Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
Fundacion para la Investigacion del Hospital General de Valencia

Servicio de Cardiologia

Estudios de Tercer Ciclo. Departamento de Medicina.
Universidad Autonoma de Barcelona

PROYECTO DE INVESTIGACION

“PGC-1a regula la respuesta celular frente a
estrés oxidativo en el miocardio tras sindrome
coronario agudo”

ALUMNO:
Oscar Fabregat Andrés
Médico Interno Residente de Cardiologia

DIRECTOR:

José Antonio Barrabés Riu
Médico Adjunto del Servicio de Cardiologia
Hospital Vall d’Hebron de Barcelona

Curso académico 2010/2011



Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
Fundacion para la Investigacion del Hospital General de Valencia

Servicio de Cardiologia

Estudios de Tercer Ciclo. Departamento de Medicina.
Universidad Autonoma de Barcelona

PROYECTO DE INVESTIGACION

“PGC-1a regula la respuesta celular frente a estrés oxidativo en el
miocardio tras sindrome coronario agudo”

INDICE

e Certificado del director del trabajo de investigacion

e Documento de autorizacion para introducir los trabajos de los alumnos a
los depositos digitales de la UAB y el CBUC

e Resumen y palabras clave

¢ Introduccion

e Métodos

e Resultados

e Discusion

e Conclusiones

e Financiacion del proyecto y colaboradores

¢ Bibliografia



CERTIFICAT DEL DIRECTOR DEL TREBALL
DE RECERCA

En José Antonio Barrabés Riu, Professor Associat del Departament de Medicina de la
Universitat Autonoma de Barcelona 1 Metge Adjunt del Servei de Cardiologia de
I’Hospital Vall d’Hebron de Barcelona

FA CONSTAR,

que el treball titulat: “PGC-1a regula la respuesta celular frente a estrés oxidativo en el
miocardio tras sindrome coronario agudo”, ha estat realitzat sota la meva direcci6 pel
llicenciat En Oscar Fabregat Andrés, trobant-se en condicions de poder ser presentat
com a treball d’investigacié de 12 credits, dins el programa de doctorat en Medicina

Interna (curs 2010-2011), a la convocatoria de juny.

Signat:

José Antonio Barrabés Riu

ho A /AL

S

Barcelona, a 30 de maig de dos mil onze.



UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Document d’autoritzacié per a introduir els Treballs dels alumnes a diposits
digitals de la UAB i del CBUC

Autor: Oscar Fabregat Andrés

DNI: 20245900 N

Com a Unic titular dels drets de propietat intel-lectual del treball: “PGC-1a regula la
respuesta celular frente a estrés oxidativo en el miocardio tras sindrome coronario
agudo”

Autoritzo a la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) i al Consorci de Biblioteques
Universitaries de Catalunya (CBUC) a dipositar aquest treball al Diposit de la Recerca
de Catalunya (RecerCat) o qualsevol altre creat per la UAB o el CBUC amb les
finalitats de facilitar la preservacié i1 la difusi6 de la recerca i la investigacid
universitaria.

Per tant, autoritzo a la UAB, i al CBUC a realitzar els actes que siguin necessaris per tal
d’introduir el treball als esmentats diposits, aixi com per preservar-lo i donar-li accés
mitjancant comunicacid publica. Aquestes institucions no estan obligades a reproduir el
treball en els mateixos formats o resolucions en que sera dipositat originariament. La
cessio de I’exercici dels drets necessaris per tal de realitzar totes aquestes accions es fa
amb caracter de no exclusivitat, és a dir, soc lliure de publicar-lo a qualsevol altre lloc.

Declaro que no vulnero cap dret de tercers ja sigui de propietat intel-lectual, industrial,
secret comercial o qualsevol altre, en subscriure aquesta autoritzacid, ni en relacié al
contingut d’aquest treball, de manera que exonero la UAB i el CBUC de qualsevol
obligacio o responsabilitat davant qualsevol acci6 legal que es pugui suscitar derivada
del treball dipositat.

Finalment declaro que accepto que des del repositori es doni accés al treball mitjangant
una llicéncia Creative Commons, ‘“Reconeixement—NoComercial-SenseObraDerivada
2.5 Espanya” amb la qual es permet copiar, distribuir i comunicar publicament l'obra
sempre que se'n citin l'autor original i la institucio i no se'n faci cap is comercial ni obra
derivada.

Signat: )
Oscar Fabregat Andrés

(7

Valéncia, a 15 de maig de 2011



PROYECTO DE INVESTIGACION
Universidad Autonoma de Barcelona

PGC-1a regula la respuesta celular frente a estrés oxidativo en el
miocardio tras sindrome coronario agudo

Resumen

Antecedentes y objetivos: El fenomeno de isquemia-reperfusion es en gran parte
responsable de la lesion miocéardica tras un SCACEST. PGC-la es un coactivador
maestro en la regulacion del sistema de proteccion mitocondrial frente a estrés oxidativo
en el miocardio. El objetivo del estudio fue evaluar la activacion de la molécula en el
proceso de recuperacion del tejido miocardico tras el evento isquémico.

Métodos: En la fase experimental, en un modelo murino analizamos la posibilidad de
detectar PGC-1a en forma de RNA en timocitos y esplenocitos. En la fase clinica,
seleccionamos prospectivamente 38 pacientes con diagnostico de SCACEST sometidos
a estrategia de reperfusion. Se extrajeron muestras sanguineas al ingreso y a las 72
horas, obteniendo RNA a partir de linfocitos aislados. Se analiz6 mediante PCR la
expresion de PGC-la y de genes diana del sistema de proteccion mitocondrial. Se
dividio la muestra en dos grupos en funcion de la presencia o no de induccién de PGC-
la, comparando en ambos grupos la expresion de enzimas de proteccion celular y la
extension del infarto estimada por resonancia magnética cardiaca (CRM).

Resultados: En animales, pudo detectarse PGC-1a en leucocitos y su expresion, asi
como la de su diana Cyt C, aumento tras estimulacion con IgM. En los pacientes, se
detect6 induccion de PGC-1a en los infartos més extensos (necrosis por CRM: 24.91 vs
10.90% de masa ventricular total; p=0.012) y con mayor deterioro de la FEVI por
ecocardiografia (47.41 vs 53.96%; p=0.025), y esta respuesta conllevo la activacion de
genes de proteccion celular (expresion post-hipoxica de MnSOD: 32.57 vs 6.46 x-fold,
p=0.017).

Conclusiones: Los resultados sugieren que PGC-la se induce como mecanismo
regulador en los pacientes con infartos extensos y peor FEVI, activando en el miocardio
genes de proteccién mitocondrial frente a estrés oxidativo.

Palabras clave: PGC-1a, infarto agudo de miocardio, protecciéon miocardica

Titulo clave: PGC-1a se induce en pacientes con SCACEST



1.- Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) siguen siendo la primera causa de muerte
en las sociedades occidentales'™. A pesar del descenso en las tasas ajustadas de
mortalidad, su prevalencia se ha mantenido constante en las Ultimas décadas, y las
predicciones indican que va a producirse un fuerte incremento en parte debido al
aumento de la esperanza de vida y sobre todo a la prevalencia creciente de diabetes y
obesidad®. Las ECV suponen ademas la principal causa de ingresos hospitalarios y de
muerte prematura, siendo un origen importante de invalidez y contribuyendo de forma
significativa al incremento del coste sanitario”.

Dentro de las ECV, la cardiopatia isquémica (CI) es la principal etiologia
identificable de mortalidad y morbilidad en el mundo occidental’. Su traduccion clinica
fundamental es el sindrome coronario agudo (SCA), cuyo sustrato etiopatogénico es la
enfermedad aterotrombotica®, que representa la culminacion subita, mediante la
formaciéon de un trombo, de un proceso de evolucion lenta y prolongada en los afios
como es la aterosclerosis.

Asi, la aterotrombosis debe considerarse una enfermedad sistémica, heterogénea y
multifactorial. En primer lugar, es una enfermedad difusa, ya que supone la afectacion
simultanea de diferentes territorios vasculares (coronario, cerebral, periférico). En
segundo lugar, su evolucion es multiforme, ya que pueden encontrarse lesiones
arteriales en estadios diferentes en varios lechos arteriales de un mismo sujeto. Y
finalmente, se considera plurietioldgica, pues se han identificado multiples factores de
riesgo que participan en su desarrollo.

Desde la iniciacion de la placa ateromatosa en la infancia hasta su desarrollo en la
etapa adulta y su posible complicacion producida por rotura de la capa fibrosa, todos sus
mecanismos fisiopatologicos estan basados en la interaccion reciproca del sistema
inflamacién-trombosis, iniciada con la disfuncion endotelial’.

El endotelio vascular es un o6rgano polivalente capaz de percibir los estimulos del
ambiente y responder modificando su estado funcional para mantener la homeostasis de
la pared vascular®. En circunstancias fisiologicas, la superficie endotelial mantiene su
microambiente con propiedades antitromboticas, suprimiendo la migracion de células
musculares lisas y limitando la permeabilidad a leucocitos circulantes. Bajo la
exposicion continuada a factores de riesgo cardiovascular, el fenotipo de las células
endoteliales cambia, de forma que se hace permeable a las células sanguineas y
macromoléculas, aumenta su afinidad por los macréfagos, promueve la migracion de
células musculares lisas vasculares y potencia las reacciones protromboticas. Todas
estas respuestas estan relacionadas con la produccion excesiva de radicales libres de
oxigeno (ROS, reactive oxygen species) y se asocian a la pérdida de la bioactividad
normal del 6xido nitrico (NO), molécula inhibidora de la agregacion plaquetaria, con
elevada actividad vasodilatadora y una importante funcién antiinflamatoria.

Los ROS son responsables tanto de la iniciacion como de la perpetuacion del proceso
patolégico. Todos y cada uno de los factores de riesgo para el desarrollo de
aterosclerosis  (dislipemia, hipertension  arterial, diabetes, tabaquismo e
hiperhomocisteinemia) son generadores de estrés oxidativo vascular. El inicio del
proceso aterosclerotico como tal es debido al deposito de lipidos oxidados en la pared
vascular, que es también consecuencia directa de la excesiva produccion de ROS en el
endotel9io. La eliminacion de colesterol oxidado es mucho mas lenta que la del colesterol
normal”.



Una cuestion clave en medicina cardiovascular es determinar como los factores de
riesgo causan disfuncion metabodlica y como ésta potencia el estrés oxidativo a nivel
endotelial. Los ROS son producidos de forma fisioldgica por las mitocondrias como un
producto del metabolismo aerobio, desempefiando un papel importante en la
sefializacion y proliferacion celular. Sin embargo, cuando sus niveles son excesivos,
debido a su gran reactividad, son capaces de dafar de forma irreversible los diferentes
componentes celulares, incluyendo proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Esto puede
modificar la funcion celular de forma definitiva, ocasionando mutaciones oncogénicas o
incluso muerte celular apoptotica.

Hoy en dia, por tanto, el papel fundamental que juegan los ROS endoteliales en el
inicio y desarrollo del proceso aterosclerdtico estd claramente establecido. Sin embargo,
su origen esta todavia en debate. Hace ya afios quedd demostrado que los niveles altos
de glucosa alteran la funcion mitocondrial, como consecuencia del metabolismo
mitocondrial del piruvato, e inducen la produccion de ROS mitocondriales en el
complejo I1'°. Este trabajo promovié multiples estudios que establecieron claramente el
papel fundamental desempenado por la disfunciéon mitocondrial y la produccién de ROS
en la etiopatogenia de multiples enfermedades, como trastornos neurodegenerativos
comunes (enfermedad de Parkinson“, enfermedad de Alzheimerlz, enfermedad de
Huntington', epilepsia'®), arterioesclerosis sistémica'”, diabetes'®, dafio por isquemia-
reperfusion'’, cancer'® y envejecimiento'’. Es por ello crucial el estudio de las causas
que desencadenan la produccion excesiva de ROS mitocondriales y/o el fallo de los
sistemas de detoxificacion para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Uno de los objetivos fundamentales del estudio de las enfermedades asociadas a
disfuncion mitocondrial es el conocimiento de la regulacion del sistema de proteccion
frente a estrés oxidativo. Se ha propuesto la regulacion por varios factores de
transcripcion y biomoléculas como el 6xido nitrico (NO), que formarian parte de los
sistemas de detoxificacion celulares. Pero la existencia de un mecanismo coordinado de
regulacion no se habia descrito hasta la publicacién de un trabajo®® que mostraba como
“Peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-1o”” (PGC-1a), un
coactivador transcripcional conocido por su funcion reguladora de la biogénesis
mitocondrial y del catabolismo lipidico®'**, es un regulador maestro del sistema de
proteccion frente a estrés oxidativo mitocondrial en células endoteliales, un papel que es
probablemente critico para la proteccion del vaso frente al desarrollo de la
aterosclerosis. Es probable que dicha regulacion tenga caracter sistémico y puede ser
particularmente relevante en sistemas celulares con altas tasas metabdlicas donde PGC-
la es fundamental para el control del metabolismo energético. Es sabido que coordina
al menos parcialmente la expresion de genes que controlan la biogénesis mitocondrial
en varios organos con alta actividad metabolica. Ademas, regula la termogénesis en
tejido adiposo marron, la gluconeogénesis hepatica y la actividad contractil de las fibras
musculares esqueléticas y cardiacas.

Asi, en el musculo cardiaco, PGC-1a se ha mostrado determinante en la regulacion de
varios puntos criticos de su metabolismo energético, incluyendo acciones moduladoras
a nivel transcripcional”2*. La evidencia cientifica indica que tanto PPARa como su
principal coactivador fisiologico PGC-1a, especialmente abundante en el miocardio,
desempefian un papel crucial en el control transcripcional de la homeostasis energética
cardiaca. El eje PPARa-PGC-1a controla, por una parte, la expresion de los genes
implicados en la sintesis de enzimas responsables del metabolismo glucidico y de los
acidos grasos, y por otra, de extrema importancia para el objeto del presente estudio,
regula tanto la biogénesis mitocondrial como la transcripcion de varias dianas génicas
de proteccion de la organela. Ademas, la actividad del complejo se ve modificada en



diversas situaciones fisiopatoldgicas como la hiperglucemia, la hipoxia o el estrés por
sobrecarga de volumen®, y dicha alteracion puede ser determinante en la regulacion del
remodelado cardiaco que se desarrolla en las entidades nosolégicas relacionadas con
dichas condiciones adversas, como son la diabetes, la cardiopatia isquémica o la
insuficiencia cardiaca, respectivamente. Por tanto, la modulacién metabolica miocardica
a través de estas potenciales dianas terapéuticas resulta muy atractiva, y podria
modificar en parte la evolucion clinica y el prondstico de dichas enfermedades™.

Es importante sefialar en este momento la interaccion de PGC-la con el NO,
fundamentalmente conocido por su accidon vasodilatadora, aunque bien es sabido que
sus funciones en la fisiologia de la pared vascular van mucho mas alld. Se ha propuesto
que el precondicionamiento con NO protege a los cardiomiocitos del dafio por
isquemia-reperfusion, un proceso relacionado con la generacion de ROS en la
mitocondria®’, protegiendo también a las células endoteliales de agentes generadores de
estrés. Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados eran desconocidos hasta el
descubrimiento que el NO regula también la expresion del sistema completo
mitocondrial de proteccion frente a estrés a través de la regulacion de la expresion de
PGC-1a, siguiendo la via sGC (guanilato ciclasa soluble)/PKG (protein kinasa G), una
regulacion que probablemente es responsable de la actividad protectora/antioxidante del
NO®%. Asi, ambas moléculas interactian de forma estrecha, como lo indican los
hallazgos siguientes: NO modula la expresion de PGC-la tanto positiva como
negativamente, la inhibicion de la expresion de los niveles PGC-1a es mediada por
PKG, NO regula la expresion del sistema de protecciéon mitocondrial frente a estrés
oxidativo, la regulacion del sistema de proteccion dependiente de NO es mediada
directamente por PGC-1a, y PGC-1a induce la expresion de eNOS (sintetasa endotelial
de NO).

Por tanto, siendo PGC-1a un coactivador transcripcional maestro en la regulacion de
genes de proteccion mitocondrial frente a estrés oxidativo, y una vez demostrada su
importancia en la inhibicién de la apoptosis celular en situaciones de isquemia-
reperfusion, el presente estudio tratara de establecer su papel en el sindrome coronario
agudo con elevacion del segmento ST (SCACEST), situacidn clinica concreta en la cual
el tejido miocéardico afectado es sometido a un estado de isquemia mantenida por
oclusion de la arteria coronaria responsable de su perfusion.

Varios estudios previos de investigacion basica han creado el escenario necesario
para iniciar la presente investigacion. Por un lado, ha quedado patente el rol esencial de
PGC-la en el control del estado energético y la funcion contractil del musculo
cardiaco®>!. Estudios con animales han demostrado como los ratones knock-out para
PGC-1la, a pesar de mantener el mismo volumen mitocondrial que los individuos wild-
type, tanto en el musculo esquelético como en el cardiaco, ven reducida la expresion de
los diferentes genes de fosforilacion oxidativa, y por tanto, la actividad enzimatica
mitocondrial y los niveles de ATP decrecen significativamente. Esto se traduce en una
menor capacidad para incrementar el trabajo cardiaco en respuesta a estimulos quimicos
y eléctricos. Todos estos datos indican que PGC-1a es esencial en el desarrollo de una
respuesta adecuada del musculo cardiaco al aumento de las demandas de ATP y
contractilidad que siguen a los diferentes estimulos fisioldgicos del organismo.

La expresion de PGC-1a es, como vemos, dindmica, y puede inducirse por factores
fisiologicos como el frio, el ayuno o el ejercicio fisico. Pero ademas, en el corazon,
donde el balance entre la produccion de energia y su consumo es literalmente vital,
existen ciertas situaciones patologicas de sobrecarga de trabajo prolongada que precisan
de una respuesta coordinada a nivel transcripcional. En este sentido, diversos
estudios®~*** han conseguido determinar el papel fundamental de PGC-1o en modelos



animales de insuficiencia cardiaca, en los cuales se lleva a cabo una constriccion aortica
parcial minimamente invasiva con el fin de aumentar la poscarga cardiaca. El fallo
cardiaco desencadenado por esta sobrecarga de presion mantenida en el tiempo se
asocia en los miocardiocitos con el desarrollo de disfuncion mitocondrial, caracterizada
a su vez por inhibicidn de la expresion de PGC-1a y capacidad oxidativa reducida. Por
tanto, la regulacion a la baja de PGC-1a puede explicar en parte la patogénesis de esta
entidad en los animales ko para la molécula. La evidencia creciente atribuye, por tanto,
un rol cada vez mas importante a los procesos metabolicos y los defectos en su
regulacion acaecidos en la mitocondria en la patofisiologia de la insuficiencia cardiaca.

A partir de estos hallazgos, es creciente el valor potencial de PGC-1a y los diferentes
PPAR como dianas terapéuticas en insuficiencia cardiaca y cardiopatia isquémica. Asi
por ejemplo, un reciente estudio con el farmaco WY 14643, potente agonista PPARa,
demostr6 por primera vez su potencial efecto cardioprotector en un modelo murino de
insuficiencia cardiaca desencadenada por miocarditis aguda viral, a través de la
inoculacion de EMV (encephalomyocarditis virus) segin protocolo establecido.
Atribuyen este efecto protector a su papel inmunomodulador, reduciendo citocinas
inflamatorias y aumentando los niveles de adiponectina y la expresion de UCP3
(uncopling protein 3), proteina mitocondrial de membrana que regula el transporte
transmembrana de protones y se ha relacionado positivamente con el consumo
energético miocardico™.

Otros trabajos enfocados hacia el estudio de la cardiopatia isquémica han demostrado
la eficacia de farmacos agonistas de los receptores PPAR, como las tiazolidinedionas,
comunmente conocidas como glitazonas, en disminuir el dafio por isquemia-reperfusion
en ratones con trastornos metabolicos™ , en la atenuacion del remodelado ventricular tras
modelos experimentales de isquemia miocardica®®, e incluso, en la reduccion de la
necrosis miocardica en un modelo animal de infarto agudo de miocardio®”**.

El primero de estos estudios evalua inicialmente como los ratones diabéticos
desarrollan una peor respuesta a la isquemia-reperfusion, con mayor tamafio de infarto y
mayor infiltrado de células inflamatorias en miocardio. Posteriormente, estudia como el
tratamiento oral con pioglitazona durante los 14 dias previos al procedimiento es capaz
de reducir tanto el tamafo del infarto como el infiltrado inflamatorio, atenuando a su
vez la respuesta inflamatoria mediante la reduccion en la secrecion de ciertas citocinas
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alpha). En base a los hallazgos, los
autores sugieren que el farmaco puede modular, al menos parcialmente, la disregulacion
inflamatoria que ocurre durante los procesos de isquemia-reperfusion en los sindromes
metabolicos, y que esta respuesta puede tener efecto cardioprotector.

El segundo estudio, basado también en el uso de piogliazona, demuestra una mejoria
significativa de la funcion cardiaca y el remodelado post-infarto, evaluados por
ecocardiografia, en un modelo de isquemia aguda en ratones. Ademas, los hallazgos en
la regulacion de proteinas inflamatorias son similares al texto previo. Concluyen
igualmente que el efecto protector probablemente se deba a la atenuacion en la
expresion de citocinas en el ventriculo izquierdo.

En el siguiente de estos estudios, se evalua de forma mas minuciosa la repercusion
morfologica de la intervencion farmacoldgica. En ratas sometidas a ligadura transitoria
(durante 30 minutos) de la arteria descendente anterior, el uso de rosiglitazona, otro
agonista de los receptores PPARYy, fue capaz de reducir el tamafio del area necrotica,
medido por tincion histologica, en un 24% si se administraba de forma oral los 7 dias
previos al evento, y en un 30% y 37% si se administraba durante el procedimiento de
forma intravenosa, a dosis de 1 y 3 mg/kg respectivamente. Ademads, el formaco mejoro
de forma significativa la disfuncion sistolica. Los autores encuentran una inhibicion



precoz de la respuesta inflamatoria a través de un menor acimulo de neutréfilos y
macrofagos en el miocardio reperfundido, y una inhibicion en la secrecion de ciertas
citocinas de regulacion inmune, atribuyendo el efecto beneficioso de la rosiglitazona a
esta capacidad inmunomoduladora.

Finalmente, el ultimo de los estudios investiga el efecto de varios agonistas de estos
receptores PPAR: gamma, como rosiglitazona, ciglitazona y pioglitazona, y varios
ligandos enddgenos; y alfa, como clofibrato y otros ligandos enddgenos. Utiliza también
un modelo in vivo de isquemia miocardica regional y reperfusion en ratas, y encuentra
que todas las moléculas analizadas tienen un efecto favorable reduciendo el tamafio del
infarto, siendo éste mas llamativo con el ligando endogeno 15D-PGJ2, agonista de
PPARYy. Sus efectos cardioprotectores incluyen: activacion de PPAR-alfa y gamma,
sobreexpresion de hemooxigenasa 1, menor formaciéon de quemocina MCP-1,
inhibicion en la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y P-selectina e
inhibicion de la activacidon isquémico-dependiente de NF-[1B, que a su vez produce
reduccion en la expresion de iNOS. Por tanto, se concluye que los diferentes ligandos
analizados reducen la necrosis producida por la isquemia transitoria, y que este efecto es
secundario a su modulacion de la respuesta inflamatoria, siendo probablemente mas
trascendente en pacientes diabéticos.

Aparte del grupo de las tiazolidinedionas, se ha evaluado el efecto de otros farmacos
que modulan la expresion de PGC-1a sobre el area de necrosis en modelos animales de
infarto de miocardio. Asi, un texto reciente’® analiza el efecto de losartan, antagonista
de los receptores de la angiotensiona II, sobre el miocardio en riesgo tras isquemia
inducida. La administracion del farmaco por via oral durante los 14 dias posteriores a la
ligadura temporal de la arteria coronaria izquierda disminuyo6 el grado de apoptosis en el
area ventricular izquierda subsidaria de la arteria afecta a través de un aumento en la
expresion de PGC-la y una mejora consecuente en la integridad de las uniones
intercelulares. Ademas, la fraccidn de eyeccion fue significativamente menor en el
grupo no tratado.

Nuestro estudio pretende, con un enfoque claramente traslacional, complementar
estos datos obtenidos en el laboratorio de investigacion basica y ayudar a determinar el
papel de PGC-1la en la proteccion miocéardica tras un sindrome coronario agudo con
elevacion del ST.

Efectivamente, el dafio miocardico por isquemia-reperfusion es un tema de interés
creciente en cardiologia. Es sabido que la masa necrotica post-infarto es el principal
determinante de la superviviencia y calidad de vida de los pacientes con historia de
cardiopatia isquémica, y que una parte significativa de esta muerte celular se produce
durante la fase de reperfusion®.

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en la supervivencia y calidad de
vida de los pacientes con enfermedad coronaria, debido esencialmente a la capacidad de
restaurar el flujo coronario de forma precoz mediante estrategia de reperfusion. Pero a
pesar de haber reducido de forma progresiva el tiempo de isquemia, factor esencial en la
supervivencia de la célula, y siendo la revascularizacion coronaria la tnica alternativa
para rescatar al miocardico de su situacion de anoxia, los pacientes con diagndstico de
SCACEST siguen presentando con frecuencia infartos extensos. Ello es debido en parte
al dafio por reperfusion, segin el cual, la propia restauracion del flujo sanguineo
desencadena una serie de procesos moleculares en la célula en riesgo que precipitan su
muerte.

El dafio por reperfusion tiene unas caracteristicas especificas cuyo conocimiento
resulta esencial para su comprension. Estudios en modelos celulares demuestran el
desarrollo de hipercontractura en los miocitos, que supone una desorganizacion de la
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citoarquitectura tipica formando en el tejido la imagen histologica de necrosis en bandas
de contracciéon, con acortamiento masivo de los miocitos y desestructuracion
sarcomérica por rotura de membranas celulares y liberacion al medio extracelular de
enzimas citosolicas’’. Se considera que esta causada por la coincidencia de la
reenergizacion, la cual reactiva la actividad contréctil de las miofibrillas dependiente de
ATP, en presencia de una concentracion anormalmente elevada de calcio intracelular,
producida por la pérdida de su homeostasis durante la isquemia previa, y todo ello
genera en presencia de ATP una fuerza contractil incontrolada y excesiva™.

Podemos simplificar el estudio del dafio por isquemia-reperfusion a través de un
enfoque compartimentalizado: cambios a nivel citosdlico, alteraciones en la estructura
celular y reacciones en la mitocondria. En el citosol, los desequilibrios idnicos iniciales
durante la isquemia incluyen, por un lado, la acidificacion progresiva del citoplasma por
glucolisis anaerobia, y por otro, el aumento sostenido de la concentracion intracelular de
calcio por fallo de la bomba Na"/K" del sarcolema, que no opera en ausencia de energia
y obliga a la célula a corregir el aumento de Na" intracelular a través del intercambiador
de membrana Na'/Ca® en su modo reverso, que no requiere energia para su
funcionamiento. La restauracion del flujo sanguineo en este contexto celular produce un
lavado rapido de catabolitos del medio extracelular, fundamentalmente H', que da lugar
a un gradiente de pH entre las células y su entorno, activando mecanismos de correccién
que incluyen de nuevo el intercambiador Na'/Ca", produciendo un influjo adicional de
calcio intracelular. Como resultado de todos estos procesos de correccion en cadena, la
célula reoxigenada acumula gran cantidad de calcio en su interior, comprometiendo en
muchas ocasiones su integridad.

A nivel estructural, las alteraciones celulares pueden resumirse en tres
acontecimientos fundamentales: en primer lugar, el desarrollo de edema celular por
creacion de un gradiente osmotico trasarcolemal secundario al lavado de metabolitos
acumulados en el espacio extracelular, que favorece la entrada de agua en el miocito,
con aumento de volumen y tendencia a la pérdida de integridad del mismo por
fragilidad de la membrana celular; en segundo lugar, la activacion de calpainas,
proteasas activadas por calcio, que producen proteolisis de estructuras del citoesqueleto
subsarcolemal, y que se hallaban inhibidas por la acidosis durante la fase de isquemia®’;
y en ultimo lugar, la transmision de la hipercontractura a los miocitos adyacentes a
través de las uniones intercelulares tipo gap junctions, que facilitan la propagacion
célula a célula del dafio por reperfusion y contribuyen de forma importante al tamafno
final de los infartos**.

Finalmente, en las mitocondrias destaca el cambio brusco que se produce en la
permeabilidad de sus membranas, fendmeno conocido como transicion de
permeabilidad mitocondrial, que produce desacoplamiento de la respiracion celular y un
colapso energético incompatible con la supervivencia celular. Esto se traduce, entre
otros procesos, en liberacion del citocromo C (CytC), que pone en marcha la cadena de
sefializacion que conduce a la apoptosis celular**®. La sobreexpresion de iNOS en
animales transgénicos tiene efectos cardioprotectores en modelos de isquemia mediante
la disminucion en la formaciéon de ROS inducidos durante la fase de reperfusion y a
través de la inhibicién de la transicién de permeabilidad mitocondrial*’. Recordemos
que PGC-1a y NO comparten rutas en la regulacion de los mecanismos de proteccion
mitocondrial frente a estrés oxidativo.

Con todo esto, y a pesar del avance en el conocimiento de los mecanismos
moleculares involucrados en el dafo por isquemia-reperfusion, los intentos de la
investigacion biomédica por trasladar estos hallazgos a la practica clinica han resultado
generalmente un fracaso®™. Casos paradigmaticos incluyen el uso de cariporide o
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eniporide, inhibidores del intercambiador Na'/H", en ensayos clinicos multicéntricos a
gran escala con pacientes diagnosticados de infarto agudo de miocardio o sometidos a
cirugia de revascularizacién coronaria®>*', o el uso de firmacos de ingenieria
molecular que inhiben la formacioén de radicales libres de oxigeno, como la enzima
superéxido dismutasa (SOD) recombinante™. Otros estudios a pequefia escala si han
logrado resultados mas esperanzadores. Asi, el empleo de ciclosporina A como
inhibidor de la transicion de permeabilidad mitocondrial en pacientes con SCACEST
sometidos a intervencion coronaria percutdnea consiguid reducir de forma significativa
el tamano del infarto, estimado por niveles plasmaticos de enzimas miocardicas y
mediante resonancia cardiaca™. También con una pequefia muestra, un estudio
demostro la importancia del postcondicionamiento isquémico sin uso concomitante de
farmacos, en pacientes sometidos a revascularizacion percutinea primaria. Estos
pacientes se beneficiaron del inflado transitorio y repetido del balon de angioplastia
previo a la intervencion definitiva, ya que presentaron una menor liberacion de CK en
las 72 horas siguientes, indicativa de un menor tamafio de infarto®*. Estudios similares
de pequefio tamafio muestral obtuvieron resultados en el mismo sentido’>°,

El andlisis de los motivos de este fracaso permite establecer una serie de
conclusiones, que a modo de leccion deberian tenerse en cuenta a la hora de enfocar una
investigacion orientada hacia la cardioproteccion post-isquémica®’. En primer lugar, la
necesidad de utilizar modelos animales de isquemia miocardica que mimeticen en lo
posible la presentacion clinica de los pacientes con SCACEST, utilizando por ejemplo
animales con hipercolesterolemia o diabetes mellitus inducidas. En segundo lugar, es
esencial que los ensayos humanos recluten pacientes dentro de una ventana temporal
sintomatica estrecha, idealmente entre 2 y 6 horas tras el inicio de la clinica. Con ello se
consigue el objetivo de maximizar los cambios de un efecto positivo terapéutico, ya que
pacientes revascularizados de forma muy precoz probablemente presenten infartos
pequetios y el beneficio adicional de técnicas adjuntas sea minimo, y por otro lado,
pacientes con tiempos de isquemia muy prolongados poseen poco miocardio en riesgo
susceptible de ser rescatado. En tercer lugar, y con la misma meta, es fundamental
seleccionar pacientes que vayan a desarrollar infartos extensos, ya que a diferencia de
los estudios con animales donde la dimension del infarto puede ser estimada de forma
sencilla a través de técnicas histoldgicas, en humanos probablemente pequefios cambios
en el tamafio de la necrosis no puedan ser discriminados con las técnicas de imagen
actuales®®. En cuarto lugar, debe tenerse en cuenta que el tamafio del infarto variara en
gran medida en funcion de la arteria responsable del mismo y la presencia o no de
circulacion colateral, asi como de la eficacia de la angioplastia percutanea. Por tanto,
deberian incluirse solo pacientes con enfermedad significativa del mismo vaso, sin
circulacion colateral, con la arteria ocluida antes de aplicar el tratamiento y con flujo
TIMI 3 tras la intervencion. Por ultimo, el disefio de los estudios clinicos no deberia
enfocarse hacia disminucion de la mortalidad como end point primario, pues dada la
eficacia actual del tratamiento del SCA con elevacion de ST y sus bajas tasas de
mortalidad en el seguimiento, seria necesario un gran tamafio muestral para alcanzar
dicho objetivo.

Asi, aunque los retos para llevar a cabo estudios clinicos con el propoésito de validar
hallazgos de experimentacion basica en el campo de la proteccidn miocardica tras la
isquemia-reperfusion son desafiantes, la base cientifica establecida sugiere con fuerza
que el objetivo de la cardioproteccion en estos pacientes es alcanzable. Por tanto,
adecuadamente orientados, los estudios que persigan este fin son prometedores y de
gran relevancia clinica.
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Con el aliento de esta suposicion, el presente trabajo se disefié con el objetivo ultimo
de dilucidar el papel de PGC-1a en la proteccidon miocéardica durante los procesos de
isquemia-reperfusion, basandonos en el papel maestro de la molécula en la regulacion
de los procesos mitocondriales frente a situaciones de estrés oxidativo celular.

Para ello, fue necesario en primer lugar disefiar un modelo animal de infarto de
miocardio que reprodujera lo mejor posible las condiciones clinicas del proceso. Dado
el caracter sistémico de la regulacion mitocondrial en situaciones de estrés oxidativo, se
cred, en una primera fase del estudio desarrollada en el laboratorio de experimentacion
basica, un modelo animal de isquemia miocardica. Con ¢l pudimos establecer la
relacion entre los niveles de expresion de PGC-1a en tejido miocardico tras la oclusion
de una arteria coronaria, estimados mediante estudios histoldgicos, y sus niveles de
expresion en células sanguineas circulantes, en concreto en la poblacion linfocitaria. De
esta manera, es posible estimar posteriormente en pacientes la induccion de la molécula
en tejido miocardico a partir de las mediciones realizadas en muestras de sangre
periférica.

Dado que los ratones no desarrollan de forma fisiologica placas de ateroma, el estudio
de la aterosclerosis en los mismos requiere el uso de modelos knock-out para ApoE,
polipéptido basico de las lipoproteinas de alta y baja densidad, cuya disfuncién o
ausencia genera aterosclerosis de manera espontdnea por acimulo de colesterol
circulante®®. Ademas, tratando de aproximar el papel de la disfuncién mitocondrial
causada por factores de riesgo cardiovascular como la dislipemia o la hiperglucemia en
el desarrollo de aterosclerosis, los ratones son sometidos a dietas ricas en grasa y
colesterol, o tratados con estreptotozina para inducir diabetes tipo I. Estas condiciones
tratan de mimetizar en lo posible la experimentacion animal y la clinica, y son
esenciales para la reproducibilidad de los resultados, dado que la diabetes
fundamentalmente, pero también otros factores de riesgo clasicos capaces de inducir un
sindrome metabélico, favorecen la disfuncion en la regulacion de PGC-10°"%%

Tras esta fase previa, donde queda definida la correspondencia entre la expresion de
la molécula en el lugar de la injuria isquémica y su expresion sistémica, puede disefiarse
un estudio clinico en pacientes con sindrome coronario agudo con elevacion del
segmento ST. De esta forma, obteniendo muestras de sangre a la llegada de los
pacientes al centro hospitalario, y analizando inmediatamente el nivel de expresion
basal de PGC-la en la poblaciéon linfocitaria aislada que como quedé demostrado
anteriormente en el modelo animal, seguird una correlacion establecida con la expresion
de la molécula en el miocardio, se consigue una informacién indirecta sobre los
procesos moleculares acaecidos en el tejido cardiaco durante el infarto. Con el objetivo
de valorar variaciones dinamicas en el nivel de expresion y analizar si existe induccién
de la molécula en ciertos pacientes, serd necesario obtener una segunda muestra
sanguinea tras la fase aguda del evento.

Por otra parte, evaluar el dafio miocardico tras la isquemia por métodos no invasivos
resulta todavia un reto tecnoldgico en la actualidad. Afortunadamente, con el desarrollo
y expansion de la resonancia magnética nuclear como método de evaluacion de la
funcidn y la estructura cardiaca se ha conseguido solventar en alto grado este problema.
Asi, en los ultimos afos diversos estudios han examinado el papel de Ila
cardioresonancia magnética (CRM) en la estimacién tanto del tamafio del infarto en los
SCA, como del area de miocardio en riesg063’64. Tras un evento coronario, en el
miocardio afectado encontramos dos situaciones bien diferenciadas. Por un lado, tejido
necroético sin posibilidad de recuperacion, y por otro, musculo viable, que puede haber
recuperado incluso la contractilidad o permanecer disfuncionante pero con potencial de
reuperacion. La disfuncidon contractil secundaria al insulto isquémico a pesar de una
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adecuada repercusion se conoce como contusion o aturdimiento miocardico, que se
diferencia clasicamente de la hibernacion, otra forma de disfuncion contractil reversible,
en la cual la disfuncion es debida a la reduccion mantenida del flujo coronario, con la
consiguiente reducciéon del metabolismo tisular. En base a la posibilidad de
recuperacion de este tejido, la capacidad de detectarlo mediante técnicas no invasivas
puede ser de gran utilidad en el manejo de estos pacientes.

La CRM tiene la habilidad tnica de evaluar diferentes patrones de viabilidad
miocérdica de probado valor. La valoracion de la escara necrdtica, de la perfusion
coronaria y de la reserva contratil puede llevarse a cabo de forma fiable y
reproducible®*®’. La imagen directa de la fibrosis miocérdica es posible mediante el
uso de secuencias en T1 tras la administraciéon de gadolinio intravenoso, que permite
visualizar areas de tejido brillantes o “con realce”, cominmente conocidas como zonas
de realce tardio de gadolinio (RTG), y que representan en el contexto del SCA, necrosis
cardiaca sin posibilidad de recuperacion, y por tanto, no viables. Resulta asimismo util
el asesoramiento de la CRM en la evaluacion de la reserva contractil a través de la
administracion de farmacos inotrépicos como la dobutamina.

Pero quiza el mayor avance de la CRM en el contexto de la investigacion sobre
proteccion miocardica en los SCA ha sido la identificacion del miocardio en riesgo
basada en la deteccion de edema cardiaco utilizando secuencias especiales potenciadas
en T2°% El edema miocardico es la consecuencia directa del fenémeno inflamatorio
desencadenado por el evento isquémico agudo, y representa un aumento del agua
intersticial secundario a dafio por reperfusion, por afectacion del mecanismo de
transporte i6nico transmembrana que conduce a un aumento celular de sodio”’. Puede
evaluarse en la mayoria de pacientes tras un SCACEST, facilmente integrado en el
estudio habitual de CRM, y aun siendo un hallazgo transitorio, su presencia es casi
constante en las fases evolutivas precoces. Por tanto, puede utilizarse para detectar dafio
miocérdico reciente, pues el RTG no diferencia entre infarto de miocardio agudo y
cronico. Pero la principal ventaja del estudio del edema miocardico es su estrecha
correlacion con el drea de miocardio que ha permanecido isquémica incluso una vez se
ha producido la reperfusion, por lo que la cuantificacion del tejido necroético en relacion
al tejido con edema permite diferenciar el miocardio salvado tras la reperfusion’'.
Ademas, la extension del edema se ha relacionado con mayores volimenes ventriculares
y mayor disfuncion sistélica en la evolucion post-infarto, con infartos mas extensos y
mayor OMV y mayor incidencia de eventos cardiovasculares mayores’>. Asimismo, el
indice de miocardio salvado se relaciona bien con los pardmetros prondsticos utilizados
en el contexto de los SCA: clinicos, como el tiempo de retraso en la implantacion de la
terapia de reperfusion; angiograficos, como el flujo TIMI (Thrombolysis In Myocardial
Infarction flow grade before angioplasty); y electrocardiograficos, como la resolucién
del ascenso del segmento ST.

En resumen, el estudio de CRM permite, por un lado y a través de secuencias en T1,
determinar el tamafio de la necrosis tras el SCA, constituida por tejido no viable y que
formara evolutivamente la escara del infarto. Y por otro lado, a través de secuencias
especiales potenciadas en T2, permite estimar el area de edema miocardico, que incluye
todo el miocardio en riesgo, viable y no viable, y por tanto, la relacion entre ambos
parametros permite estimar la cantidad de miocardio salvado por la reperfusion.

Asi pues, a través de un proyecto disefiado en torno a una situacidon clinica muy
prevalente y con importantes implicaciones prondsticas como el SCACEST, se tratd de
analizar a partir de un extenso trabajo previo en el campo de la experimentacion basica,
el papel de PGC-1a en la regulacion de la respuesta celular frente a estrés oxidativo en
el tejido miocardico tras el evento coronario. La evaluacion de la molécula se baso en
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dos pilares fundamentales: la determinacion de su nivel de expresion en células
sanguineas, como estimacion indirecta de su induccion en el miocardio, a través de
analisis de biologia molecular; y la estimacion tanto del tamafo de la necrosis como del
area de miocardio en riesgo en los estudios de CRM.

2.- Métodos

Experimentacion bdsica
Animales

Ratones knock-out para PGC-la (PGC-loc'/') C57BL6 fueron suministrados
originalmente por el laboratorio del Dr Bruce Spiegelman (Dana Farber Cancer
Institute, Boston, Massachussets, Estados Unidos). Posteriormente, se cred una colonia
en el animalario del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) de
Madrid.

Se utilizaron para los experimentos animales macho C57BL6 PGC-1a"* y PGC-1a
de 6 a 8 semanas de vida. Los animales fueron sacrificados segin los protocolos del
Comité de Uso y Cuidado de Animales del CNIC, y mediante diseccion aséptica se
obtuvo el bazo y el timo.

Obtencion y procesado de muestras celulares

Las suspensiones celulares de tejido timico y esplénico se obtuvieron por lisado
mecanico de los 6rganos utilizando el émbolo de jeringas que contenian una solucion
fria de PBS suplementado con EDTA (2 mM) y FBS (0.1%). Los eritrocitos de las
muestras se eliminaron incubando las células en un bufer (ACK Lysing) durante 5
minutos a 4°C.

Los esplenocitos y timocitos obtenidos, se procesaron posteriormente mediante
lavado en un medio de cultivo especifico (RPMI 1640, suplementado con 10% de FBS,
10 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato sodico, 1% de
aminodcidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) y
filtrado a través de tamiz de nylon de 70 pum.

Finalmente, las células se ajustaron a una concentracion final uniforme de 10°
células/mL.

La estimulacion de células esplénicas se realizo con el fragmento F(ab’), de
anticuerpo anti-IgM (1 uM/ml; Jackson immunoresearch).

Investigacion hospitalaria
Seleccion muestral

Se seleccionaron consecutivamente 49 pacientes atendidos en nuestro centro
hospitalario con diagnostico de SCACEST y con estrategia terapéutica inicial de
reperfusion, durante el periodo de tiempo comprendido entre marzo y septiembre de
2009. Los criterios de inclusion fueron: episodio de debut, edad inferior a 80 afios y
terapia de reperfusion farmacoldgica o mecanica (trombolisis efectiva y coronariografia
precoz, ACTP primaria o trombolisis fallida seguida de ACTP de rescate). Siguiendo
las guias de practica clinica de la Sociedad Europea de Cardiologia”, se establecio el
diagnéstico de infarto agudo de miocardio con elevacion persistente del segmento ST en
aquellos pacientes que presentaban sintomas isquémicos, elevacion persistente del
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segmento ST en el electrocardiograma y elevacion tipica de biomarcadores de necrosis
miocérdica. Inicialmente los pacientes fueron informados verbalmente de su
participacion en el estudio, firmando posteriormente el correspondiente consentimiento
informado, aprobado por el Comité de Investigacion y Ensayos Clinicos del hospital.

Los criterios iniciales de exclusion fueron: antecedentes de cardiopatia isquémica
documentada o de clinica anginosa previa sugerente de enfermedad no filiada, con el fin
de evitar sesgos en la determinacion de la extension de la necrosis miocardica en los
estudios de CRM; evolucion del evento superior a 150 minutos, desde el inicio del dolor
o la sintomatologia de sospecha hasta la extraccion de la primera muestra sanguinea
para el andlisis molecular, evitando asi en la medida de lo posible que los procesos
moleculares de transcripcion de RNA y sintesis proteica interfirieran en la situacion
basal de expresion de las diferentes dianas génicas; y/o finalmente, negativa del
paciente a participar en el estudio o a la firma del consentimiento informado.

Procesado y andlisis de las muestras

A su llegada al centro, previo a cualquier intervencion terapéutica, se obtuvo una
muestra de sangre periférica en un volumen no inferior a 5 mL, conservada en
recipiente con EDTA y en un lugar refrigerado, con una temperatura mantenida entre 4-
8°C, hasta su andlisis posterior, siempre antes de las 12 horas. Con el fin de evaluar
cambios dinamicos en la expresion de la molécula, la extraccion sanguinea se repitid a
las 72 horas (+/- 12 horas), siguiendo la misma metodologia.

Las muestras se procesaron inicialmente con el objetivo de seleccionar la poblacion
linfocitaria. Posteriormente, tras extraccion de RNA, se determind el nivel de expresion
de PGC-la mediante RT-PCR (retrotranscriptasa inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa), permitiendo una comparacion interindividual de la misma a través de un
analisis semicuantitativo (estimacion de la cantidad de molécula en funcion del nivel de
deteccion de la misma en los ciclos de PCR, hasta un maximo de cuarenta ciclos).
Ademas, se determiné la cantidad de RNA de las diferentes dianas génicas del sistema
de protecciéon mitocondrial. En concreto, se analizaron el citocromo C (CytC), como
control de la cadena respiratoria mitocondrial, y la enzima de proteccion mitocondrial
frente a estrés oxidativo manganeso superdxido dismutasa (MnSOD). Con el objetivo
de evidenciar la implicacién molecular real del proceso de transcripcion, se midiod
también mediante técnica de Western-Blot la cantidad de proteina sintetizada de cada
una de las moléculas descritas.

Datos clinicos durante el ingreso

A nivel clinico, se recogio la siguiente informacion de los individuos de la muestra

durante su ingreso en el servicio de cardiologia:

1) datos de filiacion, procedentes de la unidad de documentacion del hospital

2) historia clinica del paciente, con todos los antecedentes médicos y quirurgicos
de interés

3) datos antropométricos: peso, talla e indice de masa corporal

4) factores de riesgo cardiovascular clasicos: hipertension arterial, dislipemia,
diabetes, tabaquismo y otros habitos toxicos, antecedentes familiares de cardiopatia

5) medicacién habitual domiciliaria, por principio activo y dosis

6) valores analiticos rutinarios: glucosa en ayunas (media de tres valores,
obtenidos durante el ingreso, idealmente en dias no consecutivos, y determinada en
mg/dL), hemoglobina y hematocrito (media de dos valores durante el ingreso, en mg/dL
y % respectivamente), formula leucocitaria, incluyendo leucocitos, linfocitos y
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monocitos (valores en admision de urgencias y a las 72 horas, en valores absolutos -
miles/mL- y relativos —porcentaje-), proteina C reactiva no ultrasensible (valor en
admision de urgencias, en mg/dL), creatinina y filtrado glomerular segun la férmula
MDRD (media de dos valores durante el ingreso, expresado en mg/dL y en
mL/kg/minuto respectivamente), perfil lipidico (medida unica durante el ingreso,
incluyendo colesterol total, HDLc, LDLc y triglicéridos, expresados en mg/dL),
hemoglobina glicosilada o HblAc (medida tnica durante el ingreso, expresada en
porcentaje) y enzimas de dafio miocardico (valores pico, expresados en
microgramos/mL), incluyendo troponina I no ultrasensible (Tnl), creatinkinasa (CK) y
creatinkinasa-MB masa (CKMB).

7) localizacion de la elevacion del segmento ST en el momento de la admision a
urgencias, asi como la aparicion de bloqueo completo de rama izquierda del haz de Hiss
(BRIHH) o fibrilacion auricular (FA) en el electrocardiograma en cualquier momento
del ingreso

8) estrategia de reperfusion utilizada: trombolisis y coronariografia precoz, ACTP
primaria o ACTP de rescate

9) numero de arterias coronarias enfermas y grado de estenosis en las mismas,
considerando estenosis significativa >50% de la luz del vaso en el caso del tronco de la
arteria coronaria izquierda, o bien >75% del lumen arterial en el caso de los vasos
epicardicos (arteria descendente anterior, arteria circunfleja y arteria coronaria derecha)
0 sus ramos principales

10) datos del estudio ecocardiografico, realizado durante el ingreso (entre el tercer
y séptimo dia tras el evento) de forma indistinta por dos cardidlogos acreditados y
experimentados en la técnica; se analizaron medidas referentes al estudio en modo M y
2D (didmetros de ventriculo izquierdo y derecho y auriculas, volimenes de ventriculo
izquierdo y auricula izquierda, diametros de grandes vasos); la fraccidon de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) estimada por la formula de Simpson, y expresada en
porcentaje; el indice de contractilidad segmentaria (ICS), que reconoce 17 segmentos
ventriculares izquierdos y puntiia cada uno de ellos del 1 al 4 en funcion de su
movilidad: normal, hipocinesia, acinesia y discinesia respectivamente; también se anoto
la presencia de valvulopatias significativas

11) datos de la ergometria en tapiz rodante (en caso de realizarse): se anotaron los
METS finales (unidades que representan equivalentes metabolicos de consumo de
oxigeno, reproducibles y reconocidas universalmente; 1 MET es igual a 3.5 mL
O,/kg'min), el doble producto basal y maximo (entendido como la multiplicaciéon de la
frecuencia cardiaca por la cifra de tension arterial al inicio y en el pico de esfuerzo), y el
resultado clinico (aparicion de angina o disnea franca, hipotension con el esfuerzo o
cuadro vegetativo intenso que impide la continuacion de la prueba) y eléctrico
(descenso del segmento ST de >1 mm (0,1 mV) en dos o mas derivaciones precordiales
consecutivas, siguiendo un trayecto horizontal o descendente y medido a 80 ms del
punto J; asi como la elevacion del ST o la aparicion de arritmias ventriculares)’*".

Estudios de resonancia cardiaca

Los estudios de CMR se realizaron con una unidad de 1.5 teslas (T) (Magneton
Sonata, Siemens, Erlangen, Alemania) entre el tercer y cuarto dia de evolucion tras el
infarto. Las imagenes funcionales de eje corto y eje largo se obtuvieron utilizando
secuencias sincronizadas con electrocardiograma de superficie SSFP (Steady State Free
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Precesion), con los siguientes parametros: corte de 8 mm de grosor con 2 mm de
separacion entre las secuencias en eje corto.

La deteccion de edema miocardico se llevo a cabo usando imagenes en eje corto de
sangre negra, potenciadas en T2 en los mismos cortes que los utilizados en las
secuencias cine, usando una deteccion multiseccion HASTE (Half-Fourier Acquisition
Single-shot Turbo spin Echo), con los siguientes pardmetros: intervalo de 2 R-R, con ET
de 33 ms e IT de 170 ms, grosor de corte de § mm con 2 mm de separacion entre los
mismos, angulo de giro de 160°, matriz de 256x151 y ancho de banda de 781 Hz/pixel.
En caso de obtener imagenes de pobre calidad, se utilizaron secuencias segmentadas en
TSE (Turbo Spin-Echo), con los siguientes parametros: intervalo de 2 R-R, ET de 100
ms e IT de 170 ms, grosor del corte de 8mm con separacion entre los mismos de 2 mm,
angulo de giro de 180°, matriz de 256x146 y ancho de banda de 235 Hz/pixel.

Las imagenes de RTG se adquirieron tras administracion intravenosa de 0.15 mL/kg
de dimeglubina gadobenato 0.5 M. Secuencias SSFP en apnea sincronizadas con
electrocardiograma de superficie en eje corto se obtuvieron siguiendo los mismos
planos que en las secuencias cine, entre uno y dos minutos después de la administracion
del contraste, permitiendo discriminar asi miocardio normal de miocardio necrotico.
Ademas, permite determinar areas de obstruccion microvascular. Diez minutos después
del contraste, los mismos cortes en eje corte se repitieron ajustando el IT a miocardio
normal y usando secuencias SSFP de disparo simple, en apnea, sincronizadas con
electrocardiograma, y posteriormente secuencias en apnea 2D y 3D turbo-FLASH (Fast
Low Angle Shot).

Se utiliz6 un modelo cardiaco estdndar de 17 segmentos para localizar las areas de
edema y las imagenes de RTG obtenidas en los cortes de eje corto y eje largo.

Los defectos de perfusion se describieron visualmente en funcidon del déficit
persistente de primer paso de contraste. Se identificaron areas de alta intensidad en T2
por inspeccion visual. El hallazgo de areas de baja intensidad rodeadas de zonas de alta
intensidad de sefal en estas imagenes se considerd indicativo de OMV. También se
defini6 OMV por la presencia de regiones sin sefial dentro areas de RTG, segin
inspeccion visual.

Se considero transmuralidad la necrosis de >50% del espesor de miocardio. El edema
miocardico y las areas de RTG se estimaron trazando manualmente las regiones,
expresando los valores en porcentaje respecto a la masa miocardica total, calculada a su
vez por el trazado mediante contornos del epicardio y el endocardio. Todas estas
mediciones se llevaron a cabo por un mismo cardiélogo en una estacién de trabajo
especializada (Argus, Siemens, Erlangen, Germany)

Objetivos

El objetivo principal del estudio fue caracterizar la participacion de PGC-1a en la
respuesta celular frente al estrés oxidativo generado en el tejido miocardico tras un
evento coronario agudo. El estudio de la molécula en el contexto de un SCACEST
permite relacionar su nivel de expresion con la respuesta macromolecular en el
miocardio, analizando si la induccion de la misma repercute en una mejor respuesta del
tejido miocardico a la isquemia. La consecucion de este objetivo requiere dos premisas
imprescindibles: por un lado, la capacidad de determinar la expresion de la molécula a
nivel periférico, mediante extraccion de muestras séricas rutinarias, evaluando
posteriormente la posible induccion de sus niveles en la evolucion del cuadro clinico; y
por otro lado, la estimacion tanto del tamafio de la necrosis como del miocardio en
riesgo tras el evento, mediante métodos no invasivos.
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El primero de los condicionantes requirid estudios experimentales previos, pues no se
habia aislado ni medido previamente PGC-1o en muestras clinicas. Asi, siguiendo un
modelo animal con ratones, se consiguieron determinar las condiciones adecuadas para
el procesado de las muestras, correlacionando los niveles de la molécula a nivel
periférico con su expresion en tejido miocardico.

La segunda premisa, cuyo problema radica en la necesidad de caracterizar el tejido
miocardico sin utilizar una técnica cruenta, se subsané con el uso de la CRM, técnica de
imagen no invasiva ni radiante con un amplio soporte en la evidencia cientifica, que
permite determinar de forma fiable tanto el area necrdtica como el tejido viable
pericicatricial tras un infarto de miocardio®**%%7°,

Se plantearon asimismo otros objetivos secundarios:

1) A nivel experimental, determinar la poblacion celular sanguinea mas favorable

para el estudio de la molécula a nivel sistémico

2) Crear un protocolo de extraccidon y procesado de muestras sanguineas para la

determinacion del nivel de expresion sistémico de PGC-1a

3) Correlacionar la variabilidad de los niveles de expresion basales y de induccion

de PGC-1a con el perfil clinico de los pacientes

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el paquete de software SPSS (version 17.0 para
Windows, SPSS Inc., Chicago, Illinois, Estados Unidos). La significacion estadistica se
establecid para un valor p < 0,05. Las variables continuas se expresan como media +
desviacion estdndar, mientras que las variables categoricas se presentan como
porcentajes. La correlacion de valores se realizd mediante regresion simple lineal. El
analisis comparativo se realizé mediante las pruebas adecuadas en funcion del tipo de
variable (dicotomica o continua) y de que su distribucién fuera normal o no (% t de
Student, U de Mann-Whitney).

El estudio se ajusta a los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki y a la
Ley de Proteccion de Datos Personales.

3.- Resultados

Investigacion bdsica

En primer lugar, con objeto de determinar la poblacion celular dptima que permita
estimar cuantitativamente la expresion de PGC-1a en muestras periféricas, utilizamos
un modelo animal con ratones.

Inicialmente, evaluamos si el RNA de PGC-la podia detectarse en esplenocitos y
timocitos procedente de lisado de células de muestras murinas. Encontramos que
aunque el RNA de PGC-la se detecta en ambas preparaciones, los niveles de la
molécula en los preparados de timocitos era 15 veces superior a las muestras de
esplenocitos (vease figura 1).

Posteriormente, testamos si la proteina de PGC-1a podia asimismo ser detectada en
las muestras procesadas de esplenocitos. Encontramos que aparecia una banda proteica
del peso molecular esperado para PGC-1a al realizar un western-blot con el anticuerpo
especifico. Con objeto de asegurar que dicha banda pertenecia a material proteico de
PGC-1a, utilizamos como control negativo una preparacion de esplenocitos procedentes
de ratones knock-out para la molécula (PGC-la ), y confirmamos que la banda
desaparecia al realizar el western-blot con estos procesados celulares. Concluimos por
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tanto que la proteina de PGC-1la estd presente en los esplenocitos de ratones (vease
figura 2).

PGC-la mRNA

16 | *

12 +
=
S 8

41

0 [

Splenocytes Thymocytes

Figura 1. Expresion de PGC-1a en esplenocitos y timocitos de muestras murinas. Splenocytes:
esplenocitos; thymocites: timocitos; Fold: analisis por pliegues del resultado de la PCR
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PGC-1c* PGC-1a™
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Figura 2. Western-blot de esplenocitos murinos, procedentes de extractos celulares procesados.
Splenocytes: esplenocitos; Cyt C: citocromo C, utilizado como control de diana génica de PGC-1a; (-
actin: [J-actina, utilizada como control de carga

Ademas, para evaluar si la proteina de PGC-1a tenia un papel activo en el control
metabolico de los esplenocitos, testamos simultineamente mediante western-blot los
niveles de expresion de CytC, diana molecular de PGC-1a ampliamente caracterizada.
CytC es una proteina que forma parte de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, y encontramos que su expresion se hallaba también reducida en ratones
PGC-1a 7, lo que sugiere que PGC-1a no sélo esta presente en esplenocitos murinos,
sino que tiene un papel activo en el control metabodlico mitocondrial (veése figura 2).

Finalmente, testamos si los niveles de PGC-lo se modificaban tras activacion
linfocitaria. Para ello, examinamos los cambios en los niveles de expresion de PGC-1a
tras estimulacion especifica de los linfocitos B mediante inmunoglobulina M (a-IgM).
Los esplenocitos estimulados con a-IgM mostraron un incremento significativo tanto de
los niveles de RNA de PGC-1a como de CytC, a las 3 horas de la estimulacion (vedse
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figura 3). Concluimos, por tanto, que la expresion de la molécula y su diana especifica
se induce por estimulacion de linfocitos B.

Estos resultados sugieren que PGC-la esta presente y tiene un papel activo en
linfocitos, y ademds, que sus niveles y actividad se inducen tras estimulacion
linfocitaria.

Splenocytes (mRNA)
47 .
3 -
| PGC-1a Cytc
= 29 *
° | .
1 -
0
a-IgM Oh 3h Oh 3h

Figura 3. Niveles de PGC-1a y citocromo C en esplenocitos murinos en situacion basal (0 horas) y tras
estimulacion con inmunoglobulina M (3 horas). Splenocytes: esplenocitos; CytC: citocromo C; a-IgM:
inmunoglobulina M especifica; Fold: analisis por pliegues del resultado de la PCR

Investigacion clinica

Analisis descriptivo

La muestra final incluy6 38 pacientes. Se perdieron en el seguimiento 11 individuos
por diferentes causas: hubo 1 muerte antes de las 72 horas de evolucion, en 3 pacientes
se confirm¢ tras la inclusion cardiopatia isquémica previa, en 5 pacientes no se realizd
el estudio de CRM por distintos motivos, y en 2 pacientes no se consiguié medir la
expresion de PGC-1a a pesar de amplificar las muestras.

La edad media de los individuos del estudio fue 60,9 (+/- 11,3) afios, siendo el 84,2%
varones. El 55,2% eran fumadores y el 23,7% exfumadores, el 52,6% dislipémicos, el
34,2‘%) diabéticos y el 71,1% hipertensos. El indice de masa corporal medio fue 27,41
kg/m”.

Ningun paciente tenia anemia ni insuficiencia renal llamativa (hemoglobina 13,6 +/-
2,1 g/dL y creatinina basal 1,1 +/- 0,2 mg/dL). No fue incluido ninglin paciente con
bloqueo completo de rama izquierda del haz de Hiss (BCRIHH) ni en fibrilacién
auricular (FA).

A pesar de la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en la muestra, el
tratamiento domiciliario previo de los pacientes no era 6ptimo. So6lo un 14,8% tomaba
un hipolipemiante, un 25,9% tomaba un IECA o un ARA-II, un 14,8% alglin diurético
y un 25,9% un betabloqueante o calcioantagonista. Merece destacarse que casi la mitad
de los pacientes dados de alta con diagnostico de diabetes no era conocedor de esta
patologia antes del ingreso.
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Todos los individuos de la muestra fueron sometidos a estrategia de reperfusion. El
44,4% de los pacientes recibid tratamiento trombolitico con éxito a su llegada al centro
hospitalario, al 25,9% se le realiz6 angioplastia primaria, y el 29,7% restante fue
derivado a angioplastia de rescate.

En cuanto a la localizacion de los infartos y su gravedad, casi la mitad fue de
predominio anterior (44,7%), siendo el porcentaje de enfermedad multivaso (3 ¢ mas
vasos con estenosis significativas) del 11,1%. Por arterias, s6lo un paciente presentd
afectacion significativa del tronco comun, el 50% de la arteria descendente anterior, el
26,9% de la arteria circunfleja, y el 46,2% de la arteria coronaria derecha.

Se realiz6 revascularizacion percutdnea en la fase aguda del infarto (con implantacion
de algun stent durante el procedimiento) al 93% de los pacientes, con un tiempo medio
de isquemia (dolor-reperfusion) aproximado de tres horas.

En relacion a la funcidon ventricular postinfarto, un tercio de los pacientes presento
disfuncion ventricular moderada (<45%), y un 7,4% disfuncion severa (<35%), segin
los valores estimados por ecocardiografia. Si tomamos las determinaciones realizadas
en los estudios de CRM, la distribucion de disfuncion sistolica es similar.

Induccion de PGC-1a

Con el objetivo de evaluar si podiamos detectar induccion en la expresion de PGC-1a
tras un SCACEST, aislamos el RNA de las muestras sanguineas obtenidas en el
momento de admision a urgencias y a las 72 horas. Los niveles de la molécula se
monitorizaron por RT-PCR.

Al analizar los resultados, encontramos que la muestra se segregaba en dos grupos
claramente diferenciados. Por un lado, aquellos pacientes en los cuales podia observarse
induccién de PGC-1a, con valores a las 72 horas por encima de la unidad respecto al
valor basal obtenido al ingreso. Y por otro lado, el grupo muestral en el cual no se
apreciaban cambios en el nivel de expresion de la molécula. Ademas, los pacientes con
induccion de la molécula, podian a su vez subdividirse en dos grupos: aquellos con un
nivel de induccién inferior a 10 veces el valor basal, y aquellos con una induccién
mayor (vease figura 4).

Con la finalidad de monitorizar la actividad de PGC-1a, se determind también la
induccion de diferentes genes diana de la molécula, como CytC y MnSOD.
Encontramos que tras el evento coronario, no solo los valores de PGC-1a aumentaban
en el grupo de induccidn, sino que también se incrementaban los niveles de RNA de las
dos dianas (vease figura 5). Esto sugiere que no s6lo aumenta la transcripcion de PGC-
la tras el infarto, sino que su actividad en la regulacion transcripcional de otros genes
mitocondriales lo hace forma proporcional. Este hecho puede sustentarse en la
observacion que la induccion tanto de CytC como de MnSOD es significativamente
mayor en los pacientes con induccion de la expresion de PGC-1a superior a 10 veces el
valor basal.

Con el objeto de confirmar la significacion de esta observacion, se monitorizaron los
niveles proteicos de CytC, y encontramos que tras el SCACEST, solo el grupo con
mayor induccion de PGC-1a presentaba elevaciones significativas de la proteina (vease
figura 6). Por tanto, esto indica que la induccion de PGC-1a se traduce en regulacion
molecular de sus dianas hasta un nivel funcional, como lo es la sintesis proteica.
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Figura 4. Induccion de PGC-1a tras SCACEST. Muestra agrupada en funcion de los niveles de RNA al
ingreso y a las 72 horas, determinados por RT-PCR. t = tiempo, h = horas. Significativo si p<0.05.
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Figura 5. Induccion de MnSOD y CytC tras SCACEST estimada en base a los niveles de RNA al ingreso
y a las 72 horas, determinados por RT-PCR. Distribucion de la muestra en funcion de la induccion de
PGC-1a. t = tiempo, h = horas. Significativo si p<0.05

El analisis de la induccion de PGC-la y sus dianas tras SCACEST, nos muestra
ademas que el grado de induccion de la molécula se relaciona de forma inversa con los
niveles de PGC-1a y CytC en el ingreso, sugiriendo que la actividad basal reducida de
PGC-1a implicaria inducciones mas significativas tras el evento coronario (vease figura
7).
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Figura 6. Induccion de los niveles de proteina CytC tras SCACEST. Muestra agrupada en funcion del
nivel de induccioén de PGC-1a. Significativo p<0.05
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Figura 7. La induccién de PGC-1a tras SCACEST se correlaciona negativamente con los niveles basales
de PGC-1lo. La grafica muestra el promedio de los niveles de RNA de CytC y PGC-1a en el momento del
ingreso en los tres grupos de induccion de PGC-1oa. Significacion p<0.05
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Implicacion funcional de la induccion de PGC-1o.

Con la finalidad de determinar la repercusion funcional de la induccion de PGC-1o,
se compar6 el grado de expresion de la molécula con el tamafio del infarto, en base a las
siguientes variables: niveles plasmaticos maximos de Tnl y CKMB, FEVI e ICS
determinados por ecocardiografia, y porcentaje de necrosis miocardica estimado a
través de estudios de CMR por el area de RTG.

Encontramos que la induccion de PGC-1a tras SCACEST se relaciond con picos
enzimaticos mas elevados (Tnl 119.87 vs 63.01 ng/mL, p=0.039 y CKMB 474.08 vs
170.73 ng/mL, p=0.043; vease figura 8) y areas de necrosis estimadas por RTG en CMR
mayores (porcentaje de 4rea necrdtica respecto a masa miocardica total: 24.91 vs
10.90%; p=0.012; vease figura 9), sugiriendo que la induccion de la molécula forma
parte de la respuesta celular frente a la isquemia tras el evento coronario.

De forma interesante, observamos ademas que la induccion de PGC-1a tiende a ser
mas frecuente en pacientes con metabolismo glucidico alterado (vease figura 10) y en
aquellos con niveles de PCR al ingreso mas elevados (figura 8), aunque esta tendencia
no es estadisticamente significativa.

Parameter PGC-1a 7200 b =1 PGC-1a 7200 h =1 r
Tal,,, (ng/mL) 63.01 (54 54.95) 11987 (54 79.31) 0.039
CKMB, . (ng/mL) 170.73 (54 116.82) 474.08 (=d 728.73) 0.043
CEP (mg/dL) 0.64 (54 0.64) 0.98 (54 0.98) 0.126

— PGC-1la72h/0h =1
B8 PGC-la 7200 h =1
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Figura 8. La induccion de PGC-1a tras SCACEST se relaciona positivamente con niveles plasmaticos
pico de Tnl y CKMB mas elevados y con mayores cifras de PCR no aultrasensible (CRP) al ingreso.
Significativo si p<0.05
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Figura 9. La induccion de PGC-1a tras SCACEST se relaciona con mayores areas de necrosis, estimada
mediante RTG en estudios de CRM. %LGE: porcentaje de RTG respecto a masa miocardica total.
Significativo si p<0.05

Parameter PGC-la 72h/0 h =1 PGC-1a 72h/0 h =1 P

Glucose (mg/dL) 10526 (sd 16.83) 120.83 (sd 27.6) 0.091
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Figura 10. La induccion de PGC-1a tras SCACEST es mas frecuente en pacientes con metabolismo
glucidico alterado. Los valores de glucosa expresan la media de tres determinaciones en ayunas durante el
ingreso. Significativo si p<0.09
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Al estudiar los pardmetros funcionales ecocardiograficos determinados tras el infarto,
encontramos que los pacientes con induccion de PGC-1a presentaban peor FEVI (47.41
vs 53.96 %, p=0.025) y mayor ICS (1.79 vs 1.43, p=0.013, rango valores 1-4) (vease
figura 11). De forma llamativa, observamos que la disfuncion ventricular izquierda es
mas frecuente en pacientes con intensa induccidén de la molécula, independiente de la
localizacion del infarto y a pesar del mayor tamafio de los infartos anteriores en nuestros
pacientes (vease figura 12).

Ecography PGC-1a 72h/0 h =1 PGC-1a T2hi0 h =1 P
LVEF (%) 3396 (sdB37) 4741 (sd 7.39) 0.025
T‘T"“mml“fngjﬁf‘“““““' 1.43 (4 0.42) 179 (:d 0.27) 0.013
LVEF (%) Ventricular Contractility
54 1.8 4 l
2 1.7 1
oy 30 1.6 1
48 * 1.5 1
46 1.4
44 13
PGC-la mRNAT72h/0h =1 =1 =1 =1

Figura 11. Los pacientes con induccion de PGC-1a tras SCACEST presentan en la evolucion clinica peor
FEVI (LVEF) y mayor ICS (ventricular contractility index). Significativo si p<0.05

Activacion inmunologica tras el infarto

Con el objeto de evaluar si la induccion observada monitorizaba en algun sentido la
respuesta inmune tras el sindrome coronario agudo, decidimos analizar el recuento total
de leucocitos, linfocitos y monolitos al ingreso y a las 72 horas. Encontramos, como ya
estd descrito previamente, que el recuento relativo de linfocitos disminuia en la
evolucion post-infarto, mientras el recuento de monocitos se veia incrementado, en la
muestra global. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos de pacientes, sugiriendo que la respuesta observada en PGC-1a se debe a una
regulacion especifica, y su expresion no es un reflejo de los cambios acontecidos en el
numero de leucocitos tras el infarto.

No obstante, debemos hacer notar algunas diferencias entre los grupos de caracter
menor, ya que el grupo de induccion de la molécula presentd concentraciones de
linfocitos mayores, y el incremento de monocitos a las 72 horas fue también mas
elevado (vease figura 13 y tabla 1).
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Figura 12. FEVI (LVEF) y RTG (LGE) de los pacientes del estudio en funcion de la localizacion del
infarto: anterolateral e inferoposterior. FEVI como indicador de funcién y RTG como indicador de
tamafio del infarto. Significativo si p<0.05
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Figura 13. Recuento de leucocitos, linfocitos y monolitos al ingreso y a las 72 horas. Analisis
comparativo entre grupos en funcion de la induccion de PGC-1a.
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White blood cell subtypes
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Lymphocytas 0k (x1000/mL)
Lymphocytes 72 b (x1000/ml}

(hm. T2 h-hm 0k} bym. 0 h (%)
Monocytes 0 b (x1000/mL)

Monocytes 72 h (x1000/mL)

(mono. 72 h -mone 0 b)Y mono. 0 k(%)
Lymphocytes 0k (%)

Lymphorytes 72 h (%)

Monocytes 0 kb (%)

Monocytes 72 h (%)

PGC-la mBMA PGC-lo mBMA
MNhidh=1 T2h0h=]
(o= 26) o= 12}
11426 (sd 8207 10775 (sd 826)
8584 (zd 413) 2408 (sd 683)
-34.3 -19.8
26635 (54 227 1850 (sd 327)
2076 (=4 92) 1825 (=d 245)
=291 3.1
634 (zd 44) 366 (sd 41)
B07(sd 48) 933 (zd 97)
10.9 321
2454 1.7 18 (=d 3.2)
249 (5D +/-1.33) 197 (8D +-23)
6.2 (SD +-0.3) 6.1 (SD +-0.6)
9.3 (3D+/-0.3) 925D +-0.5)

pvalue

n.s.
n.s.
n.s.
0.04
ns.
ns.
n.s.
n.s.
0.05
n.s.
0.04
n.s.
n.s.

Tabla 1. Recuento total y relativo de leucocitos, linfocitos y monocitos al ingreso y a las 72 horas.
Analisis comparativo entre grupos en funcion de la induccion de PGC-1a. White blood cell subtypes:
subtipo de leucocitos; leukocytes: leucocitos; lymphocytes: linfocitos ; moncytes : monocitos.

Significativo si p<0.05; n.s. : no significativo

Tabla 2. Resumen comparativo de los resultados en funcion de la induccion de PGC-1a. Significativo si

p<0.05
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4.- Discusion

La recuperacion de la capacidad oxidativa en los miocardiocitos es crucial durante la
fase de reperfusion-recuperacion tras un infarto agudo de miocardio. PGC-la es un
regulador maestro del metabolismo celular oxidativo, con fuerte expresion en tejidos de
actividad metabolica elevada como el miocardico. Sin embargo, a pesar de la evidencia
cientifica en estudios animales donde se ha demostrado el papel cardioprotector de este
factor de transcripcion, no se habia caracterizado hasta el momento la posible
implicacion funcional de PGC-1a en la regulacion de las diferentes rutas metabolicas
tras un evento coronario.

Los resultados del presente estudio sugieren que la monitorizaciéon de los niveles
plasmaticos de PGC-la tras un SCACEST podria utilizarse como un interesante
marcador de respuesta miocardica durante la fase de recuperacion del infarto.

Esta hipdtesis se basa en el hecho que los pacientes con mayor nivel de expresion
basal de la molécula y ausencia de induccion tras el evento, presentan menor necrosis
miocardica en la evolucidon, mientras los infartos mas extensos se relacionan con
pacientes que presentaban niveles pobres de expresion transcripcional al ingreso e
intensa induccioén de PGC-1a a las 72 horas.

Es importante sefialar que la induccion del cofactor se sigue de aumento proporcional
en la expresion de las dianas génicas CytC y MnSOD, tanto en expresion de RNA como
en sintesis proteica, lo que sirve como indicador de actividad de la molécula. El
incremento de MnSOD en situaciones de isquemia-reperfusion es un hecho que reporta
efectos protectores en el tejido donde se produce, como la evidencia bésica ha
demostrado en varios estudios. Por tanto, estos datos sugieren que la induccion de PGC-
la tiene un cardcter cardioprotector, en tanto estimula la expresion de enzimas de
detoxificacion mitocondrial en condiciones de maximo estrés oxidativo celular, y por
tanto, permitirian confirmar el alcance del coactivador en su funcion regulatoria
transcripcional.

Otro concepto importante se deriva de la conclusion seglin la cual podemos medir los
niveles de PGC-1a de manera fiable mediante PCR a partir de muestras de sangre
periférica, y estas mediciones son un buen indicador de la actividad de la molécula.
Ningun estudio hasta el momento se habia aproximado en la posibilidad de determinar
en muestras periféricas los niveles de PGC-1a en pacientes con diagnostico de infarto.
Por ello, inicialmente, en base al conocimiento de la activacion inmunoldgica que se
produce tras un SCACEST, fue necesario evaluar si podia estimarse la expresion de la
molécula en linfocitos murinos, tanto en estado basal como tras estimulaciéon con IgM.
Estos resultados apoyaron el aislamiento de la poblacion linfocitaria durante el
procesado de las muestras humanas para monitorizar la expresion de PGC-la, y
permitieron, por tanto y de forma adicional, apoyar la hipdtesis que la induccioén de
PGC-1a en los linfocitos es parte de la activacién inmune que sigue a un infarto de
miocardio.

En relacion a esta respuesta inmune, es sabido que tras un infarto de miocardio
aumenta de manera considerable el recuento leucocitario en las primeras horas,
producto de una activacion inflamatoria en cascada, y se comprobd en nuestra muestra
como, efectivamente, los resultados eran congruentes con la evidencia previa, y los
pacientes al ingreso presentaban en su mayoria leucocitosis significativa, con
detrimento en las cifras globales a las 72 horas. Sin embargo, no habia diferencias
significativas en la formula leucocitaria entre los dos grupos analizados en el estudio, lo
que sugiere que la induccion de PGC-1a es una respuesta especifica de los linfocitos,
independiente del cambio en el nimero de leucocitos.
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Otro aspecto interesante de los resultados proviene de la observacion que la induccion
de PGC-la tiende a ser mas frecuente en los pacientes con metabolismo glucidico
alterado y aquellos con niveles mas elevados de PCR al ingreso, aunque las diferencias
no alcanzan poder estadistico. Recientemente se ha relacionado el incremento
plasmatico de PCR con un peor prondstico en pacientes con infarto de miocardio
sometidos a estrategia de reperfusion, mostrandose como un potente factor de riesgo en
la estratificacion de esta poblacién’®. A pesar de la necesidad de més estudios, nuestro
trabajo es coherente con la evidencia previa, y los resultados la apoyan en el sentido que
los pacientes con infartos mas extensos presentaban niveles mas elevados de PCR a su
llegada a urgencias. En relacion al metabolismo de la glucosa, los resultados son
aparentemente contradictorios. Por un lado, estudios previos han demostrado aumento
de los niveles de RNA de PGC-1a en el higado de pacientes diabéticos’’, sin embargo,
en general, los resultados en pacientes diabéticos son consistentes a la hora de
determinar una pérdida de actividad de la molécula’™. Esta paradoja podria estar
relacionada con el hecho demostrado que los pacientes diabéticos tienen generalmente
una activacion cronica basal del sistema inmune. Asi, en nuestra muestra, los pacientes
con alteracion de la glucosa en ayunas, presentaron niveles basales de PGC-la
reducidos e infartos mas extensos, a pesar de la intensa induccion de la molécula.

Podemos explicar esto cotejando nuestros datos con la linea de la evidencia, donde
esta ampliamente aceptado que los estados de disfuncidon metabdlica como la diabetes o
la dislipemia suponen una depresion cronica de los niveles de expresion de PGC-1a, y a
pesar de la intensa induccion de la molécula que se produce en estos pacientes en
situaciones de estrés oxidativo agudo, esta respuesta seria insuficiente debido a la
disfuncion mitocondrial generalizada que padecen. La definicidon molecular de esta
situacion, a través de pruebas que permiten la monitorizacion de los niveles de PGC-1a
durante la evolucidn del infarto, podria utilizarse en el futuro como un factor de riesgo
afiadido en la recuperacion clinica de este tipo de pacientes.

Nuestros resultados, en resumen, sugieren que probablemente la actividad de PGC-1a
sea relevante a la hora de limitar el dafio miocéardico tras un SCACEST, y que, por
tanto, la monitorizacion de los niveles de expresion plasmaticos durante la evolucion del
evento resulte util como marcador molecular de recuperacion cardiaca, en cuanto se
relaciona de forma significativa con la extension del infarto.

Sin embargo, el estudio presenta una serie de limitaciones importantes. En primer
lugar, no podemos asegurar que las variaciones en los niveles de expresion de PGC-1a
analizadas en linfocitos periféricos, reflejen cambios en la expresion de la molécula y
sus dianas génicas en el tejido miocardico. Ademads, a pesar que la evidencia previa en
experimentacion bésica sugiere que la induccion de la molécula desempeia un papel en
la proteccion miocardica, no es posible establecer una relacion de causalidad entre la
induccion de PGC-la y su papel cardioprotector a partir de la observacion de dicha
asociacion. Otra limitacion del trabajo es la heterogeneidad de los pacientes, pues se
incluyeron infartos de diversa localizacion y diferentes técnicas de reperfusion.

La direccion futura del proyecto ird encaminada a subsanar estas restricciones. En el
laboratorio de investigacion experimental, se analizard el grado de expresion de PGC-1a
en tejido miocardico a partir de muestras histologicas y se relacionara con los niveles
periféricos en un modelo murino de infarto agudo de miocardio. En investigacion
clinica, se relacionaran los niveles plasmaticos de PGC-la tras SCACEST con la
cantidad de miocardio salvado por la reperfusion a partir de estudios de CRM. Para ello,
se realizaran dos estudios de CRM a todos los pacientes del estudio. Un primer estudio
en la fase aguda del evento clinico, identificando el 4rea de edema miocardico, que
engloba tejido viable y no viable. Y un segundo estudio a los seis meses en el cual se

31



determinara el area de RTG, correspondiente a tejido necrético no viable. La cantidad
de miocardio salvado por la reperfusion se estima a partir de la diferencia entre ambas
areas. Por tanto, el objetivo principal de la segunda fase del proyecto serd evaluar si la
induccion de PGC-la tras SCACEST desempefia una funcion protectora en la
recuperacion del miocardio.

5.- Conclusiones

PGC-1a es un coactivador transcripcional con un papel determinante en la regulacion
de los genes de proteccion mitocondrial frente a estrés oxidativo. En el modelo animal,
podemos estimar la expresion de la molécula y sus dianas génicas en poblaciones
celulares de timocitos y esplenocitos, asi como su induccidon tras estimulacion
especifica. En pacientes con SCACEST, es posible medir los niveles de PGC-1a a partir
de muestras sanguineas, asi como monitorizar su expresion en la evolucion del evento.
La induccion de la molécula tras el infarto se relaciona con areas de necrosis mas
extensas, mayor disfuncion ventricular izquierda independientemente de la localizacion
del infarto, y mayor movilizacion de enzimas de dafio miocardico. La induccion de
PGC-1la, que es mas frecuente en pacientes diabéticos y con niveles de PCR mas
elevados al ingreso, se sigue de un incremento proporcional en la expresion de dianas de
proteccion celular frente a isquemia.

6.- Financiacion del proyecto y colaboradores

El trabajo ha sido financiado a través de la concesion de varias becas y proyectos de
investigacion: proyecto SAF 2009-07599 del Ministerio de Ciencia e Innovacion,
convocatoria 2009; beca de investigacion intramural de la FIHGU, convocatorias 2008
y 2010; y beca de investigacion basica de la Sociedad Espafiola de Cardiologia,
convocatoria 2010. El CNIC recibe ademas financiacion del Ministerio de Ciencia e
Innovacion y de la Fundacion proCNIC.

El desarrollo del proyecto ha sido posible gracias a la colaboracion del Servicio de
Cardiologia del Hospital General de Valencia con tres unidades de trabajo
fundamentales, cuyos coordinadores son: la Dra. Maria Monsalve, responsable de la
linea de investigacion bésica del proyecto e investigadora principal del grupo de
regulacion transcripcional de los sistemas de proteccion frente a estrés oxidativo, del
laboratorio de Cardiologia Regenerativa del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC) Carlos III de Madrid; el Dr. Manuel Mata, responsable del
procesado y andlisis de las muestras sanguineas humanas y director del laboratorio de
biologia molecular de la Fundacion para la Investigacion del Hospital General
Universitario (FIHGU) de Valencia; y el Dr. Jordi Estornell, cardiélogo especialista en
tomografia computerizada y resonancia cardiaca, y responsable de los estudios de CRM,
de la Unidad de TAC y RMN de Eresa en Valencia.
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