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1. Resumen

Actualmente, el alcohol y la hipertension arterial (HTA) son factores de riesgo bien
identificados para el dano cardiaco progresivo, lo que tiene un gran impacto en la
insuficiencia cardiaca con un nivel significativo de morbilidad y mortalidad. Dado que
no se espera que se controle el abuso de alcohol y se considera que la hipertensidon
arterial continuara siendo altamente prevalente en la poblacién general, se deben
desarrollar estrategias comunes para evitar el dafio cardiaco progresivo. El dafio
cardiaco inducido por estos dos factores, HTA y abuso de alcohol, es altamente
relevante entre las enfermedades cardiacas y probablemente no disminuira en las
préximas décadas debido a la dificultad para controlar los factores de riesgo primarios
de la poblacidn. En el dafio cardiaco e insuficiencia cardiaca inducidos por el alcohol y
la HTA hay procesos mecanicistas comunes que conducen a estas afecciones. Vias
comunes que involucran la activacion de las cardiomiocinas locales, la alteracién
mitocondrial, el dafio oxidativo, la hipertrofia de los miocitos, la fibrosis y la apoptosis
estan implicadas e interrelacionadas en el dano cardiaco inducido por el alcohol y la
HTA.

Los resultados experimentales y algunos datos clinicos senalan que las nuevas
cardiomiocinas recientemente identificadas estan involucradas en la regulacién del
dafio cardiaco y la remodelacion. Entre ellas, el factor de crecimiento de fibroblastos-
21 (FGF21) parece desempenar un papel relevante, mientras que los datos
preliminares senalan que también puede tener relevancia la participacién de la proteina
meteorin-like (Metrnl). Nuestra hipdtesis es que estas cardiomiocinas emergentes
pueden ser relevantes en la patogénesis del dafio cardiaco inducido por la HTA y por el
alcohol. Ademas, FGF21 y Metrnl pueden constituir herramientas terapéuticas por si
mismas para modular la progresion del dano cardiaco inducido por HTA y por el

alcohol.

Objetivos

1) Definir el papel de la expresiéon de FGF21 y Metrnl en el miocardio durante el dafio
cardiaco inducido por el alcohol y la hipertensidon. En un modelo de ratén con
cardiomiopatia inducida experimentalmente (alcoholismo e hipertensién), caracterizar
como la intervencién afecta el sistema FGF21 y Metrnl (sistémico y especifico en el

corazon), y relacionar esto con las alteraciones cardiacas inducidas (hipertrofia



cardiaca, fibrosis, alteraciones funcionales e induccidon de desregulacion metabdlica e

inflamatoria cardiaca).

2) Establecer si la falta de un sistema funcional FGF21 y Metrnl (ratones knockout)

exacerba los efectos nocivos cardiacos inducidos en el modelo anterior.

3) Analizar y validar la expresidn del gen y la proteina FGF21/Metrnl en muestras
cardiacas humanas de pacientes hipertensos y alcohdlicos que desarrollan

cardiomiopatias.

4) Evaluar la influencia de la apoptosis mitocondrial y la funcién en el dafio cardiaco

inducido por la hipertensién y el alcohol.

5) Evaluar los efectos y la base mecanicista de una posible intervencién terapéutica
para disminuir los efectos del abuso del alcohol y la HTA en el dafio cardiaco.
Determinar si el tratamiento con FGF21 o Metrnl restaura o protege la funcidn cardiaca
en un modelo celular (cardiomiocitos) de hipertrofia cardiaca inducida por HTA y

modelos de raton descritos anteriormente.

Metodologia

1. Estudios en animales. Induciremos experimentalmente dafo cardiaco mediante

alcohol o hipertension en el ratdn deficiente para los genes FGF21 o Metrnl (generado
en colaboracién con MMRC) o sobreexpresion (por inyeccién de virus adenoasociados

AAV), por los siguientes métodos comunmente utilizados:

- Los ratones adultos seran sometidos a una dieta liquida con etanol isocalérico al 4%
(vol/vol) durante un periodo de 12 semanas para inducir dano cardiaco.
- La hipertension sera inducida por la infusidon de angiotensina-II (0,7 mg/kg/dia)

mediante la implantacidon subcutdnea de minibombas osméticas durante una semana.

2. Muestras humanas. Durante un periodo de 5 anos, los corazones de los sujetos

gue sufrieron muerte cerebral de origen traumatico o cerebrovascular se recolectaron
consecutivamente en el Hospital Clinic de Barcelona. Hubo 52 corazones de donantes
menores de 70 afios que no eran adecuados para el trasplante y estaban disponibles

para fines de estudio cientifico. De estos donantes, algunos sufrian alcoholismo y otros



hipertension. Ademas, 7 corazones de personas previamente sanas no eran aptos para
la implantacién debido a la falta de un receptor compatible o debido a tener un tamafio

insuficiente; estos donantes fueron tratados como sujetos de control.

2. Resultados

1) PAPEL DE FGF21 DURANTE LA CARDIOMIOPATIA INDUCIDA POR
HIPERTENSION

La expresion de FGF21 esta incrementada en el corazéon de pacientes
hipertensos.

Los niveles de la proteina FGF21 fueron significativamente mayores en el tejido
cardiaco de los donantes hipertensos, especialmente aquellos que desarrollaron
cardiomiopatia en comparacion con los corazones control (A, B). Los niveles de
proteina FGF21 en el miocardio se correlacionaron con el grado de hipertrofia de los

cardiomiocitos y fibrosis intersticial (C).
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La falta de FGF21 deteriora el remodelado cardiaco e incrementa la fibrosis en
la enfermedad cardiaca hipertensiva
Analizamos el impacto de la deficiencia de FGF21 en la morfologia cardiaca después de
1 semana de infusion de Angll en ratones wt y Fgf217-, Las mediciones por

ecocardiografia revelaron que tanto la fraccidon de eyeccién (EF) como la fraccién de



acortamiento (FS) se redujeron significativamente en los ratones FGF21” hipertensos,

lo que indica una disfuncion cardiaca clara en los ratones FGF217- hipertensos.
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El analisis de los corazones mediante la tincién tricrdmica de Masson mostré evidencias
de cierta fibrosis en ratones hipertensos wt, pero mostré un aumento significativo en

las areas fibréticas en los corazones de ratones Fgf217/- tras el tratamiento con AngII
en comparacidn con ratones hipertensos wt.
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FGF21 protege contra la fibrosis cardiaca
La induccion de fibrosis cardiaca en un modelo de ratdon mediante tratamiento con

isoproterenol (ISO) mostré como el tratamiento con FGF21 durante 7 dias protegia
frente al desarrollo de la fibrosis.
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2) PAPEL DE FGF21 DURANTE LA MIOCARDIOPATIA INDUCIDA POR EL
ALCOHOLISMO

La expresion de FGF21 esta incrementada en el corazéon de pacientes
alcohoélicos

Encontramos un aumento significativo de los niveles circulantes de FGF21 en pacientes
alcohdlicos frente a no alcohdlicos (A). Los donantes cardiacos alcohélicos mostraron
un aumento significativo en la tincién de FGF21 tanto en areas perinucleares como en
areas citoplasmaticas de cardiomiocitos (B). Finalmente, los niveles de proteina FGF21

en el miocardio se asociaron con el grado de hipertrofia de cardiomiocitos y fibrosis

intersticial.
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El estrés oxidativo se induce en pacientes alcohdlicos que desarrollan
cardiomiopatia y se asocia positivamente con los niveles de proteina FGF21 en
el miocardio
La peroxidacion lipidica en estos corazones se midid mediante la determinacidn de los
niveles de MDA como un indicador de estrés oxidativo. Los niveles de MDA aumentaron
significativamente en los corazones de los pacientes alcohdlicos (A). El analisis
posterior de la actividad del complejo mitocondrial IV indica una clara tendencia a
reducirse en el miocardio de los pacientes alcohdlicos con cardiomiopatia (B). El estrés
oxidativo frente a la actividad del complejo IV también se incrementé
significativamente en los corazones de los pacientes alcohdlicos cardiomiopaticos (C).

Finalmente, encontramos que el estrés oxidativo evaluado mediante los niveles de MDA



se asocio directa, positiva y significativamente con la expresién de FGF21 en el
miocardio (D).
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3) PAPEL DE LA PROTEINA METEORIN-LIKE (Metrnl) EN LA ENFERMEDAD
CARDIACA

Metrnl es un nuevo biomarcador prondstico para la insuficiencia cardiaca
humana

Examinamos el valor predictivo de Metrnl circulante en una gran cohorte de 446
pacientes con insuficiencia cardiaca (edad media: 66,7 afios [59-76 afios], 72,4%
hombres y mediana de fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo [FEVI] del 34,8%)
para evaluar el riesgo de mortalidad. En un analisis multivariable integral que incluyd
Metrnl, edad, sexo, FEVI, etiologia isquémica y la presencia de diabetes e hipertension,
solo Metrnl (HR 1,175 [IC 95% 1,009-1,369]; p = 0,038), edad (HR 1,055 [IC 95%:
1,039-1,071]; p < 0,001) y sexo (HR 0,690 [IC 95% 0,483-0,985); p = 0,041) fueron
predictores independientes de muerte por todas las causas. Curiosamente, solo la edad
(HR 1,05 [IC 95% 1,03-1,07]; p < 0,001), Metrnl (HR 1,12 [IC 95% 1,08-1,71];

p = 0,008) y la etiologia isquémica (HR 1,70 [IC 95% 1,10-2,65]; p = 0,018) fueron

predictores independientes de muerte cardiovascular.

Metrnl esta altamente expresada en el corazon y esta regulada por el estrés

cardiaco en ratones y humanos



Encontramos el nivel de expresion mas alto en el corazén, donde el nivel de ARNm de
Metrnl era mas alto que el encontrado en cualquier otro tejido, incluidos los que
anteriormente se consideraban fuentes de Metrnl, como el tejido adiposo y el
musculoesquelético (A). La induccidn de hipertrofia cardiaca en distintos modelos
experimentales en ratones basada en el tratamiento con el agente hipertréfico
isoproterenol (ISO), constriccién adrtica transversal (TAC) e hipertension inducida por
angiotensina II (AnglII) aumento significativamente los niveles de expresién de Metrnl

en el corazon del ratén (B).

Ademas, los niveles de expresién de Metrnl se indujeron significativamente en el
corazon de pacientes humanos que padecian insuficiencia cardiaca (C). El analisis
inmunohistoquimico revelé un aumento significativo en los niveles de proteina Metrnl
en pacientes afectados por distintos tipos de miocardiopatia (hipertensiva, valvular e
idiopatica) (D).

a Metrnl mRNA b Metrnl mRNA ¢ Metrnl mRNA (human)

25

N
o

*

* *

20

N
[}

15

1.0
05

o
3

05

Relative transcript levels
Relative transcript levels
o
Relative transcript levels

o

0.0

NSRS A X
Yo Q'
‘2‘0 @Y. \V‘ [ \§ Q N
d
Control (human) Cardiomyopathic 15 Metrnl levels (human)
hypertension (human)

P ISR X *

: L) ol =0.083

?f/ bl ‘ 10 * P

Relative Metrnl levels

CT ﬂ HT VAL ID
Non-CM CcM

La sobreexpresion cardiaca especifica de Metrnl previene el desarrollo de
hipertrofia cardiaca

La relacién HW/TL (indicativa del desarrollo de hipertrofia cardiaca) se redujo
significativamente en ratones en los que la expresion de Metrnl en el corazén habia
sido inducida por la inyeccién de AAV9-Metrnl (A). El examen histoldgico de las
secciones de LV y de septo (S) tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) confirmaron

que el CSA era significativamente menor en los ratones tratados con ISO inyectados



con AAV9-Metrnl que en los ratones tratados con ISO correspondientes inyectados con

el vector nulo AAV9 (B). Confirmamos la cardioproteccion por ecocardiografia.
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3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Este estudio ha evaluado el papel de las cardiomiocinas FGF21 y Metrnl en el dafio
cardiaco inducido por el alcoholismo y la hipertensién en un disefo coordinado con

muestras humanas y modelos animales experimentales.

A continuacion se detallan los principales hallazgos y su relevancia:

- Descubrimos que Metrnl es una nueva cardioquina que promete ser un nuevo agente
terapéutico para enfermedades cardiacas y también un nuevo biomarcador para el

prondstico en pacientes con insuficiencia cardiaca.

- FGF21 también aumenta en respuesta al proceso de remodelacién cardiaca frente a la
lesién por alcohol y a las cardiomiopatias hipertensivas. Este hecho permite considerar
el uso de esta cardioquina como un nuevo agente terapéutico en ensayos clinicos o

como nuevo biomarcador clinico para evaluar la gravedad de la cardiomiopatia.

- FGF21 se dirige directamente al corazén y lo protege de la enfermedad cardiaca
hipertensiva, que afecta especialmente el desarrollo de la fibrosis. Prevenir, o al menos
inhibir, la acumulacion de niveles patoldgicos de tejido fibrético en el miocardio es un
objetivo terapéutico importante. Los enfoques conceptuales actuales para las

intervenciones terapéuticas se centran en evitar e inhibir la fibrosis, por lo tanto,



proponemos Fgf21 como un agente antifibrético para el tratamiento de la enfermedad

cardiaca hipertensiva
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