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1. MALALTIA CARDÍACA ISQUÈMICA  

1.1. Introducció 

La malaltia cardíaca isquèmica engloba un conjunt d’entitats clíniques que es 

caracteritzen per presentar un subministrament inadequat de sang i oxigen al miocardi 

(1). La causa més freqüent d’isquèmia miocardíaca és la malaltia arterioscleròtica en 

les artèries coronàries, suficient com per provocar una disminució regional en el flux 

sanguini miocardíac que produeix una perfusió inadequada del miocardi que irriguen 

(1). La presència d’un desequilibri entre el subministrament d’oxigen al miocardi i la 

seva demanada constitueix un factor principal de la fisiopatologia d’aquesta malaltia 

(1). La malaltia cardíaca isquèmica inclou majoritàriament els diagnòstics d’angina, 

infart de miocardi, isquèmia silent i la mortalitat com a conseqüència de la malaltia 

arterial coronària.  

Actualment, la malaltia cardíaca isquèmica és considerada la causa principal de 

mortalitat i discapacitat en els països desenvolupats, on provoca més costos 

econòmics que qualsevol altra malaltia (1,2). En les darreres dècades, s’ha observat 

una disminució de les taxes de mortalitat (3,4), molt probablement en relació a les 

millores terapèutiques (revascularització, tractaments inicials de la síndrome coronària 

aguda (SCA), tractament de la insuficiència cardíaca) i actuacions sobre els factors de 

risc (colesterol, pressió arterial, tabaquisme, activitat física) (5). Malgrat tot, aquesta 

entitat continua representant la causa d’aproximadament una tercera part de totes les 

morts en persones majors de 35 anys (4,6). La mortalitat a Espanya l’any 2008 per 

aquesta malaltia va ser de 43.500 persones (7).   

Tot i que la incidència de la malaltia cardíaca isquèmica també sembla haver disminuït 

amb el temps en els països desenvolupats (8,9), aquesta malaltia continua 

representant una causa principal de morbiditat. En els individus de 40 anys, el risc de 

desenvolupar malaltia cardíaca coronària al llarg de la vida s’ha calculat que és del 

49% en homes i del 32% en dones (5). La incidència d’esdeveniments coronaris 
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augmenta progressivament amb l’edat en els homes. En dones premenopàusiques, les 

manifestacions greus de la malaltia coronària com l’infart agut de miocardi (IAM) o la 

mort sobtada són menys freqüents, però augmenten de forma brusca després de la 

menopausa (10-12). 

Els pacients amb malaltia cardíaca isquèmica es classifiquen en dos grans grups: 

pacients amb malaltia arterial coronària crònica i pacients amb SCA. Aquests últims, al 

seu torn, es classifiquen en tres tipus: pacients amb angina inestable, pacients amb 

infart de miocardi sense elevació del segment ST a l’electrocardiograma d’ingrés 

(NSTEMI) i pacients amb infart de miocardi amb elevació del segment ST (STEMI). En 

la definició universal d’infart agut de miocardi (13), es considera infart de miocardi 

aquell esdeveniment clínic que és conseqüència de necrosi miocardíaca. 

Contràriament, d’acord amb aquesta definició, l’angina inestable es presenta en 

pacients amb manifestacions clíniques d’isquèmia cardíaca que no tenen elevacions 

de les concentracions circulants de troponina o CK-MB (marcadors bioquímics de 

necrosi miocardíaca). Els símptomes apareixen en repòs (o esforç mínim) i solen durar 

més de 10 minuts. El NSTEMI es diferencia de l’angina inestable en que el grau 

d’isquèmia és suficient com per provocar necrosi miocardíaca, detectable per augment 

de les concentracions circulants de troponina o CK-MB. El STEMI presenta pitjor 

pronòstic i, de fet, tots els pacients amb STEMI han de ser avaluats per a la 

implementació de teràpia de reperfusió el més aviat possible.  

A pesar dels avanços terapèutics, els pacients amb SCA continuen presentant mal 

pronòstic. La presència de canvis en el segment ST en l’electrocardiograma és un 

factor principal de mal pronòstic (2,14). A més, la mortalitat després d’un episodi de 

SCA és particularment elevada en els pacients amb concentracions plasmàtiques de 

troponina elevades (mortalitat del 10% als 30 dies i del 19% als 6 mesos), però també 

és important en els pacients amb angina inestable (mortalitat del 4% als 30 dies i del 

9% als 6 mesos) (15).  
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1.2. Remodelat ventricular en la malaltia cardíaca isquèmica 

A pesar que les millores en les estratègies terapèutiques han conduit a una disminució 

de la mortalitat posterior a l’IAM, la incidència i prevalença de la insuficiència cardíaca 

post IAM ha augmentat progressivament en els darrers anys (16,17). De fet, la 

insuficiència cardíaca és actualment un dels principals problemes de salut en els 

països industrialitzats, on sembla ser l’única entitat cardiovascular que augmenta la 

prevalença (1). En aproximadament tres quartes parts dels casos d’insuficiència 

cardíaca, la malaltia cardíaca isquèmica és la condició subjacent (1). En models 

animals i en humans, s’observa l’aparició de remodelat tissular ventricular 

posteriorment a l’infart. El remodelat apareix generalment dins de les primeres hores 

posteriors a l’infart i progressa al llarg del temps (18-21). El remodelat pot arribar a 

afectar tot el cor, ja que l’aprimament i dilatació desproporcionats de la zona infartada 

s’acompanyen d’una distorsió de la forma cardíaca amb hipertròfia del miocardi no 

infartat per sobrecàrrega de volum (19,22). Els pacients sense dilatació o amb dilatació 

cardíaca lleu a les 4 setmanes posteriors de l’IAM tendeixen a mantenir-se estables, 

mentre que aquells amb una dilatació progressiva durant aquest període tendeixen a 

presentar un empitjorament posterior, amb pèrdua de funció i contractilitat del miocardi 

(remodelat patològic) (23). A pesar de les evidències que la inducció del remodelat 

cardíac per la isquèmia és un aspecte important en l’aparició de la insuficiència 

cardíaca, els mecanismes moleculars pels quals la isquèmia miocardíaca es tradueix 

en remodelat ventricular i insuficiència cardíaca són poc coneguts.  

El remodelat ventricular pot classificar-se com fisiològic o patològic (24). El remodelat 

fisiològic és un canvi compensatori en les dimensions i funcions del cor en resposta a 

estímuls fisiològics com l’exercici i l’embaràs. El remodelat patològic pot ocórrer per 

sobrecàrrega de pressió (per exemple en l’estenosi aòrtica i la hipertensió), 

sobrecàrrega de volum (per exemple en la regurgitació valvular), o després de dany 

cardíac (per exemple en l’IAM, miocarditis o cardiomiopatia dilatada idiopàtica). El 

http://www.uptodate.com/contents/cardiac-remodeling-basic-aspects/abstract/13-16
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remodelat post IAM va ser descrit inicialment l’any 1990 com la presència d’alteracions 

en la topografia ventricular posterior a l’IAM (25) i va ser definit posteriorment com 

l’expressió genòmica que resulta en canvis moleculars, cel·lulars i intersticials com a 

conseqüència de la isquèmia cardíaca i que es manifesta clínicament en forma de 

canvis en la mida, forma i funció cardíaques (24). En cada una d’aquestes situacions, 

el remodelat pot constituir des d’un procés aparentment compensador a un de 

desadaptatiu (26) 

La fibrosi cardíaca és un determinant principal del procés de remodelat i és considerat 

un factor de risc important en el desenvolupament d’insuficiència cardíaca (24). Una de 

les característiques principals de la fibrosi cardíaca és la deposició incrementada de 

matriu extracel·lular, constituïda principalment per col·làgens i altres proteoglicans i 

proteïnes en equilibri dinàmic amb els components cel·lulars del cor. El recanvi 

dinàmic de col·lagen és controlat per diversos mecanismes reguladors, incloent la 

síntesi de novo i la degradació proteolítica per part de les metal·loproteïnases (MMPs). 

En condicions fisiològiques, l’equilibri entre la síntesi i degradació de col·lagen és 

crucial per la homeòstasi de la matriu extracel·lular. En canvi, després d’un IAM es 

produeix una reorganització de la matriu extracel·lular a través de l’activació de vies 

profibròtiques i de MMPs, que s’associa amb alteracions en l’estructura i funció del 

miocardi (27). Diferents famílies de proteases estan involucrades en el 

desenvolupament de la insuficiència cardíaca secundària a l’IAM (27). Es considera 

que els factors predominants que causen el remodelat de la matriu extracel·lular en la 

progressió a insuficiència cardíaca són l’augment de l’activitat proteolítica de les MMPs 

i/o la disminució dels nivells dels seus inhibidors tissulars (TIMPs) (28). Malgrat tot, es 

desconeixen en gran mesura els mecanismes que regulen aquests factors així com els 

que regulen els factors implicats en la síntesi dels components matriu extracel·lular. La 

identificació dels mecanismes moleculars específics pels quals la isquèmia 

miocardíaca inicia i promou el remodelat ventricular és necessària per establir 
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aproximacions terapèutiques que permetin un tractament precoç de la insuficiència 

cardíaca isquèmica, evitar-ne l’aparició o atenuar-ne la gravetat.  

Dos components importants de la isquèmia miocardíaca són la hipòxia i la inflamació, 

factors associats amb processos fisiològics i patològics com la fibrogènesi. La hipòxia 

cel·lular i sistèmica activa la síntesi de col·lagen en diversos tipus cel·lulars, suggerint 

l’existència de factors regulats per la hipòxia implicats en reaccions comunes durant el 

procés de síntesi de col·lagen (29,30). La hipòxia-reoxigenació també s’associa amb 

una activació de les MMPs (31,32). Semblantment, s’ha observat que la inducció de 

citocines proinflamatòries s’associa amb l’inici i progressió del remodelat cardíac (33-

36). Els pacients amb insuficiència cardíaca presenten concentracions circulants 

augmentades de citocines proinflamatòries (37). Poc després de l’IAM augmenta 

l’expressió d’aquestes citocines de forma transitòria (28,33-35,38,39) i crònicament, es 

troben incrementades a nivell miocardíac en la zona infartada i peri-infartada 

(34,36,39). 

Les cèl·lules cardíaques, incloent els cardiomiòcits ventriculars, participen directament 

en el procés de remodelat cardíac post IAM. Els cardiomiòcits són una font important 

de col·lagen (40-42) i també produeixen MMPs i inhibidors tissulars de 

metal·loproteïnases (TIMPs) (31,40,41,43,44) (taula 1). Posteriorment a l’IAM, 

s’observen canvis en l’expressió de MMPs i TIMPs i alteracions en la producció de 

col·lagen en cardiomiòcits (taula 2). Si la hipòxia o la inflamació promouen aquests 

canvis és un aspecte que no s’ha avaluat, en part per raons metodològiques. De fet, 

els mecanismes bàsics de la funció cel·lular miocardíaca humana en resposta a la 

hipòxia són poc coneguts a causa de l’absència de models in vitro que hagin permès la 

identificació de la contribució específica de la tensió d’oxigen en els processos objecte 

d’estudi. En la part 1 d’aquesta tesi s’ha utilitzat un model in vitro de cardiomiòcits 

ventriculars humans adults aïllats que ha permès avaluar l’efecte específic de la 

hipòxia i estímuls proinflamatoris sobre el remodelat cardíac en cardiomiòcits 
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ventriculars. Amb aquests estudis es pretén identificar els mecanismes bàsics que 

regulen el remodelat ventricular en la isquèmia cardíaca. 

 

Taula 1. MMPs i TIMPs identificats en posterioritat a un IAM (43). 
 
 Classe  Número Mida (kDa) Cèl·lules productores post-IAM 

Col·lagenases    

    Col·lagenasa intersticial MMP-1 52/57 Fibroblasts 

    Col·lagenasa 2  MMP-8 75 Neutròfils 

    Col·lagenasa 3  MMP-13 54 No identificat 

Gelatinases    

    Gelatinasa A   MMP-2 72 Macròfags, fibroblasts, cardiomiòcits 

    Gelatinasa B MMP-9 92 Neutròfils, macròfags, cardiomiòcits 

Estromelisines    

    Estromelisina-1 MMP-3 52/58 Cardiomiòcits 

    Matrilisina MMP-7 28 No identificat 

MMPs tipus membrana    

    MT1-MMP MMP-14 66 Fibroblasts, cèl·lules vasculars 
musculars llises, cardiomiòcits 

TIMPs    

    TIMP-1  28 Fibroblasts i cardiomiòcits 

    TIMP-2  21 Fibroblasts i cardiomiòcits 

    TIMP-3  24 Fibroblasts i cardiomiòcits 

    TIMP-4  22 Fibroblasts i cardiomiòcits 
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Taula 2. Evolució temporal i espacial de l’abundància proteica de MMPs i TIMPs post IAM (43) 

 0-7 dies 7-21 dies 8 setmanes 
 Remot Peri-

infart 
Infart Remot Peri-

infart 
Infart Remot Peri-

infart 
Infart 

Col·lagenases          

   MMP-1 ↑ ↑ ↑ ND ND ND = ↓ ↓ 

   MMP-8 = = = ↑ ↑ ↑ = ↑ ↑ 

   MMP-13 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ = ↑ ↑ 

Gelatinases          

   MMP-2 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ = ↑ ↑ 

   MMP-9 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ = ↓ ↓ 

Estromelisines          

   MMP-3 ND ND ↑ ↑ ↑ ↑ = = ↓ 

   MMP-7 ND ND ND ND ND ND = ↓ ↓ 

MT1-MMP = = = = = = = ↑ ↑ 

TIMPs          

   TIMP-1 = = = ↑ ↑ ↑ = ↓ ↓ 

   TIMP-2 = = = ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ 

   TIMP-3 ND ND ND ND ND ND ↓ ↓ ↓ 

   TIMP-4 = ↓ ↓ ND ND ND = ↓ ↓ 

ND: no determinat. ↑ augment, ↓ descens, = sense canvis (respecte a l’expressió en condicions 
basals). 
 

2. CARDIOMIÒCITS  

Els cardiomiòcits surten del cicle cel·lular i es diferencien in vivo en el període 

perinatal. A diferència del múscul esquelètic, el miocardi no té cèl·lules satèl·lits amb 

capacitat de proliferar en resposta al dany muscular (45,46). Els estudis en cultius de 

mioblasts esquelètics derivats de cèl·lules satèl·lits musculars han contribuït de forma 

significativa a l’estudi dels mecanismes de control i diferenciació de diverses miopaties 

(47). Contràriament, la limitació en la disponibilitat de línies cel·lulars de cardiomiòcits 

ventriculars humans ha obstaculitzat la realització d’estudis anàlegs en el múscul 

cardíac, ja que els cultius a partir de teixit miocardíac tenen una vida limitada in vitro. 

De fet, tot i que els cultius primaris diferenciats poden mantenir-se algunes setmanes, 

desenvolupen canvis morfològics i funcionals i generen una població cel·lular 
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heterogènia (48,49). En els darrers anys han aparegut línies cel·lulars de 

cardiomiòcits, tumorals o modificades genèticament, capaces de proliferar en cultiu, 

(50-57) que pateixen d’alguns dèficits com la falta de fenotip característic de 

cardiomiòcits i una capacitat limitada d’expansió, que han compromès la seva aplicació 

en molts estudis experimentals. De particular utilitat és, però, la línia cel·lular de 

cardiomiòcits auriculars de ratolí HL1 (58), que manté les característiques dels 

cardiomiòcits auriculars diferenciats. Tot i que valuoses per l’estudi dels cardiomiòcits 

auriculars, la utilitat d’aquestes cèl·lules és limitada en l’estudi fisiopatològic en 

cardiomiòcits ventriculars. Més recentment, la línia cel·lular estable de cardiomiòcits 

ventriculars humans adults AC16 (59) ha estat constituïda a partir de la immortalitzacio 

de cardiomiòcits primaris de cor humà adult a través de la seva fusió amb una línea 

cel·lular de fibroblasts sense ADN mitocondrial transformats amb el virus SV40. 

D’aquesta manera, possibilita una millor aproximació a l’estudi a nivell cel·lular i 

molecular dels processos fisiopatològics en els que intervenen de forma principal els 

cardiomiòcits ventriculars, com el remodelat ventricular i la secreció miocardíaca de 

BNP i factors de creixement cardíacs estudiats en aquesta tesi (figura 1).  

 

Figura 1. Imatge dels cardiomiòcits ventriculars humans (cèl·lules AC16) obtinguda en el Servei  de Bioquímica i 
Genètica Molecular, Hospital Clínic. Les condicions de cultiu van ser 37°C, 5%CO2 i 100% d’humitat. El medi de 
cultiu va consistir en DMEM-F12 (1:1) complementat amb sèrum boví fetal (12,5%), penicil·lina (50 U/mL), 
estreptomicina (50µg/mL) i L-glutamina (2mM). 
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3. HIPÒXIA CEL·LULAR I REGULACIÓ TRANSCRIPCIONAL PER HIF-1 

3.1. Introducció 

L’adaptació cel·lular a la hipòxia depèn de forma essencial del factor de transcripció 

HIF-1, el qual és inactiu en condicions normòxiques però s’activa en condicions 

d’hipòxia (60,61) regulant la transcripció de desenes de gens de forma cèl·lula 

específica (62). Estructuralment, HIF-1 és un heterodímer ubiqüitament expressat en 

els teixits humans, composat per una subunitat regulada per oxigen (HIF-1α) i una altra 

expressada de forma constitutiva (HIF-1β, també coneguda com ARNT) (63,64). En 

condicions normòxiques, la ràpida hidroxilació depenent d’oxigen per la prolil 

hidroxilasa 2 (PHD2) dels residus prolina 402 i/o 564 de la subunitat HIF-1α 

proporciona un lloc d’unió en aquesta subunitat pel producte del gen von Hippel–

Lindau (VHL), component del complex E3 ubiqüitina lligasa. Aquesta unió indueix una 

poliubiqüitinització de HIF-1α que culmina amb la seva degradació pel proteosoma 

(65,66). Contràriament, en condiciones de disponibilitat reduïda d’oxigen, disminueix 

l’activitat de la PHD2, inhibint-se la degradació de HIF-1α. Aquesta estabilització de 

HIF-1α permet la seva translocació des del citoplasma al nucli cel·lular, on dimeritza 

amb HIF-1β, formant el complex HIF-1 transcripcionalment actiu. En el nucli, HIF-1 

s’uneix als elements de resposta a hipòxia (HRE; 5´-RCGTG-3´) en les regions 

reguladores dels gens diana, induint-ne la transcripció (67) (figura 2). 

A més de l’estabilització de HIF-1α, l’activació transcripcional de HIF-1 requereix de la 

unió de proteïnes coactivadores de la transcripció. Existeix, per tant, un segon 

mecanisme per a l’activació de HIF-1, que modula els dominis de transactivació 

(estimulació de la transcripció) N-TAD i C-TAD de HIF-1α. Aquests dominis recluten 

coactivadors transcripcionals com CBP/p300, SRC-1 i TIF2 (67). En condicions 

normals de tensió d’oxigen, la hidroxilació depenent d’oxigen del residu asparagina 

803 en el domini C-TAD de HIF-1α pel factor inhibidor de HIF (FIH, asaparagina 

hidroxilasa depenent d’oxigen) bloqueja la interacció de HIF-1α amb la proteïna 
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coactivadora CBP/p300 (69-71), reduint l’activitat transcripcional de HIF-1α (68). Pel 

contrari, en condicions hipòxiques, la hidroxilació del residu asparagina està inhibida, 

permetent una interacció eficient entre CBP/p300 i HIF-1α que facilita l’activació de la 

transcripció dels gens diana. D’aquesta manera, la utilització de l’oxigen com a 

substrat per part de FIH-1 constitueix un segon mecanisme sensor d’oxigen. S’ha 

descrit que la transcripció de FIH-1 és independent de la concentració d’oxigen i no 

actua sobre l’estabilitat de HIF-1α (72). Igual que les prolina hidroxilases, la asparagina 

hidroxilasa FIH-1 requereix Fe+2 i ascorbat com a cofactors.  

A banda de la tensió d’oxigen, s’ha descrit que HIF-1 també pot ser regulat d’una 

forma independent d’oxigen. En aquest sentit, diverses citocines, factors de creixement 

i altres molècules de senyalització han estat implicades en el control de HIF-1 en 

condicions normòxiques (67). També, encara que de forma complexa i depenent del 

tipus cel·lular, en alguns casos s’ha observat l’estimulació de la transactivació o de la 

síntesi de HIF-1 a través de l’activació de les vies de senyalització de les proteïnes 

quinases activades per mitògens (MAPK) o la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (73). 

 

Figura 2. Representació dels mecanismes moleculars de regulació de l’expressió dels gens diana de HIF-
1 en funció de la tensió d’oxigen cel·lular. 
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3.2 Gens diana de HIF-1 

L’adaptació de les cèl·lules i òrgans al subministrament d’oxigen està mediada per una 

varietat de gens sobre els que actua el factor de transcripció HIF-1, que estan regulats 

de forma teixit-específica. HIF-1 activa l’expressió d’aquests gens unint-se als 

elements de resposta a hipòxia localitzats en les seves regions promotores (74). 

Actualment, s’han identificat més de 100 gens sobre els que actua HIF-1, els quals 

tenen funcions variables (67).  

a) Eritropoesi i metabolisme del ferro. La capacitat dels eritròcits de transportar 

oxigen es veu incrementada en resposta a la hipòxia gràcies a l’expressió de gens 

implicats en l’eritropoesi i el metabolisme del ferro. Augmenta l’expressió 

d’eritropoetina (74), provocant l’increment del nombre d’eritròcits i l’alliberament 

d’oxigen als teixits. També estan regulats per la hipòxia els productes de gens 

implicats en el metabolisme del ferro que controlen els principals passos bioquímics de 

la producció d’hem. La hipòxia augmenta l’expressió de transferrina i del seu receptor i 

de ceruloplasmina (75,76), facilitant el subministrament de ferro als teixits. La 

transferrina transporta el Fe3+ a l’interior de la cèl·lula. El receptor de transferrina 

permet la recuperació de transferrina (76). La ceruloplasmina és necessària per oxidar 

el ferro de l’estat ferrós al fèrric (77). 

b) Angiogènesi. L’angiogèneisi és un procés complex en el que estan implicats gran 

quantitat de productes gènics expressats per diferents tipus cel·lulars. S’ha observat 

l’augment d’expressió d’un gran nombre de gens implicats en diferents passos de 

l’angiogènesi en resposta a canvis en la tensió d’oxigen. Entre ells, destaca el factor 

de creixement endotelial vascular (VEGF), potent mitogen endotelial vascular que 

participa directament en l’angiogènesi mitjançant el reclutament de cèl·lules endotelials 

en zones hipòxiques o poc vascularitzades, on estimula la seva proliferació (78). Així, 

la inducció de VEGF i altres factors proangiogènics condueix a un increment de la 

densitat vascular i, en conseqüència, a una disminució de la distància de difusió 
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d’oxigen. A més, HIF-1 regula gens implicats en el to vascular com la sintasa d’òxid 

nítric tipus 2 (NOS2) (79), hem oxigenasa 1 (80), endotelina 1 (81), adrenomedulina 

(82) i el receptor α1B adrenèrgic (83). També, la hipòxia indueix factors implicats en el 

recanvi de la matriu extracel·lular i la maduració dels vasos com la metal·loproteïnasa 

2 endotelial (32), inhibidors de l’activador tissular de plasminògen  (84) i prolina 

hidroxilases del col·lagen (29). 

c) Metabolisme glucídic. En condicions de baix subministrament d’oxigen, les 

cèl·lules canvien el seu metabolisme de la glucosa de la via oxigen depenent de l’àcid 

tricarboxílic a la glucòlisi independent d’oxigen (85). Amb només 2 molècules d’ATP a 

partir d’una molècula de glucosa, en lloc de les 38 molècules d’ATP proporcionades 

pel cicle de l’àcid tricarboxílic, les cèl·lules hipòxiques aconsegueixen augmentar la 

seva capacitat per generar ATP incrementant la disponibilitat de glucosa. Això s’obté a 

a travé de l’augmen en l’expressió d’enzims glucolítics i transportadors de glucosa 

(86). La hipòxia i HIF-1 activen la gran majoria d’enzims de la via glucolítica, així com 

els transportadors de glucosa 1 i 3 (GLU1, GLU3) (87). A més, metabòlits de la 

glucòlisi com el lactat i el piruvat provoquen acumulació de HIF-1α en condicions 

normòxiques i regulen l’expressió dels gens induïbles per hipòxia establint un cercle 

amplificador (88).  

d) Proliferació cel·lular i supervivència. La hipòxia i HIF-1 indueixen factors de 

creixement, com el factor de creixement insulínic tipus 2 (IGF-2) i el factor de 

creixement transformant-α (TGF-α) (89). La unió d’aquests factors de creixement al 

seus receptors activen vies de transducció de senyals que condueixen a la proliferació 

i supervivència cel·lular i, també, estimulen l’expressió de HIF-1α (90).  

e) Apoptosi. L’adaptació cel·lular a la hipòxia porta a la proliferació i supervivència 

cel·lular, però paradoxalment també condueix a la mort cel·lular en determinades 

circumstàncies. S’ha observat que HIF-1 està involucrat en la inducció d’apoptosi per 

la hipòxia. Cèl·lules embrionàries portadores d’una delecció de HIF-1α mostren menor 
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apoptosi en condicions hipòxiques (91). Diferents tipus cel·lulars mostren activació de 

caspases i alliberament de citocrom c en condicions d’hipòxia (92,93). També s’ha 

observat que l’expressió de HIF-1α i HIF-1β correlaciona amb l’apoptosi i factors 

proapoptòtics com caspasa-3, Fas, i Fas lligand (94). A més, la hipòxia disminueix la 

proteïna antiapoptòtica Bcl-2 (91). Alguns gens implicats en el control del cicle 

cel·lular, com p53 i p21 també són depenents de HIF (91). A més, p53 intervé en la 

regulació de l’apoptosi induïda per la hipòxia a través de la inducció de gens 

relacionats amb l’apoptosi com Bax, NOXA, PUMA i PERP (95). 

f) Altres. Entre altres processos on s’ha descrit un paper fisiològic de HIF-1 destaca la 

seva regulació de gens implicats en l’adipogènesi (96), formació del cos carotidi (97), 

desenvolupament de limfòcits B (98) i alguns processos immunològics (99).  

 

4. APELINA 

4.1. Introducció 

L’apelina és el lligand endogen del receptor lligat a proteïnes G, APJ. El sistema 

apelina-APJ s’expressa en diversos òrgans i teixits com el sistema nerviós central i 

perifèric, cor, pulmó, ronyó, fetge o teixit adipós. Entre altres, actua sobre la regulació 

de l’homeòstasi de la glucosa, formació de vasos, proliferació cel·lular i processos 

immunològics (100,101). El sistema cardiovascular, però, constitueix el principal lloc 

d’acció de l’apelina, on exerceix un paper important en la regulació de la homeòstasi 

(102). L’apelina, que també s’expressa de forma important a nivell cardíac i vascular 

(103), és una de les substàncies endògenes amb efecte ionotròpic positiu més potent 

(104). L’administració exògena d’apelina provoca un efecte ionotròpic positiu agut i 

crònic en el miocardi (104-106). Les accions de l’apelina a nivell cardiovascular 

inclouen, a més de l’augment de la contractilitat cardíaca, la vasodilatació i la reducció 

de la pre-càrrega i post-càrrega ventricular (107,108). Les accions ionotròpiques 
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conjuntament amb la reducció de la pre-càrrega i post-càrrega fan de l’apelina una 

substància atractiva des del punt de vista terapèutic en la insuficiència cardíaca.  

S’han descrit diversos mecanismes pels quals l’apelina regularia el to vascular i la 

pressió arterial. En aquest sentit, l’administració d’apelina a rates provoca una 

disminució de la pressió arterial a través de l’estimulació de l’alliberació d’òxid nítric en 

les cèl·lules endotelials (109) i redueix la reabsorció renal d’aigua a través de la 

inhibició de l’alliberació de l’hormona antidiürètica (110). L’administració d’apelina en 

humans provoca vasodilatació arterial mediada per òxid nítric (111). A més, l’apelina 

també actua contrarestant la vasoconstricció induïda per angiotensina (112). Així, els 

ratolins amb dèficit d’APJ són normotensos en situació basal però presenten una major 

sensibilitat a l’administració exògena d’angiotensina II que els ratolins wild-type (112). 

La pressió arterial mitjana en ratolins doble knockout, amb dèficit del receptor APJ i del 

receptor tipus 1 de l’angiotensina II (AT1a), és superior que en els ratolins amb dèficit 

únicament del receptor AT1a, suggerint que el sistema apelina/APJ provoca una 

vasodilatació compensatòria de la vasoconstricció mediada per angiotensina. L’apelina 

és també un potent supressor de l’activació dels fibroblasts cardíacs i té efectes 

inhibidors sobre la fibrosi cardíaca i el remodelat ventricular (113,114). S’ha proposat 

que l’expressió del sistema apelina-APJ durant la diferenciació de cèl·lules 

mononuclears de medul·la òssia en cèl·lules cardiomiogèniques pot ser un mecanisme 

important per la regulació de la regeneració miocardíaca i la seva recuperació 

funcional després de l’IAM (115). 

 

4.2. Síntesi i secreció cardíaca d’apelina 

El gen de l’apelina es situa en el braç llarg del cromosoma X i codifica per la 

preproapelina, pèptid de 77 aminoàcids. L’apelina-36, fragment C-terminal de 36 

aminoàcids de la preproapelina, va ser el primer en ser descrit com a lligand endogen 
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del receptor APJ. Posteriorment, es descriuen fragments C-terminal més curts (de 12 a 

19 aminoàcids), que presenten major activitat sobre el receptor (116,117), constituint  

l’apelina-13 probablement la forma amb major activitat (116). 

L’apelina està present tant en el miocardi com en el plasma. S’ha observat disminució 

de l’ARNm de l’apelina en cardiomiòcits sotmesos a estirament in vitro i en el ventricle 

de models animals d’insuficiència cardíaca hipertensiva (104). Això pot explicar que en 

els models animals d’insuficiència cardíaca l’expressió d’apelina augmenta o es manté 

en la hipertròfia ventricular esquerra i insuficiència cardíaca compensada, però 

disminueix en insuficiència cardíaca greu descompensada. Semblantment, en humans 

les concentracions plasmàtiques d’apelina augmenten o es mantenen en la disfunció 

ventricular esquerra inicial (118), però els pacients amb insuficiència cardíaca 

avançada presenten una disminució en les concentracions plasmàtiques d’apelina 

(119,120). 

L’apelina es relaciona estretament amb diversos processos inflamatoris (121-123), 

suggerint que la secreció d’apelina pot estar influenciada per citocines 

proinflamatòries. En adipòcits existeix una correlació entre l’expressió d’apelina i TNFα 

(123).  En els SCA s’observa un desequilibri en l’alliberació de citocines, que afavoreix 

els efectes proinflamatoris (124,125), però es desconeix l’efecte dels factors 

proinflamatoris sobre la secreció cardíaca d’apelina.   

El sistema apelinèrgic es troba disminuït a nivell cardíac en la insuficiència cardíaca 

avançada experimental (126). Es considera que el dèficit de l’activitat apelina-APJ pot 

tenir un paper important en la fisiopatologia de la insuficiència cardíaca. De fet, són 

creixents les evidències que mostren el potencial terapèutic d’activar el sistema 

apelina-APJ en els pacients amb insuficiència cardíaca (107,108,127). Malgrat tot, els 

mecanismes moleculars que regulen la producció miocardíaca d’apelina són poc 

coneguts. En la part 1 d’aquesta tesi s’estudia si la hipòxia i les citocines 
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proinflamatòries són factors específics que poden contribuir a l’augment de l’expressió 

cardíaca d’apelina. 

 

4.3. Isquèmia miocardíaca, HIF-1 i apelina. 

La regulació del sistema apelina-APJ a nivell cardíac es veu modificada en situació 

d’isquèmia aguda. L’ARNm d’apelina i APJ augmenten de forma progressiva després 

de la inducció d’isquèmia cardíaca. Així, després del lligament de l’artèria coronària 

descendent anterior en rates s’ha observat un augment de l’expressió cardíaca 

d’apelina (128). Igualment, en un model experimental murí s’observa que apelina i APJ 

estan sobreexpressats a nivell cardíac després de la inducció d’isquèmia o hipòxia 

(129). En el cas de la insuficiència cardíaca isquèmica crònica s’ha descrit tant 

l’augment com la disminució del sistema apelina/APJ (128,130,131). Aquestes 

discrepàncies semblen estar en relació amb els diferents temps d’estudi post infart en 

el que es mesura l’expressió d’apelina i/o amb diferències en el grau de gravetat de la 

insuficiència cardíaca. De fet, la conclusió extreta després de diversos estudis amb 

resultats aparentment contradictoris és que les concentracions plasmàtiques d’apelina 

en els pacients amb insuficiència cardíaca augmenten en les fases inicials però 

disminueixen en fases avançades (133,134). S’han observat nivells de l’ARNm 

d’apelina augmentats en el ventricle esquerre de pacients amb  insuficiència cardíaca 

isquèmica (130). Les concentracions plasmàtiques d’apelina es troben disminuïdes en 

pacients amb IAM i angina inestable (135,136). 

L’apelina presenta accions cardioprotectores front la isquèmia cardíaca (137,138) que 

poden estar en relació a la seva activació en hipòxia a través de HIF-1. La 

sobreexpressió d’apelina en resposta a la hipòxia s’ha observat en diferents tipus 

cel·lulars (139-142). S’han observat llocs d’unió potencials de HIF-1 en el gen 

d’apelina (143) i, en cors de rata en situació d’isquèmia, el patró d’expressió d’apelina 

és similar al dels gens coneguts de resposta a hipòxia (129). S’ha observat que 
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l’apelina augmenta després de la isquèmia-reperfusió, provocant una millora la 

disfunció cardíaca, inhibició de l’apoptosi i dels efectes oxidatius (144). 

 

5.  PÈPTIDS NATRIURÈTICS 

5.1. Introducció 

Les primeres suposicions que el cor pogués tenir una funció endocrina daten de 

mitjans del segle XX, motivades fonamentalment per l’observació d’una associació 

funcional entre el cor (distensió auricular) i el ronyó (augment de la diüresi) (145). 

També a favor de la noció que el cor pogués comportar-se com un òrgan endocrí, 

estava l’observació per microscòpia electrònica de grànuls intracel·lulars en els 

cardiomiòcits auriculars de conills porquins, semblants als de les cèl·lules endocrines 

(146). Tres dècades després, va poder demostrar-se experimentalment que el cor 

intervenia directament en la funció diürètica i natriurètica renal i que, per tant, no es 

tractava d’un òrgan que actuava únicament com una bomba mecànica. Les primeres 

evidències experimentals d’una relació humoral entre el cor i el ronyó van venir de la 

demostració que la injecció intravenosa en rates d’extractes auriculars condueix a un 

augment de la diüresi i de l’excreció urinària de sodi, així com un descens en la pressió 

arterial (147,148) (figura 3). La substància responsable de l’efecte natriurètic va poder 

ser aïllada en aurícules de rata i resultà ser una hormona peptídica, que va denominar-

se pèptid atrial natriurètic (ANP) (149). Posteriorment, va identificar-se un pèptid 

estructuralment relacionat en cervell porcí, que va denominar-se pèptid natriurètic 

cerebral  (150). Més endavant, va demostrar-se que aquest pèptid es sintetitzava 

principalment en el miocardi (151-153), per la qual cosa i per evitar confusions, 

actualment sol denominar-se més pròpiament com pèptid natriurètic tipus B (BNP). 

Estudis posteriors han profunditzat en les accions de l’ANP i el BNP sobre el 

manteniment de la pressió sanguínia i el balanç hidroelectrolític (154,155). Ambdós 

pèptids redueixen la resistència vascular i incrementen la diüresi i l’excreció de sodi, 
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reduint la pressió arterial sistèmica. Un tercer membre de la família de pèptids 

natriurètics, el pèptid natriurètic tipus C (CNP), també fou identificat en extractes de 

cervell porcí (156). Aquest pèptid, a diferència de l’ANP i el BNP es sintetitzat 

preferentment a l’endoteli vascular i el sistema nerviós central (157), actuant 

bàsicament com a factor paracrí (158), tot i que ha estat documentada la seva 

expressió a nivell de miocardi i de fibroblasts cardíacs (159,160).  

 

 

Els pèptids natriurètics son sintetitzats com prohormones, constituint les hormones 

madures actives els fragments C-terminals formats com a resultat de trencaments 

específics dels precursors (161,162). En concret, les hormones madures són pèptids 

de 28, 32 i 22 aminoàcids, respectivament per ANP, BNP i CNP. A causa de la 

presència d’un enllaç disulfur intramolecular, 17 aminoàcids de la molècula dels 

pèptids natriurètics presenten una estructura en forma d’anell, onze dels quals són 

idèntics en els tres pèptids (figura 4). Aquesta estructura en anell es considera 

essencial en la resposta d’unió amb els seus receptors i en l’activitat biològica dels 

pèptids natriurètics (163).  
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Figura 3. Excreció de sodi en orina (UNaV), taxa de filtració glomerular (GFR) i pressió arterial abans (B1, 
B2) i després (C1, C2, C3) de la injecció intravenosa d’extractes auriculars en rates control. Jiménez W et al. 
Am J Physiol 1986;250:F749-52 (148). 
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Els pèptids natriurètics actuen en els òrgans diana mitjançant la unió a receptors de 

membrana. El receptor de pèptid natriurètics tipus A (NPR-A) (164) és un receptor 

transmembrana lligat a guanilil ciclasa que s’expressa en el ronyó, múscul llis, glàndula 

adrenal, cervell, cor, testicle, ulls, intestí, i mucosa olfactòria. Les accions fisiològiques 

d’ANP i BNP venen mediades per la unió a aquest receptor i la subsegüent generació 

del segon missatger intracel·lular GMPc (165,166), el qual actua sobre diverses dianes 

moleculars com les proteïna quinases dependents de GMPc, canals iònics lligats a 

GMPc o fosfodiesterases regulades per GMPc (167). S’ha descrit que els ratolins amb 

dèficit de NPR-A presenten hipertròfia cardíaca, hipertensió arterial i fibrosi ventricular 

(168,169). Així mateix, també s’ha observat hipertensió arterial en individus que 

presenten mutacions que condueixen a una disminució de l’expressió del NPR-A 

(170). 

El receptor de pèptid natriurètics tipus B (NPR-B) (171) és el principal receptor del 

CNP. Aquest receptor també està lligat a guanilil ciclasa i s’expressa preferentment en 

el cervell (172). El receptor de pèptid natriurètics tipus C (NPR-C) representa el 95% 

de tots el receptors de pèptids natriurètics i la seva expressió és ubiqua (173). Actua 

eliminant dels pèptids natriurètics circulants (174), funció que realitza a través 

d’endocitosi mediada per receptor (175) (figura 4).  

Figura 4. Estructura dels pèptids natriurètics i mecanisme d’acció. Els aminoàcids assenyalats 
són aminoàcids idèntics en l’estructura dels tres pèptids. 
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5.2.  Síntesi, secreció i processament dels pèptids natriurètics cardíacs 

a)  Síntesi, secreció i processament de l’ANP 

El gen que codifica per l’ANP (NPPA) es localitza en el cromosoma 1p36.2, junt al gen 

NPPB, que codifica pel BNP. L’aurícula cardíaca és el lloc d’expressió preferent de 

l’ANP (176). Durant el desenvolupament embrionari, l’ANP també s’expressa a nivells 

elevats en el ventricle esquerre, però la seva expressió cau bruscament després del 

naixement (177), observant-se en el ventricle adult concentracions 100 vegades 

inferiors a nivell d’ARNm i 250-1000 vegades inferiors a nivell proteic en comparació 

amb l’aurícula (178,179).  

L’ANP es sintetitza en els cardiomiòcits auriculars com un pèptid de 151 aminoàcids i 

és emmagatzemat com a pro-ANP (126 aminoàcids) en grànuls específics. La forma 

biològicament activa consta de 28 aminoàcids (180) i s’allibera pel trencament del pro-

ANP mitjançant l’enzim convertidor d’ANP (corina), una serina-proteasa transmebrana 

de tipus II específica de miocardi (181). L’ANP és principalment alliberat de l’aurícula 

en resposta a l’expansió de volum, que és percebuda com un increment de 

l’estirament auricular (182). A nivell ventricular, la sobrecàrrega cardíaca crònica que 

ocorre en la insuficiència cardíaca pot provocar també un augment de la producció 

d’ANP (183,184). 

b) Síntesi, secreció i processament del BNP 

El humans el gen del BNP es localitza en la regió distal del braç curt del cromosoma 1. 

Està composat per 3 exons i 2 introns. La seva transcripció genera un ARNm d’uns 

700 parells de bases que codifica una preprohormona de 134 aminoàcids (185), que 

conté una seqüència senyal per on és fragmentada, generant una prohormona de 108 

aminoàcids (pro-BNP). Una fragmentació addicional, probablement catalitzada pels 

enzims proteolítics furina i/o corina (181,186), resulta en un fragment aminoterminal 

inactiu de 76 aminoàcids (NT-proBNP) i un fragment carboxiterminal de 32 aminoàcids 
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que constitueix el pèptid biològicament actiu (BNP) (figura 5). La longitud del fragment 

actiu és variable segons l’espècie. En l’humà, el porc i el gos, el BNP consta de 32 

aminoàcids (187,188), metre que en la rata i el ratolí és de 45 aminoàcids (189,190). 

Mentre que en l’aurícula el BNP és emmagatzemat en grànuls de secreció 

conjuntament amb l’ANP, la producció ventricular de BNP és constitutiva i està 

regulada transcripcionalment, principalment per l’estirament de la paret cardíaca com a 

resultat d’una sobrecàrrega de volum. El factor de transcripció nuclear GATA4 té una 

funció principal en la regulació d’aquest procés (191,192). 

 

El contingut total de BNP i del seu ARNm en el ventricle s’ha calculat que és el 30% i 

el 70% del total cardíac respectivament (193). No obstant això, el teixit ventricular és el 

principal productor i secretor de BNP, segons van demostrar inicialment estudis 

experimentals en models animals (194). En humans, les concentracions plasmàtiques 

de BNP són majors en la vena interventricular anterior i el si coronari que en l’arrel 

aòrtica, suggerint també que la síntesi i secreció de BNP és predominantment 

ventricular (195). La producció ventricular de BNP és encara major en condicions de 

disfunció ventricular esquerra (193,196,197), constituint la distensió de la paret 

Figura 5. Estructura gènica i via de biosíntesi del pèptid natriurètic tipus B (BNP) en humans. aa: 
aminoàcids. 
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cardíaca el principal estímul de síntesi i de secreció (198,199). Els cardiomiòcits són el 

principal tipus cel·lular productor de BNP i pèptids relacionats (NT-proBNP, proBNP) 

presents en la circulació sanguínia. L’augment de les concentracions plasmàtiques de 

BNP venen mediades fonamentalment per l’augment en l’expressió de BNP en el 

ventricle esquerre (193). 

c) Diferències en la síntesi, secreció i processament de l’ANP i el BNP. 

Quant als mecanismes de secreció i emmagatzemament intracel·lular, existeixen 

notables diferències entre els dos sistemes principals de pèptids natriurètics cardíacs 

(ANP i BNP). Així, l’ANP és emmagatzemat majoritàriament en grànuls auriculars i 

l’estirament auricular s’acompanya d’una ràpida alliberació d’ANP i pèptids relacionats. 

En canvi, la síntesi de novo d’ANP és lenta i de menor importància. En contraposició, 

el BNP és secretat majoritàriament a través d’un mecanisme constitutiu i només una 

petita quantitat es troba emmagatzemada en grànuls de secreció auricular 

conjuntament amb l’ANP (200,201). Per tant, l’increment de la secreció de BNP és 

fonamentalment dependent de l’activació gènica i, en conseqüència, és més lent que 

l’alliberació majoritàriament granular de l’ANP. Aquestes diferències expliquen que  

aquelles situacions en què existeixen variacions agudes en el grau d’estirament 

auricular comporten canvis més ràpids en les concentracions circulants d’ANP que en 

les de BNP (201). A nivell d’expressió gènica, però, l’activació del gen del BNP en 

resposta a l’estirament ocorre més ràpidament que la d’ANP (202).  

d) Diferències en la síntesi, secreció i processament dels pèptids natriurètics a 

nivell auricular o ventricular. 

També existeixen diferències importants en relació a la producció d’ANP i BNP en les 

diferents cavitats cardíaques. En condicions normals, l’aurícula és una font important 

d’ambdós pèptids (ANP i BNP). No obstant, en condicions d’estirament crònic dels 

cardiomiòcits (com en la insuficiència cardíaca) existeix una important sobreexpressió 

de la producció ventricular de pèptids natriurètics (193,202,203), que és 
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quantitativament molt més important en el cas del BNP que en el de l’ANP. Això ha 

portat que en la literatura científica, de forma simplificada i en benefici de la 

comprensió, no sigui infreqüent qualificar el BNP com a hormona ventricular. De fet, en 

situacions en les que el miocardi és sotmès a distensió per sobrecàrrega de volum o 

pressió, com en la insuficiència cardíaca, hipertròfia cardíaca o infarts de miocardi 

importants, s’estimula de forma destacada la síntesi i producció ventricular de BNP. En 

els IAM, la producció de BNP sembla estar incrementada, en un major grau que la 

d’ANP, en l’àrea peri-infartada, elevació tradicionalment atribuïda a un mecanisme 

d’estirament local (204). Existeixen també evidències experimentals que indiquen que, 

a més de l’estirament muscular cardíac, altres factors estimulen la transcripció de 

BNP. Neurohormones i citocines antiinflamatòries, incloent endotelina-1, angiotensina 

II, interleucines i agonistes adrenèrgics poden augmentar la producció cardíaca de 

BNP de forma paracrina i, possiblement, endocrina (205,206). 

 

5.3. Accions fisiològiques. 

Els estudis dels efectes fisiològics de BNP, realitzats mitjançant injecció de BNP en 

organismes o administració en cèl·lules o òrgans en diferents rangs de concentracions, 

o mitjançant el disseny de ratolins transgènics o knockout, mostren que el BNP s’uneix 

al NPR-A provocant un augment de la producció intracel·lular de GMPc (207,208). Els 

principals efectes biològics inclouen diüresi, vasodilatació, inhibició del sistema renina-

angiotensina-aldosterona i augment del creixement muscular cardíac i vascular. Els 

seus efectes paracrins són en general cardioprotectors (208). Els ratolins knockout pel 

BNP presenten fibrosi cardíaca sense hipertensió (209). Els ratolins transgènics que 

sobreexpresen BNP presenten hipotensió i malformacions òssies (189). Estudis in vitro 

han permès demostrar un efecte inhibidor del BNP sobre la proliferació de fibroblasts 

cardíacs (210) i sobre la inducció de MMPs (211). Actualment es desconeix si el 

fragment NT-pro BNP té efectes biològics per si mateix. Igualment, es desconeix si la 

prohormona intacta pot unir-se als receptors perifèrics.  
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5.4. Isquèmia miocardíaca, HIF-1 i pèptids natriurètics. 

Evidències experimentals mostren que HIF-1 té un paper destacat en la fisiopatologia 

de la malaltia coronària. La presència de HIF-1 (212-216) i l’augment en l’expressió de 

diversos dels seus gens diana (217,218), ha estat confirmada experimentalment en el 

miocardi hipòxic. Així mateix, consistent amb una menor oxigenació cardíaca, s’ha 

observat l’activació de HIF-1α en el miocardi isquèmic de rates sotmeses a lligament 

d’artèries coronàries (219). La inducció de HIF-1α té lloc de forma ràpida en el curs de 

l’infart de miocardi, segons es desprèn de l’anàlisi de biòpsies ventriculars obtingudes 

en pacients amb IAM (220). Determinats polimorfismes de HIF-1α s’associen amb 

absència de vasos col·laterals en pacients amb estenosi de les artèries coronàries 

(221). En els pacients amb SCA, aquests polimorfismes estan presents amb major 

freqüència en els pacients que presenten angina estable en comparació amb els que 

presenten infart (222).   

HIF-1 té un paper essencial en la resposta del miocardi en situació d’hipòxia (223,224). 

El paper protector de HIF-1 en situacions d’isquèmia cardíaca s’ha observat en ratolins 

transgènics que sobreexpressen HIF-1α. Aquests ratolins presenten, després de la 

inducció d’IAM, una mida menor de l’infart, major densitat capil·lar i augment de 

l’expressió de VEGF i NOS2 (225). Semblantment als ratolins transgènics, els ratolins 

amb nivells cardíacs elevats de HIF-1α induïts per una disminució de l’activitat de 

PHD2 també presenten protecció front l’infart de miocardi (226-228). Aquests estudis 

mostren que HIF-1 regularia la perfusió i l’alliberament d’oxigen constituint un factor 

important en la capacitat del cor per protegir-se front episodis de falta d’oxigen. 

Diverses evidències suggereixen que HIF-1 pot ser inductor de la producció de BNP 

en cardiomiòcits. S’han identificat llocs d’unió de HIF-1 potencials en la regió 

promotora del gen del BNP (229) i estudis experimentals en models animals exposats 

a hipòxia mostren un augment de l’expressió gènica miocardíaca de BNP (230-232). 

Malgrat tot, la contribució de la hipòxia tissular com a estímul inductor de BNP no està 
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demostrada, ja que la majoria d’aproximacions experimentals han investigat isquèmia 

miocardíaca (233,234) o hipòxia crònica en models animals (231,232), que s’associen 

a alteracions fisiopatològiques més complexes que la hipòxia solament, com poden ser 

els canvis hemodinàmics i/o en la massa ventricular, que també poden afectar 

l’expressió de BNP. L’efecte específic de la hipòxia sobre la secreció de BNP en 

cardiomiòcits ventriculars s’avalua en la part 2 d’aquesta tesi. 

La reducció crònica de la tensió d’oxigen incrementa la síntesi cardíaca d’ANP en rates 

i ratolins (235,236). Igualment, la hipòxia aguda provoca una alliberació d’ANP en 

models animals. En estudis in vitro en cors aïllats de rata i ratolí, la hipòxia estimula 

l’alliberació d’ANP, suggerint un efecte estimulador directe (236,237). En cultius de 

cardiomiòcits auriculars de ratolí, l’exposició a hipòxia augmenta l’expressió d’ANP i 

estimula la seva secreció (238). Semblantment, en cardiomiòcits auriculars de rata 

l’exposició a hipòxia ha mostrat un augment de la secreció d’ANP, encara que no de la 

seva expressió gènica (239). Donat que els cardiomiòcits auriculars són la font 

principal d’emmagatzemament d’ANP, és possible que la gran quantitat d’ANP 

emmagatzemat en grànuls en els cardiomiòcits auriculars eviti l’augment de síntesi 

d’ANP en resposta a hipòxia. Els cardiomiòcits ventriculars secreten ANP de forma 

constitutiva i emmagatzemen només una petita proporció del pèptid sintetitzat 

(240,241). Per tant, els mecanismes que regulen la producció d’ANP en resposta a 

hipòxia poden diferir entre els cardiomiòcits auriculars i ventriculars (242). L’efecte 

específic de la hipòxia sobre la secreció d’ANP en cardiomiòcits ventriculars serà 

avaluat en la part 2 d’aquesta tesi. 
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6. SIGNIFICACIÓ CLÍNICA DE LA CONCENTRACIÓ PLASMÀTICA DE BNP 

6.1. Valor de la concentració plasmàtica de BNP en la insuficiència cardíaca 

Les evidències progressives que el cor constituïa la principal font de síntesi del BNP i 

que l’estirament miocardíac era el mecanismes fisiopatològic que en regulava la 

producció constitueixen la base de les primeres avaluacions clíniques de les 

concentracions plasmàtiques de BNP, com a indicadores d’insuficiència cardíaca. 

Aquests estudis van mostrar que les concentracions plasmàtiques de BNP es troben 

augmentades en pacients amb disfunció ventricular esquerra simptomàtica i 

asimptomàtica. També va observar-se que tot i que en individus sans les 

concentracions plasmàtiques del BNP són menys d’una cinquena part que les de 

l’ANP, en pacients amb insuficiència cardíaca l’increment de la concentració de BNP 

és molt major. Per aquesta raó, la determinació del BNP es considera més útil que la 

de l’ANP en la valoració dels pacients amb insuficiència cardíaca i ha estat molt més 

avaluada en aquesta condició (243,244). La determinació de BNP és útil en la 

valoració dels pacients amb dispnea, especialment en els casos d’incertesa en el 

diagnòstic d’insuficiència cardíaca (245-249). De fet, l’avaluació de la dispnea aguda 

millora quan s’afegeix la determinació de BNP en el judici clínic (245). A més, les 

concentracions de BNP correlacionen amb la classificació funcional de la insuficiència 

cardíaca de la New York Heart Association (250). Altres estudis suggereixen que els 

augments en les concentracions plasmàtiques de BNP ajuden a establir la presència 

d’insuficiència cardíaca per disfunció diastòlica amb una precisió semblant que en la 

disfunció sistòlica (251-253), encara que no permeten diferenciar entre ambdues 

entitats. Més recentment, les determinacions de BNP s’han proposat com a guia del 

monitoratge terapèutic en la insuficiència cardíaca, tot i que els diferents estudis que 

han avaluat aquest aspecte han donat resultats no sempre consistents. Actualment, 

l’evidència científica suggereix que l’ús dels pèptids natriurètics com a guia terapèutica 

pot reduir el nombre d’hospitalitzacions per insuficiència cardíaca en pacients menors 



Introducció 

 29  

de 75 anys, però no donen suport al seu ús de forma rutinària per sota d’aquesta edat 

(254-257).  

Actualment, en les guies de la insuficiència cardíaca de l’ACC/AHA (American College 

of Cardiology / American Heart Association) es recull que les determinacions de les 

concentracions circulants de pèptids natriurètics (BNP o NT-proBNP) poden ser útils 

en l’avaluació i l’estratificació del risc dels pacients que acudeixen a urgències amb 

dispnea i en els que el diagnòstic d’insuficiència cardíaca no és clar (258). 

Semblantment, les guies de la Heart Failure Society of America recomanen determinar 

BNP o NT-proBNP en tots els pacients amb sospita d’insuficiència cardíaca quan el 

diagnòstic és incert (259). També les guies de la European Society of Cardiology 

inclouen la determinació de BNP o NT-proBNP entre les proves diagnòstiques útils en 

els pacients amb insuficiència cardíaca (260). La majoria de pacients amb dispnea i 

insuficiència cardíaca presenten valors de BNP>400 pg/mL. Els valors de BNP<100 

pg/mL tenen un elevat valor predictiu negatiu pel diagnòstic d’insuficiència cardíaca 

com a etiologia de la dispnea. En el rang de concentracions de BNP de 100 a 400 

pg/mL, però, les concentracions plasmàtiques de BNP no són prou sensibles ni 

específiques per detectar o excloure la presència d’insuficiència cardíaca. En aquest 

rang de concentracions han de considerar-se també altres diagnòstics com embolisme 

pulmonar, disfunció ventricular esquerra sense insuficiència cardíaca o cor pulmonale. 

Altres limitacions de l’ús de les concentracions plasmàtiques de BNP en el diagnòstic o 

seguiment en la insuficiència cardíaca inclouen el fet que els pacients poden presentar 

dispnea aguda per insuficiència cardíaca i per altres causes conjuntament, per la qual 

cosa les concentracions de BNP elevades no sempre permetrien excloure la presència 

d’altres causes de dispnea. També s’observa que alguns pacients amb insuficiència 

cardíaca crònica mantenen elevades les concentracions de BNP a pesar del 

tractament amb evolució aparentment adequada. En conjunt, les concentracions 

plasmàtiques de BNP  no es consideren de suficient valor com a guia única en la presa 

http://www.uptodate.com/contents/natriuretic-peptide-measurement-in-heart-failure/abstract/58
http://www.uptodate.com/contents/natriuretic-peptide-measurement-in-heart-failure/abstract/59
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de decisions terapèutiques en pacients amb insuficiència cardíaca. Es recomana el 

seu ús conjuntament amb la valoració clínica. Finalment, la determinació de la 

concentració plasmàtica de BNP no serà d’utilitat en l’avaluació de pacients tractats 

amb nestiride (BNP).  

El valor pronòstic de les concentracions plasmàtiques de BNP en la insuficiència 

cardíaca també ha estat avaluat. Tant en els pacients amb insuficiència cardíaca 

crònica com en els pacients amb disfunció ventricular esquerra asimptomàtica o poc 

simptomàtica, les concentracions plasmàtiques de BNP proporcionen informació 

pronòstica (261-268). Les concentracions plasmàtiques de BNP són un bon indicador 

de risc de mort o esdeveniments cardiovasculars i podrien ser factors predictors de 

supervivència superiors que els factors de risc tradicionals com la classificació 

funcional de la New York Heart Association o inclús la fracció d’ejecció ventricular 

esquerra (LVEF) (269). La persistència de valors elevats de BNP a pesar del 

tractament proporciona informació pronòstica (264,265,268). També en pacients amb 

insuficiència cardíaca crònica, els valors elevats de BNP en el moment de l’alta en 

pacients ingressats per descompensació són millors indicadors de mortalitat o reingrés 

que els paràmetres clínics o ecocardiogràfics habituals (270). En pacients amb 

insuficiència cardíaca aguda descompensada, les concentracions de BNP elevades a 

l’ingrés són un predictor de mortalitat intrahospitalària amb independència d’altres 

variables clíniques o bioquímiques (271). 

Tot i que BNP i NT-proBNP estan molt relacionats, els dos pèptids presenten diferents 

rangs, punts de tall proposats (272) i diverses diferències fisiològiques. BNP és 

l’hormona biològicament activa, mentre que NT-proBNP és una substància 

biològicament no activa. Els mecanismes d’eliminació i vida mitjana són també 

diferents. El BNP és degradat per endopeptidases i té una vida mitjana de 5-10 minuts, 

mentre que l’NT-proBNP s’elimina de forma passiva principalment pel ronyó i té una 

vida mitjana més llarga, de 25–120 min (273,274). A pesar d’aquestes diferències, 



Introducció 

 31  

ambdós pèptids tenen moltes semblances pel que es refereix a la seva utilitat en el 

diagnòstic i estratificació del risc en la insuficiència cardíaca i poden ser considerats 

intercanviables també en el seu paper potencial com a guia del tractament. 

6.2. Valor de la concentració plasmàtica de BNP en la cardiopatia isquèmica  

En comparació a la molt abundant literatura científica sobre la relació entre el BNP i la 

insuficiència cardíaca, hi han menys estudis que avaluïn l’associació entre BNP i 

isquèmia. D'Souza i col·laboradors (275) detectaren concentracions de BNP en 

l’efluent coronari durant la reperfusió en cors de rata aïllats, que correlacionaren amb 

la severitat i duració de la isquèmia miocardíaca. La inducció d’isquèmia durant 2, 5 i 

20 minuts provocà un augment de la concentració de BNP en l’efluent coronari durant 

la reperfusió en relació creixent amb la durada de la isquèmia.  La isquèmia induïda als 

2 i 5 minuts no es va relacionar amb un augment de la pressió al final de la diàstole, 

suggerint que la isquèmia per se i no l’estirament ventricular secundari a la isquèmia 

seria la causa de l’alliberament de BNP. Goetze i col·laboradors (276) demostraren en 

un model porcí que la inducció d’isquèmia miocardíaca provoca un augment de 

l’expressió gènica de BNP. En humans, s’ha demostrat un augment de la concentració 

de BNP en l’efluent coronari pocs minuts després de la inducció d’isquèmia 

miocardíaca mitjançant l’inflament d’un baló intracoronari (277). Els pacients amb 

isquèmia miocardíaca i baix grau de necrosi miocardíaca presenten elevació dels 

pèptids natriurètics. La concentració de NT-proBNP es troba elevada en pacients amb 

angina inestable en comparació amb pacients amb angina estable i sense malaltia 

coronària (278). Els pacients en els que es realitza angioplàstia coronària mostren un 

augment ràpid i transitori de la concentració de BNP (279).  S’ha observat que les 

concentracions plasmàtiques de BNP estan elevades a l’ingrés en els pacients amb 

IAM, presentant un màxim a les 12-24 hores posteriors a l’inici dels símptomes (280). 

Després, encara que les concentracions declinen de forma gradual, es mantenen 

elevades en la fase crònica, reflectint probablement alteracions de la funció ventricular 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12521930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15576492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15576492
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esquerra o procés de remodelat, ja que en pacients sense remodelat ventricular 

esquerre les concentracions de BNP solen normalitzar-se després d’una reperfusió 

coronària precoç (281). 

Un estudi inicial en pacients amb cardiopatia isquèmica estable no va observar 

augment de les concentració de BNP d’aquests pacients (282). Posteriorment, però, 

Bibbins-Domingo i col·laboradors (283) observen concentracions elevades de BNP en 

pacients amb malaltia coronària estable, principalment en aquells que tenen història 

d’IAM, quan s’indueix isquèmia per exercici. Semblantment, Sabatine i col·laboradors 

(284) observen un augment en les concentracions circulants de BNP després d’una 

prova d’esforç. Tateishi i col·laboradors (285) observen un augment transitori en la 

concentració de BNP després d’angioplàstia transluminal percutània, que també 

suggereix una elevació de les concentracions plasmàtiques de BNP associades a 

isquèmia miocardíaca aguda. Un metanàlisi recent suggereix que els increments de la 

concentració de BNP permeten identificar isquèmia induïda amb proves no invasives, 

però en la majoria d’estudis no s’exclouen els pacients amb insuficiència cardíaca  o 

disfunció ventricular (286). Tot plegat indica la conveniència d’avaluar específicament 

el comportament de les concentracions plasmàtiques de BNP en els pacients amb 

isquèmia miocardíaca amb fracció d’ejecció ventricular esquerra preservada (LVEFp). 

Aquest aspecte s’avalua en la part 3 d’aquesta tesi.  

Diferents estudis assenyalen la presència d’una estreta associació entre les 

concentracions plasmàtiques de BNP i el risc cardiovascular en un rang de 

circumstàncies diferents (287). Aquesta associació ha estat estudiada particularment 

en el cas de la malaltia cardíaca estable (287). Igualment, les concentracions elevades 

de BNP també han demostrat tenir importància pronòstica a curt i llarg termini en 

pacients amb SCA amb i sense elevació del segment ST (288-299), tradicionalment 

atribuïda a que indiquen disfunció ventricular esquerra. Semblantment al cas de la 

insuficiència cardíaca, la determinació plasmàtica de NT-proBNP sembla tenir un valor 
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predictiu similar al del BNP en els pacients amb isquèmia cardíaca (300-302). Els 

valors elevats de BNP s’associen amb un augment de mortalitat inclús en pacients 

amb isquèmia miocardíaca sense insuficiència cardíaca. Malgrat tot, hi ha poca 

informació sobre si el valor pronòstic de les concentracions plasmàtiques de BNP es 

manté en els pacients amb SCA i LVEFp. Aquest aspecte s’avalua en la part 3 

d’aquesta tesi. 
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La hipòtesi principal dels estudis inclosos en aquesta memòria és que la hipòxia i la 

resposta inflamatòria presents en el miocardi isquèmic són inductors específics de 

remodelat ventricular i que la hipòxia activa la secreció compensatòria de factors 

cardioprotectors antifibrogèncis a través del factor de transcripció HIF-1.  

Per provar aquesta hipòtesi, s’han dut a terme tres estudis. A continuació es presenten 

les hipòtesis i objectius globals de cada un dels estudis inclosos en aquesta memòria.  

Estudi 1. Estudi dels mecanismes moleculars de remodelat ventricular: factors  

implicats en el recanvi de matriu extracel·lular en cardiomiòcits. 

Hipòtesi: els factors proinflamatoris i la reducció de la tensió d’oxigen són inductors 

específics de recanvi de matriu extracel·lular en els cardiomiòcits ventriculars humans. 

Objectius:  

- Identificació dels mecanismes moleculars pels quals la isquèmia miocardíaca 

promou fibrosi cardíaca i remodelat ventricular. 

- Identificació dels mecanismes moleculars que regulen la síntesis i secreció dels 

factors de creixement cardíacs antifibrogènics apelina i VEGF. 

Estudi 2. Efecte de la hipòxia sobre la secreció del pèptid natriurètic tipus B (BNP) en 

cardiomiòcits ventriculars humans. 

Hipòtesi: la reducció de la tensió d’oxigen estimula directament l’expressió gènica i la 

secreció de BNP en cardiomiòcits ventriculars humans en absència d’estímuls 

hemodinàmics o neurohormonals. 

Objectius: 

- Establir si la hipòxia és estímul suficient per la secreció de BNP en cardiomiòcits 

ventriculars humans.  

- Identificació dels mecanisme moleculars que regulen la secreció de BNP en 

condicions d’hipòxia en cardiomiòcits ventriculars humans. 
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Estudi 3. Estudi de la significació clínica de les concentracions plasmàtiques de BNP a 

l’ingrés en pacients amb síndrome coronària aguda (SCA). 

Hipòtesi: els pacients amb SCA i fracció d’ejecció conservada presenten 

concentracions plasmàtiques de BNP elevades, en relació al grau d’hipòxia cel·lular. 

Objectius: 

- Avaluar les concentracions plasmàtiques de BNP en pacients amb SCA. 

- Analitzar la informació clínica que proporciona la concentració plasmàtica de BNP 

en pacients amb SCA i LVEF preservada o reduïda. 
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A. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS (ESTUDIS I i II) 

Cultiu cel·lular.   

Les cèl·lules AC16 es van sembrar en plaques de sis pous (1x106 cèl·lules/pou) i es 

van fer créixer fins arribar a la confluència en medi Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM-F12), complementat amb sèrum boví fetal (12,5%), penicil·lina (50 U/ml) i 

estreptomicina (50 µg/ml). Després, el medi va canviar-se per DMEM-F12 lliure de 

sèrum durant 10 hores i, posteriorment, les cèl·lules es van incubar durant intervals de 

temps variables en DMEM-F12 en condicions normòxiques (21% O2, 5% CO2, 74%N2) 

o hipòxiques (5% O2, 5% CO2, 90% N2) en incubador CO2/O2 (Forma Scientific Series 

II, 3131, Marietta, OH). També es van realitzar cultius cel·lulars en presència de clorur 

de cobalt (CoCl2, estabilitzador de HIF-1α), rotenona (inhibidor de HIF-1), TNFα, IL1β o 

vehicle.  

La viabilitat cel·lular va determinar-se afegint 0,4 mg de MTT (Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide) a les cèl·lules i incubant-les a 37ºC durant 90 minuts. El medi va 

descartar-se i es van afegir 200 µl de N-propanol a cada pou. Després de 5-10 minuts 

de reacció, es van obtenir 50 µl de solució, es van transferir a una placa de 96 pous i 

es va mesurar la densitat òptica a 570 nm (SpectraMax 340, Molecular Devices, 

Sunnyvale, Ca). 

 

Estudi de l’efecte de la hipòxia i les citocines proinflamatòries en la producció 

cel·lular.  

Un cop completats els períodes d’incubació de cultiu cel·lular, es van obtenir mostres 

de medi  per mesurar la concentració de PIIINP, TIMP-1, HA, apelina, VEGF, BNP i 

ANP. Els medis es van centrifugar a 2000 rpm durant 10 minuts, es van decantar en 

tubs nous i es van desar a -20ºC o -80°C fins a la determinació. Prèviament a la 

determinació d’apelina, els medis (4 ml) van concentrar-se mitjançant filtres de 
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centrífuga Amicon Ultra (3-KDa, Millipore, Carrigtwohill, Ireland). La concentració de 

proteïna en el medi va determinar-se mitjançant l’assaig de Bradford (331).  

 

Anàlisi de l’expressió de l’ARNm dels components de matriu extracel·lular i 

factors de creixement.  

 L’ARN total cel·lular es va extreure mitjançant un kit comercial (RNeasy, Qiagen, 

Germany). Les mostres van ser tractades amb ADNasa (Ambion, Austin,TX) i la 

concentració d’ARN obtinguda va determinar-se per anàlisi espectrofotomètric (ND-

100 Spectrophotometer, Nanodrop Technology, USA). Va realitzar-se la 

retrotranscripció d’un microgram d’ARN (High-Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). L’amplificació dels gens estudiats va 

realitzar-se mitjançant PCR quantitativa (Light Cycler 480, Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN). Els encebadors (taula 3) i les sondes fluorescents usats per 

l’amplificació dels diferents gens van ser dissenyats amb software específic (Universal 

Probe Library Assay Design Center; Roche Applied Science, http://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp). La PCR quantitativa va realitzar-se per duplicat. En 

cada reacció de PCR, el volum total de reacció va ser de 20 μl, que inclouen ADNc 

diluït 1/16, encebadors (200 nM), sondes fluorescents (100 nM) i enzim polimerasa 

(FastStart TaqMan Probe Master, Diagnostics). La senyal fluorescent es va detectar 

durant 45 cicles (desnaturalització 10 segons a 95ºC, annealing 30 segons a 60ºC, 

extensió 30 segons a 72ºC). El gen GAPDH va ser usat com a gen de referència per la 

normalització. La quantificació relativa va realitzar-se usant el comparative threshold 

cycle (CT), que es relaciona inversament amb l’abundància d’ARNm de la mostra 

inicial.  

 

http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp
http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp
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Taula 3. Seqüència dels encebadors utilitats per a l’amplificació dels gens avaluats 

 

Gen Encebador esquerre Encebador dret 

BNP GATGGTGCAAGGGTCTGG CCTCTTAATGCCGCCTCA 

VEGF GCAGCTTGAGTTAAACGAACG GGTTCCCGAAACCCTGAG 

ANP GAGCGGACTGGGCTGTAAC GGAGCCTCTTGCAGTCTGTC 

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC CGCCCAATACGACCAAAT 

APELINA GCTCTGGCTCTCCTTGACC CCATTCCTTGACCCTCTGG 

COL1Α1 CCCTGGAAAGAATGGAGAT AATCCTCGAGCACCCTGA 

COL1Α2 CCAGCTGGTCCAAATGGT CACCAGGGAAACCAGTCATAC 

PDGFRΒ TTCCATGAGGATGCTGAGGT CAGGGTGGCTCTCACTTAGC 

TGFΒR-1 AGGCCAAATATCCCAAACA CCAACATTCTCTCATAATTTTAGCC 

MMP2 CCCAAAACGGACAAAGAGTT CTTCAGCACAAACAGGTTGC 

TIMP-1 GGGCTTCACCAAGACCTACA TGCAGGGGATGGATAAACAG 

TIMP-2 GAAGAGCCTGAACCACAGGT CGGGGAGGAGATGTAGCAC 

 

 

Determinació de l’activitat gelatinasa.   

L’activitat de les MMPs va ser analitzada mitjançant zimografia. Els medis de cultiu 

obtinguts de cèl·lules incubades en condicions de normòxia, hipòxia, vehicle o tractades 

amb IL1β van ser concentrats amb filtres de centrífuga Amicon Ultra (3-KDa, Millipore, 

Carrigtwohill, Ireland) i es va determinar la concentració proteica. Es va realitzar 

electroforesi dels medis concentrats (100 µg de proteïna) en gels d’acrilamida que 

contenien un 0,2% de gelatina. Després de l’electroforesi, els gels van rentar-se amb una 

solució aquosa de Tritó X-100 al 2,5% i posteriorment es van incubar durant 23 hores a 

37ºC en un tampó Tris-HCl (50 mM) que també contenia CaCl2 (5 mM), ZnCl2 (2 µM) i  

NaN3 (0,02%). Finalment, els gels van ser tenyits amb blau de Coomassie R250 (0,4%) i 

destenyits amb una solució 50% aigua, 10% àcid acètic i 40% metanol. Es va escanejar i 



Mètodes 

 44   

determinar la intensitat de les bandes proteolítiques de 62 kDa, corresponents a la forma 

activa de la MMP-2. 

 

Determinació de l’efecte de la hipòxia sobre l’activació de HIF-1 en les cèl·lules 

AC16.  

L’activitat intranuclear de HIF-1 va ser determinada en els extractes nuclears de les 

cèl·lules AC16 obtingudes després de l’exposició a hipòxia o normòxia. Els nuclis 

cel·lulars es van obtenir mitjançant un kit d’extracció nuclear (Active Motif, Carlsbad, CA). 

Les cèl·lules es van recollir i lisar i es va eliminar la fracció citosòlica. Els extractes 

nuclears van ser homogeneïtzats, recollits i va determinar-se la concentració proteica. 

L’activació de HIF-1 va determinar-se mesurant la capacitat d’unió dels extractes nuclears 

(6 μg) a una seqüència d’oligoniclueòtids d’un element de resposta a hipòxia (TransAM, 

Active Motif).  

Per avaluar l’efecte inhibidor sobre l’activació de HIF-1, les cèl·lules AC16 van exposar-se 

a rotenona (2,5 μM), durant 40 minuts i després a hipòxia (5% O2) o normòxia (21% O2) 

durant 24 hores. L’activitat de HIF-1 va determinar-se en els nuclis cel·lulars i es va 

recollir el medi per a la determinació de les concentracions de PIIINP, TIMP-1, HA, 

Apelina,  VEGF, ANP i BNP. 

 

Determinacions i anàlisi estadística.  

Les concentracions de PIIINP, TIMP-1, HA i BNP es van mesurar mitjançant 

immunoassaigs de quimioluminescència (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, 

NY). La concentració d’apelina i VEGF es va determinar per enziminmunoassaig (Apelin-

12 microplate ELISA assay kit, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA i VEGF 

Quantikine, Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, MN). L’ANP va ser prèviament 

extret de les mostres de medi mitjançant extracció en fase sòlida amb columnes Sep 

Pack C-18 (Waters Associates, Milford, MA) i determinat per radioinmunoassaig (Euro-

Diagnostica, Arnhem, The Netherlands).  
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Les dades experimentals es presenten com a mitjana ± error estàndard. Les 

comparacions entre les condicions de normòxia i hipòxia i entre cèl·lules tractades i 

vehicle van realitzar-se amb la prova estadística d’anàlisi de la variança i post hoc 

Bonferroni t-test o la prova t de Student. La prova t de Student va usar-se per avaluar 

l’efecte de la rotenona i CoCl2 sobre la producció dels diferents factors per part de les 

cèl·lules AC16. Es van considerar diferències significatives els valors de p<0,05.  

 

B. PACIENTS i MÈTODES (ESTUDI III) 

Població d'estudi 

Van ser inclosos en l’estudi un total de 1806 pacients ingressats de forma consecutiva 

amb SCA dins de les primeres 24 hores posteriors a l'inici dels símptomes. El diagnòstic 

d'IAM es va basar en els criteris de la definició universal d'infart de miocardi (13). Tots els 

pacients van ser sotmesos a una exploració física i una entrevista clínica sistematitzades 

per recollir detalls dels símptomes, antecedents patològics, tractaments previs i 

intercurrents i possibles desencadenants de la SCA. Es van realitzar electrocardiogrames 

seriats a tots els pacients. Dins les primeres 48 hores posteriors a l'ingrés es va realitzar 

un estudi ecocardiogràfic estandarditzat amb càlcul de LVEF per mètode de Simpson 

biplanar seguint les recomanacions de l'American Society of Echocardiography (332). Els 

pacients es van classificar segons el valor de la LVEF en dos grups: pacients amb LVEF 

preservada (pLVEF: LVEF≥55%) i pacients amb LVEF reduïda (rLVEF: LVEF<55%). El 

diagnòstic d’insuficiència cardíaca es va basar en els criteris de l'European Society of 

Cardiology (260). En els pacients sotmesos a coronariografia es van recollir dades sobre 

el nombre de vasos coronaris afectats, la realització d’intervenció coronària percutània i el 

seu resultat. Es va recollir sang venosa de tots els pacients per a les determinacions de 

laboratori, incloent, a més dels paràmetres habituals, les concentracions plasmàtiques de 

troponina cardíaca I (TnI), proteïna C-reactiva ultrasensible (PCRus) i BNP. En l’estudi es 

van incloure també 78 pacients control amb dolor toràcic d’origen no isquèmic als quals 
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es va mesurar la concentració plasmàtica de BNP. L’obtenció i utilització de les dades 

clíniques així com de les mostres biològiques es va realitzar previ consentiment informat 

per escrit dels pacients. El Comitè d'Ètica per a la Investigació Clínica de la institució va 

aprovar l’estudi, que es va realitzar d’acord amb la declaració de Hèlsinki. 

Paràmetres de laboratori. 

Per l’anàlisi de BNP es van obtenir mostres sanguínies per punció venosa de tots els 

pacients dins de les 48 hores següents a l’episodi de SCA. Les mostres sanguínies van 

ser recollides en tubs amb EDTA com anticoagulant i mantingudes en gel fins a la seva 

centrifugació (3000 rpm, 15 min a 4 °C). El plasma va ser desat a una temperatura de -

80°C fins a la seva determinació mitjançant un immunoassaig de quimioluminiscència en 

l’autoanalitzador ADVIA Centaur (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). 

La variabilitat del mètode va ser avaluada. La variabilitat intra-assaig (n=10) del mètode 

va ser de 2,3%, 1,3% i 2,7% a concentracions de BNP de 47 pg/ml, 468 pg/ml i 1810 

pg/ml, respectivament. La variabilitat inter-assaig (n=10) va ser de 5,0%, 2,8% i 2,0% a 

les mateixes concentracions de BNP. 

La concentració plasmàtica de TnI va ser determinada mitjançant un immunoassaig de 

quimioluminescència en l’autoanalitzador ADVIA Centaur CP (Siemens Healthcare 

Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). Els altres paràmetres de laboratori estudiats van ser 

determinats mitjançant mètodes estàndard en autoanalitzadors ADVIA 2400 i ADVIA 120 

(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). La taxa de filtració glomerular va 

estimar-se amb la fórmula MDRD (333). 

Seguiment, esdeveniments clínics i anàlisi estadística. 

L’objectiu principal de l’estudi de seguiment va ser el compost de mortalitat de qualsevol 

causa i presentació de nous episodis de SCA. La mitjana de seguiment va ser de 394 

dies. Es va realitzar un seguiment mitjançant contacte telefònic de tots els pacients. Per 

l’anàlisi estadística dels resultats es va utilitzar les proves t de Student, chi-quadrat i 
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regressió lineal. L’associació entre les concentracions de BNP i l’aparició 

d’esdeveniments adversos es va estudiar mitjançant la prova de t de Student per a 

mostres independents, i l’anàlisi de la corba característica d’operació del receptor (ROC). 

Les diferències van ser considerades significatives per a un valor de p <0,05. Les dades 

demogràfiques s’expressen com mitjanes o percentatges, mentre que la resta de 

paràmetres s’expressen com a mitjana ± error mig. 
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PART I. ESTUDI DELS MECANISMES MOLECULARS DE REMODELAT 
VENTRICULAR: FACTORS IMPLICATS EN EL RECANVI DE MATRIU 
EXTRACEL·LULAR EN CARDIOMIÒCITS. 

 
1. La hipòxia activa la producció de PIIINP, Apelina i VEGF i disminueix 

l’expressió de TIMP-1 en cardiomiòcits ventriculars humans. 

 Per investigar si la tensió reduïda d’oxigen constitueix un estímul específic de la 

secreció de components de recanvi de matriu extracel·lular i factors de creixement en 

els cardiomiòcits ventriculars humans adults, van incubar-se cèl·lules AC16 en 

condicions de normòxia o d’hipòxia durant diferents períodes de temps i es va 

determinar la concentració de PIIINP, TIMP-1, HA, apelina i VEGF en el medi de cultiu. 

No van observar-se diferències en la viabilitat cel·lular, determinada per l’assaig MTT 

entre les cèl·lules incubades en condicions normòxiques i hipòxiques. Les cèl·lules 

AC16 van augmentar progressivament la secreció de PIIINP, TIMP-1 i HA durant les 

48 hores d’incubació. A més, la secreció de PIIINP va ser significativament superior a 

les 24 i 48 hores d’exposició a hipòxia (figura 1A). En concret, la concentració de 

PIIINP va ser de 2 a 3 vegades superior en el medi de les cèl·lules hipòxiques que en 

el de les cèl·lules normòxiques. Pel contrari, la secreció de TIMP-1 va ser 

significativament inferior a les 48 hores d’exposició a hipòxia (figura 1B). La secreció 

d’HA no va mostrat cap modificació provocada per la exposició a hipòxia. La secreció 

d’apelina va ser significativament superior a les 24 i 48 hores d’exposició a hipòxia 

(figura 1C). La inducció d’apelina per la hipòxia es va veure acompanyada per un 

increment paral·lel del VEGF, factor conegut de resposta a hipòxia (figura 1D).  
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2. La hipòxia inhibeix l’expressió gènica dels TIMPs i activa la d’apelina i VEGF 

en cardiomiòcits ventriculars humans.  

L’efecte de la hipòxia sobre el remodelat cardíac i els factors de creixement va avaluar-

se també a nivell de l’ARNm. Va mesurar-se l’expressió gènica de TIMP-1, TIMP-2, 

apelina, VEGF, PDGFRβ, TGFβR1, MMP2, Col1α1 i Col1α2. El gen GAPDH va 

utilitzar-se com a control endogen i no van observar-se diferències en la seva 

expressió en funció de l’exposició a hipòxia o normòxia. L’anàlisi per PCR en temps 

real indica que l’exposició a hipòxia disminueix l’ARNm de TIMP-1 i TIMP-2 i augmenta 

el d’apelina i VEGF (taula 1). S’observa una tendència a una menor expressió de 

PDGFRβ i TGFβR1 en les cèl·lules exposades a un 5% d’O2, tot i que les diferències 

no són estadísticament significatives. Tampoc s’observen diferències significatives en 

l’expressió gènica de MMP2, Col1α1 i Col1α2 entre les cèl·lules cultivades en 

condicions normòxiques o hipòxiques (taula 1).  

Figura 1. Producció del propèptid aminoterminal del procol·lagen tipus III (PIIINP) (A), inhibidor 
tissular de metal·loproteïnases tipus 1 (TIMP-1) (B), apelina (C) i factor de creixement 
endotelial vascular (VEGF) (D) després de 24 i 48 hores d’incubació en condicions 
normòxiques (21% O2) o hipòxiques (5% O2). p<0,05 o p<0,01 vs condicions normòxiques 
(prova  t de Student); n=6 mesures idenpendents. 
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Taula 1. Expressió gènica de l’inhibidor tissular de metal·loproteïnases tipus 1 (TIMP-1) i TIMP-
2, apelina, factor de creixement endotelial vascular (VEGF), receptor beta del factor de 
creixement derivat de plaquetes (PDGFRβ), receptor 1 del factor de creixement transformant 
beta (TGFβR1), metal·loproteïnasa 2 (MMP2), col·lagen-Iα1 (Col1α1) i col·lagen-Iα2 (Col1α2) 
determinada en les cèl·lules AC16 cultivades en condicions normòxiques (21% O2) o 
hipòxiques (5% O2).

 Els resultats s’expressen com a mitjana±error estàndard (prova  t de 
Student). 
 
 

Gens  
(Fold Change) 

Normòxia  
(21% O2) 

Hipòxia  
(5% O2) 

Significació 

TIMP-1 1,04±0,19 0,48±0,06 p<0,05 
TIMP-2 1,01±0,11 0,51±0,13 p<0,05 
Apelina 1,01±0,29 4,36±0,69 p<0,005 
VEGF 1,17±0,19 4,66±0,73 p<0,01 
PDGFRβ 1,06±0,26 0,66±0,24 0,32 
TGFβR1 1,05±0,23 0,65±0,21 0,27 
MMP2 1,01±0,12 0,96±0,12 0,76 
Col1α1 0,93±0,24 1,00±0,14 0,83 
Col1α2 1,17±0,46 0,92±0,48 0,72 

 

 

 

3. HIF-1 regula la secreció d’apelina i de VEGF però no dels components de 

recanvi de matriu extracel·lular en cardiomiòcits ventriculars humans.  

Seguidament es va avaluar si HIF-1 mediava els canvis observats en els components 

de recanvi de matriu extracel·lular durant l’exposició a hipòxia. Les concentracions de 

PIIINP i TIMP-1 en el medi de cultiu no es van veure modificades en els experiments 

realitzats en presència o absència de CoCl2 (estabilitzador de HIF-1). A més, 

l’incubació amb rotenona (inhibidor de HIF-1) tampoc va modificar l’efecte de la hipòxia 

sobre la secreció de PIIINP i TIMP-1 en els cardiomiòcits. En contraposició a l’efecte 

observat en els components de recanvi de matriu extracel·lular, sí va observar-se una 

implicació de HIF-1 en la inducció de la secreció d’apelina i VEGF per la hipòxia en els 

cardiomiòcits. Les anàlisis de PCR en temps real van mostrar que l’exposició a CoCl2 

té un efecte semblant a la hipòxia sobre l’expressió d’apelina i VEGF en cardiomiòcits 

humans (figura 2). L’efecte regulador directe de HIF-1 va confirmar-se en determinar 
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que la rotenona evita la secreció dels factors de creixement induïda per la hipòxia en 

els cardiomiòcits. Les cèl·lules hipòxiques tractades amb rotenona no mostraren una 

activació de HIF-1 en comparació amb les cèl·lules incubades en condicions de 

normòxia, indicant que la rotenona inhibeix l’activació de HIF-1 en les cèl·lules 

hipòxiques. A més, la rotenona va prevenir l’augment de la secreció d’apelina induïda 

per la hipòxia (777±146 vs 371±59 pg/mg proteïna; p<0.01), així como de VEGF 

(1922±129 vs 223±22 pg/ml; p<0,01), en el medi de cultiu cel·lular de les cèl·lules 

AC16, indicant que el mecanisme d’estimulació per la hipòxia de la secreció d’apelina i 

VEGF ve determinat per l’activació de HIF-1. 

 

 

4. La IL1β, però no TNFα, activa els components de recanvi de matriu 

extracel·lular en cardiomiòcits ventriculars humans. 

Per investigar si les citocines proinflamatòries poden ser estímuls específics per a la 

secreció de components de recanvi de matriu extracel·lular, es van incubar 

cardiomiòcits amb TNFα (20 ng/ml), IL1β (20 ng/ml) o vehicle durant 24 hores i es van 

mesurar les concentracions en el medi de cultiu de PIIINP, TIMP-1 i HA. L’estimulació 

amb IL1β va provocar un augment significatiu de PIIINP, TIMP-1 i HA (figura 3). Les 

Figura 2. Expressió gènica d’apelina i VEGF en les cèl·lules AC16. Les cèl·lules van exposar-se a 
vehicle o CoCl2 durant 6 hores. Es va obtenir l’ARN total i es va analitzar l’exprssió d’ARNm mitjançant 
PCR a temps real. Els resultats s’expressen com a mitjana±error estàndard. p<0,01 vs vehicle (prova  
t de Student); n=4 mesures independents. 
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concentracions de PIIINP i HA en els medis de cultiu de les cèl·lules estimulades amb 

IL1β van ser, respectivament, més de dues i quatre vegades superiors que en els 

medis de les cèl·lules tractades amb vehicle. Pel contrari, l’estimulació amb TNFα no 

va modificar el patró de secreció dels components de recanvi de matriu extracel·lular 

en els cardiomiòcits. 

 

 

5. TNFα, però no IL1β, augmenta la síntesi i secreció d’apelina en cardiomiòcits 

ventriculars humans.  

Per investigar si les citocines proinflamatòries poden ser estímuls específics per a la 

secreció de factors de creixement cardíacs, van incubar-se cardiomiòcits amb TNFα 

(20 ng/ml), IL1β (20 ng/ml) o vehicle durant 24 hores i van mesurar-se les 

concentracions d’apelina i VEGF en el medi de cultiu. L’estimulació dels cardiomiòcits 

amb TNFα va provocar un increment significatiu d’aproximadament dues vegades en 

la secreció d’apelina i VEGF (figura 4). La incubació de les cèl·lules AC16 amb IL1β no 

va produir canvis significatius en la producció d’apelina (307±43 vs 297±38 pg/mg 

proteïna), però va augmentar  la secreció de VEGF (436±46 vs 2728±75 pg/ml; 

p<0,01).  

A nivell de l’expressió gènica, va observar-se un comportament similar al de la 

secreció proteïca d’Apelina i VEGF en resposta a l’estimulació amb TNFα o IL1β. A les 

Figura 3. Producció del propèptid aminoterminal del procol·lagen tipus III (PIIINP), inhibidor tissular de 
metal·loproteïnases tipus 1 (TIMP-1) i àcid hialurònic en les cèl·lules AC16 exposades a IL1β (20 
ng/ml) o vehicle durant 24 hores. Els resultats s’expressen com a mitjana±error estàndard. p<0,05 o 
p<0,01 vs vehicle (prova  t de Student); n=6 mesures independents. 
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3 hores d’incubació, el TNFα va induir un augment de 1,5 cops l’ARNm d’apelina i 

VEGF (figura 4). A més, la IL1β va induir 1,6 cops l’ARNm de VEGF però no va 

modificar l’expressió de apelina. 

 

 

 

6. La IL1β augmenta l’activitat gelatinolítica en els cardiomiòcits ventriculars 

humans.  

La zimografia dels medis de les cèl·lules AC16 va demostrar la presència d’activitat 

MMP. L’activitat gelatinolítica va concentrar-se en l’àrea corresponent al rang de pes 

molecular de 62 kDa, suggestiu de la forma activa de la MMP-2. Els medis de les 

cèl·lules incubades amb IL1β van mostrar una activitat proteolítica augmentada en 

comparació amb les cèl·lules incubades amb vehicle (1,04±0,04 vs 2,04±0,11 unitats 

Figura 4.  Efecte del TNFα (20 ng/ml) sobre l’expressió d’apelina i el factor de creixement endotelial 
vascular (VEGF) en les cèl·lules AC16. Les cèl·lules es van estimular amb TNFα durant 24 o 3 hores 
per a la determinació de la proteïna o l’expressió gènica respectivament. Es van recollir els medis de 
cultiu i els extractes cel·lulars per mesurar la concentració proteica i l’abundància d’ARNm d’apelina i 
VEGF. Els resultats s’expressen com a mitjana ± error estàndard. p<0,01 vs vehicle (prova  t de 
Student); n=4 mesures independents. 
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arbitraries densitomètriques, p<0,05). En canvi, l’activitat proteolítica dels medis 

cel·lulars incubats en condicions d’hipòxia no va estar significativament augmentada 

en comparació amb la de les cèl·lules incubades en condicions normòxiques. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecte de la hipòxia i la IL1β sobre l’activitat MMP en els medis de cultiu de les cèl·lules 
AC16 cells (100 μg de proteïna per carril). Zimografia que mostra l’efecte sobre l’activitat MMP en els 
medis induïda per l’exposició a hipòxia (5%O2) o tractament amb IL1β (20 ng/ml) de les cèl·lules 
AC16. MW: Pes molecular. Els resultats s’expressen com a mitjana ± error estàndard.  p<0,01 vs 
vehicle (prova  t de Student); n=3 mesures independents. 
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PART II: EFECTE DE LA HIPÒXIA SOBRE LA SECRECIÓ DEL PÈPTID 

NATRIURÈTIC TIPUS B (BNP) EN CARDIOMIÒCITS VENTRICULARS HUMANS. 

 

1. La hipòxia augmenta la producció de BNP i VEGF en cardiomiòcits 

ventriculars humans.                

Per investigar si la tensió reduïda d’oxigen constitueix un estímul específic per a la 

secreció de BNP, els cardiomiòcits ventriculars humans van ser incubats en condicions 

hipòxiques (5% O2) durant intervals de temps creixents. La concentració de BNP, ANP 

i VEGF va determinar-se en el medi de cultiu cel·lular al final de cada període 

d’incubació. Els cardiomiòcits ventriculars van augmentar de forma temps dependent 

la secreció de BNP durant les 48 hores d’incubació. A més, la secreció de BNP per 

part les cèl·lules incubades en condicions hipòxiques durant 12, 24 i 48 hores va ser 

significativament superior en comparació amb la de les cèl·lules incubades en 

condicions normòxiques durant els mateixos intervals de temps (figura 1A). En concret, 

les concentracions de BNP en el medi de les cèl·lules incubades en condicions 

hipòxiques van ser de dos a tres vegades majors que les incubades en condicions 

normòxiques. En canvi, la secreció d’ANP va ser molt reduïda i no es va veure 

modificada per l’exposició a hipòxia (figura 1A). La inducció hipòxica de la secreció de 

BNP es va veure acompanyada d’un comportament similar del VEGF, factor conegut 

de resposta a hipòxia (figura 1B). Així, la cinètica de producció de VEGF també va 

diferir significativament entre les cèl·lules incubades en condicions normòxiques o 

hipòxiques. Les concentracions de VEGF en el medi de les cèl·lules cultivades a 5% 

O2 van ser de 1,5 a 2,5 vegades majors que en el medi cèl·lules cultivades a 21% O2. 

L’estudi de viabilitat cel·lular mitjançant assaig MTT no va mostrar diferències entre els 

cardiomiòcits incubats en hipòxia o normòxia. La viabilitat cel·lular després de la    

incubació durant 48 hores en condicions d’hipòxia o normòxia va ser respectivament 

del 101± 6% i 101 ± 3%. 
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2. La hipòxia augmenta l’expressió gènica de BNP i VEGF en cardiomiòcits 

ventriculars humans.  

Per determinar si l’augment de la secreció de BNP durant l’exposició a hipòxia dels 

cardiomiòcits ventriculars s’acompanya d’una inducció de l’expressió gènica de BNP, 

van obtenir-se cèl·lules incubades en condicions normòxiques o hipòxiques per a la 

determinació de l’ARNm del BNP. GAPDH va ser el gen utilitzat com a control 

endogen. No van observar-se diferències significatives en l’ARNm del GAPDH en els 

diferents períodes experimentals en els que les cèl·lules van ser incubades en 

condicions de normòxia o hipòxia. 

Figura 1. Cinètica de producció dels pèptids natriurètics (A) i VEGF (B) en les cèl·lules AC16 en 
condicions normòxiques (21% O2) o hipòxiques (5% O2). ap<0,001 i bp<0,005 vs valors basals 
(ANOVA i Bonferroni test). #p<0,001, ##p<0,005, i ###p<0,01 vs condicions normòxiques en els 
mateixos períodes de temps (prova  t de Student); n= 8 mesures independents de pèptid natriurètic 
tipus B (BNP) i pèptid natriurètic auricular (ANP); n= 6 mesures independents de VEGF. 
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L’anàlisi per PCR en temps real mostra que l’exposició a hipòxia va comportar un 

increment de 2,8 vegades els nivells d’ARNm del BNP a les 6 hores d’incubació. 

L’augment de l‘ARNm del BNP en condicions hipòxiques manté la significació 

estadística a les 12 hores d’incubació (figura 2). A les 24 hores, tot i que no 

estadísticament significatiu, també existeix una tendència a presentar nivells majors de 

l’ARNm del BNP en hipòxia. Un patró d’expressió similar va observar-se quan es va 

analitzar l’expressió gènica del VEGF. Els cardiomiòcits incubats en condicions 

d’hipòxia van presentar un increment de 4 vegades en els nivells d’ARNm del VEGF a 

les 6 hores d’incubació. A les 12 i 24 hores d’exposició a hipòxia, però, els nivells 

d’ARNm del VEGF  van ser semblants als observats en condicions de normòxia (figura 

2). No van observar-se diferències en l’expressió gènica d’ANP entre les cèl·lules 

cultivades en normòxia o hipòxia en cap dels períodes de temps avaluats. 

 

Figura 2. Expressió gènica de BNP (part superior) i VEGF (part inferior) en les cèl·lules AC16 
determinada per PCR a temps real després de la incubació en condicions normòxiques (21% O2) o 
hipòxiques (5% O2). Els resultats s’expressen com a mitjana±error estàndard. p<0,05 vs condicions 
normòxiques en el mateix període de temps (prova  t de Student); n= 8 mesures independents. 
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3. La hipòxia indueix l’activació de HIF-1 en cardiomiòcits ventriculars humans.  

L’activitat de HIF-1 en condicions d’hipòxia o normòxia va determinar-se mitjançant la 

capacitat d’unió de HIF-1 a una seqüència específica d’oligonucleòtids d’un element de 

resposta a hipòxia. Després de la incubació durant 1, 3 i 6 hores, les cèl·lules 

exposades a hipòxia van mostrar una activació de HIF-1, respectivament,  2,0 , 2,4, i 

3,0 superior que les cèl·lules incubades en normòxia (figura 3). 

Les cèl·lules tractades amb rotenona i incubades en hipòxia no van mostrar un 

increment en l’activitat de HIF-1 en comparació amb les cèl·lules incubades en 

normòxia (figura 3), indicant que la rotenona inhibeix l’activació de HIF-1 en les 

cèl·lules hipòxiques. 

 

 

 

 

Figura 3. Efecte de la hipòxia sobre l’activitat del factor induïble per hipòxia 1 (HIF-1) en les cèl·lules 
AC16. Les cèl·lules van incubar-se durant intevals de temps variables en condicions de normòxia 
(21% O2) o hipòxia (5% O2) en presència o absència de rotenona (2,5 µM). Les cèl·lules van ser 
exposades a rotenona 40 minuts avans de l’exposició a hipòxia i mantingudes en aquesta condició. 
Desprès de la incubació, les cèl·lules van ser lisades i es va mesurar la capacitat d’unió de l’ADN dels 
extractes nuclears a una sonda que contenia la seqüència d’un element de resposta a hipòxia. La 
presència del factor de transcripció unit a l’ADN es va detectar seguidament mitjançant anticossos 
anti-HIF-1 i es va revelar per colorimetria; n=8 mesures independents. 
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4. La inhibició de HIF-1 disminueix la producció de BNP i VEGF induïda per la 

hipòxia en cardiomiòcits ventriculars humans. 

Per demostrar que HIF-1 està directament implicat en l’activació de la producció de 

BNP en condicions d’hipòxia, va determinar-se si la inhibició de HIF-1 amb rotenona 

evita la secreció de BNP induïda per la hipòxia en els cardiomiòcits ventriculars. Els 

resultats mostren que la hipòxia provoca un augment de la concentració de BNP en el 

medi de cultiu, però aquest efecte no s’observa en els cardiomiòcits incubats en 

presència de rotenona (figura 4). L’efecte inhibidor de rotenona en la secreció de BNP 

va ser similar a l’observat en la producció de VEGF (figura 4). En conjunt, els resultats 

indiquen que el mecanisme de la secreció del BNP induïda per la hipòxia ve 

determinat per l’activació del factor de transcripció HIF-1. 

Figura 4. Producció de BNP (part superior) i VEGF (part inferior) després de 24 hores d’exposició a 
normòxia (21% O2), hipòxia (5% O2), i exposició a hipòxia i normòxia amb l’inhibidor de l’activació de 
HIF-1 rotenona (2,5 µM). Les cèl·lules van ser exposades a rotenona 40 minuts avans de l’exposició a 
hipòxia o normòxia i mantingudes en aquesta condició. p<0,05 vs 5% O2; n=8 mesures independents.  
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PART III. ESTUDI DE LA SIGNIFICACIÓ CLÍNICA DE LES CONCENTRACIONS 

PLASMÀTIQUES DE BNP EN PACIENTS AMB SÍNDROME CORONÀRIA AGUDA. 

1. Característiques de la població estudiada. 

Es van incloure a l’estudi un total de 1806 pacients amb SCA. El 73% dels pacients 

van ser homes i l’edat mitjana dels pacients va ser de 67,9±17,7 anys. El 84% dels 

pacients van ser classificats com a classe funcional Killip 1. El diagnòstic va ser d’IAM 

amb elevació del segment ST (STEMI) en el 29,7 % de dels casos, IAM sense elevació 

del ST (NSTMEI) en el 44,4% i angina inestable en el 25,9%. Va realitzar-se una 

angiografia coronària en el 84% dels pacients, una intervenció coronària percutània en 

el 41,1% i un bypass coronari en el 3,8%. Els pacients van ser dividits en dos grups en 

funció de si presentaven una LVEF preservada (LVEFp; LVEF≥55%) o reduïda 

(LVEFr; LVEF<55%). Es va obtenir informació de la LVEF de 1698 pacients: 744 

(43,8%) tenien  LVEFp i 954 (56,2%) tenien LVEFr. En les taules 1 i 2 es mostren les 

característiques demogràfiques, els factors de risc cardiovascular, la LVEF i les 

característiques clíniques, angiogràfiques i bioquímiques dels pacients estudiats. Els 

pacients amb LVEFp i LVEFr tenien una edat semblant però la proporció d’homes va 

ser major en el grup de LVEFr. La LVEF mitjana de tots els pacients vas ser del 

48,7±12,5%. La LVEF mitjana dels pacients LVEFp i LVEFr va ser del 60,0±4,7% i 

39,8±8,9% respectivament. El percentatge de pacients amb hipertensió arterial, 

dislipèmia, diabetis mellitus i tabaquisme va ser semblant entre el grup de LVEFp i 

LVEFr. Els pacients amb LVEFr van presentar un major grau en la classificació Killip, 

un major nombre de vasos afectats, un menor nombre d’angiografies coronàries i 

d’intervencions coronàries percutànies, i un major nombre de STEMI. Els pacients amb 

LVEFr presentaren majors concentracions circulants de TnI, CK-MB, HbA1C, PCRus i 

BNP, així com pitjor funció renal.  
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Taula 1. Característiques demogràfiques i factors de risc cardiovascular dels pacients 

estudiats. 

 

 Tots els 
pacients 
n=1806 

Pacients amb 
LVEF ≥55% 

n=744 

Pacients amb 
LVEF <55% 

n=954 

 

p 

Homes 1312 (72,6%) 508 (68,3%) 737 (77,3%) <0,001 

Edat en anys 67,9 (12,7) 67,0 (12,1) 68,0 (13,1) ns 

Hipertensió arterial 1355 (75,0%) 547 (73,5%) 725 (76,0%) ns 

Dislipèmia 1033 (57,2%) 434 (58,3%) 538 (56,4%) ns 

Diabetes mellitus 618 (34,2%) 244 (32,8%) 337 (35,3%) ns 

Fumador actiu 549 (30,4%) 231 (31,0%) 285 (29,9%) ns 

 

LVEF: Fracció d’ejecció venticular esquerra. ns:  significatiu. Els valors d’edat es 
presenten com a mitjana (desviació estàndard). La resta de resultats es presenten com 
a nombre absolut de pacients (percentatge sobre el grup). 
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Taula 2. Característiques clíniques, angiogràfiques i bioquímiques dels pacients estudiats. 
 

 Tots els 
pacients 
n=1806 

Pacients amb 
LVEF≥55% 

n=744 

Pacients amb 
LVEF<55% 

n=954 

 

p 

Classificació killip     

 I 1510 (83,6%) 705 (94,8%) 727 (76,2%) 

<0,001 
 II 154 (8,5%) 28 (3,8%) 120 (12,6%) 

 III 79 (4,4%) 9 (1,2%) 59 (6,2%) 

 IV 63 (3,5%) 2 (0,3%) 48 (5,0%) 

Diagnòstic     

 STEMI 537 (29,7%) 125 (16,8%) 384 (40,3%) 

<0,001  NSTEMI 802 (44.4%) 338 (45.4%) 417 (43.7%) 

 Angina inestable 467 (25.9%) 281 (37.8%) 153 (16.0%) 

Angiografia coronària 1522 (84,3%) 658 (88,4%) 809 (84,8%) 0,028 

PCI 742 (41,1%) 364 (48,9%) 351 (36,8%) <0,001 

CABG 68 (3,8%) 25 (3,4%) 38 (4,0%) ns 

CAD (nº vasos afectats) 1,47 (0,89) 1,32 (0,89) 1,59 (0,87) <0,001 

CK-MB màxima (IU/l) 71,8 (113,3) 42,0 (81,6) 93,5 (127,5) <0,001 

TnI màxima (ng/ml) 43,9 (119,7) 12,1 (46,5) 67,6 (148,3) <0,001 

Glucosa a l’ingrés (mg/dl) 162,1 (78,7) 148,2 (68,8) 172,8 (84,0) <0,001 

Glucosa en dejú (mg/dl) 123,6 (49,3) 116,5 (42,7) 128,3 (52,1) <0,001 

MDRD (ml/min/1,73 m2) 81,4 (31,7) 86,2 (32,2) 79,1 (30,8) <0,001 

MDRD<30 (ml/min/1,73 m2) 46 (2,5) 16 (2,2) 24 (2,5) ns 

HbA1c (%) 5,73 (1,52) 5,64 (1,46) 5,83 (1,59) 0,022 

PCRus (mg/dl) 2,85 (4,16) 1,92 (2,82) 3,50 (4,77) <0,001 

BNP (pg/ml) 221,6 (352,8) 97,2 (121,8) 310,9 (432,9) <0,001 

BNP>150 pg/ml 397 (22,0) 83 (11,2) 295 (30,9) <0,001 

 
LVEF: fracció d’ejecció ventricular esquerra. STEMI: infart de miocardi amb elevació 
del segment ST. NSTEMI: infart de miocardi sense elevació del segment ST. PCI: 
intervenció coronària percutània. CABG: cirurgia de revascularització coronària. CAD: 
malaltia arterial coronària. CK-MB: fracció MB de la creatin kinasa. TnI: troponina I. 
MDRD: Modification of Diet in Renal Disease. HbA1c: hemoglobina A1C. PCRus: 
proteïna C reactiva ultrasensible. BNP: pèptid natriurètic tipus B. Els resultats de 
classe killip, diagnòstic, angiografia coronària, PCI i CABG es presenten com a nombre 
absolut de pacients (percentatge sobre el grup). La resta de resultats es presenten 
com a mitjana (desviació estàndard) 
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2. Les concentracions plasmàtiques de BNP es troben elevades en pacients amb 

SCA i LVEFp. 

D’acord amb el major grau de disfunció ventricular esquerra, les concentracions 

plasmàtiques de BNP van ser superiors en els pacients amb LVEFr en comparació 

amb els pacients amb LVEFp (310,9±432,9 vs 97,2±121,8 pg/ml; p<0,01). Les 

concentracions plasmàtiques de BNP en els pacients amb LVEFp, però, van ser 

superiors a les d’un grup control amb dolor toràcic de causa no isquèmica i LVEF 

semblant (97,2±121,8 pg/ml vs 60,0±12,0 pg/ml; p<0,0001), (figura 1). Un 11,2% dels 

pacients amb SCA i LVEFp va presentar concentracions plasmàtiques de BNP per 

sobre de 150 pg/ml. 

 

 

 

 

Figura 1. Concentracions plasmàtiques de BNP en pacients amb dolor toràcic no isquèmic (No SCA), 
pacients amb SCA i FE≥55, i pacients amb SCA i FE<55. ap<0,0001 vs No SCA, b p<0,0001 vs FE≥55. 
Prova estadística t-Student. Valors expressats com a mitjana ± error estàndard. 
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3. Les concentracions plasmàtiques de BNP a l’ingrés tenen valor pronòstic en 

pacients amb SCA i LVEFp. 

En la taula 3 es mostren els esdeveniments adversos durant el seguiment. El temps de 

seguiment mig va ser d’aproximadament 13 mesos (393,7 dies), durant el qual el 9,1% 

de tots els pacients presentaren esdeveniments adversos. L’aparició d’un nou SCA i/o 

mortalitat va ser més freqüent en el grup amb LVEFr que en el grup amb LVEFp 

(10,0% vs 7,9%). Aquesta diferència està relacionada principalment amb la mortalitat, 

que va ser del 5,3% en el grup amb LVEFr i del 2,8% en el grup amb LVEFp 

(p<0,003). En canvi, l’aparició d’un nou SCA va ser del 7,0% en els pacients amb 

LVEFp i del 8,0% en els pacients amb LVEFr, diferències que no van ser 

estadísticament significatives. La figura 2 mostra les corbes Kaplan-Meier de 

supervivència lliure de mort i/o de presentació de nous episodis de SCA en funció de 

les concentracions plasmàtiques de BNP a l’ingrés. Els pacients amb BNP>150 pg/ml 

presentaren una probabilitat significativament augmentada de presentar mort i/o nou 

SCA durant el seguiment (p=0,008).  

Es van seleccionar les variables que presentaren diferències significatives entre el 

grup de pacients amb LVEFp i LVEFr en l’anàlisi univariat (taules 1 i 2) per la 

construcció d’un model multivariat que permetés identificar factors predictius 

independents d’esdeveniments adversos durant el seguiment. En l’anàlisi de regressió 

logística, només les concentracions de BNP a l’ingrés van estar associades de forma 

independent amb l’aparició d’esdeveniments adversos. El valor independent de BNP 

com a factor predictiu d’esdeveniments adversos es va mantenir després de 

l’ajustament per edat, sexe, classe Killip, concentració plasmàtica de TnI, concentració 

plasmàtica de glucosa a l’ingrés, funció renal i, també, per LVEF.  
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Taula 3. Esdeveniments adversos durant el seguiment. 

 Tots els 

pacients 

n=1806 

Pacients amb 

LVEF≥55% 

n=744 

Pacients amb 

LVEF<55% 

n=954 

 

p 

Endpoint primari 164 (9.1) 59 (7.9) 95 (10.0) 0.052 

Nova SCA 136 (7.5) 52 (7.0) 76 (8.0) ns 

Mortalitat 78 (4.3) 21 (2.8) 51 (5.3) 0.003 

Seguiment (dies) 393.7 (210.4) 402.9 (213.7) 389.3 (209.1) ns 

 
LVEF: fracció d’ejecció ventricular esquerra. SCA: síndrome coronària aguda. ns: no 
significatiu. Els resultats d’endpoint primari, nou ACS i mortalitat es presenten com a 
nombre absolut de pacients (percentatge sobre el grup). Els resultats de seguiment es 
presenten com a mitjana (desviació estàndard) 

Figura 2. Supervivència lliure de l’endpoint primari en funció de les concentracions plasmàtiques de 
BNP en el moment de l’ingrés (≤150 pg/ml: línia contínua; >150 pg/ml: línia discontínua). 
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La isquèmia cardíaca té un paper principal en l’aparició del remodelat miocardíac 

advers, base fisiopatològica de l’afectació morfològica i funcional cardíaca que afecta a 

gran part dels pacients amb cardiopatia isquèmica. Amb l’objectiu d’identificar els 

mecanismes moleculars que tradueixen la isquèmia miocardíaca en remodelat 

ventricular, s’ha investigat si la hipòxia i les citocines proinflamatòries són inductors 

específics de senyals de remodelat de matriu extracel·lular en cardiomiòcits 

ventriculars humans. La identificació dels factors específics implicats a nivell molecular 

és important en qualsevol aproximació terapèutica racional del remodelat cardíac 

induït per la isquèmia, ja que els canvis en la matriu extracel·lular cardíaca induïts per 

la isquèmia poden conduir a alteracions importants de la funció miocardíaca.  

En aquest sentit, les modificacions en l’equilibri entre la deposició de matriu i la seva 

degradació constitueixen un factor principal en el remodelat advers que, en últim 

terme, condueix a fibrosi i dilatació cardíaca. En el primer estudi d’aquesta tesi 

s’observa que la disminució de la tensió d’oxigen provoca un augment de la secreció 

de PIIINP i una disminució de TIMP-1 en els cardiomiòcits ventriculars humans. 

Malgrat això, l’activitat de les MMP no es veu afectada significativament per la hipòxia, 

indicant que aquesta no tindria un paper principal en la degradació de matriu 

extracel·lular però sí en un augment de la síntesi de col·lagen III.  

La disminució de la tensió d’oxigen en els cardiomiòcits ventriculars també va produir 

un augment la síntesi d’apelina, pèptid amb importants accions inhibidores de la fibrosi 

cardíaca i del remodelat ventricular (113,114,303,304). En models experimentals, s’ha 

observat que l’expressió gènica d’apelina augmenta en resposta a la isquèmia 

miocardíaca i es normalitza desprès de la reperfusió (138). Per tant, el resultat obtingut 

en cardiomiòcits ventriculars suggereix que la inducció miocardíaca de l’apelina per la 

isquèmia es relaciona amb una tensió reduïda d’oxigen en el miocardi isquèmic.  

El VEGF és un dels factors cel·lulars protectors més importants induïts per la hipòxia. 

Té una gran rellevància en la morfogènesi i determinació de la funció cardíaques i, 
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semblantment a l’apelina, exerceix efectes cardioprotectors que inclouen la inhibició de 

la fibrosi (218,305). Els experiments realitzats en els cardiomiòcits incubats en 

condicions d’hipòxia mostren un augment de la síntesi i secreció de VEGF similar a la 

de l’apelina, suggerint que ambdós factors es troben regulats de forma similar per la 

hipòxia, constituint un mecanisme homeostàtic dirigit a contrarestar el dany isquèmic.  

Donat que HIF-1 és el principal factor de transcripció que intervé en les respostes 

cel·lulars en condicions de disponibilitat reduïda d’oxigen, es va investigar si aquest 

factor regula els canvis observats en el remodelat de matriu extracel·lular i en els 

factors de creixement en resposta a la hipòxia en els cardiomiòcits. No va observar-se 

relació entre l’activació de HIF-1 i les senyals de recanvi de matriu extracel·lular. En 

canvi, sí va poder-se establir una intervenció directa de HIF-1 en la inducció d’apelina i 

VEGF en condicions hipòxiques.  Així, els cardiomiòcits en hipòxia van presentar un 

augment de la síntesi i secreció d’apelina, fenomen que no es va observar quan els 

cardiomiòcits es van incubar amb rotenona, inhibidor de l’estabilització de HIF-1α en 

hipòxia (306,307). A més, la síntesi d’apelina va augmentar quan els cardiomiòcits es 

van incubar amb CoCl2, inductor químic de HIF-1 que evita la degradació de HIF-1α i 

indueix la seva expressió (308). L’acció inhibidora de la rotenona i l’efecte estimulador 

del CoCl2 sobre la producció de VEGF van ser semblants als observats sobre apelina, 

indicant que el mecanisme d’inducció per la hipòxia es relaciona directament amb 

l’estabilització de HIF-1 i confirmant l’existència d’un mecanisme de regulació 

transcripcional de la secreció d’ambdós factors en resposta a la disminució reduïda 

d’oxigen en els cardiomiòcits ventriculars humans. Aquests resultats concorden amb 

l’observació prèvia de llocs d’unió possibles de HIF-1 en la regió promotora del gen 

d’apelina (143) i la descripció d’un patró d’activació d’apelina i gens diana de HIF-1 

coneguts com VEGF en cors de rata en situació d’isquèmia (129). Des d’un punt de 

vista funcional, les accions cardioprotectores d’apelina i VEGF estan en congruència 

amb l’activació a través de HIF-1 de gens generalment relacionats amb protecció 
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cel·lular. Per tant, l’activació d’apelina i VEGF en resposta a la hipòxia pot interpretar-

se com un mecanisme protector endogen contra el dany isquèmic miocardíac.  

A més de per la hipòxia, el miocardi isquèmic es caracteritza per la presència d’una 

pronunciada resposta inflamatòria. Els pacients amb insuficiència cardíaca isquèmica 

presenten concentracions circulants i intracardíaques elevades de cictocines 

proinflamatòries com TNFα o IL1β (309). En els cardiomiòcits humans, la IL1β (però no 

el TNFα) va produir un augment important de la secreció de PIIINP i TIMP-1, indicant 

que aquesta citocina proinflamatòria actua directament sobre el remodelat de la matriu 

extracel·lular. La zimografia va evidenciar que la IL1β produeix un augment important 

de l’activitat de les MMP, demostrant un efecte funcional d’aquesta citocina sobre la 

degradació de la matriu extracel·lular. A més d’augmentar la producció de PIIINP i 

l’activitat de MMPs, la IL1β va produir un augment important en la secreció d’HA, un 

altre constituent important de la matriu extracel·lular. En conjunt, els resultats indiquen 

que la IL1β és un factor principal en la inducció de remodelat de matriu extracel·lular 

en el miocardi isquèmic. 

L’estimulació dels cardiomiòcits amb TNFα va produir un increment de la secreció 

d’apelina, probablement en relació amb un augment precoç de la transcripció. TNFα es 

troba elevat en els pacients amb IAM i insuficiència cardíaca i està estretament 

relacionat amb la resposta inflamatòria present en la isquèmia cardíaca (124,125,310-

314). En el teixit adipós, s’ha observat una relació entre l’expressió d’apelina i TNFα 

(123). També s’ha descrit que l’apelina redueix la formació d’aneurisma bloquejant els 

macròfags i la producció de citocines en aortes aneurismàtiques (121). En macròfags 

en cultiu, s’ha demostrat un efecte antiinflamatori directe d’apelina (incloent la 

disminució de l’expressió de TNFα) (121). Per tant, l’augment de la síntesi i secreció 

d’apelina provocada per TNFα en els cardiomiòcits pot representar una resposta 

antiinflamatòria compensadora en el miocardi isquèmic. En els cardiomiòcits 

ventriculars, l’estimulació amb TNFα va produir sobre la secreció de VEGF un efecte 
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semblant a l’observat sobre la secreció d’apelina. En canvi, la IL1β va induir la secreció 

de VEGF però no va modificar la secreció d’apelina. La inducció de VEGF per la IL1β 

ha estat observada prèviament en cardiomiòcits de rata (315,316) a través de 

l’activació de MAPK i s’ha proposat que aquest efecte pot ser beneficiós en el miocardi 

isquèmic contribuint a la formació de vasos col·laterals. 

En global, els resultats de la primera part de la tesi contribueixen al coneixement del 

paper específic de la inflamació i la hipòxia sobre el remodelat cardíac del miocardi 

isquèmic. La hipòxia activa la producció de col·lagen III, mentre que la IL1β activa la 

síntesi i recanvi de matriu extracel·lular en els cardiomiòcits ventriculars humans. La 

hipòxia, a través del factor de transcripció HIF-1, i TNFα activen la síntesi i secreció 

dels factors de creixement cardíacs antifibrogènics apelina i VEGF. En conjunt, els 

resultats suggereixen que la IL1β contribueix a la dilatació ventricular i insuficiència 

cardíaca a través de la inducció del remodelat de matriu extracel·lular en el miocardi 

isquèmic. En canvi, HIF-1α i TNFα exerceixen accions cardioprotectores a través de 

l’activació dels factors de creixement cardíacs apelina i VEGF. 

En la segona part de la tesi va avaluar-se específicament si la hipòxia estimula 

directament la producció de BNP, pèptid amb accions cardioprotectores i 

antifibrogèniques. Els resultats mostren que, semblantment a l’apelina, la secreció de 

BNP en cardiomiòcits ventriculars humans augmenta en resposta a la tensió reduïda 

d’oxigen. Donat que l’elevació en la secreció de BNP ve precedida per un augment de 

l’expressió gènica, les alteracions induïdes per la hipòxia en l’activació de BNP tenen 

lloc a nivell transcripcional. L’observació que l’activació de HIF-1 ocorre abans que 

l’augment en l’expressió de BNP, conjuntament amb l’observació que l’activació de 

BNP per la hipòxia ve acompanyada per un comportament similar d’expressió gènica i 

secreció del VEGF, factor diana conegut de HIF-1, suggereix un paper d’aquest factor 

de transcripció en l’activació del BNP per la hipòxia. En global aquestes dades són 

consistents amb un paper significatiu de HIF-1 però no proporcionen evidència directa 
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de la seva implicació. Per aquest motiu, es va procedir a la inhibició de l’activació de 

HIF-1 en els cardiomiòcits incubats en hipòxia amb rotenona. Els resultats mostren 

que la inhibició del factor de transcripció HIF-1 inhibeix la secreció de BNP (i VEGF) 

induïda per la hipòxia, mostrant que un mecanisme de regulació transcripcional 

dependent de l’estabilització d’aquest factor és el responsable de l’augment de 

secreció de BNP en resposta a la disminució d’oxigen en cardiomiòcits ventriculars 

humans. 

A més de l’efecte de la hipòxia sobre la secreció cardíaca de BNP, també es va 

avaluar la producció d’ANP i VEGF per validar la sensibilitat i especificitat cel·lular de 

la resposta a hipòxia. L’ANP és un pèptid natriurètic de síntesi principalment auricular. 

Contràriament que en el cas del BNP, la producció d’ANP pels cardiomiòcits 

ventriculars no es va veure incrementada per l’exposició a hipòxia. A pesar que 

ambdós pèptids natriurètics presenten mecanismes fisiològics reguladors semblants, 

els resultats mostren que aquest no és el cas pel que fa a la secreció induïda per 

hipòxia en cardiomiòcits ventriculars. Els resultats suggereixen que la disminució de la 

tensió d’oxigen és un estímul important per la producció d’ANP en cardiomiòcits 

auriculars (242) però no en cardiomiòcits ventriculars. En contraposició, la demostració 

que la hipòxia regula la producció de BNP en cardiomiòcits ventriculars, que 

constitueixen gran part del volum cardíac, suggereix que aquesta cèl·lula pot 

representar una font de producció important de BNP en condicions d’isquèmia 

miocardíaca. L’avaluació de la significació clínica d’aquest aspecte va desenvolupar-se 

en la part III d’aquesta tesi.   

Els resultats obtinguts en la determinació de l’expressió de l’ARNm del BNP, VEGF i 

ANP en els cardiomiòcits ventriculars en condicions d’hipòxia, també recolzen 

l’existència d’un mecanisme de regulació mediat per la tensió d’oxigen en l’alliberació 

de BNP. Les cèl·lules cultivades amb una tensió d’oxigen disminuïda van presentar 

una major abundància d’ARNm del BNP i el VEGF en comparació amb les cèl·lules 
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cultivades en normòxia. Malgrat tot, s’observa una diferència en el patró d’expressió 

gènica induït per la hipòxia de VEGF i BNP. L’activació de VEGF és significativa a les 

6 hores d’hipòxia, mentre que l’activació de BNP ho és a les 6 i 12 hores. Aquesta 

discrepància pot reflectir diferències en els mecanismes postraduccionals de 

processament d’ambdós pèptids o inclús l’existència de vies de regulació addicionals 

alternatives implicades en l’activació de BNP. 

Consistent amb les accions de la majoria de gens regulats per HIF-1, l’augment de la 

producció de BNP en resposta a la hipòxia miocardíaca pot estar lligat a efectes 

beneficiosos endocrins i paracrins. El BNP és un important factor endogen natriurètic, 

diürètic i vasodilatador que antagonitza l’activitat vasoconstrictora del sistema renina-

angiotensina-aldosterona i inhibeix el sistema nerviós simpàtic (317,318). A més 

d’aquests efectes endocrins, el BNP actua paracrinament proporcionant efectes 

cardioprotectors que inclouen la regulació del creixement dels cardiomiòcits i la 

inhibició de la proliferació dels fibroblasts cardíacs i del dipòsit de matriu extracel·lular 

(207,319). L’administració de BNP a cors perfosos de rata aïllats, abans i durant 

l’oclusió de l’artèria coronària principal esquerra, provoca una reducció de la mida de 

l’infart que és dependent de la concentració de BNP infosa i s’associa a un augment 

de la concentració de GMPc miocardíac (320). El BNP participa en la vasodilatació de 

les artèries coronàries, suggerint un efecte regulador en el subministrament de sang al 

miocardi (321-323). En resum, la inducció de BNP observada pot constituir un 

mecanisme homeostàtic protector adreçat a preservar l’hemodinàmica cardiovascular i 

prevenir processos fibroproliferatius en el teixit cardíac en situació d’hipòxia. 

L’ús de cardiomiòcits ventriculars humans en cultiu (cèl·lules AC16) ha permès 

identificar l’efecte específic de la hipòxia i la inflamació sobre el remodelat de matriu 

extracel·lular i la secreció de pèptids antifibrogènics en cardiomiòcits ventriculars i 

establir-ne el mecanisme. Les cèl·lules utilitzades han estat objecte d’una àmplia 

caracterització (59), els resultats de la qual mostren la presència de característiques 
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moleculars, genètiques, ultraestructurals i immunocitoquímiques de cardiomiòcits que 

les constitueixen en un model únic per avaluar l’efecte de factors específics relacionats 

amb la isquèmia cardíaca sobre els cardiomiòcits ventriculars. En el cas concret dels 

experiments realitzats en condicions d’hipòxia, per exemple, s’observa que la hipòxia 

activa HIF-1 en aquestes cèl·lules i que, al seu torn, HIF-1 regula la síntesi de VEGF. 

A més, no va observar-se l’activació del factor de transcripció HIF-1 ni l’augment de 

secreció de VEGF induïdes per la hipòxia quan les cèl·lules van incubar-se en 

presència d’un inhibidor de HIF-1. En conjunt, aquestes dades mostren la validesa  del 

model cel·lular per a l’estudi de l’efecte de la hipòxia a nivell molecular en els 

cardiomiòcits ventriculars. Malgrat tot, el model in vitro utilitzat pot presentar també les 

seves limitacions. La introducció del gen SV40 permet que els cardiomiòcits primaris 

re-entrin el cicle cel·lular, proporcionant un model cel·lular que presenta la gran 

majoria de propietats característiques dels cardiomiòcits primaris humans, però que 

alhora impedeix l’expressió d’algunes característiques com la presència d’un aparell 

contràctil organitzat o la disminució en l’expressió d’alguns factors de transcripció (59). 

També és important recordar la major complexitat de l’organisme in vivo a l’hora 

d’explicar diferències entre alguns resultats in vitro i les observacions en pacients en 

un escenari clínic. Així, els resultats in vitro mostren que la hipòxia produeix un 

augment transitori de l’expressió gènica de BNP fins a les 12 hores, que no és 

significatiu a les 24 hores. Pel contrari, s’ha descrit que els pacients amb malaltia 

cardíaca isquèmica presenten concentracions plasmàtiques elevades de BNP, cosa 

que podria reflectir una activació de l’expressió gènica més sostinguda. En aquest 

sentit, més enllà de les característiques del model in vitro, s’ha de tenir en compte la 

presència in vivo d’altres inductors de la secreció de BNP com neurohormones, 

citocines i factors de creixement (324). 

Amb independència dels efectes del BNP sobre el cor isquèmic, l’observació que la 

hipòxia estimula directament la síntesi i secreció de BNP pels cardiomiòcits 

ventriculars permet formular la hipòtesi que els pacients amb isquèmia cardíaca 
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presenten concentracions circulants de BNP elevades en relació al grau d’hipòxia 

cel·lular cardíaca. Diversos estudis clínics han mostrat l’existència d’una relació directa 

entre la gravetat de la insuficiència cardíaca i les concentracions plasmàtiques de BNP 

(244,250), conseqüència de l’estimulació de l’alliberació de BNP per l’estirament 

miocardíac (199,325,326). Aquest fet està en la base del progressiu ús creixent de les 

determinacions de BNP com a marcador diagnòstic i pronòstic en la insuficiència 

cardíaca (246,301,326-329). Posteriorment a l’observació dels valors elevats de BNP 

en els pacients amb insuficiència cardíaca, es va descriure que també els pacients 

amb SCA presentaven un augment en les concentracions plasmàtiques de BNP 

(280,292,330).  Donat que tant l’IAM clínic com experimental s’associen a importants 

alteracions en la càrrega i distensió ventricular, l’elevació de la concentració de BNP 

s’ha associat tradicionalment a un augment de la secreció miocardíaca provocada per 

aquestes alteracions hemodinàmiques. L’augment de BNP estaria, per tant, relacionat 

de forma secundària amb la isquèmia. En la part II d’aquesta tesi, però, es demostra 

que la reducció en la tensió d’oxigen estimula directament la síntesi i secreció de BNP 

pels cardiomiòcits ventriculars humans en absència d’estímuls hemodinàmics o 

neurohormonals, suggerint que la hipòxia miocardíaca contribueix directament a les 

concentracions plasmàtiques de BNP elevades en pacients amb isquèmia cardíaca. 

Així, les concentracions plasmàtiques de BNP podrien constituir un indicador 

d’isquèmia miocardíaca en pacients sense estirament ventricular i aportar informació 

clínica rellevant.  Això ens va moure a avaluar el valor clínic d’aquest marcador en 

pacients amb isquèmia cardíaca, amb l’anàlisi específic de les diferències entre els 

pacients amb LVEFp i LVEFr. Donat l’important grau d’estirament miocardíac associat 

a una LVEFr, es van separar els pacients amb LVEFr i LVEFp amb l’objectiu de 

facilitar l’avaluació del comportament de les concentracions plasmàtiques de BNP com 

a indicadores d’isquèmia cardíaca. La majoria d’estudis que avaluen el paper de les 

concentracions plasmàtiques de BNP com a indicador d’isquèmia cardíaca no valoren 

específicament les diferències entre aquest dos grups. El punt de tall usat per definir 
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LVEFp va ser una LVEF≥55%, superior a l’habitualment usat en la majoria d’estudis 

(LVEF≥50%), amb l’objectiu de minimitzar encara més l’efecte de l’estirament 

miocardíac sobre les concentracions plasmàtiques de BNP en aquest grup de 

pacients. 

En la població estudiada, els pacients amb SCA sense insuficiència cardíaca i LVEFp 

van presentar concentracions plasmàtiques de BNP augmentades. Aquests resultats 

estan en concordança amb l’observació in vitro de la major producció de BNP en 

cardiomiòcits sotmesos a hipòxia, suggerint que la producció cardíaca de BNP en els 

pacients amb SCA i LVEFp es relaciona directament amb la isquèmia miocardíaca. En 

conjunt, els resultats indiquen que l’augment de síntesi i secreció de BNP pels 

cardiomiòcits en situació d’hipòxia condueix a un increment de la concentració 

plasmàtica de BNP en els pacients amb isquèmica cardíaca.  

La concentració plasmàtica de BNP en la població estudiada va constituir un factor 

predictiu independent de la presentació d’esdeveniments adversos (mortalitat i/o nou 

SCA) a l’any de l’episodi de SCA, també després d’ajustar per la LVEF. Aquest fet 

suggereix que les concentracions plasmàtiques de BNP elevades indiquen major 

gravetat en relació al grau d’isquèmia miocardíaca en els pacients amb SCA i LVEFp. 

Les concentracions plasmàtiques de BNP s’han mostrat com un factor de risc 

pronòstic i predictiu en diversos situacions clíniques, especialment en la insuficiència 

cardíaca i els SCA. Els resultats de la part III de la tesi mostren que el valor predictiu 

de la concentració plasmàtica de BNP es manté també en els pacients amb SCA que 

presenten una fracció d’ejecció conservada. S’identifica el valor de BNP>150 pg/ml 

com a punt de tall òptim per la predicció de major probabilitat de presentar 

esdeveniments adversos. Aquesta dada pot ser útil en l’avaluació de la SCA en la 

pràctica clínica per a una ràpida identificació dels pacients amb major risc.
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• La citocina proinflamatòria IL1β estimula la síntesi i secreció de PIIINP, TIMP-1 

i HA i augmenta l’activitat de MMP2 en cardiomiòcits ventriculars humans, 

constiuïnt un inductor específic del procés de remodelat en el miocardi isquèmic.  

• La disminució de la tensió d’oxigen provoca l’activació del factor de transcripció 

induïble per hipòxia (HIF-1) en cardiomiòcits ventriculars humans. 

• La disminució de la tensió d’oxigen, a través del factor de transcripció HIF-1, i 

TNFα estimulen la síntesi i secreció dels factors de creixement cardíacs 

antifibrogènics apelina i VEGF en cardiomiòcits ventriculars humans.  

• La disminució de la tensió d’oxigen no té efecte sobre la síntesi i secreció 

d’ANP en cardiomiòcits ventriculars humans. 

• La disminució de la tensió d’oxigen estimula la síntesi i secreció de BNP en 

cardiomiòcits ventriculars humans a través d’un mecanisme depenent del factor de 

transcricpció HIF-1. 

• Els pacients amb síndrome coronària aguda (SCA) i fracció d’ejecció 

preservada presenten concentracions plasmàtiques de BNP elevades. 

• Els pacients amb fracció d’ejecció preservada i una concentració plasmàtica de 

BNP superior a 150 pg/ml dins les primeres 48 hores posteriors a un episodi de 

SCA presenten major risc de mortalitat i/o de presentar nous episodis de SCA. 
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	La malaltia cardíaca isquèmica engloba un conjunt d’entitats clíniques que es caracteritzen per presentar un subministrament inadequat de sang i oxigen al miocardi (1). La causa més freqüent d’isquèmia miocardíaca és la malaltia arterioscleròtica en l...
	Actualment, la malaltia cardíaca isquèmica és considerada la causa principal de mortalitat i discapacitat en els països desenvolupats, on provoca més costos econòmics que qualsevol altra malaltia (1,2). En les darreres dècades, s’ha observat una dismi...
	Tot i que la incidència de la malaltia cardíaca isquèmica també sembla haver disminuït amb el temps en els països desenvolupats (8,9), aquesta malaltia continua representant una causa principal de morbiditat. En els individus de 40 anys, el risc de de...
	Els pacients amb malaltia cardíaca isquèmica es classifiquen en dos grans grups: pacients amb malaltia arterial coronària crònica i pacients amb SCA. Aquests últims, al seu torn, es classifiquen en tres tipus: pacients amb angina inestable, pacients a...
	A pesar dels avanços terapèutics, els pacients amb SCA continuen presentant mal pronòstic. La presència de canvis en el segment ST en l’electrocardiograma és un factor principal de mal pronòstic (2,14). A més, la mortalitat després d’un episodi de SCA...
	A pesar que les millores en les estratègies terapèutiques han conduit a una disminució de la mortalitat posterior a l’IAM, la incidència i prevalença de la insuficiència cardíaca post IAM ha augmentat progressivament en els darrers anys (16,17). De fe...
	El remodelat ventricular pot classificar-se com fisiològic o patològic (24). El remodelat fisiològic és un canvi compensatori en les dimensions i funcions del cor en resposta a estímuls fisiològics com l’exercici i l’embaràs. El remodelat patològic po...
	La fibrosi cardíaca és un determinant principal del procés de remodelat i és considerat un factor de risc important en el desenvolupament d’insuficiència cardíaca (24). Una de les característiques principals de la fibrosi cardíaca és la deposició incr...
	Dos components importants de la isquèmia miocardíaca són la hipòxia i la inflamació, factors associats amb processos fisiològics i patològics com la fibrogènesi. La hipòxia cel lular i sistèmica activa la síntesi de col lagen en diversos tipus cel lul...
	Les cèl lules cardíaques, incloent els cardiomiòcits ventriculars, participen directament en el procés de remodelat cardíac post IAM. Els cardiomiòcits són una font important de col lagen (40-42) i també produeixen MMPs i inhibidors tissulars de metal...
	Els cardiomiòcits surten del cicle cel lular i es diferencien in vivo en el període perinatal. A diferència del múscul esquelètic, el miocardi no té cèl lules satèl lits amb capacitat de proliferar en resposta al dany muscular (45,46). Els estudis en ...
	L’adaptació cel lular a la hipòxia depèn de forma essencial del factor de transcripció HIF-1, el qual és inactiu en condicions normòxiques però s’activa en condicions d’hipòxia (60,61) regulant la transcripció de desenes de gens de forma cèl lula espe...
	A més de l’estabilització de HIF-1α, l’activació transcripcional de HIF-1 requereix de la unió de proteïnes coactivadores de la transcripció. Existeix, per tant, un segon mecanisme per a l’activació de HIF-1, que modula els dominis de transactivació (...
	A banda de la tensió d’oxigen, s’ha descrit que HIF-1 també pot ser regulat d’una forma independent d’oxigen. En aquest sentit, diverses citocines, factors de creixement i altres molècules de senyalització han estat implicades en el control de HIF-1 e...
	L’adaptació de les cèl lules i òrgans al subministrament d’oxigen està mediada per una varietat de gens sobre els que actua el factor de transcripció HIF-1, que estan regulats de forma teixit-específica. HIF-1 activa l’expressió d’aquests gens unint-s...
	a) Eritropoesi i metabolisme del ferro. La capacitat dels eritròcits de transportar oxigen es veu incrementada en resposta a la hipòxia gràcies a l’expressió de gens implicats en l’eritropoesi i el metabolisme del ferro. Augmenta l’expressió d’eritrop...
	b) Angiogènesi. L’angiogèneisi és un procés complex en el que estan implicats gran quantitat de productes gènics expressats per diferents tipus cel lulars. S’ha observat l’augment d’expressió d’un gran nombre de gens implicats en diferents passos de l...
	c) Metabolisme glucídic. En condicions de baix subministrament d’oxigen, les cèl lules canvien el seu metabolisme de la glucosa de la via oxigen depenent de l’àcid tricarboxílic a la glucòlisi independent d’oxigen (85). Amb només 2 molècules d’ATP a p...
	d) Proliferació cel lular i supervivència. La hipòxia i HIF-1 indueixen factors de creixement, com el factor de creixement insulínic tipus 2 (IGF-2) i el factor de creixement transformant-α (TGF-α) (89). La unió d’aquests factors de creixement al seus...
	e) Apoptosi. L’adaptació cel lular a la hipòxia porta a la proliferació i supervivència cel lular, però paradoxalment també condueix a la mort cel lular en determinades circumstàncies. S’ha observat que HIF-1 està involucrat en la inducció d’apoptosi ...
	f) Altres. Entre altres processos on s’ha descrit un paper fisiològic de HIF-1 destaca la seva regulació de gens implicats en l’adipogènesi (96), formació del cos carotidi (97), desenvolupament de limfòcits B (98) i alguns processos immunològics (99).
	L’apelina és el lligand endogen del receptor lligat a proteïnes G, APJ. El sistema apelina-APJ s’expressa en diversos òrgans i teixits com el sistema nerviós central i perifèric, cor, pulmó, ronyó, fetge o teixit adipós. Entre altres, actua sobre la r...
	S’han descrit diversos mecanismes pels quals l’apelina regularia el to vascular i la pressió arterial. En aquest sentit, l’administració d’apelina a rates provoca una disminució de la pressió arterial a través de l’estimulació de l’alliberació d’òxid ...
	El gen de l’apelina es situa en el braç llarg del cromosoma X i codifica per la preproapelina, pèptid de 77 aminoàcids. L’apelina-36, fragment C-terminal de 36 aminoàcids de la preproapelina, va ser el primer en ser descrit com a lligand endogen del r...
	L’apelina està present tant en el miocardi com en el plasma. S’ha observat disminució de l’ARNm de l’apelina en cardiomiòcits sotmesos a estirament in vitro i en el ventricle de models animals d’insuficiència cardíaca hipertensiva (104). Això pot expl...
	L’apelina es relaciona estretament amb diversos processos inflamatoris (121-123), suggerint que la secreció d’apelina pot estar influenciada per citocines proinflamatòries. En adipòcits existeix una correlació entre l’expressió d’apelina i TNFα (123)....
	El sistema apelinèrgic es troba disminuït a nivell cardíac en la insuficiència cardíaca avançada experimental (126). Es considera que el dèficit de l’activitat apelina-APJ pot tenir un paper important en la fisiopatologia de la insuficiència cardíaca....
	La regulació del sistema apelina-APJ a nivell cardíac es veu modificada en situació d’isquèmia aguda. L’ARNm d’apelina i APJ augmenten de forma progressiva després de la inducció d’isquèmia cardíaca. Així, després del lligament de l’artèria coronària ...
	L’apelina presenta accions cardioprotectores front la isquèmia cardíaca (137,138) que poden estar en relació a la seva activació en hipòxia a través de HIF-1. La sobreexpressió d’apelina en resposta a la hipòxia s’ha observat en diferents tipus cel lu...
	Les primeres suposicions que el cor pogués tenir una funció endocrina daten de mitjans del segle XX, motivades fonamentalment per l’observació d’una associació funcional entre el cor (distensió auricular) i el ronyó (augment de la diüresi) (145). Tamb...
	Els pèptids natriurètics actuen en els òrgans diana mitjançant la unió a receptors de membrana. El receptor de pèptid natriurètics tipus A (NPR-A) (164) és un receptor transmembrana lligat a guanilil ciclasa que s’expressa en el ronyó, múscul llis, gl...
	a)  Síntesi, secreció i processament de l’ANP
	El gen que codifica per l’ANP (NPPA) es localitza en el cromosoma 1p36.2, junt al gen NPPB, que codifica pel BNP. L’aurícula cardíaca és el lloc d’expressió preferent de l’ANP (176). Durant el desenvolupament embrionari, l’ANP també s’expressa a nivel...
	L’ANP es sintetitza en els cardiomiòcits auriculars com un pèptid de 151 aminoàcids i és emmagatzemat com a pro-ANP (126 aminoàcids) en grànuls específics. La forma biològicament activa consta de 28 aminoàcids (180) i s’allibera pel trencament del pro...
	b) Síntesi, secreció i processament del BNP
	El humans el gen del BNP es localitza en la regió distal del braç curt del cromosoma 1. Està composat per 3 exons i 2 introns. La seva transcripció genera un ARNm d’uns 700 parells de bases que codifica una preprohormona de 134 aminoàcids (185), que c...
	Els estudis dels efectes fisiològics de BNP, realitzats mitjançant injecció de BNP en organismes o administració en cèl lules o òrgans en diferents rangs de concentracions, o mitjançant el disseny de ratolins transgènics o knockout, mostren que el BNP...
	Evidències experimentals mostren que HIF-1 té un paper destacat en la fisiopatologia de la malaltia coronària. La presència de HIF-1 (212-216) i l’augment en l’expressió de diversos dels seus gens diana (217,218), ha estat confirmada experimentalment ...
	HIF-1 té un paper essencial en la resposta del miocardi en situació d’hipòxia (223,224). El paper protector de HIF-1 en situacions d’isquèmia cardíaca s’ha observat en ratolins transgènics que sobreexpressen HIF-1α. Aquests ratolins presenten, després...
	Diverses evidències suggereixen que HIF-1 pot ser inductor de la producció de BNP en cardiomiòcits. S’han identificat llocs d’unió de HIF-1 potencials en la regió promotora del gen del BNP (229) i estudis experimentals en models animals exposats a hip...
	La reducció crònica de la tensió d’oxigen incrementa la síntesi cardíaca d’ANP en rates i ratolins (235,236). Igualment, la hipòxia aguda provoca una alliberació d’ANP en models animals. En estudis in vitro en cors aïllats de rata i ratolí, la hipòxia...
	Les evidències progressives que el cor constituïa la principal font de síntesi del BNP i que l’estirament miocardíac era el mecanismes fisiopatològic que en regulava la producció constitueixen la base de les primeres avaluacions clíniques de les conce...
	Actualment, en les guies de la insuficiència cardíaca de l’ACC/AHA (American College of Cardiology / American Heart Association) es recull que les determinacions de les concentracions circulants de pèptids natriurètics (BNP o NT-proBNP) poden ser útil...
	El valor pronòstic de les concentracions plasmàtiques de BNP en la insuficiència cardíaca també ha estat avaluat. Tant en els pacients amb insuficiència cardíaca crònica com en els pacients amb disfunció ventricular esquerra asimptomàtica o poc simpto...
	Tot i que BNP i NT-proBNP estan molt relacionats, els dos pèptids presenten diferents rangs, punts de tall proposats (272) i diverses diferències fisiològiques. BNP és l’hormona biològicament activa, mentre que NT-proBNP és una substància biològicamen...
	6.2. Valor de la concentració plasmàtica de BNP en la cardiopatia isquèmica
	En comparació a la molt abundant literatura científica sobre la relació entre el BNP i la insuficiència cardíaca, hi han menys estudis que avaluïn l’associació entre BNP i isquèmia. D'Souza i col laboradors (275) detectaren concentracions de BNP en l’...
	Un estudi inicial en pacients amb cardiopatia isquèmica estable no va observar augment de les concentració de BNP d’aquests pacients (282). Posteriorment, però, Bibbins-Domingo i col laboradors (283) observen concentracions elevades de BNP en pacients...
	Diferents estudis assenyalen la presència d’una estreta associació entre les concentracions plasmàtiques de BNP i el risc cardiovascular en un rang de circumstàncies diferents (287). Aquesta associació ha estat estudiada particularment en el cas de la...
	La hipòtesi principal dels estudis inclosos en aquesta memòria és que la hipòxia i la resposta inflamatòria presents en el miocardi isquèmic són inductors específics de remodelat ventricular i que la hipòxia activa la secreció compensatòria de factors...
	Per provar aquesta hipòtesi, s’han dut a terme tres estudis. A continuació es presenten les hipòtesis i objectius globals de cada un dels estudis inclosos en aquesta memòria.
	Estudi 1. Estudi dels mecanismes moleculars de remodelat ventricular: factors
	implicats en el recanvi de matriu extracel lular en cardiomiòcits.
	Hipòtesi: els factors proinflamatoris i la reducció de la tensió d’oxigen són inductors específics de recanvi de matriu extracel lular en els cardiomiòcits ventriculars humans.
	Objectius:
	- Identificació dels mecanismes moleculars pels quals la isquèmia miocardíaca promou fibrosi cardíaca i remodelat ventricular.
	- Identificació dels mecanismes moleculars que regulen la síntesis i secreció dels factors de creixement cardíacs antifibrogènics apelina i VEGF.
	Estudi 2. Efecte de la hipòxia sobre la secreció del pèptid natriurètic tipus B (BNP) en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Hipòtesi: la reducció de la tensió d’oxigen estimula directament l’expressió gènica i la secreció de BNP en cardiomiòcits ventriculars humans en absència d’estímuls hemodinàmics o neurohormonals.
	Objectius:
	- Establir si la hipòxia és estímul suficient per la secreció de BNP en cardiomiòcits ventriculars humans.
	- Identificació dels mecanisme moleculars que regulen la secreció de BNP en condicions d’hipòxia en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Estudi 3. Estudi de la significació clínica de les concentracions plasmàtiques de BNP a l’ingrés en pacients amb síndrome coronària aguda (SCA).
	Hipòtesi: els pacients amb SCA i fracció d’ejecció conservada presenten concentracions plasmàtiques de BNP elevades, en relació al grau d’hipòxia cel lular.
	Objectius:
	- Avaluar les concentracions plasmàtiques de BNP en pacients amb SCA.
	- Analitzar la informació clínica que proporciona la concentració plasmàtica de BNP en pacients amb SCA i LVEF preservada o reduïda.
	1. La hipòxia activa la producció de PIIINP, Apelina i VEGF i disminueix l’expressió de TIMP-1 en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per investigar si la tensió reduïda d’oxigen constitueix un estímul específic de la secreció de components de recanvi de matriu extracel lular i factors de creixement en els cardiomiòcits ventriculars humans adults, van incubar-se cèl lules AC16 en c...
	2. La hipòxia inhibeix l’expressió gènica dels TIMPs i activa la d’apelina i VEGF en cardiomiòcits ventriculars humans.
	L’efecte de la hipòxia sobre el remodelat cardíac i els factors de creixement va avaluar-se també a nivell de l’ARNm. Va mesurar-se l’expressió gènica de TIMP-1, TIMP-2, apelina, VEGF, PDGFRβ, TGFβR1, MMP2, Col1α1 i Col1α2. El gen GAPDH va utilitzar-s...
	Figura 1. Producció del propèptid aminoterminal del procol lagen tipus III (PIIINP) (A), inhibidor tissular de metal loproteïnases tipus 1 (TIMP-1) (B), apelina (C) i factor de creixement endotelial vascular (VEGF) (D) després de 24 i 48 hores d’incub...
	Taula 1. Expressió gènica de l’inhibidor tissular de metal loproteïnases tipus 1 (TIMP-1) i TIMP-2, apelina, factor de creixement endotelial vascular (VEGF), receptor beta del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFRβ), receptor 1 del factor d...
	3. HIF-1 regula la secreció d’apelina i de VEGF però no dels components de recanvi de matriu extracel lular en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Seguidament es va avaluar si HIF-1 mediava els canvis observats en els components de recanvi de matriu extracel lular durant l’exposició a hipòxia. Les concentracions de PIIINP i TIMP-1 en el medi de cultiu no es van veure modificades en els experimen...
	4. La IL1β, però no TNFα, activa els components de recanvi de matriu extracel lular en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per investigar si les citocines proinflamatòries poden ser estímuls específics per a la secreció de components de recanvi de matriu extracel lular, es van incubar cardiomiòcits amb TNFα (20 ng/ml), IL1β (20 ng/ml) o vehicle durant 24 hores i es van me...
	5. TNFα, però no IL1β, augmenta la síntesi i secreció d’apelina en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per investigar si les citocines proinflamatòries poden ser estímuls específics per a la secreció de factors de creixement cardíacs, van incubar-se cardiomiòcits amb TNFα (20 ng/ml), IL1β (20 ng/ml) o vehicle durant 24 hores i van mesurar-se les concen...
	A nivell de l’expressió gènica, va observar-se un comportament similar al de la secreció proteïca d’Apelina i VEGF en resposta a l’estimulació amb TNFα o IL1β. A les 3 hores d’incubació, el TNFα va induir un augment de 1,5 cops l’ARNm d’apelina i VEGF...
	6. La IL1β augmenta l’activitat gelatinolítica en els cardiomiòcits ventriculars humans.
	La zimografia dels medis de les cèl lules AC16 va demostrar la presència d’activitat MMP. L’activitat gelatinolítica va concentrar-se en l’àrea corresponent al rang de pes molecular de 62 kDa, suggestiu de la forma activa de la MMP-2. Els medis de les...
	PART II: Efecte de la hipòxia sobre la secreció deL PÈPTID NATRIURÈTIC TIPUS B (BNP) en cardiomiòcits ventriculars humans.
	1. La hipòxia augmenta la producció de BNP i VEGF en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per investigar si la tensió reduïda d’oxigen constitueix un estímul específic per a la secreció de BNP, els cardiomiòcits ventriculars humans van ser incubats en condicions hipòxiques (5% O2) durant intervals de temps creixents. La concentració de BNP...
	2. La hipòxia augmenta l’expressió gènica de BNP i VEGF en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per determinar si l’augment de la secreció de BNP durant l’exposició a hipòxia dels cardiomiòcits ventriculars s’acompanya d’una inducció de l’expressió gènica de BNP, van obtenir-se cèl lules incubades en condicions normòxiques o hipòxiques per a la ...
	L’anàlisi per PCR en temps real mostra que l’exposició a hipòxia va comportar un increment de 2,8 vegades els nivells d’ARNm del BNP a les 6 hores d’incubació. L’augment de l‘ARNm del BNP en condicions hipòxiques manté la significació estadística a le...
	3. La hipòxia indueix l’activació de HIF-1 en cardiomiòcits ventriculars humans.
	L’activitat de HIF-1 en condicions d’hipòxia o normòxia va determinar-se mitjançant la capacitat d’unió de HIF-1 a una seqüència específica d’oligonucleòtids d’un element de resposta a hipòxia. Després de la incubació durant 1, 3 i 6 hores, les cèl lu...
	Les cèl lules tractades amb rotenona i incubades en hipòxia no van mostrar un increment en l’activitat de HIF-1 en comparació amb les cèl lules incubades en normòxia (figura 3), indicant que la rotenona inhibeix l’activació de HIF-1 en les cèl lules h...
	Figura 3. Efecte de la hipòxia sobre l’activitat del factor induïble per hipòxia 1 (HIF-1) en les cèl lules AC16. Les cèl lules van incubar-se durant intevals de temps variables en condicions de normòxia (21% O2) o hipòxia (5% O2) en presència o absèn...
	4. La inhibició de HIF-1 disminueix la producció de BNP i VEGF induïda per la hipòxia en cardiomiòcits ventriculars humans.
	Per demostrar que HIF-1 està directament implicat en l’activació de la producció de BNP en condicions d’hipòxia, va determinar-se si la inhibició de HIF-1 amb rotenona evita la secreció de BNP induïda per la hipòxia en els cardiomiòcits ventriculars. ...
	PART III. Estudi de la significació clínica de les concentracions plasmàtiques de BNP en pacients amb SÍNDROME CORONÀRIA AGUDA.
	1. Característiques de la població estudiada.
	Es van incloure a l’estudi un total de 1806 pacients amb SCA. El 73% dels pacients van ser homes i l’edat mitjana dels pacients va ser de 67,9±17,7 anys. El 84% dels pacients van ser classificats com a classe funcional Killip 1. El diagnòstic va ser d...
	Taula 1. Característiques demogràfiques i factors de risc cardiovascular dels pacients estudiats.
	Taula 2. Característiques clíniques, angiogràfiques i bioquímiques dels pacients estudiats.
	2. Les concentracions plasmàtiques de BNP es troben elevades en pacients amb SCA i LVEFp.
	D’acord amb el major grau de disfunció ventricular esquerra, les concentracions plasmàtiques de BNP van ser superiors en els pacients amb LVEFr en comparació amb els pacients amb LVEFp (310,9±432,9 vs 97,2±121,8 pg/ml; p<0,01). Les concentracions plas...
	Figura 1. Concentracions plasmàtiques de BNP en pacients amb dolor toràcic no isquèmic (No SCA), pacients amb SCA i FE≥55, i pacients amb SCA i FE<55. ap<0,0001 vs No SCA, b p<0,0001 vs FE≥55. Prova estadística t-Student. Valors expressats com a mitja...
	3. Les concentracions plasmàtiques de BNP a l’ingrés tenen valor pronòstic en pacients amb SCA i LVEFp.
	En la taula 3 es mostren els esdeveniments adversos durant el seguiment. El temps de seguiment mig va ser d’aproximadament 13 mesos (393,7 dies), durant el qual el 9,1% de tots els pacients presentaren esdeveniments adversos. L’aparició d’un nou SCA i...
	Es van seleccionar les variables que presentaren diferències significatives entre el grup de pacients amb LVEFp i LVEFr en l’anàlisi univariat (taules 1 i 2) per la construcció d’un model multivariat que permetés identificar factors predictius indepen...
	Taula 3. Esdeveniments adversos durant el seguiment.
	En aquest sentit, les modificacions en l’equilibri entre la deposició de matriu i la seva degradació constitueixen un factor principal en el remodelat advers que, en últim terme, condueix a fibrosi i dilatació cardíaca. En el primer estudi d’aquesta t...
	La disminució de la tensió d’oxigen en els cardiomiòcits ventriculars també va produir un augment la síntesi d’apelina, pèptid amb importants accions inhibidores de la fibrosi cardíaca i del remodelat ventricular (113,114,303,304). En models experimen...
	El VEGF és un dels factors cel lulars protectors més importants induïts per la hipòxia. Té una gran rellevància en la morfogènesi i determinació de la funció cardíaques i, semblantment a l’apelina, exerceix efectes cardioprotectors que inclouen la inh...
	Donat que HIF-1 és el principal factor de transcripció que intervé en les respostes cel lulars en condicions de disponibilitat reduïda d’oxigen, es va investigar si aquest factor regula els canvis observats en el remodelat de matriu extracel lular i e...
	A més de per la hipòxia, el miocardi isquèmic es caracteritza per la presència d’una pronunciada resposta inflamatòria. Els pacients amb insuficiència cardíaca isquèmica presenten concentracions circulants i intracardíaques elevades de cictocines proi...
	L’estimulació dels cardiomiòcits amb TNFα va produir un increment de la secreció d’apelina, probablement en relació amb un augment precoç de la transcripció. TNFα es troba elevat en els pacients amb IAM i insuficiència cardíaca i està estretament rela...
	En global, els resultats de la primera part de la tesi contribueixen al coneixement del paper específic de la inflamació i la hipòxia sobre el remodelat cardíac del miocardi isquèmic. La hipòxia activa la producció de col lagen III, mentre que la IL1β...
	En la segona part de la tesi va avaluar-se específicament si la hipòxia estimula directament la producció de BNP, pèptid amb accions cardioprotectores i antifibrogèniques. Els resultats mostren que, semblantment a l’apelina, la secreció de BNP en card...
	A més de l’efecte de la hipòxia sobre la secreció cardíaca de BNP, també es va avaluar la producció d’ANP i VEGF per validar la sensibilitat i especificitat cel lular de la resposta a hipòxia. L’ANP és un pèptid natriurètic de síntesi principalment au...
	Els resultats obtinguts en la determinació de l’expressió de l’ARNm del BNP, VEGF i ANP en els cardiomiòcits ventriculars en condicions d’hipòxia, també recolzen l’existència d’un mecanisme de regulació mediat per la tensió d’oxigen en l’alliberació d...
	Consistent amb les accions de la majoria de gens regulats per HIF-1, l’augment de la producció de BNP en resposta a la hipòxia miocardíaca pot estar lligat a efectes beneficiosos endocrins i paracrins. El BNP és un important factor endogen natriurètic...
	L’ús de cardiomiòcits ventriculars humans en cultiu (cèl lules AC16) ha permès identificar l’efecte específic de la hipòxia i la inflamació sobre el remodelat de matriu extracel lular i la secreció de pèptids antifibrogènics en cardiomiòcits ventricul...
	Amb independència dels efectes del BNP sobre el cor isquèmic, l’observació que la hipòxia estimula directament la síntesi i secreció de BNP pels cardiomiòcits ventriculars permet formular la hipòtesi que els pacients amb isquèmia cardíaca presenten co...
	En la població estudiada, els pacients amb SCA sense insuficiència cardíaca i LVEFp van presentar concentracions plasmàtiques de BNP augmentades. Aquests resultats estan en concordança amb l’observació in vitro de la major producció de BNP en cardiomi...
	La concentració plasmàtica de BNP en la població estudiada va constituir un factor predictiu independent de la presentació d’esdeveniments adversos (mortalitat i/o nou SCA) a l’any de l’episodi de SCA, també després d’ajustar per la LVEF. Aquest fet s...
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