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1. Resumen

A pesar de la terapia de reperfusion y farmacoldgica, la incidencia del remodelado
ventricular izquierdo (VI) en el infarto de miocardio con elevacion del segmento ST
(IAMCEST) es alta. Son necesarias nuevas dianas terapéuticas para prevenir la
insuficiencia cardiaca y la muerte. El macréfago residente y fibroblasto tienen un papel
clave en la inflamacién y la reparacion tisular interactuando mediante senales
paracrinas. El sistema Gas6-TAM de ligandos y receptores esta implicado en la
reparaciéon de los tejidos, regula la eliminacion de las células dafiadas y modula la
funcién del fibroblasto, pero su papel en el proceso de curacién tras un infarto de
miocardio es desconocido. Nosotros hemos estudiado la modulacién de los macréfagos
residentes y fibroblastos por el sistema Gas6-TAM en el remodelado VI en el IAMCEST

humano y experimental.

El papel de los macréfagos residentes y la interaccién con los fibroblastos se
caracterizaron experimentalmente en modelos de cardiomiopatia inducida por
isoproterenol y de infarto de miocardio en ratones deficientes en macréfagos cardiacos
y en controles. El papel del sistema Gas6-TAM en la diferenciacion de miofibroblastos
fue evaluado mediante la combinacidn de mutaciones en los genes Axl, Mertk y Gas6
con ratones deficientes en macréfagos residentes, estudiados con técnicas de imagen
avanzada y de histologia para estudiar el remodelado VI. Paralelamente, en un estudio
clinico, medimos los niveles de Axl, Mertk y Gas6 en suero en una serie de enfermos
ingresados con un primer IAMCEST. La relacién con el remodelado VI y la fibrosis
intersticial en el miocardio no infartado fue evaluada por resonancia magnética

cardiaca (RMC), realizada en el ingreso y a los 6 meses.

Nuestra hipodtesis era que el sistema Gas6-TAM estaria activado y modularia la funcion
de los macréfagos residentes y fibroblastos en la reparacién de tejidos después de un
infarto de miocardio, y asi podria convertirse en una diana terapéutica para prevenir la

remodelacion patoldgica VI en el IAMCEST.

1.1. Objetivos
1. Estudiar la contribucion de los macréfagos residentes en el remodelado VI después

del IAMCEST y en el modelo de sobrecarga de presién inducida por isoproterenol.



2. Estudiar el papel del eje Gas6-AXL en la activacion de miocitos profibroticos tras el

infarto de miocardio experimental y en el modelo de isoproterenol.

3. Determinar el efecto de la inhibicidon de la via AXL en la remodelado cardiaco y la

fibrosis después de un infarto de miocardio.

4. Determinar los niveles séricos de Gasé6 y las formas solubles de sus receptores TAM
en la fase aguda y a los 6 meses tras el IAMCEST, y compararlos con los valores

obtenidos en controles sanos ajustados por la edad y por factores de riesgo clasicos.

5. Determinar si los niveles séricos de Gas6 o Axl y Mertk se correlacionan con la

remodelacion VE adversa o el aumento de la fibrosis intersticial mediante la RMC.

1.2. Diseio del estudio

Estudios experimentales

Utilizamos diversas cepas de ratones mutantes: Axl KO, Mertk KO, Gas6é KO y CD169-
DTR. Para los animales CD169-DTR, se habia previsto inyectar la toxina diftérica los
dias 2, 5y 7 dias hasta 14 dias (10 ng/g). Se ha demostrado que este tratamiento
suprime las células positivas con CD169. Los controles DTR negativo fueron inyectados

con la misma dosis de toxina diftérica.

Modelo murino de infarto de miocardio

Se crearon dos modelos de isquemia-reperfusion y de infarto de miocardio por oclusién
temporal (45') y permanente de la arteria descendente anterior respectivamente. Se
midio la funcién cardiaca por ecocardiografia antes del infarto y a los 28 dias en los
diferentes grupos. Tras sacrificar a los ratones, realizamos procedimientos rutinarios de
seccién y analisis histoldgicos. Las secciones histoldgicas de los corazones se tifieron

con tincidn tricrémica de Masson y rojo picrosirius y se examinaron dos veces a ciegas.

Modelo de isoproterenol

Se administré isoproterenol mediante bombas peristalticas ALZET que liberan de forma
continua el isoproterenol en el espacio subcutaneo del animal durante 14 dias. Se
empled un flujo de 0,25 ml/hora de una solucién del fadrmaco de 25 mg/kg/dia. Los
animales se monitorizaron de manera continua y se sacrificaron en el dia 14. Se

recogieron las muestras de tejido pertinentes y se caracterizaron. Se han evaluado



varios parametros de la activacion de senalizacion TAM, incluidas las fosfotirosinas
Mertk y Axl, la fosforilacion AKT y la activacion STAT1 y 3. Ademas, se determinaron
parametros de un fenotipo profibrético, incluida la TGF-beta, la fibronectina, los
colagenos Iy III y la angiotensina I. Estos analisis definieron si el eje Gas6/Mertk

controlaba la activacion de miofibroblastos cardiacos.

Estudio clinico

Hemos realizado un estudio de casos-controles observacional y prospectivo. Incluimos
a 117 pacientes con un primer IAMCEST tratados con angioplastia primaria. Se obtuvo
suero en tres momentos: a las 24 horas, a los 7 dias y a los 6 meses del infarto. La
funcién cardiaca, el tamafio del infarto y la fibrosis intersticial del miocardio no
infartado fueron evaluados con cine RMC, mapas T2 y T1 y realce tardio. Los niveles de
los diferentes componentes del sistema Gas6-TAM se midieron en el suero mediante
técnicas de ELISA.

2. Resultados

2.1. Papel de los macrofagos en el remodelado cardiaco tras el infarto de
miocardio

La contribucion de los macréfagos cardiacos al remodelado tras un infarto se estudio
usando la linea CD169DTR, que permite la deplecién de los macréfagos en el momento
deseado. La deplecion antes del infarto, 3 o 7 dias después del infarto, demostrd que la
ausencia de macrdéfagos préxima al infarto causa dafos graves al miocardio y una
mortalidad elevada (figura 1B). Por eso establecimos un sistema para eliminar
macrofagos 7 dias después del infarto mediante ligadura permanente. Con este modelo
medimos la funcion cardiaca por ecografia y el remodelado (fibrosis) a los 28 dias. Los
resultados muestran un claro efecto de esta deplecidn tardia en el remodelado cardiaco
gue se refleja en un aumento de la fibrosis y una reduccion en la contractilidad
miocardica (figuras 1C y 1D), con disminucién de la fraccidn de eyeccion y

acortamiento y del volumen latido (figura 1E).

2.2. Papel de los receptores TAM en el control del remodelado cardiaco
después de un infarto

Hemos estudiado especificamente los receptores Mertk y Axl usando ratones



deficientes en estos receptores. En el modelo de isquemia-reperfusién, los ratones
Mertk’-, que no tienen este receptor fagocitico en macroéfagos, registran un incremento
significativo y marcado en el tamafio de infarto 24 horas después del infarto, que se
acompanfa de un incremento notable en la mortalidad precoz (de 3 a 5 dias después del
infarto). El modelo de oclusidn coronaria permanente nos mostré ademas un marcado
incremento en la fibrosis en el corazén de los ratones mutantes (figuras 1F y 1H), lo

que indica una clara deficiencia en la cicatrizacion normal en ausencia de este receptor.

El receptor Axl y su ligando Gas6 también controlan la fagocitosis y se localizan en las
células del sistema inmune. En el modelo de infarto agudo con reperfusiéon, ambos

mutantes muestran un incremento en el drea de miocardio infartado (figura 2A).
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Esta observacion contrasta con una reduccion en el area de infarto en condiciones de
oclusion coronaria permanente (figura 2B), lo que indica que el componente

inflamatorio en condiciones de reperfusién puede ser determinante en etapas precoces



postisquémicas en ausencia de Axl. La reduccién en fibrosis, sin embargo, no previene
una mayor pérdida de funciéon cardiaca (fraccion de eyeccidén y nimero de segmentos
VI afectados) (figura 2C). En resumen, estos datos sugieren un importante papel

cardioprotector de los macréfagos residentes fagociticos en la fase aguda del infarto.
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2.3. Efecto del isoproterenol en ratones deficientes en Axl y Mertk

Los animales fueron tratados mediante infusién continua de isoproterenol durante 14
dias y después se sacrificaron. Se recogieron las muestras de tejido y se
caracterizaron. Los ratones sufren una hipertrofia cardiaca inducida por el farmaco. Se
muestra un ejemplo de cada grupo estudiado (figura 3A). El peso relativo del érgano
es mayor en ratones tratados con isoproterenol en los tres grupos estudiados (*

p < 0,05; ** p < 0,01 respecto a los animales tratados con vehiculo) (figura 3B).

En los animales KO para Axl se aprecia un mayor tamano del corazéon de manera basal,
aunque no es significativo. Después del isoproterenol, los animales KO para Axl
presentan un mayor peso relativo del corazén que los animales silvestres (&&,

p < 0,01).
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Estudiamos el grado de fibrosis intersticial cardiaca después del isoproterenol con
tinciones especificas para colageno (figura 4). Se incluye un ejemplo de una muestra
histoldgica de cada grupo. Los ratones deficientes en Axl y Mertk presentaron un cierto
grado de fibrosis en ausencia de tratamiento en comparacion con los ratones control (&
p < 0,05; &&& p < 0,001). Esta area fibrotica aumento significativamente después del
tratamiento con isoproterenol en los ratones control y en los Mertk”~ (* p < 0,05

respecto a los animales del mismo genotipo tratados con vehiculo).

Sorprendentemente, en los animales KO para Axl se aprecia un area de fibrosis menor.
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Se determind la expresion de genes asociados al proceso de fibrosis en animales
deficientes en Axl y animales control. Mientras que los niveles del marcador de
miofibroblastos a-SMA se mantienen en los ratones control, estos niveles aumentan en
los ratones KO para Axl. Sin embargo, la expresién de uno de los componentes de la
matriz extracelular fibrética, el coldgeno Al, esta claramente incrementada en los
ratones silvestres respecto a los deficientes en Axl. Es remarcable la baja expresion y
falta de induccién del factor quimioatrayente de macroéfagos en los animales deficientes
en Axl. La significacién se indica por &, p < 0,05 respecto al grupo silvestre; *
p<0,05y **p < 0,01 respecto a los animales del mismo genotipo tratados con

vehiculo (figura 5).

2.4. Resultados del estudio clinico en IAMCEST

Un total de 20 pacientes presentaron remodelado adverso VE (A iVTDVE = 20%). En el
analisis multivariado, que incluyd la hipertension arterial, la FE inicial, la creatinina
basal, el cambio en el T1n y los segmentos con obstrucciéon microvascular, solo los dos
ultimos fueron predictores de remodelado adverso. Se observd un aumento progresivo

en los valores de Axl en los pacientes respecto a los controles (figura 6A). En una



cohorte retrospectiva (n = 227), los valores de Axl fueron predictores independientes

de remodelado VI.
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Sin embargo, en la cohorte prospectiva (n = 117), los pacientes con remodelado
adverso presentaban globalmente valores mas altos solo de Gas6, p < 0,05 (figura
6B), pero ninguno de los receptores TAM se correlaciond con los volimenes VE finales

ni con el tamano del infarto por RMC.
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Los valores de Axl se correlacionaron con el volumen extracelular (VEC) en el
miocardio remoto no infartado tanto en la fase aguda como a los 6 meses. En cambio,

los valores de Mertk se correlacionaron inversamente con VEC a los 6 meses (figura 7).

Finalmente, tanto en la cohorte prospectiva como en la retrospectiva, se observaron
unos valores mas altos de Axl en suero en los pacientes que presentaban insuficiencia
cardiaca durante el ingreso (Killip > 1). En resumen, en los pacientes con IAMCEST, los
valores de Ax| en suero parecen tener una mayor correlacién con los procesos
fisiopatoldgicos relacionados con el remodelado ventricular adverso, como serian la

insuficiencia cardiaca y la fibrosis miocardica intersticial.
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3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

En el modelo experimental de infarto, los macréfagos y la modulacién de sus
receptores fagociticos Gas6-TAM tienen un papel esencial en la reparacién miocardica.
La supresion de estos receptores tiene efectos deletéreos sobre la fibrosis, el
remodelado miocardico y la recuperacidn de la funcién sistdlica. En el modelo de
sobrecarga de presion, la delecion de Ax| se asocia a un aumento de la hipertrofia,
pero no al aumento de la fibrosis intersticial. Sin embargo, en humanos con IAMCEST,
los niveles séricos de los componentes del sistema Gas6-TAM no se correlacionaron con
el tamafo del infarto, y, en la serie retrospectiva, solo Axl se asocié a remodelado
adverso VI. Los niveles de Gas6 y Axl se correlacionan con la expansiéon de la matriz
extracelular en el miocardio remoto en la fase aguda y a los 6 meses. Ademas, de
forma complementaria con lo observado en el modelo de delecion de Mertk, que
mostré un aumento del tamafo del infarto, en humanos se observé una correlacion
inversa entre los niveles séricos de Mertk y el aumento de la matriz extracelular en el

miocardio remoto no infartado.

Finalmente, este trabajo muestra que el estudio de los cambios observados en el
miocardio remoto no infartado mediante la caracterizacion del Tin y VEC con RMC
permite mejorar la prediccién de remodelado adverso ventricular, mas alla de la
cuantificacion de la cicatriz del infarto. Estos hallazgos preliminares merecen un
estudio mecanistico mas detallado en futuros proyectos de investigacidon, tanto sobre
cual es el momento adecuado tras el infarto para modular la funcién de los macréfagos
como de la relevancia, principalmente de Axl y Mertk, en el desarrollo del remodelado

ventricular.
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