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1. Resum

Malgrat la terapia de reperfusio i farmacologica, la incidencia de la remodelacio
ventricular esquerra (VE) en l'infart de miocardi amb elevacié del segment ST
(IAMEST) és alta. Calen noves dianes terapeutiques per prevenir la insuficiencia
cardiaca i la mort. El macrofag resident i el fibroblast tenen un paper clau en la
inflamacio i la reparacié tissular i interactuen mitjancant senyals paracrins. El sistema
Gas6-TAM de lligands i receptors esta implicat en la reparacié dels teixits, regula
I’eliminacié de les cel-lules danyades i modula la funcié del fibroblast, pero es
desconeix quin paper té en el procés de curacio d’un infart de miocardi. Nosaltres hem
estudiat la modulacié dels macrofags residents i fibroblasts pel sistema Gas6-TAM en la

remodelacié VE en el IAMEST huma i experimental.

El paper dels macrofags residents i la interaccio amb els fibroblasts es van caracteritzar
experimentalment en models de cardiomiopatia induida per isoproterenol i d’infart de
miocardi en ratolins deficients en macrofags cardiacs i en controls. El paper del sistema
Gas6-TAM en la diferenciacié de miofibroblasts es va avaluar mitjancant la combinacio
de mutacions en els gens AXL, Mertk i Gas6 amb ratolins deficients en macrofags
residents, analitzats amb técniques d’imatge avancada i d’histologia per estudiar la
remodelacié VE. Paral-lelament, en un estudi clinic, vam mesurar el nivells d’AXL,
Mertk i Gas6 en el serum en una série de malalts ingressats amb un primer IAMEST. La
relacié amb la remodelacié VE i la fibrosi intersticial en el miocardi no infartat es va
avaluar per ressonancia magneética cardiaca (RMC), realitzada en el moment de I'ingrés

i al cap de 6 mesos.

La nostra hipotesis era que el sistema Gas6-TAM estaria activat i modularia la funcié
dels macrofags residents i fibroblasts en la reparacié de teixits després d’un infart de
miocardi, i aixi podria esdevenir una diana terapéutica per prevenir la remodelacio
patologica VE en el IAMEST.

1.1. Objectius
1. Estudiar la contribucié especifica dels macrofags residents en la remodelacié VE

després del IAMEST i en el model de sobrecarrega de pressid induit per isoproterenol.

2. Estudiar el paper de I'eix Gas6-Ax| en |'activacié de miocits profibrotics després de



I'infart de miocardi experimental i en el model d’isoproterenol.

3. Determinar l'efecte de la inhibicid de la via Axl en la remodelacié cardiaca i la fibrosi

després d’un infart de miocardi.

4. Determinar els nivells serics de Gas6 i les formes solubles dels seus receptors TAM
en la fase aguda i 6 mesos després del IAMEST, i comparar-los amb els valors

obtinguts en controls sans ajustats per I'edat i pels factors de risc classics.

5. Determinar si els nivells serics de Gas6 o Ax| i Mertk es correlacionen amb la

remodelacié VE adversa o I'augment de la fibrosi intersticial mitjancant I'RMC.

1.2. Disseny de l'estudi
Estudis experimentals
Utilitzem diverses soques de ratolins mutants: Axl KO, Mertk KO, Gas6 KO i CD169-

DTR. Per als animals CD169-DTR, s’havia previst injectar la toxina diftérica els dies 2,

5i 7 dies fins a 14 dies (10 ng per gram de pes corporal). S’ha demostrat que aquest
tractament suprimeix les cel-lules positives amb CD169. Els controls DTR negatiu es

van injectar amb la mateixa dosi de toxina difterica.

Model muri d’infart de miocardi

Es van crear dos models d'isquémia-reperfusio i d'infart de miocardi per oclusié
temporal (45') i permanent de I'artéria descendent anterior respectivament. Es va
mesurar la funcié cardiaca per ecocardiografia abans del procediment i al cap de 28
dies en els diferents grups. Després de sacrificar els ratolins, vam fer procediments
rutinaris de seccid i analisi histologica. Les seccions histologiques dels cors es van
tenyir amb colorant tricromic de Masson i vermell picrosirius, i es van examinar dues

vegades a cegues.

Model d’isoproterenol

Es van fer experiments administrant isoproterenol mitjancant bombes peristaltiques
ALZET que alliberen de manera continua una solucié d’isoproterenol en |'espai
subcutani de I'animal durant 14 dies. Es va emprar un flux de 0,25 ml/hora d’una
solucié del farmac de 25 mg/kg/dia. Els animals s6n monitoritzats de manera continua

i se sacrifiquen quan acaba I'experiment el dia 14. Es van recollir les mostres de teixit



pertinents i es van caracteritzar. S’han avaluat diversos parametres de |'activacié de
senyalitzacid TAM, incloses les fosfotirosines Mertk i Axl, la fosforilacié AKT i I'activacio
STAT1 i 3. A més, es van determinar parametres d’un fenotip profibrotic, inclosa la
TGF-beta, la fibronectina, els col-lagens I i III i I'angiotensina I. Aquestes analisis

definiran si I'eix Gas6/Mertk controla |I'activacio de miofibroblasts cardiacs.

Estudi clinic

Hem dut a terme un estudi de casos-controls observacional i prospectiu. Hem inclos
117 pacients amb un primer IAMEST tractats amb angioplastia primaria. Es va obtenir
serum en tres moments: al cap de 24 hores, de 7 dies i de 6 mesos després l'infart. La
funcio cardiaca, la mida de l'infart i la fibrosi intersticial al miocardi remot no infartat es
van avaluar mitjancant RMC amb tecniques de cine, mapeig T2 i T1 i realcament tarda.
Els nivells dels diferents components del sistema Gas6-TAM es van mesurar en el

serum mitjancant tecniques d’ELISA.

2. Resultats

2.1. Paper dels macrofags en la remodelacio cardiaca després de l'infart de
miocardi

Per determinar la contribucié dels macrofags cardiacs a la remodelacioé després d’un
infart, hem fet servir la linia CD169DTR, que permet la deplecié d’aquests macrofags
en el moment desitjat en ratolins adults. La deplecié abans de l'infart, va demostrar,
tres o set dies després de l'infart, que I'abséncia de macrofags en moments propers a
I'infart causen danys greus al miocardi i una incidencia de mort elevada (figures 1A i
1B). Per aguest motiu vam establir un nou sistema per eliminar macrofags 7 dies
després de l'infart mitjancant lligadura permanent. Amb aquest model hem mesurat la
funcid cardiaca per ecografia i la remodelacié (fibrosi) 28 dies després de l'infart. Els
resultats mostren un efecte clar d’aquesta deplecié tardana a la remodelacié cardiaca
gue es reflecteix en un augment de la fibrosi i una reduccid en la funcié contractil del
miocardi (figures 1C i 1D), amb alteracions clares de la fraccioé d’ejeccio, de la fraccid

d’escurcament i del volum bategat (figura 1E).



2.2. Paper dels receptors TAM en el control de la remodelacié cardiaca
després d'un infart

Hem estudiat especificament els receptors Mertk i Axl emprant ratolins deficients en
aquests receptors. En el model d'isquémia-reperfusio, els ratolins Mertk’-, que no
tenen aquest receptor fagocitic en macrofags, registren un increment significatiu i
marcat en la mida de l'infart 24 hores després que s’hagi produit, el qual s'acompanya
d’un increment notable en la mortalitat preco¢ (de 3 a 5 dies després de l'infart). El
model d’oclusié coronaria permanent ens va mostrar, a més, un marcat increment en
la fibrosi al cor dels ratolins mutants (figures 1F i 1H), cosa que indica una clara

deficiencia en la cicatritzacié normal en abséncia d’aquest receptor.

El receptor Axl i el seu lligand Gas6 també controlen la fagocitosi i es localitzen en les
cel-lules del sistema immune. En el model d’infart agut amb reperfusio, els dos

mutants mostren un increment en |'area de miocardi infartat (figura 2A).
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Aquesta observacié contrasta amb una reduccié en l'area de l'infart en condicions
d’oclusié permanent de la coronaria (figura 2B), la qual cosa indica que el component
inflamatori en condicions de reperfusié pot ser determinant en etapes precoces
postisquemiques en absencia d’Axl. La reduccio en fibrosi, pero, no prevé una perdua
més gran de funcié cardiaca, és a dir, de fraccié d’ejeccié i nombre de segments
ventriculars afectats (figura 2C). En resum, aquestes dades suggereixen un paper

cardioprotector important dels macrofags residents fagocitics en la fase aguda de

-
I'infart.
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2.3. Efecte de l'isoproterenol en ratolins deficients en Axl i Mertk

Els animals es van tractar mitjancant infusié continua d’isoproterenol durant 14 dies i
després es van sacrificar. Es van recollir les mostres de teixit pertinents i es van
caracteritzar (figura 3). Els ratolins pateixen una hipertrofia cardiaca induida pel
farmac. Es mostra un exemple de cada grup estudiat (figura 3A). El pes relatiu de
I’0rgan és més gran en els animals tractats amb isoproterenol en els tres grups
estudiats (*p < 0,05; **p < 0,01 respecte als animals tractats amb vehicle) (figura
3B).

En els animals KO per a Axl s'aprecia que la mida del cor és més gran de manera
basal, encara que no arriba a ser significativa. Després del tractament amb
isoproterenol, el pes relatiu del cor dels animals KO per Axl és més alt que en els

animals silvestres (&&, p < 0,01).
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Hem estudiat el grau de fibrosi intersticial cardiaca després del tractament amb
isoproterenol amb tincions especifiques per col-lagen (figura 4). Es mostra un exemple
d’una mostra histologica de cada grup. Els ratolins deficients en Axl i Mertk van
presentar un cert grau de fibrosi en absencia de tractament en comparacié amb els
ratolins control (&, p < 0,05; &&&, p < 0,001). Aquesta area fibrotica va augmentar
significativament després del tractament amb isoproterenol en els ratolins control i en
els Mertk”/~ (*, p < 0,05 respecte als animals del mateix genotip tractats amb vehicle).

Sorprenentment, en els animals KO per a Axl s’aprecia una area de fibrosis més petita.
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Es va determinar I'expressié de gens associats al procés de fibrosi en animals deficients
en Axl i animals control. Mentre que els nivells del marcador de miofibroblasts a-SMA
es mantenen en els ratolins control, aquests nivells augmenten en els ratolins KO per a
Axl. No obstant aix0, I'expressié d'un dels components de la matriu extracel-lular
fibrotica, el col-lagen A1, mostra un increment clar en els ratolins silvestres respecte
als deficients en Axl. Es remarcable la baixa expressié i falta d’induccié del factor
quimioatraient de macrofags en el cas dels animals deficients en Axl. La significacio
s’indica per &, p < 0,05 respecte al grup silvestre; * p < 0,05 i **p < 0,01 respecte als

animals del mateix genotip tractats amb vehicle (figura 5).



2.4. Resultats de lI'estudi clinic en IAMEST

Un total de 20 pacients van presentar remodelacié adversa VE (A iVTDVE > 20%). En
I'analisi multivariada que va incloure la hipertensié arterial, la FE inicial, la creatinina
basal, el canvi en el T1n i els segments amb obstruccié microvascular, només els dos
ultims van ser predictors de remodelacié adversa. Es va observar un augment
progressiu en els valors d’Axl en els pacients respecte als controls (figura 6A). En una
cohort retrospectiva (n = 227) els valors d’Axl van ser predictors independents de

remodelatge VI.
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Malgrat aix0, en la cohort prospectiva (n = 117), els pacients amb remodelacid
adversa presentaven globalment valors més alts només de Gas6, p < 0,05 (figura 6B),
pero cap dels receptors TAM no es va correlacionar amb els volums VE finals ni amb la

grandaria de l'infart per RMC.
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Els valors d’Ax| es van correlacionar amb el volum extracel:lular (VEC) en el miocardi
remot no infartat tant en la fase aguda com al cap de 6 mesos. En canvi, els valors de

Mertk es van correlacionar inversament amb VEC al cap de 6 mesos (figura 7).



Finalment, tant en la cohort prospectiva com en la retrospectiva, es van observar uns
valors més alts d’Axl en sérum en els pacients que presentaven insuficiencia cardiaca

durant lI'ingrés (Killip > 1).

En resum, en els pacients amb IAMEST, els valors d’Axl en serum semblen tenir una
correlacié més alta amb els processos fisiopatologics relacionats amb la remodelacié

ventricular adversa, com serien la insuficiéncia cardiaca i la fibrosi miocardiaca

intersticial.
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3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Els resultats en el model experimental d’infart mostren que els macrofags i la
modulacié dels seus receptors fagocitics Gas6-TAM tenen un paper essencial en la
reparacié del dany miocardiac en el IAMEST. La supressié d’aquests receptors té
efectes deleteris clars sobre el desenvolupament de fibrosi i remodelacié miocardiaca i
sobre la recuperacié de la funcié sistolica. En el model de sobrecarrega de pressio, la
delecié d’Ax| es va associar a un augment de la hipertrofia, perd no es va associar a un
augment de la fibrosi intersticial. No obstant aix0, en humans amb IAMEST, els nivells
serics dels diferents components del sistema Gas6-TAM no es van correlacionar amb la
mida de l'infart, i només Axl en la série retrospectiva es van associar a remodelacié
ventricular adversa. Els nivells sérics de Gas6 i Axl en la fase aguda es correlacionen
amb mesures d’expansio de la matriu extracel-lular en el miocardi remot en la fase
aguda i al cap de 6 mesos. A més, de manera complementaria amb el que s’ha

observat en el model experimental de delecié de Mertk, que va mostrar un augment de



la mida de l'infart, en humans es va observar una correlacidé inversa entre els nivells

serics de Mertk i I'augment de la matriu extracel-lular en el miocardi remot no infartat.

Finalment, aquest treball mostra que |'estudi dels canvis observats en el miocardi
remot no infartat mitjancant la caracteritzacié del Tin i VEC amb RMC permet millorar
la prediccié de remodelacié ventricular adversa, més enlla de la quantificacio de la
cicatriu de l'infart. Aquestes troballes, encara que preliminars, mereixen un estudi
mecanistic més detallat en futurs projectes de recerca, tant sobre quin és el moment
adequat després de l'infart per modular la funcié dels macrofags com de la rellevancia,

principalment d’Axl i Mertk, en el desenvolupament de la remodelacid ventricular.
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