulantes de Metrnl se expresan como el logaritmo estandarizado de la
concentracion en plasma (HR= Hazard Ratio; CI= intervalo de confianza; LVEF= fraccién de eyeccién
del ventriculo izquierdo).
Estos datos indican que Metrnl es un nuevo y prometedor biomarcador prondstico para
pacientes con insuficiencia cardiaca. Dentro de la cohorte con insuficiencia cardiaca,

niveles mas elevados de Metrnl correlacionan con un mayor riesgo de mortalidad en

esta poblacion.

Los ratones deficientes en Metrnl desarrollan hipertrofia del
septo interventricular y son mas sensibles a la fibrosis

Las observaciones previas indican que el corazén es un sitio de expresion y secrecion
relevante de Metrnl, y que Metrnl es un biomarcador para enfermedades cardiacas. El

paso siguiente fue indagar en el papel de Metrnl en corazén, determinando en primer
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lugar el impacto de la ausencia de Metrnl en un modelo animal, utilizando ratones
Metrnl-/-.

Los ratones Metrnl-/- no mostraron ninguna alteracién importante en los valores
morfométricos o metabélicos generales en condiciones basales. Unicamente se observo
una reduccion leve en los depdsitos de tejido adiposo blanco y en los niveles circulantes
de triglicéridos, en concordancia con el papel de esta proteina en el tejido adiposo en

raton (Li et al., 2015b).

Se analizd la morfologia del corazén de los ratones deficientes en Metrnl tras 7 dias de
infusién continua con tampon salino como control (CT) o con isoproterenol (ISO) para
inducir hipertrofia cardiaca. En condiciones basales, la proporcidon entre el peso del
corazon y la longitud de la tibia (HW/TL) no se alterd en los ratones Metrnl-/- en

comparacion con los ratones wt (Tabla 4).

Después de 7 dias de infusién con ISO, la relaciéon HW/TL aument6 significativamente
tanto en ratones wt como en ratones Metrnl-/-, en comparacién con los animales no
tratados correspondientes (CT), independientemente del genotipo. Tampoco se
encontraron diferencias significativas en la presion arterial en ninguno de los genotipos,

en ninguna de las condiciones experimentales ni de los genotipos.

Se realizaron medidas ecocardiograficas de los animales tras 7 dias de infusién con
isoproterenol (ISO) o con tampodn salino como control (CT). En condiciones basales,
no se detectaron diferencias entre genotipos en el grosor del septo interventricular (IVS)
o la pared posterior del ventriculo izquierdo (LVPW), en condiciones de sistole o
diastole, segtn lo determinado por la ecocardiografia (Tabla 4). Curiosamente, después
del tratamiento con ISO, los ratones Metrnl-/- desarrollaron un aumento significativo
tanto en el grosor del IVS como de la LVPW, mientras que en los ratones wt solo se

produjo hipertrofia significativa en la LVPW, pero no en el septo interventricular (IVS)
(Tabla 4).
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CT ISO

wt Metrnl -/- wt Metrnl -/-
HW/TL (mg/mm) 6.88+0.16 7.33+0.28 8.75 + 0.33*** 8.59 + 0.18*
IVSd (mm) 0.58 + 0.03 0.56 + 0.03 0.60 + 0.04 0.69 + 0.03##***
LVPWd (mm) 0.69 £ 0.07 0.67 £0.44 1.02 + 0.25* 0.78 + 0.05#*
LVIDd (mm) 4.21+0.19 4.06 + 0.33 414+0.15 415+£0.11
IVSs (mm) 0.92 +0.08 0.88 £0.12 1.05+0.14 1.20 + 0.08##**
LVPWSs (mm) 0.93 +£0.08 0.80 + 0.06 1.23+0.18* 1.02 + 0.08##*
LVIDs (mm) 3.08+0.17 3.27 £0.09 2.96 +£0.18 2.97 £0.77**
EF (%) 59.3+2.7 50.8 + 5.1# 61.1 £ 3.1 62.3 £ 2.7
FS (%) 272+1.6 22.0+2.8# 27.8+2.0 28.8 £ 1.8***
HR (bpm) 308.2 +63.6 358.6+70.8 4746 +91.3* 511.8 + 27.4*
EDV (mm?) 794 +8.7 73.1+£13.6 76.1+6.6 76.3+4.6
ESV (mm3) 375+52 43.1+3.0 341+50 342 +22*
H/R ratio 0.33 £ 0.04 0.34 £ 0.05 0.49 £ 0.13* 0.38 + 0.02#
LVm (g/m?) 93.3+56 842+7.2 126.5 + 27.6* 110.3 £ 9.9*

Tabla 4. Parametros ecocardiograficos de ratones wt y Metrnl-/- después de 7 dias de infusién con
isoproterenol. Las medidas corresponden al septo interventricular (IVS), la pared posterior del
ventriculo izquierdo (LVPW) y el didmetro interno del ventriculo izquierdo (LVID) después de sistole
(s) o de diastole (d), fraccion de eyeccion (EF), fraccion de acortamiento (FS), frecuencia cardiaca (HR),
volumen después de diastole (EDV) y sistole (ESV), relacion entre el grosor de la pared y el radio
(indicador de la tendencia hacia hipertrofia excéntrica o concéntrica) (H/R) y masa del ventriculo
izquierdo (LVm). Las medidas se expresan como media + SEM (n=>5 animales por grupo). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente;
#p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).

Se realizd un andlisis histolégico de los corazones de estos animales, a partir de secciones
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), y se cuantificd el area de la seccidn transversal
de los cardiomiocitos (CSA) de la pared del ventriculo izquierdo y del septo
interventricular (Fig 29A).

Se encontrd que, en condiciones basales, el area de los cardiomiocitos era
significativamente mayor en los ratones Metrnl-/- en ambas paredes, en comparacién
con los ratones wt. Con el tratamiento con ISO, el area de los cardiomiocitos aumentd
significativamente en los ratones Metrnl-/- y wt, pero en el caso de los ratones Metrnl-

/- este aumento fue mucho mayor en el septo interventricular.
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Figura 29. (A) Area de la seccién transversal de los cardiomiocitos y (B) secciones cardiacas tefiidas
con hematoxilina y eosina (H&E), correspondientes al ventriculo izquierdo (LV) o al septo
interventricular (S) de animales wt (barras negras) y Metrnl-/- (barras blancas) control y tratados con
ISO durante 7 dias (20x aumentos; escala 50pum). Los resultados se expresan como media + SEM (n=>5
animales por grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con
grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).

Por tanto, se concluyé que, aunque la ausencia de Metrnl no condujo a ninguna

alteracion distintiva respecto al peso del corazon, si que provocé una remodelacion

cardiaca anormal, provocando un aumento mucho mayor en el grosor y el area de los

cardiomiocitos en el septo interventricular en respuesta al tratamiento con ISO.

Los indicios morfolégicos de las alteraciones cardiacas en los ratones Metrnl-/- fueron
acompafados por algunos trastornos funcionales (Tabla 4). La fraccidon de eyeccion del
ventriculo izquierdo (EF) y la fraccion de acortamiento (FS) se redujeron
significativamente en los ratones Metrnl-/- en comparacién con los ratones wt en
condiciones basales, indicando signos de insuficiencia cardiaca. Tanto la fraccion de

eyeccion (EF) como la fraccion de acortamiento (FS) aumentaron significativamente en
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los ratones Metrnl-/- tratados con ISO, mientras que estos parametros no se vieron

afectados por el tratamiento en los ratones wt.

Los niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia ANP (Nppa) y a-
actinina (Actal) fueron similares en los ratones wt y Metrnl-/- en condiciones basales

(Fig 30).
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Figura 30. Niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal en ratones
wt (barras negras) y Metrnl-/- (barras blancas) control y tratados con isoproterenol (ISO) durante 7
dias. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Andlisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente).

Tras 7 dias de infusiéon con ISO, los niveles de expresion de Nppa aumentaron de
manera similar en ambos genotipos, mientras que la expresién de Actal solo se indujo

significativamente en los ratones Metrnl-/-.

Para evaluar la incidencia de la fibrosis cardiaca, se realizé la tincion tricrémica de
Masson en secciones histologicas de muestras cardiacas de los animales wt y Metrnl-/-,
control y tratados con ISO (Fig 31A). Posteriormente, se cuantificaron las dreas

fibréticas a partir de las imagenes obtenidas.

Ademas, se evalud la expresion del ARNm de los marcadores de fibrosis colageno 3

(Col3al) y factor de crecimiento transformante [ (Tgtb) (Fig 31B).
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Figura 31. (A) Determinacion de la fibrosis en secciones histoldgicas de corazén de ratones wt y

Metrnl-/- en condiciones control o tratados 7 dias con isoproterenol (ISO), teniidas con la tincién

tricromica de Masson (20x aumentos; escala 100um). Las flechas marcan las areas fibroticas (en azul).

(B) Niveles de expresion cardiaca del ARNm de los marcadores de fibrosis Col3al y Tgtb en ratones wt

(barras negras) y Metrnl-/- (barras blancas) en condiciones control o tratados 7 dias con isoproterenol

(ISO). Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico

realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05

comparado con grupo wt correspondiente).

Estos resultados indican que la incidencia de la fibrosis provocada por el tratamiento

con ISO fue mayor en los ratones Metrnl-/- en comparacién con los wt.

En conjunto, la ausencia de Metrnl en corazédn promueve el desarrollo de alteraciones

cardiacas y sensibiliza a los ratones frente a la disfuncion cardiaca y otros trastornos

asociados, como la fibrosis. Ademas, la falta de Metrnl se asocia con un patrén de

hipertrofia cardiaca diferente al de los ratones wt, con un mayor engrosamiento del

septo interventricular.
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La sobreexpresiéon cardiaca especifica de Metrnl previene el
desarrollo de hipertrofia cardiaca

Para investigar mas a fondo el papel de Metrnl en la biologia cardiaca, se utilizé un
modelo de recuperacion de la expresion de Metrnl especificamente en corazén en el
modelo de ratén. Se sabe que el serotipo 9 de los virus adeno-asociados (AAV9) se dirige
preferentemente al corazén, con una transducciéon minima en el resto de tejidos (Bér et
al., 2014). Esta especificidad fue confirmada mediante la deteccidon de la proteina verde
fluorescente (GFP), contenida en el vector AAV9-CMV-eGFP, en secciones

histologicas de diversos drganos, incluyendo el corazén (Fig 32A).

La recuperacion especifica de Metrnl en corazén, mediada por el vector AAVY, se
confirm6 mediante el analisis de los niveles de expresion del ARNm en los distintos
tejidos de animales Metrnl-/- (Fig 32B). Los ratones Metrnl-/- inyectados con el AAV9-
CMV-Metrnl mostraron altos niveles de expresién de Metrnl en corazdn, niveles de
expresion mucho mas bajos en musculo esquelético, y niveles practicamente

indetectables en el resto de tejidos analizados.

Encontramos que la recuperacion de la expresion de Metrnl en corazén, mediada por
el AAV9, normalizé e incluso aumentd ligeramente los niveles circulantes de la proteina
Metrnl en los ratones Metrnl-/- (Fig 32C), lo cual refuerza la hipétesis de que la proteina
Metrnl secretada por el corazdn es capaz de modificar los niveles circulantes a nivel

sistémico.
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Figura 32. (A) Secciones histoldgicas de corazdn, tejido adiposo blanco (WAT), higado y musculo
esquelético de ratones inyectados con AAV9-CMV-eGFP. (B) Niveles de expresion del ARNm de
Metrnl en corazén, tejido adiposo marrén (BAT), tejido adiposo blanco inguinal y epididimal (iWAT
y eWAT), higado y musculo esquelético, en ratones wt, Metrnl-/- inyectados con un AA9 nulo y
Metrnl-/- inyectados con un AAV9-CMV-Metrnl. (C) Niveles circulantes de proteina Metrnl en
ratones wt, Metrnl-/- inyectados con un AA9 nulo y Metrnl-/- inyectados con un AAV9-CMV-Metrnl.
Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo).

Los ratones Metrnl-/- inyectados con el vector vacio (AA9-CMV-Null), utilizado como

vector de control, y con el vector con Metrnl (AAV9-CMV-Metrnl) se infundieron de

manera continua con isoproterenol (ISO) durante 7 dias para inducir hipertrofia

cardiaca.
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Tal como se esperaba, tras los 7 dias de infusién con ISO, la relacién entre el peso del
corazén y lalongitud de la tibia (HW/TL) aument6 en los ratones Metrnl-/- inyectados
con el AAV-Null, en comparacion con el grupo control (CT) no tratado (Fig 33A). Por
el contrario, en el caso de los ratones Metrnl-/- en los que la expresion de Metrnl fue
inducida en el corazén mediante la inyeccién del AAV9-Metrnl, la relacion HW/TL,

indicativa del desarrollo de hipertrofia cardiaca, se redujo significativamente.
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Figura 33. La recuperacion de la expresion cardiaca de Metrnl mediante el vector AAV9-Metrnl
protege frente al desarrollo de la hipertrofia. (A) Relacion entre el peso del corazén y la longitud de la
tibia en ratones Metrnl-/- inyectados con los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl
(barras azules), tratados con tampén salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. (B) Area de la
seccion transversal de los cardiomiocitos de la pared del ventriculo izquierdo (LV) y del septo
interventricular (S) y secciones cardiacas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), correspondientes
al ventriculo izquierdo o al septo interventricular (20x aumentos; escala 50pum). Los resultados se
expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Andlisis estadistico realizado con one-way
ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo
AAV9-Null correspondiente).

El examen histologico de las secciones cardiacas correspondientes al ventriculo
izquierdo y al septo interventricular, teflidas con hematoxilina y eosina (H&E),

confirmaron que el drea de la seccion transversal de los cardiomiocitos se reducia
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significativamente en los ratones Metrnl-/- inyectados con AAV9-Metrnl tratados con
ISO, respecto a los ratones inyectados con el vector AAV9 nulo tratados con ISO, que

si desarrollaron una marcada hipertrofia cardiaca (Fig 33B).

Las mediciones ecocardiograficas realizadas a estos animales tras 7 dias de tratamiento
con ISO revelaron que el volumen después de diastole (EDV), el grosor del septo
interventricular (IVS) en diastole y sistole, el grosor de la pared posterior del ventriculo
izquierdo (LVPW) en diastole y el didmetro interno del ventriculo izquierdo en diastole
tendian a ser mas bajos en los ratones inyectados con AAV9-Metrnl tratados con ISO
en comparacién con sus correspondientes controles inyectados con el AA9-Null,

alcanzando la significacion estadistica en el caso del IVSd (Tabla 5).

CT ISO

AAVNull AAVMetrnl AAVNull AAVMetrnl
IVSd (mm) 0.59 + 0.06 0.53 + 0.06 0.87 + 0.04*** 0.80 £ 0.12**
LVPWd (mm) 0.64 +0.01 0.66 + 0.09 0.86 + 0.04** 0.79+0.10
LVIDd (mm) 4.34 +0.30 4.26 + 0.36 4.55+0.08 4.29+0.29
IVSs (mm) 1.02 £ 0.04 0.80 £ 0.06 1.48 £ 0.07**** 1.25 + 0.02#***
LVPWs (mm) 0.76 + 0.02 0.84 + 0.05 1.11 £ 0.05** 1.15 +0.09*
LVIDs (mm) 3.23+0.27 3.41+017 3.24+0.13 3.15+0.19
EF (%) 57.4+27 472 +3.3 61.7+3.3 59.0+4.1
FS (%) 26.0+1.7 204 £1.7 28.8+2.1 27.0+2.5
HR (bpm) 3926 £271 292.6 £ 291 485.2 + 8.8* 453.4 + 12.9#***
EDV (mm?) 87.5+13.8 819472 951+43 83.4+6.1
ESV (mm?) 43.9+9.0 484 +538 42.8+4.2 402+55
H/R ratio 0.30 £ 0.01 0.31+0.02 0.38 £0.02 0.37 £ 0.01
LVm (g/m?) 97.1+13.8 88.2+5.3 164.3 + 2.9*** 132.9 + 15.5#*

Tabla 5. Parametros ecocardiograficos de ratones Metrnl-/- inyectados con AAV9Null o AAV9Metrnl
después de 7 dias de infusion con isoproterenol. Las medidas corresponden al septo interventricular
(IVS), la pared posterior del ventriculo izquierdo (LVPW) y el didmetro interno del ventriculo
izquierdo (LVID) después de sistole (s) o de diastole (d), fraccion de eyeccion (EF), fraccion de
acortamiento (FS), frecuencia cardiaca (HR), volumen después de diastole (EDV) y sistole (ESV),
relacion entre el grosor de la pared y el radio (H/R) y masa del ventriculo izquierdo (LVm). Las medidas
se expresan como media + SEM (n=>5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con two-way
ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo
AAVINull correspondiente).
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Sin embargo, la masa del ventriculo izquierdo (LVm), calculada a partir de los
parametros de las ecocardiografias, se redujo significativamente en los ratones
inyectados con AAV9-Metrnl tratados con ISO respecto a los ratones inyectados con el

AAV9 nulo correspondientes.

En conjunto estos resultados indican que la recuperacion cardiaca de la expresion de

Metrnl en los ratones Metrnl-/- es capaz de revertir la hipertrofia cardiaca.

La expresion del ARNm de los genes marcadores de hipertrofia cardiaca, Nppa y Actal,
fue similar en los ratones Metrnl-/- independientemente de la inyeccién con el AAV9-

Metrnl o con el vector control AAV9-Null en condiciones basales (Fig 34).

Sin embargo, la infusiéon con ISO durante 7 dias provocé un aumento en los niveles de
expresion del ARNm de Nppa y Actal en los ratones inyectados con el AAV9-Null,

pero este efecto se redujo significativamente en los ratones inyectados con el AAV9-

Metrnl tratados con ISO.
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Figura 34. Niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal en ratones
Metrnl-/- inyectados con los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl (barras azules),
tratados con tampdn salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. Los resultados se expresan como
media £ SEM (n=>5 animales por grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05
comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo AAVINull
correspondiente).
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Respecto a la incidencia de la fibrosis en los corazones de estos animales, encontramos
que la infusion con ISO durante 7 dias conducia a un aumento sustancial en las areas
fibréticas (evaluadas en secciones cardiacas mediante la tincidn tricromica de Masson)
y ala consecuente induccién de la expresion del ARNm de Col3al y Tgfb en los ratones
Metrnl-/- inyectados con el AAV9-Null. En cambio, tanto los niveles expresion del
marcador Tgtb como el drea afectada por la fibrosis se redujeron significativamente en

los ratones Metrnl-/- inyectados con AAV9-Metrnl (Fig 35A, B).
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Figura 35. (A) Determinacion de la fibrosis en secciones histoldgicas de corazon, teniidas con la tincion
tricromica de Masson (20x aumentos; escala 100um), procedentes de ratones Metrnl-/- inyectados con
los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl (barras azules), tratados con tampon salino
(CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. Las flechas marcan las areas fibrdticas (en azul). (B) Niveles
de expresion cardiaca del ARNm de los marcadores de fibrosis Col3al y Tgtb en ratones Metrnl-/-
inyectados con los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl (barras azules), tratados con
tampon salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. Los resultados se expresan como media +
SEM (n=5 animales por grupo). Andlisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05
comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo AAVINull
correspondiente).
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En base a estos hallazgos, se llego6 a la conclusion de que la sobreexpresion cardiaca de
la proteina Metrnl es capaz de prevenir la hipertrofia cardiaca y otros trastornos

asociados como el desarrollo de fibrosis.

Metrnl induce los programas génicos de oxidacion de acidos
grasos y activacion alternativa de macréfagos (M2) en tejido
cardiaco

Dada la estrecha asociacidon entre las alteraciones en la via de oxidacion de los acidos
grasos (FAO) y la hipertrofia cardiaca (Planavila et al., 2005; Smeets et al., 2008a), se

examind la expresion de varios genes relacionados con esta via.

Los niveles de expresion del ARNm de piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (Pdk4),
carnitina palmitoiltransferasa (Cpltb), acil-CoA deshidrogenasa de cadena media
(Acadm) y coactivador la del receptor activado por el proliferador peroxisémico vy
(Ppargcla, PGCla) disminuyeron notablemente en los ratones Metrnl-/- inyectados

con el AAV9 nulo tras el tratamiento con ISO, tal como era de esperar (Fig 36A).

La sobreexpresion cardiaca de Metrnl mediada por el vector AAV9-Metrnl indujo un
aumento de los niveles de expresion del ARNm de Pdk4 y Ppargcla en corazon.
Ademads, los niveles de proteina de PGCla en corazén aumentaron significativamente

en los ratones inyectados con el AAV9-Metrnl (Fig 36B).

En general, estos resultados indican que la sobreexpresion de Metrnl y la consecuente
reversion de la hipertrofia cardiaca se asocian con la activacion de la via de PGCla y de

la oxidacion de acidos grasos.
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Figura 36. (A) Niveles cardiacos de expresion del ARNm de Pkd4, Cptlb, Acadm y Ppargcla en ratones
Metrnl-/- inyectados con los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl (barras azules),
tratados con tampon salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. (B) Inmunoblot representativo
de los niveles de la proteina PGCla en ratones Metrnl-/- inyectados con los vectores AAV9-Null y
AAV9-Metrnl, tratados con tampoén salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. Los resultados
se expresan como media + SEM (n=>5 animales por grupo). Andlisis estadistico realizado con one-way
ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo
AAVINull correspondiente).

Teniendo en cuenta que un ambiente pro-inflamatorio a menudo se asocia con el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca, y que hay varios reportes sobre el papel de Metrnl
modulando las vias inflamatorias sistémicas y del tejido adiposo por diferentes
mecanismos (Rao et al., 2014; Ushach et al., 2018), a continuacion se evaluaron los
niveles de expresion del ARNm de genes implicados en la sefializacion de citocinas pro-

inflamatorias de tipo M1, como IL6, MCP1 (Ccl2) y TNFa (Tnfa).
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Se encontré que el tratamiento con ISO durante 7 dias indujo la expresién de los
marcadores de inflamacién 116, Ccl2 y Tnfa en el corazén de los ratones Metrnl-/-
inyectados con el AAV9-Null, pero no en los ratones inyectados con el vector AAV9-
Metrnl, en los que los niveles de expresiéon del ARNm de Ccl2 y Tnfa se redujeron

significativamente (Fig 37A).

Los niveles de expresion del ARNm de genes anti-inflamatorios, asociados con la
sefializacion de citocinas de tipo 2, como Argl, Cd163 y Mrcl, también fueron
analizados en estas muestras (Fig 37B). Se descubrié que la sobreexpresion cardiaca de

Metrnl incrementaba los niveles de transcripcion de estos genes.

Es mads, la sobreexpresion de Metrnl modifico la proporciéon de macréfagos M1y M2,
estimada en base a la relacion de la expresion del ARNm de iNOS y Argl (Cereijo et al.,
2018; Redondo-Angulo et al., 2016), que disminuyd significativamente en los ratones

inyectados con el AAV9-Metrnl (Fig 37C).

Finalmente, la inmunodeteccion de macréfagos infiltrados en el tejido cardiaco (células
positivas para F4/F80) indicéd que no habia diferencias significativas en la poblacién

total de macrdfagos en ninguna de las condiciones analizadas (Fig 37D).

Dado que los eosinéfilos han sido reportados como células diana de Metrnl en el tejido
adiposo (Rao et al., 2014), se analizé también la expresion del ARNm de los genes
marcadores de eosinofilos 114 e 1113 en los corazones de estos animales. Sin embargo,

no se logré detectar su expresion en ninguna de las condiciones experimentales.

En conjunto, estos datos indican que Metrnl no induce cambios masivos en la cantidad
total de macrofagos infiltrados en el tejido cardiaco, sino que induce un cambio de un
entorno M1 en respuesta al tratamiento con ISO, en el que predomina la sefializacion
de citocinas pro-inflamatorias, a un entorno M2, donde predominan las citocinas con

funcion anti-inflamatoria.
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Figura 37. (A) Niveles cardiacos de expresién del ARNm de los marcadores M1 116, Ccl2 y Tnfa y (B)
niveles cardiacos de expresion del ARNm de los marcadores M2 Argl, Cd163 y Mrcl en ratones
Metrnl-/- inyectados con los vectores AAV9-Null (barras blancas) y AAV9-Metrnl (barras azules),
tratados con tampon salino (CT) o isoproterenol (ISO) durante 7 dias. (C) Relacion entre la expresion
de iNOS y Argl, indicadora de la proporcion de macréfagos M1 y M2 en el tejido cardiaco. (D)
Inmunodeteccién de macréfagos (F4/F80 positivos) en secciones de tejido cardiaco de ratones Metrnl-
/- inyectados con los vectores AAV9-Null y AAV9-Metrnl, tratados con tampoén salino (CT) o
isoproterenol (ISO) durante 7 dias. Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por
grupo). Analisis estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control
correspondiente; #p<0,05 comparado con grupo AAVINull correspondiente).
Dados estos resultados, se analizaron los niveles de expresion del ARNm de los genes
relacionados con la oxidacién de acidos grasos y con la respuesta inflamatoria en el
modelo de inducciéon de hipertrofia mediante ISO en los ratones Metrnl-/- en

comparacion con sus correspondientes controles wt.

Se encontrd que los niveles de expresion cardiaca del ARNm de los genes relacionados
con la oxidacidn de acidos grasos se reducian considerablemente en los ratones Metrnl-
/- en condiciones basales, mientras que los niveles en respuesta al tratamiento con ISO

durante 7 dias se mantuvieron similares en ambos genotipos (Fig 38A).
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Figura 38. Niveles cardiacos de expresion del ARNm de Pkd4, Cptlb, Acadm y Ppargcla en ratones
wt (barras negras) y Metrnl-/- (barras blancas) en condiciones control o tratados 7 dias con
isoproterenol (ISO). Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente;
#p<0,05 comparado con grupo wt correspondiente).

Ademas, aunque la expresion cardiaca de los genes pro-inflamatorios IL6, MCP1 (Ccl2)
y TNFa (Tnfa) aumento con el tratamiento con ISO independientemente del genotipo
(Fig 39A), los niveles de expresion del ARNm de citocinas anti-inflamatorias de tipo 2
aumentaron unicamente en los ratones wt tras la induccién de hipertrofia, pero no en

los ratones Metrnl-/- (Fig 39B).
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Figura 39. (A) Niveles cardiacos de expresiéon del ARNm de los marcadores M1 116, Ccl2 y Tnfay (B)
niveles cardiacos de expresion del ARNm de los marcadores M2 Argl, Cd163 y Mrcl en ratones wt
(barras negras) y Metrnl-/- (barras blancas) en condiciones control o tratados 7 dias con isoproterenol
(ISO). Los resultados se expresan como media + SEM (n=5 animales por grupo). Analisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control correspondiente; #p<0,05
comparado con grupo wt correspondiente).

153



Resultados. Parte 2: Metrnl

Metrnl actua directamente sobre las células cardiacas y
previene la hipertrofia de los cardiomiocitos

Para establecer si los efectos de Metrnl observados previamente en los modelos in vivo
implican una accion directa de Metrnl sobre los cardiomiocitos, utilizamos el modelo
de cardiomiocitos de ratas neonatales en cultivo primario (NCMs) para realizar los
experimentos in vitro. Se estudiaron los efectos de Metrnl utilizando el modelo estandar

de tratamiento con fenilefrina (PE) para inducir la hipertrofia de las células cardiacas.

El tratamiento con PE aumento6 el area de la seccion transversal de los cardiomiocitos
(CSA), indicando la inducciéon de la hipertrofia a nivel celular, mientras que el
tratamiento de estas células con proteina Metrnl recombinante (tratadas durante las 24
horas previas a la induccién de la hipertrofia con PE, y durante las 24 horas siguientes)
atenu¢ significativamente el aumento del tamafio celular inducido por el tratamiento
con fenilefrina (Fig 40A). Los niveles de expresiéon del ARNm de los marcadores
moleculares de hipertrofia Nppa y Actal aumentaron en concordancia con la
hipertrofia inducida por el tratamiento con PE, y este efecto se redujo en las células

tratadas previamente con Metrnl (Fig 40B).
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Figura 40. Efectos de Metrnl sobre la hipertrofia en cardiomiocitos en cultivo. (A) Area de la seccién
transversal y (B) niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal en
cardiomiocitos de ratas neonatales en cultivo, tratados con fenilefrina (PE) durante 24 horas y con
Metrnl recombinante durante las 24 horas previas a afnadir la PE y las 24 horas posteriores. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico realizado
con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control sin PE correspondiente; #p<0,05
comparado con grupo control sin Metrnl correspondiente).
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Ademas, la sobreexpresion de Metrnl en los cardiomiocitos en cultivo, a través de la
transducciéon mediada por vectores adenovirales, aumentd 20 veces la expresién normal
de Metrnl en los NCMs (Fig 41A) y evitd la hipertrofia inducida por fenilefrina (PE) en

estas células.

El drea de la seccion transversal de los cardiomiocitos tratados con PE y
sobreexpresando Metrnl se redujo significativamente respecto a células tratadas con PE
e infectadas con un vector vacio (AdNull) (Fig 41B), igual que los niveles expresion del

ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal (Fig 41C).
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Figura 41. Efectos de la sobreexpresion Metrnl sobre la hipertrofia en cardiomiocitos en cultivo. (A)
Niveles de expresion del ARNm de Metrnl en cardiomiocitos infectados con un adenovirus nulo
(AdNull) (barras negras) o con Metrnl (AdMetrnl) (barras azules). (B) Area de la seccién transversal y
(C) niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal de cardiomiocitos
infectados con adenovirus nulo o Metrnl y tratados con fenilefrina (PE) durante 24 horas. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico realizado
con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control sin PE correspondiente; #p<0,05
comparado con grupo AdNull correspondiente).
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Tal como se ha descrito en estudios previos, los fibroblastos cardiacos de rata cultivados
sobre un sustrato rigido se diferencian progresivamente de fibroblastos a
miofibroblastos, un modelo representativo de la fibrosis cardiaca patolégica (Ferrer-
Curriu et al., 2019; Teunissen et al., 2007). Las células de pase 1 se consideran
fibroblastos cardiacos (CF) y las células de pase 3 se consideran miofibroblastos

cardiacos (CMF), segun el aumento de la actina del musculo liso a (a-SMA o Acta2).

Se confirmé el aumento de la expresion de a-SMA a nivel de ARNm (gen Acta2) y de
proteina en los CMF respecto a los CM (Fig 42). El tratamiento de células de ambos
pases con Metrnl recombinante no modifico la expresion del ARNm ni los niveles de
proteina a-SMA en CF o CMF, indicando que Metrnl no tiene ningun efecto directo

sobre la fibrosis cardiaca en este modelo in vitro.
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Figura 42. Efectos de Metrnl sobre la fibrosis cardiaca en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos en
cultivo. Niveles de expresion del ARNm de Acta2 e inmunoblot representativo de los niveles de
proteina a-SMA en fibroblastos cardiacos (pase 1) y miofibroblastos (pase 3) tratados con Metrnl
recombinante. Los resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control sin PE
correspondiente).

Estos datos indican que Metrnl tiene efectos directos sobre los cardiomiocitos, a los que
protege frente a la hipertrofia cardiaca. Sin embargo, no parece tener una accién directa

sobre los fibroblastos cardiacos.
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Metrnl actia de manera autocrina sobre las células cardiacas

Teniendo en cuenta el doble papel de las células cardiacas como diana y fuente de
Metrnl, se plante6 si esta proteina podria tener un papel autocrino directo sobre los

cardiomiocitos.

Se trataron los cardiomiocitos primarios en cultivo con un anticuerpo contra Metrnl,
con el objetivo de neutralizar la proteina secretada al medio por los propios
cardiomiocitos. La adiciéon del anticuerpo neutralizante contra Metrnl al medio de
cultivo de los NCMs aumentd significativamente el drea de la seccion transversal de las
células (Fig 43A), asi como los niveles de expresiéon del ARNm de los genes marcadores
de hipertrofia, Nppa y Actal respecto a los cardiomiocitos tratados con un anticuerpo
control contra IgG (Fig 43B). En los cardiomiocitos tratados con PE para inducir
hipertrofia se observd cierta tendencia al aumento de la expresion del gen Nppa en

presencia del anticuerpo contra Metrnl.
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Figura 43. Efectos autocrinos de Metrnl sobre los cardiomiocitos. (A) Area de la seccién transversal y
(B) niveles de expresion del ARNm de los marcadores de hipertrofia Nppa y Actal de cardiomiocitos
tratados con anticuerpo contra IgG como control y anticuerpo contra Metrnl en el medio de cultivo.
Los resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control sin PE correspondiente;
#p<0,05 comparado con grupo con anticuerpo contra IgG correspondiente).

En conjunto, estos resultados muestran que el bloqueo de la actividad de la proteina
Metrnl producida y secretada de manera enddgena por los cardiomiocitos favorece la
induccién de hipertrofia en estas células, confirmando asi un papel autocrino para la

Metrnl secretada por los cardiomiocitos.
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Finalmente, teniendo en cuenta el desconocimiento de los receptores de Metrnl,
realizamos un screening de varias posibles vias de sefializacion por las que podria estar

actuando Metrnl en las células cardiacas.

Se determinaron los efectos del tratamiento con Metrnl en el modelo de cardiomiocitos
en cultivo sobre un conjunto de vias de sefializacion intracelulares mediadas por cinasas
(AKT, ERK, JNK, NF-Kf, p38, CREB, p70S6K, STAT3 y STATS5), utilizando un sistema
Multiplex.

Se encontraron dos proteinas cuya fosforilacion se inducia en respuesta al tratamiento
con Metrnl: el factor de transcripciéon CREB vy la proteina p38-MAPK (Fig 44A). La
fosforilaciéon de ambas proteinas en este mismo experimento se confirmé mediante su

deteccién en inmunoblot (Fig 44B).
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Figura 44. Metrnl activa las vias de CREB y p38-MAPK en cardiomiocitos. (A) Niveles de fosforilacion
relativa de las proteinas CREB y p38 en cardiomiocitos control o tratados con Metrnl durante 5, 15, 30
0 60 minutos. (B) Inmunoblot representativo de los niveles de CREB y p38 fosforiladas respecto a
niveles de CREB y p38 totales en cardiomiocitos control o tratados con Metrnl durante 5y 15 minutos.
Los resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis estadistico
realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control).

También se encontrd que la expresion del gen que codifica por PGCla, que es una diana
conocida de CREB y p38-MAPK en otros sistemas celulares, se inducia en respuesta al

tratamiento con Metrnl en los cardiomiocitos en cultivo (Fig 45).
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Figura 45. Niveles de expresion del ARNm de Ppargcla (PGCla) en cardiomiocitos en cultivo tratados
con Metrnl. Los resultados se expresan como media + SEM (n=3 cultivos independientes). Analisis
estadistico realizado con one-way ANOVA (*p<0,05 comparado con grupo control).

Colectivamente, estos resultados indican que Metrnl activa directamente las vias
intracelulares de CREB y p38-MAPK, que a su vez regulan la transcripcién de PGCla

en las células cardiacas.
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El corazén es un 6rgano flexible, capaz de adaptarse a las demandas metabdlicas del
organismo en una amplia variedad de situaciones. Como se ha visto en las ultimas
décadas, su funcién no se limita exclusivamente al bombeo de la sangre hacia los
érganos periféricos, sino que también es un drgano endocrino con capacidad para
secretar hormonas o cardiocinas que regulan su propia funcién y pueden afectar a la del

resto de tejidos.

En la presente tesis doctoral se ha descrito por primera vez el impacto de la proteina
FGF21 en la regulacion de la acumulacion de lipidos a nivel cardiaco en un modelo de
obesidad inducida por la dieta. Paralelamente, se ha descubierto por primera vez la
funcién como cardiocina de la proteina Metrnl, demostrando su claro papel

cardioprotector.

El papel de FGF21 en la acumulacion cardiaca de lipidos

La funcion cardioprotectora de FGF21 fue descrita por primera vez por nuestro grupo
(Planavila et al., 2013). FGF21 es una proteina secretable producida mayormente por el
higado, que actua como un regulador metabdlico relacionado con el control de la
homeostasis de la glucosa, la sensibilidad a insulina, la cetogénesis y la activacion
termogénica (Badman et al., 2007; Gdlman et al., 2008; Hondares et al., 2010; Inagaki et
al., 2007; Kharitonenkov et al., 2005).

En el estudio publicado por nuestro grupo se describié que el corazén es un tejido diana
tanto del FGF21 sistémico como del producido a nivel local por los cardiomiocitos
(Planavila et al., 2013). Los ratones deficientes en FGF21 presentan hipertrofia y otras
alteraciones cardiacas en estado basal, que se ven exacerbadas en respuesta al
tratamiento con el activador p-adrenérgico isoproterenol, llevando al desarrollo de
hipertrofia excéntrica y disfuncion cardiaca. El tratamiento con FGF21 es capaz de

revertir estos efectos in vivo e in vitro.

Se ha descrito previamente que FGF21 tiene un papel protector frente a la obesidad,
aumentando el gasto energético basal mediante un incremento de la actividad
termogénica (Dunbar et al., 2008; Emanuelli et al., 2014). Sin embargo, aunque los

niveles circulantes de FGF21 aumentan en la obesidad, la funcion de FGF21 en estas
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condiciones se ve atenuada por la desensibilizacidn y el desarrollo de resistencia a sus
efectos (Gallego-Escuredo et al., 2015). En nuestras condiciones experimentales, la
obesidad inducida por una dieta rica en grasas durante 16 semanas también aumentd

los niveles circulantes de FGF21.

La dieta rica en grasas tuvo efectos sistémicos similares en los animales Fgf21-/- y en los
animales wt, coincidiendo con datos de estudios previos (Fisher et al., 2010). No se
observaron cambios respecto al aumento del peso corporal, los niveles de glucosa y de
acidos grasos circulantes, reforzando los datos previos sobre la resistencia a los efectos
de FGF21 desarrollada en los animales wt en estas condiciones. Precisamente esta
resistencia impide que los altos niveles circulantes de esta hormona sean beneficiosos
para el metabolismo global. Los niveles de insulina circulante tras la dieta HF fueron
mas bajos en los animales Fgf21-/-, probablemente debido a que la media de la edad de
los ratones era ligeramente menor en este grupo en comparacion con los animales wt y

no desarrollaron tanta resistencia a los efectos de la insulina en respuesta a la dieta.

A nivel cardiaco, los niveles de expresion de FGF21 también aumentaron en nuestro
modelo de dieta HF. Sin embargo, los niveles de expresion del co-receptor B-klotho,
necesario para la sefializaciéon de FGF21, se redujeron en los ratones wt alimentados con
la dieta rica en grasas, en concordancia con la resistencia global a las acciones de FGF21
previamente descrita en condiciones de obesidad, y mas concretamente a la resistencia

observada en muestras cardiacas de ratas obesas (Patel et al., 2014; Tanajak et al., 2016).

Sin embargo, la ausencia de FGF21 exacerbd la hipertrofia cardiaca asociada con la
obesidad en comparacion con los ratones wt, a pesar de la reduccién de los niveles de
B-klotho que se observa en los mismos. Esto indica que la resistencia a los efectos de
FGF21 inducida en el corazén en condiciones de obesidad no anula por completo los
efectos protectores de esta cardiocina. Alternativamente, un estudio reciente realizado
en tejido adiposo blanco plantea la posibilidad de que la resistencia a los efectos de
FGF21 no esté mediada por la reduccion de los niveles de B-klotho (Markan et al., 2017).
En este caso, el rescate especifico de la expresion del co-activador en el tejido adiposo
blanco de ratones alimentados con dieta HF no fue capaz de rescatar la sefializacion de
FGF21, como muestra la falta de fosforilacion de ERK1/2, una de las principales vias

activadas por esta hormona.
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Por tanto, es posible que la reduccidn de los niveles de f-klotho que observamos en los
ratones wt no tenga un impacto tan relevante sobre la via de sefializaciéon de FGF21 en
nuestras condiciones. Esto explicaria la falta de alteraciones graves en los ratones wt
sometidos a la dieta HF, mientras que los ratones Fgf21-/- si que desarrollan hipertrofia

y disfuncion cardiaca al tener totalmente anulada la sefializacién por FGF21.

Cabe destacar que, a pesar de la falta de diferencias entre genotipos a nivel sistémico, el
desarrollo de alteraciones cardiacas en los ratones Fgf21-/- tanto en condiciones control
como tras las 16 semanas de dieta rica en grasas refuerza el hecho de que los efectos de
FGF21 sobre este 6rgano son directos. A pesar de que también se ha postulado que los
efectos cardioprotectores asociados con FGF21 podrian ser indirectos y estar mediados
por la adiponectina (Joki et al., 2015), los niveles circulantes de esta proteina no fueron
significativamente diferentes entre grupos en nuestras condiciones experimentales.
Esto sugiere que el papel cardioprotector de FGF21 es directo sobre los cardiomiocitos,

en lugar de un efecto indirecto mediado por un aumento de los niveles de adiponectina.

La acumulacién exacerbada de lipidos que observamos en el corazdn de los animales
Fgf21-/- alimentados con la dieta rica en grasas es consistente con estudios previos, que
muestran que la ausencia de esta proteina empeora la acumulacion cardiaca de lipidos
en modelos de diabetes (Yan et al., 2015; Zhang et al., 2015a). No obstante, en estos
trabajos no se describen los mecanismos moleculares responsables de esta acumulacién
de lipidos en el corazon de los ratones Fgf21-/-. Por otro lado, se conoce que en
condiciones de obesidad se produce una reduccién general de la actividad autofagica en
tejidos como el higado y el corazén (An et al., 2017; Castafieda et al., 2019; Hsu et al,,
2016; Koga et al., 2010). Sin embargo, se desconoce la potencial relevancia de la lipofagia
en estas condiciones, concretamente en relacion con la disfuncion cardiaca observada

en los modelos de obesidad.

La acumulacién anormal de gotas lipidicas en el corazén se considera un marcador
caracteristico de la cardiomiopatia provocada por la obesidad o la diabetes (Fukushima
and Lopaschuk, 2016a). En estas condiciones, el metabolismo cardiaco sufre
alteraciones que llevan a una mayor captaciéon y consumo de acidos grasos, con la

consecuente acumulacién de metabolitos lipidicos potencialmente toéxicos (Zhou et al.,
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2000). Como consecuencia, la funciéon mitocondrial se deteriora, se induce la apoptosis

en los cardiomiocitos y finalmente se desarrolla disfuncién cardiaca.

Varios estudios previos relacionan a la proteina FGF21 con la regulacién de la autofagia
cardiaca en un contexto de diabetes (Zhang et al., 2016) o con la regulacién de la
lipofagia en el higado (Zhu et al., 2016). En ambos casos, el tratamiento con FGF21
promueve la activacion de la autofagia y parece tener efectos beneficiosos sobre la
funcion cardiaca. Sin embargo, la relacion directa entre las acciones de FGF21 y la
regulacion de la lipofagia en el corazon se ha demostrado por primera vez en la presente
tesis doctoral, en la que determinamos que la regulacion de la lipofagia podria ser otro
de los mecanismos cardioprotectores mediados por FGF21, con el objetivo de
contrarrestar los efectos negativos de esta lipotoxicidad. En conjunto, los resultados
obtenidos y publicados durante esta tesis indican que la falta de FGF21 provoca el
bloqueo de la autofagia, y mas concretamente de la lipofagia, llevando a una
acumulacién de lipidos exacerbada en respuesta a la dieta rica en grasas, con los

consecuentes efectos adversos sobre la funcion cardiaca.

En nuestras condiciones experimentales, tras una dieta rica en grasas de larga duracion
(16 semanas) observamos una acumulacion excesiva de lipidos en los animales Fgf21-
/-. Los animales wt no presentaron diferencias significativas en la cantidad de gotas
lipidicas. Sin embargo, en ambos casos el exceso de grasa en la ingesta provocé una
aceleracion de la oxidacién de acidos grasos mitocondrial y signos de disfuncién
cardiaca, coincidiendo con estudios previos (Buchanan et al., 2005; Mazumder et al.,
2004). En cambio, en contraste con resultados previos obtenidos en nuestro grupo en
otros modelos de disfuncién cardiaca (Planavila et al., 2013; Redondo-Angulo et al,,
2017), en este caso no encontramos efectos debidos a la ausencia de FGF21 sobre la tasa

de oxidacion de acidos grasos.

Existe todavia cierta controversia respecto a los efectos de la dieta rica en grasas sobre
el corazon. Se cree que el aumento del uso de acidos grasos como sustrato en estas
condiciones es una consecuencia de los altos niveles de acidos grasos circulantes y del
aumento de la actividad de PPARa, que determina la capacidad oxidativa de los
cardiomiocitos mediante la regulacion de la expresion de otros genes (Bugger and Abel,

2014). Sin embargo, la regulacion de los niveles de expresiéon de PPARay de PGCla en
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humanos no es tan clara, especialmente en pacientes que han desarrollado insuficiencia
cardiaca (Kolwicz Jr et al., 2014). A esto se suma la llamada “paradoja de la obesidad”.
La obesidad es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, aunque los individuos obesos con una enfermedad cardiovascular ya
establecida tienen mejor prondstico que los pacientes no obesos que desarrollan una
(Fonarow et al., 2007). La composicion de acidos grasos de la dieta también juega un
papel importante en las consecuencias que tendrd la alimentacion con una dieta rica en

grasas sobre la estructura y la funcién cardiaca (Van Bilsen and Planavila, 2014).

En nuestro caso, no observamos signos de hipertrofia cardiaca en los ratones wt
alimentados con la dieta HF durante 16 semanas. Los efectos sobre la funcidn cardiaca
también fueron moderados. Aparentemente, estos resultados contrastan con la creencia
establecida de que la obesidad predispone a la disfuncién cardiaca, y de que una dieta
rica en grasas provoca hipertrofia y finalmente insuficiencia cardiaca (Ceylan-Isik et al.,
2013; Ouwens et al., 2005). Sin embargo, multiples estudios han reportado que los
efectos de la dieta rica en grasas sobre la funcién cardiaca son moderados, y no van
necesariamente acompafados del desarrollo de hipertrofia (Yan et al., 2009). Factores
como la composicidn y la duracion de la dieta, o las diferencias entre especies, podrian
explicar los resultados contradictorios entre distintas publicaciones (Bugger and Abel,

2014).

En definitiva, la conclusion de nuestro estudio es que la ausencia de FGF21 predispone
al desarrollo de hipertrofia, dilatacién y fibrosis cardiaca en respuesta a una dieta
obesogénica. Ninguna de estas alteraciones se observa claramente en los ratones wt, lo
que refuerza el papel critico de la proteina FGF21 para un correcto funcionamiento
cardiaco. En este caso, demostramos que FGF21 es un mediador clave para el
mantenimiento de la funcién cardiaca en el contexto de la obesidad. Por primera vez,
hemos establecido que FGF21 es un componente relevante en el conjunto de vias de
sefializaciéon que regulan la autofagia durante el desarrollo de la cardiomiopatia

asociada con la obesidad.

Las implicaciones biomédicas de nuestros resultados, asi como los efectos de la dieta
rica en grasas y la obesidad sobre la funcién cardiaca, son un campo abierto a tener en

cuenta en proximos estudios.
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Metrnl: una nueva cardiomiocina con funcion protectora

Metrnl fue descrita por primera vez como una proteina secretada por el musculo
esquelético y por el tejido adiposo blanco en respuesta al ejercicio o a la exposicion al
frio, respectivamente. Los efectos de Metrnl para el organismo son beneficiosos:
aumenta el gasto energético basal y reduce la inflamacidn (Rao et al., 2014). A pesar de
que en este mismo estudio ya se describieron niveles elevados de expresiéon de Metrnl
en el corazon, en comparacion con el resto de los tejidos analizados, no se conoce hasta

la fecha ningun estudio publicado sobre la funcién cardiaca de esta proteina.

En la presente tesis doctoral se ha identificado la proteina Metrnl como una nueva
cardiocina, demostrando por primera vez que los cardiomiocitos expresan y secretan
Metrnl en cantidades detectables, y que ademas este 6rgano es un tejido diana en el cual

la funcién de Metrnl es protectora.

La ausencia de Metrnl se asocia con la presencia de alteraciones cardiacas, incluyendo
una mayor incidencia de la hipertrofia, la fibrosis y la disfuncién cardiaca. En el modelo
de induccién de hipertrofia cardiaca in vivo, en el que tratamos a los animales con un
agonista B-adrenérgico (ISO) durante 7 dias, los ratones Metrnl-/- desarrollaron un
patron de hipertrofia diferente al de los animales wt. Mientras que los ratones wt
desarrollaron hipertrofia en la pared del ventriculo izquierdo, en los ratones Metrnl-/-
se engrosé mas la pared del septo interventricular, dando lugar a un patrén de
hipertrofia mas asimétrico. Esto, en combinaciéon con una fibrosis perivascular e
intersticial mas marcada, indica una peor respuesta y una remodelaciéon patoldgica en

respuesta a esta situacion de estrés cardiaco.

Desconocemos los mecanismos mediante los cuales la ausencia de Metrnl provoca el
desarrollo de este patrén de hipertrofia asimétrica. El fenotipo cardiaco que observamos
en los ratones Metrnl-/- recuerda al que desarrollan los pacientes con cardiomiopatia
hipertroéfica, una de las principales causas de muerte subita entre los jévenes (Maron
and Maron, 2013). En estos casos, la enfermedad esta causada mayormente por
mutaciones en proteinas estructurales de los sarcomeros. Puesto que hasta el momento
los efectos de Metrnl en corazén no habian sido estudiados, esta proteina podria tener

alguna funcién mas en los cardiomiocitos que no hemos identificado en este estudio,
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quiza asociada con proteinas de la maquinaria contractil. Por otra parte, se han descrito
efectos directos de Metrnl sobre el crecimiento neuronal y el desarrollo en cerebro
(Jorgensen et al., 2012). Esto nos lleva a pensar que tal vez Metrnl tenga alguna funcién
relevante para el correcto desarrollo cardiaco, y que en su ausencia se producen

alteraciones estructurales que se hacen mas evidentes en presencia de un estrés cardiaco.

En concordancia con estos resultados, el rescate especifico de la expresion cardiaca de
Metrnl en los animales Metrnl-/- previene el desarrollo del patrén de hipertrofia
asimétrica observado en ausencia de Metrnl, cuando los animales se someten al mismo

tratamiento pro-hipertréfico.

Los virus adeno-asociados utilizados, del subtipo AAV9, presentan un tropismo alto
por el musculo cardiaco. Su especificidad fue comprobada en el laboratorio antes de
realizar los experimentos de esta tesis. Una de las principales limitaciones del modelo
en este contexto es que la recuperacion de la expresion de Metrnl mediante virus adeno-
asociados implica cierto grado de sobreexpresion de la proteina, aunque lo ideal seria
recuperar los niveles fisioldgicos presentes en los ratones wt. No obstante, los efectos de
la recuperacion de la expresion de la proteina Metrnl sobre el fenotipo observado en los
animales Metrnl-/- dejan claro que la ausencia de Metrnl causa ciertas alteraciones
estructurales y funcionales en el corazén, que pueden ser revertidas al rescatar su
expresion. La recuperacion cardiaca de la expresion de Metrnl no solo evito el desarrollo
de hipertrofia del septo interventricular, sino que redujo significativamente el tamafio
del corazén y la expresion de los marcadores de hipertrofia respecto a los animales

Metrnl-/- pero inyectados con el vector control.

Estos resultados se ven reforzados por los obtenidos en el modelo de cardiomiocitos
primarios en cultivo. El tratamiento de los cardiomiocitos con Metrnl recombinante
evita el desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida con el agonista a-adrenérgico
fenilefrina (PE). En este caso, las concentraciones de Metrnl utilizadas para el
tratamiento son similares a las concentraciones fisiologicas de la proteina, demostrando
que Metrnl actda directamente sobre las células cardiacas y protege frente a procesos
hipertréficos. Ademas, los resultados obtenidos al inducir la sobreexpresién de Metrnl

en los cardiomiocitos en cultivo, utilizando vectores adenoviricos, corrobora los

169



Discusion

resultados observados en el modelo de sobreexpresién y recuperaciéon in vivo y

demuestra la proteccion directa frente a la hipertrofia por parte de Metrnl.

La capacidad de bloquear los efectos protectores de Metrnl sobre los cardiomiocitos, al
afadir un anticuerpo especifico contra esta proteina al medio de cultivo, indica que la
propia Metrnl secretada por los cardiomiocitos tiene acciones autocrinas directas sobre
este tejido, a parte de las acciones sistémicas. Ademas del potencial papel
cardioprotector de la proteina Metrnl circulante, la secrecion local de Metrnl en el
contexto de dafio cardiaco sirve como un sistema enddgeno, autorregulado y
cardioprotector. En los modelos de inducciéon de hipertrofia por infusiéon con
isoproterenol, constriccién de la aorta transversa e infusion con angiotensina II, los
niveles de expresion cardiaca de Metrnl aumentan, posiblemente como un mecanismo
a nivel local para tratar de evitar el desarrollo de hipertrofia cardiaca patolégica. En
conjunto, estos datos son consistentes con los cardiomiocitos siendo a la vez células

productoras y diana de Metrnl, y con el papel protector de esta proteina.

Respecto alos mecanismos de regulacion de la expresion de Metrnl, los datos obtenidos
en los ratones deficientes en PPARa, junto con los resultados de la sobre-expresion de
este factor de transcripcion y los efectos de su agonista sobre la expresion de Metrnl,
indican que Metrnl se encuentra regulada a nivel transcripcional por PPARa. Dado el
reconocido papel protector de PPARa en condiciones de dafo cardiaco e hipertrofia, la
induccion de la expresion de Metrnl por parte de este regulador transcripcional podria

formar parte del conjunto de mecanismos que contribuyen a sus efectos.

En la actualidad, el receptor o receptores de Metrnl todavia no han sido identificados
(Jorgensen et al., 2012), lo cual dificulta el estudio de las vias de sefializacién implicadas
en las funciones de esta proteina. Realizamos un screening utilizando los kits de
Milliplex MAP 9-plex, para detectar las posibles vias de sefializacién modificadas en
respuesta a Metrnl. De todas las proteinas analizadas, Metrnl tnicamente indujo la
fosforilacion de dos de ellas: la p38 MAPK y el factor de transcripcién CREB. Se ha
descrito que ambas cinasas estdan involucradas en la regulacion transcripcional de
PGCla en el corazén (Tuomainen and Tavi, 2017). En nuestros modelos, observamos
una fuerte induccion de la expresion de PGCla en respuesta a la accion de Metrnl, tanto

con la sobre-expresion in vivo como en los tratamientos in vitro. Mientras que la
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funcion cardioprotectora de PGCla esta ampliamente reconocida (Leone et al., 2005;
Wolfl et al., 2009), tanto el papel de p38 MAPK como de CREB en el desarrollo de la
hipertrofia cardiaca es controvertido. Mientras algunas publicaciones indican que la
activacion de la p38 MAPK induce hipertrofia, otras refuerzan su posible implicacién
en vias cardioprotectoras (Braz et al., 2003). En cualquier caso, nuestros resultados
muestran una relacion directa entre las acciones de Metrnl sobre los cardiomiocitos y
la induccién de la expresion de PGCla, probablemente un mediador relevante para los

claros efectos cardioprotectores y anti-hipertréficos de Metrnl.

Cabe destacar que, pese a la evidente accion directa de Metrnl sobre los cardiomiocitos,
los efectos protectores de Metrnl que observamos en nuestros modelos in vivo implican
un patrén complejo de modificaciones en el miocardio, que incluyen la polarizacion de
los macrofagos infiltrados hacia un fenotipo antiinflamatorio o M2. Estos cambios son
consistentes con publicaciones previas que relacionan a la proteina Metrnl con la
activacion alternativa de macroéfagos en el tejido adiposo (Rao et al., 2014). En nuestros
animales no observamos las lesiones inflamatorias descritas por otros grupos en los
ratones Metrnl-/- (Ushach et al., 2018), probablemente debido a que utilizamos

animales relativamente jovenes para nuestros experimentos.

Respecto a las alteraciones relacionadas con la fibrosis cardiaca, a pesar de que en los
modelos in vivo observamos tanto una mayor incidencia de fibrosis en los animales
Metrnl-/-, como una gran recuperacion de estas alteraciones cuando se rescata la
expresion de Metrnl en estos animales, no hemos observado efectos protectores directos
sobre los fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos en cultivo primario
experimentan una transformacion hacia miofibroblastos a medida que aumentan los
pases en el cultivo celular. Como se ha mencionado anteriormente, los miofibroblastos
proliferan en exceso, facilitan un ambiente inflamatorio y son en parte responsables de
la remodelacién patoldgica del corazén (Travers et al., 2017). El tratamiento con la
proteina Metrnl no parece tener ningun efecto directo sobre esta diferenciacion, por lo
cual concluimos que sus efectos no son directos sobre los fibroblastos cardiacos sino
posiblemente mediados por las acciones de esta proteina en otros tipos celulares

presentes en el corazén. Al atenuar las sefiales inflamatorias y promover un perfil anti-
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inflamatorio, Metrnl afecta indirectamente al desarrollo de la fibrosis en el miocardio y

por tanto atenua la remodelacidn patolégica del corazdn.

En esta tesis doctoral hemos demostrado el papel protector directo de Metrnl sobre los
cardiomiocitos. Sin embargo, parece necesario profundizar en las acciones paracrinas
de Metrnl sobre otros tipos celulares presentes en el entorno cardiaco, como las células

inmunes o los fibroblastos.

Otro de los puntos que requiere mas desarrollo es la contribucion del corazén a los
niveles circulantes de Metrnl. La induccién de hipertrofia mediante el tratamiento con
fenilefrina aumenta la secrecion de Metrnl por parte de los cardiomiocitos. Sin
embargo, en el modelo in vivo, el tratamiento con isoproterenol a nivel sistémico
aumenta la secrecion de Metrnl por parte de otros tejidos, como el musculo esquelético.
Por tanto, aunque se observa un aumento en los niveles circulantes de la proteina, seria
necesaria una aproximacion experimental distinta con tal de determinar la relevancia
de la aportacion del corazoén a los niveles circulantes en respuesta al dafio cardiaco y la
hipertrofia. Se han publicado reportes en los que se describe la accion de otras
cardiocinas (en concreto de los péptidos natriuréticos) sobre organos distales
(Bordicchia et al., 2012; Holtwick et al., 2002). Teniendo en cuenta que Metrnl tiene
también funciones metabolicas y anti-inflamatorias, seria interesante determinar la
aportacion real del corazon en condiciones de dano cardiaco, y si esta podria ser

suficiente para tener efectos protectores sobre otros 6rganos.

En el estudio realizado en colaboracion con el Hospital Germans Trias i Pujol, hemos
identificado por primera vez el potencial de la proteina Metrnl como marcador
pronodstico en un contexto de patologia cardiaca, mas concretamente en una gran
cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca. Nuestros resultados resaltan la
relevancia de Metrnl como nueva cardiocina con implicaciones en el campo de la
biomedicina. En el andlisis realizado se observd que, dentro de una cohorte de pacientes
con insuficiencia cardiaca, el aumento de los niveles circulantes de Metrnl era un fuerte
predictor de mortalidad en general, y en concreto también de mortalidad por causas

cardiovasculares, indicando una peor prognosis para estos pacientes.
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Desde un punto de vista terapéutico, a parte del valor como biomarcador de Metrnl,
cabe destacar su potencial utilidad en terapias génicas con virus adeno-asociados. Tal
como muestran nuestros resultados, la sobreexpresion durante periodos prolongados
de Metrnl en el corazdén es capaz de revertir la hipertrofia cardiaca y la fibrosis, y podria
tener un gran valor terapéutico. La terapia génica mediante virus adeno-asociados se ha
aplicado ya en pacientes, con el primer tratamiento aprobado en la Unién Europea en
2012 (Glybera®). Sin embargo, todavia hay mucho que desconocemos sobre las vias de
sefializacion activadas por Metrnl y sus posibles efectos, por lo que su aplicacién

terapéutica no es posible a corto plazo.

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral aportan nuevos conocimientos sobre
la relevancia de dos cardiocinas: FGF21 y Metrnl. En la actualidad, resulta imposible
entender el funcionamiento de los distintos 6rganos como entidades aisladas, por lo que
cada vez adquiere mas importancia el estudio de los factores que les permiten
comunicarse entre ellos o preservar su propia funcion a nivel autocrino y paracrino.
Desde el descubrimiento del potencial del corazén como 6rgano endocrino, el estudio
de las cardiocinas se ha convertido en un nuevo campo de investigacién con numerosas
implicaciones biomédicas y un gran potencial terapéutico, dada la baja tasa de
supervivencia de los pacientes con insuficiencia cardiaca y la poca eficiencia de las
terapias actuales. El futuro de la cardiologia molecular pasa por una mejor comprension
de estas interacciones con tal de tener una perspectiva mas amplia del funcionamiento

del corazdén y de las enfermedades cardiovasculares.
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Parte1: FGF21

1. La resistencia cardiaca a los efectos de FGF21 en ratones wild type desarrollada
en respuesta a una dieta rica en grasas no es suficiente para provocar hipertrofia
y disfuncion cardiaca.

2. La ausencia total de FGF21 provoca una acumulacion exacerbada de lipidos en
el corazony el desarrollo de hipertrofia cardiaca en ratones sometidos a una dieta
rica en grasas.

3. El sistema FGF21 es necesario para una correcta regulacion de la autofagia
cardiaca en la obesidad. La ausencia de FGF21 provoca un bloqueo de la

degradacidn autofagica de lipidos y su consecuente acumulacién en el corazén.

En resumen, se ha identificado por primera vez el papel de la proteina FGF21 en la
regulacion de la autofagia cardiaca y su papel protector frente a la hipertrofia y la

disfuncion cardiaca en un contexto de obesidad.

Parte 2: Metrnl

4. Metrnl es una proteina producida y secretada por los cardiomiocitos. Su
expresion se induce en respuesta a situaciones de dafo cardiaco y estd regulada
por el factor de transcripcién PPARa.

5. La ausencia de Metrnl provoca el desarrollo de un patréon de hipertrofia
asimétrica con un engrosamiento mas acentuado del septo interventricular y una
mayor incidencia de fibrosis en respuesta a estimulos pro-hipertréficos.

6. Metrnl tiene acciones autocrinas directas sobre los cardiomiocitos, pero no tiene
efectos directos sobre los fibroblastos cardiacos.

7. Metrnl induce cambios en el perfil de activacion de los macréfagos infiltrados en
el tejido cardiaco. La sobre-expresion de Metrnl reduce el fenotipo M1 o pro-
inflamatorio y promueve la activacion alternativa de los macréfagos, con un

perfil anti-inflamatorio.
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8. Metrnl induce la activacién de la p38 MAPK y CREB en los cardiomiocitos y
promueve la expresion de PGCla, un co-activador transcripcional con potentes
efectos cardioprotectores.

9. Metrnl es un potente biomarcador prondstico en pacientes con insuficiencia

cardiaca.

En resumen, se ha identificado por primera vez el papel de la proteina Metrnl como una
nueva cardiocina con funciones protectoras frente a la hipertrofia y con un gran

potencial como biomarcador de patologia cardiaca.
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Objective: High-fat diet-induced obesity leads to the development of hypertrophy and heart failure through
poorly understood molecular mechanisms. We have recently shown that fibroblast growth factor-21 (FGF21)
is produced by the heart and exerts protective effects that prevent cardiac hypertrophy development and oxida-
tive stress. The aim of this study was to determine the effects of FGF21 on the cardiomyopathy associated with
obesity development.

Results: Fgf21~'~ mice showed an enhanced increase in the heart weight/tibia length (HW/TL) ratio in response

ﬁﬁgi’;isi'city to the high-fat di{et‘ In keeping with this, echocardiographic measurements confirmed enhanced cardiac hyper-
Obesity trophy in Fgf21 '~ mice. At the cellular level, the area of cardiomyocytes was increased in Fgf21 /~ mice fed a
Gene expression high-fat diet. Furthermore, a high-fat diet induced fatty acid oxidation in the hearts of Fgf21~/~ mice accompa-
Autophagy nied by an increase in cardiac oxidative stress. Oil-red O staining revealed the presence of higher amounts of lipid
Metabolism droplets in the hearts of Fgf21 '~ mice fed a high-fat diet relative to wt mice fed this same diet. Finally, Fgf21~/~
mice fed a high-fat diet showed impaired cardiac autophagy and signs of inactive cardiac lipophagy, suggesting
that FGF21 promotes autophagy in cardiomyocytes.
Conclusions: Our data indicate that a lack of FGF21 enhances the susceptibility of mice to the development of
obesity-related cardiomyopathy. Furthermore, we demonstrate that this cardiac dysfunction is associated with
deleterious lipid accumulation in the heart. An impaired ability of FGF21 to promote autophagy/lipophagy
may contribute to lipid accumulation and cardiac derangements.
© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction systolic dysfunction [4,5]. One pathway associated with obesity that is

altered during the development of cardiac insufficiency is cardiac en-

Obesity is reaching epidemic proportions virtually worldwide, and
has been identified by the World Health Organization as a major global
health challenge in coming years [ 1]. Obesity is one of the major risk fac-
tors that lead to heart failure, and there is concern that the growing pop-
ulation of obese individuals may lead to a dramatic increase in the
prevalence of heart failure and disease [2,3].

In obese individuals, heart failure is characterized by early develop-
ment of ventricular diastolic dysfunction, increased left ventricular mass
(hypertrophy) and, ultimately, the potential development of ventricular

* Corresponding author at: Departament de Bioquimica i Biologia Molecular,
Universitat de Barcelona, Avda Diagonal 643, E-08028 Barcelona, Spain.
E-mail address: aplanavila@ub.edu (A. Planavila).

https://doi.org/10.1016/j.ijcard.2018.02.109
0167-5273/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

ergy metabolism. Obesity produces dramatic changes in the energy me-
tabolism of the heart, including increased oxidation of fatty acids [6].
Recent studies highlight the importance of the contribution of these
changes in cardiac energy metabolism to the subsequent development
of heart failure [7].

Fibroblast growth factor-21 (FGF21), an endocrine factor with
known actions as a metabolic regulator, is involved in the control of glu-
cose homeostasis, insulin sensitivity, and ketogenesis [8,9]. The liver is
considered the main site of production and release of FGF21 into the
blood [8,10,11], but extrahepatic tissues, such as white and brown adi-
pose tissue and skeletal muscle, also express FGF21 [12-14]. Recent
studies have demonstrated that FGF21 plays an important role in
cardiac remodeling [15-20]. Notably, the heart is both a target and a
source of FGF21: cardiac tissue expresses FGFR1 (fibroblast growth
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factor receptor 1) and 3-klotho—the main molecular mediators of
FGF21 action in cells—as well as FGF21 [15], the latter of which protects
the heart against pathologic cardiac hypertrophy, oxidative stress, and
myocardial infarction in mouse models [15,16,18].

Promising results have recently been obtained in initial pilot studies
using treatment with FGF21 analogs in obese patients to ameliorate
dyslipidemia and reduce body weight [21]. However, studies in both
mice and humans have shown that obesity is paradoxically associated
with elevated circulating levels of FGF21 and impaired FGF21 signaling
[22]. Thus, obesity has been proposed to represent an FGF21-resistant
state. This phenomenon of reduced FGF21 action in obesity has been at-
tributed to the abnormal reduction in the expression of the FGF21 co-
receptor, B-klotho, in white adipose tissue commonly observed in ro-
dent models of obesity and in obese individuals [23]. This resistance
phenomenon has also been described in cardiac samples from obese
rats [24,25].

Here, we sought to determine the role of FGF21 in cardiac alterations
during obesity. Our findings indicate that FGF21 may be a major medi-
ator of cardiac function during obesity.

2. Methods

See Supplemental Material for an expanded Methods section.

Fgf21~/~ mice (B6N;129S5-Fgf21™'-**/Mmcd) were obtained from the Mutant
Mouse Regional Resource Center. Two-month old wild-type (wt) and Fgf21~/~ male
mice were fed a standard chow diet or a diet in which 45% of calories are obtained from
fat (D12451, Research Diets) for 16 weeks.

3. Results

3.1. Fgf21 induction and 3-klotho downregulation in cardiac tissue upon
high fat feeding

To determine the role of FGF21 in the heart during obesogenic con-
ditions, we subjected mice to a high-fat diet for 16 weeks (Fig. 1), a
dietary regimen that has been previously reported to increase circulat-
ing FGF21 levels [23,26]. In accord with these reports, we found that
plasma FGF21 levels were effectively increased by an obesogenic diet
in our experimental setting (Fig. 1A). Next, we assessed the mRNA
expression levels of Fgf21, Fgfr1 (encoding the FGF21 receptor-1) and
B-klotho, the co-receptor required for FGF21 action, in the hearts of
these animals. We found a significant increase in cardiac Fgf21 mRNA
levels in mice fed a high-fat diet and no change in Fgfr1 mRNA
(Fig. 1B). We also observed a significant decrease in the expression of
the coreceptor 3-klotho, both at the mRNA and the protein level, in wt
mice fed a high-fat diet (Fig. 1C). This result suggests some degree of
cardiac FGF21 resistance, reminiscent of that proposed to occur in adi-
pose tissues in obesity [22,23]. Next, in order to analyze the activation
of the Fgf21 intracellular pathway we measured ERK phosphorylation
(Supplemental Fig. 2A). We found a significant decrease of P-ERK/ERK
protein levels in Fgf21 /~ mice after high-fat feeding. Finally, we tested
the direct effects of fatty acids in an in vitro system using primary cell
cultures of rat neonatal cardiomyocytes (NCMs). We found that treat-
ment of NCMs with oleate, or the combination of oleate and palmitate,
for 24 h led to a robust increase in Fgf21 mRNA levels, but did not alter
expression of the coreceptor 3-klotho (Fig. 1D). In summary, Fgf21

expression is upregulated upon high-fat diet feeding in the heart and
in NCMs after fatty acid treatment.

3.2. Fgf21~/~ mice develop cardiac hypertrophy after a high-fat dietary
regimen

To analyze the impact of systemic and cardiac FGF21 upregulation

duced by an ghesooenic diet we suhiected mice lackine Fof21 to a
1quced Dy an obesogenic aiet, we subjected mice lacking rgizi tc a

high-fat diet regimen. First, we analyzed the systemic alterations and
cardiac consequences of feeding a high-fat diet or standard chow diet
(control) in wt and Fgf21~/~ mice (Table 1). No significant differences
in body weight were observed between wt and Fgf21 ~~ mice on a con-
trol diet, and similar weight gains were attained after 16 weeks of treat-
ment with a high-fat diet in both genotypes without differences in food
intake. The circulating levels of glucose, insulin, and adiponectin were
also unchanged. The levels of non-esterified fatty acids (NEFAs) were
significantly reduced after the obesogenic diet, but no differences be-
tween wt and Fgf21 ~~ mice were observed. This reduction in NEFAs
levels could be ascribed to a deterioration of lipolysis in the white adi-
pose tissue of wt mice caused by this long term diet, as previously de-
scribed [27]. An analysis of the cardiac phenotype showed that the
heart weight/tibia length ratio (HW/TL) was significantly increased
after feeding a high-fat diet in wt mice. In Fgf21 '~ mice, both heart
weight and HW/TL ratio were significantly increased after feeding an
obesogenic diet, and the HW/TL ratio attained by high-fat diet-fed
Fgf21 '~ mice was significantly higher than that in wt mice fed the
same diet. Echocardiographic measurements (Table 1) revealed that
end-diastolic and end-systolic left ventricular internal diameter
(LVIDd and LVIDs, respectively), and end-diastolic and end-systolic vol-
ume (EDV and ESV), were all significantly higher in wt mice fed a high-
fat diet compared with their counterparts on a control diet. No other
echocardiographic measurements showed diet-dependent differences
in wt animals. In Fgf21~/~ mice, LVIDd, LVIDs, EDV, ESV, internal
ventricular septum in diastole (IVSd), and posterior wall thickness in
diastole (PWTd) were significantly increased after a high-fat diet
compared with their corresponding controls on a standard chow diet;
these parameters were also significantly higher compared with those
in wt animals fed a high-fat diet. The sphericity index was significantly
reduced in Fgf21~/~ mice fed a high-fat diet, but not in wt mice
fed a high-fat diet, indicating some degree of eccentric hypertrophy/
dilatation in Fgf21 ~/~ mice in response to the obesogenic diet. No differ-
ences in the ejection fraction or fractional shortening were observed.

Together, these results indicate that, after high-fat diet-induced
obesity, wt mice develop some signs of dilatation, but the response of
Fgf21~/~ mice to the obesogenic diet is more intense, showing en-
hanced cardiac hypertrophy and chamber dilatation. However, no dif-
ferences on cardiac contractility were observed in any of the groups.

Consistent with echocardiographic measurements, a histological
examination of H&E-stained left ventricle tissue sections revealed that
a high-fat diet significantly increased the cross-sectional area of
cardiomyocytes in Fgf21~/~ mice, but not in wt mice (Fig. 1E).

Next, we examined mRNA expression of the hypertrophic marker
gene, Actal (o-skeletal actin) (Fig. 1F). The expression of this marker
gene was already significantly increased in Fgf21~/~ mice under basal
conditions. Feeding a high-fat diet caused an increase in Actal mRNA

Fig. 1. Cardiac FGF21 system during obesity. Adult wt mice were fed either a standard chow diet (CT) or high-fat diet (HF) for 16 weeks. Plasma levels of FGF21 (A) and cardiac expression
levels of Fgf21 and Fgfr1 mRNA (B). (C) Top: Representative immunoblot showing the levels of 3-klotho protein in the heart. Bottom: Cardiac expression levels of 3-klotho in the hearts of wt
(black bars) and Fgf21~/~ (white bars) mice were fed either a standard chow diet (CT) or a high-fat diet (HF) for 16 weeks. (D) mRNA expression levels of Fgf21 and 3-klotho in NCMs after
exposure to oleate (0.4 mM) or the combination of oleate (0.2 mM) and palmitate (0.2 mM) for 24 h. E-G, Adult wt (black bars) and Fgf21~/~ (white bars) mice were fed either a standard
chow diet (CT) or a high-fat diet (HF) for 16 weeks. (E) Quantification of cardiomyocyte cross sectional area (CSA) in the left ventricular wall. (F) mRNA expression levels of the hypertrophy
marker Actal and the fibrosis markers Mmp-9, Tgfb, and Col3al. (G) Determination of fibrosis in histological sections by Masson's Trichrome staining (magnification, 20x ). Scale bar: 50 pm.
Arrows show fibrotic areas (blue). Results are expressed as means + SEMs (n = 5 mice/group). For NCM studies, each experiment was conducted in triplicate using at least two independent
cardiomyocyte isolations. Data were analyzed by unpaired t-test (A, B, and C) or one-way ANOVA (D, E, and F) (*P< 0.05 compared with corresponding control [CT] mice or cells; *P < 0.05

compared with corresponding wt mice).

208



Apéndice

C. Rupérez et al. / International Journal of Cardiology 260 (2018) 163-170

in wt mice, an effect that was sustained in Fgf21 '~ mice, possibly
owing to the higher levels of this marker gene in basal conditions. To as-
sess fibrosis markers, we evaluated the expression of mRNA for matrix
metalloproteinase-9 (Mmp9), collagen-3 (Col3al), and transforming
growth factor-P (Tgfb). Fgf21 ™'~ mice showed significantly increased
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cardiac Mmp9 expression levels compared with wt mice in both control
and high-fat dietary regimens. Col3al and Tgfb mRNA levels tended to
increase in Fgf21 /'~ mice subjected to a high-fat diet, although these
differences did not reach statistical significance, Finally, to assess cardiac
fibrosis directly, we performed Masson's Trichrome staining. We found
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Table 1 the studied genes between wt and Fgf21 '~ mice under basal condi-
Characterization of wild-type and FGF21~/~ mice after a high-fat diet feeding. tions. However, after feeding a high-fat diet, the cardiac expression
Wild-type ECE2I—~— levels of Ucp3, Cat, Gpx1 and Prdx5 genes were markedly induced in
p= E p= e wt mice, but were unchanged in high-fat diet-fed Fgf21 ~/~ mice. Fi-
W - - nally, we analyzed the protein levels of UCP3 in these cardiac samples
BW(g 307+15 423+13" 269413 377407 . . -
P otk ND $90E 2730 i 507 000 (F.1g‘ 2C, Supplem.ental Fig. 3A). Thgse analy§es shoyvedvthat UCPB pro
(keal/mouse) tein levels were increased upon high-fat diet feeding in wt mice, but
HW(mg) 15184+ 2.5 1733+47 1504447 1856+ 8.0° not in Fgf21 ™/~ mice, suggesting a lower antioxidant capacity in these
HW/TL(mg/mm) 8.7 + 0.2 103+03" 86403 112 + 04°F latter animals.
Glucose (mmol/L)  45+02  47+03  48+03  39+03 Collectively, these data suggest that, in the absence of FGF21, mouse
NEFAs (mmol/L) 21£05 1201 21503 1201 hearts may fail to elicit an adaptive antioxidant response to confront an
Insulin (mmol/L)  199+09 154+32 16407  92+68 y lal Ul pUveantiox P
Adiponectin (yg/mL) 804 +75 794+73 702473 746+43 obesogenic diet.
LVIDd (mm) 378 £0.13 4.06+009° 388+0.18 459+ 003%F
LVIDs (mm) 247 £012 279+0.12° 260+015 318+ 0.04*;
IVSd (mm) 069+ 004 0744004 0684003 0934003 o ; i 52 - ;
VS5 (mm) 1094009 1164006 0984005 126 005 {5‘.4.}:-'gf21 mice subjected to an obesogenic diet show lipid accumulation
PWTd (mm) 076 £007 0754004 0704003 090+ 002" in the heart
PWTs (mm) 1.07 +£0.15 1.08+005 089+007 1.12+0.03
EDV (mmj) 6150 +£4.99 7290+ 392" 6583 +785 9662+ 1‘68*va Because one of the main causes of cardiac dysfunction during obesity
is/‘é (":F“ ) 32?)6;026(;7 35;;3;036022 [2)53-21;030-29 3(;;2:()]617 : may be the accumulation of lipids in the heart [6,30,31], we next ana-
ratio . : .. A .. a X 5 P . - o p
P 2174004 208+003 214+006 1924 0015F !yzed Fhe presence of lipid droplets in cardiac samples by Qll red (0] stfnr}—
EF (%) 6975+ 483 66.63 +3.01 66.57 + 465 63.17 + 1.88 ing (Fig. 2D). We found no evidence for the presence of significant lipid
FS (%) 3488437 3225+243 32.14+395 2963+ 1.09 droplets in hearts from wt animals fed either a standard chow or high-

Wild-type and FGF21~/~ mice were maintained on a control diet [CT] or a high-fat diet
[HF] for 16 weeks. BW, body weight; HW, heart weight; HW/TL, heart weight/tibia length
ratio; NEFA, non-esterified fatty acids. LVIDd and LVIDs, LV internal diameter during dias-
tole and systole; IVSd and IVSs, internal ventricular septum during diastole and systole;
PWTd and PWTs, posterior wall thickness during diastole and systole; EDV, end-diastolic
volume; ESV, end-systolic volume; H/R ratio indicates eccentric versus concentric hyper-
trophy and is the ratio average of the left ventricular wall and septum thickness divided
by one-half of the left ventricular diastolic dimension; SI, sphericity index; EF, ejection
fraction; FS, fractional shortening. All measurements are means + S.E.Ms.

* p<0.05 compared with corresponding control [CT] animals.

* p<0.05 compared with corresponding wild-type animals.

no signs of fibrosis in wt mice under any dietary condition, but Fgf21~/~
mice fed a high-fat diet showed widespread fibrotic areas (Fig. 1G). Col-
lectively, these findings indicate that, in the absence of FGF21, a high-fat
diet promotes cardiac hypertrophy and sensitizes mice to hypertrophic
stimuli and associated derangements such as fibrosis.

3.3. Lack of FGF21 impairs the cardiac antioxidant response to a high-fat
diet

FGF21 is involved in the cardiac control of oxidative stress [28].
Therefore, we analyzed cardiac oxidative stress markers in wt and
Fgf21~/~ mice after feeding a high-fat diet (Fig. 2). To assess the occur-
rence of oxidative stress in these hearts, we analyzed aconitase activity,
which is known to be decreased under oxidative stress conditions [29].
We found that aconitase activity was not changed in wt mice under any
dietary condition, but was significantly decreased in Fgf21 ~/~ mice fed a
high-fat diet compared with Fgf21 ~~ mice fed a standard chow diet
(Fig. 2A). Finally, as a measure of oxidative stress we analyzed
malondialdehyde (MDA) levels but no significant changes were ob-
served in any of the conditions analyzed (Supplemental Fig. 2B).

Next, we examined cardiac genes encoding proteins involved in
antioxidant pathways, including Ucp3, Cat (catalase), Gpx1 (glutathione
peroxidase-1), Sod2 (superoxide dismutase 2), and Prdx5
(peroxiredoxin 5), under basal conditions and in response to a high-
fat diet (Fig. 2B). We found no differences in the expression levels of

fat diet. However, lipid staining was dramatically increased in cardiac
samples from Fgf21 '~ mice fed a high-fat diet.

Next, to determine the mechanism responsible for this lipid accumu-
lation, we analyzed the molecular pathways involved in lipid manage-
ment in the heart. To this end, we assessed mRNA expression levels of
the genes Hsl (hormone-sensitive lipase) and Atgl (adipocyte triglycer-
ide lipase), involved in lipolysis; Dgat (diacylglycerol acyltransferase),
involved in triglyceride biosynthesis; and Lp! (lipoprotein lipase), in-
volved in lipid uptake (Fig. 2E). Surprisingly, we found no differences
in any of these genes under either standard chow or a high-fat diet con-
ditions in wt or Fgf21~/~ mice. We also found no significant changes in
the expression of the Pparg gene, encoding the adiposity-related protein
PPARy (peroxisome proliferator activated receptor gamma), or the Plin5
gene (perilipin-5), which is associated with lipid droplets in the heart, in
wt mice under either dietary regimen. However, cardiac mRNA expres-
sion levels of Pparg and Plin5 were upregulated in Fgf21~~ mice on a
standard chow diet and remained high after feeding a high-fat diet.

Considering that a high-fat diet is known to induce fatty acid oxida-
tion (FAO) in the heart [6,31], we examined FAO rates as well as the ex-
pression of FAO-associated genes. The FAO rate was significantly
enhanced after a high-fat diet in both wt and Fgf21 '~ mice (Fig. 2F).
However, no differences were found between wt and Fgf21 ~/~ mice
under either basal or high-fat diet conditions. Moreover, transcript
levels of the FAO-related genes, Pdk4 (pyruvate dehydrogenase
kinase-4) and Acox (acyl-CoA oxidase) trended higher after a high-fat
diet in wt and Fgf21 ~/~ mice, reaching statistical significance in wt
mice (Fig. 2F). Collectively, these findings indicate that the lipid meta-
bolic performance of the heart, as reflected in both lipid anabolic and
catabolic pathways, was not essentially different between wt and
Fgf21~/~ mice after feeding a high-fat diet.

They further indicate that a high-fat diet causes Fgf21 ~/~ mice to
accumulate high levels of lipids in the heart, which could contribute
to the observed exacerbation of cardiac derangements. However,
transcriptional regulation of the classical pathways of lipid droplet man-
agement or changes in FAO pathways cannot explain such lipid
accumulation.

Fig. 2. Oxidative stress and fatty acid metabolism in hearts from wt and Fgf21~/~ mice: effects of a high-fat diet. Adult wt (black bars) and Fgf21~/~ (white bars) mice were fed either a
standard chow diet (CT) or a high-fat diet (HF) for 16 weeks. (A) Aconitase activity (nmol/min/mg protein), determined from protein extracts from cardiac samples. (B) Cardiac mRNA
expression levels of the antioxidant genes, Ucp3, Cat, Sod2, Gpx1, and Prdx5. (C) Western blot analysis of UCP3 protein levels in the heart. GAPDH and Ponceau staining (PS) were used
as loading controls. (D) Left: Representative two-cardiac chamber (axial) histological sections of hearts stained with Oil red O (ORO; magnification, 20x). Scale bar: 50 um. Right:
Quantification of ORO in the left ventricular wall. (E) Cardiac mRNA expression levels of genes involved in lipid management. (F) FAO rates in homogenates from freshly isolated
hearts and mRNA expression levels of the lipid catabolism genes Pdk4 and Acox. Results are expressed as means 4 SEMs (n = 5 mice/group). Data were analyzed by one-way ANOVA
("P <0.05 compared with corresponding control [CT] mice; #P < 0.05 compared with corresponding wt mice).
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3.5. Cardiac autophagy is blocked in Fgf21-null mice subjected to a high-fat

diet

Autophagy is a molecular mechanism responsible of degradation of
intracellular components including lipid droplets, phenomena known

A
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as lipophagy. In order to determine the molecular mechanism behind
lipid accumulation in Fgf21-null mice we first analyzed autophagy-
related genes such as Atg7, Ulk1, Lc3b, Bnip3 and Tfeb (Fig. 3A). In wt
mice, we found a significant increase of the autophagy-related genes,
except Tfeb, in response to the high-fat diet treatment. However, this
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Fig. 3. FGF21 is involved in the cardiac control of autophagy. Adult wt (black bars) and Fgf21~'~ (white bars) mice were fed either a standard chow diet (CT} or a high-fat diet (HF)
for 16 weeks. (A) Expression levels of the autophagic genes Atg?, Tfeb, Uik1, Lc3b, and Bnip3. (B) Western-blot analysis of LC3B and p62 protein levels in the heart. GAPDH and Ponceau
staining (PS) were used as loading controls. (C) Expression levels of autophagic genes in mNCMs from wt (black bars) and Fgf21/~ (white bars) mice. (D) Expression levels of autophagic
genes in NCMs in the presence or absence of FGF21 (50 nM). (E-F) Western blot analysis of LC3B and p62 protein levels in NCMs exposed to FGF21 for 24 h with or without chloroquine
(50 uM), added 8 h before harvesting. Ponceau staining (PS) and GAPDH protein were used as loading controls. (G) Representative transmission electron microscopy images of hearts
from wt and Fgf21~~ mice fed a high-fat diet (HF) for 16 weeks. Yellow arrowheads indicate autophagosomes containing lipids. Red arrowheads indicate autophagosomes containing
cytoplasmic substrates without lipids. LD: Lipid droplets. Results are expressed as means + SEMs (n = 5 mice/group). Data were analyzed by one-way ANOVA (P < 0.05 compared
with corresponding control [CT] mice or cells; *P < 0.05 compared with corresponding wt mice).

up-regulation was impaired in Fgf21-null mice upon high-fat feeding.
Next, in order to determine the autophagic activity, we examined the
levels of the phosphatidyletanolamine-conjugated microtubule-
associated protein 1 light chain 3 beta (LC3B-II) [32] and the p62 levels
(Fig. 3B, Supplemental Fig. 3A). Immunoblotting analyses showed no

significant changes in LC3B-I or LC3B-II and in p62 protein in heart
from wt animals at any dietary condition. In basal conditions, Fgf21-
null mice showed increased levels of LC3bII that might indicate some
activation of autophagy, but this was not accompanied by a reduction
in p62 levels. However, in high fat diet-fed Fgf21-null mice, we found
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a dramatic accumulation of the autophagic substrate of degradation p62
which is statistically significant, consistent with a reduction in
autophagy.

Next, we analyzed the mitophagy genes Pink1 and Parkin (Supple-
mental Fig. 3B). No significant changes either at the mRNA or protein
levels (in the case of Parkin) were observed. Moreover, mitochondrial
activity was preserved in all the conditions (Supplemental Fig. 3C).

In order to confirm a cardiac cell-autonomous role of Fgf21 on au-
tophagy, we first analyzed the expression levels of autophagy-related
genes (Atg7, Tfeb, Ulk1 and Lc3b) in mouse neonatal cardiac myocytes
from wt and Fgf21-null mice (Fig. 3C). We found that the mRNA levels
from the autophay-related genes analyzed, (except Ulk1), were signifi-
cantly decreased in mNCMs from Fgf21-null mice compared to mNCMs
from wt mice. Next, we treated neonatal cardiomyocytes with Fgf21 for
24 h and analyzed autophagy-related genes (Fig. 3D). We found that the
expression levels of Atg7, Ulk1 and specially Tfeb, were significantly in-
creased after Fgf21 treatment. Finally we analyzed the protein levels of
LC3b 1/l and p62 in neonatal cardiomyocytes exposed to Fgf21 (Fig. 3E).
We found that treatment with Fgf21 did not modify LC3b II protein
levels whereas it caused a dramatic decrease in the p62 protein levels,
indicating that Fgf21 induces autophagy in cardiomyocytes. In order to
further confirm the activation of autophagic flux by Fgf21, we treated
NCMs with Fgf21 in the presence or absence of the autophagy inhibitor
chloroquine (Fig. 3F). We found an accumulation of LC3bII and p62 in
the cells treated with chloroquine, indicating some extent of basal au-
tophagic activity in cardiomyocytes in culture. However, in NCMs
treated with Fgf21 in the presence of chloroquine, the accumulation of
LC3bII and p62 protein levels was enhanced compared to the untreated
cardiomyocytes therefore confirming the activation of the autophagic flux
in response to Fgf21 in cardiac cells.

Finally, we examined the subcellular structure of heart sections from
wt or Fgf21-null mice subjected to a chow (data not shown) or a high-
fat diet using transmission electron microscopy (Fig. 3G). In wt mice
subjected to the obesogenic diet, we observed the presence of multiple
degradation vesicles consistent with an autophagosome structure.
Many of these vesicles contained small fat droplets or a big droplet, in-
dicative of lipophagy. However, this type of lipid degradation vesicle
was largely absent in images of Fgf21-null mice exposed to a high-fat
diet.

4. Discussion

In the present study, we describe for the first time the impact of the
FGF21 system at the cardiac level in diet-induced obesity in mice. We
show that high-fat diet-induced obesity increases systemic levels of
FGF21, in agreement with previous studies [23,26], but also elevates car-
diac Fgf21 expression levels. Moreover, high-fat diet-induced obesity
reduced cardiac p-klotho levels in wt animals, suggesting some degree
of cardiac resistance to FGF21 in obese mice, as previously reported in
rats [24,25]. In accord with previous reports [22,33], high-fat diet
feeding induced a similar response in wt and Fgf21 7~ mice in terms
of body weight, glucose, and NEFAs, further supporting the phenomena
of systemic resistance to FGF21. By contrast, no hyperinsulinemia was
observed in Fgf21 '~ mice probably due to the lower age of mice. How-
ever, in cardiac tissue, an FGF21 insufficiency (Fgf21~/~ mice) further
enhanced the cardiac hypertrophy associated with obesity, despite the
reduced levels of 3-klotho, indicating that cardiac resistance does not
completely attenuate FGF21 actions in wt obese mice. Alternatively,
the possibility that downregulation of 3-klotho expression is not a
major contributor to impaired FGF21 signaling cannot be ruled out, in
agreement with a very recent study in white adipose tissue [34]. Fur-
thermore, the lack of genotype-dependent systemic differences in the
response to an obesogenic diet further supports the idea that the effects
of FGF21 in cardiac tissue are direct rather than indirect. Although it has
been reported that the cardioprotection associated with FGF21 could be
indirect through adiponectin [18], the circulating levels of adiponectin

were not fundamentally different among our experimental groups, sug-
gesting a direct protective role of FGF21 rather than an adiponectin-
mediated effect.

Consistent with our results showing enhanced lipid accumulation in
hearts of Fgf21 '~ obese mice, it has been reported that Fgf21 deletion
significantly aggravates cardiac lipid accumulation in mouse models of
diabetes [35,36], but the underlying molecular mechanism remained
unclear. Here, we identify autophagy/lipophagy as a new molecular
mechanism involved in this cardiac lipid accumulation in response to
FGF21. Although it is thought that there is a general reduction in au-
tophagy in tissues such as liver and heart during obesity [37-40], to
our knowledge, the potential involvement of lipophagy specifically dur-
ing cardiac dysfunction has not been previously addressed. A few re-
ports have described a role for FGF21 in the control of autophagy
[41,42], but a specific role for FGF21 in lipophagy has not been investi-
gated in a cardiac context. Accumulation of lipid droplets in the heart
is a pathogenic event that is associated with lipotoxicity, and is ulti-
mately responsible for cardiac dysfunction, remodeling and ultimately
heart failure development [31]. Thus, FGF21-mediated control of
lipophagy might be a protective mechanism that counteracts patholog-
ical lipotoxic events that lead to cardiac dysfunction during obesity. Col-
lectively, these results indicate that FGF21 is involved in the control of
autophagy in the heart and that the lack of FGF21 results in impaired
cardiac autophagy with consequences for cardiac lipid accumulation
under high-fat diet conditions.

In our model, the accumulation of lipids in cardiac muscle during
obesity was also accompanied by accelerated myocardial FAO rates
and some cardiac dysfunction, as previously reported [43,44]. By con-
trast with our previous studies in other models of cardiac dysfunction
[15,19], we found that genetic ablation of Fgf21 had no effect on the
FAO rate.

There is still some debate regarding the cardiac consequences of a
high-fat diet [45-47]. In wt animals, we observed mild effects of an
obesogenic diet on cardiac function and saw no signs of hypertrophy.
These data contrast with the commonly held belief that obesity predis-
poses to cardiac dysfunction and remodeling, and that a high-fat diet
leads to cardiac hypertrophy and heart failure [48,49]. However, multi-
ple studies have reported that high-fat feeding causes mild effects on
cardiac function and no overt cardiac hypertrophy [50]. The type of
diet, the duration of the treatment, and/or species differences might ex-
plain these apparently conflicting data [46]. What is clear from our
study is that a FGF21 deficiency predisposes to the development
of cardiac hypertrophy, dilatation and fibrosis after an obesogenic diet,
further confirming the critical role of FGF21 for normal cardiac
performance.

In summary, we here show that FGF21 is a key mediator of cardiac
function during obesity. We also establish for the first time that FGF21
is a relevant component of the molecular machinery that controls au-
tophagy during the development of the cardiomyopathy associated
with obesity. These findings may have important biomedical implica-
tions for obesity-associated heart failure.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.ijcard.2018.02.109.
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