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ABREVIATURAS
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FRCV: Factores de riesgo cardiovascular.
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1.1 Epidemiologia de la Diabetes Mellitus tipo 2

En las ultimas décadas, la prevalencia de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y
sus complicaciones se han visto incrementadas de forma global a pesar del
desarrollo de nuevos farmacos anti-hiperglucemiantes. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la tasa mundial de adultos con
Diabetes Mellitus (DM) es superior a 425 millones, habiéndose producido un
incremento global en la prevalencia del 4.7% en 1980 al 8.5% en 2014 (1).

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estima que 1 de cada 11
adultos con edades comprendidas entre los 20-79 afios padece DM2 (2), lo que
la convierte en uno de los problemas sanitarios mas importantes en los ultimos
afos, tanto por la prevalencia y coste sanitario de la enfermedad en si, como por
sus complicaciones, y muertes prematuras que provoca (3).

La elevacion persistente y mantenida de la glucemia produce lesiones en
multiples tejidos, siendo los mas vulnerables los vasos de la retina, rifiones y
nervios periféricos, lo que se conoce como microangiopatia diabética. A su vez,
produce un incremento del riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) por
afectacion macrovascular o macroangiopatia diabética, caracterizada por
afectacion cerebrovascular, enfermedad coronaria y enfermedad vascular
periférica (EVP). La ECV puede aparecer de forma aislada o asociada a otros
factores de riesgo cardiovascular (FRCV), muy prevalentes en este tipo de
pacientes (4), como hipertension arterial (HTA), dislipemia (DLP) y obesidad,
entre otros. La presencia en un mismo paciente de DM2 y ECV incrementa el
riesgo de muerte, siendo la ECV la principal causa de morbimortalidad en este

colectivo (5). De tal forma que el riesgo de ECV en las personas con DM2 es
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entre 2 y 8 veces superior al de la poblacion general, siendo ésta la causa de
muerte en un 50-80% de los casos (6).

Estas complicaciones cardiovasculares (CV) pueden estar presentes previo
al diagnostico de DM, en prediabetes, suponiendo ya una disminucion de la
esperanza de vida, discapacidad y altos costes econdémicos.

Se sabe que, la DM acelera por si misma el proceso de arteriosclerosis
(AE). Para su caracterizacion, se ha descrito la presencia de AE en DM
comparandola con sujetos control de similar edad y sexo no DM, evidenciandose
gue en pacientes con DM evolucionada, sin complicaciones asociadas ni otros
FRCV, existe un valor del grosor intima-media (GIM) carotideo correspondiente
al de sujetos 10 afios mayores, presencia un 18% superior de placa de ateroma
carotidea y un aumento en la rigidez arterial, todos ellos parametros predictores
de ECV (5).

En varones la prevalencia de ECV es superior a la de las mujeres, pero
esta diferencia entre sexos desaparece cuando hablamos de personas con DM.
El riesgo de ECV en DM es mayor en el sexo femenino comparando ambos
sexos con su poblacién de referencia sin DM (5).

En los paises desarrollados, la DM esta entre la cuarta y octava causa de
muerte, siendo en Espafia la tercera causa en mujeres y la séptima en varones.
En Europa, las tasas de defuncion rondan las 7,9 defunciones por 100.000
personas/afno (3). Las causas de mortalidad son la ECV, en el 70% de los casos,
seguida de la propia DM, cancer y neumonia.

En Espafa, segun el estudio Di@betes (principal estudio epidemiologico
poblacional de DM realizado en nuestro pais), la prevalencia en poblacién adulta

de DM2 es del 13.8%, un 14.8% presenta prediabetes o alteracion del
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metabolismo de la glucosa (caracterizado por glucemia basal alterada (GBA) o
intolerancia a los hidratos de carbono (IHC)) y del 6% de DM ignorada o no
diagnosticada (7).

Se estima que en los proximos afios la prevalencia de DM2 presentara
cifras epidémicas en todo el mundo (6,8), incrementandose del 8% al 10% (9), lo
gue ascenderia a mas de 640 millones de diabéticos en el mundo (2).

La prevalencia de la DM2 es variable en las distintas poblaciones, tanto en
un mismo pais como a nivel mundial, siendo diferentes las causas que lo
justifican (10), como el grado de urbanizacion y desarrollo de la poblacion, la
longevidad, dieta, ejercicio, la nutricion en el ambiente fetal-neonatal, factores
raciales y antecedentes familiares, entre otros (3,11).

Es de especial mencion el aumento en el nimero de los diagnésticos de
prediabetes y DM2 a edades mas precoces, en nifios, adolescentes y adultos
jovenes. Se estima que ha habido un incremento del 31% en la prevalencia de
DM2 en el intervalo de edad comprendido entre 10 y 19 afios (9), y del 87.1% en
el diagnostico de IHC mediante sobrecarga oral de glucosa (SOG), aumentando
del 7% al 13.1 % (8). Asimismo, ha aumentado el nimero de pacientes jévenes
con diagndstico de enfermedades consideradas de alto riesgo cardiovascular
(RCV) Yy, por tanto, mayor riesgo de complicaciones a edades mas precoces (12).

El incremento de la DM2 en Espafa y Europa (13) se puede justificar por
varios factores. En primer lugar, el cambio en los criterios diagnésticos de DM2
en 1999 por la OMS. Se decide bajar el punto de corte del valor de GBA para el
diagnoéstico de superior o igual a 140 mg/dl en dos determinaciones, a ser
diagnéstica con dos determinaciones superiores 0 iguales a 126 mg/dl,

manteniendo el criterio diagnostico tras SOG >200 mg/dl inalterado (6). En
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segundo lugar, el envejecimiento de la poblacion por un aumento de la
esperanza de vida y descenso de la natalidad, por lo que, siendo la edad uno de
los principales factores de riesgo para el desarrollo de la DM2, se justifica en
parte este incremento. También hay que destacar la disminucién de la mortalidad
en los pacientes con DM, gracias a terapias intensivas tanto para la enfermedad
en si, como para los FRCV y complicaciones asociadas a ésta, lo que justifica
un aumento en la esperanza de vida y del nimero total de pacientes diabéticos,
aunqgue la esperanza de vida global de estos pacientes esté disminuida respecto
a los no diabéticos a igualdad de edad y sexo (1). En Espafia existe una
tendencia descendente en las tasas de defuncién, aunque en niumeros absolutos
las defunciones hayan aumentado de forma global (3). En el estudio Framingham
se mostré una reduccién en los eventos CV en DM del 50% en el periodo de
tiempo comprendido en los afios 1977-1995, respecto a 1950-1966 (14). Por
altimo, otras causas que justifiquen este aumento de prevalencia son las cifras
de sobrepeso y obesidad en la poblacion (2), siendo el exceso de peso junto a
la edad avanzada, los principales factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad (11).

En cuanto a los costes, se calcula que el consumo por la DM supone un 4-
14% del gasto sanitario total en paises occidentales, siendo el consumo de
recursos de un diabético entre 2 y 6 veces superior respecto al paciente con
enfermedad cronica, sin DM a igualdad de edad y sexo (3).

El estudio SECCAID (15) (Spain estimated cost Ciberdem-Cabimer in
Diabetes), cuyo objetivo fue estudiar los costes directos de la DM y sus
complicaciones en Espafa, mostro que, los gastos hospitalarios supusieron un

total de 1.934 millones de euros (33% sobre el coste total), siendo las
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complicaciones cronicas y los costes de las altas no relacionadas directamente
con la DM, los principales motivos de este gasto, con 924 millones de euros (16%
sobre total DM) y 568 millones (10% sobre total DM) respectivamente. El
tratamiento de las complicaciones agudas y cronicas supuso 995 millones de
euros (17% sobre total), siendo el mayor gasto asociado a la ECV (521 millones
de euros) y la EVP (127 millones de euros), un 52% y 13% respectivamente del
total de este coste. El gasto farmacoldgico supuso un total 2.232 millones de
euros (38% sobre total DM). En cuanto al gasto por la atencion médica, el
generado en Atencion Primaria (AP) ascendié a 1.643 millones de euros (28%
total DM), suponiendo el mayor coste el generado por las visitas al médico de
AP (618 millones de euros; 11% sobre total DM), comparado con las visitas al
especialista (unos 418 millones de euros; 7% sobre total DM) (Figura 1).

Por tanto, los recursos econémicos de la DM para el Sistema Nacional de
Salud (SNS) ascendieron a 5.809 millones de euros, equivalente al 8,2% del
gasto sanitario total. Si tuviéramos en cuenta el infra diagnéstico de la DM, el
coste de la DM podria ascender a 8.787 millones de euros (12,5% del gasto
sanitario) (Figura 2).

La detecciébn precoz de la prediabetes y DM puede beneficiar la
implementacion de medidas terapéuticas precoces, evitar la progresion y

complicaciones (7), junto a una mejora en el control de la glucemia (5).
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B(Costes parciales B Costes totales
Categorias coste DM

Costes hospitalarios I 1934 (33%)
Complicaciones agudas M 71 (1%)
Complicaciones crénicas GG 24 (16%)
Altas no relacionadas con DM IS 563 (10%)
Otros N 371 (6%)
Costes farmacoldgicos I 2232 (38%)
Farmacos antidiabéticos NN 361 (15%)
Otros farmacos no... I 1371 (24%)
Costes AP I— 1643 (28%)
Visitas médico AP I 618 (11%)
Visitas enfermeria AP NN 267 (5%)
Visitas especialista I 418 (7%)
Otros NN 340 (6%)

0 500 1000 1500 2000 2500

Millones de euros

Figura 2. Costes directos relacionados con la diabetes mellitus y sus complicaciones (% sobre el total).
Estudio SECCAID. C Crespoy col.
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Figura 1. Impacto de la DM en el gasto sanitario global espafiol. Millones de euros (% sobre el total). DM:
diabetes mellitus. a) Considerando prevalencia diagnosticada DM2 7,8%, 90% de la prevalencia total
diagnosticada de DM. b) Considerando prevalencia. Estudio SECCAID. C Crespo y col.
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1.2 Diabetes y enfermedad cardiovascular

La enfermedad arteriosclerdtica es la responsable de la elevada
morbimortalidad en la DM. Un 80% de los DM moriran por esta causa y hasta en
un 75% de las hospitalizaciones por DM2 el motivo estara relacionado con las
complicaciones CV (16).

La relacién entre la DM y la ECV ha generado gran controversia en las
ltimas décadas con respecto a su equivalente de RCV. A partir de los resultados
evidenciados por Haffner, que mostré que las personas con DM sin infarto de
miocardio (IM) previo tenian un riesgo similar de cardiopatia coronaria que las
personas sin DM con IM (17), el National Cholesterol Education Program-Adult
Treatment Panel Ill (NCEP-ATP IIl) propuso a la DM como un equivalente de
riesgo coronario (16); pero Bulugahapitiya, en un metaanalisis posterior, no
apoyo0 esta hipétesis, evidenciando que la DM por si sola no es un equivalente
de cardiopatia coronaria, por lo que en la practica clinica habitual, debemos
establecer el RCV individual en funcién de escalas de riesgo y FRCV (18). El
tratamiento de los FRCV es un pilar fundamental para el control de ECV, pero
los factores de riesgo tradicionales por si mismos no explican el incremento de
riesgo vascular en la DM2.

La insuficiencia cardiaca (IC) y la DM2 son dos enfermedades crénicas que
pueden presentarse de forma simultdnea en un mismo paciente incluso en el
momento del diagnostico o durante su evolucién clinica. El riesgo de padecer
DM2 o IC aumenta de forma directamente proporcional con la edad y, el padecer
una de estas patologias, DM2 o IC, aumenta a su vez la probabilidad de padecer

la otra entidad.
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El estudio Framingham plasmé esta conexion entre la DM y la IC,
mostrando que la DM predispone a IC, multiplicando el riesgo de aparicion de
ésta entre 2 y 8 veces (19). El riesgo de IC esta relacionado con las cifras de
glucemia y con la resistencia a la insulina (RI), aumentando el desarrollo de IC
un 8% por cada 1% de deterioro en cifras de hemoglobina glicosilada (HbA1c),
independientemente de las comorbilidades asociadas. Se ha mostrado que el
descenso de 1% en la HbAlc se asocia con una disminucion del riesgo de IC del
16% (20). Sin embargo, no se ha demostrado de manera fehaciente que la
disminucién de los niveles de glucemia reduzca las tasas de episodios CV y
muerte (21), aunque es de esperar un descenso en la incidencia de éstos con la
mejora del control glucémico a largo plazo (22).

Respecto a la estimacion del RCV, autores espafioles han estudiado el
riesgo de episodios coronarios (EC) mediante diferentes sistemas de estimacion
y poder asi predecir la aparicion de las complicaciones. Con el estimador de
riesgo Framingham-REGICOR (23,24), la probabilidad de EC a 10 afios fue de
entre el 5,6 y el 15% en los varones, y de entre el 6 y el 10% en las mujeres. Con
el UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study, estudio prospectivo
sobre diabetes realizado en Reino Unido), estimador especifico para la DM, en
varones habia un riesgo de EC a 10 afios de entre el 19 y el 38%, mientras que
oscilaba entre el 11y el 28% en las mujeres (25). Por altimo, al utilizar el SCORE
(Systematic Coronary Risk Evaluation, indice de valoracion de riesgo
cardiovascular global) para predecir el riesgo de mortalidad por EC a 10 afos,
se evidencidé que en las mujeres era de un 2%, en comparacién con el 4% en los

varones (26). Por tanto, para la prevencion de las complicaciones vasculares, es
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esencial el control de la glucemia y el diagnostico y tratamiento de las
comorbilidades, especialmente los FRCV en los pacientes con ECV establecida.

Una causa del mal prondstico en la DM, con o sin cardiopatia isquémica
(CI), es la mayor prevalencia de disfuncion ventricular e IC (27). En este sentido,
la prevalencia de la IC en DM2 es del 12%, variando las cifras en funcién no sélo
del estudio analizado, sino también de la edad y sexo, oscilando entre un 10 y
30%, siendo mas frecuente a mayor edad y en el sexo femenino (28). Por el
contrario, la prevalencia de DM2 en pacientes con IC alcanza el 30%,
independientemente del tipo de IC, insuficiencia cardiaca con fraccion de
eyeccion preservada (ICFEp) o reducida (ICFEr). Este porcentaje se incrementa
al 40% en pacientes hospitalizados por IC (28). La incidencia de debut de DM2
en pacientes con IC también es superior, con una disminucion del riesgo con el
tratamiento convencional de la IC. A su vez, la coexistencia de DM2 en la IC se
ha relacionado con un empeoramiento de la clase funcional NYHA (Clasificacion
funcional de la New York Heart Association), independientemente de la fraccion
de eyeccion (FE) (29,30).

El IM en la poblacion diabética es la complicacién CV mas frecuente (31) y
supone una mortalidad 2-3 veces superior respecto a los no DM, debido a una
elevada mortalidad intrahospitalaria por IC izquierda, shock cardiogénico y
alteraciones de la conduccion (32), lo que convierte a la DM como factor de
riesgo independiente para la aparicién de disfuncién ventricular, probablemente
a través de la presencia de la miocardiopatia (MCP) especifica de la diabetes
(33,34). La disfuncién sistdlica del ventriculo izquierdo (V1) también puede ser
una caracteristica precoz de la disfunciéon miocardica diabética (33). Se estima

qgue entre el 16 y el 75% de las personas con DM2 tienen disfuncion diastélica o
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sistdlica, o ambas. La evolucion desde la disfuncion miocardica subclinica a la
IC clinica evoluciona en afos, y se ha sugerido que esta disfuncién miocardica
subyacente puede explicar, al menos en parte, el peor prondstico de la ECV en
DM2. Aunque la disfuncién miocardica puede aparecer en sujetos sanos con
DM2, con frecuencia coexiste con comorbilidades, como miocardiopatia
diabética (MCD), EC, HTA, obesidad, DLP, disfuncion plaquetaria y neuropatia
autonomica cardiaca, determinando el pronéstico.

La disfuncion endotelial (DE) aparece precozmente en la evolucion natural
de la DM, existiendo evidencia de la presencia de marcadores de DE elevados
afios antes de su manifestacion clinica (35). Con lo comentado hasta ahora,
podemos concluir que, el hecho de padecer DM, aumenta el riesgo de ECV, dafio
endotelial y MCD, pero mas aun cuando se afiaden FRCV, principalmente la
HTA, cuya prevalencia en DM se duplica respecto a los no diabéticos vy, si esta
fuera de objetivo de control, duplica a su vez el riesgo de EC y acelera la
progresion de enfermedad renal cronica (ERC), marcador de riesgo de ECV e IC
(36-38).

Por ultimo, el accidente cerebrovascular (ACV), con una incidencia de entre
2.5-3.5 veces mayor en DM respecto a no DM, es consecuencia de la afectacion
de la arteria cardtida y/o de los vasos intracraneales, siendo la DM factor de
riesgo independiente para su desarrollo, con un riesgo incrementado de 1.37 por
cada 1% de empeoramiento de HbAlc, siendo ésta la segunda causa de muerte
en DM tras la afectacién miocéardica (31).

Pese a los avances tanto en el tratamiento de la ECV como en la DM, la

mortalidad de los pacientes diabéticos no se ha reducido respecto a los no
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diabéticos. Los pacientes DM2 que desarrollan IC tienen entre 10 y 12 veces
mas riesgo de muerte que aquellos que no desarrollan la IC (29).

Sabiendo que en pacientes con IC, la DM2 se asocia de forma
independiente con un aumento del riesgo de muerte por cualquier causa (HR
1.28) y muerte de causa CV (HR 1.34) y de hospitalizaciéon (HR 1.41) (29), los
nuevos farmacos para la DM2, los inhibidores del receptor SGLT2 (i-SGLT2),
abren una nueva puerta para el manejo de la enfermedad, dado su alentador
beneficio en cuanto a disminucién del RCV e IC. Es por ello que surge el interés
en conocer cuales son los posibles mecanismos asociados a la disminucién del

RCV en el paciente tratado con esta nueva diana terapéutica.

1.3 Miocardiopatia diabética

La IC acontece aproximadamente en 1 de cada 5 pacientes diabéticos
entorno a los 65 afios. Ambas patologias conllevan un peor pronéstico, con una
mediana de supervivencia de unos 4 afios. Existen una gran cantidad de estudios
epidemioldgicos que evalluan la relacion entre la IC y la DM. El Framingham
Heart Study muestra esta relacion, siendo la IC entre dos y cinco veces mas
frecuente en varones y mujeres con DM, respectivamente, frente a no diabéticos.
En cuanto a poblacién con IC, existe una prevalencia de DM superior al 44%,
frente a la prevalencia de DM en poblacion general sin IC del 10%
aproximadamente (39).

No se ha demostrado que el descenso glucémico por si mismo sea capaz
de disminuir los ingresos por IC y, hasta ahora, ningun farmaco anti
hiperglucemiante habia demostrado disminuir el nimero de ingresos por esta

causa. Sin embargo, los i-SGLT2 han demostrado un descenso en la tasa de
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ingresos hospitalarios por IC, por un mecanismo no demostrado hasta este
momento, pero clinicamente relevante (40).

Desde hace afios se conoce la relacion entre la DM y la IC, siendo descrita
por primera vez en 1881 por Leyden. Posteriormente, en 1954, Lundbaek fue el
primero en describir especificamente la MCD como entidad clinica frecuente en
ancianos diabéticos (41). Rubler, en 1972 (42), demostrd, en estudios post
mortem, la asociacion de la MCD con la DM en pacientes diabéticos sin EC, con
IC e ICFER, en presencia de complicaciones microvasculares (43).

Desde los inicios del conocimiento de esta entidad hasta la actualidad se
han sucedido diferentes definiciones de MCD, sin tener aun una definicion
universalmente aceptada para su descripcién. La mayoria se fundamentan en
criterios clinicos, siendo requisito para el diagnéstico la ausencia de otras
enfermedades, tales como EC o HTA, siendo ambas altamente prevalentes en
el paciente diabético. Otras, en cambio, se basan en criterios fisiopatoldgicos,
como fibrosis intersticial o hipertrofia ventricular (44). En el afio 2018, la Sociedad
Europea de Cardiologia (SEC) afirma que “no hay definicion de miocardiopatia
diabética”, plasmando como definicion mas extendida la “disfuncién miocardica
gue ocurre en ausencia de otras enfermedades cardiovasculares” (29). Siendo
esto poco realista y dada la alta prevalencia de ECV en la DM, muchos autores
la definen como “aquellas alteraciones cardiacas que no se explican por otras
enfermedades cardiovasculares y que pueden ser atribuidas a la diabetes” (45).
Esta falta de consenso hace dificil conocer la verdadera prevalencia de la
enfermedad.

En cuanto a la fisiopatologia, existe una relacion estrecha entre la IC y la

DM, influyendo deletéramente ambas entre si (44). Pese a que la etiologia de la
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DM Tipo 1 (DM1) y DM2 difieren por completo, se caracterizan por
hiperglucemia, ya sea por ausencia de insulina en la DM1 o por resistencia a
ésta en DM2 (46), contribuyendo a la disfuncién miocéardica. La DM causa un
aumento absoluto o relativo en la masa y espesor del VI, independientemente de
la obesidad o patologias asociadas. Inicialmente existe un periodo subclinico con
modificaciones estructurales y funcionales que conllevan fibrosis y disminucion
en la relajacion del VI, permaneciendo la mayoria de pacientes asintomaticos en
fases precoces y, progresivamente, se manifiesta la clinica de IC (47).
Inicialmente, la MCD se describié con fenotipo de ICFER pero, cada vez
mas autores, como Seferovic, describen la presencia de 2 fenotipos
independientes, la ICFEP e ICFER, que surgen como resultado de diferentes
mecanismos responsables del remodelado cardiaco, restrictivo y dilatado. No
obstante, se desconoce qué factores determinan cada uno de los tipos (44),
siendo a nivel estructural, completamente distintos. En ambos fenotipos va a
tener lugar la afectacion de la microvasculatura coronaria, aumento de radicales

libres, inflamacion y la fibrosis.
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En el fenotipo restrictivo/ICFEP el VI esta hipertrofiado y rigido. Presenta
cardiomiocitos hipertrofiados, con un aumento del depdésito de colageno, que
produce fibrosis reactiva y elevada tensién de reposo, pero con con estructura
sarcomeérica normal, siendo caracteristica la DE en la microvasculatura
coronaria. La DE sera la causante del aumento de la rigidez del cardiomiocito y
de la reduccién de la distensibilidad por su papel en el remodelado cardiaco y
por la disminucién de la disponibilidad del 6xido nitrico (ON).

Sin embargo, el fenotipo dilatado/ICFER se caracteriza por la pérdida de
cardiomiocitos por isquemia o toxicidad, produciéndose estrés oxidativo (EO) por
hipoxia tisular. En este fenotipo encontramos un VI dilatado, con areas con
pérdida de cardiomiocitos, alteracion en su estructura sarcomérica y fibrosis de

reemplazo, depdsito de colageno entre los cardiomiocitos (44).

MIOCARDIOPATIA
DIABETICA

Resistencia a la insulina +
hiperglucemia

B
- = explicada por enfermedad
&% coronaria o HTA

% FENOTIPOS =2 #&:
CARDIOPATIA % CARDIOPATIA

Insuficiencia cardiaca no

DILATADA RESTRICTIVA
Cambios metabdlicos Disfunciéon microvascular
Lipotoxicidad Apoptosis

Estrés oxidativo Necrosis

Figura 3. Mecanismos de remodelado cardiaco en los fenotipos
restrictivo y dilatado de la MCD. Adaptado de Saldarriaga-Giraldo y
Col.

Con lo comentado hasta ahora, se evidencia que existen mudltiples
mecanismos que van a ser determinantes en esta disfuncion miocéardica y

endotelial, aunque la patogenia no esta claramente definida. Durante las
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primeras etapas de la DM, se produce un cambio metabdlico en la oxidacion de
los sustratos energéticos, que finalmente es ineficiente, produciendo
glucoxicidad celular, lipotoxicidad celular y disfuncion mitocondrial, con un
aumento de los radicales libres, EO, inflamacién y una respuesta que induce el
remodelado cardiaco y fibrosis. Dada la complejidad de la fisiopatologia y las
diferentes vias implicadas en el desarrollo de la MCD, vamos a describir los

mecanismos mas relevantes en esta entidad.

CARDIOMIOPATIA DIABETICA

Alteracion sefializacion insulina /
Disfuncién mitocondrial /

T Estrés oxidativo

/ Sy Inflamacidn
Lipotoxicidad \ : ;s
Apoptosis/necrosis
Aumento oxidacion AGL

/ : \ Autofagia
Alteracién homeostasis CaZ* / \

s iARN
Alteracion eje RAA m

Fibrosis Epigenética

AGEs Estrés Reticulo Sarcoplasmico

Figura 4. Representacion esquematica de los multiples mecanismos potenciales que han sido implicados
en la fisiopatologia de la miocardiopatia diabética. AGL: acidos grasos libres. RAA: Renina-Angiotensina-
Aldosterona. AGEs: Productos finales de glicacion avanzada. miARN: micro ARN no codificantes. Adaptado
de Bugger Hy Col.
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Figura 5. Desarrollo y progresion de la miocardiopatia diabética. La resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia aumentan los trastornos metabdlicos sistémicos, activan el SNS (Sistema Nervioso
Simpatico), el eje Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAA), lo que general estrés oxidativo inmediato,
disfuncion mitocondrial, estrés del reticulo sarcoplasmico y alteraciéon de la homeostasis del calcio. Estos
efectos resultan en fibrosis cardiaca, hipertrofia, muerte de cardiomiocitos, disfuncién de la microcirculacion
coronaria y eventualmente insuficiencia cardiaca. Ademas, estos cambios fisiopatolégicos en los
cardiomiocitos subyacen a los factores de riesgo de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, lo que puede
resultar en un circulo vicioso. Adaptado de Hu Xy Col.

1.3.1 Alteraciones en la estructura miocardica

La DM causa cambios estructurales como fibrosis e hipertrofia miocéardica.
Estos procesos inicialmente son mecanismos adaptativos, manteniéndose los
pacientes asintomaticos, pero progresivamente evoluciona a disfuncién
miocardica, pudiendo aparecer entonces los sintomas clinicos de IC. Algunos
autores consideran que un control metabdlico estricto es beneficioso para evitar
la disfunciébn miocardica pero, a medida que evoluciona la enfermedad, estas
alteraciones parecen ser irreversibles, no considerandose por ello el control
glucémico un factor determinante para reducir el RCV en la MCD (48).

La fibrosis cardiaca es un hallazgo caracteristico en el corazon diabético.

La presencia de fibrosis en muestras de miocardio humano esta ampliamente
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aceptado, apareciendo tanto a nivel de ventriculo derecho (VD) como VI, e
implica la acumulacion de colageno tipo | (Col. I) y tipo Il (Col. 1lI), por
diferenciacion de los fibroblastos para aumentar su sintesis (47,49). La deteccion
precoz de fibrosis cardiaca es fundamental para poder realizar una intervencion
terapéutica eficaz. La hipertrofia inducida por la DM produce un aumento en la
masa ventricular, grosor de la pared del ventriculo y rigidez diastdlica.
Comparando pacientes no diabéticos con hipertrofia de VI (HVI), respecto a
pacientes diabéticos con HVI, éstos ultimos presentan una disfuncion diastélica
ventricular mas grave que los no DM (48).

El aumento en la rigidez del cardiomiocito es, en parte, debido también a
una sefalizacién anormal de la insulina, con una disminucion de la expresion del
transportador de glucosa GLUT4 en la membrana plasmatica, lo que conlleva
una disminucién de captacion de glucosa, disminucién de la actividad de la
bomba Ca?* y de la entrada de Ca?* al reticulo sarcoplasmico, aumentando éste
a nivel intracelular (44) y una disminucion en la sintesis de ON a través de la
oxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) estimulada por insulina. Estas
alteraciones producen el aumento de la rigidez miocardica y alteracion de la
relajacion, ambas manifestaciones cardinales en la MCD (50). La hiperglucemia,
Rl y EO pueden producir hipertrofia del cardiomiocito por incremento en la
expresion de genes, como el receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1) y por estimulo de otras vias de sefializacion como la quinasa
regulada por sefal extracelular (Erk1/2) y la del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)

(50,51).
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1.3.2 Alteracién en la homeostasis del calcio

Los niveles de Ca?* citosélico regulan el metabolismo celular, la contraccion
muscular y la sefializacion celular. En el acoplamiento excitacion-contraccién
cardiaca, el Ca?* entra al citoplasma a través de los canales L-Ca?* tras la
despolarizaciéon del sarcolema, lo que desencadena la liberacién del Ca?* del
reticulo sarcopldsmico, mediado por los receptores de rianodina (RyR),
altamente susceptibles al EO (47).

Durante la relajacién cardiaca, el Ca?* vuelve al reticulo sarcoplasmico vy el
resto de Ca?* es bombeado por el intercambiador Na*/Ca?* del sarcolema al
exterior celular (49). Sin embargo, en la MCD hay una disfuncién en los
transportadores, por lo que la entrada de Ca?* esta alterada, produciéndose un
aumento en el potencial de accion, que prolonga el tiempo de relajacién
diastolica (50).

Tanto en DM como en IC existe una disminucion del Ca?* del reticulo
sarcoplasmico, disfuncion contractil y reduccion de actividad de los complejos
actina-miosina-troponina por una sobreexpresion de la quinasa |l calcio-
modulina dependiente (CaMKIl) (49).

La alteracion en las sefales metabdlicas de la insulina produce una
disminucién en la sintesis del ON por la eNOS y como consecuencia, una menor
captacion de Ca?* por el reticulo sarcoplasmico y un aumento a nivel
citoplasmatico, lo que contribuye en la disminucién de la relajacion miocardica y

aumento en la rigidez (47).
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Figura 6. Flujo del Ca?* en el cardiomiocito. Captacion en el Tubulo-T, el Ca?* entra al
citoplasma a través de los canales L-Ca?* tras la despolarizacién del sarcolema, lo que
desencadena la liberacion del Ca?* del reticulo sarcoplasmico, mediado por los
receptores de rianodina. Difusion a través del espacio citosélico para alcanzar las
proteinas contractiles. Al unirse a la troponina C, se desencadena el deslizamiento de
filamentos delgados y gruesos y la contraccion miocardica. Ca®* regresa a los niveles
diastolicos por la activacion de la bomba SERCA?2a. La flecha negra indica la regulacion
descendente de transportadores/intercambiadores especificos en la miocardiopatia
diabética. Figura obtenida y adaptada de Falcao-Pires y Col.

1.3.3 Sustratos energéticos miocardicos y resistencia a lainsulina

Las vias de sefalizacion de insulina a nivel miocardico median la
homeostasis celular a través del control de la sintesis proteica, utilizacion de
sustrato y supervivencia celular (49). El transporte y captacion de glucosa en el
tejido cardiaco esta mediado principalmente por GLUTA4.

La insulina se une a su receptor y éste recluta y fosforila principalmente dos

proteinas adaptadoras: proteina del receptor soluble de la insulina (IRS) y la
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proteina del gen SHC (Shc), ambas implicadas en activar cascadas de
sefalizacion intracelular (52). Una de las vias mediadas por IRS es la del
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K/Akt), relacionada con la activacion y la regulacion
de procesos metabdlicos como el transporte de glucosa y la sintesis de
glucogeno, proteinas y lipidos. En las vias mediadas por Shc, la activacion de la
via de las cinasas activadas por mitdgeno (MAPK), regula funciones

proliferativas y de crecimiento celular.

RECEPTOR DE

GLUCOSA w% INSULINA / IGF-1

.N,.mnmnmummammm\.
‘i

C3GLErK 3
Gk ® )
: p
P
P
"’Pﬁ;}
PTEN
p— v
TRANSPORTE e D — T4
DE GLUCOSA ¥ e i M.k
O 37—
(-——-Akl |PK( P Gab-1 P

MAP inasa
117(1“ I’P1 (.sm

ME'I'AB()LISM() Dh LA CRECIMIENTO bXP'Rl:Sl()N
CELULARY GENICA

(iLUCS)SA.‘ :Sl{\ljl'ESIS DE  IFERENCIACION
GLUCOGENO.,
LIPIDOS Y PROTEINAS
EXPRESION GENICA

Figura 7. Vias de sefializacion de la insulina. Adaptado de Saltiel y Col.

Al activarse IRS-PI3K/Akt, se estimula la translocacion de GLUT4 a la
membrana celular, produciéndose un aumento en la captacion de glucosa.
Ademas, la sefalizacion de la insulina promueve la activacion de eNOS y ON
necesario para proporcionar un flujo vascular y poder mantener una funcion

miocardica 6ptima (50).
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La reduccién del receptor de insulina IRS-1/2 disminuye la produccion de
adenosin trifosfato (ATP) en el cardiomiocito, produciendo un deterioro en el
metabolismo cardiaco, causando fibrosis e IC. La disminucion en la sefalizacion
PI3K/Akt y de la expresion y translocacion de GLUT4 en el masculo ventricular
de pacientes DM2 se ha descrito en biopsias de estudios post mortem (50).

La RI produce un incremento de la lipdlisis, lipogénesis y gluconeogénesis
hepatica con el objetivo de aportar combustible al cardiomiocito pero, al
presentar éste RI, la disminucion de la actividad IRS-PI3K/Akt lleva a una
disminucién de la oxidacion de sustrato energético y lipo/glucotoxicidad, asi
como a la disminucién de la disponibilidad del ON y generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROSs) (44).

Como consecuencia, deterioro de la funcion contractil, incremento del EO,
inflamacion, fibrosis e hipertrofia miocardica, deterioro de la contractilidad y
desarrollo de eventos isquémicos e IC (53,54).

En situacién de hipoxia, como puede ser en el contexto de la isquemia
cardiaca, aumenta la translocacion de transportadores de glucosa miocardicos
que, junto al aumento de la actividad AMPK, incrementan la captacion y
utilizaciéon de glucosa como fuel energético (55).

La glucosa es el principal sustrato metabdlico en situacion de hipoxia
tisular, debido a que la produccion de ATP, mediante la conversion de glucosa a
lactato, es independiente de la presencia de oxigeno (Oz2), similar a lo que ocurre
en situaciones de isquemia miocardica. En el miocardio sano el cambio
metabodlico de oxidacion de grasa a glucosa se produce rapidamente para
responder a las demandas energéticas (ejercicio, isquemia...), pero no ocurre

asi en el contexto de la MCD (56), en la que encontramos una alteracion de los
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mecanismos compensadores, con un empeoramiento de la disfuncion
miocardica tras estos eventos de aumento de las demandas energéticas, por no
poder realizar este “switch metabdlico” de forma eficiente (54,55).

El miocardio sano oxida en un 70% AGL y en un 30% glucosa pero es
metabdlicamente muy flexible, pudiendo adaptarse a la disponibilidad de los
diferentes sustratos y utilizar como fuel energético lactato, piruvato, glicerol o -
hidroxibutirato durante periodos de ayuno (50).

Una de las vias metabdlicas que lo permiten es el ciclo de Randle, siendo
el factor determinante para la utilizacion de un sustrato en el corazén la
disponibilidad de glucosa: niveles elevados en sangre disminuyen la tasa de
oxidacion de AGL y viceversa (44). En la IC esta deteriorado el procesamiento
de la energia a nivel mitocondrial y, pese a disponer de cifras elevadas de AGL
y glucosa, éstos no pueden ser metabolizados, se acumulan en el citosol y
producen gluco vy lipotoxicidad, metabolitos intermedios y alteracién en las vias
de sefalizacion (34).

En situacion de hiperglucemia, Rl e hipertrigliceridemia, hay una
disminucién de oxidacion de glucosa por disminucién del GLUT4, produciéndose
un cambio hacia la oxidacién de AGL (50) por un aumento en la expresion del
receptor CD36 y alteracion sefalizacion PI3K/Akt (51), lo que conlleva pérdida
de la flexibilidad metabdlica, oxidacién deletérea y lipotoxicidad (43).
Secundariamente, una disminucion de expresién de los transportadores de
glucosa GLUT1 y sobre todo GLUT4, con un aumento en la expresion del
receptor nuclear activado por proliferador de peroxisomas alfa (PPAR-a), que

incrementa la RI, mayor utilizacion de AGL frente a la glucosa, favoreciendo el

- 40 -



desacoplamiento mitocondrial e incrementando los requerimientos de Oz por

cada molécula de ATP generada (44,49).

Figura 8. La Rl y la DM2 conllevan una funcién metabdlica deletérea en el cardiomiocito. En DM2, la
expresion de PPARa y PGC-1a cardiacos aumenta, lo que mejora la transcripcion de proteinas que
controlan la absorcion y oxidacion de acidos grasos libres, por aumento del CD36. La glucosa es un sustrato
mas eficiente que los acidos grasos libres, pero en este contexto se produce un cambio metabdlico cardiaco
de glucosa a acidos grasos, lo que disminuye la eficiencia cardiaca. PPARa: receptor activador por
proliferador de peroxisomas-a; PGC-1a, coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador
de peroxisomas; ROS, especies reactivas de oxigeno. Imagen obtenida de Jia G y Col.

1.3.4 Disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo

La disfuncién mitocondrial es base en el desarrollo del EO y se considera
epicentro de la CMD (57).

El término EROs incluye tanto a los radicales libres como el radical hidroxilo
(OH), el radical superéxido (O%) o como al perdxido de hidrégeno (H202). La
sintesis de EROs ocurre de forma fisiol6gica, siendo el desequilibrio entre

formacién y destruccién el causante del EO.
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Los mecanismos por los que se va a producir el aumento de EROs son
multiples, entre ellos, el desacoplamiento en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, aumento en la funcion y expresion de diferentes vias
enzimaticas (Proteina cinasa C (PKC), hexosamina, nicotinamida-adenina
dinucleotido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), xantina oxidasa, y lipooxigenasas
12/15), la disfuncién de la eNOS vy la interaccidn entre los productos finales de
glicacion avanzada y su receptor (AGE-RAGES), relacionados todos ellos entre
si (58).

A nivel mitocondrial, el funcionamiento en la cadena de transporte de
electrones esta directamente relacionado con la concentracion intracelular de
glucosa. En situacion de hiperglucemia se produce una saturacion de este
sistema, que produce una transferencia de electrones a moléculas de oxigeno,
formando radicales libres O%, que puede ser transformado por el superéxido
dismutasa (SOD) a H202 y a OH, lo que produce el dafio mitocondrial y la
formacion de poros en la membrana de la mitocondria.

La fosforilacion oxidativa mitocondrial proporciona el 90% de la produccion
intracelular de ATP en los cardiomiocitos, pero en DM2 las mitocondrias cambian
la oxidacion de glucosa por AGL para la produccion de ATP. Este cambio
metabdlico conlleva una mayor produccion de EROs mitocondrial y disfuncion en
la fosforilizacion oxidativa. Ademas, la alteracion en el intercambio de Ca?* en la
cadena respiratoria, empeora la disfuncion y conlleva muerte mitocondrial
(49,59).

En la mitocondria, los EROs son producto del metabolismo del Oz en los
complejos | y 1l de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (60). En

condiciones fisioldgicas, el gradiente de protones se utiliza para la sintesis de
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ATP. Pero, en situaciones de hiperglucemia, la Rl aumenta el flujo de NADH y
dinucledtido de adenina y flavina (FAD) por la cadena respiratoria; es decir, un
aumento del EO y EROs, lo que produce una hiperpolarizacion en la membrana,
inhibicion del transporte de electrones y mutaciones proteicas (60,61). Esta
mayor produccion de EROs es causante de la disfuncion metabdlica, muerte
celular y alteracion funcional miocardica, produciendo dafio intermediario a nivel
de sintesis de proteinas (como colageno y fibronectina), fosfolipidos y ADN

nuclear, entre otros (49,62).

1.3.5 Disfuncion endotelial

Pese a que la MCD se define clasicamente en el contexto de ausencia de
EC, habitualmente se relacionan entre si. La alteracion de la regulacion en la
microvasculatura coronaria altera el flujo sanguineo coronario, perfusion
miocardica, la funcién ventricular y como consecuencia de ello, se producen los
eventos CV.

Furchgott y Zawadzki describieron, en 1980, la existencia de un factor
derivado del endotelio con capacidad vasorrelajante, el ON, cuya produccién
tiene lugar mediante la conversion de L-Arginina en L-Citrulina, catalizada por la
enzima eNOS y considerado en la actualidad el compuesto vasodilatador mas
importante del organismo (35). La alteracion en la bioactividad del ON parece un
factor clave en la disfuncion endotelial y fisiopatologia de la DM (63).

El correcto funcionamiento del sistema endotelial depende de la sintesis de
eNOS mediante la 6xido nitrico sintasa (NOS). Existen 3 isoformas de NOS:
oxido nitrico sintasa (eNOS), 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y 6xido nitrico

sintasa neuronal (NNOS). Para que esto ocurra, es necesario el acoplamiento
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entre eNOS y su sustrato L- Arginina, utillizando como cofactor la
Tetrahidrobiopterina (BH4) para la sintesis de ON (64). BH4 es sintetizado por la
enzima Guanosina Trifosfato Ciclohidrolasa | (GCH1) primera enzima limitante
de este proceso. Bajo condiciones de EO, BH4 es transformado a 7,8
dihidrobiopterina (BH2), promoviendo el desacoplamiento de la eNOS vy la
sintesis de O%, en lugar de ON (58).

Brownlee y col., en el afio 2001, expusieron una teoria “unificada” sobre los
mecanismos que producen EO y dafio endotelial en la DM. Establecioé que la
hiperglucemia lleva a un incremento en la produccién de O% mitocondrial en la
cadena de transporte de electrones, a través de 4 vias distintas (65): el aumento
de la via de los polioles, la cual fue una de las primeras hipétesis relacionadas
con el dafo vascular en la DM (66), la sobreproduccion de los AGEs, la
activacion de la PKC, y la activacion de la via de la hexosamina (63).

Aumento de la via de los polioles o sorbitol

La via del sorbitol esta involucrada en la degradacion de la glucosa hacia
sorbitol y fructosa (67), produciéndose una secuencia de 2 reacciones en las que
intervienen la enzimas aldosa reductasa, que requiere NADPH como coenzima
para reducir la glucosa a sorbitol y la sorbitol deshidrogenasa, que produce la
oxidacion del sorbitol a fructosa y utiliza como coenzima el NAD. Las causas por
la que puede producir dafio tisular en DM son, la deplecion del NADPH
intracelular; el incremento de la concentracién de fructosa y la acumulacion del
sorbitol (68).

La captacion de glucosa celular tiene gran afinidad por la glucokinasa, que
produce su fosforilacion, pero el 5% de la glucosa no es fosforilada y sera

metabolizada por la via de los polioles. En hiperglucemia mantenida, este
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porcentaje se incrementa por 4-5 veces (67), lo que produce una disminucion de
la concentracion de NADPH, molécula requerida para mantener el estado redox
intracelular. Las enzimas antioxidantes catalasa y glutation reductasa tienen
como cofactor enzimatico al NADPH, por lo que su déficit provocaria la inhibicion
de las enzimas antioxidantes, un descenso en la concentracion intracelular de
glutation reducido (GSH) y un aumento en los niveles de H202y sus productos
de oxidacion (69).

La fructosa intracelular puede ser utilizada en la ruta glucolitica como
frutosa-6-fosfato o como fructosa-1-fosfato, sin embargo, en la DM la enzima
necesaria, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) esta disminuida,
por lo que en este contexto de sobreproduccién se produce su acumulo y
toxicidad.

Sobreproduccion de productos finales de la glicacibn avanzada e

interaccidn con su receptor.

La hiperglucemia crénica lleva a la unidon no enzimatica de los carbohidratos
con lipidos y proteinas, en un proceso conocido como glicacion. Estos lipidos y
proteinas alterados pueden unirse al receptor de membrana de AGEs, RAGE,
presente en la membrana de células endoteliales y macréfagos. Esta unién
desencadena una reaccion en cascada que va a producir EROs y citoquinas pro-
inflamatorias.

La produccion de los precursores de AGE a nivel intracelular va a generar
células dafiadas mediante tres mecanismos. En primer lugar, la modificacion de
las proteinas a nivel intracelular en los AGEs va a hacer que puedan verse
alteradas las funciones de esa proteina. En segundo lugar, la modificacion de la

matriz extracelular de los AGEs va a hacer que se modifiquen las interacciones
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con otros componentes de la matriz por alteracion en sus receptores. En tercer
lugar, la presencia de metilglioxal intracelular, subproducto de la glicdlisis,
aumenta la expresion del receptor R-AGE y sus ligandos (70). A nivel miocéardico
el metilglioxal, en el paciente con DM, reacciona principalmente mediante dos
receptores, por un lado, RyR y con la ATPasa de Ca?" del reticulo
endo/sarcoplasmatico 2a (SERCA2a), ambos relacionados con el intercambio
ionico de calcio a nivel intracelular y en reticulo sarcoplasmico, respectivamente.
Por tanto, el aumento de AGE y su union AGE-RAGE a nivel miocardico, va a
producir una contraccién miocardica deletérea, con evolucion a disfuncién
miocardica tipica de la CMD (70).

Aumento de la Proteina Kinasa C

Las PKC son una familia de isoenzimas que son activadas por el
diacilglicerol (DAG), compuesto que se eleva en el interior de células expuestas
a hiperglucemia, debido a la elevacion de los metabolitos NADH por la via de los
polioles y la acumulacion de fructosa. No todas las isoformas PKC tienen la
misma reaccion frente a la hiperglucemia. Asi, la isoforma PKC delta es la que
parece estimular el EO mediado por la activacién de la enzima NADPH oxidasa
(67,68). A su vez, las isoformas PKC pueden ser activadas, en ausencia de DAG,
por EROs (70).

Activacion de la via de la hexosamina

La acumulacion de fructosa estimula la actividad de la via de las
hexosaminas. La O N-acetil-B-D-glucosamina-glicosilacion u O-GlcNacilacion
(O-GlIcNac), requerida en esta ruta metabdlica, produce a su vez inhibicion de

eNOS. La elevacion cronica de la O-GlcNac, también se ha relacionado con el
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deterioro de la contractilidad miocardica por inhibicion de la funcion de la

SERCA2 y CaMKII (70).

1.3.6 Mecanismos epigenéticos

Existen estudios, que se comentaran de forma detallada en el tratamiento
de la DM2, que muestran reduccion del riesgo de ECV y muerte mediante el
control intensivo de la glucemia. De ello se dedujo que, si el control intensivo de
la glucemia se realiza precozmente en las etapas iniciales de la enfermedad, las
complicaciones de la DM pueden prevenirse, incluso después de abandonar el
control intensivo. Sin embargo, una vez establecida la hiperglucemia, la
evolucion del dafio en érganos diana es inevitable. Este fendbmeno de estrés
vascular persistente, incluso en estado de euglucemia, es conocido como
"memoria metabdlica” y puede relacionarse con las alteraciones epigenéticas
inducidas por DM. Estos mecanismos epigenéticos pueden desempefiar un
papel importante en el desarrollo de CMD, particularmente para la memoria
metabdlica, tales como acetilacion de histonas, metilacion del ADN vy
desregulacion de particulas de ARN no codificantes (miARNS) (49).

El estado de hiperglucemia, la inflamacion y el EO son capaces de
modificar la expresion génica por mecanismos epigenéticos para iniciar los
cambios patogénicos en las células y 6rganos diana (48). La MCD se asocia con
una mayor expresion de miARNs. Los miARNs controlan la expresion
transcripcional y postranscripcional génica y regulan la funcion mitocondrial, la
produccion de EROs, y fibrosis, mecanismos relacionados con la remodelacién

y fibrosis miocérdica, produccién de MCD y progresién a IC (46).
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Figura 9. Tabla resumen de la fisiopatologia en la CMD. VEGF: Factor de crecimiento endotelio vascular.
PDH: Piruvato deshidrogenasa. PKC: Proteina Cinasa C. Adaptado de Falcao-Pires y Col.

1.4 Tratamiento farmacoldgico de la Diabetes Mellitus

Dada la alta prevalencia de ECV y muerte por esta causa en la DM, la
deteccion temprana y tratamiento precoz, en prediabetes y DM, es de vital
importancia para prevenir la progresion de la ECV (71).

Tras el hallazgo de que ciertos farmacos antihiperglucemiantes pudieran
asociarse a eventos CV adversos, actualmente es necesario demostrar
seguridad CV de todas las nuevas dianas terapéuticas en DM2 antes de su
lanzamiento al mercado. Ha sido en estos estudios en los que una nueva
molécula, los i-SGLT2, han demostrado beneficio a nivel CV.

En el ensayo clinico EMPAREG (21) se muestran los efectos de
Empaglifozina (EMPA), inhibidor de la reabsorcion renal de glucosa, frente a

placebo, sobre la morbimortalidad en pacientes con DM2 de alto RCV. Los
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pacientes del grupo de EMPA mostraron una reduccion significativa en la muerte
por causa CV, riesgo significativamente menor de muerte por cualquier causa, y
disminucién en la hospitalizacion por IC respecto al grupo control, con una
diferencia no tan significativa en cuanto a HbAlc en ambos grupos al finalizar el
estudio (72), resultados no esperables previamente a su inicio y, se dedujo, que
los beneficios a nivel CV podrian ser multidimensionales (72), implicando
cambios tanto a nivel CV, renal, como efectos sobre la glucemia, HTA, peso y
adiposidad.

Dada la relacién entre la IC y la DM, la prevencion de la IC podria ser a su
vez sinénimo de prevencion de DM y Rl y viceversa. Hasta ahora, el objetivo de
tratamiento era mejorar la glucemia sin agravar la retencion de fluidos, ni
incrementar peso y sin aumentar el riesgo CV. Ahora, nuevas dianas
terapéuticas nos permiten abordar estas entidades clinicas de forma conjunta
(39); por ello los estandares de tratamiento de la DM han dado un gran giro.
Vamos a hacer un repaso de los estudios de seguridad CV presentes hasta el

momento y de las diferentes dianas terapéuticas para la DM.

1.4.1 Ensayos clinicos en Diabetes Mellitus y seguridad cardiovascular

En cuanto a objetivos de tratamiento, el primero que se establecid, a partir
de los resultados en DM1 del estudio Diabetes Control and Complications
Trial/Epidemiology of Diabetes Intervention and Complications (DCCT/EDIC), fue
el tratamiento intensivo de la DM para la prevencion de eventos macro y
microvasculares, hipotesis no tan aceptada en la actualidad. Por ello, a dia de
hoy, hay que establecer el tratamiento y los objetivos de control de forma

individualizada en funcién del perfil del paciente.
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El DCCT/EDIC demostro que, en DM1, el control intensivo de la glucemia
redujo la tasa de cualquier evento CV en un 42% vy la de IM, ictus o muerte CV

en un 57%, con respecto al tratamiento convencional (73).

1.4.1.1 DCCT: The Diabetes Control and Complications Trial (74-76).

Este estudio, realizado entre 1983 y 1993, se realiz6 con la intencion de
demostrar que, mantener los niveles de glucosa “lo mas cerca posible de lo
normal” (definido por HbAlc del 6%) es decir, control intensivo de la diabetes
frente al tratamiento convencional, podia retrasar el inicio y la progresion de
nefropatia, neuropatia y retinopatia diabética.

El DCCT incluyé a 1,441 voluntarios, entre 13 y 39 afios con DM1
diagnosticada al menos 1 afio previo al inicio, pero no mas de 15 afios de
evolucion. El principal resultado evaluado fue la retinopatia diabética. Los
resultados obtenidos mostraron que el control intensivo producia una reduccion
del 76% del riesgo de retinopatia, del 50% de nefropatia y del 60% de

polineuropatia diabética.

1.4.1.2 EDIC: Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications
(75,76).

Una vez finalizado DCCT en 1993, se mantuvo el seguimiento de mas del
90% de los participantes, lo que supone este estudio EDIC, de seguimiento del
DCCT. En él se evaluaron la incidencia y los predictores de eventos CV como
IM, ACV o cirugia cardiaca y las complicaciones microvasculares comparando el

control intensivo con el control estandar. El control intensivo de la glucemia
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redujo el riesgo de ECV de cualquier causa en un 42% y de IM no fatal, ACV o

muerte por causas CV en un 57%.

1.4.1.3 UKPDS: UK Prospective Diabetes Study (UKPDS)(77-79)

Ensayo prospectivo, iniciado en 1977 en DM2, que mostroé que el control
intensivo de la DM, definido como glucemia basal de 108 mg/dl y HbAlc media
de 7% con tratamiento con sulfonilurea y/o insulina, frente a tratamiento
convencional, estaba asociado a una disminucion de las complicaciones
microvasculares (retinopatia y nefropatia diabética). El objetivo inicial del estudio
era determinar si el control exaustivo reducia el riesgo de complicaciones
microvasculares y/o macrovasculares y si existia algun tratamiento que pudiera
ser ventajoso.

Los resultados del UKPDS se podrian resumir en una reduccion del riesgo
de complicaciones microvasculares del 25% con terapia intensiva de tratamiento,
con una relacion directa entre la disminucion de la glucemia y las complicaciones
microvasculares, produciéndose un descenso del 35% del riesgo por cada punto
de reduccién de HbAlc, sin diferencia significativa en la reduccion en las
complicaciones CV. Se mostré una reduccion del 16%, sin ser estadisticamente
significativa (P = 0.052), en el riesgo combinado de IM fatal o no fatal y de muerte
subita, por tanto, no se pudo mostrar que el control intensivo de la glucemia en
DM2 modifique la evolucién de la ECV. Tampoco se evidenciaron diferencias
significativas segun los tratamientos utilizados.

A partir de estos resultados, la American Diabetes Association (ADA)
determiné el objetivo de HbAlc < 7% para la mayoria de los pacientes diabéticos

adultos y, para intentar determinar los beneficios del control estricto de la
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glucemia sobre el riesgo de ECV en DM2, se iniciarion los estudios ADVANCE,

VADT y ACCORD.

1.4.1.4 ACCORD: Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes (80).

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto sobre la morbimortalidad
CV en DM2 del tratamiento intensivo de la glucemia (estudio ACCORD-
glycemia), presion arterial (ACCORD-BP) y lipidos (ACCORD-Lipids).

ACCORD-glycemia se realizé en pacientes con DM2 y ECV o alto RCV,
gue se aleatorizaron en dos grupos de tratamiento, intensivo con objetivo de
HbAlc < 6.0% y estandar, con HbAlc entre 7.0%-7.9%, siendo el criterio
principal de valoracién la combinacion de IM, ACV y mortalidad CV. El estudio
tuvo de finalizar precozmente por un aumento de la mortalidad en la rama de
tratamiento intensivo (hazard ratio [HR] = 1.22) y los pacientes pasaron a recibir
el tratamiento estandar. Pese a que hubo una disminucion del criterio principal
de valoracion en esta rama de tratamiento, no fue estadisticamente significativa
en relacion con el tratamiento convencional al final del estudio (p = 0.16). En los
subanalisis del estudio no se pudo determinar la causa de la mayor mortalidad
evidenciada en la rama de tratamiento intensivo, pero se atribuy6 a los eventos

de hipoglucemia.

1.4.1.5 ADVANCE: Action in Diabetes and Vascular Disease: Preterax
(perindopril e indapamida) and Diamicron MR (gliclazida)
Controlled Evaluation (81).

En este estudio, cuyo objetivo principal fue valorar la combinacién de

complicaciones microvasculares (nefropatia y retinopatia) y eventos CV (IAM,
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ACV y muerte CV), intervinieron pacientes con DM2 y un riesgo de ECV similar
al estudio ACCORD que se aleatorizacon a control intensivo o convencional de
la glucemia. Se mostré una reduccion significativa del criterio principal con el
tratamiento intensivo (HR = 0.90, p = 0.01) atribuible a la reduccion de las
complicaciones microvasculares (HR = 0.86, p = 0.01), sin significacion
estadistica en los eventos CV (HR = 0.94, p = 0.32) ni mayor mortalidad global o
CV en el tratamiento intensivo pese a un mayor numero de hipoglucemias

severas respecto al control.

1.4.1.6 VADT: Veterans Affairs Diabetes Trial (82).

Similar a ACCORD y ADVANCE, VADT tuvo como objetivo comparar los
efectos del control intensivo, definido como reduccion absoluta de HbAlc del
1.5%, frente al control estandar sobre los eventos CV en militares veteranos con
DM2 de larga evolucién, con un control sub6ptimo, definido como HbAlc media
9,4 £ 2%, y con algun tipo de evento CV en el 40% de los participantes. El
objetivo primario fue el tiempo transcurrido desde la aleatorizacion a la rama de
tratamiento hasta el primer evento CV mayor y la combinacion de IM, ACV,
muerte CV, IC, cirugia por ECV, enfermedad coronaria inoperable y amputacion.

En 264 pacientes del grupo de terapia estandar y en 235 del grupo de
terapia intensiva tuvo lugar el objetivo primario (HR 0.88; 95% IC, 0.74 a 1.05;
p=0.14), sin diferencias significativas en los componentes del objetivo primario o
en la tasa de muerte por cualquier causa entre grupos (HR 1.07; 95% IC, 0.81 a
1.42; p=0.62).

El tratamiento intensivo de la DM se relaciond, en el analisis de subgrupos,

con beneficio en el riesgo de ECV en aquellos diabéticos de menor evolucion,
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mejor control desde el inicio o ausencia de ECV conocida. De forma similar,
durante el seguimiento a 10 afos de los pacientes del UKPDS, los diabéticos
con control intensivo mostraron disminucién de la tasa eventos de IM y de
mortalidad por todas las causas. Por ello, se puede considerar que un buen
control metabdlico en las etapas inciales de la DM2 puede asociarse a un
beneficio en la ECV.

Pese a los avances en los tratamientos, el riesgo de ECV en la DM sigue
siendo muy elevado. A partir de los hallazgos evidenciados con el uso de la
Rosiglitazona, la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados
Unidos (FDA) emitié un mensaje a la industria farmacéutica en el que se exigia
seguridad CV para nuevos tratamientos en DM2. Posteriormente, la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA), se posicioné junto a la FDA en este sentido.
El objetivo primario exigido era, inicialmente, mostrar seguridad CV en un evento
combinado compuesto de muerte CV, IM y ACV, definido como MACE, sin
evaluar la IC como un resultado independiente. Aunque es entendible pensar
gue los beneficios de estos farmacos en reduccién de MACE podrian traducirse
en beneficios a largo plazo en IC, esta conclusion debe investigarse de forma
especifica, ya que no era un criterio independiente a estudio.

Esto es muy relevante para la practica clinica, ya que el tratamiento de DM2
e IC sigue siendo un paradigma para los cardiélogos y endocrindlogos. En esta
linea, 10 afios después de las exigencias de la FDA y la EMA, se sugiere incluir
hospitalizacion por IC como parte del objetivo primario de los ensayos de
seguridad CV, ademas de MACE. De hecho, en futuros ensayos debe ser
considerado como un evento individual. Cabe sefialar que los principales

ensayos clinicos de seguridad cardiovascular (CVOT) que evaltan los nuevos
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tratamientos no se realizaron especificamente en pacientes con IC, puesto que
no era un requisito especifico y obligatorio. Una vez contextualizado,
comentaremos brevemente los resultados de los principales ensayos que han

mostrado beneficio en cuanto a MACE.

1.4.1.7 CVOTs en Diabetes Mellitus y su beneficio cardiovascular (83,84)

1.4.1.7.1 EMPA-REG OUTCOME (Empaglifozin Cardiovascular Outcome Event
Trial in Type 2 Diabetes Mellitus Patients Removing Excess Glucose)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, disefiado
para evaluar la seguridad de EMPA, un iSGLT-2 en pacientes con DM2 con ECV.
El objetivo primario fue MACE-3 (muerte CV, IM y ACV), con una mediana de
seguimiento de 3,1 afios. EMPA mostré una reduccion del riesgo de MACE-3
(10.5% vs. 12.1%; HR 0,86; IC 95%, 0,74-0,99; p = 0.04 para superioridad).
Ademas, la terapia con EMPA redujo significativamente la tasa de hospitalizacion
por IC (2.7% vs. 4.1%; HR 0.65; 95% CI, 0,50-0,85; p = 0.002), y el riesgo de

MACE en el subgrupo IC.

1.4.1.7.2 LEADER (Liraglutide effect and action in Diabetes: Evaluation of
Cardiovascular Outcome Results)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad de Liraglutida, analogo de GLP-1 en pacientes con
DM2 con ECV establecida si > 50 afios, o alto RCV si > 60 afios, con una
mediana de seguimiento de 3,8 afos. El objetivo primario fue el MACE-3.
Liraglutida mostr6é una reduccion del riesgo de MACE 3 (13.0% vs. 14.9%; HR

0,87; IC 95%, 0,78-0,97; p = 0,001 para no inferioridad), sin mostrar diferencias
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en la tasa de hospitalizacion por IC (4.7% vs.5.3%; HR 0.87; IC 95%, 0.73-1.05;

p = 0.14), ni riesgo de MACE en el subgrupo IC.

1.4.1.7.3 SUSTAIN-6 (Trial to Evaluate Cardiovascular and Other Long-term
outcomes with Semaglutide in Subjects with Type 2 Diabetes)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad de Semaglutida, analogo de GLP-1 en pacientes con
DM2 con ECV o ERC en > 50 afios de edad o alto RCV si > 60 afos, con una
mediana de seguimiento de 2,1 afios. El objetivo primario fue el MACE-3.
Semaglutida redujo el riesgo de MACE-3 (6.6% vs. 8.9%; HR 0.74; 1IC 95%, 0.58—
0.95; p = 0,001 para no inferioridad), sin evidenciar un aumento en la tasa de
hospitalizacion por IC (3.6% vs.3.3%; HR 1,11; IC 95%, 0,77-1,61; p = 0,57), ni

riesgo de MACE en subgrupo de IC.

1.4.1.7.4 CANVAS (Canaglifozin Cardiovascular Assessment Study)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad de Canaglifozina, iISGLT-2 en pacientes con DM2 y
ECV o con alto riesgo CV, con una mediana de seguimiento de 3,2 afios. El
objetivo primario fue seguridad respecto al MACE-3. Canaglifozina redujo el
MACE-3 y la tasa de hospitalizacion por IC (HR 0,67; IC 95%, 0,52-0,87). Sin
embargo, no se evidenciaron beneficios en MACE en el subgrupo IC.

A su vez, se realiz6 con esta misma diana terapéutica, CREDENCE
(Canaglifozin and Renal Events in Diabetes with Established Nephropathy
Clinical Evaluation), ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo disefiado para evaluar la seguridad de Canagliflozina en DM2 y

nefropatia. El estudio finalizo previamente a lo planeado, con una mediana de
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seguimiento de 2.62 afos, por cumplir criterios de eficacia. Canagliflozina redujo
el objetivo primario de enfermedad renal terminal, empeoramiento de la funcién
renal y muerte por enfermedad renal o CV. Ademas, mostré una reduccién en la
tasa de hospitalizacién por IC (HR 0,61; IC 95%, 0,47-0,80), sin beneficio del

objetivo primario en el subgrupo IC.

1.4.1.7.5 HARMONY

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad de Albiglutida, agonista del receptor GLP-1 en
pacientes con DM2 y ECV, con una mediana de seguimiento de 1,5 afos. El
objetivo primario fue el MACE-3. La albiglutida redujo el riesgo de MACE-3 (7%
frente a 9%; HR 0,78; IC 95%, 0.68-0.90; p <0,0001 para no inferioridad; p
<0.0006 para superioridad). A su vez, redujo las tasas de MACE para el subgrupo
IC (10.6% vs.15.1%; HR 0.7; IC 95%, 0,54-0,90). Sin embargo, no hubo un
beneficio significativo en el objetivo secundario de muerte por causa CV u

hospitalizacion por IC.

1.4.1.7.6 DECLARE TIMI 58 (Dapaglifozin Effect on Cardiovascular Events-
Thrombolysis in Myocardial Infarction)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad de Dapagliflozina, iSGLT-2 en DM2 con ECV o
multiples FRCV, con una mediana de seguimiento de 4,2 afios. A destacar, es el
anico ensayo que realizo un estudio detallado sobre la FE del VI. Sus objetivos
primarios de eficacia incluyeron el tiempo hasta la aparicion de MACE y hasta la
aparicion del compuesto de muerte CV u hospitalizacion por IC. Dapagliflozina

logro alcanzar el criterio de no inferioridad, pero no el de superioridad frente a
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placebo en la reducciéon del objetivo MACE, sin reduccion significativa de éste
(HR 0,93; IC 95%: 0,84-1,03; p = 0,17), pero si se redujo el objetivo combinado
de muerte CV u hospitalizacion por IC (HR 0,83; IC 95%: 0,73-0,95; p = 0,005) a
expensas de la reduccion de ingresos por IC (HR 0,73; IC 95%: 0,61-0,88), sin

diferencias significativas en la mortalidad CV (HR 0,98; IC 95%: 0,82-1,17).

1.4.1.7.7 REWIND (Researching Cardiovascular Events with a Weekly Incretin
IN Diabetes)

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo disefiado
para evaluar la seguridad y eficacia de Dulaglutida, analogo de GLP1 en
pacientes con DM2 con alto riesgo CV o enfermedad renal. La mayoria de los
participantes en REWIND no tenian ECV previa. El objetivo primario fue la
aparicién del compuesto MACE-3, con una mediana de seguimiento de 5.4 afios.
Dulaglutida redujo el riesgo de MACE-3 (12.0% vs. 13.4%; HR 0,88; IC 95%,
0,79-0,99; p 0.02), y de ACV (3.2% vs. 4.1%; HR 0.76; IC 95%, 0.62—-0,94; p
<0,01). Sin embargo, dulaglutida no modificé la tasa de hospitalizacién por IC
(4.3% vs. 4.6%; HR 0.93; IC 95%, 0,77-1,12; p = 0,46).

Ademas de estos ensayos clinicos comentados y resumidos en la Tabla 1,
se han realizado estudios en “vida real”, derivados de datos de observacién de
pacientes, cuyos resultados son consistentes con los resultados de los CVOTs.
Por ejemplo, en el EMPRISE (85) (Empaglifozin comparative effectiveness and
safety) mostro la efectividad, seguridad e impacto clinico de la empaglifozina en
vida real. El ensayo CVD-REAL, se evalla el riesgo de hospitalizacion por IC y
muerte por cualquier causa, en personas con DM2 tratados con i-SGLT2, frente
al uso de otros farmacos antidiabéticos no insulinicos. Incluye mas de 300.000

pacientes, muchos de ellos sin antecedentes previos de ECV, ha demostrado
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que el tratamiento con distintos i-SGLT2 (canagliflozina, dapagliflozina y EMPA)
redujo las tasas de hospitalizacién por IC en un 39% (HR 0,61; IC 95%: 0,51—
0,73; p<0,001) y la muerte por cualquier causa en un 51% (HR 0,49; IC 95%:
0,41-0,57; p<0,001) cuando se comparaba su uso con el de otros farmacos
antidiabéticos. El analisis del criterio combinado de hospitalizacion por IC y
muerte por cualquier causa, encontré una reduccion del 46% (HR 0,54; IC 95%:
0,48-0,60, p<0,001) con el uso de i-SGLT2 (86,87). La mayor parte de la
evidencia acumulada es clara y consistente e indica que la terapia con los i-

SGLT2 esta asociada con una reduccién de IC, que es independiente del control

glucémico.
HIC MACE
FAMILIA i MACE - IC
TERAPEUTICA ENSAYO FARMACO Pr?}’;gﬁ"g” Prevencion
P secundaria
No No 22.4%
a-GLP1 ELIXA Lixisenatida (1.02) (0.96) No
) ) (ND)
18.2%
. . R No
LEADER Liraglutida No
(0.87) (0.87) (
0.94)
R No 23.6%
SUSTAIN-6 Semaglutida No
(0.74) (1.11) (
1.03)
No No 16.2%
EXSCEL Exenatida No
(0.91) (0.94)
(0.97)
8.6%
. R No
REWIND Dulaglutida No
(0.88) (0.93)
(ND)
HARMONY Albiglutida R No R
OUTCOMES (0.78) (0.85) 0.7)
. EMPAREG - R R R
-SGLT2 OUTCOMES Empaglifozina (0.86) (0.86) (0.71)
0,
CANVAS Canaglifozina i R 14NL(1)/O
PROGRAM 9 (0.86) (0.86) 09)
0,
DECLARE-TIMI Dapaglifozina No No 1,3;)
58 pag (0.93) (0.93) (L.01)
R R 14.8%
CREDENCE Canaglifozina No
9 (0.70) (0.70) (0.89)

Tabla 1. CVOTs en Diabetes Mellitus y su beneficio cardiovascular. Datos expresados en Hazard Ratio,
comparado con grupo control. No (No diferencias), R (reducido), | (Incrementado), es el efecto del farmaco.
El porcentaje de la dltima columna (%), se refiere a la prevalencia previa de IC En los pacientes del Ensayo
Clinico.ND= no disponible, MACE= Evento cardiovascular mayor.HIC= Hospitalizacién por IC. MACE IC=
MACE en la cohorte de IC. Adaptado de Cattadori G.y Col.
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1.4.2 Farmacos parala DM

Como hemos comentado previamente, los nuevos tratamientos para la DM
han supuesto un cambio en los algoritmos de tratamiento tanto para la DM2
como para la IC. Vamos a describir brevemente las distintas dianas terapéuticas

y las ultimas recomendaciones de tratamiento en la DM2.

1.4.2.1 Metformina

Puede seguir considerandose el farmaco oral hipoglucemiante estrellay en
la actualidad esta considerado como el primer escalon farmacologico en DM2,
practicamente al nivel de la intervencion en estilo de vida con alimentacion y
actividad fisica.

La metformina procede de la familia de las biguanidas, se conocen desde
principios del siglo XX, concretamente en 1918 con la Guanidina. En el grupo de
las biguanidas, existian otros dos compuestos como la Fenformina y la
Buformina que fueron retirados por estar relacionados con fenémenos de
acidosis lactica, complicacién mas temida de este grupo terapéutico. Tiene una
eficacia de disminucién de la HbAlc potente, de entre 1-2%. Su mecanismo de
accion es fundamentalmente hepatico mediante el aumento de la sensibilidad a
la insulina, inhibicion de la neoglucogenesis y mayor captacion de glucosa a nivel
periférico en tejido muscular. La metformina inhibe selectivamente en la
mitocondria la glicerolfosfato deshidrogenasa, reduce la dihidroxiacetona fosfato
citosolico y aumenta el NADH/NAD citosalico, lo que produce la reduccion de las
concentraciones plasmaticas de glucosay lactato y reduce la gluconeogénesis y

secrecion hepética de glucosa.
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El UKPDS 34 y el estudio sobre el pronéstico y efecto de los farmacos
antidiabéticos en DM2 con enfermedad coronaria (SPREAD-DIMCAD), mostré
reducciones significativas en eventos de ECV con metformina, mantenidas tras
10 afos de seguimiento tras finalizar el estudio (73).

La eliminacion del farmaco se lleva a cabo en su totalidad por via renal,
siendo éste su principal limitante, ya que dentro de las contraindicaciones se
encuentra la insuficiencia renal, siendo preciso ajustar la dosis al filtrado

glomerular.

1.4.2.2 Glitazonas o tiazolidindionas

Farmacos desarrollados en la década de los 80, con dos moléculas, la
Pioglitazona y la Rosiglitazona. Esta ultima, la Rosiglitazona fue retirada del
mercado por mostrar un aumento de eventos de IC. Se trata de un farmaco
potente, que puede disminuir la HbAlc ente un 0,5-2%, siendo su mecanismo de
accion el aumento de la sensibilidad a la insulina mediante la captacion de
glucosa en tejido graso y muscular, por accién agonista sobre receptores de
factores de transcripcion PPAR-v.

Sus efectos secundarios derivan de su mecanismo de accion, al facilitar la
captacion de glucosa en musculo y tejido graso produce una mayor retencién
hidrosalina con edemas y amento de peso, lo que puede provocar en pacientes
predispuestos o con patologia de base cardiaca una descompensacion. Por ello,
en sus contraindicaciones se encuentran los pacientes con Cl e IC grado lll y IV
de la NYHA.

En el ensayo clinico PROACTIVE se analiz6 el posible beneficio de la

pioglitazona a nivel CV. Se incluyeron 5238 pacientes DM2 con enfermedad
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cardiovascular establecida (46% IAM previo, 48% CAD y 18% ACV), mal control
de DM2 (HbAlc media 8.1%) y FRCV asociados. El objetivo primario fue
prevencion secundaria de eventos CV (incluyendo EVP) afiadiendo pioglitazona
al tratamiento habitual y el objetivo secundario disminucién de MACE-3. No se
mostro evidencia significativa en el objetivo primario, sin embargo, si se mostro
beneficio significativo en el objetivo secundario MACE-3, pero con un aumento
de los casos de IC en el grupo de pioglitazona, sin aumento en la mortalidad por
IC. Por ello se sugiere que la pioglitazona puede aumentar la incidencia de IC
sin un aumento en la mortalidad. Esto se comprobd posteriormente, en un
estudio de seguimiento de los pacientes PROACTIVE, 10 afios tras finalizar el
estudio, en el que se muestra que los pacientes en tratamiento con pioglitazona
no tienen diferencias respecto a placebo ni en objetivo primario, secundario ni

muerte de cualquier causa CV (73).

1.4.2.3 Sulfonilureas

Estos farmacos han sido grandes protagonistas del tratamiento oral
hipoglucemiante en la historia de la DM2, actualmente relegados a un segundo
plano debido a las nuevas dianas terapéuticas. Su mecanismo de accion
principal es el estimulo de la secrecién de insulina enddégena mediante el cierre
de los canales de K*, lo que produce la despolarizacién de la membrana y el
paso del Ca?* al interior celular, tras la unién a su receptor de membrana. Las
sulfonilureas fueron desarrolladas en la década de los 50 y su molécula es un
derivado de las sulfonamidas. Son farmacos potentes en cuanto a mejoria del
control glucémico global con una disminucion del 1-2% de la HbAlc. Existen

varios farmacos dentro de este grupo, los de primera generaciébn como la
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Clorpropamida, segunda generacion mas modernos como la Glibenclamida,
Glimepririda, Glicazida, Glipicida que se han impuesto por tener un perfil de
seguridad mayor sobre su principal inconveniente que son las hipoglucemias.
Entre sus efectos secundarios encontramos las hipoglucemias no glucosa-
dependientes, con aumento del nimero de ingresos hospitalarios por este motivo
y la ganancia ponderal, con una media de entre dos y cinco kg de peso, por lo

gue son farmacos menos utilizados en la actualidad.

1.4.2.4 Metiglinidas

Son farmacos que se encuadran en el grupo de los secretagogos,
estimulando la secrecion de insulina por inhibicion de los canales K*
dependientes de ATP, pero su duracién es menor que la de las sulfonilureas y
poseen una accion mas rapida lo cual deriva en un menor riesgo de
hipoglucemia. Su via de eliminacion es hepatica, por lo que son seguros en la
enfermedad renal sin requerir ajuste de dosis. Existen principalmente dos
farmacos en este grupo, la Repaglinida y la Nateglinida. Su eficacia en cuanto a
disminucién de la HbAlc es del 0,5-1,5%. Entre sus efectos secundarios el mas
importante es el riesgo de hipoglucemias, menos frecuentes y menos graves

respecto a las sulfonilureas.

1.4.2.5 Inhibidores de alfa glucosidasas

Actlan disminuyendo la absorcion intestinal de hidratos de carbono
mediante la inhibicion de las disacaridasas intestinales que impiden la hidrolisis

de los oligosacaridos en el intestino delgado y asi alcanzan el colon sin ser
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digeridos. Estos farmacos fueron desarrollados en las décadas de los 80 y 90,
siendo aprobados para su uso en 1996. Son dos los principales farmacos de este
grupo, el Miglitol y la Acarbosa, menos potentes en cuanto a disminucién de la
HbA1c, con una reduccion del 0,5-0,7%. Sus efectos secundarios derivan de su
propio mecanismo de accion, pudiendo producir molestias digestivas, diarrea,

meteorismo o flatulencias.

1.4.2.6 Farmacos del sistema incretina

El sistema incretina surgié de ensayos en los que se estudio la respuesta
en la secrecion de insulina cuando se ingeria glucosa via oral respecto a la
administracion de ésta de forma parenteral. Se observd que cuando se
administra por via parenteral, la secrecion pancreética de insulina era inferior
respecto a la administracion de la misma cantidad por via enteral, produciendo
en este caso una mejor respuesta glucémica. Es a este fendmeno lo que se
conoce como efecto incretina y supone un incremento de la secrecion de insulina
mediado por péptidos intestinales que se liberan ante la presencia de glucosa en
el intestino. Las principales incretinas son el Polipéptido inhibidor gastrico (GIP)
y el Péptido similar al Glucagén-1 (GLP-1), en base a las cuales se han
desarrollado los farmacos mediados por esta via de accién. La enzima dipeptidil-
peptidasa 4 (DPP-4), inactiva la accion del GLP-1 de forma inmediata. En los
pacientes con DM el sistema incretina es disfuncionante, suele estar disminuido
o suprimido por lo que los farmacos del sistema incretina se dirigen en dos
direcciones, para inhibir la enzima DPP-4 y asi potenciar el efecto del GLP1 o
con analogos del GLP-1. Ambos son glucosa-dependientes, por lo que tienen

bajo riesgo de hipoglucemia.
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1.4.2.6.1 Inhibidores de la enzima DPP-4 (dipeptidil-peptidasa 4)

Son farmacos de administracién oral que, al prolongar la accion de las
incretinas enddgenas por el bloqueo de la enzima DPP-4, permiten que se
prolongue el efecto GLP-1 enddgeno, de este modo mejoran la secrecion de
insulina por la célula B-pancreética con disminucion de la glucemia postprandial,
reduccion de la produccién de glucagén y proliferacion de la célula B-pancreética.
Tienen una potencia moderada en mejoria de HbAlc, 0,5% y el 0,9% y no
influyen en el peso. Todos requieren ajuste segun filtrado glomerular a excepcién

de linagliptina.

1.4.2.6.2 Agonistas del receptor del GLP-1

Comercializados desde el afio 2006 y su eficacia estd contrastada en
cuanto a un mejor control metabdlico (mejora la sensibilidad a la insulina, la
estimulacién de la secrecion de insulina y la diminucién de la secrecion de
glucagén) como también por su beneficio CV, ya comentado previamente. Son
potentes en cuanto a disminucion de la HbAlc, con un valor medio que oscila
entre el 1,0% y el 1,5% de la HbAlc. En cuanto a efectos secundarios,

principalmente se presentan a nivel gastrointestinal.

1.4.2.7 Glucosuricos

Son los mas recientes en el mercado de los farmacos de la DM2. La
inhibicion de la reabsorcion de glucosa es una nueva estrategia para el
tratamiento de la DM, ya que el rifidén tiene un rol importante en la homeostasis
de la glucosa (88). En condiciones normales la glucosa es filtrada por el rifidn, y

reabsorbida casi completamente por el tdbulo proximal, de manera que con
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glucemias inferiores a 180 mg/dl el 99% de la glucosa filtrada va a ser
reabsorbida, eliminandose tan sdlo el 1%. En DM, cuando la glucemia plasmatica
es superior a 180 mg/dl, se supera el dintel renal de reabsorcion y se producen
dos mecanismos compensatorios, por un lado se incrementa la reabsorcion renal
en el tubulo proximal por aumento de la expresion renal de transportadores SGLT
Yy, por otra parte, se incrementa la excrecion renal de glucosa, puesto que no se
puede compensar el exceso de glucosa plasmatica (89).

Los responsables de la reabsorcion renal de glucosa son los
cotransportadores sodio-glucosa o SGLT. Existen dos isoformas, el SGLT1 y
SGLT2. En el rifidn se expresa predominantemente SGLT2, en la region S1 del
tubulo proximal, responsable de la reabsorcion del 90% de la glucosa filtrada en
glomérulo. En la region S3 del tubulo proximal se encuentra ubicado el
cotransportador SGLT1, que reabsorbe el 10% restante de la glucosa filtrada
(89). La inhibicion selectiva de SGLT2 frente a SGLT1 se ha propuesto como
estrategia para promover la excrecion renal de glucosa y reducir la glucemia
plasmatica en pacientes diabéticos.

Producen una reduccion de HbAlc de entre el 0,5-0,9% y ponderal de 2-3
kg, sin riesgo de hipoglucemiay con beneficios a nivel CV ya mencionados. Entre
los efectos adversos, la infecciobn del tracto genitourinario por glucosuria
(balanitis o vulvovaginitis) pueden limitar su uso.

Con todo lo comentado hasta ahora, el clinico debe establecer el
tratamiento 6ptimo basandose en el perfil clinico del paciente y la evidencia en
estudios de seguridad CV, ofreciendo el mejor farmaco segun riesgo-beneficio.
Aun asi, no debemos de olvidar que la dieta, el ejercicio y la educacion son la

base de cualquier programa de tratamiento de la DM.
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Los "Estandares de Atencion Médica en Diabetes" de la ADA recomiendan
en la mayoria de los pacientes con DM reducir la HbA1c por debajo de 7,0% para
reducir la incidencia de enfermedad microvascular, definiendo los objetivos de
control como una glucemia media <150-160 mg/dl, glucemia basal <130 mg/dl y
la glucemia posprandial <180 mg/dI.

Se recomienda un control de HbA1C mas estricto <6,5% para pacientes
con DM de corta duracion, tratada solo con estilo de vida o metformina, larga
esperanza de vida y sin enfermedad CV.

Se recomiendan objetivos de HbAlc menos estrictos >7.5-8.0% en
pacientes con edad avanzada y esperanza de vida limitada, complicaciones
diabéticas avanzadas, comorbilidad asociada, antecedentes de hipoglucemia
severa y aquellos en quienes el objetivo de HbAlc es dificil de alcanzar a pesar
de la educacién intensiva e implementacion de tratamiento acorde. Para lograr
estos objetivos, se debe hacer seguimiento estrecho y modificaciones de
tratamiento de forma continuada segun avanza la enfermedad y sus

comorbilidades.

1.5 Modelo experimental con diabetes e infarto de miocardio.

1.5.1 Induccién de diabetes en modelo animal.

El modelo animal tiene un papel indudable para permitir el estudio de la
fisiopatologia, diagndstico y tratamiento de la enfermedad y sus complicaciones.
Existen diferentes modelos biol6gicos en animales para reproducir las

manifestaciones clinicas de la DM humana. Vamos a comentar especificamente

-67 -



el modelo de animal utilizado en el estudio, en este caso el uso de la rata Wistar
y el método de DM por induccion quimica con estreptozotocina (STZ).

La rata Wistar, desarrollada en 1906 para la investigacion en el Wistar
Institute, tiene su origen en una linea albina de la rata parda. Presenta valores
plasmaticos y estructura celular similar a los seres humanos, por lo cual se ha
utilizado como modelo de estudio ampliamente reconocido para diversas
patologias.

La STZ, antibiético derivado de la bacteria Streptomyces achromogenes,
es un agente alquilante que interfiere con el transporte de glucosa y la funcién
de la glucokinasa, induciendo ruptura en el ADN. Es utilizado también como
antineoplasico, por su accion citotoxica selectiva para las células B de los islotes
pancreaticos. En su estructura encontramos una glucosa ligada a un fragmento
reactivo de nitrosourea, que es internalizada a través de los transportadores
celulares de glucosa GLUT-2. Una vez dentro, el fragmento de nitrosourea es
liberado y ejerce su actividad toxica (90). La ventaja de este modelo
farmacoldgico de DM es, que el grado de alteracion de las células 3 puede ser
regulado segun la dosis de STZ administrada; asi, con una dosis elevada y Unica,
la STZ causa de forma rapida y masiva la necrosis de células 3, similar a una
DM1, y la administracion de dosis bajas de STZ conduce a un dafio parcial de
las células 3, mediante la produccion de un proceso inflamatorio similar a la DM2
(92).

El modelo de administracion de STZ se ha utilizado para estudiar los
acontecimientos inmunoldégicos de insulinitis y muerte celular pero, a dosis bajas,
produce DM en ausencia de células T y B, ocasionando cierto grado de toxicidad

sobre las células B, que predispone a una reduccion y disfuncion de células f3,
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asi como insuficiencia en la secrecion de insulina, intolerancia a la glucosa y
otras alteraciones tipicas de la patogenia de la DM2, permitiendo producir un
modelo de DM2 en los roedores ya adultos, como el utilizado en este estudio
(92).

Existen cambios metabdlicos asociados a la administracion de STZ, que se
manifiestan en una respuesta trifasica aguda: hiperglucemia temprana debido a
la movilizacion de glucégeno hepatico a las 2-4 h sin aumento concomitante de
insulina sérica, hipoglucemia debido a un aumento del nivel de insulina sérica en
6-10 h, y una hiperglucemia permanente que se observa 24 h tras su inyeccion.

Otro aspecto a tener en cuenta es la via de administracion. La STZ se
puede inyectar por via subcutanea, intracardiaca o intramuscular; sin embargo,
la mas habitual es la intraperitoneal o intravenosa. Aunque las dosis de STZ
pueden variar mucho entre el género y la cepa, las dosis> 65 mg/kg se
consideran dosis altas, 40-55 mg/kg son moderadas y <35 mg/kg son dosis
bajas. No existen protocolos estandarizados para la preparacion y administracion
de STZ. Generalmente, STZ se disuelve en solucién salina o tampaon citrato (93).

El pardmetro mas relevante en la caracterizacion de DM de este modelo de
diabetes es el tiempo dosis-respuesta, el cual permite identificar el tiempo de
induccion necesario (tiempo después de la administracion de STZ en el cual el
mayor porcentaje de los animales se convierten en DM), que segun la literatura
oscila entre 3 y 5 dias. Comparando diferentes dosis de STZ y tiempo hasta DM,
antes del dia 5 todos los animales de dosis 75 mg/Kg o un gran porcentaje (95-
100%) mueren, a dosis de 33 mg/Kg se observa diagnostico de DM al tercer dia,
con glucemias oscilantes y una disminucion progresiva de glucosa después del

dia 5, llegando a niveles inferiores a 200 mg/dl, mientras que la dosis de 50
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mg/Kg mantiene la glucemia por encima de 300 mg/dl con tendencia a
estabilizarse, considerandose los valores de glucosa superiores a 200 mg/dl
como de DM establecida (94).

En estas condiciones de DM se han evaluado parametros de EO,
mostrandose una alteracion dosis dependiente de la STZ empleada para la
induccion de la DM, lo que permite establecer que empleando una dosis de 50
mg/Kg de STZ en ratas Wistar, se obtiene en los animales un cuadro de DM que
afecta de forma significativa a diferentes marcadores de EO, por lo cual podria
emplearse como modelo animal para estudiar la DM2 y EO (95), condiciones

ideales para este trabajo.

1.5.2 Induccién de infarto de miocardio en modelo animal

La aplicacion de procedimientos quirdrgicos, farmacos, mutaciones
genéticas espontaneas y dirigidas han permitido disponer de un gran nimero de
modelos experimentales para el estudio de la ECV.

Dado el motivo de este estudio, detallamos el modelo de isquemia
miocardica por oclusidon coronaria, lo cual permite obtener datos sobre el
desarrollo del remodelado ventricular adverso tras IM.

El primer modelo de IM en raton fue en el afio 1978, por Zolotareva y Kogan,
posteriormente Lloyd H. Michael describié un modelo de ligadura de la arteria
coronaria descendente anterior (LAD) para la induccién de IM en ratén, en 1995.
La mortalidad asociada a la inducciéon de IM en rata es muy variable, y va a
depender de multiples factores como edad, peso de animal, cepa y comorbilidad,
siendo aun mayor en el contexto de la hiperglucemia en DM. La mortalidad

depende en las primeras horas post IM del estrés asociado al procedimiento
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quirargico, a las arritmias o al dafio miocardico establecido y entre las 24 horas
y 7 dias post IM, principalmente a complicaciones de la cirugia y fallo ventricular,
entre otras (96).

Existen diferencias en el miocardio murino respecto al humano, como
pueden ser diferencias en la matriz extracelular, en proteinas como el colageno,
potenciales de accion del cardiomiocito mas breves, frecuencia cardiaca hasta 5
veces superior a la de humano, menor actividad del intercambiador Na*/Ca?*,
entre otras, pero pese a ello, el modelo murino para el estudio experimental en
cardiologia es excelente (97).

La oclusion coronaria provoca el cese inmediato del flujo coronario y del
metabolismo aerdbico en el miocardio isquémico, lo que conduce a una rapida
deplecién de ATP y a la acumulacion de metabolitos, que da como resultado una
disfuncion sistolica grave en escasos segundos. En modelo murino, una duracion
en la oclusién coronaria que exceda los 60-90 min se considera irreversible, y
los procesos de inflamacién y cicatrizacion de la herida se aceleran. La calidad
de la cirugia y de la esternotomia es determinante para inducir la oclusién
coronaria e impacta directamente en los resultados del estudio. Asi pues,
minimizar el tamafio de la toracotomia y limitar el sangrado es de vital
importancia. La oclusién coronaria permanente produce un infarto agudo con
elevacion del segmento ST con gran tamafio de lesién e inflamacion vy
remodelacion miocardica a largo plazo (97).

Los primeros 1-14 dias tras la ligadura coronaria se caracterizan
histologicamente por necrosis con infiltrado inflamatorio en las regiones del
infarto y de la zona fronteriza. El infarto se caracteriza geométrica y

fisiologicamente por el adelgazamiento de la pared, aumento en las dimensiones
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y volumenes del VI y disminucion en la FE y de acortamiento. Los cambios que
ocurren durante la primera semana brindan informacion sobre la muerte celular
de miocitos y el desarrollo de infarto, inflamacion, recambio de la matriz
extracelular y el papel de las células endoteliales en la neovascularizacion. La
evaluacion cronica a las 4-8 semanas después del IM proporciona informacion
sobre remodelacion a largo plazo (97).

La cicatrizacion y el remodelado de heridas cardiacas, tipicamente
evaluadas de dias a semanas después del IM, se pueden examinar utilizando
una amplia variedad de procedimientos. Entre otros, algunos de los utilizados en
el estudio son la ecocardiografia, util para definir fenotipos, cinética y
caracteristicas del miocardio infartado, la tincion con hematoxilina y eosina, que
proporciona informacion sobre areas de necrosis e inflamacion, la
inmunohistoquimica, proporciona informacién sobre el grado de inflamacion,
formacion de cicatriz y neovascularizacion, el aislamiento de células
individuales...Todos ellos, pueden ayudar a definir los mecanismos de interés en

este estudio (97).

1.6 El papel de la enzima GTP ciclohidrolasa 1 en el remodelado
cardiaco.

El correcto funcionamiento del sistema endotelial depende de la sintesis de
eNOS mediante la enzima NOS (98). Como hemos comentado previamente,
existen 3 isoformas de NOS, eNOS, iINOS y nNOS, teniendo cada isoforma un
rol en la AE. Asi, eNOS y nNOS tienen un papel ateroprotector y vasodilatador,
mientras que la INOS tiene una accion principalmente proaterogénica y

vasoconstrictora. La isoforma iNOS, en condiciones fisiol6gicas esta ausente en
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la vasculatura, siendo inducida su expresion en situaciones tales como
inflamacion, estrés o sepsis (99). Si se induce su expresion en las células
endoteliales, INOS compite con eNOS por la BH4, produciendo un descenso en
la disponibilidad de BH4 y, como consecuencia, de la sintesis de eNOS. Ademas,
la induccion de iINOS facilita la produccion endotelial de peroxinitrito y
nitrotirosina, ambos oxidantes aterogénicos (100). La sintesis de ON por
estimulo de la eNOS muestra multiples efectos anti ateroscleroticos, como
inhibicion de la oxidacion de particulas de colesterol LDL, prevencion de la
adhesion leucocitaria al endotelio vascular, migracion de los leucocitos a la pared
vascular e inhibicion de la proliferacion de las células musculares endoteliales.
Sin embargo, la sobreexpresion de eNOS puede ocasionar riesgo aterogénico,
por disminucion de su cofactor BH4. Asi, incrementos de BH4 en estas
circunstancias se han asociado a una reduccion del riesgo de AE (101).

Para que todo esto ocurra, es necesario el correcto acoplamiento entre
eNOS y su sustrato L- Arginina, utilizando como cofactor a la BH4, pero el
proceso no esta ampliamente descrito (101). Bajo condiciones de EO, BH4 es
transformado a BH2, promoviendo el desacoplamiento de la eNOS y la sintesis
de O%, en lugar de ON (58). BH4 es sintetizado de novo a partir del trifosfato de
guanosina (GTP), por la accion secuencial de tres enzimas (GCH1, 6-pyrus
tetrahidrobiopterina sintasa y sepiapterina reductasa), siendo la enzima GCH1 el
paso inicial y siendo, por tanto, la enzima limitante en el proceso. Esta enzima
se regula mediante retroalimentacion negativa por la BH4 y de forma
transcripcional regula su expresion. BH4 induce la formacion de un complejo

entre la GCH1 y la proteina reguladora de GCH1 (GFRP) (102).
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Se han realizado estudios experimentales en los que el tratamiento con
BH4 sintética o precursores de BH4 como la sepiapterina, produce tanto una
disminucién en los marcadores de estrés como la nitrotirosina, como una mejora
de la funcion miocardica. Se han llevado a cabo también modificaciones de la
expresion de ARNm de GCH1 con fenilalanina o interferén alfa, para valorar su
significado en la sintesis de ON, su relacion con la AE, afectacion miocardica,
proliferacion celular... pero son necesarios mas estudios que reflejen con detalle
cual es su mecanismo de accion en condiciones fisiolégicas y en la patologia
(58,102,103). La accion mediada por GCH1 en MCD parece depender de una
interrelacion entre los niveles de BH4, nNOS y el Ca?* en reticulo sarcoplasmico.
Asi, una disminucion en la expresion de GCHL1 justifica, en parte, el dafio de la
MCD por aumento de la actividad 26S proteosoma, que cataliza la degradacion
proteica ATP-dependiente por la via ubiquitina. Su sobreexpresion reduce el
remodelado miocéardico por una mejora en la sefalizaciéon del Ca?* intracelular,
producido por el aumento en la biodisponibilidad de BH4, el correcto
acoplamiento de NOS y una disminucion de la produccion de EROs y AMPK

(104).
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2. JUSTIFICACION
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La IC y los ECV relacionados con la AE son las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con DM. Los estudios clinicos a largo plazo
indican que el control intensivo de la glucosa no previene los ECV e, incluso,
parece que pueda aumentar la hospitalizacion por IC y por hipoglucemia grave.

En ensayos clinicos recientes, los i-SGLT2 han demostrado reducir
significativamente el RCV, el riesgo de muerte por cualquier causa y otros
eventos adversos, como las hospitalizaciones relacionadas con IC en pacientes
con o sin DM (21,40,105). El ensayo DAPA-HF (105) mostr6 por primera vez que
los farmacos i-SGLT2 son capaces de reducir la mortalidad y los eventos
adversos asociados a la IC en pacientes con IC cronica e ICFER,
independientemente del estado glucémico. Sin embargo, los mecanismos
cardiacos que subyacen a los beneficios clinicos, en presencia de disfuncién
sistélica del VI e IC, asi como la relacion con el estado glucémico, siguen sin
estar claros. Y, si el i-SGLT2 tiene un papel potencial en la limitacion del
remodelado ventricular posterior al IM, tampoco esta bien caracterizado.

A partir de estos resultados se consider6 esta diana terapéutica, no sélo
para el tratamiento de la DM2, sino también en la IC con o sin DM2.

En la actualidad, gracias a los resultados de los estudios EMPREROR
Reduced (106) y EMPEROR Preserved (107,108), EMPA se encuentra dentro
de los protocolos de tratamiento de la IC, independientemente de la FE, tanto
ICFER como ICFEP en pacientes con o sin DM.

En ambos ensayos clinicos, EMPA mostro una reduccion significativa del
riesgo relativo combinado de muerte por causas CV u hospitalizacion por IC,
frente al placebo. Los resultados del criterio de valoracion principal fueron

similares en subgrupos con o sin DM2. Ademas, en el andlisis de objetivos
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secundarios, se mostré6 que EMPA redujo el riesgo relativo de la primera
hospitalizacion y de hospitalizacion recurrente por IC.

En la actualidad se esta desarrollando un nuevo estudio, EMPACT-MI, cuya
finalidad es mostrar si la EMPA puede reducir el riesgo de IC y muerte en
personas que sufrieron un IM, lo cual seria una aproximacion a nuestra hipoétesis
de estudio trasladado del modelo animal a la clinica habitual.

A su vez, existe un interés creciente en el papel que juega la GCH1 en el
remodelado cardiaco. De hecho, la presencia de déficit, inhibicion o mutaciones
del gen GCHL1 produce HTA, hipertensién pulmonar y disfuncién cardiaca. Varios
estudios han determinado que GCH1 es la primera enzima limitante en la
velocidad de sintesis de novo de BH4, esencial para las tres isoformas de NOS.
Cuando los niveles de BH4 se vuelven limitantes, las enzimas NOS se
desacoplan y se produce Oz como producto alternativo. Esta produccion de Oz
puede potenciar la disfuncién cardiaca y la patogénesis de la MCP dilatada.

Con la evidencia disponible hasta el momento, se pretende valorar el
hipotético efecto anti-remodelado de la EMPA en presencia de disfuncion
sistélica de VI tras un IM, su interaccién con el estado glucémico y los
mecanismos miocardicos subyacentes, mediante la evaluacion de la
participacion de GCH1 y la via NOS. A su vez, se pretende describir los
resultados obtenidos en otros parametros metabdlicos y su correlacion con la

evidencia cientifica actual.
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3. HIPOTESIS
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La inhibicion del receptor SGLT2 con una nueva diana terapéutica en DM2,
la EMPA, podria ser un mecanismo terapéutico para proteger el remodelado y
disfuncion cardiaca producida tras un proceso isquémico agudo.

Si nuestra hipotesis barajada se cumple, se obtendria un beneficio
potencial para los pacientes con DM con o sin IC asociada que hayan sufrido un
proceso isquémico agudo, lo cual reduciria la morbimortalidad, el RCV y los
costes sanitarios asociados a las complicaciones en esta patologia de elevada

prevalencia.
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4. OBJETIVOS
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Objetivo principal
En relacion con la hipétesis principal, el objetivo principal que se plantea
con la presente tesis doctoral es investigar la influencia de la EMPA en la
progresion del remodelado y funcion miocardica tras la isquemia aguda.
Ademas, con dicho estudio cientifico, trataremos de establecer los
mecanismos miocardicos subyacentes, mediante la evaluacion de la

participacion de GCH1 y la via NOS.

Objetivos secundarios

Los objetivos secundarios planteados son, en primer lugar, determinar si el
beneficio del farmaco es Unica o predominantemente a nivel miocéardico
(mediante la evaluacion de la participacion de GCH1 y la via NOS).

En segundo lugar, determinar si se observa un beneficio multifactorial,
como describen estudios publicados, debido a la suma de efectos en distintos
niveles, tales como:

e Diuresis osmotica y natriuresis.

e Enlentecimiento en la progresion del deterioro en funcion renal.

e Pérdida de peso.
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5.1 Declaracion de aceptacién por el comité de Etica.

Los protocolos del experimento fueron aprobados por el Comité de Etica de
Experimentos con Animales de la Universidad de Murcia (ndmero de permiso:
A13150105). Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la
legislacion vigente.

En este contexto, ratas Wistar machos (7-8 semanas de edad y con un peso
de 250-280 gramos; ENVIGO RMS, SL (Barcelona, Espafia)) fueron mantenidas
en condiciones de control climético con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Los
animales recibieron comida estandar y agua ad libitum. Después de 7 dias de
adaptacion, las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: ratas no

diabéticas y diabéticas.

5.2 Disefio experimental y protocolo de estudio.

Para evaluar las diferencias en el efecto de la terapia EMPA (Jardiance®)
sobre el IM con o sin DM, el andlisis se realiz6 sobre ocho grupos experimentales
(Figura 10.a):

e Grupo 1: ratas no infartadas y no diabéticas que recibieron tampén
fosfato salino (PBS) durante 54 dias.

e Grupo 2: ratas infartadas no diabéticas que recibieron PBS durante 54
dias.

e Grupo 3: ratas no infartadas y no diabéticas que recibieron EMPA (10
mg/kg/d) durante dias.

e Grupo 4: ratas infartadas no diabéticas que recibieron EMPA (10
mg/kg/d) durante 54 dias.

e Grupo 5: ratas no infartadas y diabéticas (STZ) que recibieron PBS
durante 54 dias.

e Grupo 6: ratas infartadas diabéticas (STZ) que recibieron PBS durante
54 dias.

e Grupo 7: ratas no infartadas y diabéticas (STZ) que recibieron EMPA
(10 mg/kg/d) durante 54 dias.

e Grupo 8: ratas infartadas y diabéticas (STZ) que recibieron EMPA (10
mg/kg/d) durante 54 dias.
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En esta figura, se muestra un esquema representativo del protocolo
experimental que se utilizo en el estudio.

— | Control(n=10) 0%

Vehiculo | —

| iMn=10) 29%

| No-diabeticas
n=49

a EMPA |—

5

111 ratas Wistar —» ]

—| Control(n=10) 0%

IM(n=10) 33%

— | Control(n=8) 50%

o |
L | IM(n=7) 42%
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(d3-d56 tras STZ o
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Figura 10. Disefio experimental. (a) Diagrama de flujo del estudio. (b) Esquema representativo del
disefio experimental; el intervalo de tiempo donde las ratas fueron tratadas con EMPA se muestra en
rojo. EMPA: empagliflozina; MI: infarto de miocardio; STZ: estreptozotocina, d: dias.

Las ratas diabéticas y las no diabéticas se asignaron al azar al tratamiento
con agua en presencia o en ausencia de EMPA (10 mg/kg/d), respectivamente.

La dosis de farmaco se recalcul6 cada 2 dias en base a la cantidad de agua
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ingerida y el peso corporal. El tratamiento con EMPA se mantuvo 4 semanas
antes de la induccion del IM y se prolongé durante otras 4 semanas, antes del

sacrificio de los animales (Figura 10.b), hasta las 8 semanas de tratamiento.

5.3 Drogas y productos quimicos.

Las drogas y productos quimicos que fueron utilizados para el experimento
fueron los siguientes:

La EMPA, iISGLT2, se adquirid de Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals,
Inc., Ridgefield, CT, EE. UU. (Jardiance®).

La STZ (S0130), citrato de sodio (71402) y otros productos quimicos de

grado analitico se adquirieron de Merck (Merck, EE. UU.).
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6. MODELO
EXPERIMENTAL
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6.1 Modelo diabético inducido por STZ.

La DM se indujo mediante una Unica inyeccién intraperitoneal de STZ (55
mg/kg), disuelta en tampon citrato pH 4,5 (109). De forma paralela, se generd un
grupo control no diabético (n=49), en el que se trat6é a los animales con tampdn
citrato (0.1 M, pH 4,5) en ausencia de STZ.

Para prevenir la aparicion de hipoglucemia, los animales (n=62) fueron
tratados con glucosa 5% en el agua de bebida, durante las primeras 24 horas
tras la administracién de STZ.

Tres dias después de la inyeccion de STZ, los animales fueron
consideradas diabéticos y seleccionados para el estudio si presentaban niveles
de glucosa en sangre venosa, obtenida de la vena de la cola, superiores a 300
mg/dl. Las medidas de glucemia fueron realizadas mediante un glucometro, tras

desecharse la primera gota de sangre. (Modelo NC, ref., 06870333001).

6.2 Induccién de infarto de miocardio

Cuatro semanas después de iniciar la terapia con EMPA, se evaluaron los
niveles de glucosa en sangre y las ratas se agruparon al azar en un grupo con
ligadura permanente de la arteria coronaria anterior descendente izquierda
(LAD) o en un grupo control donde los animales fueron sometidos al mismo
protocolo de cirugia, pero sin proceder a la ligacion de la arteria.

Previo a los procedimientos quirargicos, los animales fueron anestesiados
con isoflurano (2.5%), mediante la insercion de un catéter intravenoso de calibre
16 y colocados en posicion supina sobre una almohadilla de control de

temperatura. Posteriormente fueron intubados, ventilados y monitorizados
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mediante electrocardiograma (ECG), con electrodos conectados a las
extremidades a través de pequefias agujas insertadas por via subcutanea.

La toracotomia izquierda se realiz6 mediante una pequeiia incision entre el
tercer y cuarto espacio intercostal. La incisién se expandio mediante un retractor
de extremos romos, de tal manera que se evitaron los pulmones en el area de
retraccion. El saco pericardico que rodea el corazon se abrio, pero el corazén no
se exteriorizo. El sitio de la LAD se determin6 a 8 mm de distancia de su origen.
Usando una aguja atraumatica conica, se paso una ligadura de seda 6-0 debajo
del LAD y se at6 con tres nudos. El blanqueo visible y la cianosis de la pared
anterior del VI y la inflamacién de la auricula izquierda (Al) se tomaron como
indicativos de una correcta ligadura. El procedimiento se considerd exitoso si el
ECG mostraba elevacion del segmento ST y la pared anterior del VI se
blanqueaba.

Las costillas y los musculos se cerraron usando suturas de 6-0 solubles, y
dejando un pequefio espacio para aspirar el aire que quedaba en la cavidad
toracica mediante un tubo interno (2 mm de diametro), sin tocar los pulmones.

El sitio quirdrgico se revisd diariamente para evitar cualquier infeccion y
para controlar posibles dehiscencias del sitio de sutura.

Todo el procedimiento se realiz6 en un periodo de 20 minutos tras la
induccion de la anestesia. Un grupo de animales, considerado control no
infartado, fue sometido al mismo procedimiento quirdrgico, pero sin proceder a
la ligacion de la coronaria. Después de la cirugia, los animales recibieron cuatro

dosis de buprenorfina (0.05 mg/kg, subcutaneo) a intervalos de 8 horas.
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7. RECOGIDA DE
DATOS Y VARIABLES
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7.1 Ingesta de alimentos y agua. Recoleccién de sangre y orina.

Al inicio del estudio (en el punto previo a la administracion de STZ/citrato),
3 dias después de la administracion STZ/citrato (inicio del tratamiento con
EMPA), asi como 7 dias, 4 y 8 semanas después del inicio del tratamiento con
EMPA, las ratas se pesaron y se colocaron individualmente en jaulas
metabdlicas para las mediciones de 24 horas de ingesta de alimentos y agua, y
recoleccion de orina. Las ratas se aclimataron a las jaulas metabdlicas
colocandolas a dos periodos de luz diurna, previamente a la recoleccion de 24
horas.

Se recogieron muestras de sangre de la cola inmediatamente después de
la extraccion de las jaulas metabdlicas. El plasma y la orina fueron almacenados
a -80 °C para su posterior andlisis.

La glucosa en plasma y en orina y la creatinina en orina se determinaron
enzimaticamente con el sistema Roche/Hitachi Cobas (Roche Alemania). El
sodio y el potasio en plasma y orina se midieron por métodos de electrodos

selectivos de iones con el sistema Roche/Hitachi Cobas (Roche Alemania).

7.2 Ecocardiografia

Todas las ratas se sometieron a un examen ecocardiografico 24 horas y 4
semanas después de la induccion de IM (justo antes del sacrificio), utilizando un
sistema de ultrasonido digital comercial (HD11 XE Philips, Andover,
Massachusetts, EE. UU.), equipado con un transductor de sector de matriz en
fase de 4-12 MHz.

El procedimiento ecocardiografico fue realizado por un investigador

capacitado y a ciegas, siguiendo el protocolo del Comité de Ecocardiografia de
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la Especialidad de Cardiologia del Colegio Americano de Medicina Interna
Veterinaria y las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Ecocardiografia. Antes de los procedimientos ecocardiograficos, los animales
fueron anestesiados con ketamina (75 mg/kg, intraperitoneal) y medetomidina
(0,5 mg/kg, intraperitoneal).

Se obtuvieron imagenes estandar ecocardiograficas 2D del VI tanto en el
eje largo como en el corto. Mediante la ecocardiografia 2D, los signos de IM se
definieron como cualquier segmento con mayor ecogenicidad y/o cambio en el
engrosamiento miocardico o del movimiento sistolico (hipocinesia, acinesia o
discinesia). A partir de las vistas del eje largo de cuatro camaras, los volumenes
ventricular izquierdo sistolico (LVESV) y ventricular diastélico izquierdo (LVEDV)
se determinaron mediante el método Simpson y la FE se determind
automaticamente como FE = LVEDV-LVESV/LVEDV x 100. A nivel de las
cuerdas tendinosas de la valvula mitral, las mediciones de dimension ventricular
izquierda-diastolica final (LVEDD) y sistolica final (LVESD) se realizaron

mediante el modo M. Los parametros se enumeran en la Tabla anexo 1.

7.3 Muestras de tejido e histologia.

Tras cuatro semanas de IM, los animales fueron sacrificados y sus
corazones se mantuvieron en diastole mediante la administracion intravenosa
con 0,2 ml de cloruro de potasio al 10% (MERCK). A continuacién, el corazén
fue extraido y posteriormente lavado con DPBS frio antes de separar y aislar
para su analisis el ventriculo izquierdo (VI).

Para el analisis histolégico, secciones del VI de siete animales de cada

grupo experimental se fijaron en formaldehido al 4%, 24 horas antes de la
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inclusion en parafina. La tincidn tricromica de Masson se utilizé para evaluar el
tamafo del infarto y la extension de la fibrosis. Para la medicidén del tamafio del
infarto, se uso6 el aumento del depdsito de colageno (azul), para definir la region
del VI dafiada.

Las secciones se evaluaron con microscopio 6ptico (Nikon eclipse 80i) y
las imagenes se digitalizaron. El tamafio del infarto se calculé como porcentaje
de la longitud de la cicatriz con respecto a la circunferencia total del VI, en la
seccion tefiida con tricromico de Masson. Ademas, en el area del borde de cada
muestra se analiz6 la fibrosis cardiaca. Para su cuantificacion, se tomaron al
menos seis imagenes aleatorias de cada portaobjetos con un aumento de 20x y
se utilizé el depdsito resaltado de colageno (azul) para definir la fibrosis. El
porcentaje de circunferencia de la cicatriz se determiné como la circunferencia
total del infarto dividida por la circunferencia total del VI x 100.

Para realizar otros estudios moleculares de células biologicas, (extraccion
de ARN vy la transferencia Western), el area peri-infarto se recogié al menos a 5
mm del borde del area del infarto y se almacené a -80 °C.

Los técnicos/observadores que realizaron las imagenes o los estudios

moleculares celulares, estaban cegados al protocolo del estudio.
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8. ANALISISY
TRATAMIENTO DE
DATOS
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8.1 Ensayos in vitro.

Se utilizaron cardiomiocitos adultos aislados de ratones C57BL6/J39 para

determinar si el efecto cardioprotector relacionado a la terapia EMPA pudiera ser

debido a una regulacion positiva de GCH1. Se evaluaron los niveles de ARN

mensajero (ARNm) mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo

real (RT-PCR) cuantitativa, para troponina T cardiaca (c-TnT), cadena pesada

de miosina B-cardiaca (B-MHC) y a-actinina, como marcadores especificos de

cardiomiocitos (figura 11).
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Figura 11. Pureza de los cardiomiocitos primarios. (a-c) Analisis cuantitativo por PCR en tiempo real de c-
TnT, B-MHC y a-actinina de miocitos cardiacos (CM) y fibroblastos (CF) del corazén de C57BL6 / J. Los
nameros rojos representan cuantos experimentos independientes se realizaron por grupo (n = 6). *** p
<0,001 frente a fibroblastos cardiacos. c-TnT: troponina T cardiaca; B-MHC: cadena pesada de miosina 3-
-cardiaca.

Los ensayos se realizaron en ausencia de suero. El estiramiento

biomecanico se realiz6 utilizando una adaptacion del disefio experimental

establecido en estudios previos (110,111). Para recrear el entorno quimico de la

DM y comprender el papel especifico de GCH1 en la mitigacion del remodelado

adverso y antes de inducir la tensién biomecanica, se cultivaron los

cardiomiocitos durante 48 horas en un medio que contenia glucosa 30 mM,

situacion de hiperglucemia, en contraste con la concentracion estandar de

glucosa, 5.5 mM. Posteriormente, las células se sometieron a tensién

biomecanica durante 15 horas, siguiendo el protocolo experimental. Para excluir
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un efecto hiperosmolar, agregamos concentraciones idénticas de manitol (30
mM; MERCK, cat # M4125) en los cultivos de control.

Finalmente, los cultivos monocapa se lavaron con DPBS y las células se
eliminaron y procesaron para la extraccion de ARN y proteinas siguiendo el
protocolo (112). Las células se incubaron con EMPA (500 nM), 30 minutos antes
de la adicion de D-glucosa, adquirido de MERCK (AMBH324A493F AMBEED,
INC). El protocolo experimental para silenciar la expresiéon endégena de GCH1
se detalla mas adelante (véase apartado 9.3. Silenciamiento de GCH1 por ARN

de interferencia).

8.2 Ensayo cuantitativo de PCR en tiempo real.

El ARN total se aislé tanto del area del borde del VI infartado como de
cardiomiocitos bajo estiramiento biomecanico. El ARN se purifico con el Kit
RNeasy Mini (Qiagen), y el ADN complementario (ADNc) se preparé con el kit
de sintesis de ADNCc iScript (BIORAD LAB. INC., Madrid), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

La PCR cuantitiativa se realiz6 usando una mezcla de TB Green Premix Ex
Taqg Il (Tli RNase H Plus) (TAKARA BIO INC., Europa), junto con los cebadores
de interés (MERCK). Las secuencias empleadas para el estudio de los niveles

de ARNm especificos para diversos genes, se muestran en la tabla 2.
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Gen Cebador Forward primer (5'—>3") Cebador Reverse primer (5°—3")

Collal CATGTTCAGCTTTGTGGACCT GCAGCTGACTTCAGGGATGT
Col3al TCCCCTGGAATCTGTGAATC TGAGTCGAATTGGGGAGAAT
GAPDH CTGCACCACCAACTGCTTA CAGAGGTGCCATCCAGAGTT
GCH1 CCAGGTGCAGCAATGGGTTC TTCAACCACTACCCCGACTC
Myh6 GCCCAGTACCTCCGAAAGTC GCCTTAACATACTCCTCCTTGTC
Myh7 ACTGTCAACACTAAGAGGGTCA TTGGATGATTTGATCTTCCAGGG
Nppa GCTTCCAGGCCATATTGGAG GGGGGCATGACCTCATCTT

Tabla 2. Secuencias de cebadores de genes especificos utilizados para PCR cuantitativa en tiempo real.
Col, colageno; GADPH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; GCH1, ciclohidrolasa GTP cardiaca 1;
Myh, cadena pesada de miosina; Nppa, precursor de péptido natriurético A.

8.3 Analisis Western Blot.

Las muestras del VI de la zona peri-infarto o procedentes de extractos
celulares, tratadas o sin tratar, fueron lavadas y posteriormente lisadas usando
el tampon de lisis celular RIPA (THERMOFISHER, EE. UU.) suplementado con
un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatas (MERCK, EE. UU.).

La proteina total fue extraida y su concentracion se cuantific6 mediante el
método del BCA (113). Extractos de proteina (35 ug) fueron desnaturalizados y
separados mediante electroforesis SDS-PAGE y posteriormente transferidos a
una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (MERCK MILLIPORE, EE.
UU.). Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas utilizando albumina de
suero bovino al 5% (BSA) en una mezcla de solucién salina tamponada con tris
(TBST) y se incubaron con los anticuerpos primarios. Los anticuerpos utilizados

estan resumidos en la Tabla 3.
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Molécula Dilucién Fuente Referencia

GCH1 1:500 Abcam ab236387
Fosfo-enos(Ser1177) 1:1000 Cell Signaling 9570
eNOS 1.500 Cell Signaling 9572
Fosfo-nNOS(Ser1417) 1:1000 Abcam ab90443
nNOS 1:500 Cell Signaling 4234
iINOS 1:1000 R&D Systems MAB9502
GADPH 1:5000 Merck G8795

Tabla 3. Resumen de los Anticuerpos utilizados en el estudio.

Las bandas se visualizaron usando el reactivo ECL-plus (Reactivo de
deteccién de transferencia Western Primer de AMERSHAM ECLTM (GE
HEALTHCARE, NJ, EE. UU.) (RPN2232)), utilizando un sistema ChemiDoc XRS
+ con software Image Lab de BIO-RAD LABORATORIES (Berkeley, CA, EE.

uu.).

8.4 Inmunohistoquimica

Se obtuvo la porcién media del musculo papilar del V1'y se fijé con formalina
(disolucion de formaldehido y agua; 1:1), antes de ser embebida en parafina, (3
pMm) y colocada posteriormente en un portaobjetos de vidrio recubierto con poli-
L-lisina. Las secciones se desparafinaron y pretrataron en Dako PT Link durante
20 minutos a 97 °C, utilizando la solucién de recuperacion de objetivos EnVision
FLEX, pH alto (Dako, Dinamarca).

Para la tincion de GCH1, las secciones rehidratadas se incubaron durante
toda la noche con un anticuerpo policlonal contra GCH1 (dilucion de trabajo 1:

500, Proteintech, Chicago, IL, EE. UU.). Después, las secciones se incubaron
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con un polimero marcado con biotina y conjugado con un anticuerpo secundario
(Dako EnVision), de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Finalmente, las secciones se revelaron con 2-2"diaminobencidina (DAB) y
se obtuvieron imagenes de alta resolucion a través de un microscopio de barrido
invertido Leica SP8 (Leica Microsystems CMS GmbH, Mannheim, Alemania).

Se tomaron seis imagenes aleatorias de cada portaobjetos con un aumento
de 10x (n = 7 cortes/cada grupo tratado) y se identificoO una inmunotincion positiva

como un precipitado citoplasmatico de color marrén oscuro.

8.5 Anadlisis estadistico.

Para determinar las diferencias en la mortalidad, de acuerdo con las
recomendaciones de Cochran, se utilizé la prueba exacta de Fisher. Los datos
obtenidos se representaron como media + S.E.M., utilizando graficos de barras
con barras de error. Las diferencias estadisticas se evaluaron ajustando modelos
lineales con interacciones (determinadas por ANOVA de dos vias, seguido de la
prueba post hoc de Bonferroni) y estimando medias marginales. Se usé
correccién de Holm para comparaciones multiples. El valor de p <0,05 se
consideré significativo. Con el objetivo de hacer comparaciones mas complejas,
se ajustaron regresiones lineales bayesianas con interacciones en todos los
casos.

Para evaluar el efecto de EMPA, se calcularon las diferencias entre los
grupos tratados y los controles. Para comparar los aumentos o disminuciones de
promedios entre grupos, se calcularon las diferencias-de-diferencias.

Finalmente, con el proposito de evaluar si el beneficio de EMPA es mayor

en presencia de diabetes en los grupos infartados, también se han calculado
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aumentos porcentuales relativos. Estos porcentajes se han promediado para
obtener una estimacion general por grupos funcionales (hipertrofia y fibrosis). La
media, el intervalo bayesiano al 95% (BCI) y la probabilidad posterior de ser
positivo (PP), P (u> O|datos) o negativo (PN), P (u <0|datos), se estimaron para
cada variable.

Para extraer muestras de la distribucién posterior, se utilizaron 4 cadenas
de Markov Hamiltoniano de Monte Carlo, con 1000 interacciones de
calentamiento y 1000 interacciones de muestreo cada una. En todos los casos
se utilizaron distribuciones previas normales débilmente informativas por
defecto. La convergencia se diagnostico con traceplots, tamafios de muestras
efectivos y Rhats. Todos los andlisis se realizaron con R v.3.6.0 y Stan v.2.18

con las interfaces rstan y rstanarm.
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9. PROTOCOLOS
EXPERIMENTALES
PARA EL ANALISIS DE
DATOS
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9.1 Aislamiento de células primarias de ratones adultos.

Se recogieron los corazones y se perfundieron brevemente de forma
retrégrada las arterias coronarias, antes de su extraccion, con tampéon A (NaCl
113 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 0,6 mM, NazHPO4 0,6 mM, MgSOa4 1,2 mM,
NaHCO3 12 mM, KHCO3 10 mM, HEPES 10 mM y taurina 30 mM), mediante
canulacion de la aorta. Se afiadi6é colagenasa tipo Il (Worthington, Lakewood,
N.J.) para disociar enzimaticamente las células ventriculares.

Las células se dejaron sedimentar a 37 °C durante 10 minutos para permitir
que los cardiomiocitos quedaran como un granulado, dejando atras el
sobrenadante. Los cardiomiocitos se volvieron a suspender en el tampon B (47,5
ml de tampdn A, 2,5 ml de suero bovino fetal (FCS) y 62,5 ml de CaClz 10 mM).
Se afiadié CaClz gradualmente a las células hasta una concentracion final de
100 mM, y los cardiomiocitos aislados se cultivaron en Medio Esencial Minimo
(MEM) gue contenia FCS al 5% (v/v) (porcentaje volumen/volumen (% V/V), se
refiere al volumen de soluto por cada 100 unidades de volumen de la solucion),
2,3-butanodionamonoxima 10 mM, L-glutamina 2 mM y 1% (v/v)

penicilina/estreptomicina durante 2 horas a 37 °C y 5% de COa.

9.2 Modelo de estiramiento biomecénico.

Para inducir la tensidbn biomecanica se siguieron los protocolos
experimentales descritos por Banerjee y col., con algunas modificaciones (111).
Los cardiomiocitos primarios se cultivaron en placas de cultivo Flex | de seis
pocillos (BF-3001C Flexcell International, EE. UU.) recubiertas con Col |. Todos
los ensayos se realizaron en ausencia de suero. El estiramiento biomecéanico se

realizé utilizando un sistema de tension Flexcell FX-5000 (Flexcell International,
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McKeesport, PA). Este dispositivo utiliza un vacio controlado para deformar la
monocapa de células que crecen en la parte superior de la membrana. En este
caso, el vacio produjo un alargamiento del 16% en las membranas de elastdémero
del fondo flexible a una frecuencia de 60 ciclos/minuto (1 Hz) durante 15 horas.
Las células control también se colocaron en placas Bioflex para evitar
variaciones basadas en el estado de union y condiciones estéaticas. Los modelos
de desmontaje se realizaron antes de la induccién de deformacion. En este caso,
las células se mantuvieron 48 horas en un medio que contenia suero para

aumentar la flexibilidad de las células a las condiciones experimentales.

9.3 Silenciamiento de GCH1 por ARN de interferencia.

El ARN de interferencia (SiARN) especifico para GCH1 o el siARN control
(Dharmacon, Lafayette, CO) se transfirieron a los cardiomiocitos usando
Lipofectamine 3000 (la concentracion de transfeccion fue de 20 nM), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se utilizé6 una mezcla de cuatro SiARNs
especificamente diseflados para silenciar la expresiéon de GCH1 (114). La
efectividad del silenciamiento se muestra en la Figura 17. Brevemente, las
células (~20 x 103) se colocaron en una placa de seis pocillos y se cultivaron a
37°C en medio completo durante 2 dias. Posteriormente, las células se
sometieron a transfeccion usando Lipofectamin 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE. UU.) durante 8 horas. A continuacion, se adicion6 medio completo que
contenia suero y el tiempo de incubacion se prolongd otras 24 horas.
Posteriormente, las células transfectadas se lavaron dos veces con DPBS a 37

°C antes de la induccién de la tension biomecanica.
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Para estudiar el efecto de BH4, los cardiomiocitos adultos que carecen de
proteina GCH1 endbégena fueron tratados con BH4 200 uM durante 2 horas,

antes del estiramiento biomecéanico de induccion en presencia de EMPA.

9.4 Tamafio de cardiomiocitos y ensayo de incorporacion de [3H] -

leucina.

Para medir el tamafio de los cardiomiocitos, se calcul6 el area de superficie
de las células usando el software ImageJ, seleccionando cardiomiocitos (~ 20
células) de los campos seleccionados al azar (n = 5/experimento). Para evaluar
el efecto de la incorporacion de [3H] -Leucina, las células se trataron con 1,0
pCi/ml [3H] -Leucina (PerkinElmer) durante 24 horas, se lavaron y se fijaron con
tricloroacetato al 10% durante 45 minutos a 4 °C. Posteriormente, la

radioactividad se determind por recuento de centelleo liquido (Beckman Coulter).

9.5 Extraccion de ARN y RT-PCR cuantitativa.

El tejido fresco de la zona fronteriza (~ 30 mg) o las células en cultivo se
lavaron con DPBS frio. Las células sedimentaron por centrifugaciéon a 480 xg
(fuerza centrifuga 480 veces mayor a fuerza gravitacional) durante 10 minutos a
4 °C, mientras que las muestras de tejido se colocaron en una placa Petri de
vidrio previamente enfriada y se cortaron en un bafio de hielo con unas tijeras
afiladas. EI ARN total se aisl6 tanto del area del borde de las muestras de tejido
miocardico como de los cardiomiocitos bajo estiramiento. El ARN se purificd con
el RNeasy Mini Kit (Quiagen), y el ADNc se prepar6 con el kit de sintesis de
ADNCc iScript ™ (BioRad Lab. Inc., Madrid) de acuerdo con las recomendaciones

del fabricante. La RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR) se realiz6 usando TB Green
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Premix Ex Taq Il (Tli RNase H Plus) (Takara Bio Inc., Europa). Los genes
amplificados y las secuencias de cebadores se han mostrado en el apartado

anterior, en la Tabla 2.

9.6 Fraccion proteica.

En camara fria (4 °C), el tejido de VI (~ 30 mg) de la zona peri-infarto o las
células recogidas no tratadas o tratadas (~ 8 x 10° células), se lavaron usando
DPBS frio y se homogeneizaron suavemente en tampon de lisis para la
sonicacion y posteriormente se centrifugaron a 20.000 xg a 4 ° C, durante 20
minutos. El tampon de lisis estaba compuesto por Tris-HCI 150 mM, EGTA 1
mM, Triton X-100 al 1% (v/v), desoxicolato de sodio al 1% (p/v), solucion de
sulfato de dodecilo sodico (SDS) al 0.1% (p/v), pH 8,0, junto con un céctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas diluido 100 veces. El sobrenadante
resultante se dividié en alicuotas y se congel6 a -80 °C. Las concentraciones de

proteinas se determinaron por el método del acido bicinconinico.

9.7 Western blot.

La separacién y deteccidn de proteinas se realiz6 mediante procedimientos
estandar, como se describié en su correspondiente apartado previamente. Las
alicuotas de proteina soluble se hirvieron inicialmente durante 6 minutos en
tampon de carga de gel SDS, y después, cantidades iguales de proteina se
colocaron en geles de poliacrilamida SDS al 8% o 10% y posteriormente se
transfirieron a una membrana de PVDF, utilizando un sistema de transferencia

himedo de Bio-Rad en presencia de metanol a 100 V durante 1 horay a 4 °C.
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Para evaluar las proteinas de alto peso molecular (isoformas NOS), el
protocolo de transferencia fue modificado a toda la noche a 25 V, en ausencia
de metanol y a 4 °C (112). Las membranas se bloquearon 1 hora a temperatura
ambiente con BSA al 5% (p/v) en TBST (NaCl 137 mM, Tris 20 mM y Tween-20
al 0.1% (v/v), pH 7,6), seguido de una incubacién durante la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario en tampén de bloqueo. Los anticuerpos primarios y sus
diluciones, fuentes y referencias se resumen en la Tabla 3.

De la misma manera, se realizo con el anticuerpo GADPH; marcador de la
fraccion citosolica. Las membranas se lavaron cuatro veces durante 10 minutos
cada una con TBST y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con
anticuerpos secundarios apropiados (IgG de ratéon ECL, Ac completo unido a
HRP (NXA931) o IgG de conejo ECL, Ac completo unido a HRP (NA934) de
Amersham BioSciences, diluido en tampdn de bloqueo a 1: 10,000). Después,
las membranas se lavaron cuatro veces durante 10 minutos cada una con TBST
y se detectaron las bandas inmunorreactivas mediante ECL (Reactivo de
deteccién de transferencia Western ECLTM de Amersham (GE Healthcare, NJ,
EE. UU.) (RPN2232), utilizando un sistema ChemiDoc XRS + con el software
Image Lab de Bio-Rad Laboratories (Berkeley, CA, EE. UU.). Se realiz6 un
andlisis cuantitativo con el software Gel-Pro Analyzer 3.1 (Sigma). Se utilizaron
como marcadores de proteina, See Blue ™ Plus2 Prestained (LC5925) de Life
technologies o Precision Plus Protein ™ Dual Color Standars de BioRad

(1610374).
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9.8 Protocolo de reevaluacion de la transferencia Western.

Tras el revelado, las membranas se lavaron cuatro veces durante 5 minutos
usando TBST y se incubaron durante 30 minutos a 50 °C en tampon de
separacion (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, 2% (p/v) SDS y 700 ul de B-
mercaptoetanol, en agitacion. A continuacion, las membranas se lavaron seis

veces durante 5 minutos usando TBST antes del bloqueo.

9.9 Ensayo de actividad de GCHL1.

La actividad de GCHL1 se determin6 como se describio previamente en su
correspondiente apartado, con algunas modificaciones (115). En primer lugar, en
una camara fria (4 °C), se homogeneizé el tejido fresco de la zona fronteriza de
VI (~ 25 mg) o las células cosechadas no tratadas o tratadas (~ 10 x 10° células)
en tampoén Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, que contiene MgCl2 1 mM, KCI 0,1 M, EDTA
1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 0,2 mM recién agregado y 1,0 pyg/ml de aprotinina,
leupeptina y pepstatina. Los sobrenadantes obtenidos por centrifugacion de las
muestras durante 15 minutos a 4 °C a 12,000 xg se transfirieron a un tubo limpio
preenfriado y se centrifugaron durante 45 minutos adicionales a 15.000 xg. Se
afadié una alicuota de 300 ul del sobrenadante a 300 ul de tampdn de reaccidn
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, que contenia KCI 0,3 M y EDTA 2,5 mM; que contiene
2.5 mM de GTP recién agregado, 1 mg/ml de BSAy 2.5 mM de DTT. Finalmente,
la reaccion se detuvo agregando 3 ul de HCI 5N en dos momentos, alas 0, 1y
2 horas. La oxidacién del producto de reaccion 7,8-dihidroneopterina trifosfato a
neopterina trifosfato se realizé a temperatura ambiente mediante la adicion de
15 uL de solucion oxidante (0,04 g% de yodo y 0,08 g% de yoduro de potasio en

HCI 1 N) y se incub6 durante 60 minutos. El exceso de reactivo 12/KI sin
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reaccionar se eliminé mediante la adicién de 2 ul de solucién de acido ascorbico
al 20%. Para eliminar los grupos fosfato del trifosfato de neopterina, el pH de las
muestras se ajustd a 9-10 y se incubo con solucién de fosfatasa alcalina 5U
(Merck (A2356)) a 37 °C durante 60 minutos. Las muestras se limpiaron por
filtracion a través de filtros (10K M.W.C.O Millipore, Bedford, Massachusetts), se
cargaron en una columna Kinetex C18 (100 mm x 4,6 mm 2,6 um, Phenomenex)
y se eluyeron con TFA al 0,05% 0,7 ml/minuto.

Se detectd D-neopterina por fluorescencia usando una excitacion de 350
nm y una emision de 440 nm. Los estandares se utilizaron para la cuantificacion
y las concentraciones se normalizaron al contenido de proteinas de las muestras.
La concentracion de proteina de cada muestra se midié utilizando el método

BCA13.

9.10 Inmunofluorescencia cardiaca GCH1.

Las células (~4 x10°) se sembraron en placas con fondo de vidrio de 35 mm
y se cultivaron a 37 °C en medio completo durante 2 dias. Las células adheridas
se lavaron 2 veces con DPBS precalentado, antes de inducir estiramiento
biomecanico. Las células tratadas y no tratadas se fijaron con formaldehido al
4% (p/v) (15 minutos, RT), se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (v/v) (5
minutos, RT) y se trataron con el kit potenciador de senal. iT ™ FX de acuerdo
con el protocolo Molecular Probes (30 minutos, RT). Las células se expusieron
durante la noche a 4 °C a anti-GCH1 (1:100, dilucién). Al dia siguiente, se
incubaron con IgG anti-rata de conejo conjugada con Alexa Fluor 488 (dilucién
1: 200) durante 1 hora a 37 °C. Las células marcadas se observaron bajo un

microscopio de fluorescencia invertida DM IRE Il de Leica Microsystems
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utilizando el objetivo de inmersién en aceite HCX PL APO 63x con apertura
numerica 1,32. Alexa Fluor 488 se estimuld con un haz laser de iones de argon.
El rango correspondiente de longitud de onda de emision fue de 508-550 nm.
Las imagenes confocales se recopilaron con el moédulo de cabezal de

exploracion Leica TCS SP2. La apertura del agujero se ajusté a 140 um,

equivalente a un plano z de 1.1 um de espesor.

9.11 Medicion de los niveles de BH4.

Los niveles de BH4 se midieron en el tejido homogeneizado del area del
borde del VI o en muestras celulares mediante HPLC con deteccion
electroquimica (sistema ESA Biosciences CoulArray® Modelo 542, Chelmsford,
MA, EE. UU.). Se us6 BH4 (10-100 nM) como estandar, y las concentraciones

de la muestra se normalizaron al contenido de proteina total.

9.12 Niveles totales de 6xido nitrico y superoxido.

La concentracion de ON en extractos de tejido y extracto celular se
determiné usando el kit de ensayo de 6Oxido nitrico QuantiChrom (BioAssay
Systems, Hayward, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
absorcién de luz se midié6 a 540 nm con el uso del espectrofotometro de
microplacas SpectraMAX 190 (GMI Co., EE. UU.). Los datos se expresan en
relacion con una curva estandar para ON. La lucigenina, un compuesto que emite
luz al interactuar con O2" se uso para cuantificar la produccion de Oz a partir de
muestras celulares y de tejido. Los datos se presentaron en unidades de luz

relativas por miligramo de proteina.
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9.13 Protocolo de ensayo de 3-nitrotirosina.

La concentraciébn de 3-nitrotirosina (3-NT) se midié utilizando el kit
OxiSelect Nitrotyrosine ELISA (STA-305, Cell Biolabs). Todos los reactivos se
prepararon y el protocolo se ejecutd segun las instrucciones del kit. Las muestras
tenian su absorbancia leida a 450 nm por un lector de placas BioTek ELx800
usando el software Gen5. Este ensayo utilizo la unién competitiva que resulté en
una curva estandar inversa. Al analizar los datos, en la curva estandar se trazo
en un eje X logaritmico y se utiliz6 una linea de tendencia logaritmica. La
ecuacion para la linea de tendencia se us6 para calcular la concentracion de 3-
NT, [3-NT], respectiva de cada muestra. Cada [3-NT] se dividié por el contenido

total de proteinas.
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10. RESULTADOS
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10.1 Grupos experimentales

Cuarenta y nueve ratas no diabéticas y sesenta y dos ratas diabéticas
fueron aleatorizadas consecutivamente a terapia con placebo o EMPA y cirugia
simulada o IM, segun se muestra en la Figura 10 del protocolo de estudio.

La mortalidad relacionada con el procedimiento fue similar en todos los
grupos infartados, independientemente del estado de la DM o del tratamiento
con EMPA (p = 0,69). No se observé mortalidad durante las etapas posteriores
del estudio y no se observd mortalidad en ratas operadas de forma simulada

durante todo el estudio.

10.2 Efectos sobre la funcion cardiaca y el remodelado miocéardico

La evolucion del tejido cardiaco, en funcion de la cicatrizacion, se muestra
en la figura 12.a. La terapia EMPA se asocioé con un menor peso cardiaco en DM
(dif: -9.71 [-11.02, -8.37], PN> 0.999) y animales no DM (dif: -4.56 [-5.74, -3.34],
PN> 0.999) (Figura 12.b). Después del IM, la terapia EMPA mejoré el cambio
fraccional de area en ecocardiografia, en animales no DM (dif: 8.46 [5.01, 11.94],
PP> 0.999) y DM (dif: 11.98 [7.98, 15.9], PP> 0.999) (Figura 12.c).

La magnitud de la mejora del cambio fraccional de area en ecocardiografia
no difirié6 entre los animales DM y no DM (diff-in-diff: -0.45 [-2.72, 3.87]). Se
encontraron resultados cardioprotectores similares cuando analizamos el efecto
de la terapia EMPA en otros parametros ecocardiograficos (Tabla anexo 1-3),
incluida la FE (Figura 12.d).

Ademas, el tamafio del infarto del VI fue similar en los animales DM frente

a los no DM (40% frente a 38%) y la terapia EMPA se asocié con un menor

- 125 -



tamafo del IM (Figura 12, paneles e-f) en ambos grupos no DM (dif: -14.81 [-

17.11, -12.49], PN> 0.999) y DM (dif: -16.17 [-18.89, -13.58], PN> 0.999).
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Figura 12. La terapia con empaglifiozina mejora la remodelacion cardiaca. (a) Imagenes
representativas de todo el corazén, de corazones infartados, 4 semanas después de la cirugia. (b)
Relacion entre el peso del corazén y la longitud de la tibia (VI/LT (peso del Vl/longitud de la tibia)).
(c, d) Analisis ecocardiografico de fraccion de acortamiento y fraccion de eyeccion, respectivamente.
(e, ) Izquierda; Secciones representativas de histologia transversal del miocardio tefiido con la tincién
tricromica de Masson, de los grupos indicados tomados para las mediciones de tamafio de infarto
(fijacion de tejido 4 semanas después del IM). Las areas ricas en colageno (tejido cicatricial) estan
coloreadas en azul y el miocardio sano en rojo. Barra de escala: 0,5 cm. (Derecha). Cuantificacion
del tamafio del infarto. * p <0.05, *** p <0.001. En la parte inferior de cada barra, nimero de animales
analizados por grupo.
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Se midieron varios marcadores de fibrosis e hipertrofia en la zona fronteriza
del IM, y todos ellos se incrementaron, después del IM, en comparacion con el
miocardio de animales con cirugia simulada (Figura 13).

La terapia EMPA se asocio con niveles mas bajos de ARNm de Collal
(Figura 13.a) tanto en grupos no DM (dif: -16.29 [-19.31, -13.42], PN> 0.999)
como en grupos DM (dif: -26.9 [-30.17, -23.5], PN> 0,999). La terapia EMPA
también se asocio con niveles mas bajos de niveles de ARNm de Col3al tanto
en animales no DM (dif: -34.06, [-38.34, -29.8], PN> 0.999) como en animales
DM (dif.; -37.93, [-42.54, -33.16], PN> 0,999) (Figura 13.b).

Como se muestra en la figura 13.c y 13.d, la terapia EMPA disminuyo la
acumulacion de colageno (tincion de Masson) tanto en animales no DM (diff: -
8.24 [-9.75, -6.68], PN> 0.999) como en animales con infarto y DM (diff: -9,99 [-
11,69, -8,36], PN> 0,999). La reduccién de Collal fue mayor en presencia de
DM (diff-in-diff: -10.61, [-15.17, -5.97], PN> 0.999), mientras que la reduccion de
los niveles de Col3al (diff-in-diff: -3.86 [-10.2, 2.54]) y la acumulacion de
colageno (diff-in-diff: -1.76 [-4.05, 0.51]) no difiri6 entre los grupos DM y no DM.

La relacion Myh7/Myh6 y los niveles de ARNm de Nppa, como marcadores
de hipertrofia, fueron menores en presencia del tratamiento con EMPA (Figura
13.e y 13.f). La terapia EMPA indujo una proporcion mas baja de Myh7/My6 en
no DM (dif: -3.37, [-3.85, -2.87], PN> 0.999) y animales DM (dif: -4.37 [-4.9, -

3.82], PN> 0.999).
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Figura 13. La terapia con empagliflozina previene la fibrosis y la hipertrofia. (a, b) Analisis
cuantitativo por PCR en tiempo real de Collal y Col3al. (c) Secciones representativas del VI
tefiidas con Masson; Barras de escala: 25 pum. (d) Colagenos asociados a fibrosis. (e, f) Analisis
cuantitativo de PCR en tiempo real de la relaciéon Myh7 / Myh6 y Nppa. *** p <0,001.
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Resultados similares se evidenciaron en los niveles de ARNm de Nppa
(Figura 13.f), con reducciones significativas tanto en grupos no DM (diff: -2.69 [-
3.02, -2.37], PN> 0.999) como DM (diff: -2.9 [-3.28, -2,53], PN> 0,999). La
magnitud de la reduccién en la relacion Myh7/Myh6 fue mayor en presencia de
DM (diff-in-diff: -1.01 [-1.73, -0.29], PN = 0.995), mientras que los niveles de
ARNmM de Nppa no difirieron (diff-in diff: -0,21 [-0,71, 0,28]). En general,
considerando todos los marcadores de fibrosis, el efecto de EMPA en los grupos
de infarto DM fue 35% mas alto (con IC de 95% entre 17% y 53%) en
comparacion con los grupos no DM. Del mismo modo, para los marcadores de
hipertrofia, el efecto de EMPA fue un 52% mayor (IC del 95%: 30% a 81%) al de

los grupos no DM (Figura 14).
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Figura 14. Efecto cardioprotector de la empagliflozina y andlisis estadistico comparativo. Los puntos
representan incrementos medios en porcentaje en el grupo infartado diabético respecto del no diabético y
el error excluye los IC del 95%. a) Marcadores de fibrosis. b) Marcadores de hipertrofia cardiaca.

10.3 Efectos en la enzima GCH1, niveles de BH4 e isoforma NOS.

Aunqgue los niveles de ARNm de la proteina GCH1 cardiaca (cGCH1) no
diferian en presencia de IM y/o DM, la expresion de la cGCH1 fue menor en

presencia de IM o DM (Figura 15. a-b).
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La terapia EMPA indujo un aumento de los niveles de ARNm y proteina
cGCHL1 en todas las condiciones experimentales (Figura 15.a-b), que fue mayor
en presencia de DM en términos de ambos ARNm (diff-in-diff: -0.36 [-0.57, -0.14],
PN> 0.999) y niveles de proteina (diff-in-diff: -0.63 [-0.86, -0.41], PN> 0.999).

La modulacion de la proteina cGCH1 también se confirmé mediante tincion
inmunohistoquimica, con resultados similares (Figura 15.c-d). La actividad
cardiaca de GCH1 aument6é con la terapia EMPA, independientemente del
estado diabético y del IM (Figura 15.e). Sin embargo, la magnitud de este efecto
fue mayor en los animales DM que en los no DM (diff-in-diff: 0.47 [0.05, 0.88],
PP> 0.986). Este efecto se tradujo en términos de niveles cardiacos de BH4 en
todos los grupos experimentales (Figura 15.f), y la magnitud de este efecto fue

mayor en los no DM (diff-in-diff: -1.12 [-1.96, -0.25], PN = 0.994).
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Figura 15. Empagliflozina modula los niveles de ARNm y proteina de cGCH1. (a) Expresion de
ARNm cardiaco de cGCH1. (b) Analisis de transferencia Western representativo de cGCH1 en
tejido de la zona fronteriza y analisis cuantitativo. (c-d) Tincion inmunohistoquimica de cGCH1 en
la zona fronteriza; Barra de escala: 50 um. (e) Actividad cardiaca de GCHL1. (f) Niveles de
tetrahidrobiopterina. * p <0.05, *** p <0.001.
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A continuacion, evaluamos el estado de activacion de nNOS, eNOS e
INOS. En presencia de DM o IM, el estado de fosforilacion tanto de nNOS como
de eNOS fue menor y la terapia con EMPA indujo un aumento en ambas
isoformas (Figura 16.a-b). Este efecto fue mayor para nNOS en el grupo DM que
no DM (diff-in-diff: 0.2 [0.01, 0.38], PP = 0.982), mientras que para eNOS el
efecto fue mayor en el grupo no DM (diff-in-diff: -0,26 [-0,48, -0,05], PN = 0,991).

Con respecto a la proteina INOS y los niveles de ON, ambos aumentaron
en presencia de DM o IM, y la terapia EMPA se asocio con niveles mas bajos de
INOS y niveles méas altos de ON (Figura 16.c-d). Se observaron hallazgos
similares en términos de niveles de O2- (Figura 16.e) y niveles de nitrotirosina
(Figura 16.1).

Para todos estos marcadores (proteina iNOS, niveles de NO, niveles de O2-
y niveles de nitrotirosina) el efecto de la terapia EMPA fue similar en los grupos
DM y no DM (diff-in-diff: -0.02 [-0.29, 0.24], 0.0 [-1.13, 1.11], -14.74 [-38.27, 8.92]

y 0.07 [-0.16, 0.3], respectivamente.
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Figura 16. Empagliflozina modula la actividad de NOS. *** p <0,001. (a) Bandas de western blot
representativas que muestran la activacién de nNOS. (b) Bandas de western blot representativas que
muestran la activacion de eNOS. (c) Bandas western blot representativas que muestran la modulacion de
INOS. (d) Niveles de NO. (e) Niveles de O2.-. (f) Niveles de nitrotirosina.

10.4 La modulacion de la proteina cardiaca GCH1 media los efectos
anti-hipertroficos de la empagliflozina
Con el fin de evaluar el papel de la proteina cGCH1 en los efectos
cardioprotectores de EMPA, utilizamos un conjunto de cuatro pequefios siARN
para derribar cGCH1 (siGCH1) y un modelo de estiramiento biomecanico
diabético. La eficacia inhibitoria de siGCHL1 se verificé por RT-PCR cuantitativa,

western blot e inmunofluorescencia por microscopia confocal (Figura 17).
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Figura 17. Silenciacion efectiva de GCH1.

(a) Andlisis de transferencia western representativo de GCH1; (Linea 1: Scramble; Linea 2: Scramble
+ Strain; Linea 3: Scramble + Strain + EMPA; Linea 4: Strain + EMPA + siGCH1). (b) Imagenes de
microscopia confocal después del analisis de inmunofluorescencia realizado con cardiomiocitos
primarios que expresan GCH1 (verde). (c) Los cardiomiocitos se preincubaron con scramble siRNA
(scr), con una combinacién de cuatro siRNAs para GCH1 (siRNA GCH1 a + b + ¢ + d), o siRNAs
individuales antes de la induccion de la tension biomecéanica durante 4 h. La expresiéon de ARNm de
GCHL1 se analizé por RT-PCR cuantitativa. Los nimeros rojos representan cuantos experimentos
independientes se realizaron por grupo (n = 6). Barra de escala: 50 um. ### p <0.001 vs scr; &&& p
<0.001 vs Scr + EMPA + cepa biomecanica. Scr: Scramble; ST: tension.

Como se muestra en la figura 17.a, la terapia EMPA indujo un aumento en
los niveles de proteina cGCH1 cardiaca que se bloque6 por completo al silenciar

la expresiéon de GCH1 (1.96 [1.81, 2.11] vs. 1.24 [1.09, 1.39]; EMPA + ST vs
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iIGCH1L + EMPA + ST). Se observaron resultados similares por
inmunofluorescencia (Figura 17.b), el empeoramiento de la tincidn citosdlica de
cGCHL1 en células bajo "estiramiento bioquimico", en comparacion con la tincion
observada en condiciones de control, corrobor6 el hecho de que cGCH1 esta
regulada negativamente en respuesta a tension biomecanica. El color verde en
las imagenes coincidia con la localizacién citosolica de GCHL1.

De manera similar, la terapia EMPA indujo la regulacion positiva de GHC1
y nuevamente el silenciamiento de GCH1 enddgeno evitd este efecto mediado
por la terapia EMPA. La eficacia de estos siRNAs, combinados o Unicos, para
silenciar GCH1, se confirmd en cardiomiocitos mediante ensayos cuantitativos
de RT-PCR (Figura 17). El aumento de la expresion inducida por EMPA de GCH1
después de la tension biomecanica, se bloqued por completo cuando la
expresion de cada isoforma se silenciaba previamente con la combinacion de los
cuatro siRNA especificos a GCH1 (p <0.001 en todos los casos) (Figura 17). Se
obtuvieron resultados similares cuando pre-silenciamos la expresion del gen
GCH1 usando siRNAs individuales, citados como Figura 17.a-d. (p <0,001).

El tratamiento con siGCH1 bloqued el efecto preventivo de la terapia EMPA
en términos de niveles de BH4 (dif: -1.44 [-1.78, -1.11], PP> 0.999) (Figura 18.a),
area celular (dif: 82.6 [76.43, 88.89], PP> 0,999) (Figura 18.b) e incorporacién de
aminoacidos (AA) (dif: 59,7 [51,89, 67,89], PP> 0,999) (Figura 18.c).

La suplementacién con BH4 exdgeno, en presencia de EMPA, revirtio la
accion de siGCH1 en el area celular (diff: -87.24 [-93.66, -80.73], PP> 0.999)
(Figura 18.b) y la incorporacion de AA (diff: -64.79 [- 72,75, -56,65], PP> 0,999)

(Figura 18.c).
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Figura 18. Empagliflozina previene la hipertrofia cardiaca.

(a) Niveles de BH4. (b) Analisis cuantitativo de las mediciones del tamafio celular in vitro de cardiomiocitos
adultos. (c) Captacién de leucina en cardiomiocitos. Todas las cuantificaciones derivan de seis experimentos
independientes / grupo. Los resultados se muestran como diagramas de dispersion y se resumen con

diagramas de caja. ** p <0.01, *** p <0.001.

La terapia EMPA indujo un aumento en la fosforilacion de nNOS y eNOS
en sus respectivos sitios de activacion Serl41l7 y Serll77 con respecto al
estiramiento biomecanico (Figura 19.ab) (diff: 0.56 [0.45, 0.66], PP> 0.999; diff:
0.77 [0.63, 0.9], PP> 0,999, respectivamente).

El tratamiento con siGCH1 evit6 la fosforilaciéon de nNOS y eNOS inducida
por la terapia EMPA (diff: -0.42 [-0.53, -0.31], PN> 0.999; diff: -0.73 [-0.87, -0.6],
PN> 0.999; respectivamente); y ambos efectos fueron revertidos cuando se
suplementé con BH4 (diff: 0.47 [0.36, 0.58], PP> 0.999; diff: 0.75 [0.61, 0.89],
PP> 0.999; respectivamente).

Todos estos efectos se reprodujeron en experimentos paralelos que
evaluaron los niveles de ON (Figura 19.c), O2- (Figura 19.d) y nitrotirosina (Figura
19.e), como medidas de dafio oxidativo.

En ausencia de estiramiento, el uso de EMPA, siGCH1 o BH4 no tuvo

efecto sobre los parametros evaluados. Ademas, las células expuestas a altos
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niveles de manitol (25 mM) no mostraron alteracion de los parametros
analizados.

Finalmente, el tratamiento con siGCH1 bloqueé el efecto preventivo de la
terapia EMPA en la organizacion cardiaca de la a-tubulina, lo que resulté en la
interrupcion de la arquitectura normal de los microtubulos, como lo revela la

microscopia de inmunofluorescencia confocal (Figura 19.f).

- 137 -



A

K
& & a ok s e e, b ey
ot gl A
eSS 8 78 R o

A R QARE N ° o)

2 8 quvde*h Z 24 v - ] e ¢ o
panos L L L LLT LS £ = & {8 3 24l [° Y Rlme
sy [Emmm =] T @ 220 o W 3 = L QIR
(S o~ 9 . , Twhe

mos [ E====== "m0 € 200 % 20l
a ® i Q
c 18 [5] ~ c
?g m ko] ° °
P_eNOS —140kpa @ 16 ~ 8 16 [H| D
(Ser'™) o 5 H
X 14 4 o 0
) B R ST - 12
Ser o+ 4+ 4 - - = = =  mE owmiRE S
8T -~ % # 4 4 = = = = #: o msm o=
EMPA - - + 4+ + + - - - - § A= =
SIGOHT i i wow W gl = mom B
BHE = = i v R e el sl
e
c ok deex ek ek d ok dekn ke ok Kk Kk Kk ok
O R S = 28
° °
-
6 @ 3 24 B @
= s 25 ry) © ®; =
- ° o = C
g 5 & tsl DS 6§ % 20
oo 8 ° mE’ s 2
zE 4 S5 & 3 16
3 2] 23 * =
£ 4 23 4 < 12 ri
8 ° foled . ° 3 il
t W 4 S RBE )
& & i 2 8 LI
2 i L S ol b L Bl
. » 0.0 =
Sor o+ 4+ - - - - - kot ol e mimoamoom + o+ o+ - - = = =
ST = + + + + - = = ™ ok ok oo e - 4+ + 4+ + == =
EMPA = = + + + + - = a2 i B S S
SIGCH1 — = = 4+ + - + = = 2 RE BE kS - = -4 + = 4 =
BHE - = = = + - = + Tt oot T
Control nfarto de miocardio/diabe
: kst
g i

Empaglifiocina

EMPA+ST

aceW¥anos

+ Hipertrofia patolégica

+ Fibrosis patolégica

Figura 19. La empagliflozina modula la actividad NOS y el GCH1 cardiaco.

(a, b) Analisis representativo de transferencia Western de nNOS y activacion de eNOS. (c) Niveles NO. (d)
Niveles O2.- (e) Niveles de nitrotirosina. (f) Imagenes de microscopia confocal después del andlisis de
inmunofluorescencia realizado con cardiomiocitos que expresan tubulina (verde). La barra de escala de la
imagen 4, también aplicable a las imagenes 1, 2 y 3, fue de 40 um mientras que en la imagen 5 y 6, fue de
10 um. (g) Modelo de accion de empagliflozina en el miocardio. Todas las cuantificaciones derivan de seis
experimentos independientes/grupo. Los resultados se muestran como diagramas de dispersion y se
resumen con diagramas de caja. ** p <0.01, *** p <0.001.
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10.5 Efectos de la Empaglifozina en parametros metabdlicos en ratas

Wistar con o sin DM

Los parametros plasmaticos han indicado un aumento en los niveles de
glucemia y Na* plasmatico, mientras que el K* plasmatico disminuyé en
comparacion con los grupos no DM, después de 3 dias de inyeccion de STZ
(Tabla anexo 9 y linea azul en la figura 20).

La terapia EMPA disminuy0 significativamente la glucemia y los niveles de
Na* mientras que aumentod los niveles de K* (Tabla anexo 9 y linea roja en la
figura 20).

Ademas, la terapia EMPA aument6 la glucosa urinaria y la excrecion de Na*
(Tabla anexo 10 y linea roja en la figura 21) en paralelo con un aumento en el
volumen de orina y no tuvo efecto sobre la relacién albumina/creatinina. El
aumento de la diuresis después del tratamiento con EMPA se compensd con un

aumento proporcional en la ingesta de liquidos (Tabla anexo 11 y linea roja en
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Figura 20. Efectos de EMPA en parametros plasmaticos en DM y no DM.
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En relacidon a la hipoétesis principal de este estudio, podemos concluir que
la inhibicion del receptor SGLT2 con la EMPA proporciona un mecanismo
terapéutico para proteger el remodelado y disfuncién cardiaca tras un proceso
isquémico agudo tanto en pacientes con DM como no DM, como muestran los
datos previamente mencionados. Este beneficio, por tanto, ayuda a reducir la
morbimortalidad, el riesgo CV y los costes sanitarios asociados a las
complicaciones CV en pacientes con o sin DM, grupo de pacientes de elevada
prevalencia.

En relacion al objetivo principal del estudio, la influencia de la EMPA en la
progresion del remodelado y funcidon miocardica tras la isquemia aguda y sus
posibles mecanismos miocardicos subyacentes, muestra la participacion de
GCH1 y la via NOS como contribuyentes principales en este beneficio, siendo la
participacion de otros, como el control glucémico, glucosuria, natriuresis y
pérdida ponderal, insuficientes para justificar por si mismos un beneficio a nivel
miocardico o en parametros de mortalidad CV, pero posiblemente coadyuvantes
en este efecto.

Asi pues, el presente estudio proporciona la primera evidencia que vincula
los efectos cardioprotectores de EMPA con la regulacién positiva de cGCH1
después de un IM. Nuestros resultados demuestran que la regulacion positiva de
cGCHL1 inducida por EMPA aumenta los niveles de BH4, activa tanto la enzima
eNOS como la enzima nNOS y mejora la actividad de iNOS, lo que lleva a un
aumento de los niveles de ON cardiaco disponibles, asi como a una disminucion
en los niveles de O2- y nitrotirosina. Juntos, estos efectos conducen a una mejora
en el remodelado miocardico que si puede justificar los beneficios en datos de

IC, y muerte de causa CV.

- 143 -



Contextualizando el descubrimiento de la nueva diana terapéutica en DM,
los i-SGLT2, y su beneficio CV al inicio de este estudio, la evidencia cientifica
disponible se enfocaba hacia la EMPA (21) y canagliflozina (105,116), primeras
moléculas con estudios de seguridad CV que mostraron de manera consistente
beneficios y que sugerian un posible efecto protector de esta familia terapéutica
en la IC (117-120).

Asi pues, EMPA-REG OUTCOME evaluo la seguridad CV a largo plazo y
los posibles beneficios microvasculares y macrovasculares de EMPA 10 mg o 25
mg en pacientes con DM2 y enfermedad CV establecida. EMPA afiadida al
tratamiento estandar redujo significativamente el riesgo de la variable primaria
compuesta de muerte CV, IM no fatal e ictus no fatal en comparacion con placebo
en un 14% (HR 0,86; IC del 95% 0,74, 0,99; p=0,04 para superioridad). En
comparacion con placebo, el riesgo de muerte CV, IC y mortalidad por todas las
causas se redujo con EMPA en un 38%, 35% y 32%, respectivamente. Los
pacientes con IC fueron aproximadamente el 10% de la poblacion del ensayo
EMPA-REG OUTCOME (10,5% y 9,9% de los pacientes en los grupos placebo
y EMPA, respectivamente).

Sin embargo, el EMPA-REG OUTCOME no se disefi0 para evaluar el
efecto de EMPA en pacientes con IC y los hallazgos de este pequefio subgrupo
se consideraron generadores de hipétesis.

Los andlisis del EMPA-REG OUTCOME han sugerido que los efectos de
EMPA sobre la muerte CV y la IC fueron independientes de sus efectos
reductores de glucosa. Ademas, se ha sugerido que varios de estos mecanismos
qgue no reducen la glucosa pueden ser beneficiosos para los pacientes con IC

independientemente de su estado diabético.
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Como hemos comentado, al no disefiarse EMPAREG especificamente
para la hipotesis de estudio en IC, se han disefiado a posteriori ensayos que
forman parte del programa de IC de EMPA y poder investigar asi los efectos de
esta molécula en pacientes con IC con y sin DM en diferentes condiciones
clinicas. Entre ellos, encontramos EMPA-RESPONSE-AHF, que estudia los
efectos de EMPA sobre los resultados clinicos en pacientes con IC aguda
descompensada; EMPEROR-Reduced, ensayo de EMPA en pacientes con
ICFER con o sin DM2; EMPEROR-Preserved, ensayo de resultados de EMPA
en pacientes con ICFEP con o sin DM2; Empire HF, ensayo para evaluar
pardmetros renales en pacientes con ICFER, con o sin DM2; EMPERIAL-
Reduced y Preserved, ensayo en pacientes con ICFER e ICFEP
respectivamente, con o sin DM, con el objetivo de evaluar la capacidad funcional,
tolerancia al ejercicio y su sintomatologia (121-126).

Siguiendo los algoritmos de tratamiento de la SEC, el uso de los i-SGLT2
en pacientes con IC con o sin DM es a dia de hoy una practica clinica habitual,
dada la evidencia y seguridad que ofrecen en el tratamiento de este tipo de
pacientes (127). Segun un reciente metaanalisis, el efecto del tratamiento con
EMPA y Dapagliflozina sobre las hospitalizaciones por IC son consistentes,
reducen la muerte por todas las causas y por causas CV en pacientes con
ICFER, ademés de ofrecer otros beneficios, como a nivel renal, con una
disminucion de la progresion del dafio o deterioro de la funcion renal (121).

Una creciente evidencia sugiere que la EMPA atentua el remodelado
cardiaco adverso en diferentes modelos experimentales, como el IM inducido por
ligadura de LAD, constriccion aortica toracica o infusion de isoproterenol

(119,128-131), independientemente de su accion sobre los receptores SGLT2
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en los rifones (128,132). Estos estudios respaldan las propiedades
cardioprotectoras de la terapia EMPA, ya que su administracion a largo plazo
redujo los niveles de expresion de diferentes moléculas pro-fibréticas y pro-
hipertroficas, asi como la formacion de cicatriz y fibrosis intersticial en el tejido
de la zona fronteriza. Sin embargo, a pesar de esta creciente evidencia, ni el
mecanismo molecular ni la via de sefializacion involucrados en las acciones
cardioprotectoras de EMPA se entienden completamente. Uno de los primeros
estudios experimentales sobre esta hipotesis generada a partir del EMPAREG,
sugiere que la EMPA reduce la IC y muerte CV directamente por un efecto a nivel
miocardico, reduciendo la MCD, a través de la regulacion a la baja de la
expresion de los receptores miocardicos SGLT1, SGLT2 y GLUT1 (133).

Tras contextualizar nuestros resultados con la evidencia disponible hasta
ahora, la originalidad del trabajo que presentamos, se basa en la base molecular
gue subyace al efecto beneficioso de EMPA en el remodelado cardiaco adverso
inducido tras un IM. Ademas, nuestros hallazgos amplian las observaciones
previas al comparar el efecto de la terapia EMPA en el miocardio no DM versus
DM en el post-IM. Encontramos que EMPA previno la remodelacién miocardica
en ambos contextos, aunque la magnitud del efecto fue mayor entre los animales
DM (Figura 14).

En un estudio publicado recientemente por Yurista y col., se evidencia que
tanto una mejora en el metabolismo cardiaco y produccion de ATP como una
disminucion en el dafio oxidativo, podrian estar relacionados con los efectos
beneficiosos evaluados (128), como también lo revela otro estudio publicado
mas tarde por Iborra-Egea y col. (129). En otro estudio experimental, con modelo

de isquemia-reperfusion, se evaluo el beneficio del tratamiento de EMPA, tanto
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en la disminucién del tamafio del IM como una mejora del EO y funcién
mitocondrial, in vivo e in vitro (131). Sin embargo, estos estudios no se centraron
en evaluar las vias de sefalizacion asociadas con el efecto anti-remodelado de
la terapia EMPA.

Los resultados del presente estudio revelan por primera vez una relacion
directa entre la activacién farmacoldgica de cGCH1 por EMPA y la activacion del
eje BH4/NOS/NO, evitando la remodelacion cardiaca adversa después de un IM.

Varios estudios han demostrado que cGCH1, que es la enzima limitante de
la velocidad en la sintesis de novo de BH4 (115), se regula negativamente
durante la remodelacién cardiaca adversa que afecta la funcion cardiaca
(104,134,135). En 2016, Wu y col., establecieron que cGCH1 podria ser una
diana terapéutica potencial para el tratamiento del IM en la clinica (104), como lo
revel6 otro estudio publicado mas tarde para demostrar que la sobreexpresion
transgénica de cGCH1 en cardiomiocitos mejora la remodelacién cardiaca
después de IM (136). Estos autores también revelaron que una sobreexpresion
transgénica de la proteina cGCH1 esta relacionada con un menor tamafio de
infarto (136). En otros ensayos se sugiere que el mantenimiento de la funcién
mitocondrial, con L-Carnitina, previene la degradacion de cGCH1l vy
secundariamente el desacoplamiento de eNOS y la DE (137). En el estudio
actual, mostramos que la expresion de cGCH1 disminuye en los corazones y
cardiomiocitos que fallan al estirarse (Figura 15.b), lo que esta relacionado con
un deterioro de la funcidon y un aumento de la hipertrofia cardiaca (Figura 12 y
Tabla 5). Ademas, nuestros hallazgos demuestran que la terapia EMPA no solo
mejoro la remodelacion cardiaca post IM, sino que también disminuy6 el tamafio

del infarto, un efecto que se asoci6é con un aumento en los niveles de proteina
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cGCHL1 en el miocardio (Figuras 12 y 13). Andreadou y col., recientemente han
demostrado que la terapia EMPA es capaz de atenuar el IM en un modelo de
rata diabética (131). Del mismo modo, Lim y col., informaron que el tratamiento
a largo plazo con Canaglifozina via oral atenua el IM en ratas no DMy DM (138).

Los datos presentados aqui estan en buen acuerdo con los estudios
mencionados anteriormente. De hecho, nuestros resultados demuestran que el
tratamiento con EMPA oral a largo plazo atenua el IM en ratas no DM y DM
(Figura 12.e-f). Téngase en cuenta que nuestros resultados contrastan con los
datos publicados por Yurista y col., quienes informaron que la terapia EMPA no
tiene ningun efecto sobre el tamafo del IM (128). Creemos que las diferencias
metodoldgicas pueden explicar las discrepancias involucradas. Mas
especificamente, mientras que la terapia EMPA comenz6 después del IM por el
grupo Yurista, todos nuestros estudios se llevan a cabo con animales que fueron
tratados con EMPA cuatro semanas antes de la induccion del IM (Figura 10.b).
Por lo tanto, esta diferencia sugiere que el momento y/o la duracién de la terapia
EMPA pueden ser relevantes y deben estar presentes en el momento o antes
del IM para efectos cardioprotectores.

La evidencia acumulada destaca la implicacion del estrés cardiaco
oxidativo-nitrosativo en la remodelacién cardiaca mediada por IM (103). Mount y
col., sefialaron el papel clave de BH4 en la produccién de ON a través de un
aumento en la fosforilacion de eNOS y nNOS; que conduce a una supresion del
EO/nitrosativo miocardico (98). Posteriormente Bailey y col., muestran
nuevamente el papel de BH4-cGCH1, sugiriendo que BH4 presenta un papel
esencial en el balance oxidativo a nivel mitocondrial (114), asi como

Chuaiohichai y col.,, en el endotelio vascular (139). El presente estudio
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proporciona evidencia de que la terapia EMPA actia como un activador dual de
eNOS y nNOS (Figura 16.a-b), permitiendo tanto un aumento en los niveles de
ON (Figura 16.d) como una disminucién en los niveles de O2- (Figura 16.e).

Un nuevo hallazgo de nuestro estudio es el efecto diferencial de la terapia
EMPA en la isoforma iNOS. Ceriello y col., utilizando un modelo diabético
experimental, demostraron un aumento en la expresion del gen INOS, en
paralelo al aumento simultaneo de la produccion de NO y O2- (140). Los datos
presentados aqui estdn en buen acuerdo con el estudio mencionado
anteriormente. De hecho, nuestros resultados demuestran un aumento
significativo en los niveles de NO y O2- tanto en DM como en IM (Figura 16.d-e).
Dado que eNOS y nNOS disminuyeron en ratas no DM infartadas y en ratas DM
con o sin oclusion coronaria, el ON deriva de un aumento significativo en la
actividad de iINOS (Figura 16.c). Varios estudios han determinado que el ON
derivado de iNOS puede inducir dafio miocardico (141,142). La reaccion entre
ON vy altos niveles de O2-, conduce a formar nitrotirosina (Figura 16.d-f). De
hecho, bajo niveles elevados de O2-, el ON puede reaccionar y se forma mas
nitrotirosina, alteraciéon del ratio BH4-BH2 y desacoplamiento de la eNOS (135).
La nitrotirosina ejerce efectos nocivos, que se vuelven mas relevantes que el
efecto protector del ON bajo su presencia. De hecho, cuando se incorporé
nitrotirosina libre en el terminal carboxilo de la a-tubulina en los microtubulos, se
observo6 una organizacion alterada de los microtabulos y una redistribucién de la
proteina citoplasmatica motora dineina (143) (Figura 19.f). Nuestros datos
determinan que la terapia EMPA puede prevenir estos efectos nocivos, al
aumentar los niveles de BH4 a través de la activacion de cGCH1, lo que provoca

una activacion en la actividad de eNOS y nNOS, asi como una disminucion de la
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actividad de iINOS. Esto conduce a un aumento del ON, disminucion en O2-y,
como se esperaba, una reduccién significativa en los niveles de nitrotirosina.
Ademas, nuestros datos sugieren que este efecto preventivo de la terapia EMPA
esta presente después del IM y se potencia en presencia de DM.

Para proporcionar mas apoyo a este argumento y desde el efecto
preventivo asociado con la terapia EMPA, hemos utilizado un modelo de
hipertrofia diabética en presencia de altas concentraciones de glucosa.
Encontramos que la respuesta hipertréfica en términos de éarea celular e
incorporacion de AA fue evitada por EMPA (Figura 18), de acuerdo con los
hallazgos en el modelo animal. En este modelo experimental, investigamos una
relacion directa entre la modulacién de cGCH1 y el efecto cardioprotector de la
terapia EMPA. Primero, la regulacion al alza de BH4 inducida por la terapia
EMPA en condiciones hipertréficas se bloqued en cardiomiocitos adultos que
carecen de cGCH1 enddgeno. En consecuencia, condujo a la inactivacion de
eNOS y nNOS y una disminucion de la regulaciéon de ON. Por lo tanto, estos
hallazgos apuntan a la participacion directa de BH4, dado que la administracion
de BH4 exdgeno revirtio los efectos negativos observados con siGCH1 (Figuras
18y 19).

En relacion a los objetivos secundarios, segun los resultados de nuestro
estudio y el desconocimiento en los mecanismos moleculares tanto a nivel
miocardico como en otros érganos como el rifién o a nivel sistémico, podemos
establecer que estos farmacos actian no solo a nivel miocardico, por lo que su
potencial beneficio probablemente no esta solo vinculado al miocardio en
situacion de isquemia aguda. A nivel sistémico, se evidencia que en los animales

tratados con EMPA se produce un descenso tanto de los niveles de glucemia
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plasmatica como de Na* y un aumento de K* respecto a los no tratados (Tabla
anexo 9y linea roja en la figura 20).

Ademas, la terapia EMPA aument¢ la glucosa urinaria y la excrecion de Na*
(Tabla anexo 10 y linea roja en la figura 21) en paralelo con un aumento en el
volumen de orina, sin efecto sobre la relacion albumina/creatinina durante la
duracion del estudio (no estudios a nivel tisular de tejido renal). El aumento de la
diuresis después del tratamiento con EMPA se compensd con un aumento
proporcional en la ingesta de liquidos (Tabla anexo 11 y linea roja en la figura
21).

Por tanto, la terapia con EMPA produce un efecto de diuresis osmatica y
natriuresis, mecanismos establecidos como posible causa de la mejora en las
cifras de TA, pérdida de peso y secundariamente posible reducciéon de RCV
(144,145). En nuestro estudio no se ha mostrado mejora significativa en las cifras
del cociente albumina/creatinina, por lo tanto, no hemos obtenido beneficio en el
enlentecimiento en la progresién del deterioro en funcion renal, como si han
demostrado otros estudios enfocados en su efecto, seguridad y beneficio a nivel
renal (116,146-148).

La DM2 se caracteriza por una supresion tanto de la via SIRT1 como de la
AMPK. Esta modificacién tiene relacion directa con el incremento en el EO y la
MCD. La metformina y los i-SGLT2 activan las vias ISRT1 y AMPK, pudiendo
explicar cierto beneficio a nivel miocardico-mitocondrial. Pero, ambas actian por
vias distintas, asi la metformina principalmente actia como agonista de la via
AMPK vy supresion de la Akt/mTOR, mientras que los inhibidores del SGLT2
inducen la produccion de cuerpos cetonicos, marcador que estimula la via

SIRT1, lo que también podria justificar su efecto en disminucion del EO (149),
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aunque no disponemos de datos en nuestro estudio acerca de esta hipétesis.
Los iISGLT2 producen glucosuria, como hemos mostrado en nuestros datos, lo
qgue produce una pérdida caldrica e induce un estimulo SIRT1, principal sensor
de deplecion de glucosa. A su vez, también estimulan PGC-1lalfa y AMPK, lo que
puede explicar su papel en estabilizacion del potencial de membrana
mitocondrial, estructura mitocondrial, capacidad de produccion de ATP y a
mitigar el dafio en el ADN (149), es decir, aumentando la biogénesis mitocondrial.
Otro posible mecanismo de accion beneficioso de estos farmacos es mediante
la disminucién de las concentraciones celulares de Na*, mediado por el estimulo
de SIRT1/AMPK, dado que el flujo de Na* al interior de la célula es un mecanismo
descrito de dafio miocardico en la MCD (149).

Dada la relacién entre la IC y la DM, la prevencion de la IC podria ser a su
vez sinénimo de prevencion de DM y Rl y viceversa. Hasta ahora, el objetivo de
tratamiento era el de mejorar la glucemia sin agravar la retencién de fluidos, sin
aumentar el peso y sin aumentar el riesgo cardiovascular. Ahora, esta nueva

diana terapéutica probablemente nos permiten hacerlo de forma conjunta (39).
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12. CONCLUSIONES
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Este estudio demuestra que la empagliflozina ejerce efectos anti-
remodelado directos en presencia de disfuncion sistolica del VI después del 1M,
que es independiente del estado de la DM o incluso en normloglucemia, aunque
en mayor medida en presencia de ambas afecciones patoldgicas. Ademas, la
activacion de la proteina GCH1 cardiaca fue un mediador relevante de los
efectos beneficiosos del miocardio de EMPA, al reducir el EO en presencia de
IM y/o DM.

Gracias a estos resultados podemos explicar, en cierta medida, un
mecanismo que justifique los beneficios hallados en los estudios de seguridad
CV de esta nueva diana terapéutica. Pese a ello, dada la relevancia a nivel clinico
en éstos, muchos otros mecanismos desconocidos hasta la fecha deben estar
implicados, por lo que nuevas lineas de investigacion intentaran dar respuesta a

esta cuestion que surge en la comunidad cientifica y la practica clinica habitual.
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13. LIMITACIONES
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Este estudio tiene varias limitaciones, que deben sefalarse. Primero,
nuestras conclusiones se basan en datos obtenidos utilizando un modelo de
estiramiento biomecéanico de eliminacion in vitro.

El siguiente paso seria construir una base de evidencia general mas sélida
utilizando un modelo animal preclinico para probar la modulacidén de este nuevo
biomarcador. Ademas, no se han realizado estudios en el area infartada; donde
pocos miocitos viables coinciden con otros tipos de células.

Por otro lado, las diferencias en el tamafio del infarto analizado después del
tratamiento con EMPA versus ningun tratamiento pueden estar relacionadas con
la formacion de nuevos vasos, por lo que es importante analizar este efecto
cardiaco.

Los perfiles de ARNm de GCH1 difieren dramaticamente de los perfiles de
proteina de GCH1; nuestros resultados no aclaran por qué ocurre esto, y
sugieren que cualquier efecto de la EMPA se produce a nivel postranscripcional.
Ademas, el analisis y la interpretacion de los datos no establecieron si existe o
no un efecto directo o indirecto de EMPA sobre la proteina GCHL1 cardiaca; son

necesarios otros ensayos para caracterizar intermedios plausibles.
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INDICE DE TABLAS

Tabla 1: CVOTs en Diabetes Mellitus y su beneficio cardiovascular. Datos
expresados en Hazard Ratio, comparado con grupo control. No (No diferencias),
R (reducido), | (Incrementado), es el efecto del farmaco. El porcentaje de la
altima columna (%), se refiere a la prevalencia previa de IC En los pacientes del
Ensayo Clinico.ND= no disponible, MACE= Evento cardiovascular mayor.HIC=
Hospitalizacion por IC. MACE IC= MACE en la cohorte de IC. Adaptado de

Cattadori G. y Col.

FAMILIA ENSAYO FARMACO MACE HIC MACE
TERAPEUTICA Prevencién IC
primaria Prevencién
secundaria
a-GLP1 ELIXA Lixisenatida No No 22.4%
(1.02) (0.96) No
(ND)
LEADER Liraglutida R No 18.2%
(0.87) (0.87) No
(0.94)
SUSTAIN-6 Semaglutida R No 23.6%
(0.74) (1.11) No
(1.03)
EXSCEL Exenatida No No 16.2%
(0.91) (0.94) No
0.97)
REWIND Dulaglutida R No 8.6%
(0.88) (0.93) No
(ND)
HARMONY Albiglutida R No R
OUTCOMES (0.78) (0.85) (0.7)
i-SGLT2 EMPAREG Empaglifozina R R R
OUTCOMES (0.86) (0.86) (0.71)
CANVAS Canaglifozina R R 14.4%
PROGRAM (0.86) (0.86) No
0.8)
DECLARE-TIMI 58 Dapaglifozina No No 10%
(0.93) (0.93) No
(1.01)
CREDENCE Canaglifozina R R 14.8%
(0.70) (0.70) No
(0.89)
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Tabla 2: Secuencias de cebadores especificos de genes utilizadas para PCR

cuantitativa en tiempo real. Col, colageno; GADPH, gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa; GCH1, ciclohidrolasa GTP cardiaca 1; Myh, cadena pesada de

miosina; Nppa, precursor de péptido natriurético A.

Collal
Col3al
GAPDH
GCH1
Myh6
Myh7

Nppa

CATGTTCAGCTTTGTGGACCT

TCCCCTGGAATCTGTGAATC

CTGCACCACCAACTGCTTA

CCAGGTGCAGCAATGGGTTC

GCCCAGTACCTCCGAAAGTC

ACTGTCAACACTAAGAGGGTCA

GCTTCCAGGCCATATTGGAG

GCAGCTGACTTCAGGGATGT

TGAGTCGAATTGGGGAGAAT

CAGAGGTGCCATCCAGAGTT

TTCAACCACTACCCCGACTC

GCCTTAACATACTCCTCCTTGTC

TTGGATGATTTGATCTTCCAGGG

GGGGGCATGACCTCATCTT

Tabla 3: Resumen de los Anticuerpos utilizados en el estudio.

GCH1 1:500
Phospho-enos(Serl1177) 1:1000
eNOS 1.500
Phospho-nNOS(Ser1417) 1:1000
nNOS 1:500
iNOS 1:1000
GADPH 1:5000

Abcam ab236387
Cell Signaling 9570

Cell Signaling 9572
Abcam abh90443
Cell Signaling 4234
R&D Systems MAB9502
Merck G8795
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Figura 1: Costes directos relacionados con la diabetes mellitus y sus

complicaciones (% sobre el total). Estudio SECCAID. C Crespo y col.

B(Costes parciales B Costes totales
Categorias coste DM

Costes hospitalarios IS 1934 (33%)
Complicaciones agudas M 71 (1%)
Complicaciones crénicas GG 024 (16%)
Altas no relacionadas con DV I 563 (10%)
Otros NN 371 (6%)
Costes farmacoldgicos I 2232 (38%)
Farmacos antidiabéticos GG 361 (15%)
Otros farmacos no... GGG 1371 (24%)
Costes AP I ———— 1643 (28%)
Visitas médico AP I 613 (11%)
Visitas enfermeria AP IR 267 (5%)
Visitas especialista NS 418 (7%)
Otros NN 340 (6%)

0 500 1000 1500 2000 2500

Millones de euros
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Figura 2: Impacto de la DM en el gasto sanitario global espafiol. Millones de
euros (% sobre el total). DM: diabetes mellitus. a) Considerando prevalencia
diagnosticada DM2 7,8%, 90% de la prevalencia total diagnosticada de DM. b)
Considerando prevalencia total DM2 13,8%, 90% de la prevalencia total de DM.

Estudio SECCAID. C Crespo y col.
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Figura 3: Mecanismos responsables del remodelado cardiaco, en los fenotipos

restrictivo y dilatado. Adaptado de Saldarriaga-Giraldo y Col.
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Figura 4: Representacion esquematica de los multiples mecanismos potenciales
gue han sido implicados en la fisiopatologia de la miocardiopatia diabética. AGL.:
acidos grasos libres. RAA: Renina-Angiotensina-Aldosterona. AGEs: Productos
finales de glicacién avanzada. miARN: micro ARN no codificantes. Adaptado de

Bugger Hy Col.
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Figura 5: Desarrollo y progresion de la miocardiopatia diabética. La resistencia
a la insulina y la hiperinsulinemia aumentan los trastornos metabdlicos
sistémicos, activan el SNS (Sistema Nervioso Simpatico), el eje Renina-
Angiotensina-Aldosterona (RAA), lo que general estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial, estrés del reticulo sarcoplasmico y alteracién de la homeostasis del
Ca’" Estos efectos resultan en fibrosis cardiaca, hipertrofia, muerte de
cardiomiocitos, disfuncion de la microcirculacion coronaria y eventualmente
insuficiencia cardiaca. Ademas, estos cambios fisiopatologicos en los

cardiomiocitos subyacen a los factores de riesgo de resistencia a la insulina e

hiperinsulinemia, lo que puede resultar en un circulo vicioso. Adaptado de Hu X

y Col.
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Figura 6: Flujo del Ca?* en el cardiomiocito. Captacion en el Tubulo-T, el Ca?*
entra al citoplasma a través de los canales L-Ca?* tras la despolarizacion del
sarcolema, lo que desencadena la liberacion del Ca?* del reticulo sarcoplasmico,
mediado por los receptores de rianodina (RyR). Difusion a través del espacio
citosolico para alcanzar las proteinas contractiles. Al unirse a la troponina C, se
desencadena el deslizamiento de los filamentos delgados y gruesos y la
contraccion miocardica. Ca?* regresa a los niveles diastélicos por la activacion
de la bomba SERCAZ2a. La flecha negra indica la regulacion descendente de
transportadores/intercambiadores especificos en la miocardiopatia diabética.

Figura obtenida de Falcao-Pires y Col.
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Figura 7: Vias de sefializacion de la insulina. Adaptado de Saltiel y Col.
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Figura 8: La RI y la DM2 conllevan una funcion metabdlica deletérea en el
cardiomiocito. En DM2, la expresion de PPARa y PGC-1a cardiacos aumenta, lo
gue mejora la transcripcion de proteinas que controlan la absorcion y oxidacion
de acidos grasos libres, por aumento del CD36. La glucosa es un sustrato mas
eficiente que los acidos grasos libres, pero en este contexto se produce un
cambio metabdlico cardiaco de glucosa a acidos grasos, lo que disminuye la
eficiencia cardiaca. PPARa: peroxisoma receptor activador de proliferador-a;
PGC-1a: receptor activado por proliferador de peroxisoma; EROs: especies

reactivas de oxigeno. AGL.: acidos grasos libres. Imagen obtenida de Jia G y Col.
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Figura 9: Tabla resumen de la fisiopatologia en la miocardiopatia diabética.

VEGF: Factor de crecimiento endotelio vascular. PDH: Piruvato deshidrogenasa.

PKC: Proteina Cinasa C. Adaptado de Falcao-Pires y Col.
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Figura 10: Disefo experimental. (a) Diagrama de flujo del estudio. (b)

Esquema

representativo del disefio experimental; el intervalo de tiempo donde las ratas

fueron tratadas con EMPA se muestra en rojo. EMPA: empagliflozina; IM: infarto

de miocardio; STZ: estreptozotocina; Vehiculo: placebo; Control: Cirugia

simulada; IM: Infarto miocardio.
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Figura 11: Pureza de los cardiomiocitos primarios. (a-c) Analisis cuantitativo por
PCR en tiempo real de c-TnT, beta-MHC y alfa-actinina de miocitos cardiacos
(CM) vy fibroblastos (FC) del corazon de C57BL6/J. Los numeros rojos
representan cuantos experimentos independientes se realizaron por grupo (n =
6). *** p <0,001 frente a fibroblastos cardiacos. c-TnT: troponina T cardiaca; beta-

MHC: cadena pesada de miosina beta-cardiaca.
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Figura 12: La terapia con empagliflozina mejora la remodelacion cardiaca. (a)
Imagenes representativas de todo el corazon, de corazones infartados, 4
semanas después de la cirugia. (b) Relacion entre el peso del corazon y la
longitud de la tibia (VI/LT (peso del Vl/longitud de la tibia)). (c, d) Analisis
ecocardiografico de fraccion de acortamiento y fraccion de eyeccion. (e, f)
Izquierda; Secciones representativas de histologia transversal del miocardio
tefido con la tincion tricromica de Masson, de los grupos indicados tomados para
las mediciones de tamafo de infarto (fijacién de tejido 4 semanas después del
IM). Las areas ricas en colageno (tejido cicatricial) estan coloreadas en azul y el
miocardio sano en rojo. Barra de escala: 0,5 cm. (Derecha). Cuantificacion del
tamafo del infarto. * p <0.05, *** p <0.001. En la parte inferior de cada barra,

namero de animales analizados por grupo.
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Figura 13: La terapia con empagliflozina previene la fibrosis y la hipertrofia.

(a, b) Analisis cuantitativo por PCR en tiempo real de Collal y Col3al. (c)
Secciones representativas del VI tefildas con Masson; Barras de escala: 25 um.
(d) Colagenos asociados a fibrosis. (e, f) Andlisis cuantitativo de PCR en tiempo

real de la relacion Myh7/Myh6 y Nppa. *** p <0,001.
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Figura 14: Efecto cardioprotector de la empagliflozina y analisis estadistico
comparativo. Los puntos representan incrementos medios en porcentaje en el
grupo infartado diabético respecto del no diabético y el error excluye los IC del

95%. a) Marcadores de fibrosis. b) Marcadores de hipertrofia cardiaca.
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Figura 15: Empagliflozina modula los niveles de ARNm y proteina de cGCH1.
(@) Expresibn de ARNm cardiaco de cGCH1. (b) Andlisis de transferencia
Western representativo de cGCH1 en tejido de la zona fronteriza y analisis
cuantitativo. (c-d) Tincion inmunohistoquimica de cGCH1 en la zona fronteriza;
Barra de escala: 50 um. (e) Actividad cardiaca de GCH1. (f) Niveles de
tetrahidrobiopterina. * p <0.05, *** p <0.001.

[‘Vehiculg [:]EMPA GCH1 |' e —— —|—28kDa
GAPDH [ e o s e s s | — 0 k0

[)
(o

ekk ook ook

Hk
— = = ]

i
i
i
i

=
o

o
o

»

Relacién GCH1 proteina/GAPDH

Niveles de ARNm para GCH1
(normalizados a GAPDH)
o

o
o

Control M Control  IM

No-DM DM

Control (10x) IM (10x)

PBS EMPA PBS EMPA

No-DM

Nivel de proteina GCH1

Actividad GCH1
(pmol/mg/min)
Niveles de BH4
(pmol/mg prot)

B

7 ol M B W
0 Sorto) M Control” 1M Control M Control  |M

No-DM DM No-DM DM

- 196 -



Figura 16: Empagliflozina modula la actividad de NOS. *** p <0,001. (a) Bandas

de western blot representativas que muestran la activacion de nNOS. (b) Bandas

de western blot representativas que muestran la activacion de eNOS. (c) Bandas

western blot representativas que muestran la modulacion de iNOS. (d) Niveles

de NO. (e) Niveles de O2.-. (f) Niveles de nitrotirosina.
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Figura 17: Silenciacion efectiva de GCHL1. (a) Analisis de transferencia western
representativo de GCH1; (Linea 1. Scramble; Linea 2: Scramble + Strain; Linea
3: Scramble + Strain + EMPA,; Linea 4: Strain + EMPA + siGCH1). (b) Imagenes
de microscopia confocal después del analisis de inmunofluorescencia realizado
con cardiomiocitos primarios que expresan GCH1 (verde). (c) Los cardiomiocitos
se preincubaron con scramble siRNA (scr), con una combinacion de cuatro
SsiRNAs para GCH1 (siRNA GCH1_a + b + ¢ + d), o siRNAs individuales antes
de la induccion de la tension biomecanica durante 4 horas. La expresion de
ARNm de GCH1 se analizé por RT-PCR cuantitativa. Los nameros rojos
representan cuantos experimentos independientes se realizaron por grupo (n =
6). Barra de escala: 50 um. ### p <0.001 vs scr; &&& p <0.001 vs Scr + EMPA

+ cepa biomecanica. Scr: Scramble; ST: tension.
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Figura 18: Empagliflozina previene la hipertrofia cardiaca. (a) Niveles de BH4.
(b) Analisis cuantitativo de las mediciones del tamafio celular in vitro de
cardiomiocitos adultos. (c) Captacion de leucina en cardiomiocitos. Todas las
cuantificaciones derivan de seis experimentos independientes/grupo. Los
resultados se muestran como diagramas de dispersion y se resumen con

diagramas de caja. ** p <0.01, *** p <0.001.
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Figura 19: La empagliflozina modula la actividad NOS y el GCH1
cardiaco. (a, b) Andlisis representativo de transferencia Western de nNOS
y activacion de eNOS. (c) Niveles NO. (d) Niveles O2.-. (e) Niveles de
nitrotirosina. (f) Imagenes de microscopia confocal después del analisis
de inmunofluorescencia realizado con cardiomiocitos que expresan
tubulina (verde). (g) Modelo de accion de empagliflozina en el miocardio.
Todas las cuantificaciones derivan de seis experimentos
independientes/grupo. Los resultados se muestran como diagramas de

dispersion y se resumen con diagramas de caja. ** p <0.01, *** p <0.001.
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Figura 20: Efectos de EMPA en parametros plasmaticos en DM y no DM
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Figura 21: Efectos EMPA en parametros urinarios e ingesta.
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Tabla anexo 1: Medidas ecocardiograficas de ratas con infarto y control y EMPA
diabéticas y no diabéticas a las 4 semanas post IM.

FE: fraccion de eyeccion; FC, frecuencia cardiaca, LPM: latidos por minuto; VI,
ventriculo izquierdo; LVEDV, volumen ventricular izquierdo al final de la diastole;
LVESYV, volumen ventricular izquierdo al final de la sistole; LVEDD, dimensiones
ventriculares al final de la diastole; LVESD, dimensiones ventriculo izquierdo al
final de la sistole; SF, cambio fraccional de area (VD); SV: volumen infarto; g:
gramos; ml: mililitros; mm: milimetros. Los datos se muestran como
media+SEM.T p<0.01; el valor de la p compara la diferencia media entre los

grupos MI+EMPA y MI+PBS por cada parametro ecocardiogréfico.

No-Dm Dm

Control+ Control+ IM+ IM+ Control+ Control+ IM+ IM+

PBS EMPA PBS EMPA PBS EMPA PBS EMPA
N.°. Animales 10 10 10 10 8 9 7 10

314.9+ 316.4+ 295.5+ 334.4+ 204+ 340.67+ 199.14+ 343.7+
Peso, g

1.09 1.89 5.51 43 6.68 577t 0.7 7.25%

251.2+ 250.6+ 216.2+ 227+ 252.75+ 236.11+ 212.71+ 245.5+
FC, Ipm

2.81 3.13 2.64 3.02 5.87 6.41 4.22 4.23

0.35+ 0.39+ 0.46+ 0.50+ 0.3+ 0.36% 0.67+ 0.45+
LVEDV, mi

0.01 0.01 0.01 0.021 0.02 0.01 0.02 0.02t

0.16+ 0.16+ 0.33+ 0.31 0.18+ 0.19+ 0.53+ 0.31+
LVESV, ml

0.01 0.01 0.01 +0.01 0.01 0.01 0.01 0.01t

0.46+ 0.45+ 0.30% 0.44+ 0.54+ 0.52+ 0.39+ 0.49+
SV, ml

0.03 0.04 0.02 0.01 0.03 0.01 0.05 0.06

7.75% 7.77+ 10.31+ 9.24+ 7.77+ 8.13+ 10.0+ 8.91+
LVEDD mm

0.19 0.22 0.12 0.161 0.13 0.04 0.2 0.22%

4.28+ 4.21+ 7.59+ 6.00+ 4.39+ 4.40+ 7.50+ 5.64+
LVESD mm

0.12 0.14 0.11 0.091 0.08 0.08 0.25 0.22%

44.66+ 45,91+ 26.41+ 34.94+ 43.49+ 45.87+ 24.81+ 36.77+
SF (%)

1.67 0.73 0.53 1.31t 0.68 1.05 2.67 1.44%

54.08+ 57.73+ 29.4+ 39.48+ 40.15+ 46.66+ 21.37+ 31.49+
FE (%)

2.02 2.13 1.46 1.02t 2.32 1.88 1.9 147t

- 205 -



Tabla anexo 2: Resultados respecto a la figura 12: EF, fraccién de eyeccion;

HW, peso miocardico; Ml infarto miocardio; TL, tibia; FS, cambio fraccional de

area.

NoEMPA

Differencia

HW/TL
(mg/mm)

FS (%)

EF (%)

Tamano IM (%)

No-Dm

Dm

No-Dm

Dm

No-Dm

Dm

No-Dm

Dm

Control
M
Control
MI
Control
M
Control
IM
Coatrol
M
Control
M
Control
IM
Control
M

4.69 (3,84, 5.57)
11.33 [10.48, 12.18]
10.06 [9.07, 11.02)
15,36 [14.33,16.37]
44.56 [42.09,47.16]
26.5 [23.89. 28.99]
43.52 [40.7.46.38)
24.81 [21.8,27.78]
54.03 [50.62, 57.47]
29.4 [26.06, 32.78]

40.19 [36.56,44.01)
21,29 [17.32, 25.37]
39.87 [38.19.41.56]

37.69 [35.68, 39.69]

5.03 [4.18,5.88]
6.77 [5.93, 7.64]
6.76 [5.85, 7.66]
5,65 [4.81,6.48]

4591 [43.27.48.34]

34.96 [32.46, 3749

45.87 [43.07.48.57]

36,79 [34,19, 39.41)

$7.66 [54.15,61.15]
39.5 [36,42.91]

46,67 [43.11,50.15]
31.47[28, 34.87)

——

25.06 [23.44, 26.68]

21.52[19.78,23.27]
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0.34 [-0.91,1.51]
4.56(-5.74, -3.34]
-3.3[-4.56,-1.93)
-9.71 [-11.02,-8.37)
135 [-2.18.4.83]
846 [5.01,11.94]
2.35 [-1.56, 6.33]
11.98 [7.98, 15,9]
3.63 [-1.09, £.58]
10,1 [1.14, 11.81]
6.48 [1.46, 11.45)
10.17 [4.92, 15.65]

——

1481 [-17.11,-12.49]

-16.17 [-18.89.-13.58]

0718
<0.001
<0,001
<0001

0771
=0.999

0.883
~0,999

0.928
=0.990

0.991
=0,999

——

<0.001

<0001

0.282
=).999
>{.999
=,999

0,229
<0.001

0117
<0401

0.072

0.010

0.009
<0.001

={.999

={),999



Tabla anexo 3: Mediciones de ecocardiografia de control de infarto simulado y

Ml y ratas no diabéticas y diabéticas tratadas con EMPA a las 4 semanas

después del IM.

§'.lo
animales

LVEDY
(mi}

LVESV

LVEDD;
(mm)

LVESD
{mm}

FS (%)

EF (%)

No-Dm

No-Dm

No-Dm

No-Dm

No-Dw

No-Den

Comntrol
M
Comtrol
™
Comtrol
™
Cantrol
™
Cantol
™
Comtrol
M
Cantrol
™
Comtrol
I
Contrl
M
Contra
™
Comtrol
™
Cantral
™
Cantrol
M
Comtrol
™
Comtrol
M
Cantrol
™
Control
™M
Camtrol
™

No EATFA

10
10
8
7
314.32 {305.13,323 85)
295,66 [286.67. 304.94]
204,56 [193.96, 215.48)
199,00 [188.11, 210.5)
251.25 (243 61,250 24]
216.18 [208.61,223.96)
252,28 [243 67,260.88]
213,11 [204, 222 47)
0.35 (0.33, 0.38]
0.46 [0.43, 0.49]

031027, 0.33]

0.67 [0.64,0.7]
0.16 [0.14, 0.18)
0.33 [0.31,0.35)
0.18{0.16,0.2]
0.53 [0.51,0,55]
7.77 [7.44,8.11)
10.3 [6.96, 10.63)
7.78 [7.41,8.14]

10 [9.61, 10.39)
4,29[4.024,57]
7,58 [7.28, 7.85)
4,39 (4.07.4.69)

7.5 [7.18, 7.83]
44.56 [42,09,47.16]
26.5 [23 69,28.99]
43.52 [40.7, 46.38]
24.81(21.8,27.78)
54.03 [50.62. 57.47)]
28,4 [26.06, 32.78]
40.19 [36.56, 44.01]
21.29 [17.32.25.37)

EMPA

10
10
9
10
316.66 (307,26, 326.05]
334,21 [324.61,243,62]
340.4 {330.97, 350.07]
343.7 (333,81, 363.36]
250,35 [242.56, 258 34]
227.11219.33,234.89]
236.5 [228.05,244.71)
245,14 (237 1, 252.89]
0.3910.37, 0.42)

0,5 [0.48,0.53]
0.36 (0,33, 0.39]
0.45 {0.42, 0.47]
0.16 [0.15, 0.18)
0.1 {0.29, 0.32)
0.1910.17, 0.21)
0.31[0.29, 0.32]
7.77 [7.44, 8.089]
.25 (8.92, 9.59]
8.13 [7.76, B.48]
£.91[8.58,9.24)
4.21[3944 48]

6 (573, 6,28]

4.4 (4.11,4.68]
5.64 [5.36, 5.93]
4591 [43.27 48,34
34,96 [32.48, 37.49]
45.87 [43.07 48.57]
36.79 (34.19, 39.41)]
57.66 [54.15,61.15]
39.5 [36,42.91]
46.67 [43.11, 50.15)
31.47 [28, 34.87)
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Dilfermce

2.34 [-10.45, 15.39]
38.55 [25.28,51.78]
135.84 [121.45, 150.21]
144,61 [120.86, 150.85]
.0.81[12.27, 10.14]

10.91 [0.15,21.62

-15.78 [-27.66, -4.09]
32.03[19.97, 43.48]

0.04 (0, 0.08]
0.04 -0.03, 0.1]
0.08 (0,02, 0.1}

.22 [-0.286, -0.18]

0[-0.02, 0.03)
-0.02 [-0.05,0)
0,01 [-0.02, 0.04)
40.22 [-0.25, -0.19)
0[-0.46, 0.47)
-1.05 [-1.5,-0.57]
0.35 [-0.16, 0.85)
-1.08 [-1.62, -0.59]
<0.08 [.0.47, 0.3]
-1.57 [-1.86.-1.17]
0.01 [-0.42, 0.43]

-1.86 [-2.28, -1.43]
1.35[-2.18,4.83]

848 [5.01, 11,94]
2.35[-1.56, 6.33]
11.98 [7.98, 15.9]
3,63 [-1.09. 8.58)
10,1[1,14, 11 81]
648 [1.46, 11.45]
10.17 [4.82, 15.65)

r

0.642
>0.999
>0.999
>0.9499

0.438

0.976

0.005
>0.999

0.983
>0.999

0.907
<0.001

0.581

0.029

0.792
«<0.001

0.500
<0.001

0.910
<0.001

0.342
<0.001

0.524
<0,001
0771
>0.999
0.883
>0.999

0.928
>0.990
0.991
>0.999

0.358
«<0.001
<0.001
<0.001

0,561

0.024

0.895
<0.001

0.017
<0.001

0.003
>0.999

0419

0.971

0.208
>0.999

0.500
>0.999

0.0%0
>0.999

0658
>0.999

0476
>0,999

0229
<0.001

0.117
«<0.001

0.072

0.010

0.008
<0.001



Tabla anexo 4. EMPA: empagliflozina; STZ: estreptozotocina. Los datos se

muestran como media + SEM. t p <0,01; el valor p compara las diferencias

medias entre el grupo STZ/Citrato y su grupo basal, para cada parametro; * p

<0.01, el valor p compara las diferencias de medias entre el grupo PBS/EMPA y

Su grupo basal, para cada parametro.

3 dias

7 dias post- 4 semanas post- 8 semanas post-
post- PBS/EMPA PBS/EMPA
STZ/Citrato PBS/EMPA
Parametros m——— m— PBS EMPA PBS EMPA PBS EMPA
Control 104001 9.92:0.08
|+ 1
lucoss (mmal/L] oo No-DM 10.01£0.05 58+0.08 10.03:0.02 5.9540.07 §.52:0.05 o SEISHE S
S Control 16.71£0.14 10.07:0.06*
+ + *
oM 16.61£0.1+ 17.02£0.08 10.010.09* 16.87£0.514 10.09:0.04 ™ T 1s00m 4.940.05*
Control 115,941 11434144
No-DM  105.1#172 110.1+1.85 11445171 112.9:2.23 11674318 e
M 11434181 117.6:1.02
Na*(g/dl) 112 84033

oM 52444047 51.75:0,53 72 890,565 53.38:0,62 721120300 OO 189752200 121088
ED = T R . 1M 188 2542 02 118 2093

No-DM 9.96+0.06 9.95+0.08 10+0,07 1003005 10132007 Contral i007z0.02 10082007

K @/d) 105001 e e i e e M 10.09:0.04 1029:0.12
o Control 6.53#0.25 9.25+0.23%

DM 6.3520.15+ 6.25¢1.17 8.580.11° 6.3:0.06 89:0.22° ontro
M 6.0320.25 9.233017%

Tabla anexo 5: EMPA: empagliflozina; STZ: estreptozotocina. Los datos se

muestran como media + SEM. t p <0,01; el valor p compara las diferencias

medias entre el grupo STZ/Citrato y su grupo basal, para cada parametro; * p

<0.01, el valor p compara las diferencias de medias entre el grupo PBS/EMPA y

su grupo basal, para cada parametro.

3 dias

Sl 7 dias post- 4 semanas post- 8 semanas post-
it post- PBS/EMPA PBS/EMPA
$T2/Citrato PBS/EMPA
Parametros e s PBS EMPA PBS EMPA PBS EMPA
o Control e 10.01:0.09
Excrecion de No-DM eeee - 9.32:0.18 e 10.010.09
R ™M 241 13.7141.4%
S VLI - Control 6.53£0.08 15.11:0.16%
9.49:0.15+ 5.53:0.05 13.34:0.2* 6.13:0.14 15.05:0.27* s ama e
de 24k (miriol] oM M 638005 14.45:016*
= Control 2.02:0.11 3.03:0.06*
Excrecién de Na* No-DM 1.9620.04 2022011 2.98:0.03 202:0.11 3.0820.06* S SR e
urinaria de 24h 2.25#0.02 Cortil 1.36:0-06 1‘057*6 prs
(mmol) DM 1.320,13+ 1.32£0,09 10.43:0.1% 1.52£0,14 10.3:0,15* == =
M 1.25:0.16 117941.25%
=
Excrecion de No-DM 11.33:027 10.46:0.12 29.18:0,46 10.23:0.18 28.37:0.79* C"I"“;"" ;ﬁzii: :;‘g;g':‘
urinaride:24h 10noton Control 22254021 35.62:0.67°
+ + + * * m—— = =
(ml) DM 19.0240.22+ 2224019 39.710.08° 22.58£0.29 37.86%0.69 i REE R
Control 185.10.31 179.6+2.25
i ; .8:3.14 282 552, 4524,
Cociente Alb/Cr r0isan No-DM 158.2¢1.94 155.8£3.1 155.2¢2.77 164.5:2.14 164.524.47 e R b
(mg/g) o 3492¢35.91 Control 3584£31.0 3591£54.77
M 4. .74 7:47. 243,
D : 3532464.69 339960.7 3517447.21 3522£43.11 i e SRS
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Tabla anexo 6: EMPA: empagliflozina; STZ: estreptozotocina. Los datos se

muestran como media + SEM. t p <0,01; el valor p compara las diferencias

medias entre el grupo STZ/Citrato y su grupo basal, para cada parametro; * p

<0.01, el valor p compara las diferencias de medias entre el grupo PBS/EMPA y

Su grupo basal, para cada parametro.

3 dias

7 dias post- 4 semanas post- 8 semanas post-
Basal post- PBS/EMPA PBS/EMPA
sTZ/Citrato PBS/EMPA
Parametros == e PBS EMPA PBS EMPA PBS EMPA
No-DM 247:0.26 24:03 24.2¢0.53 25:0.3 23.2:0.59 contiol Sune 2a2087
. o- 7+0. 2 .2+0. +0. 120!
Ingesta comida M 232063 25.120.38
24.2:0.36

24h (g) DM 33:0.83 33.62:0.56 34.22+0.57 34.38£0.62 34:0.73 Contiol 3SEEGS Sa0c2

Gk 8 g = > 2 ” e M 32.86:0.77 32.2:0.68

Control 23.2:0.53 23.5:0.64

No-DM 221074 24.120.55 23.5:0.62 24.1¢0.55 22.2:0.28
Ingesta agua24h FasaGs M 23.4:056 23.3:0.54
@ .220. Control 5310.68 74.44:0.29%
DM 52.44+0,47 52.25+0,53 72.89:0.59% 53.38+0,62 74.1120,39*
M 52.57+0.61 73.6:0.4%
Control 314.9:1.09 316.4¢1.89
No-DM 250.6:1.07 264+1.09 258.1+0,99 282.4+1.32 284.3+1.04
P | g M 295.5%5.51 3344243
eso corporal (g) 248.2.2+1.04 Eontrol T NGETT
|41 + 4|
DM 245.11+0.89 251.62+1.12 261.22+0.83 245+2.46 254.44:05 = EiSr Eie
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