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1. Resumen

La presencia de diabetes mellitus favorece el desarrollo de un tipo de cardiomiopatia
especifica que incrementa la incidencia de la mortalidad de origen cardiaco en
aquellos pacientes que la padecen. Esta cardiomiopatia, conocida como
cardiomiopatia diabética (CD), se caracteriza por la presencia de disfuncion
ventricular en ausencia de enfermedad coronaria arterial e hipertension. A pesar de la
incidencia negativa que la diabetes tiene sobre el corazén, actualmente no existe
ningun tratamiento farmacoldgico especifico para la CD. Por lo tanto, es
absolutamente necesario investigar los mecanismos moleculares subyacentes de esta
patologia para poder desarrollar nuevos farmacos que permitan su tratamiento.

Mas allad de sus efectos metabdlicos, numerosos estudios han sugerido que el receptor
nuclear PPARB/d (peroxisome proliferator-activated receptor B/d) actuaria como un
inhibidor integral de los diferentes mecanismos implicados en el desarrollo de la CD.
De acuerdo con ello, el objetivo principal de este proyecto de investigacién consistio
en estudiar los mecanismos mediante los cuales PPARB/d podria prevenir el desarrollo
de la CD. Para lograr este objetivo, se utilizaron ratones con expresion suprimida de
PPARPB/d tratados con estreptozotocina para inducir la diabetes. También se han
realizado estudios in vivo e in vitro para examinar si los agonistas activadores de
PPARB/d inhibian las vias de sefializacién implicadas en el desarrollo de la
enfermedad. Finalmente, se utilizaron muestras de corazén de pacientes diabéticos

para verificar el potencial de PPARB/3 en la prevenciéon de la CD.

2. Resultados

En primer lugar, se investigo si los ratones knockout (KO) PPARB/J tratados con
estreptozotocina (STZ) presentaban una aceleracién en el desarrollo de la CD. Para
alcanzar este objetivo, se indujo la diabetes mediante la administraciéon de STZ (50
mg por kg por dia™! por via IP, durante 5 dias consecutivos) a ratones macho control
(wild-type; WT) y KO PPARB/d de 12 semanas de edad. Los animales se sacrificaron 6

meses después del diagndstico de la diabetes.



La induccién de diabetes causaba una reduccién del peso del corazén, aunque esta
solo alcanzaba significacién estadistica en los ratones KO PPARB/d. De la misma
manera, el peso corporal de los ratones diabéticos, y especialmente de los KO
PPARPB/d diabéticos, era inferior al de los animales control (WT). Esto justificaria la
falta de cambios en la relacién HW/BW (peso del corazén/peso corporal), a pesar de
presentar una reduccién del peso cardiaco. Por el contrario, la relacion HW/TL (peso
del corazén/longitud de la tibia) si disminuia en los animales diabéticos,
particularmente en aquellos con expresion suprimida de PPARB/d (KO +STZ), hecho
gue indicaba la presencia de cierta atrofia cardiaca. Sin embargo, los analisis
histoldgicos realizados mediante la tincién de hematoxilina y eosina (H&E) no
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos con respecto al
tamafo de los cardiomiocitos, a pesar de que si existia una tendencia a disminuir su
tamafo en los ratones KO PPARB/d (+STZ) y WT diabéticos.

Los resultados de la ecocardiografia indicaban que las funciones diastdlica y sistdlica
no se modificaban entre los diferentes grupos de tratamiento, pero si sugerian la
presencia de cardiomiopatia dilatada incipiente en los ratones WT diabéticos y los
ratones KO PPARB/J, tanto diabéticos como no diabéticos, ya que se observaba un
aumento de LV-EDD y LV-ESD (diametro del ventriculo izquierdo al final de la didstole
y la sistole, respectivamente). También se observd un engrosamiento de la pared
posterior del ventriculo izquierdo al final de la diastole (PWTd) y la sistole (PWTs), y
del grosor del septo interventricular al final de la didstole (IVSd) y la sistole (IVSS) en
ratones KO PPARB/d no diabéticos, y en comparacion con el resto de grupos. En
conjunto, estos datos sugerian un cierto engrosamiento de la pared cardiaca en
ratones KO PPARB/3, mientras que la induccion de diabetes con STZ provocaba un
adelgazamiento de la pared, acompanado de una dilatacién de la cdmara,
especialmente en los animales KO PPARB/d. Por otro lado, y de acuerdo con los datos
obtenidos con respecto al area de la valvula adrtica (Ao VTI, aortic velocity time
integral) y Ao PV (aortic peak velocity), los ratones KO PPARB/d desarrollaban
estenosis adrtica, hecho que era mucho mas evidente en los ratones KO diabéticos.
En un estudio morfométrico realizado en el Hospital Universitario Valdecilla por
investigadores participantes en este proyecto también se demostré que los animales
KO PPARPB/d diabéticos presentaban una remodelacion cardiaca mas agresiva que los

animales WT diabéticos, con un mayor engrosamiento parietal y el deterioro de la



funcion sistdélica longitudinal, tras provocar sobrecarga de presidn mediante

constriccion del arco aértico (TAC; figura 1).

- diabetic WT - diabetic PPARDP/3-KO
07 0.05 6
T 5
E 06 = 004 =
2 . g 3" %
0.5 0.03
2 3
0.4 r r r 0.02 v v v 2 v v v
0 1 2 0 1 2 0 1 2
Follow-up time (weeks) Follow-up time (weeks) Follow-up time (weeks)

Figura 1. Evolucién de los parametros ecocardiograficos 2 semanas después de realizar la TAC en animales
diabéticos WT y KO PPARB/d. MAPSE: mitral annular plane systolic excursion; PWTI: grosor de la pared
posterior normalizada por la masa corporal; LVMI: masa ventricular izquierda normalizada por la masa
corporal.

*P<0,05y **P<0,01 frente a WT STZ.

Posteriormente se investigo si estos cambios funcionales cardiacos se correspondian
con una remodelacién estructural del corazén. Mediante la tincién tricromica de
Masson se demostrd que los ratones WT y KO diabéticos, igual que los KO PPARB/J,
desarrollaban, en comparacion con el grupo control (WT), fibrosis cardiaca intensa y
una desorganizacidn fibrilar en las zonas intersticial y perivascular (figura 2). Estos
datos sugerian también que el aumento de fibrosis en el miocardio no justificaba per

se los cambios funcionales cardiacos observados en los ratones KO PPARB/J, descritos

anteriormente.
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Figura 2. Tincidn tricromica de Masson (izquierda) y cuantificacidon del area de colageno (derecha) en el
corazon de ratones macho WT o KO PPARB/d, 6 meses después del diagndstico de la diabetes.

*P<0,05y **P<0,01 frente a WT control; &P<0,05 frente a KO control; #P<0,05 frente a WT STZ.



A continuacion, y para confirmar el papel de PPARB/J, se investigd si la activacion de
este receptor nuclear prevenia el desarrollo de la CD en el mismo modelo de diabetes.
Asi, se indujo la diabetes por administracidon de STZ en ratones macho C57BL/6 de 12
semanas de edad y, una vez diagnosticada la diabetes, se comenzd el tratamiento
con una dieta suplementada con el agonista de PPARB/d GW0742 (+GW) o sin este
(control), de forma que cada animal recibiera una dosis aproximada de 1 mg por kg

por dia! durante 16 semanas.

El tratamiento con GW0742 previno total o parcialmente la reduccion del peso
corporal, el peso del corazén y las relaciones HW/BW y HW/TL en los animales
diabéticos (STZ +GW), con respecto a los animales diabéticos no tratados (STZ). Sin
embargo, ninguno de estos parametros se modifico tras tratar con GW0742 los
animales no diabéticos (Ct +GW), y en comparacion con el grupo control (Ct o WT).
El tratamiento con GW0742 tampoco provocd cambios significativos en los
parametros ecocardiograficos en ninguno de los grupos analizados, fueran diabéticos
0 no. Mediante la tincién H&E se observé que GW0742 prevenia parcialmente la
disminucién del tamafo de los cardiomiocitos inducida por STZ y, mas destacable
aun, la tincion tricrémica de Masson demostrd que este agonista revertia de manera

importante la fibrosis que desarrollaban los ratones diabéticos (STZ +GW; figura 3).
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Figura 3. Tincidn tricromica de Masson (izquierda) y cuantificacidon del area de colageno (derecha) en el
corazén de ratones machos control (Ct o WT) o diabéticos (STZ) tratados con GW0742 (+GW) o sin este
durante 16 semanas a partir del diagndstico de la diabetes.

***xp<0,001 frente a CT; &&&P<0,001 frente a STZ.

Posteriormente se inicio el estudio de los mecanismos moleculares mediante los
cuales PPARB/d regulaba el desarrollo de esta patologia. Mediante analisis de RT-PCR
en tiempo real se determind la expresidén génica de distintos marcadores moleculares
(figura 4). La induccion de diabetes con STZ incrementaba la expresion de

marcadores de inflamacion (MCP-1, IL-10, galectina 3/LGALS3) en el corazén, hecho



que se potenciaba en los animales KO PPARB/d (KO y KO +STZ). Este aumento de la
inflamacion no era debido a la infiltracién de macrdéfagos, pues la expresién de
marcadores de infiltracion (F4/80, CD68) no se modificaba. La STZ (grupos STZ y KO
+STZ), y en menor medida la supresion PPARB/d (grupo KO), también inducia la
expresion de TREM-1, un receptor implicado en la amplificacién de la respuesta
inmunoldgica innata y el reclutamiento de células inflamatorias tras un infarto de
miocardio. También se observd un incremento en la expresidon de la expresién de
CHOP, un marcador de apoptosis, en animales diabéticos inducidos con STZ,
especialmente en el grupo con expresion suprimida de PPARB/3 (KO +STZ). De
acuerdo con lo que se habia observado en los analisis histoldgicos, la induccién de
diabetes provocaba el incremento de la expresion génica de marcadores de fibrosis
cardiaca (MMP9, colageno de tipo I1a y CTGF). Este incremento se veia claramente
potenciado en el ratones KO PPARB/d diabéticos (KO +STZ), aunque los animales KO

PPARPB/d no diabéticos también presentaban un aumento de la fibrosis cardiaca.
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Figura 4. Analisis de expresion génica en muestras de corazén de ratones macho WT o KO PPARB/J, 6
meses después del diagndstico de la diabetes. Se muestra la expresion génica de marcadores de
inflamacién (A), estrés del reticulo endoplasmatico, apoptosis (B) y fibrosis (C).

*P<0,05; **P<0,01 y ***P<0,001 frente a WT control; &P<0,05 frente a KO control; ###P<0,001 frente
a WT STZ.



En consonancia con los resultados anteriores, se observd también que la respuesta
proinflamatoria y profibrética observada después de inducir la diabetes con STZ era
prevenida, total o parcialmente, mediante el tratamiento con el agonista de PPAR[B/d
GWO0742 (figura 5).
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Figura 5. Analisis de expresion génica en muestras de corazon de ratones macho control (Ct) o diabéticos
(STZ) tratados en presencia (+GW) o ausencia del agonista de PPARB/d GW0742 durante 16 semanas a
partir del diagnéstico de la diabetes.

*P<0,05y **P<0,01 frente a CT.

A continuacion, se investigo si la activacion de PPARB/d también prevenia el
desarrollo de la cardiomiopatia diabética en cultivos celulares in vitro. Para investigar
el efecto de la hiperglucemia y de PPARB/d sobre las células cardiacas in vitro se
utilizd la linea de células musculares cardiacas de ratéon HL-1, que se expusieron a
concentraciones bajas (control; 5,5 mmol/L) o altas (hiperglucemia, G30; 30 mmol/L)
de glucosa, durante 72 horas. También se trataron con GW0742 (1 umol/L) para
corroborar los resultados obtenidos in vivo. Como se puede observar en la figura 6, la
hiperglucemia (G30) inducia la expresién de marcadores proinflamatorios (IL-6, MCP-
1), profibréticos (MMP9, TGF-B, colageno de tipo I1a) y proapoptéticos (CHOP). De
acuerdo con ello, la hiperglucemia también reducia en estas células los niveles de
IxBa, una proteina inhibidora del importante factor de transcripcion proinflamatorio
NF-xB (figura 7). La adicién de GW0742 al medio 24 horas antes de la exposicidon a la

hiperglucemia prevenia la mayoria de estos cambios.
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Figura 6. Analisis de la expresién génica en muestras de células HL-1 tratadas con glucosa basal
(5,5 mmol/L) o hiperglucemia (G30; 30 mmol/L), y en presencia o ausencia de GW0742 (GW).

*P<0,05 y **P<0,01 frente a CT; &P<0,05, &&P<0,01 y &&&P<0,001 frente a G30.
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Figura 7. Anadlisis por Western blot de los niveles proteicos de IxBa en muestras procedentes de células
HL-1 tratadas con glucosa basal (5,5 mmol/L) o hiperglucemia (G30; 30 mmol/L), y en presencia o
ausencia de GW0742 (GW).

*P<0,05y **P<0,01 frente a CT.

Para confirmar los resultados in vitro también se inicid una serie de experimentos con
cardiomiocitos humanos derivados de células madre pluripotenciales inducidas

(iPSCs), los cuales confirmaron que la adicién de GW0742 al medio 24 horas antes de
exponer las células a elevadas concentraciones de glucosa evitaba el incremento de la

inflamacion inducida por hiperglucemia.

Los estudios del Hospital Universitario Valdecilla se realizaron con biopsias del
ventriculo izquierdo de pacientes con estenosis adrtica diabéticos (n = 23) y no
diabéticos (n = 48), obtenidas antes de su trasplante y después de realizarles una

ecocardiografia. No se apreciaron diferencias significativas en la expresién génica de



PPARPB/d entre los pacientes diabéticos y los normoglucémicos, ni tampoco en
diferentes marcadores de fibrosis (colageno de tipos I y III, fibronectina 1, TGF-B) o
hipertrofia cardiaca (B-MHC). Sin embargo, los analisis de correlacién y regresién
demostraron que, en los pacientes con estenosis adrtica normoglucémicos, PPARB/d
se correlacionaba negativamente con la masa ventricular izquierda normalizada
(LVMI; figura 8).

AS Diabetic AS Normoglycemic
250 250
— — .2
<20 . . ° guof, ZFe
3150 S t 5150 ]
= ol 2 B
= 100 . L I} = 100 o
3 % 5 W% r-o30
0.0 05 10 15 00 05 10 15
PPARB/S (MRNA RE) PPARB/5 (MRNA RE)
100 100
= 80 . °° o, = 80 0% o .'
o L] o .
L R S ey = oof TR
Yo S, W o o
2 * r=023 2 r=-021

0.0 05 10 15 0.0 05 10 15
PPARB/5 (MRNA RE) PPARB/5 (MRNA RE)

Figura 8. Relacion entre la expresién de PPARB/d y algunos parametros ecocardiograficos. LVMI: masa
ventricular izquierda normalizada por la superficie corporal. LVEF: fraccién de eyeccién ventricular
izquierda.

Durante este proyecto, y relacionado con los estudios anteriores, también se ha
investigado el papel de la deacetilasa Sirt3 (sirtuina 3) en la fibrosis y la inflamacion
gue se producen durante algunas patologias cardiacas, como por ejemplo la CD. En
este estudio observamos como los ratones con expresiéon suprimida (KO) de SIRT3
presentaban fibrosis cardiaca e inflamacion, acompanadas de un aumento de la
actividad del factor de transcripcién proinflamatorio y profibrético FOS/AP-1. Esto se
confirmd in vitro mediante estudios de sobreexpresion de SIRT3 en cardiomiocitos
neonatales de rata y en cardiomiocitos humanos AC16 (figura 9), en los que se
demostrd que SIRT3 prevenia parcialmente la respuesta proinflamatoria y profibroética

inducida por la citocina TNF-o, en un proceso dependiente de la via FOS/AP-1.

Nuestros resultados también indicaban que este efecto era debido a que SIRT3 inhibia
la transcripcidn de FOS mediante la deacetilacidon especifica de la histona H3 en
residuos lisina K27 de su promotor (figura 10). En conjunto, estos datos subrayan el

papel importante que tiene SIRT3 en la regulacion de las respuestas profibréticas y



proinflamatorias en células cardiacas mediante la modulacién de la via FOS/AP-1 vy,

dado que la fibrosis y la inflamacién son cruciales en la progresion de la CD, sugieren

que la activacion de SIRT3 podria ser una nueva diana terapéutica muy interesante.
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Figura 9. Analisis de la expresion génica de diferentes marcadores de inflamacién (A) y fibrosis (D) en
muestras procedentes de células cardiacas humanas AC16 transfectadas con plasmidos para sobreexpresar
Sirt3 (SIRT3) o un gen control (LacZ), y en presencia o ausencia del estimulo proinflamatorio TNF-a (TNF).
B. Analisis por Western blot de los niveles proteicos de FOS en fracciones de proteina citoplasmatica y
nuclear. C. Ensayo de actividad de unién al ADN (EMSA) de AP-1, en las mismas muestras. E. Coeficiente
de correlacion lineal de Pearson entre la expresion génica de SIRT3 y FOS en muestras de tejido de
miocardio ventricular izquierdo obtenido de pacientes humanos.

*P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 frente a LacZ; #P<0,05, ##P<0,01 y ###P<0,001 frente a LacZ +

TNF-a.
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Figura 10. SIRT3 atenua la sefalizacién de la via FOS/AP-1 mediante la deacetilacion de residuos de lisina K27 en histona 3 (H3).
Ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) para determinar los niveles de histona H3 acetilada en residuos lisina K27 del
promotor de FOS en células cardiacas humanas AC16 transfectadas con plasmidos para sobreexpresar Sirt3 (SIRT3) o el gen control
(LacZ) (A), o siRNA control o Sirt3 (B) para silenciar la expresion de este gen in vitro.

*P<0,05, **P<0,01y ***P<0,001 frente a LacZ (A) o siRNA control (B).

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La activaciéon del receptor nuclear PPARB/3 ha sido propuesta como una diana
terapéutica para el tratamiento de las enfermedades cardiacas. A pesar de ello, se
tiene un conocimiento limitado de los mecanismos mediante los cuales los activadores
de este receptor podrian ser Utiles para el tratamiento de estas patologias. Los
resultados de este proyecto financiado por La Maraté de TV3 demuestran que la
activacion de PPARB/3 mejora la cardiomiopatia diabética en un modelo animal,
fundamentalmente gracias a la reduccion del proceso inflamatorio y la fibrosis.
Asimismo, los resultados obtenidos por el grupo de Santander nos han permitido
profundizar en la posible relacién entre PPARB/J y los mecanismos responsables del
desarrollo de la cardiomiopatia diabética en los pacientes que sufren esta
enfermedad. En conjunto, nuestros resultados confirman que PPAR[/0 es una
potencial diana para tratar la cardiomiopatia diabética, una enfermedad para la que
todavia no existen tratamientos farmacoldgicos especificos. Aunque actualmente no
hay farmacos agonistas de PPARB/d comercializados, se prevé que proximamente
salga al mercado elafibranor, un agonista de PPARa y PPARB/d, para el tratamiento de
la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Una vez se comercialice este farmaco, sera
mas facil estudiar sus efectos para otras indicaciones terapéuticas, como es el caso,
por ejemplo, de la cardiomiopatia diabética. Cabe mencionar que la NASH también se
caracteriza por la presencia de inflamacion y fibrosis, igual que sucede durante la
cardiomiopatia diabética. Este hecho hace pensar que, si elafibranor reduce estos
procesos y mejora esta enfermedad hepatica, no se puede descartar que la activaciéon
de PPARB/d en el corazéon pudiera mejorar la cardiomiopatia diabética en humanos

reduciendo estos procesos, tal como hemos demostrado previamente en ratones.
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Evidentemente, deberan realizarse ensayos clinicos para confirmar esta posibilidad,
pero, en cualquier caso, pensamos que este proyecto ha establecido los mecanismos
moleculares de los posibles efectos beneficiosos de los activadores de PPARB/d en el

tratamiento de la cardiomiopatia diabética.

4. Bibliografia cientifica generada

Grupo de la Facultad de Farmacia y Ciencias de la Alimentacidén, Universitat

de Barcelona, Barcelona

Publicaciones

Rodriguez-Calvo et al.

Small heterodimer partner (SHP) contributes to insulin resistance in cardiomyocytes.
Biochim. Biophys. Acta. 2017, 1862: 541-551.

Palomer et al.

Emerging Actors in Diabetic Cardiomyopathy: Heartbreaker Biomarkers or
Therapeutic Targets?

Trends Pharmacol Sci. 2018, 39(5): 452-467.

Palomer et al.
PPARB/O: A key therapeutic target in metabolic disorders.
Int J. Mol. Sci. 2018, 19: 913-926.

Palomer et al.

SIRT3-mediated inhibition of FOS through histone H3 deacetylation prevents cardiac
fibrosis and inflammation.

Signal Transduct. Target. Ther. En prensa, DOI: 10.1038/s41392-020-0114-1.

Comunicaciones en congressos
Xavier Palomer et al.

Targeting PPARbeta/delta to prevent diabetic cardiomyopathy progression in mice.

12



CIBERDEM Meeting. Hotel Campus, Universitat Autbnoma de Barcelona, Cerdanyola
del Valles, 23-25 de mayo de 2018.

Grupo del Hospital Universitario Valdecilla, Santander

Seleccion de publicaciones

Merino et al.

Experimental modelling of cardiac pressure overload hypertrophy: Modified technique
for precise, reproducible, safe and easy aortic arch banding/debanding in mice.

Sci Rep. 2018, 16; 8(1): 3167. doi: 10.1038/s41598-018-21548-x.

Canes et al.

Neuron-derived orphan receptor-1 modulates cardiac gene expression and
exacerbates angiotensin II-induced cardiac hypertrophy.

Clinical Science. 2020, 134: 359-377.

Seleccion de comunicaciones en congresos

Exposito et al.

Role of cytokines of the TGF beta family in the atrial structural remodelling underlying
atrial fibrillation in aortic stenosis patients.

Frontiers in Cardiovascular Biology, Fifth Congress of the European Society of
Cardiology Council on Basic Cardiovascular Science, Viena, Austria.

Pdster.

Cardiovascular Research. Supplements 2018;114: S34.

Exposito et al.

Desregulacion de la expresion de las citocinas de la superfamilia TGF-B y remodelado
patoldgico pro-fibrético auricular en pacientes con estenosis adrtica que desarrollan
fibrilacion auricular.

SEC 2018 - Congreso de las Enfermedades Cardiovasculares. Sevilla, 25-27 de
octubre de 2018.

Pdster.

Rev Esp Cardiol. 2018, 71 Supl 1: 572.

13



Exposito et al.
Relacion entre el remodelado estructural auricular y el desarrollo de fibrilacion

auricular postoperatoria. SEC 2018 - Congreso de las Enfermedades Cardiovasculares.
Sevilla, 25-27 de octubre de 2018.

Péster.
Rev Esp Cardiol. 2018:71 Supl 1: 738.

14



