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Introduccidn

El factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) es un miembro de la
subfamilia de factores de crecimiento fibroblastico que incluye a FGF19 y FGF23"
3. Se ha demostrado que el FGF21 tiene funciones autdcrinas regulando la
expresion del receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR) gamma
en el tejido adiposo promoviendo la adipogénesis4, asi como funciones paracrinas
y enddcrinas®®. El FGF21 se sintetiza predominantemente en el higado como
respuesta al ayuno prolongado o dietas cetogénicas a través de PPAR alfa®"’.
Nuestro grupo mostré recientemente, que la actividad fisica prolongada
incrementa los niveles circulantes de FGF218. El FGF21 es un activador potente
del consumo de glucosa en adipocitos y musculo a través de la via de Akt y del
transportador de glucosa 1 (GLUT1)®, estimula la gluconeogénesis, oxidacion de
acidos grasos, lipdlisis y cetogénesis e inhibe la lipogénesis™. FGF21 también
suprime la via de sefalizacion de la hormona de crecimiento (GH), inhibiendo asi
la expresion del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1)"". A pesar de la
evidencia existente, el papel de este péptido en los humanos y sus acciones sobre
las alteraciones metabdlicas siguen siendo materia de mucha discusion’?.

La hormona de crecimiento (GH) regula multiples procesos fisiolégicos que

1314 De manera similar a FGF21, la

incluyen el crecimiento y metabolismo
secrecion de GH se induce por el ayuno prolongado y actividad fisica; ademas,
ambas hormonas inducen lipdlisis y cetogénesis5’6'15. En un estudio en ratones
transgénicos, se demostré6 que FGF21 inhibe la via de sefializacion de GH

reduciendo su regulador principal, el transductor de sefal y activador de

transcripcion 5 (STAT-5), quien a su vez reduce la expresion de IGF1".
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Los mecanismos completos a través de los cuales FGF21 lleva a cabo sus
acciones metabdlicas, no han sido elucidados completamente y existe una gran
variabilidad inter individual de los niveles de FGF21 en sujetos sanos'. La
elevacion modesta de la concentracion de FGF21 después de ayuno prolongado,
administracion de dietas cetogénicas y/o tratamiento con agonistas de PPAR alfa
en humanos, en comparacion con la respuesta observada en modelos animales,
requiere de mayor estudio’. Recientemente, se demostré obtener un incremento
significativo de la produccién hepatica de FGF21 posterior a la administracién de
dosis suprafisioldégicas de GH en sujetos sanos. Sin embargo, en pacientes con
deficiencia de GH, la hormona de crecimiento no parecié influenciar la produccion

hepatica de FGF21 antes ni después de su reemplazo adecuado®.



Marco teodrico

Factores de crecimiento fibroblastico

Los factores de crecimiento fibroblastico (Fibroblast Growth Factor, FGF)
constituyen una gran familia de factores de crecimiento polipeptidicos que se
encuentran en muy diversos organismos desde nematodos hasta vertebrados. Un
gen tipico de fgf contiene tres regiones codificantes, de las cuales el exén 1
contiene al aminoacido metionina, sin embargo algunos fgf (fgf 2 y fgf 3) contienen
secuencias 5' adicionales que inician con el codon CUG. La localizacién de los
genes fgf se encuentra dispersa a través del genoma. En el humano se han
identificado 22 genes FGF de los cuales la ubicacion gendmica de todos a
excepcion del 16 se conocen. Algunos FGF se encuentran agrupados en regiones
especificas del genoma, como ejemplo FGF3, FGF4 y FGF 19 se encuentran en el
cromosoma 11913 y se encuentran separados por unicamente por 40 y 10 kb
respectivamente. FGF6 y FGF23 se localizan en 12p13, FGF17 y FGF20 se
localizan en 8p21-p22. La localizacion de estos genes indica que la familia de
genes FGF, evolutivamente fue generada tanto por duplicacion cromosémica y

translocacion’”.
Evolucion

Los genes fgf han sido identificados tanto en organismos invertebrados
como en vertebrados. En organismos unicelulares no se han identificado genes
que codifiquen para FGF, sin embargo se ha reportado una secuencia semejante
al gen fgf dentro del genoma del virus polihedrosis nuclear. Entre las especies que

expresan FGF, la mayoria de estas proteinas se encuentran conservadas y



comparten cerca del 90% de identidad en sus secuencias de aminoacidos. Con
base en esta homologia, los FGF en organismos vertebrados han sido clasificados
en varios subgrupos o subfamilias. Los miembros dentro de un subgrupo o
subfamilia comparten mayor semejanza en sus secuencias, asi como propiedades
bioquimicas, y origen evolutivo semejante. Los miembros de cada subfamilia no
comparten necesariamente cercania fisica dentro de la misma regién gendmica,
este hecho sugiere que las subfamilias fueron generadas por mecanismos como
translocacion y duplicacién genémica, no por duplicacion local’.

Caracteristicas estructurales

En vertebrados, el peso molecular de las FGF se encuentra entre 17 a 34
kDa. La mayoria de los FGF comparten un nucleo interno semejante de 28
aminoacidos conservados y 6 residuos de aminoacidos idénticos; 10 de estos
aminoacidos interacttan con el receptor de FGF (FGFR). Los estudios
estructurales identifican 12 estructuras en forma de laminas beta antiparalelas en
la regidn nuclear conservada. Las laminas beta 10 y 11 contienen varios residuos
de aminoacidos basicos que forman el sitio de unién con heparina’’.

Localizacion

Los FGF 3-8, 10, 15, 17-19, y 21-23, poseen péptidos senal en la region
amino-terminal que indican que son proteinas secretadas por las células. Los FGF
9, 16 y 20 carecen de péptido senal y por tanto no son secretados. FGF 1y 2
carecen de péptido sefal y no son secretados, en cambio se encuentran
localizados insertos en la superficie celular y en la matriz extracelular, siendo

liberados de las células por mecanismos independientes al reticulo endoplasmico.



Los FGF 11-14 comprenden un grupo distinto, estos carecen de péptido sefal y se
considera que permanecen en el interior celular, se considera por tanto que no
interactuan con el FGFR y que funcionan de forma independiente de receptor en el
interior celular. Los 22 miembros de la familia de FGF se expresan de forma
diferente en la mayoria de los tejidos, sin embargo la secuencia y patrones de
expresion varia considerablemente. Las subfamilias de FGF tienden a poseer
patrones semejantes de expresion, aunque cada FGF parece tener sitios unicos
de expresion. Algunos son de expresion unica durante el desarrollo embrionario y
otros se expresan tanto en el desarrollo embrionario como en el tejido adulto. Lo
anterior sugiere que los FGF funcionan en fases importantes durante el desarrollo
embrionario. La sefializacién a través de los FGF es direccional y reciproca a
través de los limites epitelio-mesénquima. La integridad de estas vias de
sefnalizacion requiere la regulacion precisa de los FGF y la expresion de sus

receptores’®.
Receptor de FGF

El receptor de FGF (FGFR) es un receptor tipo tirocina cinasa, contiene 2 a
3 dominios de inmunoglobulina y una secuencia de unién a heparina. A través de
proceso de splicing alternativo del mRNA del FGFR se especifica la secuencia del
extremo carboxilo terminal del dominio Il de inmunoglobulina, esto da resultado a
las isoformas la Illb y lllc del FGFR. El splicing alternativo estd regulado de
manera tejido especifica y afecta importantemente la especificidad de la
interaccién ligando-receptor. El exén lllb se expresa preferentemente en células

epiteliales y el exon llic preferentemente en células mesenquimatosas. Los



ligandos especificos de estas dos formas alternativas se expresan en tejidos
adyacentes entre si, esto da como resultado una sefializacién direccional entre
células epitelio-mesenquimatosas selectiva. Otra caracteristica en la biologia de
FGF involucra la interaccidon entre los péptidos FGF con la heparina asi como
proteoglicanos ricos en heparan sulfato, como resultado de estas interacciones los
FGF se estabilizan frente a la desnaturalizacion por calor y protedlisis, asimismo
evita que su difusion o que sean vertidos al espacio intersticial. La interaccion de
FGF con los residuos de heparina es necesaria para que ocurran los efectos
bioldgicos y permite ademas la formacién de dimeros u oligobmeros. Evidencia
experimental demuestra que células que carecen de la maquinaria enzimatica
para producir proteoglicanos ricos en heparan sulfato, o células tratadas con

enzimas que degradan estos complejos, son ineficientes para activar el FGFR.
FGF con efectos metabdlicos

De entre los 22 integrantes de la familia FGF, recientemente se han hallado
tres moléculas que poseen actividad metabdlica y que cumplen con las
caracteristicas para ser considerados hormonas, estos son:

1. FGF19 (equivalente a FGF 15 en ratones): se expresa en el epitelio
intestinal, regula la biosintesis de acidos biliares y la adipogénesis.
2. FGF23: regula la homeostasis del calcio y del fésforo, controlando la

fosfaturia y la sintesis de vitamina D.

3. FGF21: es la molécula descrita mas recientemente, se expresa en higado y
posee efectos metabdlicos como incremento en la captacién de glucosa por

los adipocitos, incremento del gasto energético e induce pérdida de peso,



reduccion en los niveles de glucosa vy triglicéridos en ratones obesos y en

chimpanceés con diabetes, y finalmente promocién de la oxidacion de acidos

grasos e incremento en la formacién de cuerpos cetdnicos'?.

Estos tres miembros de la familia FGF pertenecen a una subfamilia
conocida como familia FGF19, debido a que poseen caracteristicas comunes: la
expresion de estas moléculas requiere la interaccion de factores nucleares
especificos, a saber: FXR, 1-25(0OH), Vitamina D, y PPAR-a, con RXR para
permitir la transcripcion de FGF19, FGF23 y FGF21 respectivamente. Otro
aspecto en comun es la ausencia de dominios que interactuan con residuos de
heparan sulfato, y que sus receptores carecen de residuos de heparan sulfato y
requieren de interactuar con un coreceptor conocido como [(B-Klotho; la interaccion

con este coreceptor da especificidad a la unién FGF-FGFR.

FGF21

Nishimura en el aino 2000, reporté el aislamiento del cDNA de una molécula
de la familia FGF designada como FGF21 (fue el FGF numero 21 descrito),
compuesta por 209 aminoacidos y cuyo principal sitio de expresion es el higado,
musculo esquelético y células B pancreaticas. Se localiza en el cromosoma 19,
cercano al sitio que ocupa el gen de la fucosiltransferasa humana, posee
considerable homologia (75%) con su analogo murino™. En el afio 2005,
Kharitonenkov mostré que en ratones con diabetes, FGF21 mejoraba los niveles
de glucemia, insulina y triglicéridos; la sobreexpresion transgénica en ratones
resulté en un fenotipo esbelto y sensible a la insulina®. Los estudios de Badman e

Inagaki colocaron a FGF21 como una hormona importante en el periodo



intermedio (horas) de adaptacién al ayuno e inducido por el factor de transcripcion
PPAR-a (blanco farmacolégico de los fibratos, farmacos cuya actividad es
disminuir los niveles de triglicéridos). Reportan que el ayuno o los agonistas
PPAR-a incrementan los niveles de mRNA de FGF21 cerca de 25 veces el nivel
basal. Por el contrario, los ratones PPAR-a -/-, mostraron niveles disminuidos de
MmRNA de FGF21, asi como ausencia de respuesta a los agonistas PPAR-a y
respuesta disminuida al ayuno®®.
Los efectos metabolicos descritos de FGF21 son:

1. Efectos sobre el metabolismo de la glucosa: la administracion de FGF21 se
asocié con una reduccion significativa de los niveles de glucosa
sanguineos, efecto que fue aditivo con el de insulina. En cultivos de
adipocitos y células 3T3-LI, la administracion de FGF21 tuvo un efecto
dosis-dependiente en estimular la captacion de glucosa. Este incremento en
la captacion de glucosa parece ser especifico para los adipocitos, ya que
este hallazgo no se repitid en otras lineas celulares como fibroblastos, pre-
adipocitos, mioblastos e higado. Estudios in vivo han mostrado que el
FGF21 regula la expresion del transportador GLUT 1 especificamente en
tejido adiposo; tras 4 horas de la administracién de FGF21, el incremento
en la expresion del mMRNA del GLUT1 se asocidé con una mayor expresion
del transportador en la membrana celular de los adipocitos, este efecto no
se hall6 en otros tejidos como musculo, higado, riidn y cerebro. A
diferencia del efecto de la insulina sobre la captacion de glucosa que ocurre
en segundo a minutos de su administracion, el efecto de FGF21 requiere de

horas. Se ha estudiado el efecto de FGF21 sobre la funcién de las células B
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pancreaticas en el modelo murino de diabetes, con la aplicacién de FGF21
se observd incremento en el contenido de insulina asi como secrecién de
insulina estimulada por glucosa.

2. Efecto en el metabolismo lipidico: Se ha observado un incremento en la
sintesis hepatica de FGF 21 tras la estimulacion con agonistas
farmacologicos de PPAR-a en ratones, y tras la administracion de fibratos
en humanos. La expresion hepatica de FGF21 en ratones en ayuno se
activa a través del receptor PPAR-q, y esta respuesta se encuentra ausente
en ratones transgénicos que carecen de PPAR-a. El resultado es el
incremento en la sintesis de enzimas involucradas en el metabolismo de
acidos grasos y en la sintesis de acetil-CoA. En condiciones de ayuno
prolongado, el producto final del metabolismo de la acetil-CoA es la
produccion de cuerpos cetdnicos. Mediante técnicas de RNAI se redujo la
expresion de FGF21 en ratones, esto produjo como resultado un
incremento considerable en los niveles de triglicéridos e incremento en el
contenido graso del higado a pesar de que recibian una dieta cetogénica.
Estos efectos se asociaron con disminucién en la expresion de la 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA  sintetasa 2 (HMGCS2) y del carnitina
palmitoiltransferasa 1a (CPT1a).

3. Efecto en el metabolismo del acido urico: estudios en voluntarios sanos han
mostrados que la activacion de PPAR-a incrementa la excrecion de acido
urico. De acuerdo con lo anterior, el fenofibrato (agonista PPAR-a)
disminuye las concentraciones de acido urico.

4. Efecto del ejercicio fisico sobre FGF21: el estudio realizado por Cuevas-

9



Ramos y cols. en una poblacion de individuos con sindrome metabdlico
comparado contra individuos sanos, encontré que la actividad fisica diaria
tiene una asociacion positiva con los niveles de FGF21; esta asociacion se
sugiere es explicada debido a que el ejercicio fisico estimula la lipdlisis, con
la consecuente liberacion de acidos grasos libres que activan a PPAR-a
que a su vez estimula la secrecion de FGF218,

FGF21 se ha encontrado elevado en pacientes con obesidad y se
encuentra progresivamente elevado conforme los pacientes presentan
componentes del sindrome metabdlico. Se ha planteado la posibilidad de que la
expresion de FGF21 en estas circunstancias constituya un mecanismo de defensa
en el cual en presencia de concentraciones elevadas de acidos grasos (elementos
centrales en la fisiopatologia de la resistencia a la insulina) al actuar como
ligandos PPAR-a, FGF21 estimula la oxidacién de estos acidos grasos con el

objetivo final de evitar la lipotoxicidad en tejido hepatico, muscular y pancreatico.

Hormona de crecimiento

Sintesis

La hormona del crecimiento (GH) es la hormona mas abundante de la
hipofisis anterior constituyendo hasta el 50% de la poblacién celular total de esta
porcion de la glandula. El desarrollo somatotrofo y la transcripcion de GH
dependen de la expresion del factor de transcripcion nuclear Pit-1 especifico de la
célula. Cinco genes distintos codifican a la GH y otras proteinas relacionadas, y
todo el grupo se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 17 en las

bandas q22-24. El gen GH hipofisario (human Growth Hormone-Normal, hGH-N)
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produce dos cortes distintos que generan una GH de 22 kDa (191 aminoacidos) y
otra menos abundante, de 20 kDa, con actividad biolégica similar. Las otras
proteinas relacionadas a GH codificadas en estos genes incluyen a la human
Growth Hormone-Variant (hGH-V), human Chorionic Somatotropin-Like (hCS-L),
hCS-A y hCS-B todas ellas expresadas en los trofoblastos placentarios

Unicamente?®?!.

Secrecion

La secrecion de GH es regulada por factores hipotalamicos y periféricos
complejos. La GHRH es un péptido hipotalamico de 44 aminoacidos que estimula
la sintesis y la liberacién de GH. La ghrelina, un péptido derivado de la mucosa
gastrica, induce a la GHRH y también estimula directamente la liberacion de GH.
La somatostatina [factor inhibidor de liberacion de somatotropina
(SRIF, somatotropin-release inhibiting factor)] se sintetiza en el area preoptica
medial del hipotalamo e inhibe la secrecion de GH.

La secrecion de GHRH se hace en picos separados que provocan la
liberacion pulsatil de GH, mientras que la SRIF establece el tono basal de GH. La
SRIF también se expresa en muchos tejidos extrahipotaldmicos como el sistema
nervioso central, aparato digestivo y pancreas, donde actua asimismo inhibiendo
la secrecion hormonal de los islotes. El IGF1, la hormona periférica blanco de la
GH, provoca inhibicién por retroalimentacion; los estrogenos inducen la secrecién
de GH, mientras que el exceso de glucocorticoides inhibe su liberacion.

Los receptores de superficie situados sobre las células somatotrofas

regulan la sintesis y la secrecion de GH. El receptor de GHRH es un receptor
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acoplado a la proteina G que efectua su funcion de sefalizacién a través del AMP
ciclico. La activacién de este receptor estimula la proliferacion de las células
somatotroficas asi como también la produccion de la hormona. En el hipotalamo y
la hipofisis se expresa un receptor definido para la ghrelina. La somatostatina se
une a cinco subtipos distintos de receptor (SSTR1 a SSTR5); los subtipos SSTR2
a SSTRS suprimen de manera preferencial la secrecion de la GH (y de TSH).

La secrecion de GH es pulsatil y las concentraciones maximas se alcanzan
por la noche, por lo general al comienzo del sueno. La secrecion de GH disminuye
con la edad, de manera que su produccion durante la madurez equivale
aproximadamente a 15% de la que existe en la pubertad.

Estos cambios son paralelos a la disminucion de la masa muscular magra
relacionada con la edad. La secrecién de GH es también menor en las personas
obesas, aunque la concentracion de IGF1 se conserva, lo que indica un cambio
del punto de ajuste para el control por retroalimentacién. En la hora siguiente al
comienzo del suefio profundo y también después del ejercicio, el estrés fisico, los
traumatismos y durante la septicemia, la concentracion de GH asciende. La
secrecion total de GH en 24 h es mayor en las mujeres y aumenta con la
administracién de estrogenos. Con los analisis utilizados en la practica clinica
habitual, las mediciones aleatorias de GH no consiguen detectarla en casi 50% de
las muestras tomadas durante el dia en personas sanas y es indetectable en la
mayor parte de individuos obesos y de edad avanzada. Por tanto, las mediciones
unicas al azar de GH no permiten distinguir entre los pacientes con deficiencia de
GH y las personas sanas.

La secrecion de GH depende en gran medida de factores relacionados con

12



la nutricion. Con los nuevos analisis ultrasensibles de quimioluminiscencia, puede
demostrarse que una carga excesiva de glucosa inhibe la secrecién de GH. En la
desnutricion crénica y el ayuno prolongado, aumentan la frecuencia de las
pulsaciones y la amplitud de los valores maximos. La L-arginina, dopamina,
apomorfina (un agonista del receptor de dopamina) y las vias adrenérgicas alfa,
estimulan la secrecién de GH. El bloqueo adrenérgico beta induce la liberacion
basal de GH y potencia su liberacion por accién de la GHRH y la insulina.
Accion

El patrén de secrecion de GH puede afectar las reacciones de los tejidos.
La mayor pulsatilidad de la hormona observada en los varones en comparacion
con la secrecion relativamente continua de las mujeres podria ser un determinante
biolégico importante del crecimiento lineal y de la induccidén de enzimas hepaticas.

El receptor de la GH se cloné inicialmente de cDNA hepatico y es una
proteina de 70 kDa que tiene homologias estructurales con la superfamilia
citocina/hematopoyética?®. El higado y el cartilago son los 6rganos con mayor
numero de receptores de GH. La union de GH a dimeros preformados de
receptores es seguida de la rotacion interna y de sefiales por la via de JAK/STAT.
Las proteinas STAT activadas translocan al nucleo, donde modulan la expresion
de los genes blanco regulados por la GH. Los analogos de GH que se unen al
receptor pero que no pueden mediar el envio de sefales desde el mismo, son
antagonistas potentes de la accién de GH?'.

La GH induce la sintesis proteinica y la retencion de nitrégeno y altera la

tolerancia a la glucosa, antagonizando la accién de la insulina. También estimula
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la lipolisis a través del incremento de la concentracidon de acidos grasos
circulantes, reduciendo la grasa visceral y favoreciendo la produccién de masa
corporal magra. La hormona estimula la retencién de sodio, potasio y agua, y
eleva la concentracion sérica de fosfato inorganico. El crecimiento lineal del hueso
se debe a complejas acciones hormonales de los factores de crecimiento, como

IGF1.
Factor de crecimiento similar alainsulina 1

Aunque la GH ejerce efectos directos en los tejidos efectores, muchas de sus
acciones fisiolégicas se llevan a cabo de forma indirecta a través de IGF1, un
potente factor de crecimiento y diferenciacion. El gen para la codificacién de IGF1
se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 12 en la banda 923.2 y
se expresa de manera predominante en el higado. En los tejidos periféricos, IGF1
posee acciones paracrinas locales tanto dependientes como independientes de
GH. Por esta razén, la administracion de GH induce la aparicién de IGF1
circulante y también estimula la produccién local de IGF1 en diversos tejidos?".
Tanto el IGF1 como IGF2 se unen con gran afinidad a las proteinas
transportadoras de IGF (IGFBP, IGF-binding proteins) que regulan la actividad
bioldgica de IGF. La concentracion de IGFBP3 depende de la GH y esta proteina
actua como transportador principal del IGF1 circulante. La deficiencia de GH y la
desnutricion se acompafnan de bajas concentraciones de IGFBP3. La IGFBP1 y la
IGFBP2 regulan la accion local de los IGF en los tejidos, pero no se unen en
cantidad apreciable al IGF1 circulante®.

Las concentraciones séricas de IGF1 dependen en gran medida de distintos
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factores fisiologicos. Sus niveles aumentan durante la pubertad hasta alcanzar
valores maximos a los 16 afos, para después declinar en mas de 80% durante el
proceso de envejecimiento. Las concentraciones de IGF1 son mas altas en las
mujeres que en los varones. Como la GH es el determinante principal de la
sintesis hepatica de IGF1, las alteraciones de su sintesis o de su accion provocan
el descenso de la concentracion de IGF1. Los estados hipocaldricos se relacionan
con resistencia a la GH y sus concentraciones son bajas en la caquexia,
desnutricion y septicemia. En la acromegalia, la concentracién de IGF1 es siempre
alta y refleja una relacién logaritmica lineal con las concentraciones de GH?'.
Recientemente se ha propuesto al ejercicio como un factor estimulador para
la produccion de IGF1, y se ha logrado observar un aumento en sus
concentraciones séricas después de periodos largos de entrenamiento, sin
embargo no se ha podido demostrar de manera consistente un incremento en su

concentracion sérica después de realizar ejercicio de manera aguda y subaguda.
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Definicion del problema

En un estudio previo realizado en mujeres sanas la realizacién de ejercicio
se asocid con incremento de los niveles de FGF21. Se ha descrito que la
realizacion de ejercicio es uno de los principales estimulos para la produccion de
GH. Por otra parte, el efecto descrito de la realizacion de ejercicio en las
concentraciones de IGF1 no ha sido consistente. Finalmente, se desconoce si el
incremento en las concentraciones de FGF21 observadas tras la realizacion de

ejercicio tiene correlacion con GH e IGF1.
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Justificacion

Recientemente se ha demostrado la secrecion de FGF21 inducida por
ejercicio, molécula que parece funcionar como ahorradora de energia a través de
la disminucion de la actividad de los procesos que la consumen, como lo es el
crecimiento. Por este motivo es necesario relevante continuar el estudio de los
mecanismos por los que actua. En este sentido, la interaccion que tiene FGF21
tanto con GH como con IGF1, proporcionara informacion novedosa en cuanto al

mecanismo de acciéon de este factor.
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Hipotesis
El incremento en la concentracion de FGF21 después de un programa de

actividad fisica intensa se correlacionara positivamente con la concentracién de

GH y negativamente con la de IGF1 en mujeres sanas.
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Objetivo primario
1. Correlacionar los niveles séricos de GH con los niveles séricos de FGF-21
en mujeres sanas sedentarias antes y después de un programa de
actividad fisica intensa.
a. Basalmente (antes del programa de actividad fisica)
b. Después de un programa de actividad fisica intensa (al concluir el
programa de dos semanas)
2. Correlacionar los niveles séricos de IGF1 con los niveles séricos de FGF-21
en mujeres sanas sedentarias antes y después de un programa de

actividad fisica intensa

Objetivos secundarios

1. Evaluar el cambio en los niveles séricos de GH en mujeres sanas
sedentarias antes y después de un programa de actividad fisica intensa.
2. Evaluar el cambio en los niveles séricos de IGF1 en mujeres sanas

sedentarias antes y después de un programa de actividad fisica intensa.
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Material y métodos

Participantes

El grupo de estudio estuvo conformado por 60 mujeres sedentarias, sanas,
entre 18 y 35 afnos de edad con un indice de masa corporal <30 kg/mz. Se decidio
incluir unicamente mujeres debido al menor riesgo cardiovascular y para evitarla
variabilidad de los niveles de GH e IGF1 inherentes al género. El estilo de vida
sedentario se defini6 como la ausencia de actividad fisica regular de intensidad
moderada a vigorosa en los 6 meses previos. Se excluyeron sujetos con sindrome
metabdlico, diabetes, dislipidemia, hipertensién, asma y enfermedad tiroidea.
Otros criterios de exclusion incluyeron el uso de fibratos, agonistas o bloqueadores
beta o historia personal de arritmias, soplos cardiacos, cardiomegalia o tratamiento
para enfermedad cardiovascular, asi como contraindicaciones para realizar
ejercicio.

Programa de ejercicio

El programa de ejercicio se llevo a cabo en el departamento de Cardiologia
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ). Se utilizé el protocolo de Bruce en banda sinfin 5 veces a la semana
durante dos semanas. El protocolo tiene siete etapas, cada una de 3 minutos de
duracion, resultando en 21 minutos de ejercicio en el protocolo completo. La
velocidad y la inclinaciéon se incrementan desde 2.7 km/hr y 10% de inclinacién en
la primera etapa, hasta 9.6 km/hr y 22% de inclinaciéon en la ultima etapa. Se
consideraron 2 criterios para detener la prueba: 1. alcanzar la frecuencia cardiaca

maxima estimada y 2. fatiga. Se realizaron un total de 9 pruebas a cada
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participante, durante un periodo de 2 semanas, prohibiendo la realizacion de
ejercicio fisico adicional durante la duracion del protocolo. Se tomé como criterio
de eliminacion la falta de una prueba durante la segunda semana de estudio. Se
tomaron muestras antes del inicio de la primera sesion de ejercicio y al finalizar las
2 semanas del protocolo.

Tamano de muestra

Se calculd la muestra considerando una correlacion de 0.35 entre la
concentracion de GH y FGF21 con un error alfa de 0.05 y un error beta de 0.20
(poder de 80%), para lo cual se requirié un total de 60 participantes. Cada sujeto

de estudio fungié como su propio control.
Variables a medir

Hormona de crecimiento. Con un ensayo inmuno-absorbente ligado a
enzimas (ELISA) se realizé la medicion de GH sérica humana (Abnova, Taipei,
Taiwan). La medicidon se hizo acorde al protocolo del fabricante. Se construy6 una
curva de calibracidén entre la absorbancia a 450 nm contra las concentraciones de
los calibradores de GH y las concentraciones desconocidas de las muestras.

Factor de crecimiento fibroblastico 21. Con un ensayo ELISA se realiz6
la medicion de FGF21 humano (BioVendor Laboratory Medicine, Modrice, Czech
Republic) sin reaccion cruzada con otros miembros de la familia de FGF humanos.
La medicion se hizo acorde al protocolo del fabricante. Se construyé una curva de
calibracion entre la absorbancia a 450 nm contra las concentraciones de los

calibradores de FGF21 y las concentraciones desconocidas de las muestras.
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Factor de crecimiento similar a la insulina 1. Con un ensayo ELISA se
realizo la medicion de IGF1 sérico humano (Biorbyt, Cambridge, Reino Unido) sin
reaccion cruzada con otros miembros de la familia de IGF humanos. La medicion
se hizo acorde al protocolo del fabricante. Se construyé una curva de calibracién
entre la absorbancia a 450 nm contra las concentraciones de los calibradores de
IGF1 y las concentraciones desconocidas de las muestras.

Las mediciones de las variables fueron realizadas en el laboratorio del
departamento de Endocrinologia y Metabolismo del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
Frecuencia de las mediciones

Se realiz6 la medicion en los sueros de las 60 participantes antes del inicio
de la actividad fisica y dos semanas después, al concluir el programa de actividad
fisica intensa.

Criterios de éxito y falla

Se considero éxito la cuantificacion adecuada de IGF1 y GH, asi como falla

el inadecuado procesamiento de las muestras y resultados.
Estrategia de analisis estadistico

Se evalud la distribuciéon de las variables con prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las variables se expresaron como promedios y desviacion estandar o
medianas con rango intercuartilar. A las variables con distribucion no normal se
les realizé transformacién logaritmica para aproximarlas a la normalidad antes de
su analisis. Para las comparaciones de las mediciones antes y después del

programa de actividad fisica, se realizaron pruebas de Chi cuadrada, t pareada de
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Student o prueba de rangos de Wilcoxon segun ameritara cada caso. Estimamos
el cambio en los parametros calculando las deltas (valor final — valor inicial) de las
variables. Los coeficientes de correlacidén de las deltas de FGF21, GH e IGF1 se
valoraron usando correlacion de Spearman y correlaciones parciales ajustadas
para los valores basales de GH y edad. Todos los valores de P reportados estan
basados en analisis de dos colas considerando <0.05 como significativo. Todos
los analisis fueron realizados con el programa estadistico SPSS 19.0 (Chicago,

IL).

23



Resultados

Se evaluaron 60 mujeres con edad promedio de 24.0+3.7 afos e IMC de
21.4+7.0 kg/mz. Faltar a una o mas visitas se consideré causa de exclusion del
estudio (n=3, 4.7%). Las caracteristicas de las participantes del estudio se
muestran en la Tabla 1.

Los parametros antropométricos no cambiaron después de las dos
semanas de actividad fisica. La mayoria de las participantes (41.7%) alcanzaron la
etapa 4 del protocolo de Bruce, con un consumo medio de METs de 12.2+2 4.

La poblacién se estratifico en dos grupos de acuerdo a la intensidad de la
actividad fisica alcanzada. El grupo de actividad fisica leve a moderada fue
conformado por aquellas participantes que alcanzaron <13METSs, mientras que el
grupo de actividad fisica vigorosa fueron las participantes con >13 METs
consumidos. Las caracteristicas de ambos grupos se describen en |la Tabla 2.

Después de realizar la estratificacion, se encontraron varias diferencias
significativas en las medidas antropométricas. La circunferencia de la cintura fue
mayor en el grupo de actividad fisica leve a moderada comparada con la del grupo
de actividad fisica vigorosa (76.4+8.8 cm vs 71.5£5.3 cm, p=0.011). Una diferencia
similar se encontro en la circunferencia de la cadera (92.6+6.7 cm vs 89.8+4.0 cm,

p=0.049) y porcentaje de grasa corporal (28.9+5.8 vs 25.4+4.1, p=0.019) (Tabla 2).

GH, IGF1y FGF21

El valor mediana basal de GH fue 1.40 ng/ml [0.87-3.68], de IGF1 196.91

ng/ml [62.81-306.67], y de FGF21 270.22 ng/l [143.44-550.12]. Al final del
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programa de ejercicio de 2 semanas, los valores mediana fueron los siguientes
GH 1.30 ng/ml [0.95-3.75], IGF1 176.45 ng/ml [63.91-302.00], y FGF21 452.13 ng/|
[298.84-732.08] (Tabla 1).

Se calcularon las deltas (A) para realizar comparaciones estadisticas. La
GH (A= 0 ng/ml [-1.08 — 0.56)] y el IGF1 (A= 3.06 ng/ml [-13.84 — 29.40]) no
tuvieron un cambio significativo (p= 0.77 y 0.34, respectivamente). En contraste
FGF21 se incremento significativamente tras el programa de ejercicio (A= 156.65
ng/l [67.04-266-26], p< 0.001).

Después de clasificar de acuerdo a la intensidad de la actividad fisica, no se
encontraron cambios significativos en GH o IGF1 en ningun grupo. Sin embargo,
un incremento significativo en la concentracion de FGF21 se identifico tanto en el
grupo de actividad fisica vigorosa (A=186.24 ng/l [137.9 — 370.8], p< 0.001), como
en el de intensidad leve a moderada (A=93.0 ng/l [33.4 — 229.7], p= 0.001) (Tabla

2).

Correlaciones entre las variables estudiadas

La AFGF21 se correlaciond de manera significativa con el consumo de
METs (p= 0.414, p= 0.001) (Figura 1). No se encontrd correlacion significativa
entre la AFGF21 con GH o IGF1.

Después de estratificar a la poblacién, el subgrupo de actividad fisica leve a
moderada mostrd una correlacion significativa entre AFGF21 y AGH (p= 0.34, p=
0.03) (Figura 2). De manera inicial, no se encontré correlacion significativa entre

AFGF21 y AIGF1 (p=-0.19, p= 0.26); sin embargo, después de ajustar para GH y
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edad, se encontré una correlacion negativa significativa entre AFGF21 y AIGF1 (p
= -0.33, p= 0.05) (Figura 3). En el grupo de actividad fisica vigorosa no se
encontré correlacion entre AFGF21 y AGH (p= 0.20, p= 0.36) o AIGF1 (p= -0.06,

p=0.77).

Tabla 1. Parametros clinicos y bioquimicos antes y después del programa de
actividad fisica de 2 semanas (n=60).

Variables Antes Después p
Edad (anos) 24.0+£3.7 - -
IMC (kg/m?) 21.4+7.0 21.3£7.0 0.14
Circunferencia cadera (cm) 74.618.0 74.317.9 0.12
Circunferencia cintura (cm) 91.616.0 92.3+11.7 0.59
RCC 0.81+0.05 0.81+0.07 0.57
Porcentaje de grasa (%) 27.615.5 28.6+9.1 0.23
GH (ng/ml) 1.40 [0.87-3.68] 1.30 [0.95-3.75] 0.77
IGF1 (ng/ml) 196.91 176.45 0.34
[62.81-306.67] [63.91-302.00]
FGF21 (ng/l) 270.22 452.13 <0.001
[143.44-550.12] [298.84-732.08]

Datos expresados como mediatSD o mediana [rango intercuartilar].
IMC=indice de masa corporal. RCC=relacién cintura cadera
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Tabla 2. Parametros clinicos iniciales y bioquimicos estratificando por grupos
de acuerdo a intensidad de actividad fisica

Variables Leve a moderada Vigorosa p
(n=38) (n=22)

Edad (afos) 24.614.0 22.94+2.7 0.089

IMC (kg/m?) 22.5+7.9 19.544.7 0.121

Circunferencia cadera 76.418.8 71.545.3 0.011

(cm)
Circunferencia cintura 92.616.7 89.814.0 0.049
(cm)

RCC 0.82+0.05 0.79+0.04 0.067

Porcentaje de grasa (%) 28.915.8 25.41+4 1 0.019

GH inicial (ng/ml) 1.98 [0.92-4.86] 1.17 [0.78-1.51] 0.110

GH final (ng/ml) 1.37 [0.97-3.99] 1.13[0.91-1.70] 0.183

IGF1 inicial (ng/ml) 103.13 203.81 0.227
[61.19-300.58] [142.85-330.17]

IGF1 final (ng/ml) 115.60 221.12 0.273
[59.98-286.75] [133.91-317.25]

FGF21 inicial (ng/l) 310.46 143.44 0.006
[197.11-722.97] [108.80-431.10]

FGF21 final (ng/l) 469.66 434 .42 0.624
[316.73-736.80] [263.18-724.62]

Datos expresados como mediaSD o mediana [rango intercuartilar].
IMC=indice de masa corporal. RCC=relacién cintura cadera
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Figura 1. La delta de FGF21 mostro una correlacion positiva con el consumo
de METs durante el programa de actividad fisica (p=0.41, p=0.001).
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Delta of FGF21*

METs= Equivalentes metabdlicos FGF21= factor de crecimiento fibroblastico
21
* transformacion logaritmica
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Figura 2. Las deltas de FGF21 y GH mostraron una correlacién positiva en el
grupo de actividad fisica leve a moderada (p= 0.346, p= 0.036).
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* = transformacion logaritmica
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Figura 3. Las deltas de IGF1 y FGF21 mostraron una correlacion negativa en
el grupo de actividad fisica leve a moderada (p = -0.329, p= 0.05).

Delta IGF-1*
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Delta FGF21*

GH = hormona de crecimiento, FGF21= factor de crecimiento fibroblastico
21.
* = transformacion logaritmica
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Discusion

En este estudio identificamos una correlacién positiva entre los incrementos
de FGF21 y de GH después de un programa de ejercicio supervisado de dos
semanas de duracion. Esta asociacion fue evidente unicamente cuando la
actividad fisica fue de intensidad leve a moderada; en el grupo con actividad fisica
vigorosa la correlacion no fue significativa. Ademas, en el grupo con actividad
fisica de intensidad leve a moderada FGF21 se correlacion6 de forma negativa
con IGF1, después de ajustar para GH y edad.

Estos hallazgos pueden ser explicados por la resistencia a los efectos de
GH ejercidos por FGF21 como se ha descrito en publicaciones previas''. El
FGF21 bloquea la via de sefalizacion de GH y crea un estado de resistencia a sus
efectos que tiende a incrementar los niveles circulantes de GH. Por otro lado, con
esta via de sefalizacidn bloqueada, no existe el estimulo para la produccion
hepatica de IGF1 y como resultado los niveles circulantes de esta hormona no se
incrementan. Nuestros hallazgos son consistentes con esta hipotesis, sin embargo
sb6lo se reprodujeron en el grupo de actividad fisica de intensidad leve a
moderada. Una posible explicacion a este fendmeno, puede venir de un estudio
previo, donde la secrecién de GH se midié después de la realizacion de ejercicio
de diferente intensidad®*. Se encontré una secrecion de GH mayor en el
entrenamiento de alta intensidad comparado con un ejercicio menos intenso,
aunque de mayor tiempo de duracién. Al trasladar estos resultados a nuestro
estudio, el incremento en la secrecion de GH con ejercicio mas vigoroso puede

sobreponerse al bloqueo impuesto por FGF21 y perder asi la correlacion que se
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encontré de manera inicial en el grupo con actividad fisica de intensidad leve a
moderada. Hasta el momento no se han realizado estudios que intenten probar un
efecto similar con los niveles séricos de IGF1.

Las diferencias encontradas en las caracteristicas basales de las
participantes, pueden jugar un papel en los resultados finales. Debido al mayor
porcentaje de grasa corporal, circunferencia de cintura y cadera en el grupo de
actividad fisica de intensidad leve a moderada, durante el ejercicio existe una
mayor liberacion de acidos grasos libres, estimulando asi la produccion hepatica
de FGF21 a través de PPAR alfa®.

Recientemente se describid la presencia de FGF21 en humanos’?>%, sin
embargo las concentraciones normales no se han establecido debido a la alta
variacion interindividual. En contraste con los hallazgos en modelos animales, la
evidencia existente no es concluyente acerca de la participacion de factores tales
como la dieta, ayuno prolongado y estimulacion de PPAR alfa en los niveles
circulantes de FGF21"?’. Esta falta de evidencia ha llevado al cuestionamiento
acerca del papel fisioldgico que pueda tener FGF21 en el metabolismo humano'?.

En un modelo animal usando ratones transgénicos para FGF21, se
encontré que estos ratones eran significativamente de menor tamano que los
ratones silvestres, sin embargo la concentracion de GH circulante estaba
incrementada junto con una reduccion simultdnea de la concentracién de IGF1 y
los niveles hepaticos de STAT5'". Estos hallazgos sugieren una relacién cercana
entre el metabolismo de FGF21, GH y como consecuencia de IGF1, incluyendo,

pero sin limitarse a una senal de retroalimentacion negativa de FGF21 sobre la via

de sefnalizacion de GH. Ademas, existe otro reporte reciente donde un episodio
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unico de ejercicio, tanto en humanos como en ratones incrementa la concentracion
sérica de FGF21 a través de lipdlisis inducida por el ejercicio, liberacion de acidos
grasos libres y aumento de la transcripcién hepatica de PPAR alfa®®. Existen
también reportes de secrecion conjunta de GH, IGF1 y FGF21 inducida por
ejercicio®116:%,

Se deben reconocer ciertas limitaciones del estudio. El tamafio de muestra
fue pequeno (n=60), lo cual puede tener efectos en la significancia de los
resultados. Sélo se incluyeron mujeres sanas debido a la mayor respuesta
lipolitica con el ejercicio al compararla con hombres?®; por lo tanto, la correlacién
de las deltas de FGF21 con GH e IGF1 no se deberan asumir similares en
poblaciones diferentes a la nuestra. Finalmente, a pesar de las interesantes

asociaciones encontradas entre estos reguladores metabdlicos clave, no es

posible establecer una relacién de causa-efecto entre ellas.
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Conclusion

Los niveles circulantes de FGF21 se incrementan con el ejercicio y este
incremento puede estar relacionado con cambios en otras hormonas
metabdlicamente activas como GH e IGF1. Los cambios en FGF21 y GH se
correlacionan positivamente después de la realizacion de ejercicio; entre FGF21 e
IGF1 esta correlaciéon fue negativa. Sin embargo, estos resultados parecieran ser
afectados por las caracteristicas antropométricas de los sujetos y la intensidad de
la actividad fisica.

Las acciones fisiolégicas de FGF21 son evidentes, no obstante existe una
gran variabilidad de sus concentraciones, no solo entre los sujetos sino también
entre diferentes especies. Esto imposibilita trasladar los hallazgos de modelos
animales al comportamiento en humanos y definir su papel metabdlico preciso.
Mas estudios son necesarios para poder entender las funciones de FGF21 y
finalmente poder utilizarla como herramienta para desarrollo de nuevos agentes

terapéuticos.
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