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RESUMEN

La cardiomiopatia diabética (CMD) es una de las principales
complicaciones de la diabetes. Actualmente no se disponen de
biomarcadores especificos para su diagndstico/prondstico ni de un

tratamiento dirigido.
Objetivos

En este trabajo se analizé la relacion entre el perfil circulante de ceramidas
y las alteraciones metabdlicas y cardiacas de la CMD en modelos
experimentales de obesidad e insulinoresistencia (ratones db/+
alimentados con una dieta rica en grasas) y de diabetes mellitus tipo 2
DM2 (ratones db/db). También se estudié el metabolismo de LDL oxidadas
(LDLox) en ratones db/db y su contribucién en la acumulacion de lipidos y
la apoptosis en cardiomiocitos humanos (AC16) en condiciones de DM2.
Por otro lado, se evaluo el efecto del tratamiento con FTY720/Fingolimod

sobre signos de CMD en ratones db/db.
Resultados
Contribucién del metabolismo de esfingolipidos a la CMD

Los ratones obesos no presentaron signos de CMD tras 5 meses en una
dieta rica en grasas. En este modelo los niveles plasmaticos de Cer 18:0
se encontraron aumentados y directamente correlacionaron con los
medidos en miocardio. Por otro lado, durante el seguimiento de ratones
db/db (4 meses) un subgrupo desarrolld un fenotipo de DM2 mas
avanzado (ratones db/dbc.). Tanto en ratones db/db y db/dbe, se
detectaron signos de disfuncion diastolica acompariada de las fracciones
de eyeccion/acortamiento preservadas. El contenido de ceramidas
miocardicas en ratones db/db no difirid del de los no diabéticos, mientras
que se encontraron disminuidas en miocardio de ratones db/dbcai. Ambos
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modelos animales exhibieron niveles plasmaticos de Cer 18.0
incrementados y directamente relacionados con sus niveles hepaticos. En
cuanto a las LDLox, su captacién se vio aumentada en miocardios de
ratones db/db; posiblemente mediada a través de receptores CD36 y
LDLR/LRP1 tal y como se observé en cultivos de cardiomiocitos AC16. La

presencia de estas LDLox indujo apoptosis tardia y muerte celular in vitro.
Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD

La administracion oral de FTY720/Fingolimod protegio contra el desarrollo
de CMD en ambos grupos de ratones db/db. Esto se acompafié de una
mejora en la inflamacion sistémica. Sin embargo, y a diferencia de los
ratones db/db.., la disfuncién cardiaca en ratones db/db se acompafé de
cambios en la expresion génica de marcadores involucrados en la
dinamica mitocondrial miocardica, mientras que los miocardios de ratones
db/dbcat  exhibieron unos niveles de inflamacion, estrés de reticulo
endoplasmatico (RE) y apoptosis aumentados. FTY720/Fingolimod
previno del desarrollo de la CMD in vivo tras 3 meses de tratamiento en
ambos grupos de ratones db/db. En el modelo db/db esta mejora se
relacioné con una disminucion de la expresion génica de marcadores
involucrados en la dinamica mitocondrial, mientras que en ratones db/dbcat
se relacion6 con una disminucién en la abundancia relativa de TNFa en
miocardio y de Nf-kB p65 en nucleos celulares, asi como de la forma activa
de la caspasa 3. Ademas, se observd una reduccion significativa en la
expresion génica de marcadores de estrés de RE en miocardios de ratones
tratados. Los efectos antiinflamatorio y anti-apoptético de

FTY720/Fingolimod se confirmaron en cardiomiocitos humanos AC16.
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Conclusiones

Los ratones db/db y db/dbca: presentaron signos de CMD. Este fenotipo se
acompaid de unos niveles aumentados de Cer 18:0 circulantes. A
diferencia de los ratones db/dbca, la disfuncion miocardica en el modelo
db/db no se acompafié de cambios en inflamacién, estrés de RE vy
apoptosis, sino con signos de una dinamica mitocondrial alterada. La
administracion de FTY720/Fingolimod protegié contra el desarrollo de
CMD. En ambos grupos de ratones db/db el tratamiento mostr6 un efecto
antiinflamatorio sistémico, pero solo en ratones db/dbc., esta mejora
cardiaca se relaciond con un efecto antiinflamatorio y anti-apoptético en

miocardios de ratones tratados.
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1. INTRODUCCION

Incidencia y prevalencia de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una condicién metabdlica crénica
caracterizada por la presencia de unos niveles elevados de glucosa en la
sangre, hay dos tipos principales de diabetes. La DM mas comun es la
diabetes tipo 2 (DM2). Esta condicién se da generalmente en sujetos
adultos y representa al menos el 90% de todos los casos de diabetes ' 2.
La DM2 ocurre cuando el organismo se vuelve resistente a la accién de la
insulina y/o no produce suficiente insulina para garantizar un metabolismo
adecuado de la glucosa. Esta afeccion es progresiva y puede pasar
desapercibida durante muchos afios 2. Requiere control del estilo de vida
(dieta y ejercicio) en todas las etapas. Con el tiempo, la mayoria de las
personas con DM2 necesitaran medicamentos antidiabéticos orales o

insulina.

Ademas de la DM2, la DM tipo 1 (DM1), es una patologia autoinmune
cronica que afecta alrededor del 10% de las personas con DM
diagnosticada y en la que se produce un dafio de las células beta
pancreaticas y son incapaces de producir suficiente insulina que garantice

un manejo adecuado de la glucosa.

Segun datos de 2021 (Figura 1), se estima que en la actualidad hay
alrededor de 537 millones de personas con DM en el mundo (en el rango
de edades comprendido entre 20-79 afios) 2. Se atribuyen a la DM
alrededor de 6,5 millones de muertes anuales. A nivel poblacional, un dato
muy relevante es que de la mayoria de las personas con DM, tres cuartas

2, Esto ultimo es

partes, vive en paises de ingresos bajos y medios
importante desde un punto de vista socioecondémico, ya que relaciona
directamente el nivel de ingresos con el valor nutricional de los productos

adquiridos para la alimentacion. O lo que es lo mismo, las personas con

29



bajos ingresos econémicos tienden en general a comprar productos con

un coste mas accesible.

Europe

61 million

North America
and Caribbean

51 million

73 million

Africa
Western Pacific

24 million
South East Asia 206 million

90 million

Figura 1. Diabetes: hallazgos globales en 2021.

La 102 edicion del Atlas de Diabetes de la Federacion Internacional de diabetes informa de
un aumento global continuo en la prevalencia de la diabetes. Fuente: 10.2 edicion del Atlas
de la diabetes de la FID y otros recursos 2.

Dado que la DM2 es una enfermedad incapacitante, directa o
indirectamente a través de sus complicaciones, no sélo supone un lastre
considerable a las personas afectadas, sino también a las familias y al
sistema de salud de los estados. En este caso, se calcula que los gastos
totales en sanidad, directos e indirectos, atribuibles a la diabetes en el

mundo el afio pasado (2021) ascendieron a ~$966 mil millones 2.

2 las cifras de la DM en Europa son

Segun consta en este reporte
igualmente elevadas. En este continente 1 de cada 11 adultos (61
millones) tuvo DM en 2021, alcanzandose la cifra de 1,1 millones de
muertes por DM. Las previsiones son que el numero de adultos con DM
alcance los 67 millones para 2030 y los 69 millones para 2045. Otros datos

relevantes de esta fuente indican que actualmente contindan sin

30



diagnosticarse mas de 1 de cada 3 (36%) adultos que padecen DM. Por
otro lado, los costes directos e indirectos de la DM fueron de
aproximadamente $189 mil millones en 2021, representando casi una

quinta parte de los fondos dedicados a escala mundial.

Obesidad y diabetes mellitus

En las ultimas tres décadas, la prevalencia de la DM2 ha aumentado, junto
con la de la obesidad, alcanzandose cifras pandémicas > *. Esto Ultimo es
en parte debido a la adopcién de unas pautas de estilo de vida cada vez
mas sedentario y al consumo excesivo de alimentos con un valor
nutricional deficiente, como los productos procesados e hipercaléricos °.
Consistentemente, diferentes estudios epidemioldgicos sugieren que tanto
la DM2 como la obesidad se encuentran estrechamente relacionadas entre
si ©. De hecho, se considera a la obesidad (y el sobrepeso) como uno de
los factores de riesgo mas importantes de la DM2, con casi el 80-90% de
los pacientes con DM2 manifestando esta condicion % 7. Ambas patologias
tienen ademas un impacto multisistémico, y estan asociadas con una

8

mayor mortalidad y riesgo cardiovascular °, compartiendo diferentes

componentes de sindrome metabdlico °.

En este contexto, y teniendo en cuenta que la obesidad es una condicion
en gran medida prevenible, la investigacion de diferentes estrategias anti-
obesidad (farmacoldgicas y dietéticas) dirigidas a prevenir su desarrollo o
reducirla es un campo de intensa actividad cientifica. Sin embargo, y hasta
la fecha, los efectos de las diferentes estrategias solo han resultado ser
moderados y en cualquier caso no sostenidos en el tiempo '°. No cabe
duda de que se requiere de una mejor comprension de la etiologia de la
obesidad, para conseguir desarrollar estrategias de prevencién y

tratamiento mas exitosas y personalizadas.
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Las complicaciones cardiacas suelen estar frecuentemente

relacionadas con el desarrollo de DM

La enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal causa de muerte y
discapacidad entre los pacientes con DM 8 La DM exacerba los
mecanismos que conducen al desarrollo de arterosclerosis e insuficiencia
cardiaca (IC). Desafortunadamente, no existen estrategias terapéuticas
especificas mas alla de proceder con la optimizacion del control glucémico
con farmacos antidiabéticos o enfoques de adaptacion dietética y ejercicio

fisico moderado.

El contexto de la reduccion multifactorial del riesgo cardiovascular se da
en la actualidad con estatinas y otros agentes hipolipemiantes, terapias
antihipertensivas y estrategias de tratamiento hipoglucemiante,
reduciéndose de este modo las tasas de mortalidad relacionadas con las
complicaciones cardiovasculares que desarrollan los pacientes con un
riesgo elevado. A pesar de ello, la mortalidad por causas cardiovasculares
sigue siendo mas altas en los sujetos con DM en comparacién con los no

diabéticos.

La incidencia de disfuncién miocardica e IC son una de las causas
principales de morbilidad y mortalidad en sujetos con DM ' "2, De hecho,
el riesgo de IC aumenta tanto en sujetos con DM2 ™ como en DM1 ™.,
Consistentemente, la DM es muy prevalente entre los pacientes con IC ™

15 especialmente aquellos con IC y fraccion de eyeccion preservada °.

A partir de estudios poblacionales se deduce que el riesgo de IC en sujetos
con DM (particularmente la DM2) aumenta significativamente después de
ajustar por factores de riesgo de IC bien establecidos ' y que el 19% de
los pacientes con IC tienen DM2 8. La forma especifica resultante de
cardiomiopatia se conoce como "cardiomiopatia diabética” (CMD) .

Aunque el concepto de CMD a menudo se considera que solo se refiere a
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personas afectadas por DM2, al ser esta una cardiomiopatia inducida
metabodlicamente, independiente de la hipertension, nefropatia o
cardiomiopatia isquémica (de origen vascular) también se ha reportado en

personas con DM1 2* 2" y en pacientes con obesidad %*°,
Patogénesis de la CMD

Se han propuesto varios mecanismos fisiopatolégicos que influyen
directamente en el remodelado y disfuncién cardiaca caracteristicos de la
CMD y probablemente son multifactoriales ' % (Figura 2). Lo cierto es que
no se conocen con exactitud. Entre los factores sistémicos que
frecuentemente se relacionan con esta forma de cardiomiopatia se
incluyen alteraciones metabdlicas, relacionadas principalmente con una
sefalizacion deficiente de la insulina, como la hiperglucemia, la
hiperinsulinemia, y el aumento de los niveles de acidos grasos libres y
triglicéridos circulantes . La inflamacion sistémica también parece tener
un papel en la etiopatogenia de la IC 3" *2, Es interesante destacar que la
mayoria de las alteraciones mencionadas forman también parte del
denominado sindrome metabdlico, que acumula diferentes factores de

riesgo cardiovascular °.

En el estudio de las bases metabdlicas del remodelado y disfuncion
miocardica relacionados con la CMD también se ha reportado la
contribucién de otras alteraciones en la funcion mitocondrial, el estrés del
reticulo endoplasmico (RE), autofagia y homeostasis del calcio miocardico,
aunqgue posiblemente sean consecuencia de una sefalizacion deficiente a
la insulina. También se han descrito otros mecanismos fisiopatolégicos
que potencialmente podrian contribuir en el desarrollo de la CMD,
incluyendo alteraciones microvasculares, y de diferentes sistemas como el

nervioso simpatico, y renina-angiotensina-aldosterona, %33,
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En el contexto de la DM, podria hipotetizarse que todas estas alteraciones
podrian contribuir en el remodelado y disfunciéon cardiacas en modelos

experimentales y en pacientes®.
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Figura 2. Mecanismos patogénicos de la CMD.
Figura adaptada a partir de la publicada previamente 7.
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La lipotoxicidad y la acumulacion de lipidos cardiacos son otros factores
que se han relacionado con la etiopatogenia de la CMD 3* (ver también
seccion Mecanismos de CMD) (Figura 3). Los estudios de metabolismo
miocardico han mostrado una captacién miocardica de glucosa reducida
combinada con una captacion aumentada de acidos grasos en sujetos con
DM1 *. En este contexto, la deficiencia de insulina promueve la
movilizacién de acidos grasos de los depodsitos de grasa, lo que da como
resultado un exceso de biodisponibilidad de acidos grasos en diferentes
tejidos no adiposos. Cuando se excede la capacidad de almacenamiento
y oxidacion de los acidos grasos movilizados en estos tejidos periféricos,

la maquinaria enzimatica celular también habilita su transformacién en
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otras especies reactivas (como las ceramidas) contribuyendo aun mas a
la lipotoxicidad en muchos tejidos diana, incluyendo el miocardio. Esta
causa de cardiomiopatia no isquémica y no hipertensiva a menudo se

denomina cardiomiopatia diabética o “lipotoxica”.
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Fibrosis . ,. ( Disfuncién diastdlica - )CHipertroﬁa cardiacaﬁ
C CARDIOMIOPATIA DIABEHCA&

Figura 3. Mecanismos moleculares de la CMD.

1 aumentado/| disminuido en relacion con las condiciones no patolégicas. Abreviaturas:
AGE, productos finales de glicacion avanzada; AT1R, receptor de angiotensina Il tipo 1;
RE, reticulo endoplasmico; FAT/CD36, translocasa de acidos grasos; HBP, via biosintética
de hexosamina; IR, receptor de insulina; PDH, piruvato deshidrogenasa; PDK4, piruvato
deshidrogenasa quinasa 4; PPARaq, receptor activado por proliferador de peroxisomas a;
RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterona; RAGE, receptor de AGE; ROS, especies
reactivas de oxigeno; FT, factor de transcripcion; UDP-GIcNAc, uridina difosfato-N-
acetilglucosamina. Figura adaptada a partir de la publicada previamente 33.

La dislipidemia diabética también puede contribuir a la disfuncion
miocardica en los diabéticos. En particular, el exceso de flujo de acidos
grasos movilizados hacia el higado promueve la sobreproduccion de
lipoproteinas ricas en triglicéridos (TGRL) y sus remanentes. En la practica

clinica habitual las elevaciones en las concentraciones circulantes de
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TGRL circulantes suelen facilmente identificarse a través de la deteccion
de concentraciones elevadas de la fraccion de colesterol remanente
(definido como la diferencia entre la concentracion sérica de colesterol
total, de LDL y HDL). Los niveles circulantes de colesterol remanente
suelen presentarse ademas con concentraciones disminuidas de
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL), lo que a su vez se
relaciona con el desarrollo de cardiomiopatia de origen isquémico, i.e.,
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macrovascular Sin embargo, su contribucién al desarrollo de

cardiomiopatia no isquémica sigue poco explorada.

Modelos animales de cardiomiopatia diabética

A escala humana el desarrollo de obesidad y DM implica décadas de
cambios fisiopatolégicos en diferentes tejidos diana, incluyendo el
miocardico. Por esta y otras razones, incluyendo las éticas, el estudio a
largo plazo de los mecanismos de accién y de las complicaciones
relacionadas con estas condiciones es un objetivo dificil de alcanzar en

seres humanos.

Existen varios modelos experimentales para el abordaje de los efectos de
la DM y obesidad en tejidos diana y de este modo eludir algunas de las
limitaciones de los modelos humanos. En el contexto de las enfermedades
cardiacas, se han generado numerosos modelos animales,
potencialmente utiles para estudiar el impacto de la DM1 y DM2 sobre el
miocardio. En esta seccién trataremos de revisar los principales modelos

animales existentes para el estudio de la CMD.

Los roedores, especialmente ratones y ratas, son las dos especies mas
utilizadas para la investigacion de los mecanismos involucrados en el
desarrollo de CMD *. Los genomas humano, de raton y de rata tienen casi
el mismo tamafio, cada uno contiene alrededor de 30.000 genes

codificantes, con alrededor del 99% de los genes codificantes en el
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genoma del raton tienen un homalogo en humanos **8, La disponibilidad
tanto de cepas genéticamente definidas, como de técnicas de
manipulacién genética han permitido evaluar la contribucion de algunas

dianas moleculares en el desarrollo de la CMD.

Ademas de las similitudes gendmicas antes indicadas, otras ventajas de
los modelos de roedores son su ciclo de reproduccién corto y la
disponibilidad de una variedad de modelos disefiados genéticamente, i.e.,
pérdida o ganancia de funcién de genes diana, disponibilidad de modelos
monogénicos y poligénicos, y diferentes modelos de exposicion ambiental

(incluyendo tratamientos dietéticos y farmacoldgicos).

Las principales caracteristicas de los modelos de roedores de DM1 y DM2
mas comunmente utilizados para estudiar los mecanismos

fisiopatogénicos de la CMD se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Fenotipo diabético en diferentes modelos animales de DM1 y DM2 frecuentemente utilizados para el estudio de cardiomiopatia

diabética
DM1
STZ Mus Farmacolégica Inyeccion 2 dias
musculus
Célula B Necrosis y produccion deficiente de insulina, hiperlipidemia
Aloxano Mus Farmacolégica Inyeccion 5 dias
musculus
Célula B Necrosis y produccion deficiente de insulina, triglicéridos
elevados
OVEZ26 Mus Transgénico Sobreexpresion 2-3 semanas
musculus
Calmodulina Dafio en células B y triglicéridos elevados
NOD Mus Genético Insulitis 30 semanas
musculus
Célula B Dafo en células B y triglicéridos elevados
Akita Mus Genético Mutacion 5-6 semanas
musculus espontanea no
codificante Produce un plegamiento inadecuado de la insulina, facilita
el estrés de reticulo endoplasmatico, dafio en células 8 y
Gen Ins2 triglicéridos elevados
DM2
Dieta rica en grasasy | Mus Inducido por dieta | Alimentacion 1 semana
sacarosa musculus
Obesidad y triglicéridos elevados
Dieta rica en grasasy | Mus Dieta 'y Alimentacion + 2-10 semanas
STZ musculus farmacoldgico inyeccion
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ob/ob

db/db

ZF/ZDF

Goto-Kakizaki (GK)

OLETF

KK-Ay

NZO/HiLt (machos)

TallyHo/JngJ
(machos)

Mus
musculus

Mus
musculus

Rattus
norvegicus

Rattus
norvegicus

Rattus
norvegicus

Mus
musculus

Mus
musculus

Mus
musculus

Genético

Genético

Genético

Transgénico

Poligénico

Poligénico

Poligénico

Poligénico

Célula B
Deficiencia

Leptina
No funcional

Receptor de la
leptina
No funcional

Receptor de la
leptina
Sobreexpresion

SREBP-1c

Defecto en el
control de ingesta

CCK-1R, Odb2
Espontaneo

gen Agouti yellow
obese (A¥/a)
Espontaneo

Anticuerpos contra
el transportador de
la leptina
Espontaneo

Tanidd1-3

Obesidad y resistencia a la insulina
8-15 semanas

Obesidad y resistencia a la insulina, triglicéridos y acidos
grasos elevados

4-8 semanas

Obesidad y resistencia a la insulina; glucosa, triglicéridos y
acidos grasos elevados

14 semanas

Obesidad y resistencia a la insulina; glucosa, triglicéridos y
acidos grasos elevados

3 semanas

Resistencia a la insulina, triglicéridos y &cidos grasos
elevados

18 semanas

Obesidad, triglicéridos elevados

8-16 semanas

Obesidad y resistencia a la insulina, triglicéridos elevados
12-24 semanas

Obesidad y resistencia a la insulina, resistencia a la leptina

10-16 semanas

Obesidad, hiperlipidemia, hiperinsulinemia

39



NONcNzZO10/Ltd Mus Poligénico Espontaneo 8-24 semanas
musculus Homeostasis del
metabolismo del Obesidad y resistencia a la insulina
Zinc y de la glucosa

Abreviaturas: DM, diabetes mellitus; STZ, ratones inducidos con estreptozotocina; ratones diabéticos OVE26, OVE26; NOD, ratones diabéticos no
obesos; Akita, ratén C57BL/6NSIc con una mutacién espontanea en el gen Insulin -2; ob/ob, ratones deficientes en leptina; db/db, ratones deficientes
en el receptor de la leptina; ZF, ratas obesas Zucker; ZDF, ratas diabésicas Zucker; GK, ratas Goto-Kakizaki; CCK-1R, receptor de colecistoquinina-
1; Odb2, gen diabetogénico localizado en el cromosoma 14; SREBP-1c, proteina de uniéon a elementos reguladores de esteroles-1c; OLETF, ratas
obesas Otsuka Long-Evans Tokushima; KK-Ay, ratones Kuo Kondo transgénicos del gen Agouti yellow obese (A¥/a); NZO, ratones obesos de Nueva
Zelanda; Tanidd1, loci de rasgo cuantitativo del cromosoma 19 de ratén asociado con DM en ratones TALLYHO; NONcNZO10/LtJ, cepa congénica
recombinante que comprende aproximadamente el 88% de la contribuciéon del genoma de la cepa NON/LtJ (no obesa y no diabética) y el 12% de
la cepa obesa de Nueva Zelanda. Tabla adaptada a partir de la publicada previamente 3% 40,
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Dado que este trabajo se centré en el estudio del efecto de la DM2 sobre
el desarrollo de CMD, en esta seccion solo se abordaron aquellos modelos
animales de CMD en un contexto de diabesidad. Los modelos
transgénicos de obesidad, resistencia a la insulina y DM2 comunmente
utilizados son los ratones ob/ob *' y db/db *?, que se basan en la deficiencia
o la resistencia a la leptina, respectivamente. Del mismo modo, las ratas
Zucker Fat (ZF) desarrollan obesidad como consecuencia de los
receptores de leptina no funcionales **. Las ratas diabésicas Zucker (ZDF)
se generaron cruzando entre si ratas ZF con concentraciones séricas
elevadas de glucosa **. Por otro lado, las ratas Goto-Kakizaki (GK) son
una cepa endogamica, derivada de ratas Wistar, que desarrollan

espontaneamente DM2 #°.

Ademas de estos modelos mas directos de DM, se han generado otros
modelos transgénicos que replican ciertas caracteristicas de la CMD. Por
ejemplo, los ratones con sobreexpresion especifica en cardiomiocitos del
MHC-PPARa (del inglés, Myosin Heavy Chain-Peroxisome proliferator-
activated receptor alpha) muestran un aumento de la oxidacion de acidos
grasos cardiacos y un fenotipo similar a la CMD. La investigacion de estos
modelos ayuda a explorar los mecanismos por los cuales la oxidacion
alterada del sustrato cardiaco afecta la funcion contractil, en ausencia de
alteraciones metabdlicas sistémicas asociadas con la DM #58, Los ratones
deficientes para el receptor de insulina selectivo de cardiomiocitos
(CIRKO) se utilizan para estudiar el efecto de la disminucion de la
sefalizacién de insulina en los cardiomiocitos sin causar alteraciones

metabdlicas a nivel sistémico *°.

En la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas morfologicas y
metabodlicas en miocardio de diferentes modelos experimentales
frecuentemente utilizados para el estudio de la CMD y se comparan con

los hallazgos en pacientes con DM1 y DM2. A pesar de las limitaciones
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especificas de los diferentes modelos generados, estos imitan varias de
las caracteristicas estructurales y funcionales observadas en el miocardio
diabético por lo que aun hoy dia continian siendo modelos utiles para
explorar con mayor profundidad el/los mecanismo/s de la patogenia

subyacente a la CMD.
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Tabla 2. Caracteristicas cardiacas de modelos animales seleccionados de DM2 en comparacion con los pacientes
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1 aumentado; | disminuido; = no se observa diferencia. Abreviaturas: AGE, productos finales de glicacion avanzada; CIRKO, ratones con delecion
del receptor de insulina selectiva de cardiomiocitos; RE, reticulo endoplasmico; GK, ratas Goto-Kakizaki; HFD/HSD, dieta alta en grasas/alta en
sacarosa; MHC-PPARa, ratones con sobreexpresion especifica de cardiomiocitos del receptor activado por proliferador de peroxisomas a (PPARa);
NOD, ratones diabéticos no obesos; ratones diabéticos OVE26, OVE26; SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; STZ, estreptozotocina;
ZDF, ratas grasas diabéticas Zucker; ZF, ratas grasas Zucker. Tabla adaptada a partir de la publicada previamente 33.
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Mecanismos de cardiomiopatia diabética

Se han descrito diferentes mecanismos potencialmente involucrados en el
desarrollo de CMD (Figura 3, Tabla 2) *. Sin embargo, en este trabajo sélo
se estudio la contribucion de algunos de ellos. En los siguientes
subapartados se describen aquellos considerados mas relevantes para

este trabajo.

1. Alteraciones en el metabolismo de sustratos energéticos

Como ya se ha avanzado previamente, el impacto de la DM en el miocardio
se caracteriza por un aumento de la oxidacion de acidos grasos y una
disminucion concomitante en la oxidacién de la glucosa (Figura 3). El
cambio a favor de la metabolizaciéon de acidos grasos en detrimento de la
glucosa en miocardio es una de las caracteristicas principales de esta

cardiomiopatia en pacientes y modelos experimentales de DM 03,

Desde un punto de vista mecanistico, este cambio podria deberse a una
disminucion en la captacion y metabolizacion de glucosa en tejido cardiaco
combinada con una disminucion concomitante en la abundancia del
transportador de glucosa 4 (GLUT4) en sujetos con obesidad y resistencia
a la insulina °* ®*. Por otro lado, el aumento de la captacion de acidos
grasos por parte de los miocardios diabéticos podria ser debido a un
aumento de su transporte mediado por FAT/CD36 en la membrana

plasmatica de los cardiomiocitos .

En condiciones de DM, el aumento de las concentraciones circulantes de
acidos grasos libres induce la actividad del factor de transcripciéon PPARa
%y de este modo la expresion de genes implicados en su captacion,
transporte y oxidacion *. En este sentido y entre otras acciones, PPARa
aumenta la expresion de PDK4, y con ello disminuye la actividad de PDH
%8 lo que suprimiria aun mas la oxidacion de la glucosa en favor de la de

acidos grasos °* %, Consistentemente, los miocardios de ratones que
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sobreexpresan PPARa (ratones MHC-PPARa) se caracterizan por
presentar un aumento en la capacidad oxidativa de acidos grasos y un
fenotipo metabolico similar al encontrado en CMD " % A su vez, la
activacion dual del PPARa/PPARYy inhibe ademas el eje SIRT1-PGC1aq,
contribuyendo aun mas a la disfuncién cardiaca en ratones tratados con
agonistas de estos PPAR ®' y sugiriendo ademas un posible nuevo
mecanismo de accién por parte de cantidades elevadas de acidos grasos

en el miocardio.

La produccion de ATP a partir de los acidos grasos es menos eficiente que
la resultante a partir de la utilizacion de glucosa como sustrato. La
oxidaciéon de acidos grasos en el miocardio diabético se encuentra
relacionada con un consumo de oxigeno mas elevado; sin que ello resulte
en un aumento proporcional de la funcién contractil, lo que resulta en una
mayor ineficiencia cardiaca (trabajo cardiaco/moléculas de oxigeno
consumidas) en comparacién con la que mostraria el mismo tejido en una

condicion no diabética o utilizando la glucosa como sustrato energético.

Los ratones ob/ob y db/db son uno de los modelos elegidos para estudiar
los efectos sobre el miocardio por parte del desacoplamiento mitocondrial
combinado con una acumulacién aumentada de ROS, debida a la
oxidacion de &cidos grasos por parte de ese tejido %% ¢ (Tabla 2). Aunque
las ROS tienen una vida media muy corta, estas especies son
especialmente reactivas, por lo que se considera que causan dafio celular
muy cerca de su sitio de origen, sugiriéndose que las mitocondrias, su
principal lugar de produccién, podrian ser su diana celular principal . A
su vez, la acumulacion de ROS también se ha reportado que activa la

) %667 resultando esto

funcion de las proteinas de desacoplamiento (UCP
ultimo en una disminucion neta en la produccion de ATP (desacoplamiento
mitocondrial). No cabe duda de que a largo plazo esto ultimo conduce a

una disminucién de la eficiencia cardiaca, en la medida en que continda la
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oxidacién de cantidades elevadas de acidos grasos en ese tejido. Los
cambios en el desacoplamiento mitocondrial mediado por acidos grasos y
el aumento de los niveles de ROS miocardicos, asi como la disminucién
de la eficiencia cardiaca estan presentes en ratones ob/ob y db/db con
DM2 63, 68.

2. Disfuncién mitocondrial

La disfuncién mitocondrial es otra de las caracteristicas de la CMD (Tabla
2). En diferentes estudios experimentales, se ha relacionado una

50, 62, 63, 69-79

capacidad oxidativa mitocondrial disminuida con remodelado

63, 70, 78-80

de las mitocondrias , cambios en el contenido de proteinas

73, 79, 81, 82

mitocondriales y dafo oxidativo de proteinas y DNA

mitocondriales .

3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se manifiesta a través de una acumulaciéon de los
niveles de ROS, que es causado por el aumento de la generacion
mitocondrial de ROS o por la disminucion de la eficiencia de los captadores
de ROS, es decir, la glutation peroxidasa (GPX), la catalasa y la

superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD).

El estrés oxidativo promueve diferentes alteraciones bioquimicas,
incluyendo la oxidacion de proteinas, la generacién de perdxidos de lipidos
y la formacién de especies nitrogenadas reactivas a partir del 6xido nitrico,
que contribuye a la nitrosilacién intracelular, como la nitracion de tirosina

de proteinas 3.

El estrés oxidativo juega un papel esencial en el desarrollo de la CMD en

pacientes 5% 8587

y en modelos experimentales de DM1 y DM2 (Tabla 2,
Figura 3). En este contexto, un estrés oxidativo aumentado en tejido

cardiaco de pacientes con DM2 se relacion6é con cambios en los niveles
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H-O. mitocondrial y de proteinas modificadas con 3-nitrotirosina y 4-
hidroxinonenal (HNE) 8. Por contra, la sobreexpresion de MnSOD o
catalasa se ha observado que atenua el inicio de la disfuncién mitocondrial
y el deterioro de la contractilidad de los cardiomiocitos en ratones DM1
OVE26 %,

4.  Lipotoxicidad

Como ya se ha indicado anteriormente, la captacion de intermediarios
lipidicos esta generalmente aumentada en CMD (Tabla 2, Figura 3). La
consiguiente acumulacion de metabolitos lipidicos citotoxicos en
cardiomiocitos acelera su muerte relacionandose con un empeoramiento
de la funcion contractil del miocardio. Esto ultimo ha sido estudiado en
ratones transgénicos especialmente disefiados para estudiar los efectos
relacionados con una mayor captacién de acidos grasos por parte de los
cardiomiocitos, es decir, sobreexpresion de la proteina de transporte de

8 acil-CoA sintetasa 1 de cadena larga (ACS) * y

acidos grasos
lipoproteina lipasa con la proteina de union anclaje de
glicosilfosfatidilinositol de union (ratones LPL®™), las cuales precipitan el
desarrollo de cardiomiopatia lipotéxica en esos modelos, incluso en
ausencia de DM °'. Entre los mecanismos propuestos % se ha descrito una
induccion en la generacion de ROS, cambios en la composicion de la
membrana del RE que promueven el estrés del RE y una induccién de la
apoptosis en respuesta a un aumento de la biosintesis de novo de las

ceramidas y remodelacion de la membrana mitocondrial.

En ratones transgénicos ACS se sugiri6 que el aumento de la fision
mitocondrial, como consecuencia de las modificaciones postraduccionales
de las proteinas de fusién y fisién mitocondrial, podria también tener un

papel en el desarrollo de cardiomiopatia lipotoxica .
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Aunque la acumulacion cardiaca de triglicéridos se ha relacionado con en

pacientes diabéticos %%

97-100

y modelos genéticos de diabetes en roedores
, este lipido neutro solo representa un marcador de la acumulacién de
metabolitos lipidicos tdxicos y lipotoxicidad, ya que su acumulacion no

promueve per se los efectos nocivos %,

5. Inflamacion

En modelos experimentales de DM1 y DM2 el aumento de la inflamacion
en el miocardio es uno de los mecanismos alterados durante la progresion
de la CMD %1% | g secrecion de quimioquinas, citoquinas y de exosomas
por parte de las células inflamatorias, podrian también contribuir en el
desarrollo de la hipertrofia de los cardiomiocitos y al remodelado de la

matriz extracelular del miocardio en DM.

Los miocardios de ratones y ratas con DM1 muestran signos de una mayor
infiltracion de leucocitos, mayores niveles de citoquinas proinflamatorias
(TNFa e IL-18), y una actividad de la matriz degradante de colageno
metaloproteinasa disminuida, contribuyendo a un aumento de la
inflamacion y la fibrosis '°"'%. Consistentemente, datos similares han sido
también reportados en modelos experimentales de obesidad alimentados

con una dieta rica en grasas y con DM2 10410,

6.  Productos finales de glicacion avanzada (AGE)

En condiciones de hiperglucemia, los AGE se forman tanto intra- como
extracelularmente a través de la reaccion de Maillard '%’. Los AGE son un
grupo heterogéneo de compuestos que se forman tras la unién no
enzimatica de derivados del azucar a proteinas, lipidos y acidos nucleicos,
lo que altera la funcién fisioldgica de las moléculas unidas ' '%°. Por
ejemplo, y entre otros procesos, los AGE promueven el entrecruzamiento
de las moléculas de colageno, lo que contribuye a aumentar la fibrosis y la

disfuncion contréactil '°. Ademas, la unién de los AGE a su receptor, RAGE
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(Figura 3), contribuye a la activacién de vias de sefalizacion inflamatorias
a través de la activacion de la sefalizacion de NF-kB, induciendo la
expresion de B-MHC. Consistentemente, la disfuncién contractil se atenué
y la expresion de B-MHC disminuy6 en ratones db/db tras el bloqueo de la
sefalizacion de RAGE """, Efectos similares se han observado también en
ratas con DM1 y DM2 después del tratamiento con el antioxidante
dehidroepiandrosterona (DHEA), lo que sugiere también un papel
importante por parte del estrés oxidativo en la activacién de las vias

mediadas por RAGE en condiciones diabéticas 2.

Otros mecanismos mediados por RAGE son el aumento de la produccion

de ROS y de la sefalizacion proinflamatoria "%,

Por ejemplo, la
sobreexpresion de la enzima glioxalasa-1 (GLO1) en ratones, que acelera
la reaccion de transformacion de metilglioxal, promueve ademas la
disminucion de los niveles de AGE derivados del metilglioxal y atenua la
aparicion de IC después de un infarto de miocardio ''®. Se describi6
ademas que estos ratones exhibieron una densidad vascular aumentada
y una apoptosis de cardiomiocitos disminuida en miocardios de estos
ratones transgénicos en comparacion con los ratones no transgénicos, lo
que se relacioné con un mayor reclutamiento de células progenitoras c-

kit+ y su incorporacion a la vasculatura '3

En ratas con DM1 inducida por STZ, la administracién de ALT-711, un
agente que rompe los enlaces cruzados disminuyé los niveles cardiacos
de AGE, restaurando la solubilidad del colageno y disminuyendo su
produccion en DM1 "%, De manera similar, la supresion de la accion de
RAGE mediada por siRNA corrigio la disfuncion del ventriculo izquierdo en

ratones con DM1 "5,
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7.  Estrés del reticulo endoplasmatico

La principal funcion fisioldgica del RE es el almacenamiento de Ca?* y el
plegamiento de proteinas. La acumulacion de proteinas desplegadas
dentro del RE provoca el denominado estrés de RE, que puede inducir la

muerte celular apoptética en modelos experimentales de DM1 y DM2 ¢
117

Numerosos estudios sugieren un papel causal por parte del estrés
oxidativo en la induccién del estrés del RE en DM ™79
Consistentemente, el estrés del RE se encuentra aumentado en diferentes
tejidos en condiciones de DM e influye sobre otros procesos como la

12

apoptosis y autofagia ' y posiblemente pueda tener un papel en el

desarrollo de CMD.

8. Aumento de la muerte celular

El aumento de la muerte de cardiomiocitos apoptoticos y necroticos se ha

estudiado en pacientes 8% 121: 122

y modelos experimentales de DM1 y DM2
9. 123127 Entre los mecanismos propuestos que desencadenan la muerte
celular constan una mayor activacion de caspasa '?', produccién de ROS
125 estrés del RE %, y de vias proapoptdticas dependientes de
mitocondrias y receptores de muerte celular '?*, activacion de RAAS %,y
deficiencia de leptina 2. En este ultimo caso, el desarrollo de apoptosis

se redujo en ratones ob/ob tratados con leptina.

Consecuencias estructurales y funcionales relacionadas con CMD

La inflamacion sistémica, la hiperglucemia y la dislipidemia asociadas con
la DM aceleran el desarrollo de fibrosis e hipertrofia cardiacas,
contribuyendo al remodelado y disfuncion del ventriculo izquierdo
caracteristica de CMD ?°. En condiciones diabéticas, los AGE creados por
la exposicion de proteinas y lipidos a niveles altos de glucosa se

entrecruzan con las proteinas de la matriz extracelular, lo que altera el
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recambio normal por parte de las metaloproteinasas de la matriz lo que
resulta en un aumento de la rigidez cardiaca. Esto ultimo habitualmente se
manifiesta como una disfuncién diastélica temprana del ventriculo
izquierdo 2° 2129 | os signos de remodelado y disfuncion cardiaca mas

caracteristicos de CMD se describen a continuacion.

1.  Aumento de fibrosis

El desarrollo de fibrosis miocardica es uno de los principales factores
implicados en el remodelado y disfuncién miocardica en la CMD. La
acumulacion de colageno es un signo de fibrosis, detectandose tanto en
zonas miocardicas perivasculares como en las miofibras de miocardios de
sujetos con DM . Consistentemente, se han descrito elevaciones en los
depdsitos de colageno de tipo lll, pero no el de tipo | o IV, en las biopsias
de miocardio de pacientes con DMZ2 sin antecedentes previos de
hipertension ni de arteriosclerosis en las arterias coronarias "', Asimismo,
las concentraciones séricas del propéptido carboxi-terminal del
procolageno tipo |, un marcador de fibrosis miocardica, se encontraron

aumentadas en pacientes con DM2 con disfuncion diastolica '%2.

Los ratones son especialmente resistentes al desarrollo de fibrosis
miocardica. Aun asi, se ha descrito un aumento de la fibrosis en algunos
modelos animales de DM1 "4 133135y D\2 %8.13¢ En g| caso de los ratones
db/db aunque son muy resistentes esta se puede ademas inducir mediante

ciertos tratamientos '%’.

Como posibles mecanismos responsables del aumento de la fibrosis y de
tejido conjuntivo en miocardio, se incluyen la remodelacién de la matriz
extracelular mediada por la exposicidon a niveles aumentados de AGE, el
aumento de la sefalizacion mediada por el factor de crecimiento
transformante B (TGFB), el aumento de la expresion del factor de

crecimiento del tejido conectivo y la disminucion de la expresiéon de MMP2,
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lo que da como resultado una degradacién atenuada de la matriz

extracelular %,

2. Disfuncion diastélica

Una caracteristica clinica clave de la CMD es la disfuncion diastélica con
fraccion de eyeccion preservada (HFpEF, del inglés Heart Failure with
preserved Ejection Fraction), que puede preceder a la aparicion tardia de
disfuncion sistdlica, es decir, insuficiencia cardiaca con fraccién de
eyeccion reducida (HFrEF, del inglés Heart Failure with reduced Ejection

Fraction).

Existen varios mecanismos que contribuyen a la disfuncion diastdlica,
incluyendo los AGE, el aumento de la fibrosis y la alteracion de la
homeostasis del Ca®" (Figura 2). La disfuncion diastolica puede estar
presente en hasta el 60-75% de los pacientes diabéticos, y es aun mas
evidente en condiciones de cardiomiopatia con origen isquémico sumado

a la presencia de hipertension '3%14,

La disfuncion diastélica del ventriculo izquierdo puede aparecer en
condiciones de resistencia a la insulina incluso antes del inicio de la DM2,
independientemente de la edad, la presién arterial y el indice de masa

| ! Se ha reportado que un 24% de los pacientes con DM2

corpora
presentan disfuncion sistélica, después de excluir a los pacientes con
arteriopatia coronaria '*2. También se ha descrito disfuncion diastélica en
pacientes con DM1 ''45: sin embargo, los hallazgos sobre la funcion

sistélica en DM1 son inconsistentes, reportandose en funcion del estudio

144, 146 147

signos de funcién sistdlica preservada 0 aumentada Las
diferencias entre pacientes con DM1 y DM2 pueden ser una consecuencia
de la seleccidon de pacientes o también deberse al efecto del tratamiento
de los pacientes con DM1 con insulina exégena, lo que puede normalizar

el entorno sistémico.
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La funcion contractil cardiaca también se ha analizado en diferentes
modelos animales de DM1 y DM2, observandose disfuncion tanto
diastdlica como sistolica en algunos de los modelos investigados (Tabla
1). Los ratones genéticamente obesos db/db y ob/ob exhibieron una
disfuncion diastdlica severa, como lo demuestra la disminucion de la
relacion entre las velocidades temprana (E) y tardia (A) (E/A) % %8149 L as
propiedades contractiles solo se vieron ligeramente afectadas en los

ratones ob/ob '

, mientras que estas mostraron un mayor grado de
afectacion en ratones db/db a las 12 semanas de edad '°. Es importante
destacar que la mayoria de los estudios con modelos animales no
utilizaron tratamientos para normalizar las concentraciones seéricas de
glucosa, lo que seguramente agrave aun mas el impacto de la
hiperglucemia y las alteraciones metabdlicas en el desarrollo de la

disfuncion contractil.

3. Hipertrofia cardiaca

Otra caracteristica clinica de la CMD es la hipertrofia del ventriculo
izquierdo, especialmente en DM2. En estudios epidemiolégicos se ha
descrito una asociacion entre la DM, el grosor de la pared y la masa del

ventriculo izquierdo pero solo en mujeres, no en hombres ' (

Framingham
Heart Study y Framingham Offspring Study); sin embargo, en otro estudio,
Strong Heart Study se observd un aumento de la masa del ventriculo

izquierdo y el grosor de la pared en ambos sexos %2,

Otras evidencias relacionan la hipertrofia cardiaca con la CMD. Por
ejemplo, la prevalencia de signos de remodelado y disfuncion cardiaca se
encuentra aumentada en sujetos con DM2 con obesidad '*3, lo que
sugeriria que el exceso de peso corporal constituye un factor de riesgo
anadido en el remodelado cardiaco. Por otro lado, la hipertrofia del
ventriculo izquierdo aumenta el riesgo futuro de padecer IC, especialmente

15

en presencia de hipertension . Aunque la hipertrofia del ventriculo
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izquierdo no se ha relacionado con los niveles de glucosa alterados en

ayunas '

, no se descartaria que el remodelado cardiaco pudiera
atribuirse a otros cambios metabdlicos asociados con tiempos de duracion

de la DM mas prolongados.

La hiperactivacion de la cascada de sefalizacion de la insulina en
pacientes obesos y con DM2 y un aumento de los niveles de citoquinas
proinflamatorias circulantes se han relacionado con hipertrofia del
ventriculo izquierdo > '%*. Es interesante destacar que no hay signos de

hipertrofia miocardica en sujetos con DM1 144 146. 147

y modelos animales
de DM1 (Tabla 2). Asimismo, la eliminacion genética del receptor de
insulina disminuye el tamario cardiaco *°. En conjunto, las diferencias entre
ambos contextos diabéticos posiblemente sugieran el papel de la
resistencia a la insulina como mecanismo patoldgico de la hipertrofia del

ventriculo izquierdo en la obesidad y la DM2.
Contribucion del metabolismo de esfingolipidos a la CMD

Las enfermedades cardiometabdlicas promueven cambios en el
metabolismo, la distribucion y los perfiles de los esfingolipidos en multiples
organos y tejidos '°. El metabolismo y la sefalizacién de los
esfingolipidos, asi como su rol como posibles candidatos a biomarcadores
de riesgo de enfermedad cardiovascular o dianas terapéuticas han sido

estudiados exhaustivamente %6 157,

Como tales, se ha descrito que los esfingolipidos presentan una misién
estructural, como componentes de las membranas bioldgicas, pero
también son moléculas de sefalizacién e intervienen en la regulacién de
diversas funciones celulares 8. En cuanto a la estructura molecular, los
esfingolipidos constan de un acido graso unido a una esfingosina unida

mediante un enlace amida '*°. Existe una gran variedad en funcion de si
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presentan un grupo fosfato, i.e., fosfoesfingolipidos, o si tienen hidratos de

carbono como partes de su estructura, i.e., glucoesfingolipidos.

En los ultimos afos, en multiples estudios se han relacionado moléculas
como las ceramidas, un subgrupo de esta clase de moléculas, con

condiciones metabdlicas adversas como la obesidad y la diabetes 1% 1¢%:

161 162-164

, asi como con el desarrollo de arteriosclerosis y enfermedad
cardiovascular "% 1% A nivel del miocardio, esta clase de esfingolipidos
bioactivos ejercen un papel dinamico en funciones esenciales en el
remodelado cardiaco y funcionalidad cardiacas. Consistentemente, su
concentracion circulante también se ha encontrado elevada en diferentes

afecciones relacionadas con dafio miocardico '¢’.

Por otro lado, la accién de otro esfingolipido, la esfingosina 1-fosfato (S1P),
también se ha estudiado en los mismos contextos cardiometabdlicos "

168171 "aunque a diferencia de las ceramidas, se le atribuye un papel en

general cardioprotector "% 172,

1. Biosintesis de esfingolipidos

La biosintesis de esfingolipidos comienza con la condensacion de un
aminoacido con acil-CoA para producir un aminoalcohol, también
denominada base esfingoide, que es el componente estructural que define

%9 La base esfingoide puede modificarse

la clase de esfingolipidos
posteriormente mediante acilacion, fosforilacién, glicosilacion y/o adicion
de otros grupos funcionales ' '3, Estas modificaciones estructurales
generan cientos de subespecies de esfingolipidos involucradas en la
mayoria, si no en todos, los aspectos principales de la regulacién celular,
incluida la division celular y la senescencia, la migracion, la diferenciacion,
la apoptosis, la autofagia, la absorcion de nutrientes, el metabolismo y la

sintesis de proteinas '*°.
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Las ceramidas son una clase de moléculas derivadas de la via metabdlica
de los esfingolipidos '*°. Como resultado de su metabolizacién se obtienen
otros esfingolipidos también con propiedades bioldgicas asociadas, como
la ceramida 1-fosfato, la esfingosina (Sph, del inglés Sphingosine) y la S1P

(esfingosina 1-fosfato) (Figura 3).

El contenido celular de S1P esta controlado principalmente por enzimas
necesarias para la sintesis y degradacion de ceramidas, que estan
presentes en la mayoria de las células de mamiferos, incluidos los

74 Las ceramidas son los principales precursores

cardiomiocitos
sintéticos de S1P y otros esfingolipidos intracelulares, como la esfingosina
y la esfingomielina '°. Las ceramidasas neutras pueden convertir las
ceramidas en esfingosina, que posteriormente pueden ser fosforiladas por
dos esfingosina quinasas diferentes (SphKs; isoformas 1y 2) para generar
S1P "% A su vez, S1P puede desfosforilarse mediante la accion de dos
fosfatasas S1P (SPP) para regenerar de nuevo Sph, o escindirse por la
liasa S1P, generando etanolamina-fosfato y hexadecenal, abandonando

177,178 (

de esta manera la ruta metabdlica de los esfingolipidos Figura 4).
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(Serina + Palmitoil COAD

Serina palmitoil-CoA
transferasa

3-Ketoesfinganina

|

3-ketoesfinganina
reductasa

I
Ceramida sintasa

Dihidroceramida

|
Dihidroceramida
desaturasa

Esfingomielina

4——(sintaca - . Ceramida Ceramida
Esfingomielina Ceramida — ki —
- Esfingomielinasa —p nesd 1-fosfatasa

Glucosilceramida
sintetasa

\

.
Ciclomaltodextrinasa

Esfingoina kinasa

Esfingosina-1-fosfato

Figura 4. Via biosintética y metabolismo de los esfingolipidos.

Abreviatura: CoA, coenzima A. Figura adaptada a partir de la publicada previamente s,
Dadas sus multiples funciones reguladoras, alteraciones en los niveles de
ciertas especies de esfingolipidos han sido relacionadas con muchas
enfermedades, incluida la enfermedad cardiometabdlica y han permitido la
identificacion de posibles nuevos candidatos a diana terapéutica en el
contexto de las enfermedades cardiovasculares. Asi, por ejemplo, la
inhibicion de la produccion de esfingolipidos previene o retrasa la aparicion

180, 181

de estas enfermedades , mientras que la activaciéon de la ceramidasa

previene contra el dafio cardiaco tras la apoptosis '®2. Diferentes estudios
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sugieren también un papel activo por parte de las ceramidas en el

desarrollo de lipotoxicidad en miocardio 8% 183185,

Ceramidas

En condiciones fisiolégicas normales, pueden encontrarse en funcion del
poder de deteccion de las metodologias utilizadas una variedad de
especies de ceramidas, comprendiendo desde especies de cadena corta
(Cer 6:0) hasta cadena muy larga (Cer 26:0). Las ceramidas de cadena
mas larga son las especies de ceramidas predominantes en células de
mamiferos. La biosintesis de ceramida puede ocurrir a través de tres vias
distintas: [i] de novo, [ii] hidrdlisis de esfingomielina, o [ii] mediante

interconversion a partir de otros precursores de esfingolipidos (Figura 4).

La sintesis de novo ocurre en el RE e involucra a las ceramida sintasas
(CerS), asi como a la serina palmitoil-transferasa (SPT), que cataliza el
paso limitante de la reaccion, y cuya accion es inhibida por el farmaco
miriocina. En otra via, la esfingomielinasa (SMasa) hidroliza la
esfingomielina para formar ceramida. Como las SMasa, las ceramidasas
también existen en tres formas distintas: acida, neutra y alcalina. La
presencia de uno u otro subtipo depende de su localizacion subcelular,
funcion y pH 6ptimo de accién. En general, las SMasas acidas y las
ceramidasas funcionan en los lisosomas, las enzimas neutras se
distribuyen por la membrana plasmatica, y las enzimas alcalinas se
localizan preferentemente en el aparato de Golgi o el RE '®®. Ademas, las
CerS catalizan preferentemente ciertos sustratos grasos de acil-CoA para

producir diferentes subtipos de ceramida %187

Las dihidroceramidas son los metabolitos precursores de las ceramidas en
la ruta de biosintesis de esfingolipidos de novo. Las CerS son las
principalmente involucradas en la reaccion de sintesis de dihidroceramidas

al condensar esfinganina y acil-CoA. Las CerS constituyen una familia de
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hasta seis isoformas diferentes (CerS1-6) que muestran especificidad para
ciertas longitudes de cadena de acil-CoA. Por ultimo, las ceramidas se
forman a partir de dihidroceramidas por la accion de la enzima

dihidroceramida desaturasa .

1. Distribucién y funcién

Ademas de ser un componente de la membrana plasmatica y de las
lipoproteinas, las ceramidas también forman parte de las membranas
mitocondriales y juegan un papel determinante en su funcionalidad y
homeostasis. Es interesante resaltar ademas que las mitocondrias y las
membranas asociadas a ellas mantienen el potencial de generar

189 siendo esto dltimo debido a la presencia de

ceramidas in vitro
diferentes CerS (CerS2, CerS4 y CerS6) presentes en las membranas

mitocondriales internas y externas de este organulo celular.

En ciertas condiciones una acumulacion excesiva de estas moléculas
induce disfuncién mitocondrial '* ' pudiendo inhibir la capacidad
oxidativa mitocondrial, la sintesis de ATP a través de la inhibicién de la
cadena de transporte de electrones y una mayor generacion de ROS "%
192194 Ademas, otros estudios muestran que las ceramidas pueden alterar
o casi eliminar el potencial de membrana mitocondrial dependiente de la

190.195,1% 3 través de la permeabilizaciéon de las membranas

respiracion
mitocondriales interna y externa '%°. Consistentemente, la acumulacion de
ceramidas inhibe el funcionamiento normal de la cadena respiratoria in vivo
97 Por el contrario, la reduccién de ceramidas aumenta la actividad del
complejo mitocondrial (complejo IV en tejido adiposo blanco subcutaneo,
complejos Il y IV en tejido adiposo marrén), asi como la respiracion en el
tejido adiposo blanco subcutaneo, el tejido adiposo marrdn y el cerebro en
modelos de ratén de obesidad inducida por dieta '®®. En este sentido, la

disminucion del contenido de ceramidas en esos tejidos también se
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relacioné con el aumento de la tasa relativa de gasto respiratorio en ese

mismo modelo animal '%°.

2. Efectos cardiometabdlicos relacionados con las ceramidas

El desarrollo de resistencia a la insulina en tejido adiposo y muscular es
un paso clave en la progresioén del sindrome metabdlico, la obesidad y la
DM °. Las concentraciones de ceramidas en plasma, tejido adiposo y
musculo esquelético estan frecuentemente elevadas en pacientes con
obesidad y DM2 209202 asi como en muestras de tejido adiposo, higado,
musculo esquelético y plasma de modelos animales de resistencia a la

200, 203-205

insulina y en seres humanos 2.

Existen diferentes evidencias que sugieren que los niveles de ceramida en
plasma, tejido adiposo, higado y musculo esquelético se encuentran
negativamente correlacionados con un patrén alterado de sefalizacion a
la insulina en humanos y en modelos animales 290202 205207 primero, las
ceramidas inhiben la via de sefalizacion Akt, cuya activacion se encuentra
modulada por la via de sefializacion de la insulina ?°®. Segundo, los niveles
de ceramida en tejido adiposo estan mas elevados en pacientes con una
mayor acumulacién de lipidos hepaticos que en aquellos con higados
sanos 2°'. Tercero, en islotes pancreaticos, la disminucion del contenido
en ceramidas previene la lipotoxicidad inducida por su acumulacion
excesiva, preservando la secrecion de insulina y glucagén . Cuarto, la
ceramida unida a las LDL también aumenta la resistencia a la insulina en
las células musculares y aumenta la expresion de genes inflamatorios en
macréfagos, incluidos IL-6 y TNFa 2%, Quinto, el contenido de ceramida en
el musculo esquelético se correlaciona negativamente con la sensibilidad

a la insulina en diferentes estudios clinicos 2°7- 2%,

Las cantidades relativas de especies particulares de ceramida en estados

de resistencia a la insulina varian segun el estudio. En un estudio clinico,
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las ceramidas del musculo esquelético Cer 16:0 y Cer 18:0 se han
correlacionado negativamente con la sensibilidad a la insulina 2. Sin
embargo, en otro estudio se demostré que la ceramida Cer 18:0 plasmatica
estaba mas aumentada en los participantes obesos con DM2 que en los
controles sanos, pero la ceramida Cer 24:0 era mas abundante 22, El
impacto relativo de cada especie especifica de ceramida sobre la

resistencia a la insulina esta lejos de ser resuelto.

La produccion de ceramida es un factor importante en el desarrollo de la
resistencia a la insulina a través de los glucocorticoides y los acidos grasos
saturados, pero no a través de los acidos grasos insaturados " %'°. Los
glucocorticoides inducen la produccion de metabolitos de esfingolipidos al
promover la expresion de las enzimas CerS y glucosilceramida sintasa,
que producen ceramidas. Por lo tanto, el aumento de la actividad de la
CerS como de la esfingomielinasa acida (aSMasa), inducida por los

glucocorticoides podria provocar un aumento de los niveles de ceramida
211,212

Los acidos grasos saturados también promueven la acumulacion de
ceramida en el higado y musculo esquelético, asi como resistencia a la

insulina 18",

Por el contrario, la reduccion de ceramidas revierte las
consecuencias metabolicas del depdsito de ceramidas en los tejidos. La
sobreexpresion de ceramidasa acida en ratones, bajo el control del
promotor de adiponectina, resulta en una disminucién de las ceramidas en
la grasa visceral y subcutanea, el higado y el suero, en particular las
especies de ceramida Cer 16:0 y Cer 18:0 '8"2'®_ Después de la induccién
de la expresion de ceramidasa acida, los ratones mostraron una mejoria
en la esteatosis hepatica y en la sefalizacion de la insulina y el
metabolismo de la glucosa, no solo a través de un aumento de la tolerancia

oral a la glucosa y a la insulina; también, a través de un aumento de las
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tasas de infusion de glucosa y la disminucion de la produccién de glucosa

hepatica 2'°.

La induccion de la disfuncion mitocondrial por parte de ceramidas parece
jugar un papel en el desarrollo del sindrome metabdlico y sus condiciones
asociadas. Varios estudios implican especificamente a las ceramidas
producidas por la enzima ceramida sintasa 6 (CerS6). En este sentido, los
ratones ob/ob, tienen niveles elevados de CerS6 en el higado, tejido
adiposo marron y tejido adiposo blanco subcutaneo, pero no en el tejido

adiposo blanco gonadal 2™

, mientras que la produccion de la ceramida Cer
16:0 gracias a la acciéon de CerS6 promueve la inhibicién de la B-oxidacion
mitocondrial de &cidos grasos en tejido adiposo marrén e higado '°. En
ratones con aumento de peso inducido por una dieta rica en grasas, solo
la CerS6 aumenté en las mitocondrias y las membranas asociadas a las
mitocondrias, pero no la ceramida sintasa 5 (CerS5). La CerS6 también
interactua con el factor de fision mitocondrial (MFF) en la induccién de la
fisibn mitocondrial, mientras que la desactivacion de cualquiera de estas
proteinas normaliza la estructura mitocondrial alterada por una dieta rica
en grasas 2'°. Consistentemente, tanto en ratones ob/ob como obesos
inducidos por una dieta rica en grasas, pero no en ratones db/db, que
carecen del receptor de leptina, se hallaron niveles de ceramida Cer 16:0
elevados en higado y plasma. Por otro lado, la ablacién de CerS6 vy la
posterior reduccion del contenido en ceramida Cer 16:0 en un 50%, tanto
en ratones ob/ob como en ratones obesos tras ser alimentados con una
dieta rica en grasas. Esta modificacion también corrigié los niveles de
glucosa elevada en sangre y la resistencia a la insulina, y causaron una

pérdida de peso del 25% no asociado a cambios en la pauta de ingesta
214

Ademas de la CerS6, también se han descrito otras CerS con un papel en

el desarrollo de la disfuncion metabdlica. En la CMD, las ceramidas
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derivadas de ceramida sintasa 2 (CerS2) y CerS5, incluidas las ceramidas
de cadena larga, se han relacionado con un aumento de la mitofagia y la
resistencia a la insulina '®. En ratones DIO, la ceramida sintasa 1 (CerS1)
y C18:0 estan elevadas en el musculo esquelético, y la inactivacion global
de CerS1, asi como su deficiencia especificamente en musculo
esquelético, resulta en una mejora en la tolerancia a la insulina a través
del aumento del factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) en el

musculo 2",

3. Ceramidas en la enfermedad cardiovascular

Las ceramidas tienen un papel bien establecido en el desarrollo de las

218, 219
, la

219, 221, 222

enfermedades cardiovasculares, incluida la arteriosclerosis

180, 185, 219 C 219, 220

cardiomiopatia , la | e infarto de miocardio

También presentan un papel muy relevante en el contexto de la

enfermedad cerebrovascular %1% 221,

A partir de los estudios que utilizan modelos experimentales de
enfermedad cardiovascular se deduce que las ceramidas no solo son
biomarcadores de la salud cardiovascular, sino que también juegan un

papel causal en el metabolismo y la enfermedad cardiovascular ¢ 180 22-

227 Los estudios en modelos animales revelan que la inhibicion
farmacoldgica de la sintesis de ceramidas previene la IC secundaria a una
cardiomiopatia isquémica y también previene contra la remodelacion
ventricular, la fibrosis y la infiltracion de macréfagos después del infarto de

180, 224, 225 Ademds, otro dato de interés es que estas

miocardio
intervenciones dirigidas a reducir las ceramidas también resuelven
muchas alteraciones subyacentes a las enfermedades cardiovasculares,
como la dislipidemia, la resistencia a la insulina, la hipertension, la

arteriosclerosis y la esteatosis hepatica 181 228-231,
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A partir de manipulaciones de la ruta de sintesis de ceramidas de novo
sugieren ademas que ciertas especies de ceramidas son perjudiciales,
mientras que otras pueden ser benignas o beneficiosas 2'% 217232233 Agj,
por ejemplo, aquellas que contienen la cadena de acilo C16 o C18 25217

) 2" en el

232 y un doble enlace (es decir, ceramidas, no dihidroceramidas
esqueleto del esfingolipido son particularmente dafinas. Finalmente, los
estudios en modelos experimentales revelan que la degradacién de
ceramidas es un medio principal por el cual los receptores de adiponectina,
que tienen actividad ceramidasa 23, ejercen sus acciones antidiabéticas,
cardioprotectoras y sensibilizantes a la insulina ' 24 235 En conjunto,
estos datos sugieren a las ceramidas como unos de los metabolitos mas

toxicos con tendencia a acumularse en condiciones metabdlicos alteradas.

Existe una fuerte correlacion entre enfermedad cardiovascular y niveles
elevados de dihidroceramidas. Tanto las dihidroceramidas como las
ceramidas se correlacionan con la liberacion de la citoquina inflamatoria
IL-6, pero solo las dihidroceramidas se correlacionan con la liberacién de
la proteina inflamatoria de macréfagos 1B (MIP-1B) 2923 En este sentido,
los niveles de dihidroceramidas se encontraron elevados en placas
arteriosclerdticas 2°°, asi como en modelos de hipoxia cerebral 2723, Sin
embargo, el papel que desempefia este aumento de dihidroceramidas en
la estabilidad de la placa arteriosclerética aun se desconoce, ya que la
adicion extracelular de dihidroceramidas a las células del musculo liso
aortico humano no indujo apoptosis, mientras que la adicion de ceramidas
si lo hizo %%, sugiriendo a las ceramidas como posible diana terapéutica.
En este mismo sentido, el aumento en el contenido de ceramidas se ha
establecido como un componente clave de la lesién tisular como
consecuencia de la isquemia y la subsiguiente reperfusion después de un
accidente cerebrovascular, durante la cual se produce una acumulacion
de ceramidas en las mitocondrias y el RE debido a la sintesis de novo '°":

29 | as biopsias de miocardio de pacientes con IC también revelan niveles
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elevados de contenido de ceramidas. Un tratamiento comun para la IC es
la implantacion de un dispositivo de asistencia ventricular izquierda, que
compensa los defectos derivados de esta condicion, lo que lleva a una
disminucion de la carga mecanica en el tejido cardiaco. Curiosamente,
esta intervencion se relacioné con una mejora de los niveles de ceramida

en el miocardio y en la tolerancia a la insulina general y cardiaca 2.

Un metaanalisis de tres estudios clinicos prospectivos en Finlandia, Suiza
y Noruega que dieron seguimiento a pacientes con enfermedad
cardiovascular encontr6 que los niveles de ceramidas, en particular ciertas
especies de ceramida, se correlacionaron positivamente con la muerte por
causas cardiovasculares, independientemente de otros marcadores de
lipidos, incluidos el colesterol y la proteina C reactiva **'. De este estudio
también se concluy6 que las proporciones de especies de ceramidas de
cadena larga (Cer 16:0 y Cer 18:0) estaban mas fuertemente
correlacionadas con resultados cardiovasculares adversos, a diferencia de
otras especies de ceramidas de cadena mas larga (Cer 24:0) %', Otra
conclusion relevante de este estudio fue que los niveles relativos de ciertas
especies de ceramidas son clinicamente mas relevantes que los cambios
brutos 2" 242 Las proporciones de (Cer 16:0)/(Cer 24:0), (Cer 18:0)/(Cer
24:0) y (Cer 24:1)/(Cer 24:0) se correlacionaron negativamente con la

enfermedad coronaria y mortalidad 2*'

. Como prueba de la utilidad como
biomarcador de estas especies de ceramidas, en otro estudio mas reciente
se observd que algunas especies de esfingolipidos séricas son per se
marcadores de enfermedad de las arterias coronarias, independientes del
colesterol ?*’) confirmandose de este modo las fuerte correlaciones
existentes entre estas especies y los resultados cardiacos adversos. Por
todo ello, la determinacion de niveles de ceramidas en plasma podria
usarse como biomarcadores clinicos para predecir el riesgo de muerte

cardiovascular.

66



Las ceramidas también estan fuertemente relacionadas con la disfuncion
mitocondrial miocardica. En cultivos de cardiomiocitos, se descubrié que
la ceramida Cer 2:0 altera el potencial de la membrana mitocondrial y
provoca la fragmentacion mitocondrial, lo que conduce a la activacion de
procesos apoptéticos de estos organulos '*®. También se encontraron
ceramidas aumentadas y la apoptosis resultante en cardiomiocitos de
modelos de ratén con varios tipos de cardiomiopatia °> '®. Un modelo de
raton de DM1 y CMD mostré una mayor acumulacion de ceramida en el
miocardio, acompafiada por una concomitante disfuncion diastolica 2*3. En
un modelo de raton de DM2 y CMD, las ceramidas producidas a través de
la accién de CerS2 y CerS5, incluidas las ceramidas de cadena larga,
provocaron un aumento de la mitofagia y la hipertrofia lipotéxica en
cardiomiocitos '®°. En ratas, las mitocondrias del tejido cardiaco
reperfundido acumularon niveles de ceramida mas altos que las de sus
controles experimentales 2. Esta correlacion también se alcanzo a ver en
sujetos humanos con enfermedad cardiovascular. El tejido miocardico de
pacientes con IC reveld un mayor contenido en ceramidas, asi como una
expresion reducida de PGC-1a, lo que indicaria una alteracion de la
respiracion oxidativa en las mitocondrias 2*°. En todas las especies, desde
ratones/ratas hasta humanos, las ceramidas estan fuertemente asociadas
con la enfermedad cardiovascular a través de su accion sobre la disfuncion

mitocondrial.

Desde un punto de vista nutricional, es también importante destacar el
papel por parte de ciertas dietas sobre el desarrollo de disfuncion
mitocondrial y la cardiomiopatia inducida por ceramidas. En este contexto,
en ratones que desarrollaron CMD causada por una dieta rica en grasas
preparada a partir de la grasa de la leche, en lugar de la habitualmente
empleada, manteca de cerdo, presentaron niveles mas elevados de
ceramida Cer 14:0 en el tejido cardiaco. También desarrollaron una

disfuncion cardiaca mas rapidamente que los alimentados con una dieta

67



rica en grasas hecha a base de manteca de cerdo. El tratamiento con
miriocina corrigid los parametros del electrocardiograma previamente
anormales en ratones alimentados con una dieta rica en grasas a base de
grasa lactea, y también evitd el desarrollo de hipertrofia del ventriculo

245 En conjunto, estos estudios de

izquierdo y de los cardiomiocitos
modelos animales y pacientes implican fuertemente a las ceramidas en el

desarrollo y mantenimiento de la enfermedad cardiovascular.

Efectos clinicos de la disfunciéon inducida por ceramida y Ia

adiponectina

1. Insulinoresistencia

En nifias y adolescentes con DM2, asi como en controles sanos, los
niveles plasmaticos de adiponectina y ceramida plasmaticos suelen estar
inversamente correlacionados. En las pacientes diabéticas que
presentaron obesidad se observd que tenian niveles de especies de
ceramida, incluidas Cer 18:0, Cer 20:0, Cer 22:0 y Cer 24:1, mas elevados

que la de los sujetos diabéticos no obesos 2.

Estos hallazgos se
replicaron en pacientes adultos diabéticos obesos en comparacion con
controles adultos obesos no diabéticos. Asi, el diagnostico de DM2 se
correlaciond con un aumento de esfingolipidos, dihidroceramidas (dhCer)
total, dhCer 16:0 y dhCer 24:0 y ceramidas (Cer total y Cer 16:0) '*. Las
dhCer estaban elevadas en pacientes hasta nueve afios antes de su
diagnostico de diabetes, lo que demuestra el valor de las dihidroceramidas

como un signo temprano de disfuncion metabdlica 7.

2. Relacién de los niveles de ceramidas con el desarrollo de

cardiomiopatia lipotoxica

La acumulacion de lipidos neutros en o alrededor del miocardio se observa

en modelos humanos o animales con insuficiencia cardiaca no isquémica
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248253 y se supone que el exceso de lipidos contribuye al desarrollo de

155, 254

disfuncion cardiaca , aunque a largo plazo #°.

Se han desarrollado varios modelos animales transgénicos de
cardiomiopatia lipotoxica (Tabla 1). Algunos de ellos se basan en la
sobreexpresion especifica en cardiomiocitos de la acil coenzima A
sintetasa 1 de cadena larga (MHC-ACS1) ®, proteina transportadora de
acidos grasos 1 (MHC-FATP1) # y |la forma anclada a la membrana celular
de LpL (LpL®™) ' y se caracterizan por presentar un aumento de la
captacion de acidos grasos del miocardio, el depdsito de lipidos y

desarrollo de cardiomiopatia.

La acumulacion de vesiculas de lipidos neutros intracelulares o la
acumulacion de acidos grasos también pueden producir efectos toxicos
directos sobre la funcién miofibrilar 2*°. Los acidos grasos pueden inducir

apoptosis %

en respuesta al aumento de los niveles de ROS como
consecuencia de la oxidacion de estos lipidos ?*° y la activacion de la via
de sefalizacion de la proteina quinasa C %’. A su vez, los acidos grasos
también inducen la sintesis de ceramidas, que intervienen en varios

80 Aunque todavia no estd claro qué metabolitos

procesos toxicos
lipidicos causan directamente la cardiomiopatia, la acumulacion de
ceramidas en el miocardio se correlaciona con estos eventos
fisiopatoldgicos y la disfuncidn cardiaca en varios modelos experimentales

(Tabla 3) 90, 180, 258.

Ademas de su acumulacién en forma de vesiculas intracelulares de
triglicéridos, otra ruta para utilizar el excedente de acidos grasos es a
través de su transformacion a ceramidas. El aumento de los niveles
miocardicos de ceramidas se asocié con disfuncion diastdlica en ratones
Akita Ins2 (WT/C96Y) y ratas Zucker diabéticas grasas (ZDF) %242% En

conjunto estos datos sugieren que los niveles de ceramida miocardica se
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correlacionan con el desarrollo de la disfunciéon cardiaca en condiciones
de obesidad y DM.

Tabla 3. Ceramidas cardiacas, apoptosis de cardiomiocitos y funcion cardiaca en
modelos animales de cardiomiopatia lipotoxica, DM y obesidad

Modelo animal Cambios en el Funcion Referencias

contenido cardiaca

cardiaco de

ceramidas
Ratones MHC-ACS1 0 N 108
Ratones LPLGP! 0 N 109
Ratones MHC-PPARa 0 N 309
Ratones Akita Ins2 0 N 294
Ratas obesas/diabéticas 0 N 116
Zucker
Ratones ob/ob 0 Sin cambio 3
Ratas alimentadas con una 0 N 31
dieta rica en grasas
Ratones db/db 0 N 234

Esfingosina 1-fosfato

1.  Efectos cardioprotectores de S1P

La acumulacion intracelular de ceramidas puede contribuir a la patogenia
de la disfuncién cardiaca. Por el contrario, la S1P muestra acciones
antagodnicas en relacién con la ceramida y ejerce acciones favorables

sobre la fisiologia y la supervivencia de los cardiomiocitos 2°' 262,

La concentracion plasmatica de S1P a menudo se encuentra
frecuentemente alterada en sujetos diabéticos y obesos """ 263, También
se ha encontrado que puede verse comunmente relacionada con cambios

264 265" siendo una de las lineas de

en sus perfiles de lipoproteinas
investigacion centrada en la S1P unida a HDL %°. En este contexto, se ha
demostrado que una serie de acciones cardioprotectoras de HDL estarian
mediadas por la interaccion de S1P unida a lipoproteinas con las células,
incluidas las de las células endoteliales, los macréfagos y los

cardiomiocitos 2¢ %7 Las HDL son disfuncionales en sujetos diabéticos
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268 'y posiblemente, un contenido alterado de S1P en esta fraccion podria
ser en parte responsable de la cardiomiopatia relacionada con la DM.
Entre los efectos cardiovasculares favorables por parte de la S1P
vehiculada por las HDL, se cuentan acciones celulares tales como la
supresion de procesos oxidativos/inflamatorios, apoptosis y disfuncion
endotelial ®°. En este sentido, la S1P unida a HDL puede ser determinante
de la accion biolégica de S1P al facilitar la presentacion a receptores

especificos 27°.

La apolipoproteina M (ApoM), en virtud de su capacidad para unirse a S1P,
también podria contribuir a los efectos cardioprotectores beneficiosos de
HDL 2%%. De hecho, la sobreexpresion de ApoM protege contra el desarrollo
de arteriosclerosis ?’'. En general, estos datos sugieren que la ApoM unida
a S1P, en lugar de la S1P total unida a otros transportadores, como la
albumina, podria ser fundamental para conferir proteccion contra la
arteriosclerosis 2%”. Aunque no se determind el contenido de S1P en el HDL
de ratones que sobreexpresan ApoM %’!, de acuerdo con datos recientes,
podria esperarse que los niveles circulantes de S1P unido a HDL
aumentaran concomitantemente 22. De acuerdo con este concepto, las
estrategias experimentales disefiadas para neutralizar la S1P unida a HDL
hacen que la HDL sea menos funcional 26”2722’ En un contexto diabético,
las HDL con un contenido elevado de S1P confieren proteccion a las

células endoteliales a través de los receptores de S1P (S1PR) S1PR1/3
276

Varias lineas de estudio también respaldan el papel de la S1P unida a HDL
y/o la ApoM en la prevencion de la IC. Asi, el contenido de S1P de HDL
también evita que los cardiomiocitos ventriculares desarrollen apoptosis
inducida 2", lo que sugiere fuertemente un papel para la circulacion de
S1P unida a HDL en la limitaciéon de la muerte de cardiomiocitos. Tanto la

ApoM unida a HDL como la S1P, atenuan la muerte de las células

71



endoteliales al bloquear la apoptosis de manera cooperativa actuando a
través de S1PR1y S1PR3 endoteliales 278,

2. Implicaciones clinicas del metabolismo de esfingolipidos en

la patogenia de la cardiomiopatia

A excepcion de los tratamientos convencionales no especificos dirigidos a
lograr un control glucémico intensificado, no existe un tratamiento efectivo
o definido para esta condicion. Aunque la base fisiopatoldgica que subyace
a las alteraciones funcionales y estructurales en el corazon diabético aun
no esta bien definida, las hipdtesis actuales incluyen lipotoxicidad y fibrosis
cardiacas, y una utilizacién defectuosa de sustratos por parte de los
cardiomiocitos, posiblemente atribuida a una alteracion de la sefializacion

de la insulina 279281,

3.  Las ceramidas como diana terapéutica

Las estrategias dirigidas a reducir la sintesis de ceramidas incluyen la
reduccién de la captacion de acidos grasos por el miocardio y la conversion
de los acidos grasos a especies no lipotoxicas como los triglicéridos.
Diferentes estudios de intervencién dirigidos a reducir las concentraciones
circulantes de acidos grasos mejoran la funcién cardiaca, a través de una
reduccién de la lipotoxicidad en ese tejido como consecuencia de la
disminucion en el contenido de ceramidas. Entre los estudios de
intervencion realizados constan la administracion de troglitazona (un
agonista de PPARg) en ratas ZDF, tratamiento con insulina en ratones
Akitalns2 (WT/C96Y), y la sobreexpresion de diacilglicerol aciltransferasa

en ratones MHC-ACS1 9. 98,243,259,
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4.  Efectos cardiovasculares de FTY720/Fingolimod: un

analogo estructural de la S1P

FTY720/Fingolimod es un inmunomodulador utilizado principalmente para
el tratamiento de la esclerosis multiple que fue aprobado por la FDA (del
inglés, Food and Drug Administration) en 2010 '*" (Figura 5). Es un
analogo estructural de S1P y se fosforila in vivo a través de la accion de la
SphK2 %", Cabe destacar que los sujetos con esclerosis multiple presentan
una mayor tasa de mortalidad en comparacion con la poblacion general, y
el exceso de mortalidad puede explicarse, al menos en parte, por la

aparicion de enfermedades cardiovasculares 282

Es probable que los mecanismos etiopatogénicos y las caracteristicas
patoldgicas relacionadas con las manifestaciones cardiacas en sujetos
con esclerosis multiple, sean completamente diferentes a los de la CMD.
Tampoco se ha reportado si la administracion de FTY720/Fingolimod
puede proteger contra el dafio cardiaco en sujetos humanos con esclerosis
multiple. Estudios previos muestran que su administracion puede proteger

contra el desarrollo de arteriosclerosis 28%2%°

y el dafo de la
microvasculatura inducido por la DM ¢ en modelos experimentales.
Consistentemente, la administracion de FTY720/Fingolimod influye
favorablemente en las causas isquémicas de IC también en modelos

experimentales 28" 288,

Sin embargo, la contribucidon positiva de
FTY720/Fingolimod en enfermedades cardiacas no vasculares y no

isquémicas, como la CMD, no se ha estudiado aun.

En particular, los datos recientes respaldan una accion favorable de la
administracion de FTY720/Fingolimod para mejorar la cardiomiopatia

hipertrofica in vivo 2%

al mejorar la disfuncion diastolica y revertir
parcialmente la remodelacion auricular en un modelo genético de raton de
miocardiopatia hipertréfica. En este estudio los efectos favorables por

parte de este farmaco contra el desarrollo de esta cardiomiopatia se
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relacionaron con una mejora del estrés oxidativo que se acompafié de una
reduccion en la abundancia relativa del receptor S1PR1 cardiaco; sin
embargo, en dicho trabajo no se vincularon mecanisticamente ambos
procesos. Tampoco se determinaron las ceramidas en miocardio, pero
siendo FTY720/Fingolimod un derivado de la miriocina, inhibidor
especifico de la SPT, podria postularse también que al menos en parte su
efecto favorable pudiera deberse a una disminucién en la sintesis de

ceramidas miocardicas en ratones tratados.

Nuestros datos preliminares mostraron por primera vez un efecto favorable
de FTY720/Fingolimod en la CMD experimental in vivo empleando ratones
db/db “°, previniendo la disfuncion diastélica. En general, nuestras

9

observaciones, junto con las de un estudio anterior %°, respaldarian la

hipotesis de que la modificacion de la sefalizacion de los esfingolipidos

puede ser un enfoque terapéutico novedoso en el tratamiento de la CMD.

NH,
H0\/\/%/\/\/\/\/\/\/ Esfingosina
OH

(o]
n Nl-'2
HO /gHo\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/ S1P
OH

FTY720
HO -
H,N
2 7/\O/\/\/\/\ FTY720 fosforilado
HO’S\O .
H 4
Lo’ NH,

Figura 5. Analogias estructurales entre FTY720/Fingolimod y S1P
Se muestran las estructuras moleculares de la esfingosina, S1P, FTY720/Fingolimod, y la
forma fosforilada de FTY720/Fingolimod.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Parte 1. Contribucion del metabolismo de esfingolipidos a la CMD
Hipotesis

Aunque las causas fisiopatolégicas de la CMD todavia no se conocen con
exactitud 2°°, diferentes evidencias recientes respaldan la nocion de que
una sefalizacion alterada de la insulina como base de su manifestacion y
progresion a etapas mas avanzadas, conduciendo en ultima instancia a la
IC. En una primera fase del estudio se hipotetizé que la CMD sera
detectable en modelos experimentales de prediabetes (modelo de
obesidad inducida con dieta rica en grasas e insulinoresistencia) y de
DM2 (modelo db/db).

Las ceramidas y sus metabolitos intermediarios se han relacionado con el
desarrollo de CMD en modelos animales de diabetes y obesidad '*®. Sus
niveles circulantes vienen principalmente determinados por su sintesis en
higado. Dado que los esfingolipidos regulan multiples procesos celulares,
incluida la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis ?°', podrian
contribuir en el remodelado y disfuncion miocardica observado en sujetos
con DM. Por ello, se propuso testar la hipétesis de que las ceramidas
circulantes se relacionan con CMD en modelos experimentales de
prediabetes y de DM2.

Por otro lado, la concentracion de LDL modificadas y, en particular de una
pequeia fraccion de éstas, las LDLox, se encuentra frecuentemente
aumentada en sujetos diabéticos. Las LDLs modificadas presentan un alto
poder citotoxico a través de la induccion de estrés oxidativo, inflamatorio y
son altamente proapoptéticas, todos ellos mecanismos frecuentemente

relacionados con el remodelado y disfuncion cardiaca. Por tanto, se testo
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la hipétesis de que las LDLox exacerban la apoptosis, uno de los

mecanismos celulares involucrados en el desarrollo de CMD.

Objetivos

1. Analizar las alteraciones metabdlicas en un modelo experimental de
prediabetes (= obesidad e insulinoresistencia en ratones db/+ alimentados
con una dieta rica en grasas con un fondo genético C57BLKs/J), y en un
modelo de DM2 (ratones db/db y db/db catabdlicos con el mismo fondo
genético). Para ello, se evaluaran los parametros corporales y bioquimicos

séricos, asi como los de remodelado, funcionalidad y bioquimica cardiaca.

2. Identificar y cuantificar varias especies de lipidos, incluyendo los
esfingolipidos (principalmente ceramidas), en plasma total, en
subfracciones lipoproteicas y en tejidos diana (higado y miocardio) en

modelos animales de prediabetes y DM2.

3. Explorar la contribucién de las LDLox a la CMD, utilizando una linea
primaria de cardiomiocitos humanos (AC16), estudiando la acumulacion
de lipidos y la apoptosis en condiciones de cultivo celular que mimetizan

la DM2 (i.e., niveles elevados de glucosa y acido palmitico).

4. Evaluar la cinética metabdlica de LDLox en sangre y en tejidos diana,
incluyendo el cardiaco. En cardiomiocitos AC16 se determinara la via de
entrada de estas mediante inhibidores especificos de receptores de

lipoproteinas.
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Parte 2. Uso de un analogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod)

para el tratamiento de la CMD
Hipotesis

A excepcion de un control glucémico intensificado, no existe un tratamiento
efectivo para la CMD. FTY720/Fingolimod es un analogo estructural de la
esfingosina. Su forma fosforilada (activa), es un analogo estructural de la
S1P, un esfingolipido bioactivo al que se le atribuye un papel

ateroprotector en modelos experimentales 2%%2%°

y que también protege a
los cardiomiocitos contra el dafio inducido por de hipoxia. Las acciones
favorables atribuidas a S1P parecen depender viene principalmente
determinadas por su union a receptores especificos tales como S1PR1 y
S1PR3 #?y |a consiguiente sefalizacion que inducen '’. Sin embargo,
aun no se ha estudiado la contribucion de FTY720/Fingolimod en la CMD.
En este trabajo se ha testado la hipotesis de que FTY720/Fingolimod
previene el remodelado y la disfuncion miocardica establecida en
ratones db/db, a través de mecanismos antiinflamatorios y

antiapoptoéticos.
Objetivos

1. Evaluar la estructura y funcionalidad cardiaca en modelos animales de
DM2 (ratones db/db y db/db catabdlicos) tras el tratamiento con
FTY720/Fingolimod.

2. Al final del tratamiento se determinaran:

2.1) los parametros corporales y bioquimicos séricos, y niveles circulantes

de adiponectina y citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias.

2.2) los cambios en la expresion/abundancia relativa de dianas

moleculares involucradas en la fosforilacion y sefalizacion de
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FTY720/Fingolimod, disfuncion cardiaca, inflamacion, apoptosis, estrés de

RE, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial en miocardio.

3. Evaluar el efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamacién vy
apoptosis en cardiomiocitos AC16 en cultivos expuestos a condiciones

diabéticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales y dietas

En este trabajo, se utilizaron varios disefios experimentales para
desarrollar los objetivos propuestos. En primer lugar, se realizé el
seguimiento de los modelos animales de prediabetes (obesidad e
insulinoresistencia) y DM2 para el estudio de la CMD. Se determinaron los
parametros corporales y los bioquimicos plasmaticos de interés,
incluyendo los niveles de lipidos y esfingolipidos totales y subfracciones
lipoproteicas. Asi como el analisis de la funcionalidad cardiaca. En una
segunda fase, se evalu6 el efecto del agente terapéutico
FTY720/Fingolimod, en el modelo DM2 sobre el peso corporal, la
funcionalidad cardiaca, la acumulacion de lipidos corporales en circulacion
y tejidos diana, asi como marcadores de inflamacion, apoptosis, estrés de

reticulo endoplasmatico, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial.

En el bloque experimental del modelo de resistencia a la insulina (pre-
diabetes), se utilizaron ratones a los que se les indujo obesidad y

resistencia a la insulina, alimentandolos con una dieta rica en grasas.

En el caso del modelo de DM2, se trabajo con ratones db/db en un fondo
genético C57BLKs/J, que son un modelo genético comercial de diabetes,
con una mutacion espontanea en el gen de la leptina (Jackson Lab, Cat.
N° 00642; https://www.jax.org/strain/000642). Los ratones db/db utilizados
en el estudio se generaron a partir de parejas de ratones heterocigotos,
db/+, de acuerdo con las instrucciones de seleccion de descendencia
descrito en el enlace antes indicado. En nuestro estudio se seleccionaron

los ratones macho.

Todos los procedimientos animales se revisaron y aprobaron por el Comité

Institucional de Cuidado Animal y el Comité Etico del “Institut de Recerca
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de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau” (Num. Autorizacion 10.454), y

los métodos se llevaron a cabo de acuerdo con las guias establecidas.

3.1.1 Métodos y procedimientos compartidos en los diferentes

disefios experimentales

Los animales se distribuyeron en los diferentes grupos en funcién de sus
caracteristicas genéticas y fenotipicas antes de empezar los estudios. En
nuestro caso, al depender de la tasa de cria y del uso de ratones macho
para propésitos experimentales, algunos de los disefios experimentales se
repitieron las veces necesarias hasta alcanzar el numero minimo de
animales por grupo a efectos estadisticos para completar los analisis

programados.

Los animales tuvieron libre acceso al consumo de alimento y agua en todo
momento. Tras la adquisicion de los animales reproductores (FO) estos se
repartieron en jaulas de reproduccion a partir de los 7 dias de su recepcion
para asegurarnos de una buena aclimatacion a las condiciones de
estabulacion. Su descendencia se utilizd para los diferentes
procedimientos. En la evaluacion del efecto de FTY720/Fingolimod, este
se administré oralmente en el agua de bebida y la dosis se escogi6 de

acuerdo con una publicacion previa reciente 3.

Todos los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura
(20°C) y humedad (66%) controladas, con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas (h). El peso corporal, el consumo de agua y comida fueron
monitorizados semanalmente durante el periodo de estudio. En algunos
grupos también, se realizaron pruebas funcionales del metabolismo de la

glucosa y la insulina.

Los datos bioquimicos, pruebas funcionales, la evaluacién de la
funcionalidad cardiaca, la expresiéon génica y la abundancia relativa de

proteinas de dianas moleculares se realizaron con el fenotipo establecido,
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al final del tratamiento, siendo establecido en 7 meses de vida (modelo de
prediabetes) o 4 meses (modelo DM2) segun correspondiera. Para ello,
los animales se mantuvieron en ayuno durante 4 h, fueron eutanasiados
posterior ecocardiografia y exsanguinados por puncién intracardiaca,
previa anestesia con vapores de isoflurano (Forane®, Abbott). La sangre
se recolectd y el plasma o suero se obtuvieron mediante centrifugacion a
3.000 g a 4°C durante 10 min. El consumo de agua y comida reportado en
las tablas de resultados se monitorizé6 durante los 2 dias previos a la
eutanasia. En este caso, los animales se individualizaron en jaulas y fueron

aclimatados durante 24 h.
3.1.2 Modelo de prediabetes (obesidad e insulinoresistencia)

Se emplearon ratones db/+ macho de 2 meses de vida, con el fondo
genético C57BLKs/J y fueron separados en 2 grupos experimentales de
n=10 cada uno (Figura 6). Para generar los ratones obesos con resistencia
a lainsulina, uno de los grupos fue alimentado con una dieta rica en grasas

TD 07011 (Envigo, Tabla 4) durante 5 meses consecutivos.

Los ratones control se alimentaron por el mismo periodo de tiempo con
dieta de mantenimiento hipocaldrica (Teklad 2014, Tabla 4). Al finalizar el
periodo de seguimiento, se procedioé a la evaluacion de la funcionalidad
cardiaca, eutanasia de los animales y la recoleccién de las muestras de
interés para la determinacién de los parametros bioquimicos, la expresiéon

génica y abundancia relativa de proteinas de dianas moleculares.
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Figura 6. Evaluacion del desarrollo de CMD en un modelo de prediabetes (obesidad
e insulinoresistencia)

Se realiz6 el estudio de los diferentes parametros corporales, bioquimicos, asi como la
evaluacion del impacto del fenotipo en diferentes pruebas funcionales en ratones
C57BLKs/J alimentados con dieta rica en grasas, versus controles delgados alimentados
con dieta de mantenimiento. La evaluacién de la funcionalidad cardiaca, los analisis de
parametros corporales, bioquimicos, la expresién génica y abundancia de proteinas se
realizaron a los 7 meses de edad. Se llevaron a cabo pruebas funcionales relacionadas con
el metabolismo de la glucosa aproximadamente 1 mes antes de la eutanasia (n=10 por

grupo).
3.1.3 Modelo de DM2

Se utilizaron ratones machos y hembras db/+, con fondo genético
C57BLKs/J para la generacion de una colonia estable y la obtencion de los
ratones db/db. Se seleccionaron los ratones macho (n=20) a los 2 meses
de vida para los estudios previstos, y el seguimiento se realizé durante 2

meses.

Una pequefia fraccion de los ratones db/db generados evolucioné hacia
una diabetes mas exacerbada, lo que resulté en una reduccién del peso
corporal a pesar de no registrarse cambios en la ingesta, y que
denominamos catabdlica (db/dbcat) en analogia a la que suele encontrarse
en ratones hechos diabéticos mediante la administracion de STZ o

aloxano. La reduccion de peso corporal se relacioné con una disminucion
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de grasa corporal en diferentes regiones y se acompafo de una reduccién

en los niveles séricos de insulina.

Este viraje fenotipico no se ha reportado previamente, pero dio lugar a un
subgrupo de caracteristicas diferentes (n=7) a los ratones db/db con
caracteristicas estandares. Este cambio se manifesté aproximadamente a
partir del tercer mes de vida en los denominados db/dbca. A los que
seguian normalmente el curso de ganancia de peso corporal optamos por
nombrarlos como db/db metabdlicos (db/db) y de esta manera diferenciar
ambos grupos experimentales de ratones db/db. El grupo control consistié
en ratones delgados, db/+ (n=6) con el mismo fondo genético
(C57BLKs/J). Todos los animales fueron alimentados con dieta de
mantenimiento (Teklad 2014).

db/db
C57BLKs/J Eutanasia
X
S f—l—\ ¥' Ganancia de peso corporal db/d‘b eat
v Test funcionales del
db/db db/+ metabolismo de
(n=20) (n=6) la glucosa e insulina
/0'. .
db/+
v’ Pardmetros corporales
v’ Parametros bioquimicos
v Funcionalidad cardiaca
v' Anélisis de expresién génica
v' Anélisis abundancia relativa de

proteinas

Figura 7. Evaluacién del desarrollo de CMD en un modelo de DM2

Se llevo a cabo el estudio de los diferentes parametros corporales, bioquimicos, asi como
la evaluacién del impacto del fenotipo en diferentes pruebas funcionales en ratones db/db
con fondo genético C57BLKs/J, versus controles delgados db/+ (con el miso fondo
genético), alimentados con dieta de mantenimiento. Al final del seguimiento se obtuvo un
subgrupo de animales db/db denominados catabdlicos (db/db cat) por la pérdida o falta de
ganancia de peso corporal al igual que sus congéneres db/db. La evaluacion de la
funcionalidad cardiaca, los andlisis de parametros corporales, bioquimicos, la expresion
génica y abundancia de proteinas se realizaron a los 4 meses de edad. Se llevaron a cabo
pruebas funcionales relacionadas con el metabolismo de la glucosa aproximadamente 1
mes antes de la eutanasia (n=6-10 por grupo).
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Al finalizar el periodo de seguimiento, a los 4 meses de vida, se procedio
a la evaluacion de la funcionalidad cardiaca, eutanasia y obtencion de las
muestras de interés para la determinacién de los parametros bioquimicos,
la expresion génica y abundancia relativa de proteinas de dianas

moleculares (Figura 7).
3.1.3.1 Evaluacion del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD

Tras la evaluacion de la funcionalidad cardiaca de ambos modelos
animales, prediabetes (ratones obesos inducidos con la dieta rica en
grasas) y DM2, se determind que el modelo DM2 desarroll6 signos de
CMD, por lo cual para la segunda etapa del estudio se procedio a trabajar
s6lo en este modelo animal. Se emplearon una nueva tanda de ratones
machos y hembras db/+ (fondo genético C57BLKs/J) a fin de generar la
colonia de ratones machos diabéticos db/db e incluirlos en el tratamiento

con el farmaco.

db/db db/db
~ A
FTY720| h.
C57BLKs/J Eutanasia ?\
...\:- {—A—‘ ¥’ Ganancia de peso corporal "" “""
/\ db/dbcat  db/db cat
db/db db/+
(n=20) (n=10)
FTY720/Fingolimod | [ vehicwo | db/+
v’ Pardmetros corporales
v’ Pardmetros bioquimicos
db/db v’ Funcionalidad cardiaca
(n=20) v Andlisis de expresién génica
v’ Anélisis abundancia relativa de

Figura 8. Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD en los fenotipos de DM2

Se evalu6 el efecto del FTY720/Fingolimod sobre diferentes parametros corporales,
bioquimicos, de funcionalidad cardiaca e inmunohistoquimicas de miocardio en ambos
fenotipos de DM2; db/db y catabdlica (db/db cat), en ratones db/db con fondo genético
C57BLKs/J versus controles delgados db/+ (con el mismo fondo genético) despues de 3
meses de tratamiento. Se utilizaron 4 grupos de ratones db/db (n=5-10 cada uno), 2 de los
cuales fueron sometidos a la administracion del farmaco via oral disuelto en el agua de
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bebida y los otros 2 grupos recibieron el vehiculo (agua). El grupo db/+ recibio el vehiculo.
Abreviatura: Veh, vehiculo.

En la evaluacién del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD se
utilizaron ratones macho db/db (n=20) de 1 mes de vida distribuidos en 2
grupos (FTY720/Fingolimod y vehiculo) y el periodo de administracion
del farmaco y del vehiculo fue de 3 meses via oral, hasta alcanzar los 4

meses de vida (

Figura 8). Se utilizd una solucién madre de FTY720/Fingolimod (Cat. N°
CAY-10006292. 250 MG, Cayman Chemicals), disuelta en agua.
Conforme el seguimiento avanzé, se separaron en grupos experimentales
diferentes los animales que mostraron caracteristicas fenotipicas de
diabetes catabdlica (db/dbcat) de los db/db. Incluimos un grupo de ratones
db/+ (n=10) que bebid el vehiculo del agente terapéutico (agua) durante el

mismo periodo de seguimiento.

Al finalizar el periodo de seguimiento, se procedié a la evaluacion de la
funcionalidad cardiaca, eutanasia de los animales y la recoleccion de las
muestras de interés para la determinacién de los parametros bioquimicos,
la expresion génica y abundancia relativa de proteinas de dianas

moleculares.

3.1.4 Dietas empleadas en el estudio
Las composiciones de las diferentes dietas utilizadas en este trabajo se

muestran en la Tabla 4.

Dieta de . .
. o Dieta rica en grasas
Parametros mantenimiento .
(Teklad 2014) (Envigo 07011)
Proteina (%) 20,0 21,0
Carbohidrato (%) 67,0 24,6
Grasa (%) 13,0 55,0
Densidad de energia (Kcal/g) 29 4,8
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Tabla 4. Informacién nutricional de las dietas empleadas en el estudio de los modelos
animales de prediabetes (obesidad inducida con dieta rica en grasas) y DM2

Los principales componentes brutos de la dieta se muestran como porcentaje, expresado
en peso de la dieta.

3.2 Andlisis bioquimico
3.2.1 Andlisis de la bioquimica plasmatica

La bioquimica plasmatica se efectud por procedimientos automatizados o
manuales, segun el caso. Los parametros de rutina fueron analizados
utilizando kits comerciales adaptados al autoanalizador. La insulina fue
analizada por kits ELISA, mientras que los niveles circulantes de citoquinas

inflamatorias y adiponectina se midieron a través de la técnica Luminex.
3.2.1.1 Analisis automatizado de la bioquimica plasmatica

La sangre se extrajo por puncion intracardiaca de los ratones previamente
anestesiados con isoflurano. Después de la recoleccion, la sangre se
centrifugd inmediatamente a 3.000 g y 4°C; el sobrenadante se recolectd

y almacené a -80°C hasta su analisis.

La mayoria de los compuestos quimicos del plasma, como la glucosa (Cat.
N° 4404483190); colesterol (Cat. N° 3039773190); triglicéridos (Cat. N°
20767107322); creatinina  (Cat. N° 04810716190); alanina
aminotransferasa (ALT, Cat. N° 20764949322) y aspartato
aminotransferasa (AST, Cat. N° 20764949322), y BUN (del inglés, Blood
Urea Nitrogen, UREAL, Cat. N° 4460715190) se determinaron utilizando
kits comerciales adaptados al autoanalizador COBAS ¢501/6000 (Roche
Diagnostics, Madrid, Espafna). El colesterol libre (Cat. N° 435-35801),
fosfolipidos (Cat. N° 296-63801) y acidos grasos libres (AGL, NEFA-HR1:
Cat. N° 434-91795; NEFA-HR2: Cat. N° 436-91995) se midieron usando

reactivos de Wako Diagnostics. Las determinaciones de triglicéridos se
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corrigieron por el glicerol libre presente en el plasma (Cat. N° F6428-40ML;
Sigma-Aldrich St. Louis, MO).

El control de calidad para cada uno de estos ensayos se realizé en tiempo
de ejecucion, los cuales se encontraron dentro del rango aceptable,
definido como 2 veces la desviacion estandar. Precicontrol clin chem Multi
1 (Cat. N° 5117208922, Roche Diagnostics) y Precicontrol clin chem Multi
2 (Cat. N° 5117291922, Roche Diagnostics) y el control de Wako
Chemicals (Cat. N° 410-00102).

El coeficiente de variacion calculado para cada ensayo fue <10%. El
colesterol HDL se midié en plasma empobrecido en apolipoproteina B
(ApoB), obtenido después de la precipitacion con acido fosfotungstico e

iones de magnesio (Roche Diagnostics).
3.2.1.2 Analisis de insulina en plasma por técnicas ELISA

La concentracion plasmatica de insulina se determiné utilizando el kit Ultra-
Sensible de Insulina de Raton (Cat. N° 90080, Crystal Chem Inc., Downers
Grove IL, USA), que esta basado en el inmunoensayo enzimatico tipo
sandwich. La preparacion de los reactivos del ensayo, los estandares y los
controles de calidad se realizaron de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

3.2.1.3 Determinacion de citoquinas y adiponectina en plasma

mediante un enfoque multiplex

Este analisis se llevd a cabo en colaboracién con el grupo de la Dra.
Mercedes Camacho en el “Institut de Recerca del Hospital de la Santa

Creu i Sant Pau”.

Se utilizd un kit de microesferas magnéticas Milliplex Map Mouse
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead (MCYTOMAG-70K; Merck-Millipore),
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disefiando un kit personalizado de 5 complejos que contenian las
citoquinas especificas, incluyendo IL-183, IL-6, MCP-1, TNFa e IL-10. Esta
metodologia también se aplic6é para la determinacion de las
concentraciones plasmaticas de adiponectina (MADCYMAG-72K; Merck-
Millipore). El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las cuentas magnéticas se leyeron en un instrumento de deteccion

basado en flujo de doble laser, como el Luminex® 100™, Luminex 200™.

3.2.2 Determinacion de niveles de FTY720/Fingolimod y su forma
fosforilada en plasma y miocardio de ratones db/db mediante

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Esta determinacion se realizé a través de Eurecat, centro de ciencias

omicas de la “Universitat Rovira i Virgili”.

Las muestras de plasma (20 uL) se mezclaron con 25 pL de estandares
internos (FTY720-d4 a 20 ng/mL y FTY720-P-d4 a 200 ng/mL) y 200 pL de
metanol. En cambio, las muestras de miocardio (aproximadamente 15 mg)
se mezclaron con 25 pL de estandares internos (FTY720-d4 a 20 ng/mL y
FTY720-P-d4 a 200 ng/mL) y 500 pL de metanol. Las muestras se
sonicaron en un procesador de liquidos Vibra-Cell Ultrasonic durante 30
segundos (ampl. 40%). Todas las muestras, tanto de plasma como
miocardio, se agitaron en vortex y se centrifugaron durante 10 min a 4°C y
15.000 rpm. Los sobrenadantes se evaporaron a 45°C, se reconstituyeron
en 50 L de metanol y se transfirieron a viales de vidrio para el analisis por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.

La separaciéon cromatografica se realizé en gradiente. La fase mévil A fue
agua con 0,1% de acido formico y la B fue acetonitrilo:isopropanol (1:1,
v:v) con 0,1% de &cido formico ?*3. La temperatura de la columna se fijo en

40°C y el volumen de inyeccion fue de 5 pL.
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3.2.3 Aislamiento de lipoproteinas por ultracentrifugacion secuencial

El aislamiento de las diferentes lipoproteinas plasmaticas se realizd por
ultracentrifugacién secuencial segun el método descrito por Havel y
colaboradores 3*°. El método esta basado en el hecho de que es posible
aislar todas las lipoproteinas por flotacién a una densidad inferior a la de
cada tipo de lipoproteinas (lipoproteinas de muy baja densidad, es decir,
VLDL a d<1,006 g/mL; lipoproteina de baja densidad, es decir, LDL entre
1,019 <d<1,063 g/mL; y lipoproteinas de alta densidad, es decir, HDL entre
1,063 <d<1,210 g/mL). La densidad del plasma/suero es de 1,006 g/mL.
La densidad del plasma/suero es de 1,006 g/mL. Las densidades
plasmaticas finales se ajustaron utilizando la férmula de Radding vy
Steinberg #*° (Figura 9).

_ V*(df-di)
~1-(0,312*df)
Figura 9. Formula de Radding y Steinberg

Donde X=g de bromuro de potasio (KBr); V=volumen de plasma en mL, df=densidad final
en g/mL, di=densidad inicial en g/mL, y 0,312=volumen especifico parcial de KBr.

El fraccionamiento secuencial de las diferentes fracciones de lipoproteinas
plasmaticas por ultracentrifugacion, se realizé tras ajustar la densidad
plasmatica inicial a la densidad final deseada, para cada una de las
especies de lipoproteinas plasmaticas. El calculo de la cantidad de KBr
necesaria para ajustar la densidad del plasma se realiz6 mediante la
formula descrita (Figura 9). El volumen final se ajusté a la capacidad
maxima proporcionada por el tubo de clase ELIP (2,5 mL) para muestras
de ratones o el tubo de preparacion en el caso de las muestras humanas,
a 20 mL.
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El plasma de los ratones carece de una fraccién definida de LDL y el
colesterol circulante se transporta principalmente en HDL. Tal es asi que
las HDL se consideran la principal fraccion de lipoproteinas circulantes en
el plasma de estos animales. Por lo tanto, en este trabajo se utilizo el rango
de densidad<1,063 g/mL para aislar la fraccion no-HDL, que incluye las
lipoproteinas ricas en triglicéridos junto con la de la fraccion de LDL,
mientras que la fraccion HDL se obtuvo del plasma sin lipoproteinas no-
HDL.

Las fracciones de lipoproteinas plasmaticas de nuestros ratones se
obtuvieron de una mezcla de plasma de n=5 de los diferentes grupos
experimentales. La fraccion de LDL humanas (LDL entre 1,019<d<1,063
g/mL) se obtuvo de una mezcla de sueros de voluntarios normolipidémicos
y se aislé por ultracentrifugacion secuencial a 100.000 g durante 24 h en
un rotor analitico de angulo fijo (50.3, Beckman Coulter). La obtencion y el
uso de muestras de suero humano para este estudio fueron aprobados por

el Comité de Etica del “Hospital de la Santa Creu i Sant Pau” de Barcelona.

En este trabajo se aisld la fraccion no-HDL del plasma de raton para
emplearlas en los estudios de lipidomica. Mientras que la fraccion LDL
humana, se utilizé en los estudios in vivo de cinética de captacién
lipoproteinas, marcadas con un fluorocromo, para evaluar la captacion
diferencial de lipoproteinas en el modelo animal de DM2. Asi también en
estudios in vitro en cardiomiocitos AC16, para la evaluacion de la captacion

de lipoproteinas modificadas por diferentes receptores.

3.2.3.1 Aislamiento de la fraccion de lipoproteinas no-HDL y HDL de

ratén

Se empled la formula de Radding & Steinberg para ajustar el volumen
inicial de plasma de ratén (di=1,006 g/mL) a una densidad final de 1,063

g/mL para obtener la fraccion no-HDL.
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El volumen inicial del plasma de partida de las diferentes muestras de
ratones usualmente fue de entre 0,5-1 mL. Este volumen se establecié
para garantizar que la suma de los volumenes del plasma y la solucion de
densidad no sobrepase el volumen maximo de trabajo, determinado por la
capacidad del tubo ELIP que es de 2,5 mL.

Asi, el tubo ELIP contuvo el volumen inicial de plasma, el volumen
calculado de solucion concentrada de densidad 1,340 g/mL y la solucion
de densidad inicial hasta un volumen final de 2,5 mL. Se separ6 esta
fraccion no-HDL del sobrenadante, tras 18 h de ultracentrifugacion a
100.000 g a 4°C.

El volumen restante de plasma es lo que se denomina plasma libre de no-
HDL (di=1,063 g/mL) y esta se ajustd a la densidad final de 1,210 g/mL
para aislar la fraccion de HDL. La cual se obtuvo del sobrenadante luego
de 24 h de ultracentrifugacion a 100.000 g a 4°C.

3.2.3.2 Aislamiento de la fraccion de LDL humana

En este caso, el volumen inicial de suero oscilé entre 50 y 200 mL. Se
utilizaron tubos de preparacion de policarbonato. El suero se distribuy6 en
tantos tubos como fuera necesario para garantizar que la suma del suero
en cada tubo y de la solucion de densidad afiadida no superara el volumen
maximo de trabajo, determinado por la capacidad de este tipo de tubos de

centrifuga, es decir, 20 mL.

Se utiliz6 la formula de Radding & Steinberg para ajustar el volumen inicial
de suero (di=1,006 g/mL) a una densidad final de 1,019 g/mL para eliminar
primeramente las lipoproteinas ricas en triglicéridos (es decir, VLDL, y las
lipoproteinas de densidad intermedia, abreviadas como IDL y también
definidas como restos de VLDL). Estas se aislaron del sobrenadante tras
18 h de ultracentrifugacion a 100.000 g a 4°C.
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Después de eliminar las lipoproteinas flotantes, se procedié a la
preparacion de las muestras para el aislamiento de la fraccién de LDL.
Primeramente, se reajusto el volumen del suero empobrecido en VLDL e
IDL, al volumen inicial original con la solucién de densidad 1,019 g/mL.
Para el aislamiento de la fraccion de LDL, se empleé la formula de Radding
& Steinberg de tal manera a ajustar el volumen inicial de suero
empobrecido en VLDL e IDL (di=1,019 g/mL) a una densidad final de 1,063
g/mL. La muestra se distribuy6 en tantos tubos como fuera necesario para
garantizar que la suma del suero en cada tubo sea de 20 mL. Se procedié
a la ultracentrifugacion durante 20 h a 100.000 g y temperatura de 4°C y

se recogieron las LDL flotantes.

Las muestras de LDL recogidas se dializaron en membranas
semipermeables en 2 L de tampdn fosfato PBS pH=7,4 (del inglés,
Phosphate Buffered Saline) (1,37M NaCl; 0,027M KCI; 0,065M
Na;HPO4-2H.0 y 0,015M KH2PO4) de forma a eliminar la sal anadida en
el proceso de aislamiento. Para ello, se realizaron recambios del PBS cada
24 h durante las 72 h de dialisis. Finalmente, la muestra de LDL obtenida

se recogio de la membrana de dialisis y se almacend a 4°C hasta su uso.
3.2.3.3 Modificacion de LDL humana

Se generd un tipo de LDL modificada a partir de las muestras de LDL
humanas nativas (LDLnat) obtenidas previamente por ultracentrifugacion

secuencial, las LDL oxidadas (LDLox).

De la muestra de LDLnat aislada, se tomd una alicuota para la
determinacion de los niveles de ApoB y colesterol en el autoanalizador
Cobas 501c/6000. Posteriormente, la muestra de LDLnat se diluyd con
PBS hasta una concentracion de ApoB igual a 0,25 g/L y se afiadio la
cantidad adecuada de sulfato de cobre a concentracion final de 20 uM, se

dejé actuando toda la noche. Al dia siguiente se detuvo el proceso de
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oxidacién colocando la muestra en membrana de didlisis, en tampdn A
pH=7,4 (0,1 M Tris; 10 mM EDTA-Kz) con butilato de hidroxitolueno (BHT)
a concentracion final 20 uM, durante 24 h. La muestra obtenida de LDLox,
se concentré mediante el uso de centricones de 50 K (Cat. N° UFC 805024,

Merck Millipore).

3.2.3.3a Dialisis de las LDLox en medio de cultivo

Las LDLox, se sometieron a un proceso de didlisis en columnas de
filtracion PD10 (Cat. N° 28-9180-07, GE Healthcare), con medio de cultivo
DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium) (Cat. N° BE12-604F, Lonza) para los cardiomiocitos AC16

cultivados.

Se utilizaron 25 mL de medio de cultivo para equilibrar la columna. Se
anadieron 2,5 mL de LDLox dejando que difundiera la muestra a través de
la columna y finalmente se afadieron 3,5 mL de medio DMEM para eluir y
recoger las muestras de LDLox. Estas lipoproteinas dializadas se filtraron
en condiciones estériles con filtro de 0,22 um para su uso posterior en los

cultivos celulares.

3.2.3.4 Marcaje de LDL con fluorocromo perclorato de 1,1-

dioctadecil-3,3,3',3"-tetrametilindocarbocianina (Dil)

Mediante una modificacion del método descrito previamente 2%,

Brevemente, se marcaron las lipoproteinas humanas tanto la fracciéon de
LDLnat como las modificadas, LDLox. Se utilizé una solucion madre de la
sonda fluorescente Dil (Cat. N° D282, Invitrogen) que se preparo
disolviendo 30 mg de Dil en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) (Cat. N°
D8418-50ML, Sigma Aldrich) y esta ultima se anadio a la solucion de LDL
a marcar para obtener una proporcion final de 300 ug de Dil por 1 mg de
ApoB de LDL.
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Después de incubar esta mezcla durante 18 h a 37°C, la LDL marcada se
volvio a aislar mediante centrifugacion en centricones 50K, eluyendo con
PBS. Se dializ6 utilizando columnas PD10 contra PBS, de tal manera que
nos aseguramos su purificaciéon completa. Se esterilizé mediante filtracion
con filtro de 0,22 ym antes de incubar con las células y se almacenaron

hasta su uso protegidas de la luz a 4°C.

Para los ensayos en los que se utilizaron las lipoproteinas marcadas con
Dil, LDLnat-Dil y LDLox-Dil, previa a la exposicion de los cultivos celulares
o0 a la inyeccion de estas a los ratones, se midi6 la concentracion de ApoB

para trabajar con cantidades conocidas de estas lipoproteinas.

3.2.4.4a Extraccion lipidica de lipoproteinas marcadas con

fluorocromo Dil y determinacion mediante fluorimetria

Se llevo a cabo la extraccion de las LDL marcadas con Dil, LDLnat-Dil y
LDLox-Dil, para su determinacion mediante fluorimetria. Este proceso fue
posterior a la incubaciéon con los cardiomiocitos AC16, asi como a la
obtencion de plasma y tejidos (miocardio, higado, rifiones) de los ratones

sometidos a la prueba de captacion diferencial de LDL.

Se afiadid el tampodn de lisis (NaOH 0,1 M + 1 g/L de SDS) a la placa de
células, a los tubos de plasma o el triturado de los tejidos, se mantuvieron
las muestras con agitacién suave durante 30-60 min, a temperatura
ambiente y cubierto de la luz. Se recogieron las muestras luego de una

centrifugacion a 3.000 g por 10 min, en tubos protegidos de la luz.

Finalmente se realizé la medicion de la marca del fluorocromo Dil utilizando
un volumen de 50 yL de muestra, en placa negra de 94 pocillos, a una

longitud de onda de excitacién 520 nm (500 nm) y de emisién a 580 nm.
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3.3 Pruebas funcionales

3.3.1 Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral

La prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) se realizé administrando
via intraperitoneal una inyeccion de glucosa (2 mg/g de masa corporal) tras
un ayuno de 4 h segun se ha reportado previamente 3*® con pequefias
modificaciones. Los niveles de glucosa en plasma se determinaron a
diferentes intervalos de tiempo t=0 (niveles basales), 15, 60, 120 y 180
min. La glucosa en sangre se midi6 con el glucometro Accu-Chek (Roche
Diagnostics) utilizando sangre de la vena de la cola. El area bajo la curva
de concentracion se calculé por el método lineal trapezoidal, para

comparar la tolerancia a la glucosa entre los grupos.
3.3.2 Prueba de tolerancia a la insulina

La prueba de sensibilidad a la insulina (PTI) se llevd a cabo administrando
una inyeccion intraperitoneal de insulina (0,9 U/kg de masa corporal)

después de un ayuno de 4 h se ha reportado previamente 34

con pequenas
modificaciones. Los niveles de glucosa plasmatica se determinaron en t=0
(niveles basales), 15, 60, 120 y 180 min. La glucosa en sangre se midio
con el glucémetro utilizando sangre de la vena de la cola. El area bajo la
curva se calculod por el método lineal trapezoidal para comparar entre los

diferentes grupos de estudio.

3.3.3 Evaluacion de la captacion miocardica de LDLox marcadas con

fluorocromo (Dil)

Se emplearon ratones machos db/db de 4 meses de vida (n=10)
distribuidos en 2 grupos experimentales, los que recibieron LDL humanas
previamente marcadas con el fluorocromo Dil, LDLnat-Dil (n=5) versus
LDLox-Dil (n=5).
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Las lipoproteinas marcadas fueron administradas a los distintos grupos de
ratones por via de la vena de la cola. Se utilizaron como controles de la
cinética de captacion y eliminacion, ratones no diabésicos (db/+) de la
misma edad y que fueron sometidos a la inyeccién de las lipoproteinas tal
como se menciona mas arriba, distribuidos en 2 grupos experimentales de

n=5 cada uno (Figura 10).

db/db db/db

N e e
4 meses de vida 24h
LDLnat-Dil LDLox-Dil

C57BLKs/J Eutanasia

TN k¥ Muestrade sangre t=1; 2,5; 5 h post-inyeccién de LDL-Dil /\ /\
db/db LDLnat-Dil db/+ LDLnat-Dil
(n=5) (n=5) 7

LDLnat-Dil LDLox-Dil

db/+ LDLnat-Dil

db/db LDLox-Dil (n=5)

(n=5) v Muestra de sangre t=24h

v’ Parametros bioquimicos

v Muestra sangre t=inicial Andlisis de captacién de LDL-Dil

Figura 10. Evaluacion de la captacion miocardica de LDLox-Dil en un modelo animal
de DM2

Se realizé6 el estudio de parametros bioquimicos y determinacion de la fluorescencia del Dil
en plasma y tejidos (miocardio, higaod y rifiones) de los ratones db/db versus controles no
diabésicos (db/+) tras ser inyectados con LDLnat-Dil o LDLox-Dil humanas. El estudio de
la cinética de captacion y eliminacion de las lipoproteinas marcadas se realizd por un
periodo de 24hs (n=5 por grupo).

Se recolectaron muestras de sangre, extraidas de la vena de la cola, a
diferentes tiempos (inicio, 1; 2,5; 5 y 24 h) para la obtenciéon de suero y

posterior determinacion de los niveles de fluorescencia del fluorocromo Dil.

Al finalizar el periodo de seguimiento de los ratones se procedié a la
eutanasia y coleccion de las muestras de interés, en este caso corazon,
rifiones e higado. Estas fueron recolectadas en suero fisiologico e
inmediatamente disgregadas en tampén de lisis (NaOH 0,1 M + 1 g/L de
SDS), para la medicion de los niveles de fluorescencia del Dil en estos

tejidos
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3.3.4 Mediciones de Ila funcionalidad cardiaca mediante

ecocardiografia (modo M y Doppler)

Los datos ecocardiograficos se registraron al final del seguimiento de los
modelos animales de prediabetes (ratones con obesidad inducida por dieta
rica en grasas) y DM2 (db/db y db/dbcat), respectivamente. Los ratones
anestesiados (2% de isoflurano) fueron sometidos a ecocardiografia
transtoracica utilizando una unidad de ultrasonido Vevo2100 con un

transductor de 30 MHz (Visual Sonics, Toronto, ON, Canada).

Se obtuvieron imagenes bidimensionales y en modo M en vistas
paraesternal de eje largo y de eje corto, respectivamente, a partir de las
cuales se obtuvieron las siguientes medidas del ventriculo izquierdo (VI):
grosor del septo interventricular (IVS), dimensién interna del VI (LVID) y
grosor de la pared posterior del VI (LVPW) y de la pared anterior del VI
(LVAW) en diastole (d) y sistole (s) (IVSd, LVIDd, LVPWd, LVAWd y IVSs,
LVIDs, LVPWs, LVAWSs, respectivamente). La fraccion de eyeccion (EF),
la fraccion de acortamiento (FS) y la masa del VI se determinaron
automaticamente a partir de las mediciones del modo M realizadas por el

software (Tabla 5).

Parametro Abreviatura Significado
- g Interventricular Septal

Grosor del septo interventricular IVS Thickness
Dimension interna del ventriculo LVID Left Ventricle Internal
izquierdo Dimension
Grosor de la pared posterior del : .
ventriculo izquierdo LVPW Left Ventricle posterior wall
Grosor de la pared anterior del . -
ventriculo izquierdo LVAW Left Ventricle anterior wall
Fraccion de eyeccion EF Ejection fraction
Fraccion de acortamiento FS Fractional shortening
:letTaFl,o de eyeccion de la valvula MV ET Mitral Valve Ejection Time
Tiempo de eyeccion adrtica AET Aortic Ejection Time
Tiempo de contraccion VCT Isovolumetric Contraction
isovolumeétrica Time
Tiempo de relajacion IVRT Isovolumetric Relaxation
isovolumétrica Time
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Tabla 5. Parametros de funcionalidad cardiaca medidos en sistole y diastole
mediante ecocardiografia transtoracica

Para lograr las determinaciones de la funcion diastdlica, se obtuvieron
videos e imagenes del corazon con vision 4 camaras en el modo B y
usando el PW (del inglés, Power Doppler) para cuantificar el flujo a través
de la valvula mitral. La velocidad maxima de llenado temprano (E), la
velocidad maxima auricular (A), la relacion E/A, el tiempo de eyeccion de
la valvula mitral (MV ET) o el intervalo entre el comienzo de la onda E hasta
la linea base 0. También se determinaron el tiempo de eyeccién adrtica
(AET) y el tiempo de contraccion y relajacion isovolumétricas (IVCT y
IVRT, respectivamente).
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3.4 Analisis del perfil de lipidos y esfingolipidos mediante Resonancia
Magnética Nuclear y Cromatografia Liquida acoplada a

espectrometria de masas

3.4.1 Determinacion del contenido lipidico en miocardio e higado

mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Estos analisis se realizaron en la plataforma de metabolomica del “Institut

d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili’, Reus.

Los extractos lipofilicos se obtuvieron a partir de 25 mg (peso seco) de
tejido hepatico/cardiaco murino previamente liofilizado mediante el método
BUME 2%, Se realizaron tres ciclos de extraccion para maximizar la
extraccion de lipidos. En el primer ciclo, se afiadieron 500 yL de una
mezcla de butanol:metanol (3:1, v:v), 500 yL de una mezcla de éter de di-
isopropilo:acetato de etilo (3:1, v:v) y 500 yL de D20. En el segundo y
tercer ciclo, solo se afiadieron 500 pL de una mezcla de di-isopropilo
éter:acetato de etilo (3:1, v:v). Los extractos lipofilicos se recuperaron y se
secaron completamente en Speedvac hasta la evaporacion de los
disolventes organicos y se congelaron a -80°C hasta el analisis de 1 H-
RMN.

Los extractos lipidicos se reconstituyeron en una solucion de CDCI3:CD3
OD:D,O (16:7:1, v:viv) que contenia tetrametilsilano (TMS) como
referencia de desplazamiento quimico y se transfirieron a tubos de vidrio
de RMN de 5 mm. Los espectros de RMN-1H se registraron a 286 K en un
espectrometro Bruker Avance Il 600 que operaba a una frecuencia de
protones de 600,20 MHz (14,1 T). Para los extractos lipofilicos se utilizd

un pulso de 90° con secuencia de presaturacion de agua (ZGPR).

La cuantificacion de las senales lipidicas en los espectros de 1TH-NMR se

298

realiz6 con LipSpin , un software propio basado en Matlab. Las
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asignaciones de resonancia se hicieron sobre la base de los valores de la

literatura 2°°.

3.4.2 Determinacion de los niveles de esfingolipidos circulantes en
plasma, en las fracciones de colesterol HDL y no-HDL, en miocardio
e higado por Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS)

Estos analisis se llevaron a cabo en la plataforma de metabolémica del

“Institut d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili’, Reus.

La extraccion de lipidos circulantes se realizé con una extraccion bifasica
de 50 pL de muestra de plasma con 220 uyL de metanol frio.
Posteriormente, se afadieron 440 yL de diclorometano seguido de 140 pL
de agua. Después de agitar vigorosamente, las muestras se mantuvieron
en hielo durante 20 min para separar las fases, las muestras se
centrifugaron 10 min a 14.500 rpm a 4°C. Se evaporaron 350 uL de la fase
organica hasta sequedad bajo una corriente de gas N y se reconstituyeron

en 150 pL de metanol:tolueno (9:1, v:v) antes del analisis LC-MS.

Los 600 pL de extractos de higado y miocardio analizados previamente
por RMN vy disueltos en CDCIl;:MeOD:D,O (17:6:1, v:viv) fueron
evaporados a sequedad y reconstituidos en 150 yL de metanol:tolueno
(9:1, viv).

El analisis de lipidomica LC/MS no dirigido se llevd a cabo usando un
sistema UHPLC (serie 1200, Agilent Technologies) acoplado a un G6490A
ESI-QqQ MS (Agilent Technologies) operado en modo de ionizacion por
electropulverizacion positiva. La separacion cromatografica de los
metabolitos se realizé mediante una columna Waters ACQUITY UPLC
BEH C18 (2,1%150 mm; 1,7 um, Waters) y un gradiente de fase movil

consistente en formiato de amonio 10 mM en acetonitrilo: agua (60:40, v:v)

100



como fase movil A, y formiato de amonio 10 mM en isopropanol:acetonitrilo
(90:10, v:v) como fase movil B. El gradiente cromatografico fue el
siguiente: de 0 a 2 min el porcentaje de B subi6 de 15% a 30%, de 2 a 2,5
min %B aumenté a 48%, hasta min 11% B sigui6 aumentando a 82%,
hasta 11,5 % B aumenté a 99 % min, isocratico durante medio minuto a
99% B, de 12 a 12,1 min disminuy6 rapidamente a 15% B y finalmente la
columna se equilibré a 15% B hasta 15 min. El flujo del método fue de 0,4
mL/min. La temperatura de la columna fue de 65°C y el volumen de
inyeccion fue de 10 pyL de plasma y 5 pyL de muestras de higado y

miocardio.

Los parametros para la fuente de ESI fueron los siguientes: temperatura 'y
flujo del gas de secado, 150°C y 11L min™", respectivamente; nebulizador,
10 PTIg; temperatura y flujo de gas envolvente, 400°C y 11 L min™",
respectivamente; tension capilar, 3500 V y 1000 V en modo positivo y

negativo respectivamente, y fragmentador 380 V.

Las principales especies lipidicas (Ceramidas, diacilgliceroles,
Glucoceramidas, esfingomielinas) que pueden estar presentes en las
muestras bioldgicas fueron las determinadas en este estudio %32, Los
diferentes lipidos se analizaron mediante el modo Multiple Reaction

Monitoring.
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3.5 Andlisis de tejidos

3.5.1 Coleccion de los tejidos

Al final de cada seguimiento de los diferentes estudios, los ratones con 4
h de ayuno fueron eutanasiados con una sobredosis de isoflurano. Para el
analisis del RNAm y de las proteinas se recogieron los tejidos, se pesaron
y se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido. Para el analisis
histolégico, se fijaron los trozos de tejido, de aproximadamente 0,5 cm?,

con formol para su posterior procesamiento en parafina.

3.5.2 Tincion inmunohistoquimica

Una vez fijados los tejidos estos fueron deshidratados, embebidos en
parafina y seccionados por el Servicio de Inmunohistoquimica de nuestro
instituto. Las secciones incrustadas en parafina (5-8 uym de grosor)
posteriormente se utilizaron para el analisis de las proteinas de interés
mediante tincion inmunohistoquimica. Se indican las diferentes tinciones
en miocardio de los ratones, tratados y sin tratar con FTY720/Fingolimod,

asi como las condiciones de incubacion de los anticuerpos.

Anticuerpo
primario
Caspasa 3 activada
(Asp 175)
(policlonal de conejo)
IL-10
(policlonal de conejo)

NF-KB p65
(clon D14E12)

S1PR1
(clon 8B7.1)

TNFa
(policlonal de conejo)

Condiciones de
incubacion

ph bajo 1:200
30 min incubacion
Linker de conejo
ph alto 1:200
35 min incubacion
Linker de conejo
ph bajo 1:1000
30 min incubacion
Linker de conejo
ph bajo 1:300
30 min incubacion
Linker de conejo
ph bajo 1:200
30 min incubacion
Linker de conejo

Referencia

Cell signaling
9661

Biossusa
BS-0698R

Cell signaling
mAb 8242

Sigma-Aldrich
MABC94

Genetex
GTX110520

Tabla 6. Condiciones de incubacion de los anticuerpos empleados en
inmunohistoquimica de miocardio de los modelos animales de DM2
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3.5.3 Andlisis de la expresion génica y abundancia relativa de

proteinas de dianas moleculares de interés
3.5.3a Anadlisis de la expresion génica

El RNA total se extrajo de bioPTlas de miocardio (aproximadamente 25
mg) utilizando el RNeasy Plus Mini Kit (Cat. N° 74034, Qiagen) siguiendo
las instrucciones del fabricante y de extractos celulares (aproximadamente
de 1 millon de células) utilizando el reactivo Trizol® (Cat. N° 1203977,
Invitrogen), segun el protocolo del proveedor, y se purific6 mediante
columnas EZ-10 DNAaway RNA Miniprep Kit (Cat. N° BS88136, Bio Basic)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Las concentraciones de
RNA se determinaron con un bioanalizador NanoDrop2000 (Thermo
Scientific). También se determinaron las integridades de las muestras de

RNA total utilizando el mismo bioanalizador.

Control de calidad del RNA

Tras la purificacion, la concentracion de RNA se determind midiendo la
absorcion UV en un espectrofotometro Nano Drop ND-2000. La densidad
optica (DO) a 260 nm se utilizé para determinar la concentracion de RNA
en la solucion, considerando que un A260 de 1,0 equivale a unos 40 g/mL
de RNA. La relacion de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utiliz6 para
evaluar la pureza del RNA. Una relacion de ~2,0 se acepta generalmente
como pura para el RNA. Si la relacién es sensiblemente inferior, puede
indicar la presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes que
absorben fuertemente a 280 nm o cerca de ellos. Aceptamos muestras con
una relacion A260/A280 = 1,8.

Transcripcion inversa

Para medir la expresiéon de RNA por gPCR en tiempo real, primero se
transcribié el RNA en forma inversa a DNA complementario (cDNA). La

sintesis de cDNA se logra mediante la accion de la transcriptasa inversa,
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una enzima capaz de crear un DNA de cadena simple a partir de una
plantila de RNA en presencia de cebadores. Se utilizaron cebadores
oligo(dT)23 (Cat. N° 04387, Sigma Aldrich) y una mezcla de dNTPs (del
inglés, Deoxynucleotide Triphosphates) (Cat. N° D7295-5ML, Sigma
Aldrich), transcriptasa inversa M-MLV, RNAse H Minus y Point Mutant
(Cat. N° M3682, Promega).

Analisis cuantitativo de la qPCR en tiempo real

El analisis gPCR a tiempo real se realizé utilizando sondas comerciales
TagMan. Para medir los niveles de expresién de los genes, utilizamos la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) para amplificar
los productos de cDNA transcritos inversamente a partir del RNA.
Utilizamos un método de cuantificacion relativa, en el que se utilizan genes
de referencia internos para determinar las diferencias de pliegues en la
expresion del gen objetivo. La referencia interna es un gen de
mantenimiento, en nuestro estudio fue la Gapdh o Actina 8, segun el caso,
porque determinamos previamente que su expresion es constante en las

diferentes condiciones experimentales de este trabajo.

Los cDNAs fueron sometidos a la amplificacién por gPCR en tiempo real
utilizando la mezcla de TagMan gene expression assays (Cat. N° 4331182,
Applied Biosystems). Las condiciones de ciclado térmico incluyeron 10
minutos a 95°C antes del inicio de los ciclos de gPCR, que consistieron en
40 ciclos a 95°C durante 15 s y 65°C durante 1 min. Se utilizaron sondas
especificas de raton (Applied Biosystems) (Tabla7) para analizar la
expresion génica en miocardio. Los ensayos de gPCR en tiempo real se
realizaron en un termociclador C1000 acoplado a un sistema en tiempo
real CFX96 (Bio-Rad Laboratories SA, Life Science Group). Todos los
analisis se realizaron por duplicado. Los niveles de expresion relativa del

RNAmM se calcularon mediante el método AACt.
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Gen

Proteina

Referencia

Atf4 Activating Transcription Factor 4 MmO00515325_g1
Atf6 Activating Transcription Factor 6 Mm295319_m1
bAct Actin B MmO00607939-s1
Ccl2 C-C Motif Chemokine Ligand 2 MmO00441242_m1
Cd36 Cluster of Differentiation 36 Mm00432403_m1
Cybb Cytochrome b-245, beta polypeptide MmO01287743_m1
Ddit3 DNA Damage Inducible Transcript 3 Mm135937_g1
Dnmli1 DNA Methyltransferase 1 MmO01342903_m1
Ern1 Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1 MmO00470233_m1
Gapdh Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Mm99999915 g1
Hspab Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5 MmO00517691_m1
1110 Interleukin 10 MmO01288386_m1
1I1b Interleukin 1 8 MmO00434228 m1
116 Interleukin 6 MmO00446190_m1
Ldir Low Density Lipoprotein Receptor MmO00440169_m1
Lrp1 LDL Receptor Related Protein 1 MmO00464608_m1
Mnf1 Mitofusin 1 MmO00612599_m1
Mfn2 Mitofusin 2 MmO00500120_m1
Myh7 Myosin Heavy Chain 7 MmO00600555_m1
NppA Natriuretic Peptide A MmO01255747_g1
NppB Natriuretic Peptide B MmO01255770_g1
Opa1 OPA1 mitochondrial dynamin like GTPase Mm1349707_g1
S1pr1 Sphingosine 1-phosphate receptor 1 MmO00514644_m1
S1pr3 Sphingosine 1-phosphate receptor 3 MmO00515669_m1
Sod2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial (MnSOD) MmO01313000_m1
Sphk1 Sphingosine Kinase 1 MmO00448841_g1
Sphk2 Sphingosine Kinase 2 MmO00445021_m1
Tnf Tumor necrosis factor a Mm99999068_m1
Xbp1 X-Box Binding Protein 1 MmO00457357_m1

Tabla 7. Listado de sondas TagMan utilizadas para el analisis de expresion génica
en miocardio de los modelos animales de DM2
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3.5.3b Analisis Western blot

Los tejidos de los ratones se congelaron inmediatamente en nitrdgeno
liquido después de la extraccion y se homogeneizaron en tampoén Tris 50
mM, pH 7,4, que contenia 150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 10 mM
de EDTA y un cdctel completo de inhibidores de proteasas (P8340-Sigma
Aldrich). Una vez homogeneizados, los extractos de tejido se centrifugaron
a 13.000 g y 4°C durante 5 min, y se recogieron los sobrenadantes. La
concentracién de proteinas del sobrenadante se evalu6 mediante la
técnica del acido bicinconinico (kit de ensayo de proteinas BCA; Pierce
Biotechnology Inc.). Una muestra de proteinas (25 g) diluida 1:10 (v:v) se

cargo en geles de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

Los Western blots se realizaron siguiendo los procedimientos
estandarizados. Después de la electroforesis, los geles (Cat. N° 161-0185,
Bio-Rad) se electrotransfirieron a membranas (Cat. N° 1704157, Bio-Rad),
y las membranas se bloquearon con solucién de bloqueo (Cat. N° 170-
6404, Bio-Rad) en solucion salina tamponada con Tris-HCI suplementada
con Tween-20 (TBS-T; TBS con 1% de Tween-20) y se incubaron con
anticuerpos primarios siguiendo las instrucciones comerciales. Después
de tres lavados con TBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente en solucion de bloqueo en TBS-T y la sefial
se detectd con un lector laser (Oddisey). La abundancia relativa de cada
proteina se calculé tomando como referencia de carga la intensidad de
sefal obtenida tras la incubacion de las membranas con una solucion
Pounceau, excepto por la diana S1PR1 que se incubd con un anticuerpo
anti-B-actina de raton (Tabla 8). Los analisis de densitometria de las
imagenes digitalizadas fueron realizadas utilizando el Fiji software (Image
J).
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Anticuerpos

Actina $ (ratén)
ATF-6 (conejo)
BIP (conejo)
CD36 (raton)
elF2a (conejo)
LC3B (conejo)
LRP-1 (conejo)
pAKT308 (conejo)
pAKT473 (conejo)
pIRE1a (conejo)
SOCS3 (conejo)
S1PR1 (ratén)

Referencia

Sta. Cruz sc-47778
Dilucion 1: 1000
Millipore 09-069
Dilucion 1: 1000
Abcam ab108615
Dilucion 1: 1000
Novus Biologicals NB600-1423
Dilucion 1: 1000
Cell signaling 9722
Dilucion 1: 1000
Invitrogen PA1-1693
Dilucion 1: 1000
Abcam ab92544
Dilucion 1: 10000
Cell signaling 4056
Dilucion 1: 1000
Cell signaling 4060
Dilucion 1: 1000
Cell signaling 3294
Dilucion 1: 1000
Cell signaling 52113
Dilucion 1: 1000
Millipore MABC94
Dilucion 1: 1000

Tabla 8. Listado de anticuerpos utilizados para el analisis de la abundancia relativa
de proteinas mediante Western blot en miocardio de los modelos animales

107



3.6 Ensayos in vitro

Estos ensayos in vitro se llevaron a cabo en células AC16 (cardiomiocitos
humanos) (Cat. N° SCC109, Millipore). El cultivo se realizd
manteniéndolas a una temperatura de 37°C, en atmodsfera de 5% de CO-

con humedad relativa del 90% y en botellas T75 para cultivo primario.

Para el mantenimiento y expansion de los cardiomiocitos AC16 se utilizd
medio de cultivo DMEM-F12 Ham (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixturex F-12 Ham) (Cat. N° D6434-500ML, Sigma
Aldrich) suplementado con L-glutamina (Cat. N° X0550-100, Biowest),
12,5% de suero fetal bovino (FBS) (F7524-500ML, Sigma Aldrich) y 1%
penicilina-estreptomicina (Cat. N° H3DE17-602E, Lonza) y posterior a la
tripsinizacion con tripsina-EDTA (Cat. N° L0940-100, Biowest) se

sembraron en placas para las diferentes pruebas.

Las células se dividieron y sembraron en placas de 96 pocillos (Sarstedt)
a razon de 50.000 células por pocillo para las pruebas de citotoxicidad
celular; para las pruebas de morfologia, captacién diferencial de LDL,
analisis de inflamacion y apoptosis, se emplearon placas de 6 (150.000
células) o 12 (100.000 células) pocillos para cultivo primario. En todos los
casos, se espero a que el cultivo alcanzara un 90% de confluencia antes

de aplicar los tratamientos correspondientes.

La soluciéon madre de glucosa (2 M) se disolvié en medio de cultivo EMEM
(del inglés, Eagle's Minimum Essential Medium) (Cat. N° H3BE12-611F,
Lonza) no suplementado. Se ha descrito el empleo de la combinacion de
PA y OA (PA/OA) para tratar cardiomiocitos simulando condiciones de
DM2 in vitro, con un porcentaje menor de citotoxicidad en comparacion
con el uso de PA, se ensayd una condicién diabética con la mezcla de
acidos grasos mencionada mas arriba, a diferentes concentraciones. Las

condiciones de cultivo celular que mimetizan el contexto diabético in vitro
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se alcanzaron afiadiendo suficiente cantidad de la solucién madre de
glucosa hasta una concentracion final de 25 mM y PA o PA/OA
preparados, al medio de cultivo EMEM, previamente suplementado con
1% de FBS y 2% albumina sérica bovina (BSA) libre de acidos grasos (Cat.
N° A6003-25G, Sigma Aldrich).

3.6.1 Ensayos de citotoxicidad celular en cardiomiocitos humanos
AC16 en condiciones simulando DM2 en presencia de

concentraciones crecientes de PA y PA/OA

La prueba de citotoxicidad es una medida indirecta de toxicidad, ya que se
basa en evaluar la actividad celular a través de la medicion de la
conversion de un sustrato. En este caso empleamos el ensayo MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio) basado en la
conversién del MTT por las células vivas, en cristales de formazan, lo que

determina la actividad mitocondrial.

De forma a evaluar el efecto citotoxico del PA y de la mezcla equimolar de
PA/OA en las condiciones con glucosa normal (5,5 mM) o elevada (25mM),
se utilizaron concentraciones crecientes de PA y PA/OA y las células se
incubaron por 24 h. Estos medios se prepararon segun se representa en
la Tabla 9 y se emplearon para el tratamiento de las células sembradas en

placas de 96 pocillos.

Tratamiento Med|9 de Suplementos
cultivo
0, . N0, . A2
Glucosa normal EMEM base 1% FBS; 2% BSA; concentracion de glucosa

5,5 mM propia del medio de cultivo
1% FBS; 2% BSA; PA 0,20; 0,40 y 1,00 mM;
Glucosa normal + PA EMEMbase  concentracion de glucosa 5,5 mM propia del
medio de cultivo
1% FBS; 2% BSA; PA/OA 0,20; 0,40 y 1,00
EMEM base mM; concentracion de glucosa 5,5 mM
propia del medio de cultivo

DM EMEM base 1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final

1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final; PA
0,20; 0,40y 1,00 mM

Glucosa normal +
PA/OA

DM + PA EMEM base
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1% FBS; 2% BSA; glucosa 25 mM final;

DM + PA/OA EMEMbase  pajon 0,20;0,40 y 1,00 mM
o, DMEM-F12
Control positivo @~ "~ T e
completo
. DMEM-F12 o
Control negativo completo 1% SDS

Tabla 9. Medios de tratamientos empleados en el ensayo de citotoxicidad celular con
cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2

Se emplearon triplicados por condicion y se realizaron tres ensayos
independientes con pases diferentes, ainque préximos. De cada placa se
descarté el medio de cultivo y posterior a ello, en cada pocillo se afadio
200 uL del tratamiento correspondiente, se mantuvieron los cultivos en
incubador, en una atmosfera a 37°C y 5% de CO.. Pasadas 24 h, se
descartaron los medios y se afadieron 100 yL de medio de cultivo DMEM-
F12 completo, 10 yL de MTT 10 mM (Cat N° 57360-69-7, Sigma Aldrich)

dejandose en incubacién a 37°C y 5% de CO, durante 4 h.

Posteriormente, se descartaron 75 pL de medio de cada pocillo y se
anadieron 100 yL de DMSO a cada pocillo. Se dej6 incubando a 37°C y
5% de CO; por 10 min, tras lo cual se midi6 la absorbancia en el
espectrofotdometro Beckman Coulter AD340, a una longitud de onda de 570

nm, restando la absorbancia del filtro de referencia a 650 nm.

3.6.2 Ensayo de acumulacion de vesiculas lipidicas en cardiomiocitos
humanos AC16

Los ensayos de acumulacion de vesiculas lipidicas se llevaron a cabo en
cardiomiocitos AC16 sembradas sobre lentillas de vidrio previamente
sometidas a un tratamiento para recubrirlas y lograr mejor adherencia de

las células para garantizar la resistencia a la posterior fijacion y tincion.

Para el estudio de la esteatosis en cardiomiocitos AC16 inducida por
PA/OA en condiciones miméticas de DM2, se emplearon concentraciones

crecientes de la mezcla equimolar de PA/OA 0,2 mM; 0,4 mMy 1 mM. En
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segundo lugar, para evaluar el efecto de las LDLox sobre la acumulacién
de vesiculas lipidicas, se emplearon concentraciones crecientes de estas
lipoproteinas y la mezcla equimolar de PA/OA a una concentracion
subcitotéxica final de 0,4 mM. En ambos disefios experimentales las

células fueron expuestas durante 12 h a los estimulos.

3.6.2.1 Fijacion y tincion de vesiculas lipidicas con Oil Red O (ORO)
en cardiomiocitos humanos AC16

Para evaluar la acumulacioén de lipidos se procedio a la tincion ORO (Cat.
N° 00625-25G, Sigma Aldrich) de las células fijadas. Esta técnica permite

tefir los lipidos de rojo, de forma que puedan ser visualizados.

Cada pocillo de la placa se lavo 2 veces con PBS pH=7,4, posteriormente
se afiadié 500 pL de formalina al 10% y se dejo actuar por 30 min para la
fijacion de las células. Seguidamente se descarté la formalina de cada
pocillo y se afadié a cada uno 500 uL de isopropanol al 60% durante 1
min Se descarto el isopropanol y se adicioné 500 uL de ORO preparado
con anterioridad (0,5 g de ORO disuelto en 200 mL de isopropanol durante
1 h en agitacion a 56°C) durante 15 min Se lavd con 500 uL de agua
destilada y se tiid con 200 pL de solucion de hematoxilina (Cat. N°
MHS16-500 ML, Sigma Aldrich) durante 3 min. Finalmente, se lavd con
500 pL de agua de grifo y luego con igual cantidad de agua destilada.

A través del microscopio éptico (Zeiss) se capturaron micrografias con la
lente de inmersion (100x). La cuantificacion de las vesiculas lipidicas se
realiz6 mediante el software AxioVision Rel 4.8, en donde se utiliz6 la
herramienta de medicion “outline”, para cuantificar el area de las vesiculas
lipidicas y el de las células, en um?, teniendo como referencia la escala de

10 ym.
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3.6.3 Analisis de la captacion de LDLox en cardiomiocitos humanos
AC16

Las células fueron sembradas en las placas con lentillas (100.000 células
por pocillo) e incubadas a 37°C y 5% de CO,, una vez que alcanzaron la
densidad celular adecuada, se trataron con los medios de cultivo que

mimetizaron el contexto de hiperglicemia (glucosa 25 mM).

Se emplearon LDL, LDLnat y LDLox, marcadas con el fluorocromo Dil y
puestas en contacto con los cultivos celulares de cardiomiocitos, en
presencia de inhibidores. En este estudio utilizamos como un inhibidor
selectivo del LDLR una forma recombinante de la proteina RAP (del inglés,
Receptor-Associated Protein) que se produjo y purificod en el laboratorio del
Dr. Pablo Fuentes en nuestro instituto, este bloquea la accién del receptor
de LDL y también de LRP1. Por otro lado, como inhibidor de CD36 se
utilizaron SSO (Sulfo-N-Succinimidil Oleato, Cat. N° SML2148-25MG,
Merck) que se une irreversiblemente al receptor bloqueando su funcion in
vitro 'y tamoxifeno (TAM) (Cat. N° T2859-0.5G, Merck). Las
concentraciones finales tanto de las LDL como de los inhibidores
selectivos utilizados para los ensayos y el tiempo de incubacion se fijaron

mediante pruebas piloto previas.

3.6.4 Analisis del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamacion

inducida por PA en cardiomiocitos humanos AC16

A fin de evaluar si el tratamiento con la forma fosforilada de
FTY720/Fingolimod ejercia algun efecto protector contra la inflamacion
inducida por PA, se emplearon los cardiomiocitos humanos AC16. Tras
una prueba piloto para determinar el tiempo de exposicion y la
concentracion de PA a utilizar para la induccion de inflamacion, se fijaron
las condiciones de los ensayos posteriores; PA a una concentracion de 0,4

mM y el tiempo de exposicion a 16 h.

112



Para analizar el efecto de la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod (Cat.
N° CAY-10006408. 1MG, Cayman Chemicals) sobre los cardiomiocitos, se
procedié a sembrar células en placas de 12 pocillos e incubadas a 37°C y
5% de CO.. Al alcanzar la densidad celular adecuada, los cardiomiocitos
se incubaron con la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod disuelta en
una solucion madre en DMSO a 1mM y llevada a concentracion final de
100 nM en medio DMEM suplementado con 1% FBS y 2% BSA (se
realizaron pruebas piloto para fijar esta concentracion del farmaco, datos
no mostrados) durante 1 h previo al estimulo del PA 0,4 mM. Como control,
se emplearon cardiomiocitos AC16 expuestos al vehiculo empleado para
el farmaco y el PA (DMSO y etanol).

Al transcurrir 16 h de exposicion, se recolectaron los sobrenadantes de los
cardiomiocitos y se almacenaron a -80°C, hasta el analisis de las
concentraciones de citoquinas IL-6 (Cat N° DY206, Biotechne) y TNFa
(Cat. N° DY210, Biotechne) mediante kits ELISA comerciales, siguiendo
las instrucciones del fabricante en colaboracion con la Dra. Mercedes

Camacho.

3.6.5 Analisis del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la apoptosis
inducida por PA en cardiomiocitos humanos AC16 mediante

citometria de flujo

Para explorar si el FTY720/Fingolimod ejercia un efecto anti-apoptotico en
cardiomiocitos humanos, se realizaron pruebas piloto (datos no
mostrados) en las que se expusieron estas células a diferentes
concentraciones de PA y tiempos de exposicion para la induccién de

apoptosis.

Una vez fijadas las condiciones de ensayo (PA 0,4 mM y t=12h), se
sembraron células en placas de 12 pocillos y se incubaron a 37°C y 5% de

COs.. Al conseguir la densidad celular conveniente, los cardiomiocitos se
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incubaron con la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod llevada a
concentracion final de 100 nM en medio DMEM suplementado con 1% FBS
y 2% BSA durante 1 h previo al estimulo del PA. Como control, se
emplearon cardiomiocitos AC16 expuestos al vehiculo empleado para el
farmaco y el PA. Posteriormente se procedio al marcaje de las células con
Anexina V e ioduro de propidio (Cat. N° A10788, Invitrogen), segun el
protocolo descrito por la casa comercial, y detectar las células marcadas
con los anticuerpos utilizando el citometro de flujo (MacsQuant Analyzer
10, Miltenyi Biotec).
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3.7 Anadlisis estadistico

En general los datos se presentan como media + desviacion estandar de
la media. Los analisis estadisticos se realizaron con el software Graph Pad
Prism (GPAD, version 8.0, San Diego, CA, USA). Las diferencias entre los
grupos de ratones obesos y no obesos se determinaron mediante una
prueba t de Mann-Whitney, sobre los parametros corporales, bioquimicos
plasmaticos y tisulares, los niveles de expresién génica y la abundancia

relativa de proteinas.

En lo que respecta a los modelos de DM2 (db/db y db/dbcs) en
comparacion con los no diabéticos (db/+), sobre los parametros
corporales, bioquimicos plasmaticos vy tisulares, los niveles de expresion
génica y la abundancia relativa de proteinas; se determinaron mediante
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparacion multiple de Dunn o un ANOVA paramétrico de una via

seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey, segun el caso.

Las relaciones entre las distintas variables se determinaron calculando los
coeficientes de correlacion de Pearson. En todos los casos, las diferencias
entre los grupos se consideraron estadisticamente significativas cuando el

valor P era <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Evaluacién de modelos animales de CMD

4.1.1 Parametros corporales y fenotipo

Ratones obesos

En la Tabla 10 se presentan los parametros corporales medidos en el
modelo de prediabetes, ratones obesos (db/+, alimentados con dieta rica
en grasas durante 5 meses) en comparacion con los ratones no obesos

(db/+, alimentados con dieta de mantenimiento por 5 meses).

Parametros corporales No obeso Obeso P
Peso corporal (g) 33,84 £ 0,85 42,81 +£1,09* <0,05
Consumo de dieta (g/dia) 2,76 £ 0,14 2,43 +£0,20 0,17
Consumo de bebida (mL/dia) 4,69 £ 0,31 4,01 £0,21 0,14
Higado (g) 1,43 £ 0,09 218+0,24* <0,05
Higado/peso corporal 0,04 £ 0,00 0,05 + 0,01 0,47
Rifiones (mg) 450 + 25,26 424 + 8,09 0,55
Pulmones (mg) 165 £ 7,04 168 + 3,69 0,52
Corazén (mg) 162 £ 6,87 183 +4,37* <0,05
Corazén/peso corporal 0,004 + 0,00 0,004 + 0,00 0,16
Longitud de tibia (mm) 19+£0,18 19+£0,22 0,49
Corazén/longitud de tibia 8,63 +0,43 9,89+0,26 * <0,05
Tejido adiposo pericardico (g) 0,07 £ 0,02 0,10 £ 0,01 0,06
Tejido adiposo epididimal (g) 1,10 £ 0,07 242+0,16 * <0,05
Tejido adiposo total (g) 3,91+£0,22 740+0,41* <0,05

Tabla 10. Parametros corporales en ratones no obesos y obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=7-18 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Se midio la ingesta de comida y agua al final
del estudio, como se describe en Materiales y Métodos. Las diferencias estadisticamente
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de
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Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto,
*p<0,05 frente al grupo no obeso.

En los ratones db/+ alimentados con dieta rica en grasas, se indujo
obesidad revelada por el aumento significativo del peso corporal (~1,28
veces, p<0,05) en comparacion con los ratones no obesos, independiente
a que los grupos no exhibieron diferencias en la ingesta. Este incremento
de peso fue causado principalmente por el aumento de la adiposidad total
(~1,89 veces; p<0,05) respecto al no obeso y consecuentemente del
mayor deposito en el tejido adiposo epididimal (~2,20 veces; p<0,05).
Ademas, este fenotipo de obesidad inducida por la dieta cursé con
aumentos en el peso del higado y del corazén (~1,52 veces; p<0,05; ~1,13
veces; p<0,05, respectivamente), en comparacion con los del grupo

alimentado con dieta de mantenimiento.

Ratones diabéticos

Como era de esperar en el modelo de DM2, db/db, el peso corporal fue
mayor (~1,57 veces, p<0,05) en comparacion con los ratones del grupo no
diabésico (db/+) (Tabla 11). Este modelo animal cursé con polifagia y
polidipsia, signos caracteristicos de la DM y efectivamente, se observé un
incremento en el consumo de comida y bebida en estos animales
(consumo de comida: ~3,73 veces; p<0,05 y bebida: ~8,12 veces; p<0,05;

respecto a los ratones no diabésicos).

Sorprendentemente observamos un fenotipo distinto en un subgrupo de
animales db/db, que durante el seguimiento mostraron una resistencia a la
ganancia de peso como los otros congéneres (db/db) en algunos casos y
en otros experimentaron una regresién en su peso corporal, resultando al
final del periodo de seguimiento (4 meses de edad), en una pérdida de
peso y de adiposidad (Tabla 11). Cabe destacar que esto ultimo no se
relacioné con cambios en la ingesta ni en el consumo de bebida, en

comparacion con la pauta mostrada por el grupo db/db. Por ello optamos
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por estudiarlos como un grupo separado, ya que mostraron signos mas
acentuados caracteristicos de la DM2, y los denominamos diabéticos
catabolicos (db/dbcat). En este grupo, se presentd una disminucion
significativa del peso corporal (~27%; p<0,05), en comparaciéon con el
modelo de db/db, y no difiri6 del promedio de peso del grupo db/+ (no

diabésico).

En cuanto al peso del higado, éste se incrementd significativamente en
ambos grupos de ratones diabéticos (~2,03 veces db/db y ~1,78 veces
db/dbcat; p<0,05 respectivamente) en comparacion con los ratones db/+.
El fenotipo db/dbc.: también presentd un aumento del peso del rifién (~1,30

veces; p<0,05) respecto al grupo db/+.

La adiposidad fue significativamente mayor en ambos grupos de ratones
diabéticos (tejido adiposo total: ~5,84 veces en db/db; ~3,24 veces en
db/dbcai; p<0,05 respectivamente) en comparacion con los ratones de no
diabésicos. Sin embargo, el modelo db/dbca: presentd una menor
acumulacion de tejido adiposo total respecto al db/db (~45%, p<0,05) v,
por ende, se acompafo de cambios significativos a la baja en los tejidos
adiposo epididimal (~31%; p<0,05) y pericardico (~45%; p<0,05) en

comparacion con sus congéneres del modelo db/db.
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Parametros corporales db/+ db/db db/dbcat P

Peso corporal (g) 29,24 + 0,60 45,88 + 1,26 * 3364 +1,227F <0,05
Consumo de dieta (g/dia) 2,59 £ 0,21 9,68 +1,07* 10,17 £4,82 <0,05
Consumo de bebida (mL/dia) 4,41 £0,25 35,82+3,91* 26,06 £ 4,17 * <0,05
Higado (g) 1,27 £ 0,03 2,58+0,10* 2,26 +0,08 ¢ <0,05
Higado/peso corporal 0,04 + 0,00 0,06 + 0,00 * 0,07 £ 0,00 * <0,05
Rifiones (mg) 361 + 8,56 410 + 18,61 468 £ 31,29 * <0,05
Pulmones (mg) 140 £ 5,62 139 + 5,62 145 £ 4,47 0,46
Corazoén (mg) 155 + 4,23 144 + 4,33 142 + 3,63 0,08
Corazén/peso corporal 0,005 + 9,70e-01 0,003 + 6,80e-01 * 0,004 + 0,05 T <0,05
Longitud de tibia (mm) 19+0,24 18+0,15* 17+0,18 <0,05
Corazén/longitud de tibia 8,27 £ 0,21 8,15+ 0,28 8,27 £ 0,30 0,70
Tejido adiposo pericardico (g) 0,06 + 0,01 0,11 +0,01* 0,06 £ 0,01 <0,05
Tejido adiposo epididimal (g) 0,64 + 0,04 2,35+0,10* 1,62+0,09* T <0,05
Tejido adiposo total (g) 2,19+0,15 12,80 £ 0,68 * 7,10£0,64* T <0,05

Tabla 11. Parametros corporales medidos en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=10-17 ratones por grupo). Todos los parametros se midieron al final del
seguimiento de los ratones, a los 4 meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento. Se
midio la ingesta de comida y agua al final del estudio, como se describe en Materiales y Métodos. Las diferencias estadisticamente significativas
entre grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de Dunn;

las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 y T p<0,05 frente al grupo db/db.
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4.1.1a Bioquimica plasmatica
Ratones obesos

Este modelo de prediabetes e insulinoresistencia se acompafié de un
aumento de los niveles de colesterol total (~2,25 veces; p<0,05) (Tabla 12).
En cuanto a los niveles de las enzimas hepaticas, hubo un incremento de
las mismas (ALT: ~2,68 veces; p<0,05; AST: ~2 veces; p<0,05) y de los
parametros renales (BUN: ~1,36 veces; p<0,05) respecto al grupo no
obeso, lo que sugeriria alteraciones hepaticas y renales en los ratones
obesos (Tabla 12).

Bioquimica plasmatica

No obeso Obeso P
ALT (U/L) 37 £6,17 99 + 19,26 * <0,05
AST (U/L) 100 + 12,64 200 + 32,03 * <0,05
Creatinina (uM) 0,04 + 0,00 0,04 £ 0,00 0,12
BUN (uM) 5,45 + 0,22 7,38+0,28* <0,05
Colesterol total (mM) 2,58 + 0,08 580+1,12* <0,05
Colesterol HDL (mM) 2,04 £ 0,07 4,10 +£1,01 0,08
Colesterol no-HDL (mM) 0,53 + 0,05 1,70+ 0,26 * <0,05
Triglicéridos (mM) 0,73 + 0,05 0,63 +0,06 0,30
AGL (mM) 0,89 + 0,04 0,85 + 0,06 0,22

Tabla 12. Parametros bioquimicos medidos en el plasma de los ratones no obesos y
obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=7-18 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Las diferencias estadisticamente
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de
Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto,
*p<0,05 frente al grupo no obeso. Abreviaturas: ALT (Alanina aminotransferasa); AST
(Aspartato aminotransferasa); BUN (del inglés, Blood Urea Nitrogen); HDL (del inglés, High-
Density Lipoprotein); AGL (Acidos Grasos Libres).
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Ratones diabéticos

En lo que se refiere a la bioquimica plasmatica se observé un aumento de
los niveles de colesterol total (~1,24 veces; p<0,05 en db/db y ~1,25 veces;
p<0,05 en db/dbct) en ambos grupos diabéticos, principalmente por el
incremento en el colesterol HDL (~1,44 veces; p<0,05) en db/db en
comparacion con los ratones no diabésicos (Tabla 13). En la fraccion de
no-HDL, es llamativo el aumento significativo observado en el modelo de
diabetes catabdlica (~1,79 veces; p<0,05) en comparacién con modelo
db/db.

sli:;'n‘i;"t‘iié’: db/+ dbl/db db/dbcat P
ALT (UIL) 362,87 1853078 1482568  <0,05
AST (UIL) 1532343  350£6502*  286:50,46°  <0,05
Creatinina (M) 0,03 £0,00 005£000* 006000 <005
BUN (uM) 5,47 £0,30 6,75+ 0,56 650£050 027
Colesterol total (MM) 2,58 0,05 320016  322%019* <005
Colesterol HDL (mM) 1,89+ 0,09 2,730,12" 237£017 <005
T e 0,68 + 0,06 0,47 +0,06 084£0111 <005
Triglicéridos (mM) 0,86 0,08 149£0,12%  145%0,15°  <0,05
AGL (mM) 0,94 0,06 1,22£0,12 146£0,16 0,10

Tabla 13. Parametros bioquimicos medidos en el plasma de los ratones db/+ y
diabéticos db/db y db/dbcat

Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (n=11-14 ratones por
grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo de

control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; T p<0,05 frente al grupo db/db.

Los ratones diabéticos presentaron una mayor dislipidemia, como
demuestra el marcado aumento de los niveles plasmaticos de triglicéridos
(~1,73 veces; p<0,05; ~1,69 veces; p<0,05; en db/db y db/dbca,

respectivamente) en comparacion con los ratones no diabésicos.
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Los modelos animales de diabetes cursaron con alteraciones en las
enzimas hepaticas (ALT: ~5,13 veces y ~4,11 veces; p<0,05; AST: ~2,34 y
1,86 veces p<0,05 en db/db y db/dbc., respectivamente) y en los
parametros de la funcion renal (creatinina: ~1,66 veces y ~2 veces; p<0,05
en db/db y db/db.a;, respectivamente), todo esto en comparacién con los

ratones no diabésicos.

4.1.1b Metabolismo de Ia Glucosa

Ratones obesos

En los ratones con obesidad inducida por la alimentaciéon con la dieta rica
en grasas, la bioquimica plasmatica mostré alteracion de la sefializacion
de la insulina, revelada por la hiperinsulinemia (insulina: ~2,15 veces;
p<0,05 Tabla 14), comparada con el no obeso. Los demas parametros

medidos no exhibieron modificaciones en este modelo animal.

Bioquimica plasmatica No obeso Obeso P

Glucosa (mM) 11,93 £ 0,27 11,88 £ 0,28 0,89
Insulina (ng/L) 0,81+0,10 1,74 £0,27 * <0,05
Glucosa x insulina 4,79 £ 1,09 5,87 £ 0,89 0,65
Adipo-IR 0,02 + 0,00 0,03 + 0,01 0,12
Adiponectina (ng/mL) 3621 + 570 3802 + 408 0,56

Tabla 14. Parametros bioquimicos de la homeostasis de la glucosa, medidos en el
plasma de los ratones no obesos y obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=8-11 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. A los 2 meses de edad, los ratones fueron alimentados con una dieta
mantenimiento o con una dieta rica en grasas. Las diferencias estadisticamente
significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de
Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto,
*p<0,05 frente al grupo no obeso.

A continuacion se muestran los resultados de la evaluacion del
metabolismo de la glucosa en los ratones obesos en comparacién con los

no obesos.
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Como cabia esperar el grupo con obesidad presentd un metabolismo de
la glucosa alterado (Figura 11), dado el aumento significativo en el area

bajo la curva respecto a los no obesos.
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Figura 11. Andlisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia
Oral a la Glucosa, en ratones no obesos y obesos

A) la prueba de PTOG se realizé en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyeccion
intraperitoneal de glucosa (2 g/kg). B) Area bajo la curva de las curvas asociadas al PTOG
(n=5 ratones por grupo). Los ratones tenian 7 meses de edad y la prueba se realizé una
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos
para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias
se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no
obeso. Abreviatura: PTOG (Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa).
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Figura 12. Analisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia a
la Insulina, en ratones no obesos y obesos

(A) la prueba de PTI se realizd en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyeccion
intraperitoneal de insulina (0,9 U/kg). (B) Area bajo la curva de las curvas asociadas al PTI
(n=5 ratones por grupo). Los ratones tenian 7 meses de edad y la prueba se realizé una
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos
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para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias
se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no
obeso. Abreviatura: PTI (Prueba de Tolerancia a la Insulina).

La captacion de glucosa estimulada por la insulina en los ratones obesos
disminuy6 significativamente respecto al grupo no obeso, sugiriendo asi
que la sensibilidad a la insulina se encuentra afectada en este modelo de

prediabetes (Figura 12).
Ratones diabéticos

En los modelos de ratones diabéticos, como era de esperar, la bioquimica
plasmatica reveld hiperglucemia (Tabla 15) en ambos grupos (glucosa:
~4,36 veces y ~4,65 veces; p<0,05 en db/db y db/dbcat, respectivamente)
en comparacion con los controles no diabésicos. Esto acompariado por el
aumento significativo en las concentraciones de insulina en los db/db
respecto al control (insulina: ~3,68 veces, p<0,05). La concentracion de
insulina en plasma de ratones db/dbca: aunque disminuida fue comparable
a la del no diabésico; por otro lado, se observé una disminucion

significativa respecto al db/db (insulina: ~62%, p<0,05).

Concomitantemente, en el modelo db/db se presentaron incrementos en
el parametro de Glucosa x Insulina (~13,48 veces, p<0,05) y Adipo-IR
(~6,00 veces; p<0,05), que comunmente revelan la resistencia global a la
insulina y la especifica del tejido adiposo, respecto a los no diabésicos. En
los ratones db/dbcat, la Glucosa x Insulina se encontré significativamente
aumentado (~7,43 veces, p<0,05) comparado al grupo no diabésico. Sin
embargo, el indice Adipo-IR no present6é cambios significativos respecto al
no diabésico. En cuanto a los niveles de adiponectina detectados en estos
grupos experimentales, se observd una disminucién significativa (~37%;

p<0,05) en el modelo db/db.at respecto al grupo db/+.
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Bioquimica

e db/+ DM2 met. DM2 cat. P

plasmatica

Glucosa (mM) 1051+0,51 4589+213* 885:155 445
Insulina (ng/L) 059£008  217£036* 082+012F <0,05
Glucosax Insulina  292+053 3935:846* <20/0%314 405
Adipo-IR 0014000 006+001* 003+001  <0,05
Adiponsctina 3676 + 247 3110+542  2310+216*  <0,05
(ng/mL)

Tabla 15. Parametros bioquimicos de la homeostasis de la glucosa, medidos en el
plasma de los ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=10-12 ratones por
grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En

concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; T p<0,05 frente al grupo db/db.

Para evaluar el metabolismo de la glucosa en los dos modelos animales
de diabetes, db/db y db/dbcat, en comparacion con los no diabésicos,
también realizamos una PTOG y la de PTI, en los ratones a 4 meses de
edad (una semana antes del final del seguimiento). Como se muestra en
la figura 13, ambos grupos de animales db/db y db/dbcat, presentaron un
patrén metabdlico de la glucosa alterado, revelado por el aumento en el

area bajo la curva respecto a los controles no diabésicos.
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Figura 13. Andlisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia
Oral a la Glucosa, en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat
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A) la prueba de PTOG se realizé en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en
sangre se midieron a los 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min después de una inyeccion
intraperitoneal de glucosa (2 g/kg). B) Area baijo la curva de las curvas asociadas al PTOG
(n=7-11 ratones por grupo). Los ratones tenian 4 meses de edad y la prueba se realiz6é una
semana antes de la eutanasia. Las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de Dunn; las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
Abreviatura: PTOG (Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa).

En cuanto a la captacién de glucosa estimulada por la insulina, esta se
encontré disminuida en los modelos diabéticos estudiados (Figura 14). Lo
que sugiere alteraciones en la sensibilidad a la insulina en los ratones
diabéticos tanto metabdlicos como catabolicos, respecto al grupo no

diabésico.

En conjunto, nuestros resultados mostraron una perturbacion en la

homeostasis de la glucosa en los modelos animales de DM2 empleados.
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Figura 14. Analisis funcional del metabolismo de la glucosa: Prueba de Tolerancia a
la Insulina, en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

A) la prueba de PTI se realiz6 en ratones de 4 h de ayuno. Los niveles de glucosa en sangre
se midieron a los 0, 15, 30, 60 y 120 min después de una inyeccion intraperitoneal insulina
(0,9 U/kg). B) Area bajo la curva de las curvas asociadas al PTI (n=7-11 ratones por grupo).
Los ratones tenian 4 meses de edad y la prueba se realiz6 una semana antes de la
eutanasia. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida
de la prueba posterior de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: PTI
(Prueba de Tolerancia a la Insulina).
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4.1.1c Funcionalidad cardiaca

Ratones obesos

La exploracion de la funcionalidad cardiaca se abordé6 mediante

ecocardiografia, analizando las funciones sistélica y diastdlica.

A pesar de la disminucion significativa en el tiempo de eyeccién de la
valvula mitral (MV ET: 26%; p<0,05) en los ratones obesos, en general la
funcion diastélica no se encontré alterada en el modelo de obesidad
inducida por la dieta rica en grasas, en comparacién con los del grupo no
obeso (Tabla 16).

Fun?:?érznt;?atl::zlica No obeso Obeso P
AET (ms) 52,77 + 2,56 48,30 + 2,68 0,23
IVCT (ms) 15,78 £ 1,28 18,24 + 2,18 0,73
IVRT (ms) 21,99 £ 0,55 21,45 +1,34 0,70
MV A (mm/s) 435,7 £ 21,69 369,3 £42,76 0,63
MV E (mm/s) 732,2 + 29,47 658,2 + 64,30 0,29
MV ET (ms) 78,87 + 4,82 57,95+1,72* <0,05
MV E/A 1,69 £ 0,05 1,83 £ 0,08 0,37

Tabla 16. Analisis de la funcion diastélica medidos en ratones no obesos y obesos
Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=7 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se midieron al final del seguimiento de los
ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre
grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al
grupo no obeso. Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés,
Isovolumetric Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A
(del inglés, Mitral A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral
Valve Ejection Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio).

La funcion sistdlica se encontré preservada en este modelo animal,
revelada por el porcentaje de las fracciones de eyeccion (%EF) y
acortamiento (%FS) que se mantuvieron a niveles similares a los ratones

no obesos (Tabla 17). El hallazgo mas interesante en este modelo fue el
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aumento significativo de la masa del ventriculo izquierdo (~1,43 veces;
p<0,05) respecto al grupo no obeso. Esto se acompafé del incremento en
el diametro interno del ventriculo tanto en sistole (LVID) (~1,21 veces;
p<0,05) como en diastole (~1,17 veces; p<0,05), reflejando asi cambios en

el remodelado cardiaco.

Fu::i?lzn :its"tc:')slica No obeso Obeso P
LVAW (d) (mm) 0,95 + 0,06 0,99 + 0,05 0,47
IVS (d) (mm) 0,86 + 0,08 0,91+ 0,05 0,94
LVID (d) (mm) 3,66 £ 0,10 4,28+0,10 <0,05
LVPW (d) (mm) 0,88 + 0,05 0,94 £ 0,05 0,29
LVAW (s) (mm) 1,35+ 0,11 1,45+ 0,05 0,51
IVS (s) (mm) 1,38 £ 0,07 1,32 £ 0,06 0,84
LVID (s) (mm) 2,56 +£0,18 3,11+0,18 * <0,05
LVPW (s) (mm) 1,21 +0,11 1,30 £ 0,04 0,23
%EF 62,33 + 6,55 53,565+ 4,18 0,43
%FS 33,94 +4,71 27,74 £ 2,45 0,43
LV mass (mg) 117 £ 3,45 168 £ 16,25 * <0,05
LV vol (d) (uL) 60,24 + 2,42 82,79+4,63* <0,05
LV vol (s) (ML) 23,12 + 4,53 39,38+6,14 * <0,05

Tabla 17. Analisis de la funcion sistolica medidos en ratones no obesos y obesos
Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=7 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se midieron al final del seguimiento de los
ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre
grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al
grupo no obeso. Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left Ventricle anterior wall); IVS (del
inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés, Left Ventricle Internal
Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF (Ejection Fraction); %FS
(Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass); LV vol (Left Ventricle
volume); d (diastole) y s (sistole).
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Ratones diabéticos

En los modelos animales db/db y db/dbca: se procediod a la exploracion de
la funcionalidad cardiaca mediante ecocardiografia, al final del periodo de
seguimiento (4 meses de edad). Los parametros cardiacos de funcién

diastdlica y sistolica determinados se muestran en la tablas 18 y 19.

La funcion diastolica en el modelo db/db presentd varias alteraciones,
entre ellas un incremento significativo (~1,27 veces; p<0,05) del tiempo de
relajacion del ventriculo izquierdo (del inglés, Isovolumic Relaxation Time)
respecto al no diabésico (Tabla 18). Las ondas activa (onda A) y pasiva
(onda E) disminuyeron en este modelo en un 42% (p<0,05) y 35%
(p<0,05), respectivamente en comparacion con los animales no diabésicos
analizados a la misma edad. Este deterioro observado en el grupo
diabésico se acompand ademas del aumento significativo (~1,31 veces;
p<0,05) en el tiempo de eyeccion de la valvula mitral (del inglés, Mitral
Valve Ejection Time) y consecuentemente, la relacion entre las ondas E/A
se vio aumentada (~1,16 veces; p<0,05) respecto al no diabésico. Este
conjunto de alteraciones indico que el modelo animal de diabetes presento
signos de disfuncion diastdlica, una de las principales caracteristicas de la
CMD. Comprobamos con esto que el tiempo de seguimiento empleado fue
adecuado para observar la presencia de esta patologia, objeto de nuestro

estudio.

En cuanto al modelo de diabetes mas avanzada (db/dbcat), se observaron
cambios similares a los ya descritos en ratones db/db (Tabla 18). El tiempo
de relajacion también se vio aumentado de manera significativa (IVRT:
~1,20 veces; p<0,05) en estos animales en comparacion con los no
diabésicos. Curiosamente las ondas E y A aunque se encontraron
ligeramente disminuidas, el cambio observado no fue significativo respecto

al grupo no diabésico pero si en comparacion con el grupo db/db. Este fue
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un hallazgo destacable de nuestro estudio, ya que es la primera vez que
se reportan datos cardiacos en este fenotipo (db/dbcat). A pesar de todo lo
expuesto, el modelo de diabetes exacerbada también presentd un
incremento significativo en la relacién de las ondas E/A (~1,17 veces;
p<0,05), respecto al grupo no diabésico. Estos datos revelaron signos de
CMD en el modelo db/dbcat.

Por lo tanto, tras la exploracion de la funcionalidad cardiaca en ambos
grupos experimentales de DM2, se puso en evidencia que estos son

adecuados para el estudio de la CMD dentro del rango de edad reportado.

Funlca:iaérra;nt;ieat;c;glica db/+ dbldb dbldbea P
AET (ms) 55,17 £ 2,28 58,36 £ 2,42 53,59 £ 2,22 0,35
IVCT (ms) 19,78 + 2,26 21,24 £ 1,33 18,70 £ 0,85 0,52
IVRT (ms) 23,00 £ 0,54 29,19+1,01* 27,62+1,29 * <0,05
MV A (mmis) 412,8+3225 2367+1932* 337,7£27,051 <005
MV E (mm/s) 639,3+5546 4169%2749* 60043581 T <0,05
MV ET (ms) 69,68 + 3,12 90,94 + 3,08 * 75,24 £ 8,74 <0,05
MV E/A 1,54 + 0,02 1,78+ 0,05 * 1,80 £ 0,08 * <0,05

Tabla 18. Analisis de la funcion diastolica medidos en ratones db/+ y diabéticos db/db
y db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=6-7 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento,
a los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
para cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida
del post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente

al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/db.
Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio).

En la tabla 19 se presentan los parametros evaluados en la funcion
sistélica. En nuestros modelos animales de DM2, se observaron que

ambas fracciones de eyeccion %EF y acortamiento %SF (del inglés,
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Ejection Fraction y Shortening Fraction, respectivamente), se encontraron
db/db y db/dbca, en

preservadas en

los grupos experimentales,

comparacion con los animales no diabésicos.

Parametros

Funcion sistélica db/+ db/db dbldbeat P
LVAW (d) (mm) 0,00+008  0,70+0,04* 0,84+0,03  <0,05
IVS (d) (mm) 0,01+ 0,06 0,77 £ 0,03 0,81+ 0,05 0,14
LVID (d) (mm) 3884008  3,64+0,08 383+015 0,29
LVPW (d) (mm) 0,88 £ 0,03 0,74 +£0,02* 0,80 £ 0,03 <0,05
LVAW (s) (mm) 1,42 £ 0,08 1,22 40,07 1,32 40,06 0,17
IVS (s) (mm) 1,38 + 0,08 1,20 £ 0,06 1,28 + 0,08 0,25
LVID (s) (mm) 2,62 +0,14 2,60 +0,12 2,77 + 0,24 0,75
LVPW (s) (mm) 1254006  1,05+0,03* 1144005  <0,05
%EF 61,27 £+ 3,80 55,57 £ 3,05 58,34 + 3,05 0,48
%FS 32,64 + 2,61 28,65+ 2,08 30,59 £2,20 0,48
LV mass (mg) 1185+428 9626+364*  1126+756  <0,05
LV vol (d) (uL) 6326+454 56,24 +2,96 64,06+6,17 042
LV vol (s) (L) 2513+365  2535+2,60 2721+389 0,89

Tabla 19. Andlisis de la funcion sistélica en ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat
Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=6-7 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a
los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al
grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left
Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés,
Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF
(Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass);
LV vol (Left Ventricle volume); d (diastole) y s (sistole).

Es importante destacar que el grupo de db/db curs6 ademas con una
disminucion significativa del tamafio del ventriculo izquierdo (~18%;
p<0,05) y la consecuente disminucion del tamafo de la paredes anterior
(LV AW, d: ~22% p<0,05) y posterior del ventriculo (LV PW, d: ~16%
p<0,05), respecto al control no diabésico. No obstante, en el grupo de

db/dbcat, No se reportaron cambios a esos niveles. En conjunto esto indico
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que la funcion sistdlica se encontré preservada en ambos modelos

estudiados, otra caracteristica distintiva de la CMD.
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4.1.2 Analisis del perfil de lipidos y esfingolipidos mediante
Resonancia Magnética Nuclear o Cromatografia Liquida acoplada a

Espectrometria de Masas

4.1.2a Evaluacion de los niveles de lipidos en miocardio e higado por

Resonancia Magnética Nuclear

Ratones obesos

Los parametros lipidicos miocardicos y hepaticos se muestran en la tabla
20. No se observaron cambios significativos en la composicion lipidica en
miocardio de los ratones obesos comparados con los no obesos, aunque
el porcentaje del colesterol libre presenté una tendencia a estar elevado

en este tejido.

Lipidos en Miocardio No obeso Obeso P

% Esteres de Colesterol 0,29 £ 0,04 0,34 + 0,04 0,42
% Colesterol libre 9,98 + 0,63 14,20 £ 2,00 0,06
% Triglicéridos 3,53 +1,16 2,81+£0,34 >0,99
% Fosfolipidos 86,20 + 0,56 82,70 £ 2,07 0,10

Tabla 20. Analisis del perfil de lipidos en miocardio de ratones no obesos y obesos
Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05.

En cuanto a los parametros lipidicos a nivel hepatico, los ratones obesos
cursaron con una ligera disminucién en el porcentaje de colesterol libre y
un marcado incremento en el porcentaje de triglicéridos respecto al grupo
no obeso (Tabla 21).
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Lipidos en Higado No obeso Obeso P

% Esteres de Colesterol 3,28 £ 0,30 3,73 +0,47 0,41

% Colesterol libre 11,00 = 1,02 7,75+0,54 * <0,05
% Triglicéridos 15,60 £ 6,00 40,10 £4,80 * <0,05
% Fosfolipidos 70,10 £ 4,91 48,40+3,82* <0,05

Tabla 21. Analisis del perfil de lipidos en higado de ratones no obesos y obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso.

Ratones diabéticos

En los modelos animales de DM2, también se determinaron las
concentraciones de los diversos tipos de acidos grasos, tanto en miocardio

como en higado.

En la tabla 22 se presentan los resultados del perfil de lipidos en tejido
miocardico; el grupo db/db no exhibié cambios significativos, en cambio en
los ratones db/dbca: €l porcentaje de triglicéridos se encontré aumentado

respecto al no diabésico.

Lipidos en

mPidos er db/+ db/db db/dbeat p

0,

% Esteres de 041+ 0,14 0,44 +0,11 083+023 011

Colesterol

% Colesterol libre ~ 10,06+026 984 +054 925+092 062
% Triglicéridos 438+110  1119+123  1142+156* <005
% Fosfolipidos 8514+120  7901+067  7790+192* <005

Tabla 22. Analisis del perfil de lipidos en miocardio de ratones db/+ y diabéticos
db/db Yy db/dbcat

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
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Los lipidos a nivel hepatico (Tabla 23) mostraron un aumento significativo

en el porcentaje de triglicéridos en ratones db/db, respecto a los ratones

no diabésicos. Sin embargo, en los ratones db/dbc:: no se detectaron

cambios en el perfil de lipidos hepaticos.

Lipidos en Higado db/+

0,

hrmeresde  ags024
% Colesterol libre 10,08 £ 1,04
% Triglicéridos 13,43 +£4,72
% Fosfolipidos 72,55 + 3,99

db/db
7,35 % 3,02
6,43 + 1,56
64,38 + 11,32 *
22,18+10,82*

db/dbcat
2,07 +£0,25
6,16 + 1,21
48,41 £7,04
43,36 £5,76

P
0,19
0,12

<0,05

<0,05

Tabla 23. Analisis del perfil de lipidos en higado de ratones db/+ y diabéticos db/db

y db/dbcat

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En

concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
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4.1.2b Evaluacion de los niveles de lipidos en miocardio e higado por

nefelometria en ratones diabéticos

De tal manera a medir la acumulacion de lipidos en los modelos animales
de DM2 por una técnica alternativa, se procedié a la determinacién de

estas especies en higado y miocardio posterior a su extraccion lipidica.

Lipidos en tejidos db/+ db/db db/dbcat P
Higado

Colesterol

0,010+ 0,002 0,008 + 0,001 0,004 £ 0,000 * <0,05
(umol/mg)

Trigliceridos 0,031£0,002 0,097+0,010* 0,043+0,007 T <0,05

(umol/mg)

AGL (umolimg) 0,048+ 0,029 0,062+0,002* 0,055+0,004 <0,05
Miocardio

Colesterol 0,059+0,004 0,095+0,006 0,102+0,007* <0,05

(umol/mg)

Triglicéridos

0,189+0,012 0,294 + 0,158 0,162 + 0,005 0,44
(umol/mg)

AGL (umol/mg) 0,232+0,018 0,460 + 0,040 * 0,283 + 0,029 <0,05

Tabla 24. Lipidos medidos mediante nefelometria en higado y miocardio de los
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbca;

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=5-10 ratones por
grupo). Todos los analisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad, los datos se
relativizaron a la concentracion de proteinas de los tejidos. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba posterior de
Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo de
control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; Tp<0,05 frente al grupo db/db.
Abreviaturas: AGL, acidos grasos libres.

Se observd que el modelo de db/db cursé con niveles hepaticos
significativamente elevados de triglicéridos (~3,13 veces; p<0,05) y AGL
(~1,29 veces; p<0,05) respecto a los no diabésicos. Consecuentemente la

concentracion de acidos grasos libres en el miocardio también se vio

incrementada (~1,98 veces; p<0,05) en este modelo animal.
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Por otro lado, el modelo de diabetes mas avanzada, los db/dbcat, como era
de esperar exhibié un perfil diferente a los db/db. En este caso, los ratones
db/dbcat mostraron en higado una disminucion significativa en los niveles
de colesterol (~60%); p<0,05) respecto a los no diabésicos, ademas de
triglicéridos disminuidos en comparacién con sus congéneres db/db
(~55%; p<0,05). En miocardio de estos animales se detectaron niveles
significativamente aumentados de colesterol (~1,73 veces; p<0,05)

respecto a los db/+.
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4.1.2c Evaluacion de los niveles de ceramidas circulantes en plasma,
en las fracciones de HDL y no-HDL, en miocardio e higado mediante

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas

Ratones obesos

Los niveles plasmaticos de esfingolipidos se muestran en la Tabla 25. En
los ratones obesos no se observaron cambios significativos en el perfil de
ceramidas circulantes, ni en las relaciones entre ceramidas. A pesar de
ello la Cer 20:0 exhibié una tendencia a estar aumentada en plasma de
ratones obesos, en comparacion con ratones no obesos. La esfingomielina

total no exhibié diferencias entre grupos.

Esfingolipidos

en Plasma No obeso Obeso P
(unidades relativas)
Cer 18:0 1.906 + 217 2.782 + 611 0,25
Cer 20:0 3.477 + 609 5.774 + 280 0,07
Cer 22:0 81.723 + 15.382 84.365 + 8.811 >0,99
Cer 24:0 143.742 + 27.008 102.514 + 5.400 0,57
Cer 24:1 110.119 + 15.801 82.792 + 4.736 0,57
Cer total 340.968 + 57.826 278.227 + 17.805 0,78
Cer 18:0/Cer 24:0 0,010 + 0,001 0,015 + 0,003 0,18
Cer 24:1/Cer 24:0 0,603 + 0,086 0,453 + 0,026 0,57
Esfingomielina total 34.606.247 + 5.761.521 32‘_%532'_%52? >0,99

Tabla 25. Analisis de los niveles de esfingolipidos circulantes en plasma de ratones
no obesos y obesos

Los datos se relativizaron respecto al volumen de plasma empleado V=50uL. Los
resultados se expresan como media * error estandar de la media (n=5 ratones por grupo).
Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de
edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se
determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0,05. Abreviaturas: Cer (ceramidas).

Los niveles relativos de ceramidas medidas en la fraccion de HDL en

ratones obesos no difirid de la descrita en el grupo no obeso, a excepcion
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de la disminucion significativa en la ceramida Cer 24:1 (~57%; p<0,05)
Tabla 26.

Ceramidas en HDL

(unidades relativas) No obeso Obeso P
Cer 16:0 2.868 + 347 2.282 £ 552 0,41
Cer 18:0 1.071 £ 195 1.060 + 334 0,73
Cer 20:0 2.218 £ 621 2.099 £ 367 0,73
Cer 22:0 31.226 + 2.810 16.187 + 1.244 0,06
Cer 24:0 40.396 + 4.784 14.113 £ 1.188 0,06
Cer 24:1 32.024 +4.118 13.874+£1.810* <0,05
Cer total 78.808 £ 6.779 35.588 + 1.276 0,06

Tabla 26. Anadlisis de los niveles de ceramidas circulantes en la fraccion HDL de
ratones no obesos y obesos

Los datos se relativizaron respecto a la proteina medida en la fraccion HDL. Los resultados
se expresan como media + error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los
parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron
mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso.

Abreviaturas: Cer (ceramidas).

En las ceramidas circulantes en la fraccion de no-HDL (Tabla 27) no se
alcanzaron cambios significativos en los ratones obesos respecto a los no

obesos.

Ceramidas en no-HDL

(unidades relativas) No obeso Obeso P
Cer 16:0 19.294 + 3.761 25.115 £ 9.047 0,69
Cer 18:0 6.987 £ 2.031 10.392 + 6.976 0,80
Cer 20:0 9.059 + 1.975 15.360 + 7.876 0,69
Cer 22:0 84.074 + 9.585 121.116 £ 47.890 >0,99
Cer 24:0 155.793 £ 19.399 153.302 £ 61.642 0,28
Cer 24:1 69.634 + 6.282 67.568 + 23.400 0,28
Cer total 336.758 £ 37.174 386.617 £ 152.677 0,41

Tabla 27. Analisis de los niveles de ceramidas circulantes en la fraccion no-HDL de
ratones no obesos y obesos

Los datos se relativizaron respecto a la proteina medida en la fraccién no-HDL. Los
resultados se expresan como media * error estandar de la media (n=5 ratones por grupo).
Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de
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edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se
determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0,05. Abreviaturas: Cer (ceramidas).

El perfil de esfingolipidos en miocardios de ratones obesos (Tabla 28)
mostré un incremento significativo en el contenido relativo de la ceramida
Cer 18:0 (~2,15 veces; p<0,05) y tendencias a la baja en el caso de las
ceramidas de cadena muy larga Cer 24:0 y Cer 24:1, respectivamente. No
se detectaron cambios significativos en la esfingomielina total en ese

tejido.

Esfingolipidos en

mio.cardio No obeso Obeso P

(unidades

relativas)
Cer 16:0 7.628 + 845 12.193 + 4.766 >0,99
Cer 18:0 16.822 + 1.371 36.176 + 5.576 * <0,05
Cer 20:0 71.157 £ 10.419 78.258 + 18.263 >0,99
Cer 22:0 157.164 + 31.769 324.587 +70.893 0,06
Cer 24:0 204.363 + 59.378 91.755 + 23.636 0,07
Cer 24:1 203.702 + 53.359 88.275 + 22.937 0,07
Cer total 456.207 + 97.056 499.101 + 118.504 0,90
Esfingomielina total 97.215.450 + 23.133.231 62.651.940 + 8.080.567 0,22

Tabla 28. Analisis de los niveles de esfingolipidos en miocardio de ratones no obesos
y obesos

Los datos se relativizaron por el peso del tejido. Los resultados se expresan como media +
error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los pardametros se midieron al
final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante
la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso. Abreviaturas: Cer (ceramidas).
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Figura 15. Relacion de los niveles de ceramidas en plasma, fraccion de HDL; no-HDL
y miocardio de ratones no obesos y obesos

Correlacion directa entre los niveles de Cer 18:0 en plasma (A); relacion inversa de la Cer
22:0 en la fraccién de HDL (B); relacion directa de la Cer 16:0, Cer 22:0 y Cer total en la
fraccién de no-HDL y el miocardio de ratones obesos y no obesos (n=7-10). Se utilizé una
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados.
Abreviatura: Cer (ceramida).

En la Figura 15 se presentan las correlaciones entre especies de
ceramidas en circulacién y en miocardio de animales obesos. La especie
Cer 18:0 plasmatica se relacioné directamente con la medida en miocardio
(Figura 15:A). En el caso de la Cer 22:0 circulante en la fraccion de HDL,
se destaca la relacion inversamente proporcional con la depositada en
miocardio de estos mismos animales (Figura 15: B). Y finalmente,
observamos relaciones directas entre el contenido de las Cer 16:0; Cer
22:0 y el total de ceramidas circulantes en la fraccién de no-HDL (Figura

15:C, Dy E) con las correspondientes de miocardio en estos ratones.

El contenido relativo de ceramidas, asi como la esfingomielina total
hepaticas no mostraron cambios significativos en el modelo de prediabetes

(Tabla 29). Sin embargo, los niveles relativos de Cer 24:1 se encontraron
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marginalmente disminuidos (~41%; p=0,06) en higado de ratones obesos.
Por otro lado, los niveles disminuidos de Cer 24:0 y Cer 24:1 a nivel
hepatico en el grupo de ratones obesos se relacionaron directamente con

las medidas en miocardio de estos animales (Figura 16).

Esfingolipidos

?l:‘n?c;g?jzg No obeso Obeso P

relativas)
Cer 16:0 14.182 + 2.552 13.168 + 1.646 >0,99
Cer 18:0 9.267 + 1.254 9.434 + 1.442 >0,99
Cer 20:0 16.233 + 1.566 19.733 £ 2.775 0,34
Cer 22:0 285.301 + 26.781 249.720 + 44.893 0,68
Cer 24:0 468.498 + 98.936 254.509 + 49.780 0,11
Cer 24:1 271.928 + 37.667 161.649 + 19.906 0,06
Cer total 1.032.567 + 141.446 708.212 £ 117.930 0,20
Esfingolmielina total 118.462.909 + 14.104.875 111%‘;55%92%?;i 0,90

Tabla 29. Analisis de los niveles de ceramidas en higado de ratones no obesos y
obesos

Los datos se relativizaron por el peso del tejido. Los resultados se expresan como media +
error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los parametros se midieron al
final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron mediante
la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
Abreviatura: Cer (ceramida).
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Figura 16. Relacion de los niveles de Cer 24:0 y Cer 24:1 en higado y miocardio de
ratones no obesos y obesos

Correlacion directa entre las especies de ceramidas Cer 24:0 y Cer 24:1 a nivel hepatico y
el miocardio ratones no obesos y obesos (n=9). Se utilizé6 una prueba paramétrica de
Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer
(ceramida).
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Ratones diabéticos

También se determinaron los niveles relativos de diferentes especies
esfingolipidicas en los modelos animales de DM2. A continuacién se

describen los datos mas relevantes.

En el plasma de los ratones db/db se encontraron significativamente
incrementados los niveles de ceramidas de cadena larga Cer 18:0 (~4,33
veces; p<0,05) y Cer 20:0 (~3,00 veces; p<0,05), asi como la relacion entre
Cer 18:0/Cer 24:0 (~5,30 veces; p<0,05), respecto al no diabésico (Figura
17). Por otra parte, el perfil plasmatico de ceramidas en ratones db/dbcat
mostré un aumento en las mismas especies que sus congéneres db/db
(Cer 18:0; ~5,43 veces p<0,05 y Cer 20:0; ~2,96 veces p<0,05;
respectivamente). Todo esto acompanado de un incremento significativo
en la relacion Cer 18:0/Cer 24:0 (~6,50 veces; p<0,05) en comparaciéon
con el grupo db/+ y sin suponer cambios significativos entre ambos

modelos de diabetes.

500.000
1 db/+
400.000 mm db/db
“| ==m db/db cat :L

w

o

o

o

o

o
|

200.000+

100.000+
U n

Cer 18.0 Cer 20:0 Cer 22:0 Cer24.0 Cer 24:1 Cer total

Ceramidas en plasma
(unidades relativas)

Figura 17. Analisis de los niveles de esfingolipidos circulantes en plasma de ratones
db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

Los datos se relativizaron por el volumen de plasma empleado V=50uL. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los
analisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida).
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Las ceramidas en la fraccion de HDL se presentan en la Figura 18. En los
ratones db/db se observé una disminucion significativa de la ceramida Cer
24:1 (~39%; p<0,05). En el modelo de ratones db/dbc.: se observaron
aumentos en los niveles de las ceramidas Cer 16:0 (~1,98 veces; p<0,05)
y Cer 18:0 (~1,98 veces; p<0,05), estando estos acompafados de una
disminucion significativa en los niveles de ceramida Cer 24:1 (~30%;
p<0,05), en comparacion con los ratones del grupo db/+. Entre los dos

modelos de diabetes estudiados no se registraron cambios significativos.
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Figura 18. Perfil de ceramidas circulantes en la fraccion de HDL de ratones db/+ y
diabéticos db/db y db/dbcat

Los datos se relativizaron por la medicion de proteina de la fraccién HDL. Los resultados
se presentan como medias + error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos
los analisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida).

El analisis de ceramidas circulantes en la fraccion no-HDL de ambos
modelos diabéticos se representa en la figura 19. La ceramida Cer 24:0 se
encontro significativamente disminuida en el modelo db/db (~53%; p<0,05)
respecto al grupo de animales no diabésicos. En cuanto a los db/dbcat,
exhibieron una disminucién importante en los niveles de las ceramidas Cer
22:0 (~69%; p<0,05) y Cer 24:0 (~66%; p<0,05), resultando en la
disminucion significativa de las ceramidas totales (~57%; p<0,05), en

comparacion con los db/+.
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Figura 19. Perfil de ceramidas circulantes en la fraccion de no-HDL de ratones db/+
y diabéticos db/db y db/dbcat

Los datos se relativizaron por la medicién de proteina de la fraccion no-HDL.Los resultados
se presentan como medias + error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos
los analisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida).

Exploramos ademas la abundancia relativa de estas especies
esfingolipidicas en miocardio y se observo que el modelo db/db cursé con
una disminucion significativa en la ceramida Cer 24:0 (~53%; p<0,05)
respecto al grupo db/+ (Tabla 30). Por su parte, los ratones db/dbcat
también exhibieron una disminucién importante en los niveles de Cer 24:0
(~65%; p<0,05) y ademas de la ceramida Cer 24:1 (~73%; p<0,05), todo
esto acompanado de la disminucion significativa de las ceramidas totales
en este tejido (~58%; p<0,05), en comparacion con los ratones no
diabésicos. En cuanto a los niveles de esfingomielina total no se

presentaron cambios entre los grupos con DM2.
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Esfingolipidos

en miocardio db/+ db/db db/dbcat P
(unidades relativas)

Cer 16:0 8.983 + 1.486 9.540 + 1.595 1358344385 048
Cer 18:0 27.111 £ 3.072 49.291 £ 10.944 39.141+3695 0,12
Cer 20:0 133242 £23.848  139.529 + 32.756 66.892+4.880 0,09
Cer 22:0 305720 £ 49.471 256618 +41.033 152116 £18.686 0,07
Cer 24:0 237294 £20297 111989+ 16.172*  83.342 + 13.726 * <%0
Cer 24:1 207.896 +31.981  148715+35041  56.075+7.588 * <%0
Cer total 917 17 fggoi 715.682 £ 116.953  408.154 + 43613 * <%0
Esfinfomielina 117.870.697 + 113120172 + 89.859.525 + 058
total 20.773.404 17.093.004 22.535.756 '

Tabla 30. Analisis de esfingolipidos en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db
y db/dbcat

Los datos se relativizaron por el peso de tejido empleado. Los resultados se presentan
como medias * error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los andlisis se
llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey; las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto,
*p<0,05 frente al grupo db/+. Abreviatura: Cer (ceramida).
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Figura 20. Relacion de los niveles de Cer 24:1 en la fraccion HDL y miocardio de
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbca;

Correlacion directa entre los niveles de Cer 24:1 en la fraccién de HDL y miocardio de los
modelos diabésicos (n=11). Se utilizé una prueba paramétrica de Pearson para analizar si
estos parametros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer (ceramida).

En concordancia con estos hallazgos, se destaco la relacion directa entre
los niveles circulantes de Cer 24:1 en la fraccion de HDL y la que se

determiné en miocardio de los animales en estudio (Figura 21).
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Figura 21. Relacion de los niveles de ceramidas en la fraccion de no-HDL y miocardio
de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

Correlacion directa entre los niveles de ceramidas en la fraccién no-HDL; Cer total (A), Cer
16:0 (B) y Cer 24:0 (C) y miocardio de los modelos diabésicos (n=13). Se utilizé una prueba
paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados.
Abreviatura: Cer (ceramida).

Por otro lado, el nivel de las ceramidas totales circulantes en la fracciéon de
no-HDL se relacion6 directamente con las medidas en miocardio (Figura
21: A). Ademas, se comprob¢ la existencia de una relacion directa entre
las especies de ceramidas Cer 16:0 (Figura 21: B) y Cer 24:0 (Figura 21:
C) circulantes y las depositadas en miocardio de los ratones db/db y los
db/dbcat.

También se determinaron los niveles de esfingolipidos en el higado de

ambos modelos animales de diabetes (Tabla 31). En general no se
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observaron diferencias significativas en el grupo db/db. Sin embargo, en el
grupo db/dbcat se presenté una importante disminucion de los niveles de la
ceramida Cer 22:0 (~56%; p<0,05) respecto a los no diabésicos, asi como
también en comparacion al modelo db/db (~62%; p<0,05). Este modelo
mostré niveles significativamente disminuidos de esfingomielina (~50%;

p<0,05), respecto al grupo db/+.

Esfingolipidos

en higado db/+ db/db db/dbcat P
(unidades relativas)

Cer 16:0 19.334 + 2.817 19.509 + 2.711 22.660 = 4.290 0,74
Cer 18:0 13.022 + 1.883 37.554 + 17.932 29.326 + 7.473 0,33
Cer 20:0 23.126 + 3.043 43.790 + 14.281 23.096 + 3.883 0,20
Cer 22:0 434.900 + 83.142 500.556 + 74.384 189.281 + 23.123 * T <0,05
Cer 24:0 787.961 + 173.082 466.660 + 93.536 345.735 + 86.694 0,09
Cer 24:1 355.748 £ 61.814 378.389 + 119.727 153.295 + 44.033 0,14
Cer total 1.634.090 + 321.136  1.395.821 + 301.070 707.541 £ 148.591 0,08
Esfingomielina 168.737.850 + 148.799.738 + 85.128.497 + <0.05
total 21.521.386 22.090.749 14.368.268 * ’

Tabla 31. Analisis de esfingolipidos en higado de ratones db/+ y diabéticos db/db y
db/dbcat

Los datos en bruto se relativizaron por el peso de tejido empleado. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=5 ratones por grupo). Todos los
analisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; 1 p<0,05 frente al grupo db/db. Abreviatura: Cer
(ceramida).

Se destaca que, aunque los niveles relativos de la ceramida Cer 18:0 no
exhibieron cambios significativos en higado comparado con los ratones
db/+, si se relacioné de manera directa con los niveles relativos circulantes

para esta especie de ceramida (Figura 22).
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Figura 22. Relacion de los niveles de Cer 18:0 en higado y plasma de ratones db/+ y
diabéticos db/db y db/dbcat

Correlacion directa entre Cer 18:0 a nivel hepatico y la circulante en plasma de los modelos
diabésicos (n=15). Se utilizé una prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos
parametros estaban correlacionados. Abreviatura: Cer (ceramida).
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4.1.3 Evaluacién de la captacion de LDL "in vitro"” e "in vivo"

4.1.3a Analisis de esteatosis inducida en cardiomiocitos humanos

AC16 en condiciones mimetizantes de DM2

Analisis de la citotoxicidad celular inducida por PA y OA en condiciones

mimetizantes de DM2

Con el fin de explorar la posible contribucion de las LDL modificadas sobre
la acumulacion de lipidos en cardiomiocitos, se emplearon cultivos

celulares de cardiomiocitos ventriculares humanos AC16.

En primer lugar, estas células fueron expuestas a diferentes
concentraciones crecientes de glucosa y acidos grasos durante 24 h, para
determinar el efecto citotoxico por parte del PA y una mezcla de acidos
grasos PA/OA, suplementados como parte de las condiciones
experimentales que simulan DM2. Los datos mostraron que la viabilidad
de los cardiomiocitos AC16 disminuyo a concentraciones crecientes de PA
de forma independiente de la concentracién de glucosa empleada (i.e.,
siendo la concentracién de glucosa no elevada igual a 5,5 mM y la elevada
igual a 25 mM) (Figura 23: A).
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Figura 23. Citotoxicidad celular en cardiomiocitos AC16 expuestos a condiciones
miméticas de DM2

La linea azul representa la condicion en la que se alcanza mayor viabilidad (control positivo
de viabilidad en el ensayo: medio DMEM-F12 ham completo), mientras que la linea roja
indica la condicién en la que se mide mortalidad celular. Los valores se representan como
la media + SEM de n=3 experimentos independientes.
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La viabilidad de cardiomiocitos en cultivo expuestos a la combinacién en
proporciones equimolares de los acidos grasos PA/OA fue en general y a
igual concentracion final de acidos grasos, superior a la mostrada cuando

estas células se incubaron sélo con PA (Figura 23: B).

Asi, la viabilidad medida en cardiomiocitos AC16 expuestos a
concentraciones crecientes de la mezcla equimolar de PA/OA no se vio
alterada, tanto en las condiciones con niveles basales como elevados de

glucosa.

Andlisis de esteatosis inducida por la mezcla equimolar de PA/OA en

cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM?2

Teniendo en cuenta la prueba de citotoxicidad celular, para demostrar la
entrada de acidos grasos y su acumulacion en cardiomiocitos se escogio
trabajar con la mezcla de acidos grasos, en presencia/ausencia de niveles
elevados de glucosa y evaluar la acumulacion de vesiculas lipidicas en los

cardiomiocitos mediante su tincion con ORO.

En la Figura 24, se presentan micrografias de los cardiomiocitos expuestos
a las diferentes condiciones de trabajo. Se observd que, en la condicién
basal (glucosa 5,5 mM) las células presentaron una morfologia normal, sin
acumulo de vesiculas lipidicas (Figura 24: A). En cambio, al aumentar la
concentracion final de glucosa en el medio hasta 25 mM, se evidencié la
presencia de vesiculas lipidicas en el citoplasma de las células (Figura 24:
B).
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Figura 24. Micrografias representativas de cultivos de cardiomiocitos AC16
expuestas a diferentes condiciones miméticas de DM2

Los cultivos celulares fueron fijados con formalina, postefiidos con ORO para revelar las
vesiculas lipidicas y contratefiidos con hematoxilina para resaltar los nucleos celulares. Se
muestra la escala de 10 um en cada panel. A: Glc 5,5 mM; B: Glc 25 mM; C: Glc 25 mM +
PA/OA 0,2 mM; D: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM; E: Glc 25 mM + PA/OA 1,0 mM; F:
Vesiculas lipidicas por area celular.

Los datos cualitativos y cuantitativos mostraron un aumento en la
acumulacién de lipidos intracelulares en los cardiomiocitos expuestos a
condiciones que simulan la DM2, lo que revel6 la esteatosis inducida por
el PA/OA en estas células (Figura 24: C, D, Ey F).
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Analisis de esteatosis inducida por LDLox en cardiomiocitos humanos
AC16 en condiciones mimetizantes de DM2

A continuacién se evalu6 si la acumulacion de lipidos intracelulares se vio
inducida por la presencia de las LDLox, en los cardiomiocitos AC16 en
condiciones mimetizantes de DM2.

En la Figura 25 se muestran micrografias representativas de las células
AC16 en presencia/ausencia de diferentes concentraciones no citotoxicas
de LDLox. La acumulacién de lipidos aumentd proporcionalmente en
presencia de concentraciones crecientes LDLox (i.e., 300 y 600 pg/mL,
fijadas previamente por pruebas de citotoxicidad celular, datos no
mostrados) (Figura 25).

Dicho aumento se observoé tanto en el nimero, como en el tamafo de las

vesiculas intracelulares (Figura 26).

Figura 25. Micrografias representativas de cultivos de cardiomiocitos AC16
expuestos a condiciones miméticas de DM2 en presencia de LDLox

Los cultivos celulares fueron fijados con formalina, postefiidos con ORO para revelar las
vesiculas lipidicas y contratefiidos con hematoxilina para resaltar los nucleos celulares. Se
muestra la escala de 10 um en cada panel. A: Glc 5,5 mM; B: Glc 25 mM; C: Glc 5,5 mM +
LDLox 300 ug/mL; D: Glc 5,5 mM + LDLox 600 pg/mL; E: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM +
LDLox 300 pg/mL y F: Glc 25 mM + PA/OA 0,4 mM + LDLox 600 pg/mL.
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En conjunto estos datos demuestran que la exposicion de LDLox, en la
condicibn mimetizante de DM2, indujo la acumulacion de vesiculas
lipidicas; revelando de esta manera la contribucién de estas lipoproteinas

modificadas al fenotipo esteatético.
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Figura 26. Cuantificacion de lipidos celulares en cardiomiocitos AC16 en condiciones
mimetizantes de DM2 en ausencia/presencia de LDLox

A) area de vesiculas lipidicas por area celular. B) numero de vesiculas lipidicas por area
celular. Los valores se representan como la media + SEM de 10 campos aleatorios no
solapados de un experimento.

4.1.3b Evaluacion de la captacion de LDLnat y LDLox en

cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2

La acumulacién de lipidos intracelulares observada en el apartado anterior
puede deberse a un aumento en la captacién selectiva de estas
lipoproteinas por parte de receptores especificos. Se evalué la
contribucion de los receptores candidatos a través de su inhibicion
funcional, utilizando moléculas inhibidoras de la accion del LDLR y de la
LRP1, implicados en la captacion de LDL y de LDL agregadas,
respectivamente, y del receptor CD36, un receptor con capacidad de
internalizar acidos grasos y también involucrado en la captacion de LDLox
en las células. Para ello, se emplearon LDLox previamente marcadas con
el fluorocromo lipofilico Dil (LDLox-Dil) y su captacion se comparé con las
LDLnat (no modificadas) (LDLnat-Dil) utilizadas como referencia vy

marcadas con el mismo fluorocromo. Las células fueron expuestas a las
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mismas concentraciones de lipoproteinas, tanto LDLnat-Dil como LDLox-
Dil (50 pg/mL, fijadas previamente por pruebas piloto, datos no mostrados)
durante 24 h.

Se evaluaron los diferentes inhibidores funcionales de LDLnat y LDLox. La
captacion tanto de LDLnat-Dil como de LDLox-Dil, qued6 bloqueada en
presencia de RAP (87% y 73%, respectivamente, figura 27). RAP actua
inhibiendo la funcién de LDLR y LRP1, por lo que esto ultimo impidié poder
discernir entre cual de ellos predominaba en la captacion de una u otro tipo
de LDL por parte de los cardiomiocitos. Sin embargo, estos datos

demostraron su papel en la captacién de ambos tipos de LDL.
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Figura 27. Representacion de la captacion de LDLnat-Dil y LDLox-Dil marcadas con
fluorocromo Dil por parte de los cardiomiocitos AC16 en condiciones miméticas de
DM2

A) Captacion de LDLnat-Dil (50ug/mL) tras 24 h de exposicion en presencia de inhibidores.
B) Captacién de LDLox-Dil (50ug/mL) tras 24 h de exposicion en presencia de inhibidores.
Abreviaturas: LDLnat-Dil, LDL nativa marcada con fluorocromo Dil; LDLox-Dil, LDL oxidada
marcada con fluorocromo Dil; RAP, proteina asociada al receptor (1 uM); SSO, sulfo-N-
succinimidil oleato 1 yM (inhibidor de la accién de CD36); TAM, tamoxifeno 1 uM (inhibidor
de la expresion de CD36). Los resultados se presentan como medias + error estandar de
la media (n=3 experimentos independientes). Las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos se determinaron mediante una prueba paramétrica de
ANOVA seguida del post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05 frente al grupo control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo control (sin
inhibidores).

Por otro lado, la adicion de TAM y de SSO, inhibidores de la accién de

CD36, no promovié ningun efecto en la captacion de LDLnat-Dil por parte
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de los cardiomiocitos AC16 (Figura 27: A). En cambio, estos compuestos
inhibieron significativamente (11% y 13%, respectivamente,Figura 27: B)
la captacién de LDLox-Dil por parte de cardiomiocitos. En conjunto, estos
datos sugieren que ademas de la accién de LDLR/LRP1, CD36 también

interviene en la captacion de las LDLox por cardiomiocitos en cultivo.

4.1.3c Evaluacion de la captacion de LDLnat y LDLox en un modelo
en ratones db/db

Analisis del metabolismo de LDLnat y LDLox en un modelo animal de DM2

Seguidamente se planted evaluar la cinética metabdlica y la captacién por
parte del miocardio de LDLox. Para esta prueba se utilizaron LDL humanas
como alternativa a las no-HDL de raton. EI motivo de esta eleccion fue
porque la fraccion no-HDL representa una fraccion lipoproteica minoritaria
del total de lipoproteinas circulantes en ratones, dificultando de este modo
la obtencion de cantidades suficientes para su estudio. Por otro lado, el

estudio del metabolismo de LDL solo pudo ser abordado en ratones db/db.

Las cinéticas de aclaramiento y captacibn por organos diana se
compararon con las mostradas por las LDLnat. Tal y como se describe en
la seccion de Materiales y Métodos estas lipoproteinas fueron marcadas
con un fluorocromo (Dil) que se une avidamente a los lipidos y permite
trazar las particulas  en los diferentes  compartimentos

plasmaticos/tisulares en el modelo animal empleado.
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Figura 28. Representacion grafica de cinética de LDLox-Dil en ratones db/+ y
diabésicos db/db

A) Cinéticas de aclaramiento de LDLox-Dil tras 24 h de la inyeccion via vena de la cola en
ratones db/+ y diabésicos db/db. B) Tasa catabdlica relativa de LDLox-Dil. C) Captacion de
LDLox-Dil en miocardio. D) Captacion de LDLox-Dil en higado. E) Captacion de LDLox-Dil
en rifones. Abreviatura: LDLox-Dil, LDL oxidada marcada con fluorocromo Dil.. Las
diferencias estadisticas entre las medias se analizaron mediante la prueba t de Mann-
Whitney (n=5 ratones por grupo), las diferencias se consideraron significativas cuando
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.

Se observé que los ratones db/db presentaron una tasa de aclaramiento
de LDLox-Dil claramente reducida en comparacién con la de los ratones
no diabésicos (Figura 28: A y B). Esto ultimo se debié fundamentalmente
a una captacion disminuida (50%; p<0,05) de estas lipoproteinas por parte
del higado, principal responsable en su retirada (Figura 28: D). El andlisis
de otros tejidos reveldé que el miocardio de ratones db/db mostré mas
avidez en la captaciéon de las LDLox (20%, p<0,05) (Figura 28: C), no

detectandose cambios en la captacion en rifién (Figura 28: E).
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En contraste, se determind que el catabolismo de las LDLnat-Dil no difirio

entre ambos grupos de animales estudiados (Figura 29).
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Figura 29. Representacion grafica de cinética de LDLnat-Dil en ratones db/+ y
diabésicos db/db

A) Cinéticas de aclaramiento de LDLnat-Dil tras 24 h de la inyeccion via vena de la cola en
ratones db/+ y diabésicos db/db. B) Tasa catabdlica relativa de LDLnat-Dil. C) Captacion
de LDLnat-Dil en miocardio. D) Captacién de LDLnat-Dil en higado. E) Captacién de
LDLnat-Dil en rifones. Abreviatura: LDLnat-Dil, LDL nativa marcada con fluorocromo Dil.
Las diferencias estadisticas entre las medias se analizaron mediante la prueba t de Mann-
Whitney (n=5 ratones por grupo), las diferencias se consideraron significativas cuando
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
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4.1.3d Anadlisis de apoptosis inducida por LDLox en cardiomiocitos

humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2

La apoptosis es uno de los mecanismos involucrados en remodelado y
disfuncion cardiaca. Sin embargo, la contribucion de las LDLox esta
pobremente estudiada y en cualquier caso el impacto afiadido a otros
estimulos pro-apoptéticos aun no ha sido evaluado. En este apartado se
muestran los resultados del estudio de induccion de apoptosis en
cardiomiocitos humanos AC16 en condiciones mimetizantes de DM2 en
presencia de LDLox, con el fin de evaluar la contribucion de estas al dafio
celular. Se observé que el porcentaje de células en fase de apoptosis
temprana fue menor en la condicién con LDLox respecto al control (Figura
30: A y B). Sin embargo, los cardiomiocitos exhibieron un aumento
significativo en el porcentaje de células en la fase tardia de apoptosis que

luego evoluciona hacia la muerte celular (~2,5 veces; p<0,05).

Estos datos en conjunto pusieron de manifiesto el efecto de las LDLox en
un contexto de diabetes. Consecuentemente con este hallazgo, se
determind la existencia de una relacién directa entre el porcentaje
aumentado de células en estado de apoptosis avanzada y el porcentaje de

células muertas (Figura 30:C).
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Figura 30. Analisis de apoptosis mediante citometria de flujo en cardiomiocitos AC16
en presencia de LDLox en condiciones miméticas de DM2

A) Iméagenes representativas de la citometria de flujo en cardiomiocitos AC16 en presencia
del estimulo de DM2 y LDLox 25 pg/mL tras 8 h de exposicion. B) Cuantificacion de las
células en las diferentes fases de apoptosis, temprana y tardia, asi como células muertas
del % total. Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media de
ensayos independientes (n=6). Las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA
de dos vias, seguido de post-test de Bonferroni; las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0,05 frente al grupo control. En concreto, *p<0,05 frente al grupo
control. C) Correlacién directa entre apoptosis tardia y células muertas (n=6). Se utilizé una
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados.
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4.1.4 Analisis de la expresion génica y niveles de proteinas en

miocardio

Ratones obesos

El analisis de la expresion génica y abundancia relativa de proteinas en
miocardio de ratones obesos consistio en la exploracion de dianas
moleculares involucradas en procesos como el dafo, la inflamacién y
estrés de RE en miocardio de estos animales. También se evalud la
expresion relativa de receptores implicados en la captacion de

lipoproteinas.

En la Tabla 32 se muestran la expresion génica de receptores
comprometidos en la captacién diferencial de lipoproteinas y de

marcadores de dafio miocardico.

Expresion génica

(unidades relativas) No obeso Obeso P
Receptores lipidicos

Lrp-1 1,00 £ 0,09 1,54 + 0,26 0,11
Ldir 1,00 £ 0,08 1,69+0,18 * <0,05
Cd36 1,00 £ 0,07 1,30+ 0,11 * <0,05
Marcadores de dafio miocardico

Nppa 1,00 £ 0,12 0,58+0,13 * <0,05
Nppb 1,00 £ 0,12 1,11+ 0,20 0,90
Sma 1,00 £ 0,15 1,34 £ 0,24 0,56
Serpine-1 1,00 £ 0,15 1,77 £ 0,46 0,34

Tabla 32. Analisis de los niveles de los niveles de expresiéon génica de receptores
lipidicos y marcadores de daiio en miocardio de ratones no obesos y obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=4-5 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso.

Se observé una regulacion al alza de los genes de receptores Ldlry Cd36,

en miocardios de los ratones obesos respecto a los no obesos. Esto ultimo
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no se acompafno de cambios significativos en los niveles relativos de
RNAm de genes implicados en el dafio cardiaco en estos animales, a
excepcion de la regulacion a la baja del gen del péptido natriurético A

(Nppa) en comparacién con el grupo no obeso.

Para comprobar si estos cambios detectados en la expresidn génica se
traducian en diferencias significativas en la abundancia de proteinas, se
llevé a cabo el analisis de Western blot utilizando anticuerpos especificos
para las diferentes dianas de interés, en miocardio de los grupos de

estudio (Figura 31).
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Figura 31. Analisis Western blot de las proteinas CD36 y LRP-1 en miocardio de
ratones no obesos y obesos

A) Western blot representativo de las proteinas CD36 y LRP-1. B) Cuantificacion de la sefial
de CD36. C) Cuantificacion de la sefial de LRP-1. Las sefiales de las proteinas medidas
fueron normalizadas mediante la tincién Ponceau del gel y los datos presentados como
media * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). En todos los casos las
unidades son relativas a la carga (Ponceau). Las diferencias estadisticamente significativas
entre grupos para cada variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente
al grupo no obeso.

Los datos muestran que, aunque la expresién génica de Cd36 en
miocardio de los ratones obesos se encontré aumentada, no se tradujo en
un incremento en su abundancia proteica en dicho tejido (Figura 31: Ay

B). Por otro lado, a pesar de no detectar cambios en la expresion génica
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del receptor Lrp1 en miocardio, se halld6 un aumento significativo de la
proteina en los obesos en comparacion con los no obesos (Figura 31: Ay
C).

En lo que se refiere a la expresion génica de citoquinas proinflamatorias
en miocardio de estos animales, no se presentaron diferencias
significativas entre ambos grupos de estudio (Tabla 33). Lo mismo ocurrid
en el caso de marcadores de estrés de RE, que permanecieron sin

cambios en los ratones con obesidad inducida por la dieta rica en grasas.

Expresion génica

(unidades relativas) No obeso Obeso P
Inflamacién

111b 1,00 £ 0,07 0,81+0,18 0,07
116 1,00 £ 0,21 0,89 +0,15 0,67
Ccl2 1,00 £ 0,08 0,90 £ 0,14 0,45
Tnf 1,00 £ 0,14 0,71 £0,10 0,16
Estrés de RE

Hspa5 1,00 £ 0,12 1,23+ 0,17 0,52
Ddit3 1,00 £ 0,05 1,25+ 0,20 0,60

Tabla 33. Analisis de los niveles de los niveles de expresion génica de marcadores
de inflamacion y estrés de RE en miocardio de ratones no obesos y obesos

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=4-5 ratones por
grupo). Todos los parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7
meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada
variable se determinaron mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05.

En la Figura 32 y Tabla 34 se muestran los marcadores proteicos medidos

mediante Western blot en miocardio de estos animales.
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Figura 32. Analisis Western blot de marcadores de estrés de RE, autofagia y
resistencia a la insulina en miocardio de ratones no obesos y obesos

A) Western blot representativo de las proteinas implicadas en estrés de RE: pIRE1a, ATF6,
BIP, elF2a y autofagia: LC3B. B) Western blot representativo de las proteinas involucradas
en resistencia a la insulina: pAKT S473, pAKT T308, AKT y SOCS3. Las sefiales de las
proteinas medidas fueron normalizadas mediante la tincién Ponceau del gel.

Parametros moleculares No obeso Obeso P

Marcadores de estrés de RE y

autofagia

pPIRE1a 0,55 +0,02 0,48 £ 0,02 0,11

ATF-6 2,85+ 0,08 2,84 + 0,08 >0,99

BIP 0,19+ 0,01 0,22 £ 0,02 0,28

elF2a 0,30 £ 0,02 0,35+ 0,03 0,41

LC3B 1,00 £ 0,04 0,91+0,01* <0,05

Marcadores de resistencia a la

insulina

pAKT308 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,90

pAKT473 0,21 £ 0,01 0,22 £ 0,02 0,90
0,10 £ .

SOCS3 0,002 0,11 £ 0,002 <0,05

Tabla 34. Perfil de marcadores proteicos de estrés de RE, autofagia y resistencia a la
insulina analizados por Western blot en miocardio de ratones no obesos y obesos
Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (n=4-5 ratones por
grupo). En todos los casos las unidades son relativas a la carga (Ponceau). Todos los
parametros se midieron al final del seguimiento de los ratones, a los 7 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre grupos para cada variable se determinaron
mediante la prueba t de Mann-Whitney; las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo no obeso.

Entre los marcadores de estrés de RE evaluados no se observaron
diferencias entre obesos y no obesos (Tabla 34). El marcador de autofagia,
en este caso la proteina LC3B, exhibié una disminucion significativa en el

miocardio de los ratones obesos respecto a los no obesos.
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En cuanto a los marcadores de resistencia a la insulina, se destaca el
incremento significativo de la proteina SOCS3 (del inglés, Suppressors Of
Cytokine Signaling) en miocardio de los ratones obesos en comparacion

con el grupo no obeso (Tabla 34).
Ratones diabéticos
En los modelos de diabetes tanto db/db como db/dbc..: se evaluaron la

expresion geénica y el nivel de proteinas de dianas de interés en el tejido

miocardico de los animales.

Expresion génica

(unidades relativas) db/+ db/db db/dbcat P
Receptores

lipidicos

Lrp1 1,00 £ 0,19 1,19+£0,16 1,20 £ 0,21 0,84
Ldir 1,00 £ 0,25 1,18 £ 0,22 0,96 £ 0,16 0,74
Cd36 1,00 £ 0,13 1,56 f 0,10 1,28 £ 0,08 <0,05

Marcadores de
dano miocardico

Nppa 1,00 0,10 070£0,10 136+027%1 <005

0,47 + 0,06

Nppb 1,00 £ 0,09 0,61+0,07 " <0,05

Tabla 35. Analisis de la expresion génica de receptores lipidicos y marcadores de
dafio en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=5-8 ratones por
grupo). Todos los andlisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de
edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo

db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; T p<0,05 frente al grupo db/db.

En la Tabla 35 se presentan los niveles relativos de expresién de genes
de receptores lipidicos y marcadores del dafio a nivel del miocardio de
estos ratones. Se detecto la regulacion al alza del gen Cd36 en el grupo
db/db respecto al no diabésico, asi como la regulacion a la baja del gen

Nppb en ambos modelos de ratones diabéticos. Los animales db/dbcat,
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ademas cursaron con un incremento significativo en los niveles de

expresion del Nppa respecto a sus congéneres del modelo db/db.

En la Tabla 36 se exponen los niveles de expresién génica de marcadores
de inflamacion y estrés de RE. El modelo db/db no presento diferencias
significativas en los niveles de expresion de las citoquinas proinflamatorias

evaluadas, respecto a los no diabésicos.

Fu"nﬁa‘:ﬂgg ?eT:tluch 0 db/+ db/db db/dbeat P
Inflamacioén

b 1,00 + 0,06 117£023 279+076*1 <005
16 100£0,16  086+008 161+0371 <005
Cel2 1004008  094+008  179+043 035
Tnf 100£0,16  083:015  095:017 0,81
Estrés de RE

Ddit3 1,00 + 0,08 1244007  1,07+011 0,60
Atf4 1,00 + 0,08 124+0,10 234+030*1 <005
Atf6 1,00+ 0,12 1,66+0,31 2,83+006*f <0,05
Xbp1 1,00 + 0,14 1424018 215+023*  <0,05
Ern1 100£035 28901 305.:0850% <005

Tabla 36. Analisis de los niveles de los niveles de expresion génica de marcadores
de inflamacion y estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y
db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=5-8 ratones por
grupo). Todos los andlisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de
edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo

db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+; T p<0,05 frente al grupo db/db.

Sin embargo, el modelo db/db..t cursé con genes regulados al alza de las
citoquinas //1b e 1l6 en comparacion tanto con los ratones db/+ como con
los del modelo db/db.

En lo que se refiere a la expresion génica de dianas moleculares
implicadas en el estrés del RE, en el grupo de ratones db/db se observo

una regulacién al alza en Ern1 respecto al no diabésico. Se destacaron
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cambios significativos marcados en el grupo db/dbca: respecto a los del
grupo db/+ en la mayoria de las dianas estudiadas. Y en el caso de los
genes Atf4 y Alf6, estos resultaron ser significativos incluso en

comparacion con los db/db.

También se evaluaron dianas moleculares involucradas en procesos de
estrés oxidativo y funcion mitocondrial, se exponen los resultados en la
Tabla 37. El grupo de ratones con diabetes db/db mostré6 un marcado
aumento significativo en la expresion génica de Mnf2 respecto al grupo
db/+. En cuanto a los db/dbcat presentaron regulaciones al alza en los

genes Cybb y Mnf2 en comparacion con los no diabésicos.

Expresion génica

(unidades relativas) db/+ db/db db/dbeat P
Estrés oxidativo

Sod2 1,00 £ 0,10 1,32+0,10 1,63+0,34 0,21
Cybb 1,00 £ 0,16 1,43+ 0,24 290+0,80* <0,05
Funcién

mitocondrial

Dnmli1 1,00 £ 0,09 1,59 £ 0,20 2,20 +0,53 0,12
Opa1 1,00 £ 0,06 1,58 £ 0,24 1,77 £ 0,43 0,17
Mnf1 1,00 £ 0,09 1,98 + 0,37 2,04 £ 0,65 0,24
Mnf2 1,00+£0,18 552+145* 391+1,18* <0,05

Tabla 37. Analisis de los niveles de los niveles de expresion génica de marcadores
de estrés oxidativo y funcion mitocondrial en miocardio de ratones db/+ y diabéticos
db/db Yy db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=5-8 ratones por
grupo). Todos los andlisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de
edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable
se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-
test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo
db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
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En nuestros modelos de DM2 también se determind un perfil de
marcadores proteicos de diversos procesos moleculares en miocardio. Los
resultados se presentan en la Figura 33 y Tabla 38, no se detectaron
diferencias significativas en la abundancia de las proteinas de ninguno de

los marcadores evaluados.
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Figura 33. Analisis Western blot de marcadores de estrés de RE, autofagia y
resistencia a la insulina en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbcat
A) Western blot representativo de las proteinas implicadas en estrés de RE: pIRE1a, ATF6,
BIP, elF2a y autofagia: LC3B. B) Western blot representativo de las proteinas involucradas
en resistencia a la insulina: pAKT S473, pAKT T308, AKT y SOCS3. C) Western blot
representativo de proteinas receptoras de lipoproteinas: CD36 y LRP1. Las sefiales de las
proteinas medidas fueron normalizadas mediante la tincion Ponceau del gel.
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Parametros
moleculares

Marcadores de estrés de RE y autofagia

db/+ db/db db/dbcat P

pIRE1a 0,36 £ 0,04 0,32+ 0,05 0,33+ 0,05 0,54
ATF-6 0,08 + 0,003 0,10 + 0,009 0,08 £ 0,010 0,58
BIP 0,29 + 0,01 0,27 + 0,006 0,23 + 0,02 0,07
elF2a 0,12 £ 0,04 0,13 £ 0,05 0,12 + 0,04 0,91
LC3B 0,59 + 0,09 0,58 £ 0,08 0,54 + 0,06 0,95
Marcadores de resistencia a la insulina

pPAKT308 0,10+ 0,014 0,10 £ 0,003 0,10 + 0,005 0,90
pPAKT473 0,11+ 0,01 0,12 £ 0,02 0,13 £ 0,02 0,99
SOCS3 0,07 + 0,01 0,06 + 0,01 0,07 + 0,01 0,91
Receptores de lipoproteinas

CD36 0,25+ 0,07 0,26 £ 0,36 0,33+ 0,09 0,68
LRP-1 0,26 + 0,03 0,24 + 0,02 0,27 + 0,02 0,76

Tabla 38. Perfil de marcadores proteicos de estrés de RE, autofagia, resistencia a la
insulina y receptores de lipoproteinas analizados por Western blot en miocardio de
ratones db/+ y diabéticos db/db y db/dbca

Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo). En todos los casos las unidades son relativas a la carga (Ponceau). Todos los
analisis se llevaron a cabo al finalizar el seguimiento, a los 4 meses de edad. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
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4.2 Evaluacion del efecto de FTY720/Fingolimod sobre la CMD en

modelos animales de DM2

4.2.1 Parametros corporales y fenotipo

Ratones db/db

Como ya hemos descrito previamente, los ratones db/db desarrollaron
espontaneamente diabetes y esteatosis cardiaca y se consideran un
modelo animal valido para el estudio de la CMD. En este apartado se

muestran los efectos de la administracién oral de FTY720/Fingolimod en

modelos de DM2 tanto en db/db como db/dbcat.

Parametros db/db +

+
corporales db/ dbidb FTY720 P
Peso corporal (g) 30,12+ 0,42 4498 +0,39 * 47,66 £ 1,75 * <0,05
Consumo de dieta 2,58+ 0,16 8,52 + 0,89 * 5,50 + 0,42 <0,05
(g/dia)
Consumo ds bebida 444 £0,22 31,89+3,36* 7.49 +1,03 <0,05
(mL/dia)
Higado (g) 1,28 +0,03 2,42+0,10* 2,38+0,16 * <0,05
Higado/peso corporal 0,04 +0,0009 0,05 + 0,002 * 0,05 + 0,003 * <0,05
Rifiones (mg) 357 + 13,20 390 + 13,23 416 + 24,23 0,11
Pulmones (mg) 145 + 5,60 140 + 6,58 147 + 7,56 0,55
Corazén (mg) 159 + 4,27 138 + 3,28 * 150 + 4,89 <0,05
Corazénipeso corporal ~ 0,005+0,0001  003%7.226:01 5403, 000+  <0,05
Longitud de tibia (mm) 19 + 0,34 18+ 0,15 17 + 0,40 * <0,05
ggir:m"’ o LI0E G 8,56 + 0,21 7,79+ 0,15 8,51 + 0,45 0,06
Tejido adiposo .
pericardico (g) 0,07 £ 0,01 1,84 £ 0,32 0,10 + 0,02 T <0,05
Tejido adiposo 0,74 £ 0,02 228+0,08* 224+012* <0,05
epididimal (g)
Tejido adiposo total (g) 2,65+ 0,10 13,09 + 0,54 * 12,75+ 0,84 * <0,05

Tabla 39. Efecto de la administraciéon de FTY720/Fingolimod sobre los parametros
corporales de ratones db/+ y diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=9-11 ratones
por grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Al mes de
edad, los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento y tratados con o sin
FTY720/Fingolimod en el agua de bebida durante 3 meses. Se midié la ingesta de
alimentos y agua al final del estudio, como se describe en los Materiales y Métodos. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test

170



de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En concreto,
*p<0,05 frente al grupo db/+; T p<0,05 frente al grupo db/db.

Como era de esperar se replicd lo descrito en la primera seccion de
Resultados. En cuanto al fenotipo del grupo db/db sin tratamiento,
mostraron mayor peso corporal (~1,49 veces; p<0,05) respecto al grupo
de animales no diabésicos (db/+). Esto se relacioné con un incremento
importante de los tejidos adiposo total (~4,94 veces; p<0,05), adiposo
epididimal (~3,08 veces; p<0,05) asi como un marcado aumento en el
tejido adiposo pericardico (~26,29 veces; p<0,05) en comparacién con el
grupo db/+ (Tabla 39).

En cuanto al consumo de bebida y dieta, los animales que recibieron el
tratamiento con FTY720/Fingolimod presentaron los mismos niveles de
consumo de comida que los del grupo db/db sin tratamiento. Respecto al
consumo de bebida se observéd una disminucién, aunque no llegé a ser

significativa en comparacion al grupo diabésico sin tratar.

Es importante recordar, tal como se describié en Materiales y Métodos,
que al grupo tratado se le administr6 un suplemento de
FTY720/Fingolimod a través del agua, desde las 4 semanas de edad hasta
las 16 semanas. Los demas grupos recibieron solo el vehiculo (agua) el

mismo periodo de tiempo.

De tal manera a asegurarnos que el tratamiento se recibié y metabolizo
adecuadamente, en una muestra representativa del grupo db/db tratado,
se midieron las concentraciones del farmaco FTY720/Fingolimod y su
forma fosforilada; que es producto de la metabolizacién por parte del
higado, en muestras de plasma y miocardio de esos animales (Figura 34:
A). Efectivamente, se comprobaron que los niveles plasmaticos de la forma
fosforilada de FTY720/Fingolimod aumentaron de manera significativa;
éstos también se correlacionaron con los niveles detectados en miocardio

de los animales tratados (Figura 34: D).
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Es destacable que, a nivel macroscépico no hubo cambios en los érganos
que metabolizan el farmaco, asi el peso del higado y de los riflones se

mantuvieron en el rango normal descrito para esta patologia (Tabla 39).
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Figura 34. Niveles de FTY720/Fingolimod y Ila forma fosforilada de
FTY720/Fingolimod en plasma y miocardio de ratones diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=12 ratones).
Todos los andlisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. A) Se muestran los niveles
plasmaticos de FTY720/Fingolimod y su forma fosforilada. B) Niveles en miocardio de
FTY720/Fingolimod y su forma fosforilada. C) Porcentaje de la forma fosforilada de
FTY720/Fingolimod en plasma y miocardio. D) Correlacion entre los niveles plasmaticos de
FTY720/Fingolimod fosforilado y en miocardio. Las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en A, B y C se determinaron mediante una prueba no
paramétrica de Wilcoxon; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. En
concreto, *p<0,05 frente a la forma no fosforilada de FTY720/Fingolimod. Se utilizdé una
prueba paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados.

Adicionalmente, la administracion oral de FTY720/Fingolimod en el modelo
db/db, no se asocié a cambios significativos en la mayoria de los

parametros corporales medidos. La excepcion fue la drastica y
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sorprendente disminucion significativa del tejido adiposo pericardico en
ratones db/db tratados con FTY720/Fingolimod (~95%; p<0,05) (Tabla 39).

Como ya se describié previamente; la existencia de un subgrupo de
animales db/db que evolucion6é a una diabetes exacerbada, catabdlica,
este porcentaje de ratones se presenté nuevamente en la tanda sometida
al tratamiento. De este modo, se consideraron como un nuevo grupo
db/dbcat y se procedid a registrar y analizar en paralelo los mismos

parametros que aquellos medidos en los ratones db/db.
Ratones db/db.a:

En la Tabla 40 se muestran los parametros corporales medidos en los
diferentes grupos experimentales del modelo de diabetes catabdlica. Una
vez mas se replico lo observado en la seccidon 4.1.1¢, en la que se describio
que el grupo db/dbeat al final del periodo de seguimiento presenté tal
pérdida de peso corporal que éste alcanzoé valores similares al del grupo
no diabésico (peso corporal: db/dbcat 32,73 + 1,70 versus db/+: 30,12 +
0,42). En este caso, el peso del corazon fue significativamente menor en
los animales con db/dbcat respecto al grupo no diabésico (~12%; p<0,05)
acompanandose de una disminucion en la relacion corazén/peso corporal
(~20%; p<0,05).

En los animales db/dbcat que recibieron tratamiento con
FTY720/Fingolimod se observd una tendencia a menor pérdida de peso
corporal (db/dbcat + FTY720: 34,66 + 1,75 versus db/+: 30,12 + 0,42;
p=0,07). Esto se asocio a mayor acumulacién de tejido adiposo total (~2,78
veces; p<0,05) y epididimal (~2,35 veces; p<0,05) en comparacion con los
no diabésicos. A diferencia del grupo db/dbcat sin tratar, el grupo en
tratamiento con FTY720/Fingolimod no exhibié cambios en el peso del
corazon y la relacion corazén/peso corporal fue similar al grupo no

diabésico.
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Parametros
corporales
Peso corporal
(9)

Consumo de
dieta (g/dia)
Consumo de
bebida (g/dia)

Higado (g)

Higado/peso
corporal

Rifiones (mg)
Pulmones (mg)

Corazén (mg)

Corazén/peso
corporal
Longitud de
tibia (mm)
Corazén/longitu
d de tibia
Tejido adiposo
pericardico (g)
Tejido adiposo
epididimal (g)
Tejido adiposo
total (g)

db/+
30,12 + 0,42
2,68+0,16
4,44 + 0,22
1,28 £ 0,03
0,04 + 0,001
357 + 13,20

145 + 5,60
159 £ 4,27

0,005 + 0,00
19+ 0,34
8,56 + 0,21
0,07 £ 0,01
0,74 £ 0,02

2,65+0,10

db/dbca
32,73+ 1,70
9,52+3,35*
24,27 +3,10*
2,08+0,13 *
0,06 + 0,003 *
424 + 43,92
127 + 6,22
140 + 4,55 *
0,004 £ 0,00 *
17 + 0,21
8,11+0,29
0,02+0,01 *
1,43+ 0,22

5,67 + 0,91

db/dbcat +
FTY720

34,66 + 1,75
592+1,13
39,88 +1,44*
2,18+0,09*
0,06 + 0,004 *
443 + 22,97

137 + 9,01
1556+ 4,74

0,004 + 0,00
17+£0,17 *
9,17 £ 0,31
0,06 + 0,01

1,74+£0,14*

7,36 £0,74

P
0,07
<0,05
<0,05
<0,05
<0,05
<0,05

0,12
<0,05

<0,05
<0,05
0,12

<0,05
<0,05

<0,05

Tabla 40. Efecto de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre los parametros
corporales de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat
Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=7-9 ratones por
grupo). Todos los analisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Al mes de edad,
los ratones fueron alimentados con una dieta de mantenimiento y tratados con o sin
FTY720/Fingolimod durante 3 meses. Se midi6 la ingesta de alimentos y agua al final del
estudio, como se describe en los Materiales y Métodos. Las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente

al grupo db/+.
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4.2.1a Bioquimica plasmatica

Ratones db/db

El

efecto de

la administracion del

FTY720/Fingolimod sobre

los

parametros bioquimicos plasmaticos en el modelo de DM2 metabdlica se

muestra en la Tabla 41.

Bioquimica

db/db +

plasmatica db/+ dbldb FTY720 P
Glucosa (mM) 10,19 + 0,49 46,03+ 2,42 * 30,54+274*  <0,05
Insulina (ng/L) 0,64 £ 0,10 1,96 +0,34* 2,15+ 0,45 * <0,05
Glucosa x Insulina 2,92 +0,53 3035+846*  4556+1334*  <0,05
Adipo-IR 0,014 + 0,00 0,045 + 0,00 * 0,1204005*  <0,05
(aspeneeting 3865 + 190 3510 + 434 3413 + 264 0,44
(ng/mL)

ALT (UL) 34+ 4,16 178 + 43,39 * 203 + 44,39 * <0,05
AST (UL) 195 + 29,86 297 + 71,47 240 + 38,86 0,56
Creatinina (umol/L) 0,034 + 0,00 0,052 + 0,00 * 0,055+000*  <0,05
BUN (uM) 5,60 + 0,30 6,00 £ 0,39 6,62 0,47 0,29
Colesterol total (mM) 2,69 + 0,09 3,10£0,15 3,56+ 0,13 * <0,05
Colesterol HDL (mM) 1,87 0,10 2,73+0,10 * 2,83+0,12 * <0,05
?n‘]’,'\:)s‘em' no-HDL 0,82 + 0,06 0,45 + 0,08 * 0,73+0,12 <0,05
Triglicéridos (mM) 0,98 £0,10 1,69+0,15* 0,99 + 0,14 T <0,05
AGL (mM) 0,82 + 0,06 116 +0,16 1,37+0,10* <0,05

Tabla 41. Efecto de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre los parametros
bioquimicos plasmaticos de ratones db/+ y diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=9-11 ratones
por grupo). Todos los analisis se realizaron en ratones de 4 meses de edad. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto,

*p<0,05 frente al grupo db/+; Tp<0,05 frente al grupo db/db.

Como ya se describio anteriormente los animales del grupo db/db cursaron
con niveles importantes de hiperglucemia y dislipidemia, siendo esta ultima
caracterizada por un incremento de los niveles plasmaticos de triglicéridos
(~1,72 veces; p<0,05) respecto al grupo db/+. ElI metabolismo de la

insulina se encontro alterado, dado por los niveles aumentados de insulina
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(~3,06 veces; p<0,05) y subsecuentemente los indices Glucosa x Insulina
(~13,48; p<0,05) y Adipo-IR (~3,21; p<0,05).

Se observd que el tratamiento con FTY720/Fingolimod causo
principalmente una disminucidén en las concentraciones circulantes de
triglicéridos en ratones db/db, llegando a niveles similares al del grupo no
diabésico (~41%; p<0,05). Todos los demas parametros medidos no
sufrieron modificaciones favorables en presencia del tratamiento. Cabe
destacar que la presencia de FTY720/Fingolimod en el grupo diabésico

metabdlico, no alterd los parametros de funcionalidad hepatica y renal.
Ratones db/db..:

En lo que respecta a la bioquimica plasmatica en este modelo animal, se
presentan los datos en la Tabla 42. Se volvi6 a replicar lo observado en la
tanda anterior de estos animales. Los mismos presentaron hiperglucemia
(~5,05 veces; p<0,05) en comparacion con los no diabésicos,
acompafados de la alteracion en el metabolismo de la insulina producto
Glucosa x Insulina (~7,75 veces; p<0,05) y el indice Adipo-IR aumentado
(~4 veces; p<0,05).

El tratamiento con FTY720/Fingolimod no supuso cambios significativos

en los parametros evaluados respecto al grupo db/dbc.: no tratado.
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Bioquimica

db/dbcat +

plasmatica db/+ dbldbeat FTY720 P

Glucosa (mM) 10,19+049 5155+171* 51,87+330*  <0,05
Insulina (ng/L) 0,64+0,10  1,05+012 1,43 £ 0,30 0,06
Glucosa x Insulina 2,92 +0,53 2265+293* 35,13 +£8,89 * <0,05
Adipo-IR 0,01+000 004+001*  004+001*  <0,05
agfrgl’_‘)ec“"a 3865+ 190  2454+190*  2329+285°  <0,05
ALT (U/L) 34+416  145+39,04*  198+27.27*  <0,05
AST (UIL) 195+29,86 290 + 82,46 262 + 50,11 0,47
Creatinina (pmol/L) 0,03 £ 0,00 0,06 £0,00 * 0,06 £0,00 * <0,05
BUN (uM) 560+030  7,05+036  965+1,06*  <0,05
::ni’l'\:)stem' total 269+0,09  3,19+0,33 3,29 + 0,39 0,17
?n‘:l'\:)stem' HDL 187010 240:014*  257+016* <005
fni’l'\:)stem' no-HDL 85 40,06 0,80 £ 0,21 0,72 £ 0,29 0,12
Triglicéridos (mM)  0,98+0,10  1,16+0,18 1,32 £ 0,22 0,37
AGL (mM) 0,82+006  1,25+0,18 1,04 + 0,06 <0,05

Tabla 42. Efecto de la administracion de FTY720 sobre los parametros bioquimicos
plasmaticos de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=6-9 ratones por
grupo). Todos los andlisis se realizaron en ratones de cuatro meses de edad. Los niveles
plasmaticos de las fracciones HDL se determinaron en los sobrenadantes plasmaticos tras
precipitarlos con acido fosfotingstico (Roche); la fraccién no-HDL se calculd restando la
fraccion HDL del plasma total. Las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.
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4.2.2 Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la funcionalidad cardiaca

Se evaluo el efecto del FTY720/Fingolimod sobre la funcion cardiaca en
los dos modelos de estudio, tanto en diabetes como la catabdlica. Los
parametros cardiacos fueron determinados por ecocardiografia al final del

tratamiento (ratones de 4 meses de edad) y se presentan a continuacion.

Ratones db/db

De acuerdo con lo reportado previamente en la seccion 4.1.1c, en esta
nueva tanda de animales el grupo db/db sin tratamiento presentd
disfuncion diastdlica, revelada por el incremento de la relacion entre el flujo
mitral diastélico temprano y tardio (MV E/A: ~1,12 veces; p<0,05) respecto
al grupo db/+ (Tabla 43). Este aumento en la relacion de ondas E/A fue
debido a la disminucion de las ondas pasiva (onda E: 34%; p<0,05) y activa
(onda A: 41%; p<0,05), respectivamente. El fenotipo se acompano del
aumento en los tiempos de contracciéon (IVCT: ~1,26 veces; p<0,05) y

relajacion (IVRT: ~1,26 veces; p<0,05) en comparacién con el grupo no

diabésico.

Fun':?gré"zieat;‘t’gnca db/+ db/db db/db + FTY720 P

AET (ms) 5447+212 5805+212  5031+074%  <0,05
IVCT (ms) 16,48 +1,11 20,83+£1,22* 17,08 +0,70 <0,05
IVRT (ms) 22,60+053 2856+107* 2594+051*  <0,05
MV A (mm/s) 4185+21,12 2455+1891* 268,9+3108*  <0,05
MV E (mm/s) 670,5+39,91 4404 +3344* 419,0+4447*  <0,05
MV ET (ms) 75,57 +357 86,60 £ 5,09 71,49 + 4,58 0,07
MV E/A 1,60£0,04  1,80+005*  157+005%  <0,05

Tabla 43. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre los
parametros de la funcion diastélica en ratones db/+ y diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=6-9 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a
los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al

grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/db.
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Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio).

Después de 3 meses de tratamiento con FTY720/Fingolimod, la disfuncion
diastodlica en el modelo db/db se vio corregida. Se observé una mejora
significativa de ~13% en la relacion de las ondas E/A (1,57 £ 0,05; p<0,05)
respecto al grupo db/db sin tratamiento (MV E/A: 1,80 + 0,05) y se logro
un nivel comparable con el grupo de animales no diabésicos (MV E/A: 1,60
+ 0,04). También se reportd una disminucion significativa en el tiempo de
eyeccion de la valvula adrtica (AET: ~13%; p<0,05) respecto al grupo
diabésico sin tratamiento y llegé a ser comparable al grupo no diabésico
(db/+).

Parametros

Funcién sistolica db/+ db/db db/db + FTY720 P
LVAW (d) (mm) 0,91 £ 0,06 0,71+ 0,04 * 0,87 £ 0,04 <0,05
IVS (d) (mm) 0,89 + 0,06 0,76 + 0,03 0,83 £ 0,02 0,06
LVID (d) (mm) 3,77 £ 0,10 3,67 £0,07 3,36 +0,12 * <0,05
LVPW (d) (mm) 0,89 £ 0,03 0,76 £ 0,02 * 0,82 + 0,02 <0,05
LVAW (s) (mm) 1,36 £ 0,08 1,24 £ 0,06 1,33+ 0,06 0,44
IVS (s) (mm) 1,36 £ 0,06 1,18 £ 0,06 1,27 £ 0,03 0,07
LVID (s) (mm) 2,62+0,14 2,60 £ 0,09 2,42 +0,10 0,40
LVPW (s) (mm) 1,23 £ 0,08 1,07 £ 0,03 1,17 £ 0,03 0,13
%EF 61,58 + 4,20 56,42 + 2,46 55,31 + 2,49 0,31
%FS 33,16 £ 3,01 29,19+ 1,68 29,77 £+ 2,72 0,49
LV mass (mg) 118,17 £ 2,67 95,61+2,82* 95,82 +6,30 * <0,05
LV vol (d) (uL) 62,46 * 3,66 57,06 + 2,37 46,61 +4,01*  <0,05
LV vol (s) (ML) 24,74 + 3,56 25,11+ 1,99 21,30+ 2,16 0,42

Tabla 44. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre los
parametros de la funcion sistélica en ratones db/+ y diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=9 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a
los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del
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post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al
grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left
Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular Septal Thickness); LVID (del inglés,
Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés, Left Ventricle posterior wall); %EF
(Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV mass (del inglés, Left Ventricle mass);
LV vol (Left Ventricle volume); d (diastole) y s (sistole).

En la tabla 44 se muestran los parametros de la funcién sistélica en los
animales con db/db tratados y sin tratar. Esta se encontro preservada y
revelada por las fracciones de eyeccion (%EF) y acortamiento (%FS) sin
cambios significativos respecto al grupo no diabésico. La masa del
ventriculo izquierdo en los diabésicos se encontrd disminuida respecto al
grupo db/+ (LV mass: ~19%; p<0,05) sin cambios favorables en presencia
de FTY720/Fingolimod.

Expresion génica y abundancia proteica de marcadores implicados en el

metabolismo de esfingolipidos

Como el FTY720/Fingolimod es un analogo estructural de la S1P,
evaluamos si la expresiéon génica de los receptores implicados en la
captacion de S1P, asi como las enzimas responsables de la posterior

fosforilacion, se encontraban afectadas por la administracion del farmaco.

En el grupo de animales db/db se presenté una sobreexpresion del gen
S1p1 respecto al grupo no diabésico (Figura 35). Las demas dianas
evaluadas permanecieron sin cambios. La administracion de
FTY720/Fingolimod no modificd la expresién génica de ninguna de las

dianas analizadas.
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Figura 35. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores del metabolismo esfingolipidico en ratones db/+ y
diabésicos db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+

Para comprobar si el aumento de la expresion de los niveles de RNAm del
receptor 1 de S1P (S7p17) se traducian en cambios a nivel de la proteina,
se procedié a medirla por técnicas de inmunohistoquimica en miocardios
incluidos en parafina. No se presentaron diferencias en la abundancia de
la proteina S1TPR1 en miocardio de nuestros animales diabésicos (Figura
35).
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Figura 36. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre
S1PR1 en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones
por grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+. B); C) y D) micrografias de miocardio de muestras representativas de la
inmunohistoquimica para la deteccion de S1PR1. Las imagenes fueron captadas a 40x de
aumento y la escala es 20 pm.

Expresion génica de marcadores de dafio de tejido miocardico

Con el fin de explorar a nivel molecular la disfuncion miocardica en
nuestros modelos animales de DM2, abordamos el analisis de la expresién

de genes involucrados en estos procesos.
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En el modelo db/db en general no se observaron cambios significativos a
nivel de la expresion génica de las dianas de interés en comparacion con
los no diabésicos (Figura 37). El farmaco ejercié la regulacion a la baja del

gen Nppb respecto al grupo db/+.

44 — db/+
mmm db/db
== db/db + FTY720

Expresion génica
(unidades relativas)
N

) Rl (e

Myh7 Nppa Nppb

Figura 37. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de dafio miocardico en ratones db/+ y diabésicos
db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+

Ratones db/db.at

El efecto del tratamiento con FTY720/Fingolimod sobre la CMD en el

modelo de diabetes catabdlica, se muestra en la

Tabla 45. De acuerdo con lo reportado anteriormente en nuestro estudio y
en esta nueva tanda de animales db/dbca, la funcidon diastdlica
nuevamente se encontro alterada (MV E/A: ~1,19 veces; p<0,05) respecto
a los animales no diabésicos. Este incremento fue consecuente con la
disminucion de las ondas pasiva (onda E: 26%; p<0,05) y activa (onda A:

38%; p<0,05), en comparacién con el grupo db/+. Todo esto acompafado
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de un aumento en el tiempo de relajaciéon (IVRT: ~1,18 veces; p<0,05)

respecto a los ratones no diabésicos.

Funf:?érﬁrr&ieat;c;glica db/+ dbldbeat dIE'IFdYb;;tO-i- P
AET (ms) 54,47 +2,12 46,15 + 2,22 51,59 + 3,74 0,11
IVCT (ms) 16,48 + 1,11 16,72 + 0,51 20,56 + 2,27 0,12
IVRT (ms) 2260+0,53 26,62+1,33* 24,76 £ 0,89 <0,05
MV A (mm/s) 4185+21,12 257,9+26,66* 3939+39,18F <0,05
MV E (mm/s) 670,5+39,91 4945+5473*  608,9 £ 50,43 0,05
MV ET (ms) 75,57 £ 3,57 69,56 + 4,25 67,65 + 2,99 0,28
MV E/A 1,60 £ 0,04 1,91+0,04 * 1,66 £ 0,05 T <0,05

Tabla 45. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/ Fingolimod sobre los
parametros de la funcion diastélica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=7-9 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a
los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al

grupo db/+. En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/dbeat.
Abreviaturas: AET (del inglés, Aortic Ejection Time); IVCT (del inglés, Isovolumetric
Contraction Time); IVRT (del inglés, Isovolumetric Relaxation Time); MV A (del inglés, Mitral
A-wave velocity); MV E (Mitral E-wave velocity); MV ET (del inglés, Mitral Valve Ejection
Time); MV E/A (del inglés, Mitral valve E/A ratio).

Nuestros datos revelaron el efecto favorable del FTY720/Fingolimod sobre

la disfuncion diastolica mas severa en este modelo de db/dbcat (

Tabla 45). Asi, se observé una disminucion significativa de la relacion MV
E/A (~13%; p<0,05) en comparacion con el grupo db/dbc.t sin tratar,
alcanzando valores similares a los del grupo no diabésico (MV E/A; db/dbcat
+ FTY720: 1,66 £ 0,05 versus db/+: 1,60 + 0,04).

La mejoria de la funcion diastodlica se atribuy6 principalmente al incremento
significativo en el llenado diastélico tardio, onda A (~1, 53 veces; p<0,05)
respecto al grupo db/dbcs: sin tratamiento. También se presentdé una

tendencia al aumento en la onda E respecto a los diabésicos catabdlicos
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no tratados. En ambos casos, el tratamiento con FTY720/Fingolimod
mostro tal mejora en los parametros descritos, que se obtuvieron niveles

similares a los de ratones no diabésicos (grupo db/+).

La funcién sistdlica se encontré preservada en este modelo animal de
diabetes catabdlica, no se exhibieron cambios significativos tanto en la
fraccion de eyeccion (%EF) como en la fraccion de acortamiento (%FS),

en comparacion con los no diabésicos (Tabla 46).

Parametros db/db,: +

Funcién sistolica dbr+ db/dbear FTY720 P
LVAW (d) (mm) 091£006  0,80%0,02 094£004 017
VS (d) (mm) 089006 0,80 0,04 087003 037
LVID (d) (mm) 377£010  3,78+0,13 396£005 0,36
LVPW (d) (mm) 089£003  080:002  091+0027 <0,05
LVAW (s) (mm) 136£008  131£0,06 144£006 048
VS (s) (mm) 136£006  127+008 1404006 043
LVID (s) (mm) 262£014 254013 276007 048
LVPW (s) (mm) 1234008  1,14£0,04 1214004 0,58
%EF 6158+420 61604339  57,77£226 0,68
%FS 3316£301 32924248 3025149 0,66
LV mass (mg) 118174267 107,6£578 1367+300*F <005
LV vol (d) (uL) 6246£366 6203480 6825201 044
LV vol (s) (L) 2474+356 2385296  2878+177 048

Tabla 46. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre los
parametros de la funcion sistélica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

Los resultados se presentan como medias + error estandar de la media (n=7-9 ratones por
grupo). Todos los analisis ecocardiograficos se llevaron a cabo al finalizar el tratamiento, a
los 4 meses de edad. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del
post-test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al

grupo db/+. En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+ y T p<0,05 frente al grupo db/dbat.
Abreviaturas: LVAW (del inglés, Left Ventricle anterior wall); IVS (del inglés, Interventricular
Septal Thickness); LVID (del inglés, Left Ventricle Internal Dimension); LVPW (del inglés,
Left Ventricle posterior wall); %EF (Ejection Fraction); %FS (Fractional Shortening); LV
mass (del inglés, Left Ventricle mass); LV vol (Left Ventricle volume); d (diastole) y s
(sistole).
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La suplementacion con FTY720/Fingolimod no produjo cambios a nivel de
la funcién sistélica. Se mantuvieron las fracciones de eyeccion vy
acortamiento y no se presentaron cambios ni respecto a los diabésicos
catabdlicos sin tratamiento, ni respecto algrupo no diabésico. El grupo
tratado mostré un aumento significativo en la masa del ventriculo izquierdo
(~1,27 veces; p<0,05) respecto tanto a los db/dbc.t como a los los db/+.
Esto se acompafné del incremento significativo en el espesor de la pared
posterior del ventriculo izquierdo (LVPW: ~1,14 veces; p<0,05) respecto al
grupo diabésico sin FTY720/Fingolimod y llegando a niveles similares del

grupo no diabésico.

Expresion génica y abundancia proteica de marcadores implicados en el

metabolismo de esfingolipidos

En el modelo animal de diabetes catabdlica a nivel de expresion génica los
ratones db/dbcat N0 mostraron diferencias significativas respecto al grupo
no diabésico (Figura 38). Sin embrago, los ratones db/dbca: tratados con
FTY720/Fingolimod exhibieron un marcado aumento en los niveles de

RNAm del gen S71pr1 en comparacion con los no diabésicos.

4+ - 3 db/+
@ db/db cat
T == db/db cat + FTY720

;ﬂi il TR TIT

S1pr1 S1pr3 Sphk1 Sphk2

Expresion génica
(unidades relativas)
N
|

Figura 38. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de marcadores del metabolismo esfingolipidico en
miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
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determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+

Mediante inmunohistoquimica de secciones parafinadas de miocardio,
evaluamos la abundancia relativa de la proteina S1PR1 en este modelo de
diabetes avanzada. Los miocardios de los animales del grupo db/dbcat
mostraron un aumento significativo en la proteina S1PR1 respecto al grupo
no diabésico (~3,47 veces; p<0,05) (Figura 39). Esta abundancia relativa
se vio significativamente disminuida en presencia de FTY720/Fingolimod
(~80%; p<0,05), en el grupo de diabésicos catabdlicos tratado y llegaron a

niveles comparables con los observados en el grupo db/+.
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Figura 39. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre
S1PR1 en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones
por grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
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variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente

al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/dbat.

B); C) y D) micrografias de miocardio de muestras representativas de Ia
inmunohistoquimica para la deteccion de S1PR1. Las imagenes fueron captadas a 40x de
aumento y la escala es 20 pm.

También se exploré la abundancia de esta proteina en miocardio utilizando
el andlisis por Western blot, resultados que se muestran la Figura 40. Los
miocardios del grupo de ratones diabéticos catabdlicos, exhibieron un
incremento significativo de los niveles relativos de esta proteina. En
cambio, en presencia del farmaco, los animales tratados mostraron una

abundancia relativa de la proteina S1PR1 similar a los no diabésicos.
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Figura 40. Analisis Western blot de la proteina S1PR1 en miocardio de ratones db/+
y diabéticos db/db..: en presencia/ausencia de FTY720/Fingolimod

A) Western blot de la proteina S1PR1 en miocardio, se muestra un gel representativo con
n=3. B) Cuantificacion de la sefial de S1PR1. La sefial de la proteina medida fue
normalizada mediante GAPDH y los datos presentados como media + error estandar de la
media (n=5 ratones por cada grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando
p<0,05 frente al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.

Expresion génica de marcadores de dafio de tejido miocardico

Respecto a las dianas moleculares involucradas en la regulacion del dafio
a nivel de miocardio, los animales con diabetes catabdlica mostraron una
regulacion al alza en el gen Myh7, respecto al grupo no diabésico (Figura

41). En presencia del tratamiento con FTY720/Fingolimod no se
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presentaron cambios en la expresién relativa de los genes diana

analizados.

N
(=]
|

1 db/+
* Hm db/db cat
3 db/db cat + FTY720

Ol__'_—lilj_‘ I_T_Iil__r_I ] mm

Figura 41. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de dafio miocardico en ratones db/+ y diabéticos
db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
En concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+.
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4.2.3 Efectos de FTY720/Fingolimod sobre dianas moleculares

implicadas en la fisiopatologia de la CMD
4.2.3a Efecto de FTY720/Fingolimod sobre la inflamacion

Para explorar el efecto antiinflamatorio de FTY720/Fingolimod sobre los
dos fenotipos de diabetes, db/db y db/dbca, respectivamente, en primer
lugar se midieron los niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias y

antiinflamatoria.
Ratones db/db

En ratones diabésicos se encontré un incremento significativo en los
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias, tales como MCP-1
(~3,28 veces; p<0,05) y TNFa (~4,52 veces; p<0,05), respecto al grupo no
diabésico (Figura 42). Esto acompafiado del aumento de los niveles
secretados de IL-10 (~12,13 veces; p<0,05) en comparacion con los

animales no diabésicos.

1] 1 db/+
iL-10- N - mm db/db
— —- == db/db + FTY720
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MCP-1- I +
HEE— *,
H—
L6
E—
0 20 40 60 80 100

Citoquinas plasmaticas (pg/mL)

Figura 42. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
inflamacion sistémica en ratones db/+ y diabésicos db/db

Los resultados se presentan como medianas + minimo y maximo (n=5 ratones por grupo).
Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;

190



las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, *p<0,05 y Tp<0,05 frente al grupo db/db.

El tratamiento con FTY720/Fingolimod mejord los marcadores plasmaticos
de inflamacion en los ratones db/db. Este efecto antiinflamatorio consistio
en la disminuciéon importante de los niveles de citoquinas proinflamatorias
TNFa (~78%; p<0,05) y MCP-1 (~35%; p<0,05) en plasma de estos
animales, en comparacion con los no tratados (Figura 42). Ademas, los
db/db tratados con el farmaco exhibieron una disminucion en los niveles
de la citoquina antiinflamatoria, IL-10 (~81% veces; p<0,05) respecto al

grupo que no recibio el tratamiento (Figura 42).

Para explorar si la inflamacién sistémica revelada por el aumento de las
citoquinas plasmaticas se relacionaba con cambios en la expresion
geénica a nivel local, se procedio a medir los niveles de RNAm de dianas

moleculares de inflamacion en el miocardio de estos animales (

Figura 43).
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Figura 43. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de inflamacion en miocardio de ratones db/+ y
diabésicos db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun

correspondia al caso. En concreto, *p<0,05y T p<0,05 frente al grupo db/db.
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En el grupo de animales db/db se observo la regulacion al alza en los
genes que codifican para las citoquinas proinflamatorias /l6 e II1b.
Ademas, se reporté una tendencia a la regulacién al alza en la citoquina

antiinflamatoria //70 (Figura 43).

En lo que se refiere a los ratones diabésicos tratados con
FTY720/Fingolimod, se detectaron regulaciones a la baja de los genes //6
e ll1b, en comparacién con sus congéneres db/db no tratados. Este efecto
también se acompafié de una disminucion significativa de los niveles de
RNAm de /10 respecto a los db/db no tratados (Figura 43)

A fin de evaluar si la inflamacion sistémica observada en el modelo db/db
se acompafaba de signos de inflamacion en el miocardio de estos ratones,
se realizaron estudios de inmunohistoquimica para la deteccion
representantes de citoquinas pro y antiinflamatoria, tales como TNFa e IL-
10. En este caso, ninguna de las citoquinas analizadas presenté
diferencias significativas en miocardio de los ratones diabésicos y no

diabésicos (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
inflamacion en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db

Imagenes representativas de miocardio. En A, C y E se muestran imagenes de la tincién
mediante inmunohistoquimica de TNFa de los grupos de estudio. En B, D y F se muestran
imagenes de la marca de IL-10 de los grupos de estudio. Las imagenes fueron captadas a
20x de aumento y la escala es 50 ym. Los resultados de la cuantificacion de la marca de
cada citoquina se presentan como medias * error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo) en G) TNFa y en H) IL-10. Las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05 frente al grupo db/+.

NF-kB p65 esta indicado como un regulador de los procesos inflamatorios.
Su forma activada se trasloca al nucleo celular para regular la expresion

génica de citoquinas proinflamatorias 3%,

Por este motivo exploramos la
abundancia relativa de esta proteina empleando técnicas
inmunohistoquimicas en miocardio de nuestros modelos animales. Sin
embargo, no se observo cambio en la abundancia de esta proteina en el
modelo de db/db, respecto al grupo no diabésico (Figura 45). Tampoco se

observo respuesta al farmaco.
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Figura 45. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
proteina NF-kB p65 en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones
por grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguida
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+. B); C) y D) micrografias de miocardio de muestras representativas de la
inmunohistoquimica para la deteccion de NF-kB p65. Las imagenes fueron captadas a 40x
de aumento y la escala es 20 pm.

Ratones db/db.at

La exploracion del efecto antiinflamatorio de FTY720/Fingolimod también

se llevo a cabo en el modelo de diabetes catabdlica.

Al igual que el modelo db/db, los db/dbcat, exhibieron signos de inflamacion,
evidenciados por el aumento significativo en todas las citoquinas medidas;
IL-6 (~46 veces; p<0,05), MCP-1 (~2,25 veces; p<0,05) y TNFa (~2,78
veces; p<0,05). Esto ultimo no se vio acompafiado de cambios a nivel de

la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Figura 46).
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Figura 46. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
inflamacion sistémica en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

Los resultados se presentan como medianas + minimo y maximo (n=5 ratones por grupo).
Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de Tukey;
las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+. En
concreto, * p<0,05 frente al grupo db/+.

FTY720/Fingolimod ejerci6 un efecto antiinflamatorio, provocando la
disminucion significativa de las citoquinas mas abundantes en plasma de
estos animales; IL-6 (53%) y MCP-1 (44%), de forma que los niveles
plasmaticos de estas citoquinas llegaron a ser comparables a las del grupo
no diabésico. Todo esto acompafado del incremento significativo en los
niveles de la citoquina IL-10 (~5,69 veces; p<0,05) en comparacion con los

del grupo no diabésico (Figura 46).
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En los miocardios de los ratones db/dbc.t se detectaron regulaciones al alza
en genes de citoquinas proinflamatorias como //6 e I/1b, asi como también
en el gen de la citoquina antiinflamatoria //70, en comparacién con el grupo

no diabésico (Figura 47).

Es destacable que los niveles de expresion génica de estas citoquinas

fueron mayores a los que reportamos en el fenotipo metabdlico.

154 3 db/+
Em db/db cat

2 db/db cat + FTY720
104 *
, T i

1o IL1b Tnf

Expresion génica
(unidades relativas)

Figura 47. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de inflamacion en miocardio de ratones db/+ y

diabéticos db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente

al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 y T p<0,05 frente al grupo db/dbat.

El tratamiento con FTY720/Fingolimod en este modelo de diabetes
catabdlica, indujo regulacion a la baja de los genes de citoquinas
proinflamatorias //6 e lI1b y de la antiinflamatoria //10; las diferencias
observadas llegaron a ser similares a las medidas en el grupo no diabésico
(Figura 47).
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El efecto antiinflamatorio de este farmaco también se evalu6 mediante el
analisis de citoquinas de interés, en tejido miocardico de los diferentes

grupos experimentales (Figura 48).
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Figura 48. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
inflamacion en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

Imagenes representativas de miocardio. En A, C y E se muestran imagenes de la tincién
mediante inmunohistoquimica de TNFa de los grupos de estudio. En B, D y F se muestran
imagenes de la marca de IL-10 de los grupos de estudio. Las imagenes fueron captadas a
20x de aumento y la escala es 50 ym. Los resultados de la cuantificacion de la marca de
cada citoquina se presentan como medias + error estandar de la media (n=5 ratones por
grupo) en G) TNFa y en H) IL-10. Las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para cada variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas

cuando p<0,05. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y T p<0,05 frente al grupo
db/dbeat.

Al igual que lo observado previamente en plasma del modelo catabdlico
sin tratamiento, los niveles de TNFa en tejido miocardico estuvieron
incrementados de manera significativa (~2 veces; p<0,05), en

comparacion con los animales del grupo db/+ (Figura 48: G). Esto se
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acompané de un marcado aumento de la citoquina IL-10 (~4,03 veces;
p<0,05) en miocardio de los db/db.at respecto a los no diabésicos (Figura
48: H).

En concordancia con el hallazgo del efecto favorable de la administracion
oral de FTY720/Fingolimod en la inflamacion sistémica, se comprobé que
el tratamiento también produjo una importante disminucion en las
citoquinas medidas en miocardio de los animales diabésicos. Esta mejora
se dio sobretodo en los niveles de IL-10 (-74%) llegando a ser comparables
a los niveles detectados en miocardio del grupo no diabésico (Figura 48:
Gy H).
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Figura 49. Relacion entre el area positiva de IL-10 y TNFa medidas mediante
inmunohistoquimica en miocardio y la relacion de las ondas E/A (funcion diastolica)
en ratones db/+ y diabéticos db/dbat

A) Relacion directa entre la citoquina antiinflamatoria IL-10 en miocardio y la relacion de las
ondas E/A de funcion diastélica en el modelo diabésico catabdlico (n=14). B) Relacion
directa entre la citoquina proinflamatoria TNFa en miocardio y la relacion de las ondas E/A
de funcién diastélica en el modelo diabésico catabdlico (n=12). Se utilizé6 una prueba
paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados, la
diferencia se considero significativa cuando p<0,05.

El efecto antiinflamatorio del farmaco FTY720/Fingolimod en este tejido se
correlacion6 de manera directa con la relacion entre las ondas E y A, uno
de los parametros caracteristicos alterados en los casos de disfuncion

diastolica (Figura 49).
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La determinacion de la abundancia relativa de la proteina NF-kB p65 en

miocardio del modelo catabdlico

reveld niveles significativamente

aumentados de esta proteina en los animales db/dbcat (~1,85 veces;

p<0,05) Figura 50), en comparacién con los del grupo no diabésico.
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Figura 50. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
proteina NF-kB p65 en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4 ratones por
grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable
se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-test de
Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.

En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/dbeat. B); C) y D)

micrografias de miocardio de muestras representativas de la inmunohistoquimica para la
deteccion de NF-kB p65. Las imagenes fueron captadas a 40x de aumento y la escala es

20 ym.

El tratamiento con FTY720/Fingolimod demostré un efecto reductor de los

niveles de la proteina NF-kB p65 en miocardio de los diabésicos (~32%;

p<0,05) y este cambio resulté ser significativo respecto a los no tratados,
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incluso alcanzando niveles similares a los observados en los animales no

diabésicos (Figura 50).

Para corroborar este efecto observado en nuestros modelos animales, se
empleé otra aproximacion mediante técnicas in vitro utilizando

cardiomiocitos AC16.
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Figura 51. Efecto de la administraciéon de FTY720/Fingolimod sobre la inflamacion en
cardiomiocitos AC16 en presencia de PA de FTY720/Fingolimod fosforilado

Los resultados de la determinaciéon de IL-6, mediante ELISA en sobrenadantes de
cardiomiocitos AC16 expuestos a PA y FTY720/Fingolimod fosforilado, se presentan como
medias * error estandar de la media de experimentos independientes (n=4). Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se determinaron
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn; las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo vehiculo. En
concreto, *p<0,05 frente al grupo vehiculo.

Tras 16 h de exposicion al PA, los cardiomiocitos AC16 exhibieron un
incremento importante en los niveles de citoquina IL-6, medida en los
sobrenadantes del cultivo respecto al grupo expuesto al vehiculo (Figura
51). Lo que reveld que el estimulo del PA generé inflamacion en las células

empleadas.

En presencia de la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod, se intuyd una
disminucion de los niveles de citoquina IL-6 en sobrenadante del cultivo

celular de cardiomiocitos inducidos con PA, aunque esta no alcanzo
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niveles significativos. Estos datos sugeririan un posible efecto protector
contra la inflamacion en estas células. Ademas, es importante mencionar
que se llevaron a cabo intentos para la medicion de otra citoquina
proinflamatoria, en este caso TNFa, pero los niveles secretados se

situaron por debajo del limite de deteccion del kit ELISA empleado.
4.2.3b Efecto del FTY720/Fingolimod sobre la apoptosis

La apoptosis precede a la muerte celular y a la fibrosis en la disfuncion
miocardica 3°43%, Aunque los mecanismos patogénicos que conducen a la
CMD estan pobremente definidos, se reportdé un aumento de la apoptosis
en el miocardio de los ratones db/db en comparacién con los ratones no
diabéticos 3. Dado que los ratones db/db son muy resistentes a presentar
alteraciones histolégicas, como la fibrosis, evaluamos directamente la
apoptosis en los corazones de los ratones db/db de ambos grupos
diabésicos utilizando el enfoque de la caspasa 3 activada mediante

inmunohistoquimica.
Ratones db/db

La presencia de caspasa 3 activada en miocardio del modelo db/db, no
mostro diferencias significativas respecto al grupo db/+ (Figura 52). Por su
parte, los animales db/db que recibieron el tratamiento con
FTY720/Fingolimod, no exhibieron ningun cambio favorable en este

marcador de apoptosis.

201



- N Y ‘\\
‘B .\ L MRV
.:E\o.oa- AR R TNEAE ARR, R
* 3
2 A N e
8 0,06 H‘ R RO \
02 WV RO TR
g é T AN Wil ¢
£ 0,04 \ . SRR
a8 S RN
© = N NN
o= N SR S M N I, ANV
@ | 3 . &
g 002 SRS e TR v
© e . .y \' A’
o Re N K
5 0,00 . :
N & o
¥ N «.(\
o
60\6
db/db db/db + FTY720
g - L4 % < \ \\ A \
c . e kLS ‘: D \ \ \?
N Dol - \ \
o QAL \ k \ \ \
. 5 ™ . - - \ \
% o # i Ly
Y N - - ¢ <%\ \ \ \‘ i
: \
. e 3 A \
- N, . \ \ X,
ket W N . &, \ ' \ \
\ |
Kd ° < \ ) A E\ Ly ) \ J
-~ . - - \ ¥ \\ \ \
0 \
~ . - e '\ W A\ ,\.\ \
‘ = - A AN L
e o\ '\ —_ \ A A

Figura 52. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
apoptosis en miocardio de ratones db/+ y diabésicos db/db

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones
por grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
variable se determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida
del post-test de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+. B); C) y D) micrografias de miocardio de muestras representativas de la
inmunohistoquimica para la deteccién de Caspasa 3 activada. Las imagenes fueron
captadas a 40x de aumento y la escala es 20 pm.

Ratones db/db.a:
Los niveles relativos de caspasa 3 activada en las preparaciones de
inmunohistoquimica, se mostraron significativamente aumentados

respecto a los no diabésicos (Figura 53); revelando signos de apoptosis

en este tejido.

La administracion de FTY720/Fingolimod redujo significativamente la

proporcion de células apoptéticas en miocardio de los ratones db/dbcat.
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tratados en comparacion con los no tratados (66%, p<0,05), ejerciendo asi

un efecto anti-apoptético en miocardio de estos animales (Figura 53).
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Figura 53. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
apoptosis en miocardio de ratones db/+ y diabéticos db/dbcat

A) Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones
por grupo). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada
variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA seguida del post-
test de Tukey; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo

db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo db/dbcat. B); C) y
D) micrografias de miocardio de muestras representativas de la inmunohistoquimica para
la deteccion de Caspasa 3 activada. Las imagenes fueron captadas a 40x de aumento y la
escala es 20 ym.

El efecto favorable en los niveles de caspasa 3 activada en miocardio de
estos animales tratados con FTY720/Fingolimod se asoci6 a la mejora en
la funcionalidad cardiaca. En este sentido, se observo una relacion directa
entre el area positiva de la caspasa 3 activada en miocardios del modelo
de diabetes catabolica y la relacion entre las ondas E/A, un indicador de
disfuncion diastélica (Figura 54).
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Figura 54. Relacion entre el area positiva de caspasa 3 activada en miocardio y la
relacion de las ondas E/A (funcidon diastolica) en ratones db/+ y diabéticos db/dbcat
Correlacion directa entre caspasa 3 activada en miocardio y la relacion de las ondas E y A
de funcién diastélica en el modelo diabésico catabdlico (n=12). Se utilizé6 una prueba
paramétrica de Pearson para analizar si estos parametros estaban correlacionados, la
diferencia se considerd significativa cuando p<0,05.

Otra forma de evaluar el efecto anti-apoptotico de FTY720/Fingolimod fue
a través del analisis de apoptosis por citometria de flujo de cardiomiocitos
AC16 en presencia de un estimulo negativo, como lo fue el PA. La
exposicion de cardiomiocitos AC16 a concentraciones elevadas de PA, no
provocd un incremento considerable de la fase temprana de apoptosis
(Figura 55). En cambio, indujo un porcentaje significativamente aumentado
de células en fase de apoptosis tardia, en comparacién con las células

expuestas al vehiculo.

La forma fosforilada del farmaco mostré un efecto protector en la fase
tardia de la apoptosis en los cardiomiocitos AC16 expuestos a PA. Este
efecto fue revelado por la disminucion significativa del porcentaje de
células apoptéticas respecto al grupo no tratado con el farmaco (Figura
55).
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Figura 55. Analisis de apoptosis mediante citometria de flujo en cardiomiocitos AC16
en presencia de PA y de FTY720/Fingolimod fosforilado

A) Imagenes representativas de la citometria de flujo en cardiomiocitos AC16, en presencia
del estimulo de PA 0,4mM vy la forma fosforilada de FTY720/Fingolimod, tras 12 h de
exposicién. B) Cuantificacion de las células en las diferentes fases de apoptosis, temprana
y tardia. Los resultados se presentan como medias * error estandar de la media de ensayos
independientes (n=5). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
cada variable se determinaron mediante una prueba paramétrica de ANOVA de dos vias,
seguido de post-test de Sidak; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05

frente al grupo vehiculo. En concreto, *p<0,05 frente al grupo vehiculo y T p<0,05 frente al
grupo PA=0,4mM.
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4.2.3c Efecto de FTY720/Fingolimod sobre otros mecanismos

fisiopatolégicos asociados a la CMD

En una primera exploracion de otros mecanismos involucrados en la
fisiopatologia de la CMD, también abordamos dianas moleculares

implicadas en el estrés de RE, estrés oxidativo y funcién mitocondrial.
Efecto del FTY720/Fingolimod sobre el estrés de RE
Ratones db/db

Los niveles de expresién génica de marcadores de estrés de RE en

miocardio de los ratones db/db se muestran en la figura 56.
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Figura 56. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y
diabésicos db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+.

No se observaron cambios en los niveles de RNAmM de los genes
estudiados, en comparacién con los no diabésicos; a excepcion de la

regulacion al alza en el gen Emni1. No se detectaron diferencias
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significativas entre el grupo db/db tratado con FTY720/Fingolimod y los no

tratados.

Ratones db/db.at

Es interesante el hallazgo en la condicion de diabetes catabdlica del
aumento de la expresion génica de los marcadores de estrés de RE,
aproximadamente el doble en todos los casos, respecto al grupo no

diabésico (Figura 57).
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Figura 57. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de estrés de RE en miocardio de ratones db/+ y
diabéticos db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=4-5 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente

al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo diabésico
db/dbeat

El tratamiento con FTY720/Fingolimod indujo una regulacién a la baja de
los genes Atf6 y Ddit3, este ultimo comunmente relacionado con la

apoptosis, en comparacion con el grupo db/dbcat no tratados.
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Efecto del FTY720/Fingolimod sobre el estrés oxidativo

En cuanto a marcadores involucrados al estrés oxidativo evaluamos la

expresion génica de Sod2 y Cybb en ambos modelos de DM2.

Ratones db/db

En ninguno de los casos se presentaron diferencias significativas en estas
dianas moleculares tanto en el grupo db/db tratado como sin tratar, en

comparacion con el grupo no diabésico (Figura 58).
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Figura 58. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de estrés oxidativo en miocardio de ratones db/+y
diabésicos db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+.

Ratones db/db.at

En el modelo de diabetes mas avanzada se intuyd una tendencia al alza
en los niveles relativos de RNAm de Cybb respecto al grupo de ratones no
diabésicos, aunque no resultara significativo (Figura 59). El grupo de
animales tratados con FTY720/Fingolimod no mostr6 cambios en la

expresion de estos genes.
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Figura 59. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de estrés oxidativo en miocardio de ratones db/+y
diabéticos db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias * error estandar de la media (n=7-10 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente
al grupo db/+.

Efecto del FTY720/Fingolimod sobre la disfuncién mitocondrial

La dinamica de fisién y fusién mitocondrial y mitofagia se encuentran
alteradas en DM2 3%, En este sentido se evaluaron genes implicados en

estos procesos.
Ratones db/db

En el modelo db/db el gen Mnf2 se encontré significativamente regulado al
alza respecto a los no diabésicos (Figura 60). Los demas genes
explorados permanecieron sin cambios. Sin embargo, el tratamiento con
FTY720/Fingolimod provocd una regulacion a la baja en la expresion
génica de Dnml1, Opa1y Mnf1, en comparacion con los diabésicos no

tratados.
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Figura 60. Efecto de 3 meses de de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de funcion mitocondrial en miocardio de ratones
db/+ y diabésicos db/db

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=6-9 ratones por grupo). Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba paramétrica ANOVA seguido de post-test de Tukey o
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn, segun
correspondia al caso; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente

al grupo db/+. En concreto, *p<0,05 frente al grupo db/+ y Tp<0,05 frente al grupo diabésico
db/db.

Ratones db/db.at

El perfil de expresion génica de dianas de funcion mitocondrial en el
modelo catabdlico no mostré cambios significativos (Figura 61); aunque se

llegd a intuir un aumento de algunos niveles relativos de RNAm.
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Figura 61. Efecto de 3 meses de la administracion de FTY720/Fingolimod sobre la
expresion génica de marcadores de funcion mitocondrial en miocardio de ratones
db/+ y diabéticos db/dbcat

La expresion génica se normalizé por los niveles de RNAm de GAPDH. Los resultados se
presentan como medias + error estandar de la media (n=6-9 ratones por grupo). Las
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diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada variable se
determinaron mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del post-test
de Dunn; las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05 frente al grupo db/+.
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5. DISCUSION

Parte 1. Contribucion del metabolismo de esfingolipidos a la CMD

Uno de los objetivos de este trabajo fue identificar si lograbamos definir un
perfil de esfingolipidos séricos, en particular diferentes especies de
ceramidas, relacionados con la disfuncionalidad cardiaca en un modelo
animal de CMD *. En paralelo también exploramos algunos de los
mecanismos involucrados en el remodelado miocardico que ocurren
durante el desarrollo de CMD " en diferentes contextos metabdlicos
asociados con una sefalizacion alterada a la insulina tanto in vivo como in
vitro. Aunque inicialmente nos propusimos también analizar el posible
papel de S1P, una especie esfingolipidica bioactiva con acciones
favorables sobre diferentes modelos experimentales de enfermedad
cardiovascular ¥, su analisis no pudo ser concluido a tiempo para ser

incluido en este trabajo.

Eleccion del modelo animal de CMD

En este trabajo utilizamos un modelo de ratén wildtype db/+ (con fondo
genético C57BLKs/J) de prediabetes a través de la induccion con una dieta
rica en grasas, de obesidad, intolerancia a la glucosa e insulinoresistencia.
El estudio de este modelo se realizdé a la luz de resultados previos en
sujetos con obesidad a los que se les habia identificado signos de
cardiomiopatia muy parecidos a los de CMD en modelos experimentales
309313 | os ratones obesos mostraron aumento de la adiposidad e
intolerancia a la glucosa; sin embargo, este modelo de prediabetes no
desarrollé en nuestro estudio signos de disfuncion diastdlica, sello
ecocardiografico de la CMD ", aunque si cambios en el remodelado
reflejados por alteraciones estructurales del ventriculo izquierdo
calculados a partir de la exploracion ecocardiografica de la funcidon

sistolica.
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Por otro lado, como modelo animal de diabesidad y CMD escogimos el
raton db/db (con fondo genético C57BLKs/J) por haber sido previamente
reportado que reproducen los signos de cardiomiopatia similares a los de
sujetos con DM 33, siendo esto Ultimo confirmado en este estudio. Durante
el desarrollo del trabajo, observamos que una parte no despreciable de los
ratones db/db, manifestaron un fenotipo significativamente diferente
(db/dbcat) al esperado para los ratones db/db, al presentar una adiposidad
disminuida a pesar de cursar con polidipsia y polifagia. El término
“catabdlico” se definié como expresion analoga a la utilizada para referirse
adelgazamiento provocado en modelos de raton de DM inducidos por
estreptozotocina *'*. Este hallazgo, segun nuestro conocimiento no ha sido
reportado previamente. La aparicion del fenotipo en estos ratones db/dbcat
no era a priori anticipable y fue probablemente aleatorio, manifestandose
en solo un pequefio porcentaje de ratones db/db. Tampoco alcanzamos
poderlo explicar por cambios en las condiciones de estabulacion, ni su
localizacién, ni a su manipulaciéon, ya que siempre se mantuvieron
constantes, o debido a la administracién de farmacos (ya que el Unico
farmaco que se administré fue FTY720/Fingolimod disuelto en agua). La
consulta directa a la casa comercial que los suministré6 (Jackson
Laboratories) reveld6 que este fendmeno podia ocurrir en
aproximadamente un 10% de esta cepa
(jaxpheno17dataset;https://phenome.jax.org/projects/Jaxpheno17?straini
d=162).

No cabe duda de que la conversion de un fenotipo diabésico (db/db) a uno
diabético exacerbado (db/dbcat), con una adiposidad significativamente
reducida en comparacion con sus congéneres db/db, generaba un grupo
de aspecto y caracteristicas corporales muy distinto al modelo db/db
comunmente reportado. Como se indic6 mas arriba, la pérdida de
adiposidad en los ratones db/dbca: se presentd a pesar de la ausencia de

cambios en la ingesta y manteniéndose una concentracion plasmatica de
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acidos grasos elevada, lo que sugiere que persiste una movilizacion
masiva de triglicéridos del tejido adiposo y posiblemente un metabolismo

aumentado de acidos grasos en tejidos diana de estos animales.

Un aspecto importante que merece ser también resaltado es que todo ello
no se vio acompafado de cambios en la hiperglicemia, aunque si se
observé una disminucion en los niveles circulantes de insulina en los
ratones db/dbc.t en comparacion con los ratones db/db, sugiriendo
alteraciones en la secrecion de insulina por parte de células 8 pancreaticas

o un aumento en su degradacion 3'°.

Como era de esperar, los ratones db/db mostraron disfuncién diastélica 2,
a juzgar por los cambios en las ondas atriales E y A y su relacion alterada
comparado con estas mismas variables en el grupo de referencia (ratones
db/+), siendo estos datos similares a los reportados en otros estudios "¢
Por su parte, un hallazgo importante de este trabajo fue evidenciar que el
modelo animal db/dbc.: también cursd con disfuncion diastdlica, no
difiriendo de la presentada en los db/db.En cuanto al remodelado cardiaco,
los animales diabésicos cursaron con disminucion del tamafo del
ventriculo izquierdo y las dimensiones de sus paredes, mientras que los
db/dbcat no exhibieron cambios significativos a esos niveles en

comparacion con los del grupo db/+.

La caracterizacion de la funcionalidad cardiaca en ambos estadios de la
DM (prediabetes y DM2) llevé a continuar con el estudio del efecto del

farmaco solo en el modelo animal db/db.

Ceramidas y manifestacion de CMD en ratones db/db

7 Las alteraciones

La CMD es una enfermedad cardiometabdlica
metabdlicas suelen iniciar su desarrollo y avanzar subclinicamente hasta
fases mas avanzadas de esta complicacion de la DM '7. Actualmente no
existen biomarcadores especificos que permitan un diagnéstico precoz de
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la CMD, por lo que la identificacion de nuevos candidatos a biomarcadores
para su diagnoéstico/prondstico y cuya determinacion pueda ser trasladable

a la practica clinica representa un area de investigacion prioritaria.

La composicion alterada de lipidos circulantes es uno de los factores
metabdlicos comunes de la DM2 y la enfermedad cardiovascular *'°. Los
ratones db/db (tanto db/db como db/dbcat) presentaron un perfil lipidico y
lipoproteico diferente del que muestran sus controles no diabésicos
(ratones db/+). Los niveles circulantes de colesterol se encontraron
aumentados en los dos grupos de ratones db/db (db/db y db/dbcat), debido
a un aumento en la concentracién plasmatica de HDL sobretodo en el
grupo db/db que ademas son disfuncionales 3", siendo esto ultimo muy
probablemente debido a su peor aclaramiento. Es interesante destacar
que, ambos grupos de ratones db/db y db/dbcs, mostraron una
hipertrigliceridemia moderada. La concentracion de triglicéridos plasmatica
se encontr6 acompanada de una tendencia al aumento de las
concentraciones plasmaticas elevadas de acidos grasos libres en los
ratones db/db, probablemente derivadas de una movilizacion de
triglicéridos a través de la activacion de la actividad lipasa sensible a las
hormonas en respuesta a una sefializacion a la insulina defectuosa en este
tejido. Consistentemente, el contenido de triglicéridos en higado
(determinado mediante RMN) en ratones db/db y marginalmente también
en db/dbcat Se encontro elevado respecto de los ratones db/+. En contraste,
si bien también se observd un aumento en el contenido de acidos grasos
libres miocardicos en ratones db/db, esto no se evidencié en ratones
db/dbcat. Es posible que, como consecuencia de la exacerbacion de la DM
318, 319 ol metabolismo de &cidos grasos y por tanto su B-oxidacion
mitocondrial pudiera estar aumentada en diferentes tejidos diana de estos
ratones, incluyendo el higado ademas del miocardio. En este contexto, se
ha descrito que la abundancia de UCP-2 y de UCP-3 se encuentra

significativamente aumentada en miocardio de ratones db/db 2. Esto
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ultimo se relaciond con una ineficiencia en la obtencion de ATP a partir de
acidos grasos, conllevando a un dano mitocondrial derivado del
incremento de la produccion de ROS. Sin embargo, en el presente trabajo
no alcanzamos a evaluar la B-oxidacion mitocondrial de acidos grasos.
Tampoco evaluamos la expresion génica de estas UCPs. Posiblemente la
determinacion de cuerpos ceténicos en plasma, como métrica de
utilizacion aumentada de acidos grasos por el organismo en el modelo de
DM exacerbada *'°, pudiera arrojar mas luz en la explicacion de estas

diferencias entre ambos modelos animales de DM.

El higado es uno de los principales 6rganos implicados en la exportacion
de lipidos, asi que podria proponerse que este érgano también pudiera
contribuir a los niveles plasmaticos de ceramidas y de otras moléculas
lipidicas derivadas *?'. Ademas del higado, otros tejidos como el tejido
adiposo, también ha sido propuesto como que contribuye a los niveles
circulantes de ceramidas '*8. Al menos en parte este tejido podria influir en
los niveles de ceramidas plasmaticas a través de su secrecion en forma
de exosomas, tal y como se ha descrito en adipocitos de ratones ob/ob 322,
Este ultimo trabajo representaria uno de los primeros estudios en
identificar que los adipocitos también pueden empaquetar y liberar
esfingolipidos y ceramidas a la circulacién. En nuestro estudio quedo
pendiente comprobar si la composicion de ceramidas de exosomas
aislados directamente de explantes de tejido adiposo coincidiria con el
mostrado en el perfil sistémico. Desafortunadamente y por razones
técnicas tampoco pudimos analizar exhaustivamente la posible presencia
de exosomas en el rango de densidades en que recolectabamos las
fracciones lipoproteicas, aisladas por ultracentrifugacion a partir de plasma
de ratones, por lo que no podriamos descartar que tales exosomas

pudieran estar mezclados con las fracciones lipoproteicas aisladas.
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Todos los tejidos pueden sintetizar ceramidas, siendo el higado el principal
determinante de las ceramidas circulantes 2°* 32, La llegada de cantidades
elevadas de acidos grasos saturados movilizadas del tejido adiposo se
acompafa de un aumento en el contenido de ceramidas en el higado y el

181 asi como de una sefializacion de la insulina

musculo esquelético
alterada en esos tejidos 81201324326 Aynque nuestros datos no sugieren
cambios en ninguna de las especies de ceramidas determinadas en
higado, particularmente la Cer 18:0 se encontr6 relacionada de manera

directa con la misma forma ceramidica circulante.

El contenido miocardico de ceramidas en ratones db/db no difirié de las de
ratones db/+; sin embargo, el contenido en ceramidas totales de miocardio
de ratones db/dbc.: se encontré disminuido, sobre todo las de cadena muy
larga (Cer 24:0 y Cer 24:1). Los niveles en triglicéridos y acidos grasos de
ese tejido no difirieron de aquellos mostrados en miocardio del grupo db/+.
En esta fase del estudio, la explicacion de estos datos es compleja, aunque
podrian sugerir una disminucion de sustrato para la sintesis de ceramidas
en ese tejido. Probablemente, la medicién de factores que determinan el
metabolismo de los sustratos de ceramidas (posiblemente acidos grasos)
ayudaria a esclarecer los mecanismos involucrados. En conjunto estos
datos revelaron un fenotipo diferenciado entre ratones db/db y db/dbcat

también en el metabolismo de ceramidas en tejido miocardico.

La Cer 18:0 se encontrd elevada también en circulacion, sobretodo la
asociada a HDL. Es interesante destacar que esto ultimo no se asocié con
cambios en los niveles totales de ceramidas entre los diferentes grupos,

de forma consistente con estudios previos 3’

, apoyando por tanto el
concepto de que no todas las ceramidas sino algunas de ellas y/o sus
cocientes se relacionarian con el desarrollo de enfermedad cardiovascular
327 Ademas de utilizar acidos grasos como sustrato, las ceramidas también

pueden ser sintetizadas a partir de la metabolizacion de la esfingomielina
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a través de la accion la enzima esfingomielinasa *'. En nuestro estudio,
sin embargo, los niveles relativos circulantes y miocardicos de la
esfingomielina total no cambiaron en ninguno de los dos grupos db/db en
comparacion con los ratones db/+. Aunque no determinamos directamente
la actividad de la enzima esfingomielinasa en ese tejido, en un estudio
reciente se reportdé que su abundancia relativa esta aumentada en tejido

adiposo de ratones diabéticos ob/ob 3%,

Tampoco analizamos
directamente el contenido de esfingomielina en tejido adiposo, pero de
confirmarse, los datos del estudio en nuestros ratones db/db quiza
sugeriria patrones tejido especifico para este esfingolipido en tejidos

adiposo y miocardico.

Los datos de expresion génica de diferentes marcadores de inflamacion
revelaron que este proceso celular se encontré exacerbado solo en
miocardio de ratones db/db..:. Esto Ultimo se ha propuesto como otra via
a través de la que podria inducirse la produccion de ceramidas 202 329330,
por lo que no podriamos descartar la posible implicacion de este
mecanismo en la modulacién del contenido miocardico de ciertas especies

de ceramidas en estos ratones con DM avanzada.

La abundancia relativa de ceramidas miocardicas puede también
modularse por mecanismos relacionados con su catabolismo. Aunque no
analizamos la actividad ceramidasa tisular, estudios recientes muestran
que el receptor de la adiponectina presenta una actividad ceramidasa

intrinseca 3 3%

por lo que podria ejercer un papel modulador de los
niveles de ceramida en tejidos diana. Este receptor se expresa entre otros
tejidos también en higado y miocardio %, por lo que su accién podria verse
disminuida ante niveles circulantes disminuidos de adiponectina. Solo los
ratones db/dbca: mostraron unos niveles disminuidos de adiponectina,
sugiriéendose una accion reducida de su receptor y de su actividad

ceramidasa en tejidos diana de esos ratones, lo que a su vez podria
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promover la acumulacion de ceramidas en dichos tejidos. Sin embargo,
nuestros datos no apoyarian esta hipétesis, ya que el contenido de
ceramidas totales en miocardio de ratones db/dbcat se encontré disminuido
respecto al de los no diabéticos, sugiriendo que la gestién metabdlica de
los acidos grasos podria dirigirse a su catabolismo mitocondrial, en
detrimento de una eventual transformacion en ceramidas, al menos en

tejido miocardico.

Diferentes estudios prospectivos en humanos muestran la existencia de
una asociacion entre ciertas ceramidas y el riesgo de DM2. En el estudio
Strong Heart, las Cer 16:0, Cer 18:0, Cer 20:0 y Cer 22:0 se asociaron con
una mayor resistencia a la insulina **. La relacion Cer 18:0/Cer 16:0 se
asocidé con un mayor riesgo de DM2 en la cohorte FINRISK 3%, lo que
sugiere la relacion de Cer 18:0 con los precursores de cadena mas corta
como predictor de la incidencia de DM2. Por tanto, elevaciones en la
concentracion plasmatica de Cer 18:0 se han relacionado con un riesgo
elevado de DM2, lo que sugeriria que esta molécula puede estar
directamente involucrada en la etiopatologia de la DM2 vy sus

335

complicaciones Esta ceramida en particular interfiere con la

sefalizacion de insulina y promueve la inflamacion inducida por citoquinas
336

Las concentraciones de ceramida en plasma predicen también el riesgo

166, 220, 221, 337-339  En este contexto, las

de enfermedad cardiovascular
ceramidas y sus intermediarios modulan diferentes procesos de
sefalizacion se han relacionado con la resistencia a la insulina,

lipotoxicidad y la inflamacion 329 3% 340. 341

, lo que sugiere que pueden
desempefiar un papel en el desarrollo de CMD 85342343 En g| contexto de
la inflamacidén cabria afadir que al tener el receptor de la adiponectina una
accion sensibilizadora a la insulina y anti-inflamatoria ***, la disminucion de

las concentraciones circulantes de adiponectina en ratones db/dbca: podria
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exacerbar la inflamacion e insulinoresistencia en miocardio de este
modelo. Esto ultimo le convierte en una diana terapéutica muy interesante
en el tratamiento de la DM y de sus complicaciones. En consonancia con
nuestros datos de expresion génica de diferentes dianas de estrés de RE
en miocardio de ratones db/dbca, se ha reportado que una sefializacién
disminuida de la adiponectina se relaciona con el desarrollo cardiomiopatia
a través de un aumento del estrés de RE en ratones db/db 3*°. En nuestro
estudio la alteraciones de mecanismos como la inflamatorio, estrés de RE
y también la apoptosis se acompafiaron de una funcién cardiaca
empeorada sobretodo en el modelo db/dbc., siendo consistente con
estudios previos en los que describe la implicacién de estos mecanismos

en la CMD 346347,

Contribucion de las lipoproteinas al remodelado miocardico

Una proporcion significativa de los esfingolipidos plasmaticos circulan
predominantemente asociados a lipoproteinas 3*®. Se ha sugerido que la
presencia aumentada de esfingolipidos en ciertas lipoproteinas, tales
como algunas especies de ceramidas podria dotarlas de bioactividad. La
concentracion de LDL modificadas y en particular de una pequefa fracciéon
de estas, las LDLox, se encuentra frecuentemente aumentada en sujetos

349, 350

diabéticos , por lo que podrian participar en el desarrollo de CMD 3°'.

La fraccion de LDL modificadas presenta un alto poder citotoxico a través
de la induccién de estrés oxidativo, inflamacién y apoptosis, mecanismos
celulares todos ellos relacionados frecuentemente con el remodelado y
disfuncion cardiacas de origen isquémico *°2. Sin embargo, su papel en la

cardiomiopatia de origen no isquémico esta pobremente explorada.

La cinética metabdlica de las LDLox circulantes se encontré acelerada en
ratones db/db en comparacion con los ratones db/+. Adicionalmente la

captacién de LDLox aumentd en miocardios de ratones db/db. Se ha
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sugerido que su captacién implica al receptor CD36 *°3. Consistentemente
la inhibicién funcional de CD36 con inhibidores especificos disminuy6 la
captacion selectiva de LDLox en cardiomiocitos AC16, del mismo modo
que se ha descrito en macrofagos 4. A pesar de que la abundancia
relativa de los receptores LDLR/LRP1 en miocardio de ratones db/db no
difirié de la de los no diabéticos, la inhibicién de la captacion de LDLox
producida por la coincubacion con la proteina RAP in vitro sugirid su
contribucion en la captacién miocardica de estas lipoproteinas. En
conjunto estos datos apoyarian una captacién selectiva de LDLox en

miocardio de ratones db/db.

El impacto de las LDLox sobre la apoptosis ha sido ya estudiado en
cardiomiocitos *%°; sin embargo, su contribucion afiadida a las condiciones
de DM2 esta menos explorada. Nuestros datos indicaron que la exposicion
a LDLox promovié per se la apoptosis en cardiomiocitos AC16. Este

hallazgo fue consistente con un trabajo previo 3°°

segun el cual la
incubacién con LDLox, a la misma concentracion que usamos, aumenté la
apoptosis tardia en cardiomiocitos de rata neonatal después de 24 h. En
contraste con el estudio anterior, en datos previos de nuestro equipo
pudimos comprobar ademas que la adicion de LDLnat no promovio
apoptosis. Ademas, las condiciones de DM basadas exclusivamente en la
elevacion de la concentracion de glucosa en el medio no lograron inducir
la apoptosis en nuestros cardiomiocitos AC16 (Diarte-Anazco E, datos no
publicados). Este hallazgo contrasta con lo reportado en estudios
independientes en los que la glucosa elevada promueve la apoptosis,
aunque en cardiomiocitos neonatales cultivados **. Nuestros datos son
consistentes con otros que muestran que los cardiomiocitos adultos
cultivados eran resistentes a desarrollar apoptosis significativa en

presencia de concentraciones elevadas de glucosa en el medio 2.
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La incubacion con el PA ya sea solo o combinado con niveles elevados de
glucosa, induce la apoptosis en los cardiomiocitos en cultivo 3. En este
trabajo, la concentracion final de PA utilizada para inducir la apoptosis en
diferentes tipos de cardiomiocitos estuvo dentro del rango fisiologico
observado en DM2 (150-500 pM) 357-3¢1,

En nuestro estudio el efecto de la LDLox en combinacion con otros
estimulos de DM2 (glucosa elevada y PA) exacerb6 en gran medida la
induccién de la apoptosis tardia en comparacion con las condiciones no
diabéticas, lo que sugiere la participaciéon de mecanismos alternativos a la
apoptosis que conducen a la muerte celular, como la piroptosis o la

inflamacion 362,

Parte 2. Uso de un analogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod)

para el tratamiento de la CMD

A excepcion de los tratamientos convencionales no especificos enfocados

en lograr un control glucémico intensificado 3¢

, No existe ningun otro
tratamiento efectivo o especifico para frenar la progresién de CMD en
sujetos con riesgo aumentado. Aunque la base metabdlica de esta
complicacién no esta bien definida, las hipotesis actuales incluyen
lipotoxicidad y fibrosis cardiacas, ademas de la utilizacién defectuosa de
sustratos por parte de los cardiomiocitos, secundaria a una sefializacion

inducida por insulina 279281,

FTY720/Fingolimod y disfuncién diastélica

Estudios recientes sugieren un papel para FTY720/Fingolimod en el
tratamiento de cardiomiopatia de origen vascular isquémico 2% %4 Sin
embargo, el posible efecto de este farmaco sobre el remodelado
miocardico y cardiomiopatia lipotdxica caracteristico de la CMD aun no

habia sido estudiado cuando empezamos este trabajo.
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Para este estudio se seleccionaron los ratones db/db, un modelo animal
de CMD **, a diferencia de los ratones obesos generados tras alimentarlos
con una dieta rica en grasas (modelo de prediabetes y resistencia a la
insulina), los ratones db/db presentaron signos de disfuncion diastdlica.

33,307 o| miocardio

Sin embargo, en discordancia con algun estudio previo
de nuestros ratones db/db (i.e., db/db y db/dbca) no mostrd signos de
hipertrofia, a juzgar por los parametros estructurales medidos mediante

ecocardiografia.

La administracion de FTY720/Fingolimod tuvo un efecto favorable en la
relacién de ondas E y A en ambos grupos de ratones db/db, siendo este
hallazgo la principal novedad de nuestro estudio. Sin embargo, durante el
desarrollo de este trabajo aparecié publicado un estudio donde se reportd
por primera vez que FTY720/Fingolimod redujo la progresion de
cardiomiopatia hipertrofica generada como consecuencia de una mutacion
en el gen miocardico que codifica para en la tropomiosina (Tm-E180G)
(ratones Tm-E180G) 2*°. El tratamiento de estos ratones con
FTY720/Fingolimod promovié, como en nuestro caso una mejora en la
disfuncion diastdlica. Ademas, también se observaron otros efectos
favorables, como la prevencion parcial del remodelado auricular en
ratones tratados con FTY720/Fingolimod. Las mejoras en el remodelado y
disfuncion cardiaca se atribuyeron a cambios favorables en la abundancia
relativa de dos NADPH oxidasas, NOX2 y NOX4, y disminucion en la S-
glutationalizacion de la proteina de union a la miosina cardiaca-C (cMyBP-
C), cuya modificacion induce la disfuncion diastolica. Estos efectos
favorables por parte de FTY720/Fingolimod fueron, en parte, explicados
por cambios en la sefalizacion de S1P %*°. Aunque en dicho estudio no se
mostraron los niveles de S1P ni en circulacion ni en miocardio, se
demostré que la mejora de la disfuncion diastélica generada se relaciono
con una reduccion en los niveles de S1PR1, uno de los principales

receptores involucrados en la sefalizacion de S1P ', sugiriéndose que
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esta podria estar disminuida en ratones Tm-E180G tratados %°. También
se han reportado efectos favorables por parte de este farmaco sobre la
inflamacién miocardica inducida por infeccion con coxsackievirus B3
(CVB3) 3¢,

Como se indicé en la introduccion de este trabajo, FTY720/Fingolimod es
un farmaco inmunosupresor desarrollado para el tratamiento de la
esclerosis multiple. Se sintetiza por la modificacién quimica del antibidtico
miriocina, purificada a partir del medio de cultivo de Cordyceps sinensis
(Ascomycete subtilis). Como tal se ha identificado como un analogo
estructural de la esfingosina, que puede ser fosforilado in vivo . Tras la
administracion de FTY720/Fingolimod in vivo, la mayor parte de este
compuesto se encontré en su forma fosforilada (87%) en circulacion;
mientras que en miocardio fue un 21%. Este resultado sugeriria que buena
parte del farmaco se encuentra fosforilado en circulaciéon y que estaria
disponible para actuar en diferentes tejidos diana. En este trabajo quedo
pendiente determinar la actividad Sphk2, enzima que predominantemente
cataliza la reaccién de fosforilacion de este farmaco, o en su defecto su

expresion génica en higado de ratones tratados.

Los sujetos con esclerosis multiple presentan altas tasas de mortalidad
comparados con la poblacion general, lo que, al menos en parte, se

367370 |Los mecanismos

atribuiria a causas cardiovasculares
etiopatogénicos y posibles caracteristicas patoldgicas relacionadas con el
desarrollo de las manifestaciones cardiacas en estos sujetos no son del
todo conocidos y podrian ser completamente diferentes a los involucrados
en el desarrollo de la CMD. Por otro lado, la fisiopatologia de la disfuncion
cardiovascular en sujetos con esclerosis multiple es compleja, aunque su
desarrollo podria obedecer a fendmenos relacionados con alteraciones en

el estrés oxidativo y la funcion endotelial, ademas de la disfuncion en el
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sistema nervioso auténomo cardiovascular y discapacidad fisica

relacionada con el desarrollo de esta condicion 37373,

En estudios previos en modelos experimentales se sugiri6 que la
administracion de FTY720/Fingolimod protege contra el desarrollo de

283285 v |os dafios microvasculares inducidos por la DM 2%,

arteriosclerosis
Consistentemente, también se ha reportado un efecto favorable por parte
de FTY720/Fingolimod sobre el desarrollo de IC por causas isquémicas en
modelos experimentales " 27- 288 Existe cierta controversia en relacion
con los efectos favorables de FTY720/Fingolimod sobre la incidencia de

enfermedad cardiovascular **% %2,

La experiencia que se tiene de los estudios en humanos a nivel
cardiovascular es escasa y la exploraciéon del efecto protector contra el
dafio miocardico en sujetos con esclerosis multiple no ha sido abordada.
Asi, la posible contribucién positiva de este farmaco sobre enfermedades

cardiacas no isquémicas, tales como la de CMD, aun no ha sido estudiada.

FTY720/Fingolimod: posibles mecanismos implicados

Nuestros datos sugieren que el desarrollo de CMD en estos ratones db/db
se debid a un aumento de inflamacion, asi como también de estrés de RE
y apoptosis miocardica, siendo ello mas aparente en el grupo de ratones
db/dbcat.

Las acciones celulares favorables atribuidas a FTY720/Fingolimod vienen
predominantemente mediadas por S1PRs en miocardio, siendo S1PR1 y
S1PR3 los principales en cardiomiocitos 22, y la consiguiente transduccion

157

de su sefalizacion ™. La farmacologia de FTY720/Fingolimod y la

modulacion de S1PR1 es realmente compleja y esta pobremente

estudiada 374377

. Este receptor tiene la capacidad de transducir dos
sefalizaciones distintas mediadas por diferentes proteinas G, cada una de
las cuales promueven a su vez diferentes vias de sefalizacion. S1PR1
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esta predominantemente acoplada a la proteina Gi para inhibir la
produccion de ATP, S1PR2 y S1PR3 estan principalmente acopladas a
proteinas Gi, Gq y G12/13, mientras que S1PR4 y S1PRS5 transducen la

sefializacion de S1P a través de las proteinas Gi and G12/13 ¥78

Estudios recientes sugieren que a diferencia de la transduccién inducida
por S1P, segun la cual predominaria la sefalizacion acoplada a las
proteinas G; la via de sefializacién predominante de su analogo estructural
lipidico, FTY720/Fingolimod-P, seria a través de la accién de B-arrestina,
sobre Gi, la internalizacion sostenida del receptor, y quiza su degradacién
proteosomal %7° % Se ha sugerido que la degradacion del receptor
inducida por la B-arrestina tras la union del farmaco podria ser especifico
de células del sistema inmune (i.e., linfocitos), aunque no se descarta que
esta proteina podria también actuar atenuando la sefal en otros tipos
celulares, como cardiomiocitos o células endoteliales, cambiando de este
modo el balance de activacion de ambas vias y, con ello, los efectos

favorables atribuidos 381 374 375,382,

Las formas S1PR1 y S1PR3 predominan en cardiomiocitos y células

33 En nuestro estudio la expresion génica de S7pr1 en

endoteliales
miocardio solo se encontr6 aumentada en ratones db/dbc.. La
administracion del farmaco indujo una disminucion de la abundancia
proteica de este receptor en cardiomiocitos de ratones db/dbca: en
comparacion con la de los mismos ratones no tratados. En cambio, el
efecto del farmaco sobre la abundancia relativa de S1PR1 en miocardios
de ratones db/db fue mas modesta, no alcanzandose diferencias
significativas entre tratados con no tratados. Aunque no se pudo
comprobar directamente, estos resultados sugeririan que en esos ratones
en la via de accién del farmaco podrian predominar mecanismos de

internalizacion sobre la de atenuacion mediada por la B-arrestina.
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Estrés oxidativo

El tratamiento con FTY720/Fingolimod protege contra el estrés oxidativo
384 La expresion de NOX2 (i.e., Cybb) y superoxido dismutasa mitocondrial
(i.e., Sod2) son sensores de cambios en el estrés oxidativo celular. Asi,
las NADPH oxidasas son una fuente de ROS y su expresion suele estar
aumentada en cardiomiocitos sometidos a condiciones de estrés oxidativo
aumentado %; mientras que la expresion relativa de Sod2 esta inducida
por el estrés oxidativo *°. Sin embargo, los niveles de expresion de ambas
no se encontraron afectados en miocardios de nuestros grupos de ratones
db/db, si bien en el grupo de ratones db/db..t mostré sélo una tendencia al
aumento. Nuestros datos contrastan con los reportados en miocardio

28

hipertrofiado de ratones Tm-E180G tratados *° y con otro modelo

experimental de cardiomiopatia por arresto cardioplégico y bypass

384 en los que se reportaron cambios favorables en

cardiopulmonar
variables relacionadas con el estrés oxidativo. En nuestro caso, la
ausencia de diferencias en la expresion génica en miocardio de estos
marcadores de estrés oxidativo entre ratones de los grupos db/db y db/+
sugeriria que no se alcanzaron unos niveles de oxidacion suficientemente
elevados, y por consiguiente no se observo el efecto antioxidante atribuido

al farmaco.

Disfunciéon mitocondrial

Los niveles de expresion de dianas mitocondriales se encontraron
aumentadas en miocardios de ratones db/db y de forma marginal en
db/dbcat. El contenido celular en ceramidas es un determinante de la
mitofagia e influye negativamente sobre la B-oxidacion mitocondrial 32°.
Nuestros datos podrian sugerir una normalizacion generalizada en la
pauta de expresion génica de estos genes en respuesta al tratamiento.
Este hallazgo es intrigante y necesitaria ser abordado mas

exhaustivamente; sin embargo, podria sugerir cambios en la actividad
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mitocondrial. No cabe duda de que el posible cambio de contexto
metabdlico provocado por la administracion de FTY720/Fingolimod,
sobretodo en los miocardios de ratones db/db justificaria analizar el
contenido de ceramidas en ese tejido y quiza también la actividad 3-
oxidacion mitocondrial de acidos grasos e indicadores de mitofagia tras el
tratamiento con el farmaco o en su defecto abordarlo en cardiomiocitos
AC16 incubados en condiciones mimetizantes de la DM2 en presencia de
PA.

Inflamacién

La administracion del farmaco se relacioné con una mejora en el perfil de
citoquinas proinflamatorias plasmaticas y también en la de expresion
génica de algunas de estas citoquinas en miocardios de los ratones db/db
tratados, sugiriendo un efecto antiinflamatorio global en estos ratones. Sin
embargo, los cambios en la abundancia relativa de algunas de estas
citoquinas en tejido miocardico solo fueron significativos en ratones
db/dbcat.

Entre los posibles factores fisiopatogénicos de la CMD, la inflamacién es
uno de los componentes destacados '". FTY720/Fingolimod promovié un
efecto antiinflamatorio en miocardio de ratones tratados; confirmandose
dicho efecto también in vitro en cardiomiocitos AC16 expuestos a un
ambiente proinflamatorio inducido por la incubaciéon con PA, a través de la
disminucion de los niveles de IL-6 secretados. Nuestros datos concuerdan
con el efecto antiinflamatorio por parte de FTY720/Fingolimod en
cardiomiocitos expuestos a condiciones que mimetizan la endotoxemia **’.
En este contexto, nuestros resultados mostraron que la accion
antiinflamatoria por parte de FTY720/Fingolimod se asocid a una
inactivacion del factor de transcripcion NF-kB en nucleos de cardiomiocitos
de ratones db/dbca;, bajo cuyo paraguas de regulacion se encuentra la

expresion de TNFa. Resultados similares muestran que
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FTY720/Fingolimod protegid contra la inflamacion en cardiomiocitos
atenuando la via de sefializacién NF-«xB *¥’. Consistentemente, los niveles
relativos de TNFa se correlacionaron de manera directa con una mejora

en la disfuncion cardiaca.

El efecto antiinflamatorio por parte de FTY720/Fingolimod en miocardio de
ratones db/db se ha descrito también en un modelo experimental de
inflamacion miocérdica inducida por infeccion con CVB3 *°. En este otro
estudio, la inflamacién miocardica se relacioné con mecanismos mediados
a través de la sefalizacion de S1PR1 y AKT/caspasa-3 activada, siendo
estos procesos desactivados por el farmaco, interfiriendo de este modo en
el ciclo de replicacion del virus induciendo, por tanto, remision de la
inflamacién cardiaca. Datos similares se han encontrado en un modelo
independiente de cardiomiopatia inducida por arresto cardioplégico y

bypass cardiopulmonar en ratas 3.

Estrés de reticulo endoplasmatico y apoptosis

En la DM, las alteraciones en el estrés del RE estan asociadas con la
apoptosis 8. La abundancia relativa de diferentes dianas moleculares de
estrés de RE y apoptosis estan alterados en ratones db/db *°. En nuestro
caso, como ejemplo, observamos elevaciones en la expresion génica de
Atf6 (marcador de estrés del RE) concomitantes con elevaciones de Ddit3
(que codifica para CHOP) uno de los marcadores de apoptosis analizados

en este trabajo, sobretodo en miocardios de ratones db/dbcat.

El tratamiento con FTY720/Fingolimod redujo la expresién génica relativa
de diferentes marcadores de estrés de RE y apoptosis en miocardios de
ratones db/dbcat. Los datos de expresion génica de las diferentes dianas
de estrés de RE y apoptosis analizadas se acompafiaron de una reduccion
concomitante en la abundancia relativa de Caspasa 3 activada en

miocardios de ratones db/dbc.: tratados, lo que se relacioné con una mejora
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de la funcién diastolica. El efecto anti-apoptético de FTY720/Fingolimod es
consistente con el reportado por otros utilizando cardiomiocitos cultivados
en condiciones proinflamatorias no relacionadas con DM2 ¥, En este
sentido, nuestro estudio es el primero en mostrar el efecto favorable del
tratamiento con FTY720/Fingolimod contra el desarrollo de apoptosis in

vitro en cardiomiocitos AC16 en condiciones que mimetizan la DM2.

En otro modelo de cardiomiopatia, el tratamiento con FTY720/Fingolimod
activo las vias de sefalizacion Akt/Erk1/2 en miocardio de ratas tratadas,
reduciendo no solo los niveles de mediadores inflamatorios, sino también
activando  proteinas  anti-apoptéticas e inhibiendo proteinas
proapoptéticas, 1o que provoco una reduccién del estrés nitrooxidativo y de
la apoptosis de los cardiomiocitos 4. Estas mejoras resultaron en una
recuperacion favorable de las funciones sistdlica y diastolica del ventriculo
izquierdo en miocardios de rata inducidos por una perfusién miocardica

extracorporea.
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6. CONCLUSIONES

Parte 1. Contribucion del metabolismo de esfingolipidos a la CMD
1. Caracterizacion fenotipica de los modelos in vivo de CMD

[i] EI modelo de prediabetes/resistencia a la insulina (ratones con obesidad
inducida por una dieta rica en grasas), tras 5 meses de seguimiento,
presenté un aumento de la masa de ventriculo izquierdo, reflejando

cambios en el remodelado cardiaco, sin signos de disfuncion diastdlica.

[ii] Un grupo de ratones db/db desarrolld6 un fenotipo de DM2 mas
descompensada (ratones db/dbcat), manifestdndose en una reduccion en
la concentracion de insulina plasmatica (respecto del resto de ratones
db/db), manteniendo insulinoresistencia y exhibiendo una concentracion

plasmatica de adiponectina disminuida (respecto a los no diabéticos).

[iii] Los modelos animales de DM2 (db/db y db/dbc.t), después de 4 meses
de seguimiento, mostraron signos de disfuncion diastdlica, definidos por
alteraciones en las ondas atriales E y A, asi como la relacion entre ellas
(E/A). Las fracciones de eyeccion y acortamiento se encontraron

preservadas, como es caracteristico de la CMD.

2. Identificacién y cuantificacion de ceramidas

[i] Los niveles plasmaticos relativos de la ceramida Cer 18:0 se
encontraron aumentados en los ratones obesos, mientras que en ambos
modelos de DM2 se hallaron elevadas las ceramidas Cer 18:0 y la relacion
Cer 18:0/Cer 24:0.

[ii] No se observaron cambios en los niveles relativos de ceramidas totales
en miocardio de ratones db/db; sin embargo, disminuyeron en el miocardio
de ratones db/dbcat.
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3. Contribucion de las LDLox a la CMD en modelos in vitro e in vivo

[i] La captacion de LDLox se vio aumentada en el corazon de los ratones
db/db, siendo mediada al menos en parte por CD36 y LDLR/LRP1.

[ii] La incubacién de LDLox en cardiomiocitos cultivados en condiciones
mimetizantes de DM2 promovio la apoptosis tardia y se correlacion6

directamente con el porcentaje de células muertas.

Parte 2. Uso de un analogo estructural de la S1P (FTY720/Fingolimod)

para el tratamiento de la CMD

[i] La administracion de FTY720/Fingolimod previno, sobretodo a nivel
funcional, el desarrollo de la CMD en modelos animales de DM2 (db/dby

db/dbcat) tras 3 meses de tratamiento.

[ii] El tratamiento con FTY720/Fingolimod en general redujo la abundancia
de los receptores S1PR1 en el miocardio de ratones db/dbca:, pero no en
ratones db/db.

[iil FTY720/Fingolimod ejerci6 un efecto antiinflamatorio en ambos
modelos animales disminuyendo los niveles circulantes de MCP-1y TNFa
en ratones db/dby de MCP-1 e IL-6 en ratones db/dbcat.

[iv] El tratamiento con el farmaco redujo la abundancia de diferentes
citoquinas y Nf-kB p65 en nucleos celulares del miocardio de ratones
db/dbet. La concentracion de citoquinas en miocardio se correlacioné

directamente con la disfunciéon cardiaca.

[v] FTY720/Fingolimod también influy6 favorablemente sobre el desarrollo
de apoptosis en el modelo db/dbca;, €n parte a través de una disminucién
de la forma activada de la Caspasa 3. Consistentemente, la abundancia
relativa de Caspasa 3 activada se correlacioné con una mejora de la
funcion diastdlica.
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[vil FTY720/Fingolimod actué como agente antiinflamatorio y anti-
apoptético en cardiomiocitos humanos AC16, de forma consistente con los

hallazgos previamente descritos en ratones db/db.

[vii] La expresién de genes implicados en el estrés de RE se encontraron
regulados al alza en el miocardio del modelo db/dbcat. El tratamiento con

FTY720/Fingolimod mostr6 una reduccion significativa de los mismos.

[vii] La expresion de genes involucrados en la dinamica mitocondrial
mostré una tendencia al aumento en miocardio, con el gen Mnf2
claramente aumentado en los ratones db/db. El tratamiento con
FTY720/Fingolimod disminuyd la expresion génica de esos marcadores a

niveles cercanos a los que presentaron los ratones no diabéticos.
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