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PALABRAS CLAVE Resumen

Esteatosis cardiaca; Introduccion: Elincremento de grasa miocardica ha sido propuesto como uno de los principales
Resistencia a la precursores de la disfuncion miocardica de etiologia diabética independiente de la enferme-
insulina; dad arterial coronaria. Sin embargo, actualmente se carece de biomarcadores que reflejen el
Triglicéridos; contenido de grasa miocardica para la deteccion clinica de esta patologia.

Metabolismo Métodos: Las correlaciones entre el contenido de triglicéridos cardiacos y los niveles plasmati-

cos de las principales moléculas alteradas durante la diabetes y los niveles cardiacos de ARNm
de genes implicados en el metabolismo cardiaco (Cd36 y Pdk4) han sido exploradas en un modelo
murino de resistencia a la insulina inducida por una dieta con alto contenido en grasas.
Resultados: En ratones resistentes a la insulina, la dieta grasa aumento los niveles de triglicéri-
dos del miocardio, en comparacion con animales controles alimentados con una dieta estandar.
El contenido de triglicéridos cardiacos se encontrd directamente asociado con los niveles plas-
maticos de glucosa, triglicéridos, VLDL, resistina y leptina. Ademas, se observo una correlacion
inversa entre el contenido de triglicéridos y los niveles cardiacos de ARNm de Cd36 y Pdk4.
Conclusiones: Nuestros datos revelan que el contenido cardiaco de triglicéridos se encuentra
asociado con un perfil bioquimico plasmatico alterado y con una reprogramacion de la expresion
de genes dirigida a atenuar el impacto de la acumulacion ectopica de lipidos en miocardio.
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Plasma glucose, triglycerides, VLDL, leptin and resistin levels as potential biomarkers
for myocardial fat in mice

Introduction: The increase in myocardial fat has been proposed as one of the main precursors
of myocardial dysfunction due to diabetic aetiology, independently of coronary artery disease.
However, biomarkers reflecting the myocardial fat content for the clinical detection of this

Methods: Correlations between cardiac triglyceride content and plasma levels of major altered
molecules during diabetes and cardiac mRNA levels of genes involved in cardiac metabolism
(Cd36 and Pdk4) have been explored in a murine model of insulin resistance induced by a

Results: In insulin-resistant mice, the fatty diet increased myocardial triglyceride levels, com-
pared to control animals fed with a standard diet. The content of cardiac triglycerides was
directly associated with plasma levels of glucose, triglycerides, VLDL, resistin and leptin. In
addition, an inverse correlation was observed between the content of cardiac triglycerides and

Conclusions: Our data reveal that the cardiac triglyceride content is associated with altered
plasma biochemical profile and reprogramming of gene expression aimed to mitigate the impact
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pathology are currently lacking.
high-fat diet.
the cardiac mRNA levels of Cd36 and Pdk4.
of ectopic lipid accumulation in the myocardium.
reserved.

Introduccion

La resistencia a la insulina ha sido propuesta como un
importante factor de riesgo de insuficiencia cardiaca (IC),
la principal causa de muerte en individuos con diabetes
mellitus (DM)'. Los individuos diabéticos presentan entre 2y
5 veces mas riesgo de IC%. La principal alteracién miocardica
relacionada con esta enfermedad es la enfermedad arterial
coronaria. Sin embargo, la IC ha sido asociada con altera-
ciones metabdlicas independientes de la lesion vascular?.
Especificamente, se ha observado una acumulacion de trigli-
céridos a nivel miocardico en pacientes con miocardiopatia
no isquémica en estado terminal®. La acumulacion de lipi-
dos a nivel cardiaco se conoce cominmente como esteatosis
cardiaca y se ha visto independientemente asociada con una
funcion contractil alterada y con el inicio de la disfuncion
miocardica®®. De hecho, el incremento de grasa miocar-
dica es evidente en ausencia de IC y precede la disfuncion
del miocardio®?, siendo propuesto como uno de los princi-
pales precursores de la disfuncion miocardica debida a la
diabetes*?®.

Los mecanismos subyacentes a la acumulacion ectopica
de grasa en miocardio no son plenamente conocidos en
la actualidad. El incremento de acidos grasos circulantes
observado durante la DM facilita la utilizacion de los mis-
mos como sustrato energético preferente para la produccién
de energia en las células cardiacas. Sin embargo, la capta-
cion de los acidos grasos supera la capacidad que tiene la
célula para metabolizarlos’, de manera que se acumulan
intracelularmente como metabolitos lipidicos bioactivos,
contribuyendo directamente a la activacion de rutas mole-
culares que conducen al bloqueo de la via de sefalizacion
de la insulina’®. Ademas, el tejido adiposo libera a la

circulacion una gran cantidad de moléculas bioactivas lla-
madas adipoquinas, que pueden participar en el control del
metabolismo energético, regulando la preferencia del sus-
trato utilizado para la produccion de energia en sus tejidos
diana. De esta manera, las adipoquinas se postulan como
moléculas claves en la red de comunicacion entre el tejido
adiposo vy los tejidos periféricos, incluido el corazén'', aun-
que su potencial papel como biomarcadores de la grasa
miocardica no ha sido explorado en profundidad.

A pesar de las evidencias que sustentan la acumulacion
de grasa cardiaca como potencial agente causal de la disfun-
cion miocardica independiente de la enfermedad isquémica
en individuos diabéticos, en la actualidad se carece de
biomarcadores que reflejen el contenido de triglicéridos
miocardicos para el diagnostico de esta patologia.

En este trabajo se analizan las asociaciones entre el
contenido de triglicéridos cardiacos y el perfil bioquimico
plasmatico en ratones alimentados con una dieta grasa
(HFD).

Métodos
Animales

Ratones C57BL/6J macho de 6 semanas de edad fueron man-
tenidos en condiciones estandar de luz/oscuridad (ciclos de
12 h) y temperatura (21 +1°C) con acceso ad libitum a agua
y comida. Los animales se distribuyeron de manera aleato-
ria en 2 grupos experimentales (10 animales/grupo) y fueron
alimentados con una dieta estandar (STD) (10% de kcal de
grasa; Panlab; Barcelona, Espana) o con una HFD (60% kcal
de grasa Panlab; Barcelona, Espafa) durante 12 semanas'?.
A las 12 semanas, los animales fueron sacrificados y los
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corazones fueron inmediatamente congelados en nitrogeno
liquido y conservados a —80°C para futuros analisis. Se
obtuvieron muestras de plasma, donde se determinaron los
niveles de glucosa (Spinreact; Barcelona, Espafna), acidos
grasos libres (AGL) (Wako; Osaka, Japon), colesterol total y
lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés high-density
lipoproteins) (Spinreact; Barcelona, Espana) utilizando un
autoanalizador Cobas Mira Plus (Roche Diagnostics, Barce-
lona, Espana). Los niveles de lipoproteinas de baja densidad
(LDL, del inglés low-density lipoproteins) y muy baja densi-
dad (VLDL, del inglés very low-density lipoproteins) fueron
determinados por Fridewald'. Los niveles de insulina, resis-
tina, leptina y adiponectina fueron determinados mediante
kits comerciales (Milliplex®, Millipore; Billerica, MA, EE.
UU.). La resistencia a la insulina se evalué mediante el indice
HOMA utilizando la siguiente ecuacion: (glucosa en ayuno
[mmol/(] x insulina en ayuno [wU/ml]/22,5)". La manipu-
lacion y los experimentos con animales se realizaron de
acuerdo con la Guia para el cuidado y el uso de animales
de laboratorio publicada por el U.S. National Institutes of
Health (NIH publicacién n.° 85-23, revisada en 1996). Todos
los procedimientos fueron aprobados por el comité de Bioé-
tica de la Universidad Rovirai Virgili, tal y como se encuentra
establecido en la Ley 5/12 de julio de 1995, y fueron apro-
bados por la Generalitat de Cataluna.

Tincion del contenido lipidico

El contenido lipidico fue determinado en secciones de 5mm
de corazones congelados de ratén utilizando el colorante
Oil Red O (Sigma-Aldrich; Madrid, Espana) siguiendo el
protocolo descrito por Mehlem et al.””. Las imagenes fue-
ron capturadas con un microscopio Olympus IX71 (Madrid,
Espana).

Determinacion de los triglicéridos miocardicos

El contenido de lipidos cardiaco fue extraido en metanol al
0,1% de acido formico. La muestra se fragmentdé mediante
vortex, inversion en N, liquido y ultrasonicacion. Seguida-
mente, se anadieron 3 volumenes de diclorometano y un
volumen de agua de manera secuencial. Las muestras fueron
incubadas a 4 °C durante 20 min y centrifugadas a 15.000 rpm
durante 15 min a 4°C. La fase organica fue recogida y secada
bajo una corriente de nitrégeno. Los pellets lipidicos fue-
ron resuspendidos en metanol:tolueno (9:1) para analisis por
cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS).

Los analisis de LC/MS fueron realizados utilizando un
sistema UHPLC (1200 series, Agilent Technologies) aco-
plado a un MS 6550 ESI-QTOF (Agilent Technologies, Madrid,
Espana) operando en un modo de ionizacion positiva por
electroespray (ESI+). Los lipidos fueron separados por una
cromatrografia de fase reversa con un Acquity UPLC C18-
RP (ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 uM, Waters, Barcelona,
Espafa).

Mediante el analisis por MS/MS se identificaron 36 tri-
glicéridos incrementados por la HFD. Los datos de LC/MS
fueron procesados utilizando el software XCMS (version
1.34.0, SCIEX, Madrid, Espafna)'®. Se realizd el sumatorio de
las intensidades de las especies individuales como indica-
dor del contenido total de los triglicéridos identificados en
cada grupo experimental. El rendimiento de la plataforma

se evaluo calculando la desviacion estandar relativa de estas
caracteristicas en muestras agrupadas (CVQC)"’.

Preparacion del acido ribonucleico y analisis de la
expresion génica mediante reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa a tiempo real

Los niveles relativos de acido ribonucleico mensajero
(ARNm) fueron analizados por transcriptasa reversa-
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-real
time PCR), como se ha descrito previamente'®'. El ARN
total se aislo utilizando el reactivo TRI™ (Sigma-Aldrich;
Madrid, Espana), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. La integridad de ARN se determiné mediante
electroforesis en gel de agarosa y se cuantificé con un espec-
tofotometro NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific; Madrid, Espana); 1 ug de ARN total fue retrotrans-
crito utilizando el PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio;
Saint-Germain-en-Laye, Francia). Los niveles de ARNm fue-
ron determinados por PCR a tiempo real en un equipo ABI
PRISM 7900 (Applied Biosystems; Waltham, Massachusetts,
EE. UU.). Se utilizaron sondas TagMan (IDT; Leuven, Bélgica)
de ratdn para la deteccion de la expresion génica de Cd36
(Mm.PT.58.7548967) y Pdk4 (Mm.PT.58.9453460). Se analiz6
el nivel de expresion de TBP (TATA-binding protein) como
referencia para la normalizacion de los resultados'?'.

Analisis estadisticos

Los resultados se expresan como la mediana y rango inter-
cuartilico. Las diferencias significativas fueron establecidas
mediante U de Mann-Whitney. Las asociaciones entre las
variables fueron analizadas mediante el test de correlacion
de Spearman. Los analisis estadisticos fueron realizados uti-
lizando el programa informatico SPSS (IBM SPSS Statistics,
version 22.0; Nueva York, EE. UU.). Las diferencias fueron
consideradas significativas a partir de p<0,05.

Resultados

La resistencia a la insulina inducida por dieta grasa
incrementa el contenido lipidico miocardico

Para inducir resistencia a la insulina alimentamos ratones
con HFD. Los animales alimentados con esta dieta mostra-
ron niveles plasmaticos aumentados de glucosa (mediana
360,00; rango intercuartilico 243,00-487,00 mg/dl) e insu-
lina (mediana 70,50; rango intercuartilico 23,79-158,29
pg/dl) comparados con los animales control alimentados
con una STD (glucosa: mediana 185,00; rango intercuarti-
lico 127,00-223,00mg/dl) (insulina: mediana 23,79; rango
intercuartilico 7,12-68,52 pg/dl) (p<0,05). Como conse-
cuencia, los animales alimentados con HFD presentaban
un indice HOMA de resistencia a la insulina superior a los
animales control (fig. 1A). Estos animales mostraron un
contenido miocardico de lipidos superior a los animales con-
trol (fig. 1C). Mediante una aproximacion metabolémica, se
observo que los animales alimentados con HFD presenta-
ban un contenido miocardico de triglicéridos incrementado
~6 veces respecto a los animales alimentados con la dieta
control (fig. 1B).
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Ratones resistentes a la insulina presentan niveles de lipidos miocardicos aumentados. Los animales fueron alimentados

con una dieta estandar (STD) o grasa (HFD) durante 12 semanas. A) indice HOMA de resistencia a la insulina. B) Niveles de triglicéridos
miocardicos. C) Imagenes representativas de la tincion de lipidos por QOil Red O en corazones de ratones alimentados con STD o HFD.

Los datos se expresan como la mediana y rango intercuartilico.
" p<0,05.
" p<0,01vs. STD.

El contenido miocardico de triglicéridos se asocia
con los niveles plasmaticos de glucosa

Dada la estrecha relacion entre la DM y la acumulacion de
grasa ectopica en miocardio, en primer lugar analizamos las
potenciales asociaciones entre el contenido miocardico de
triglicéridos y el metabolismo de la glucosa. Aunque no se
encontraron correlaciones entre los triglicéridos cardiacos
y los niveles plasmaticos de insulina, estos se encontraron
positivamente asociados con los niveles plasmaticos de glu-
cosa (r=0,634, p=0,015) (fig. 2).

El contenido miocardico de triglicéridos se asocia
con los niveles plasmaticos de triglicéridos y
lipoproteinas de muy baja densidad

A continuacion, determinamos la asociacion de los triglicé-
ridos cardiacos con el metabolismo lipidico y del colesterol.
Como muestra la figura 3, los triglicéridos cardiacos se aso-
ciaron de manera directa con los niveles plasmaticos de
triglicéridos (r=0,656, p=0,011) (fig. 3A) y VLDL (r=0,660,
p=0,007) (fig. 3B). Sin embargo, no se encontraron aso-
ciaciones significativas entre estas moléculas y los niveles
plasmaticos de AGL, colesterol total, LDL ni HDL.
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Figura 2 El contenido miocardico de triglicéridos se asocia

con los niveles plasmaticos de glucosa. Resultados del test de
la correlacion de Spearman mostrando la asociacion entre el
contenido miocardico de triglicéridos miocardico y los niveles
plasmaticos de glucosa.

El contenido miocardico de triglicéridos se asocia
con los niveles plasmaticos de leptina y resistina

Dada la funcion de las adipoquinas como potenciales
reguladores del metabolismo energético en corazon, segui-
damente analizamos las asociaciones entre los triglicéridos
cardiacos y estas moléculas. Los triglicéridos cardiacos no se
asociaron con los niveles plasmaticos de adiponectina. Sin
embargo, se encontré una correlacion directa entre estas
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test de la correlacion de Spearman mostrando la asociacion entre el contenido miocardico de triglicéridos miocardico y los niveles

plasmaticos de triglicéridos (A) y VLDL (B).
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El contenido miocardico de triglicéridos se asocia con los niveles plasmaticos de leptina y resistina. Resultados del

test de la correlacion de Spearman mostrando la asociacion entre el contenido miocardico de triglicéridos miocardico y los niveles

plasmaticos de leptina (A) y resistina (B).

moléculas y los niveles plasmaticos de leptina (r=0,631,
p=0,016) (fig. 4A) y resistina (r=0,643, p=0,018) (fig. 4B).

El contenido miocardico de triglicéridos se
encuentra inversamente asociado a la expresion de
genes que regulan el metabolismo energético
cardiaco

Puesto que la acumulacion ectopica de grasa en miocardio
se encuentra finamente regulada por la utilizacion prefe-
rente de los sustratos metabolizados para la produccion de
energia, finalmente analizamos el contenido de triglicéridos
cardiacos con la expresion de 2 genes claves en la regulacion
de estos procesos. Los triglicéridos cardiacos se encontra-
ron inversamente relacionados con la expresion cardiaca del
transportador de acidos grasos Cd36 (r=-0,565, p=0,035)
(fig. 5A) y con la piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (Pdk4)
(r=-0,807, p <0,001) (fig. 5B).

Discusion

Numerosas evidencias proponen la acumulacion ectopica de
grasa en corazon como uno de los principales precursores
de la disfuncién miocardica de etiologia diabética*®. Sin

embargo, los mecanismos moleculares que subyacen al acu-
mulo intramiocelular de lipidos en individuos diabéticos no
son plenamente conocidos y, hasta el momento, ninguna de
las moléculas propuestas como potenciales biomarcadores
del contenido de grasa miocardica ha sido utilizada para
el diagnostico clinico de esta patologia. En este trabajo,
estudiamos las potenciales asociaciones entre el contenido
miocardico de triglicéridos y distintos componentes plas-
maticos en un modelo murino de resistencia a la insulina
inducido por HFD.

Tal y como describimos previamente, la HFD indujo resis-
tencia a la insulina en nuestros animales, evidenciada por un
aumento en los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, asi
como un indice HOMA incrementado, en comparacion con los
animales alimentados con una STD?2. Los animales resisten-
tes a la insulina presentaban un perfil bioquimico plasmatico
caracteristico de la DM, caracterizado por niveles plasma-
ticos elevados de AGL, triglicéridos, resistina y leptina, y
niveles reducidos de adiponectina plasmatica’’. Ademas,
estos animales mostraban niveles plasmaticos aumentados
de VLDL, sin mostrar cambios en los niveles de colesterol
total, LDL y HDL. Interesantemente, los animales alimen-
tados con HFD presentaban el contenido de triglicéridos
cardiacos aumentados, sugiriendo que la acumulacion de
lipidos observada en estos animales podia predisponer a un



Componentes plasmaticos como biomarcadores de la grasa miocardica 13

A

© 1.59 r=-0.565

g R p=0.035
(]
A °

8 101 e

8 | o%

e

= N

2 05- .

€

£

z

i

< 00 . . . . .

0 20 40 60 80 100

Trigliceridos miocardicos

Figura 5

B
2.01 r=-0.807
3 p<0.001
g
s 157 e
©
o
o
e
Q
[$]
k<]
IS
S
zZ
T
< 0.0 T T T T ]
0 20 40 60 80 100

Trigliceridos miocardicos

El contenido miocardico de triglicéridos se encuentra inversamente asociados a la expresion de Cd36 y Pdk4. Resultados

del test de la correlacion de Spearman mostrando la asociacion entre el contenido miocardico de triglicéridos miocardico y los

niveles cardiacos de ARNm de Cd36 (A) y Pdk4 (B).

mayor riesgo de IC en estados mas avanzados de la patolo-
gia.

Con el objetivo de identificar potenciales biomarcardo-
res plasmaticos relacionados con la acumulacion ectopica de
grasa en corazon, realizamos estudios de asociacion entre el
contenido cardiaco de triglicéridos y los principales compo-
nentes plasmaticos que se encuentran alterados en la DM.
En primer lugar, exploramos la asociacion entre estas molé-
culas y los niveles plasmaticos de insulina y de glucosa. A
pesar de no encontrar asociaciones significativas entre los
triglicéridos cardiacos y la insulina, estos se encontraron
directamente asociados con la glucosa plasmatica, subra-
yando la relacion existente entre la DM y la esteatosis del
miocardio. Ademas, los triglicéridos cardiacos se encontra-
ron directamente asociados con los niveles plasmaticos de
triglicéridos y VLDL, indicando que estas moléculas podrian
vehiculizar el transporte de los triglicéridos hacia el miocar-
dio.

Puesto que el tejido adiposo participa en la regulacion de
distintos procesos metabélicos, como la resistencia a la insu-
lina en tejidos periféricos, decidimos explorar si este tejido
podria participar ademas en la acumulacion ectépica de
grasa en corazon, a través de la utilizacion de distintas adi-
poquinas como agentes implicados en la comunicacion entre
ambos tejidos. Nuestros resultados mostraron una corre-
lacion positiva entre los niveles plasmaticos de leptina y
resistina con el contenido de triglicéridos cardiaco, sugi-
riendo una participacion directa de estas moléculas en la
acumulacion ectdpica de grasa en corazon.

Finalmente, para explorar los mecanismos moleculares
implicados en la acumulacion de lipidos cardiacos, ana-
lizamos las potenciales asociaciones de los triglicéridos
cardiacos con la expresion de 2de los principales genes
implicados en la regulacion del sustrato utilizado para la pro-
duccién de energia en corazon, el transportador de acidos
grasos Cd36 y Pdk4. Mientras que Cd36 facilita la captacion
de los acidos grasos por el cardiomiocito y, por lo tanto, la
utilizacion de los mismos, Pdk4 inhibe la entrada de piruvato
a la mitocondria a través de la inhibicion de la piruvato des-
hidrogenasa, bloqueando, por tanto, la obtencion de energia
procedente de la glucosa. Nuestros resultados muestran que
la expresion de ambos genes se encuentra inversamente
relacionada con el contenido de triglicéridos cardiacos, sugi-
riendo que un contenido elevado de estas moléculas podria
estar relacionado con una adaptacion metabodlica a nivel

transcripcional dirigida a preparar a la célula para reducir
la captacion de acidos grasos y potenciar la utilizacion de
glucosa.

En resumen, nuestros resultados muestran que el con-
tenido de triglicéridos cardiaco se encuentra asociado con
un perfil bioquimico alterado y con una reprogramacion de
la expresion de genes dirigida a atenuar el impacto de la
acumulacion ectopica de lipidos en miocardio. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para validar nuestros resultados
en humanos y explorar si la adaptacion transcripcional es
suficiente para revertir/atenuar el impacto de la resisten-
cia a la insulina en cuanto a la utilizacion de sustrato y la
acumulacion intracelular de lipidos se refiere.
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