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1. MALALTIA CARDIACA ISQUEMICA
1.1. Introduccid

La malaltia cardiaca isquémica engloba un conjunt d’entitats cliniques que es
caracteritzen per presentar un subministrament inadequat de sang i oxigen al miocardi
(1). La causa més freqlent d'isquémia miocardiaca és la malaltia arteriosclerotica en
les artéries coronaries, suficient com per provocar una disminucio regional en el flux
sanguini miocardiac que produeix una perfusio inadequada del miocardi que irriguen
(1). La preséncia 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 cardiaca isquémica inclou majoritariament els diagnostics d’angina,
infart de miocardi, isquémia silent i la mortalitat com a conseqiiéncia de la malaltia

arterial coronaria.

Actualment, la malaltia cardiaca isquemica és considerada la causa principal de
mortalitat i discapacitat en els paisos desenvolupats, on provoca més costos
econdmics que qualsevol altra malaltia (1,2). En les darreres décades, s’ha observat
una disminucié de les taxes de mortalitat (3,4), molt probablement en relaci6 a les
millores terapéutiques (revascularitzacio, tractaments inicials de la sindrome coronaria
aguda (SCA), tractament de la insuficiéncia cardiaca) i actuacions sobre els factors de
risc (colesterol, pressié arterial, tabaquisme, activitat fisica) (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 I'any 2008 per

aquesta malaltia va ser de 43.500 persones (7).

Tot i que la incidéncia de la malaltia cardiaca isquémica també sembla haver disminuit
amb el temps en els paisos desenvolupats (8,9), aquesta malaltia continua
representant una causa principal de morbiditat. En els individus de 40 anys, el risc de
desenvolupar malaltia cardiaca coronaria al llarg de la vida s’ha calculat que és del

49% en homes i del 32% en dones (5). La incidéncia d’esdeveniments coronaris
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augmenta progressivament amb I'edat en els homes. En dones premenopausiques, les
manifestacions greus de la malaltia coronaria com l'infart agut de miocardi (IAM) o la
mort sobtada sén menys frequents, perd augmenten de forma brusca després de la

menopausa (10-12).

Els pacients amb malaltia cardiaca isquémica es classifiquen en dos grans grups:
pacients amb malaltia arterial coronaria cronica i pacients amb SCA. Aquests ultims, al
seu torn, es classifiquen en tres tipus: pacients amb angina inestable, pacients amb
infart de miocardi sense elevacié del segment ST a l'electrocardiograma d’ingrés
(NSTEMI) i pacients amb infart de miocardi amb elevacié del segment ST (STEMI). En
la definicié universal d’infart agut de miocardi (13), es considera infart de miocardi
aquell esdeveniment clinic que és conseqléncia de necrosi miocardiaca.
Contrariament, d’acord amb aquesta definicid, I'angina inestable es presenta en
pacients amb manifestacions cliniques d’isquémia cardiaca que no tenen elevacions
de les concentracions circulants de troponina o CK-MB (marcadors bioquimics de
necrosi miocardiaca). Els simptomes apareixen en repos (o esfor¢ minim) i solen durar
més de 10 minuts. El NSTEMI es diferencia de l'angina inestable en que el grau
d’isquémia és suficient com per provocar necrosi miocardiaca, detectable per augment
de les concentracions circulants de troponina o CK-MB. EI STEMI presenta pitjor
pronostic i, de fet, tots els pacients amb STEMI han de ser avaluats per a la

implementacio de terapia de reperfusio el més aviat possible.

A pesar dels avancgos terapéutics, els pacients amb SCA continuen presentant mal
pronodstic. La preséncia de canvis en el segment ST en l'electrocardiograma és un
factor principal de mal pronostic (2,14). A més, la mortalitat després d’'un episodi de
SCA és particularment elevada en els pacients amb concentracions plasmatiques de
troponina elevades (mortalitat del 10% als 30 dies i del 19% als 6 mesos), perd 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 cardiaca isquémica

A pesar que les millores en les estratégies terapéutiques han conduit a una disminucié
de la mortalitat posterior a I'lAM, la incidéncia i prevalenga de la insuficiéncia cardiaca
post IAM ha augmentat progressivament en els darrers anys (16,17). De fet, la
insuficiencia cardiaca és actualment un dels principals problemes de salut en els
paisos industrialitzats, on sembla ser I'Unica entitat cardiovascular que augmenta la
prevalenca (1). En aproximadament tres quartes parts dels casos d’insuficiencia
cardiaca, la malaltia cardiaca isquémica és la condicid subjacent (1). En models
animals i en humans, s’observa [laparici6 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 'aprimament i dilatacié desproporcionats de la zona infartada
s’acompanyen d’una distorsié de la forma cardiaca amb hipertrofia del miocardi no
infartat per sobrecarrega de volum (19,22). Els pacients sense dilatacié o amb dilatacio
cardiaca lleu a les 4 setmanes posteriors de I'lAM tendeixen a mantenir-se estables,
mentre que aquells amb una dilatacid progressiva durant aquest periode tendeixen a
presentar un empitjorament posterior, amb pérdua de funcid i contractilitat del miocardi
(remodelat patologic) (23). A pesar de les evidéncies que la induccié del remodelat
cardiac per la isquémia és un aspecte important en I'aparici6 de la insuficiéncia
cardiaca, els mecanismes moleculars pels quals la isquémia miocardiaca es tradueix

en remodelat ventricular i insuficiéncia cardiaca s6n poc coneguts.

El remodelat ventricular pot classificar-se com fisiologic o patologic (24). El remodelat
fisiologic és un canvi compensatori en les dimensions i funcions del cor en resposta a
estimuls fisioldgics com I'exercici i 'embaras. El remodelat patoldgic pot ocorrer per
sobrecarrega de pressid (per exemple en I'estenosi aortica i la hipertensid),
sobrecarrega de volum (per exemple en la regurgitacié valvular), o després de dany

cardiac (per exemple en I'lAM, miocarditis o cardiomiopatia dilatada idiopatica). El


http://www.uptodate.com/contents/cardiac-remodeling-basic-aspects/abstract/13-16
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remodelat post IAM va ser descrit inicialment 'any 1990 com la preséncia d’alteracions
en la topografia ventricular posterior a 'lAM (25) i va ser definit posteriorment com
I'expressié genomica que resulta en canvis moleculars, cel-lulars i intersticials com a
consequencia de la isquémia cardiaca i que es manifesta clinicament en forma de
canvis en la mida, forma i funcié cardiaques (24). En cada una d’aquestes situacions,
el remodelat pot constituir des d’'un procés aparentment compensador a un de

desadaptatiu (26)

La fibrosi cardiaca és un determinant principal del procés de remodelat i és considerat
un factor de risc important en el desenvolupament d’insuficiéncia cardiaca (24). Una de
les caracteristiques principals de la fibrosi cardiaca és la deposicidé incrementada de
matriu extracel-lular, constituida principalment per col-lagens i altres proteoglicans i
proteines en equilibri dinamic amb els components cel-lulars del cor. El recanvi
dinamic de col-lagen és controlat per diversos mecanismes reguladors, incloent la
sintesi de novo i la degradacio proteolitica per part de les metal-loproteinases (MMPs).
En condicions fisioldgiques, I'equilibri entre la sintesi i degradacié de col-lagen és
crucial per la homeostasi de la matriu extracel-lular. En canvi, després d’'un IAM es
produeix una reorganitzacié de la matriu extracel-lular a través de l'activacié de vies
profibrotiques i de MMPs, que s’associa amb alteracions en I'estructura i funcié del
miocardi (27). Diferents families de proteases estan involucrades en el
desenvolupament de la insuficiéncia cardiaca secundaria a I'lAM (27). Es considera
que els factors predominants que causen el remodelat de la matriu extracel-lular en la
progressié a insuficiéncia cardiaca son 'augment de I'activitat proteolitica de les MMPs
i/o la disminucié dels nivells dels seus inhibidors tissulars (TIMPs) (28). Malgrat tot, es
desconeixen en gran mesura els mecanismes que regulen aquests factors aixi com els
que regulen els factors implicats en la sintesi dels components matriu extracel-lular. La
identificacidé dels mecanismes moleculars especifics pels quals la isquémia

miocardiaca inicia i promou el remodelat ventricular és necessaria per establir
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aproximacions terapéutiques que permetin un tractament preco¢ de la insuficiéncia

cardiaca isquémica, evitar-ne I'aparicié o atenuar-ne la gravetat.

Dos components importants de la isquémia miocardiaca sén la hipodxia i la inflamacio,
factors associats amb processos fisiologics i patologics com la fibrogénesi. La hipdxia
cel-lular i sistémica activa la sintesi de col-lagen en diversos tipus cel-lulars, suggerint
I'existéncia de factors regulats per la hipoxia implicats en reaccions comunes durant el
procés de sintesi de col-lagen (29,30). La hipoxia-reoxigenacié també s’associa amb
una activacié de les MMPs (31,32). Semblantment, s’ha observat que la induccié de
citocines proinflamatories s’associa amb ['inici i progressio del remodelat cardiac (33-
36). Els pacients amb insuficiencia cardiaca presenten concentracions circulants
augmentades de citocines proinflamatories (37). Poc després de I'lAM augmenta
I'expressio d’aquestes citocines de forma transitoria (28,33-35,38,39) i cronicament, es
troben incrementades a nivell miocardiac en la zona infartada i peri-infartada

(34,36,39).

Les cel-lules cardiaques, incloent els cardiomidcits ventriculars, participen directament
en el procés de remodelat cardiac post IAM. Els cardiomiocits sén una font important
de collagen (40-42) i també produeixen MMPs i inhibidors tissulars de
metal-loproteinases (TIMPs) (31,40,41,43,44) (taula 1). Posteriorment a ['lAM,
s’observen canvis en I'expressio de MMPs i TIMPs i alteracions en la produccié de
col-lagen en cardiomiocits (taula 2). Si la hipoxia o la inflamacié promouen aquests
canvis és un aspecte que no s’ha avaluat, en part per raons metodoldgiques. De fet,
els mecanismes basics de la funcio cel-lular miocardiaca humana en resposta a la
hipoxia sén poc coneguts a causa de I'abséncia de models in vitro que hagin permés la
identificacié de la contribucié especifica de la tensié d’oxigen en els processos objecte
d’estudi. En la part 1 d’aquesta tesi s’ha utilitzat un model in vitro de cardiomiocits
ventriculars humans adults aillats que ha permés avaluar l'efecte especific de la

hipoxia i estimuls proinflamatoris sobre el remodelat cardiac en cardiomiocits
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ventriculars. Amb aquests estudis es pretén identificar els mecanismes basics que

regulen el remodelat ventricular en la isquémia cardiaca.

Taula 1. MMPs i TIMPs identificats en posterioritat a un IAM (43).

Classe Numero Mida (kDa) Cél-lules productores post-IAM

Col-lagenases

Col-lagenasa intersticial MMP-1 52/57 Fibroblasts
Col-lagenasa 2 MMP-8 75 Neutrofils
Col-lagenasa 3 MMP-13 54 No identificat
Gelatinases
Gelatinasa A MMP-2 72 Macrofags, fibroblasts, cardiomiocits
Gelatinasa B MMP-9 92 Neutrofils, macrofags, cardiomiocits

Estromelisines

Estromelisina-1 MMP-3 52/58 Cardiomiocits
Matrilisina MMP-7 28 No identificat
MMPs tipus membrana
MT1-MMP MMP-14 66 Fibroblasts, cél-lules vasculars
musculars llises, cardiomiocits
TIMPs
TIMP-1 28 Fibroblasts i cardiomiocits
TIMP-2 21 Fibroblasts i cardiomiocits
TIMP-3 24 Fibroblasts i cardiomiocits
TIMP-4 22 Fibroblasts i cardiomiocits
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Taula 2. Evolucié temporal i espacial de I'abundancia proteica de MMPs i TIMPs post IAM (43)

0-7 dies 7-21 dies 8 setmanes
Remot Per- Infart Remot Per- Infart Remot Per- nfart
infart infart infart

Col-lagenases

MMP-1 1 1 1 ND ND ND = ! !

MMP-8 = = = 1 T T = T i

MMP-13 1 1 1 1 1 1 = 1 1
Gelatinases

MMP-2 1 1 1 1 1 1 = 1 1

MMP-9 1 1 1 1 1 1 = ! !
Estromelisines

MMP-3 ND ND 1 0 1 1 = = !

MMP-7 ND ND ND ND ND ND = ! !
MT1-MMP = = = = = = = 1 1
TIMPs

TIMP-1 = = = 1 1 1 = l l

TIMP-2 = = = 1 1 1 ! ! !

TIMP-3 ND ND ND ND ND ND ! ! !

TIMP-4 = ! ! ND ND ND = ! !

ND: no determinat. 1 augment, | descens, = sense canvis (respecte a I'expressié en condicions
basals).

2. CARDIOMIOCITS

Els cardiomiocits surten del cicle cel-lular i es diferencien in vivo en el periode
perinatal. A diferéncia del mascul esquelétic, el miocardi no té cél-lules satél-lits amb
capacitat de proliferar en resposta al dany muscular (45,46). Els estudis en cultius de
mioblasts esquelétics derivats de cél-lules satél-lits musculars han contribuit de forma
significativa a I'estudi dels mecanismes de control i diferenciacié de diverses miopaties
(47). Contrariament, la limitacioé en la disponibilitat de linies cel-lulars de cardiomiocits
ventriculars humans ha obstaculitzat la realitzacié d’estudis analegs en el muscul
cardiac, ja que els cultius a partir de teixit miocardiac tenen una vida limitada in vitro.
De fet, tot i que els cultius primaris diferenciats poden mantenir-se algunes setmanes,

desenvolupen canvis morfologics i funcionals i generen una poblacié cel-lular
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heterogénia (48,49). En els darrers anys han aparegut linies cel-lulars de
cardiomiocits, tumorals o modificades geneticament, capaces de proliferar en cultiu,
(50-57) que pateixen d’alguns déficits com la falta de fenotip caracteristic de
cardiomiocits i una capacitat limitada d’expansié, que han compromeés la seva aplicacio
en molts estudis experimentals. De particular utilitat és, perod, la linia cel-lular de
cardiomiocits auriculars de ratoli HL1 (58), que manté les caracteristiques dels
cardiomiocits auriculars diferenciats. Tot i que valuoses per I'estudi dels cardiomiocits
auriculars, la utilitat d’aquestes cél-lules és limitada en l'estudi fisiopatoldgic en
cardiomiocits ventriculars. Més recentment, la linia cel-lular estable de cardiomiocits
ventriculars humans adults AC16 (59) ha estat constituida a partir de la immortalitzacio
de cardiomiocits primaris de cor huma adult a través de la seva fusié amb una linea
cel-lular de fibroblasts sense ADN mitocondrial transformats amb el virus SV40.
D’aquesta manera, possibilita una millor aproximacié a I'estudi a nivell cel-lular i
molecular dels processos fisiopatologics en els que intervenen de forma principal els
cardiomiocits ventriculars, com el remodelat ventricular i la secreci® miocardiaca de

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

Figura 1. Imatge dels cardiomiocits ventriculars humans (cel-lules AC16) obtinguda en el Servei de Bioquimica i
Genetica Molecular, Hospital Clinic. 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 serum bovi fetal (12,5%), penicil-lina (50 U/mL),
estreptomicina (50ug/mL) i L-glutamina (2mM).

10
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3. HIPOXIA CEL-LULAR | REGULACIO TRANSCRIPCIONAL PER HIF-1
3.1. Introduccié

L’adaptacio cel-lular a la hipoxia depén de forma essencial del factor de transcripcio
HIF-1, el qual és inactiu en condicions normoxiques perd s’activa en condicions
d’hipoxia (60,61) regulant la transcripcio de desenes de gens de forma cél-lula
especifica (62). Estructuralment, HIF-1 és un heterodimer ubiqulitament expressat en
els teixits humans, composat per una subunitat regulada per oxigen (HIF-1a) i una altra
expressada de forma constitutiva (HIF-1B3, també coneguda com ARNT) (63,64). En
condicions normoxiques, la rapida hidroxilacié depenent d’oxigen per la prolil
hidroxilasa 2 (PHD2) dels residus prolina 402 i/o 564 de la subunitat HIF-1a
proporciona un lloc d’unié en aquesta subunitat pel producte del gen von Hippel-
Lindau (VHL), component del complex E3 ubiquitina lligasa. Aquesta unié indueix una
poliubiquitinitzacié de HIF-1a que culmina amb la seva degradacié pel proteosoma
(65,66). Contrariament, en condiciones de disponibilitat reduida d’oxigen, disminueix
lactivitat de la PHD2, inhibint-se la degradacié de HIF-1a. Aquesta estabilitzacio de
HIF-1a permet la seva translocacié des del citoplasma al nucli cel-lular, on dimeritza
amb HIF-1p3, formant el complex HIF-1 transcripcionalment actiu. En el nucli, HIF-1
s’uneix als elements de resposta a hipoxia (HRE; 5-RCGTG-3") en les regions

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

A més de l'estabilitzacié de HIF-1a, I'activacio transcripcional de HIF-1 requereix de la
unié de proteines coactivadores de la transcripcid. Existeix, per tant, un segon
mecanisme per a l'activacio de HIF-1, que modula els dominis de transactivacio
(estimulacié de la transcripcid) N-TAD i C-TAD de HIF-1a. Aquests dominis recluten
coactivadors transcripcionals com CBP/p300, SRC-1 i TIF2 (67). En condicions
normals de tensié d’oxigen, la hidroxilacié depenent d’oxigen del residu asparagina
803 en el domini C-TAD de HIF-1a pel factor inhibidor de HIF (FIH, asaparagina

hidroxilasa depenent d’oxigen) bloqueja la interaccid de HIF-1a amb la proteina
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coactivadora CBP/p300 (69-71), reduint I'activitat transcripcional de HIF-1a (68). Pel
contrari, en condicions hipoxiques, la hidroxilacié del residu asparagina esta inhibida,
permetent una interaccio eficient entre CBP/p300 i HIF-1a que facilita I'activacio de la
transcripcié dels gens diana. D’aquesta manera, la utilitzacié de l'oxigen com a
substrat per part de FIH-1 constitueix un segon mecanisme sensor d’oxigen. S’ha
descrit que la transcripcié de FIH-1 és independent de la concentracié d’oxigen i no
actua sobre I'estabilitat de HIF-1a (72). Igual que les prolina hidroxilases, la asparagina

hidroxilasa FIH-1 requereix Fe*? i ascorbat com a cofactors.

A banda de la tensiéo 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 molécules de senyalitzacié han estat implicades en el control de HIF-1 en
condicions normoxiques (67). També, encara que de forma complexa i depenent del
tipus cel-lular, en alguns casos s’ha observat I'estimulacioé de la transactivacié o de la
sintesi de HIF-1 a través de l'activacié de les vies de senyalitzacié de les proteines

quinases activades per mitdgens (MAPK) o la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (73).
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Figura 2. Representacioé dels mecanismes moleculars de regulacié de I'expressioé dels gens diana de HIF-

1 en funcié de la tensié d’oxigen cel-lular.
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3.2 Gens diana de HIF-1

L’adaptacio de les cél-lules i 6rgans al subministrament d’oxigen esta mediada per una
varietat de gens sobre els que actua el factor de transcripcié HIF-1, que estan regulats
de forma teixit-especifica. HIF-1 activa I'expressié d’aquests gens unint-se als
elements de resposta a hipoxia 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 eritrocits de transportar

oxigen es veu incrementada en resposta a la hipoxia gracies a I'expressio de gens
implicats en [l'eritropoesi i el metabolisme del ferro. Augmenta [|'expressid
d’eritropoetina (74), provocant lincrement del nombre d’eritrocits i I'alliberament
d'oxigen als teixits. També estan regulats per la hipoxia els productes de gens
implicats en el metabolisme del ferro que controlen els principals passos bioquimics de
la produccié d’hem. La hipoxia augmenta I'expressio de transferrina i del seu receptor i
de ceruloplasmina (75,76), facilitant el subministrament de ferro als teixits. La
transferrina transporta el Fe*" a [linterior de la cél-lula. El receptor de transferrina
permet la recuperacio de transferrina (76). La ceruloplasmina és necessaria per oxidar

el ferro de l'estat ferrés al férric (77).

b) Angiogénesi. L’angiogéneisi és un procés complex en el que estan implicats gran
quantitat de productes génics expressats per diferents tipus cel-lulars. S’ha observat
'augment d’expressié d’'un gran nombre de gens implicats en diferents passos de
'angiogenesi en resposta a canvis en la tensié d’oxigen. Entre ells, destaca el factor
de creixement endotelial vascular (VEGF), potent mitogen endotelial vascular que
participa directament en I'angiogénesi mitjangant el reclutament de cél-lules endotelials
en zones hipoxiques o poc vascularitzades, on estimula la seva proliferacié (78). Aixi,
la induccié de VEGF i altres factors proangiogenics condueix a un increment de la

densitat vascular i, en conseqléncia, a una disminucié de la distancia de difusio
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d’oxigen. A més, HIF-1 regula gens implicats en el to vascular com la sintasa d’oxid
nitric tipus 2 (NOS2) (79), hem oxigenasa 1 (80), endotelina 1 (81), adrenomedulina
(82) i el receptor a4z adrenérgic (83). També, la hipdxia indueix factors implicats en el
recanvi de la matriu extracel-lular i la maduracié dels vasos com la metal-loproteinasa
2 endotelial (32), inhibidors de l'activador tissular de plasmindogen (84) i prolina

hidroxilases del col-lagen (29).

¢) Metabolisme glucidic. En condicions de baix subministrament d’oxigen, les

cél-lules canvien el seu metabolisme de la glucosa de la via oxigen depenent de I'acid
tricarboxilic a la glucolisi independent d’oxigen (85). Amb només 2 molécules d’ATP a
partir d'una molécula de glucosa, en lloc de les 38 molécules d’ATP proporcionades
pel cicle de I'acid tricarboxilic, les cél-lules hipoxiques aconsegueixen augmentar la
seva capacitat per generar ATP incrementant la disponibilitat de glucosa. Aixd s’obté a
a travé de l'augmen en I'expressido d’enzims glucolitics i transportadors de glucosa
(86). La hipoxia i HIF-1 activen la gran majoria d’enzims de la via glucolitica, aixi com
els transportadors de glucosa 1 i 3 (GLU1, GLU3) (87). A més, metabdlits de la
glucolisi com el lactat i el piruvat provoquen acumulacié de HIF-1a en condicions
normoxiques i regulen I'expressio dels gens induibles per hipoxia establint un cercle

amplificador (88).

d) Proliferacié cel-lular_i_supervivéncia. La hipoxia i HIF-1 indueixen factors de

creixement, com el factor de creixement insulinic tipus 2 (IGF-2) i el factor de
creixement transformant-a (TGF-a) (89). La unié d’aquests factors de creixement al
seus receptors activen vies de transduccio de senyals que condueixen a la proliferacio

i supervivencia cel-lular i, també, estimulen I'expressié de HIF-1a (90).
e) Apoptosi. L’adaptacio cel-lular a la hipoxia porta a la proliferacié i supervivéncia
cel-lular, perd paradoxalment també condueix a la mort cel-lular en determinades

circumstancies. S’ha observat que HIF-1 esta involucrat en la induccié d’apoptosi per

la hipoxia. Cél-lules embrionaries portadores d’una deleccié de HIF-1a mostren menor
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apoptosi en condicions hipoxiques (91). Diferents tipus cel-lulars mostren activacié de
caspases i alliberament de citocrom ¢ en condicions d’hipoxia (92,93). També s’ha
observat que I'expressié de HIF-1a i HIF-138 correlaciona amb l'apoptosi i factors
proapoptotics com caspasa-3, Fas, i Fas lligand (94). A més, la hipoxia disminueix la
proteina antiapoptotica Bcl-2 (91). Alguns gens implicats en el control del cicle
cel-lular, com p53 i p21 també sén depenents de HIF (91). A més, p53 intervé en la
regulacié6 de l'apoptosi induida per la hipoxia a través de la induccié de gens

relacionats amb I'apoptosi com Bax, NOXA, PUMA i PERP (95).

f) Altres. Entre altres processos on s’ha descrit un paper fisioldgic de HIF-1 destaca la
seva regulacio de gens implicats en I'adipogénesi (96), formacié del cos carotidi (97),

desenvolupament de limfocits B (98) i alguns processos immunologics (99).

4. APELINA
4.1. Introduccié

L’apelina és el lligand endogen del receptor lligat a proteines G, APJ. El sistema
apelina-APJ s’expressa en diversos organs i teixits com el sistema nervids central i
periféric, cor, pulmd, ronyo, fetge o teixit adipds. Entre altres, actua sobre la regulacio
de 'homeostasi de la glucosa, formacié de vasos, proliferacié cel-lular i processos
immunologics (100,101). El sistema cardiovascular, pero, constitueix el principal lloc
d’accié de l'apelina, on exerceix un paper important en la regulacié de la homeostasi
(102). L’apelina, que també s’expressa de forma important a nivell cardiac i vascular
(103), és una de les substancies enddgenes amb efecte ionotropic positiu més potent
(104). L'administracié exdgena d’apelina provoca un efecte ionotropic positiu agut i
cronic en el miocardi (104-106). Les accions de I'apelina a nivell cardiovascular
inclouen, a més de 'augment de la contractilitat cardiaca, la vasodilatacio i la reduccio

de la pre-carrega i post-carrega ventricular (107,108). Les accions ionotropiques
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conjuntament amb la reduccid de la pre-carrega i post-carrega fan de l'apelina una

substancia atractiva des del punt de vista terapéutic en la insuficieéncia cardiaca.

S’han descrit diversos mecanismes pels quals I'apelina regularia el to vascular i la
pressié arterial. En aquest sentit, 'administracié d’apelina a rates provoca una
disminucio de la pressio arterial a través de I'estimulacié de l'alliberacié d’oxid nitric en
les cél-lules endotelials (109) i redueix la reabsorcié renal d’aigua a través de la
inhibicié de l'alliberacié de I'hormona antiditrética (110). L’administracié d’apelina en
humans provoca vasodilatacié arterial mediada per oxid nitric (111). A més, I'apelina
també actua contrarestant la vasoconstriccio induida per angiotensina (112). Aixi, els
ratolins amb déficit d’APJ sén normotensos en situacié basal perd presenten una major
sensibilitat a 'administracié exdgena d’angiotensina Il que els ratolins wild-type (112).
La pressio arterial mitjana en ratolins doble knockout, amb déficit del receptor APJ i del
receptor tipus 1 de I'angiotensina Il (AT1a), és superior que en els ratolins amb déficit
unicament del receptor AT1a, suggerint que el sistema apelina/APJ provoca una
vasodilatacié compensatodria de la vasoconstriccié mediada per angiotensina. L’apelina
és també un potent supressor de l'activacié dels fibroblasts cardiacs i té efectes
inhibidors sobre la fibrosi cardiaca i el remodelat ventricular (113,114). S’ha proposat
que l'expressid del sistema apelina-APJ durant la diferenciacio de cél-lules
mononuclears de medul-la 6ssia en cél-lules cardiomiogéniques pot ser un mecanisme
important per la regulaci6 de la regeneraci6 miocardiaca i la seva recuperacio

funcional després de I'|AM (115).

4.2. Sintesi i secrecid cardiaca d’apelina

El gen de lapelina es situa en el brag llarg del cromosoma X i codifica per la
preproapelina, péptid de 77 aminoacids. L’apelina-36, fragment C-terminal de 36

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

I'apelina-13 probablement la forma amb major activitat (116).

L’apelina esta present tant en el miocardi com en el plasma. S’ha observat disminucio
de 'ARNm de I'apelina en cardiomiocits sotmesos a estirament in vitro i en el ventricle
de models animals d’insuficiéncia cardiaca hipertensiva (104). Aixo pot explicar que en
els models animals d’insuficiéncia cardiaca I'expressio d’apelina augmenta o es manté
en la hipertrofia ventricular esquerra i insuficiencia cardiaca compensada, pero
disminueix en insuficiéncia cardiaca greu descompensada. Semblantment, en humans
les concentracions plasmatiques d’apelina augmenten o es mantenen en la disfuncio
ventricular esquerra inicial (118), pero els pacients amb insuficiéncia cardiaca
avancada presenten una disminucié en les concentracions plasmatiques d’apelina

(119,120).

L’apelina es relaciona estretament amb diversos processos inflamatoris (121-123),
suggerint que la secreci6 dapelina pot estar influenciada per citocines
proinflamatories. En adipdcits existeix una correlacié entre I'expressié d’apelina i TNFa
(123). En els SCA s’observa un desequilibri en l'alliberacié de citocines, que afavoreix
els efectes proinflamatoris (124,125), per0 es desconeix l'efecte dels factors

proinflamatoris sobre la secrecié cardiaca d’apelina.

El sistema apelinérgic es troba disminuit a nivell cardiac en la insuficiéncia cardiaca
avancada experimental (126). Es considera que el déficit de I'activitat apelina-APJ pot
tenir un paper important en la fisiopatologia de la insuficiéncia cardiaca. De fet, sén
creixents les evidéncies que mostren el potencial terapéutic d’activar el sistema
apelina-APJ en els pacients amb insuficiéncia cardiaca (107,108,127). Malgrat tot, els
mecanismes moleculars que regulen la produccié miocardiaca d’apelina sén poc

coneguts. En la part 1 d'aquesta tesi s’estudia si la hipdxia i les citocines
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proinflamatories sén factors especifics que poden contribuir a 'augment de I'expressio

cardiaca d’apelina.

4.3. Isquémia miocardiaca, HIF-1 i apelina.

La regulacié del sistema apelina-APJ a nivell cardiac es veu modificada en situacio
d’'isquémia aguda. L’ARNm d’apelina i APJ augmenten de forma progressiva després
de la induccié d’'isquémia cardiaca. Aixi, després del lligament de l'artéria coronaria
descendent anterior en rates s’ha observat un augment de l'expressié cardiaca
d’apelina (128). Igualment, en un model experimental muri s’observa que apelina i APJ
estan sobreexpressats a nivell cardiac després de la induccié d’'isquémia o hipoxia
(129). En el cas de la insuficiencia cardiaca isquémica cronica s’ha descrit tant
laugment com la disminucié del sistema apelina/APJ (128,130,131). Aquestes
discrepancies semblen estar en relacié amb els diferents temps d’estudi post infart en
el que es mesura 'expressio d’apelina i/o amb diferéncies en el grau de gravetat de la
insuficiéncia cardiaca. De fet, la conclusié extreta després de diversos estudis amb
resultats aparentment contradictoris és que les concentracions plasmatiques d’apelina
en els pacients amb insuficiéncia cardiaca augmenten en les fases inicials pero
disminueixen en fases avancades (133,134). S’han observat nivells de 'ARNm
d’apelina augmentats en el ventricle esquerre de pacients amb insuficiéncia cardiaca
isquémica (130). Les concentracions plasmatiques d’apelina es troben disminuides en

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

L’apelina presenta accions cardioprotectores front la isquémia cardiaca (137,138) que
poden estar en relacid a la seva activacidé en hipoxia a través de HIF-1. La
sobreexpressié d’apelina en resposta a la hipoxia s’ha observat en diferents tipus
cel-lulars (139-142). S’han observat llocs d’unié potencials de HIF-1 en el gen
d’apelina (143) i, en cors de rata en situacié d’isquémia, el patré d’expressié d’apelina

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

disfuncioé cardiaca, inhibicié de I'apoptosi i dels efectes oxidatius (144).

5. PEPTIDS NATRIURETICS
5.1. Introduccio

Les primeres suposicions que el cor pogués tenir una funcié endocrina daten de
mitjans del segle XX, motivades fonamentalment per I'observacié d’una associacio
funcional entre el cor (distensié auricular) i el ronyd (augment de la dilresi) (145).
També a favor de la nocié que el cor pogués comportar-se com un organ endocri,
estava I'observacido per microscopia electronica de granuls intracel-lulars en els
cardiomiocits auriculars de conills porquins, semblants als de les cél-lules endocrines
(146). Tres décades després, va poder demostrar-se experimentalment que el cor
intervenia directament en la funcié dilrética i natriurética renal i que, per tant, no es
tractava d’'un organ que actuava unicament com una bomba mecanica. Les primeres
evidéncies experimentals d’'una relacié humoral entre el cor i el rony6 van venir de la
demostracio que la injeccio intravenosa en rates d’extractes auriculars condueix a un
augment de la dilresi i de I'excreci6 urinaria de sodi, aixi com un descens en la pressio
arterial (147,148) (figura 3). La substancia responsable de I'efecte natriurétic va poder
ser aillada en auricules de rata i resulta ser una hormona peptidica, que va denominar-
se péptid atrial natriurétic (ANP) (149). Posteriorment, va identificar-se un péptid
estructuralment relacionat en cervell porci, que va denominar-se péptid natriurétic
cerebral (150). Més endavant, va demostrar-se que aquest péptid es sintetitzava
principalment en el miocardi (151-153), per la qual cosa i per evitar confusions,
actualment sol denominar-se més propiament com péptid natriurétic tipus B (BNP).
Estudis posteriors han profunditzat en les accions de 'ANP i el BNP sobre el
manteniment de la pressid sanguinia i el balang hidroelectrolitic (154,155). Ambdos

péptids redueixen la resisténcia vascular i incrementen la dilresi i I'excrecid de sodi,
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reduint la pressié arterial sistéemica. Un tercer membre de la familia de péptids
natriurétics, el péptid natriurétic tipus C (CNP), també fou identificat en extractes de
cervell porci (156). Aquest péptid, a diferencia de 'ANP i el BNP es sintetitzat
preferentment a I'endoteli vascular i el sistema nerviés central (157), actuant
basicament com a factor paracri (158), tot i que ha estat documentada la seva

expressié a nivell de miocardi i de fibroblasts cardiacs (159,160).

UnaV (MEg/min/g ronyo) 3 GFR (ml/min/g ronyé) Pressi6 arterial (mm Hg)
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Figura 3. Excrecié de sodi en orina (UnsV), taxa de filtracié glomerular (GFR) i pressioé arterial abans (B1,
B2) i després (C1, C2, C3) de la injeccié intfravenosa d’extractes auriculars en rates control. Jiménez W et al.
Am J Physiol 1986;250:F749-52 (148).

Els péptids natriurétics son sintetitzats com prohormones, constituint les hormones
madures actives els fragments C-terminals formats com a resultat de trencaments
especifics dels precursors (161,162). En concret, les hormones madures son péptids
de 28, 32 i 22 aminoacids, respectivament per ANP, BNP i CNP. A causa de la
preséncia d’'un enllag disulfur intramolecular, 17 aminoacids de la molécula dels
péptids natriurétics presenten una estructura en forma d’anell, onze dels quals sén
idéntics en els tres péptids (figura 4). Aquesta estructura en anell es considera
essencial en la resposta d’unié amb els seus receptors i en I'activitat bioldgica dels

péptids natriurétics (163).
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Els péptids natriurétics actuen en els organs diana mitjangant la unidé a receptors de
membrana. El receptor de péptid natriurétics tipus A (NPR-A) (164) és un receptor
transmembrana lligat a guanilil ciclasa que s’expressa en el ronyd, muscul llis, glandula
adrenal, cervell, cor, testicle, ulls, intesti, i mucosa olfactoria. Les accions fisiologiques
d’ANP i BNP venen mediades per la unié a aquest receptor i la subseglient generacio
del segon missatger intracel-lular GMPc (165,166), el qual actua sobre diverses dianes
moleculars com les proteina quinases dependents de GMPc, canals idnics lligats a
GMPc o fosfodiesterases regulades per GMPc (167). S’ha descrit que els ratolins amb
deficit de NPR-A presenten hipertrofia cardiaca, hipertensio arterial i fibrosi ventricular
(168,169). Aixi mateix, també s’ha observat hipertensidé arterial en individus que
presenten mutacions que condueixen a una disminucié de I'expressié del NPR-A

(170).

El receptor de péptid natriurétics tipus B (NPR-B) (171) és el principal receptor del
CNP. Aquest receptor també esta lligat a guanilil ciclasa i s’expressa preferentment en
el cervell (172). El receptor de péptid natriurétics tipus C (NPR-C) representa el 95%
de tots el receptors de peptids natriurétics i la seva expressio és ubiqua (173). Actua
eliminant dels péptids natriurétics circulants (174), funcid que realitza a través

d’endocitosi mediada per receptor (175) (figura 4).
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Figura 4. Estructura dels peptids natriurétics i mecanisme d’accid. Els aminoacids assenyalats
sOn aminoacids identics en l'estructura dels tres péptids.
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5.2. Sintesi, secrecio i processament dels péptids natriurétics cardiacs

a) Sintesi, secrecid i processament de ’ANP

El gen que codifica per TANP (NPPA) es localitza en el cromosoma 1p36.2, junt al gen
NPPB, que codifica pel BNP. L’auricula cardiaca és el lloc d’expressié preferent de
'ANP (176). Durant el desenvolupament embrionari, ’ANP també s’expressa a nivells
elevats en el ventricle esquerre, perd la seva expressidé 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 comparacio

amb l'auricula (178,179).

L’ANP es sintetitza en els cardiomidcits auriculars com un péptid de 151 aminoacids i
és emmagatzemat com a pro-ANP (126 aminoacids) en granuls especifics. La forma
biologicament activa consta de 28 aminoacids (180) i s’allibera pel trencament del pro-
ANP mitjancant I'enzim convertidor d’ANP (corina), una serina-proteasa transmebrana
de tipus Il especifica de miocardi (181). L’ANP és principalment alliberat de I'auricula
en resposta a l'expansid de volum, que és percebuda com un increment de
I'estirament auricular (182). A nivell ventricular, la sobrecarrega cardiaca cronica que
ocorre en la insuficiéncia cardiaca pot provocar també un augment de la produccio

d’ANP (183,184).

b) Sintesi, secrecié i processament del BNP

El humans el gen del BNP es localitza en la regi6 distal del brag curt del cromosoma 1.
Esta composat per 3 exons i 2 introns. La seva transcripcid genera un ARNm d’uns
700 parells de bases que codifica una preprohormona de 134 aminoacids (185), que
conté una sequéncia senyal per on és fragmentada, generant una prohormona de 108
aminoacids (pro-BNP). Una fragmentacié addicional, probablement catalitzada pels
enzims proteolitics furina i/o corina (181,186), resulta en un fragment aminoterminal

inactiu de 76 aminoacids (NT-proBNP) i un fragment carboxiterminal de 32 aminoacids
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que constitueix el péptid bioldgicament actiu (BNP) (figura 5). La longitud del fragment
actiu és variable segons I'espécie. En I'huma, el porc i el gos, el BNP consta de 32
aminoacids (187,188), metre que en la rata i el ratoli és de 45 aminoacids (189,190).
Mentre que en lauricula el BNP és emmagatzemat en granuls de secreci6
conjuntament amb I'ANP, la produccié ventricular de BNP és constitutiva i esta
regulada transcripcionalment, principalment per I'estirament de la paret cardiaca com a
resultat d’'una sobrecarrega de volum. El factor de transcripcié nuclear GATA4 té una

funcidé principal en la regulacié d’aquest procés (191,192).

. Intré 2
GenBNP | Bt PN Ee2 OS] Ees |

ARNm BNP .‘S'UTR | 3‘”“*‘7

126 134
Prepro BNP
(134 aa)
Pro BNP 1 16 108
(108 aa) ‘

— N
| I

NT-Pro BNP (76 aa) BNP (32 aa)

Figura 5. Estructura genica i via de biosintesi del péeptid natriurétic tipus B (BNP) en humans. aa:
aminoacids.

El contingut total de BNP i del seu ARNm en el ventricle s’ha calculat que és el 30% i
el 70% del total cardiac respectivament (193). No obstant aix0, 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 plasmatiques
de BNP son majors en la vena interventricular anterior i el si coronari que en l'arrel
aortica, suggerint també que la sintesi i secreci6 de BNP és predominantment
ventricular (195). La produccié ventricular de BNP és encara major en condicions de

disfuncié ventricular esquerra (193,196,197), constituint la distensié de la paret
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cardiaca el principal estimul de sintesi i de secreci6 (198,199). Els cardiomidcits sén el
principal tipus cel-lular productor de BNP i péptids relacionats (NT-proBNP, proBNP)
presents en la circulacié sanguinia. L’augment de les concentracions plasmatiques de
BNP venen mediades fonamentalment per 'augment en I'expressi6 de BNP en el

ventricle esquerre (193).

c) Diferéncies en la sintesi, secrecio i processament de ’ANP i el BNP.

Quant als mecanismes de secrecid i emmagatzemament intracel-lular, existeixen
notables diferéncies entre els dos sistemes principals de péptids natriurétics cardiacs
(ANP i BNP). Aixi, TANP és emmagatzemat majoritariament en granuls auriculars i
I'estirament auricular s’acompanya d’una rapida alliberacié d’ANP i péptids relacionats.
En canvi, la sintesi de novo d’ANP és lenta i de menor importancia. En contraposicio,
el BNP és secretat majoritariament a través d’'un mecanisme constitutiu i només una
petita quantitat es troba emmagatzemada en granuls de secrecié auricular
conjuntament amb 'ANP (200,201). Per tant, l'increment de la secreci6 de BNP és
fonamentalment dependent de l'activacié génica i, en conseqliéncia, és més lent que
l'alliberacié majoritariament granular de 'ANP. Aquestes diferéncies expliquen que
aquelles situacions en qué existeixen variacions agudes en el grau d’estirament
auricular comporten canvis més rapids en les concentracions circulants d’ANP que en
les de BNP (201). A nivell d’expressié génica, pero, I'activacio del gen del BNP en

resposta a I'estirament ocorre més rapidament que la d’ANP (202).

d) Diferéncies en la sintesi, secrecié i processament dels péptids natriurétics a

nivell auricular o ventricular.

També existeixen diferéncies importants en relacié a la produccié d’ANP i BNP en les
diferents cavitats cardiaques. En condicions normals, I'auricula és una font important
d’ambdds péptids (ANP i BNP). No obstant, en condicions d’estirament cronic dels
cardiomiocits (com en la insuficiéncia cardiaca) existeix una important sobreexpressio

de la produccid ventricular de péptids natriurétics (193,202,203), que és
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quantitativament molt més important en el cas del BNP que en el de I'ANP. Aixd ha
portat que en la literatura cientifica, de forma simplificada i en benefici de la
comprensio, no sigui infrequient qualificar el BNP com a hormona ventricular. De fet, en
situacions en les que el miocardi és sotmés a distensié per sobrecarrega de volum o
pressio, com en la insuficiéncia cardiaca, hipertrofia cardiaca o infarts de miocardi
importants, s’estimula de forma destacada la sintesi i produccié ventricular de BNP. En
els IAM, la produccié de BNP sembla estar incrementada, en un major grau que la
d’ANP, en l'area peri-infartada, elevacié tradicionalment atribuida a un mecanisme
d’estirament local (204). Existeixen també evidéncies experimentals que indiquen que,
a més de l'estirament muscular cardiac, altres factors estimulen la transcripcié de
BNP. Neurohormones i citocines antiinflamatories, incloent endotelina-1, angiotensina
I, interleucines i agonistes adrenérgics poden augmentar la produccié cardiaca de

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

5.3. Accions fisiologiques.

Els estudis dels efectes fisiologics de BNP, realitzats mitjancant injeccié de BNP en
organismes o administracio en cel-lules o organs en diferents rangs de concentracions,
o mitjangant el disseny de ratolins transgénics o knockout, mostren que el BNP s’uneix
al NPR-A provocant un augment de la produccio intracel-lular de GMPc (207,208). Els
principals efectes bioldgics inclouen diliresi, vasodilatacid, inhibicié del sistema renina-
angiotensina-aldosterona i augment del creixement muscular cardiac i vascular. Els
seus efectes paracrins sén en general cardioprotectors (208). Els ratolins knockout pel
BNP presenten fibrosi cardiaca sense hipertensié (209). Els ratolins transgénics que
sobreexpresen BNP presenten hipotensié i malformacions ossies (189). Estudis in vitro
han permés demostrar un efecte inhibidor del BNP sobre la proliferacié de fibroblasts
cardiacs (210) i sobre la inducci6 de MMPs (211). Actualment es desconeix si el
fragment NT-pro BNP té efectes biologics per si mateix. Igualment, es desconeix si la

prohormona intacta pot unir-se als receptors periférics.
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5.4. Isquéemia miocardiaca, HIF-1 i péptids natriurétics.

Evidéncies experimentals mostren que HIF-1 té un paper destacat en la fisiopatologia
de la malaltia coronaria. La preséncia de HIF-1 (212-216) i 'augment en I'expressi6 de
diversos dels seus gens diana (217,218), ha estat confirmada experimentalment en el
miocardi hipoxic. Aixi mateix, consistent amb una menor oxigenacié cardiaca, s’ha
observat I'activacié de HIF-1a en el miocardi isquémic de rates sotmeses a lligament
d’artéries coronaries (219). La inducci6 de HIF-1a té lloc de forma rapida en el curs de
l'infart de miocardi, segons es desprén de I'analisi de bidpsies ventriculars obtingudes
en pacients amb IAM (220). Determinats polimorfismes de HIF-1a s’associen amb
abséncia de vasos col-laterals en pacients amb estenosi de les artéries coronaries
(221). En els pacients amb SCA, aquests polimorfismes estan presents amb major
frequéncia en els pacients que presenten angina estable en comparacié amb els que

presenten infart (222).

HIF-1 té un paper essencial en la resposta del miocardi en situacio d’hipoxia (223,224).
El paper protector de HIF-1 en situacions d’isquémia cardiaca s’ha observat en ratolins
transgénics que sobreexpressen HIF-1a. Aquests ratolins presenten, després de la
induccié d'lAM, una mida menor de linfart, major densitat capil-lar i augment de
l'expressio de VEGF i NOS2 (225). Semblantment als ratolins transgeénics, els ratolins
amb nivells cardiacs elevats de HIF-1a induits per una disminucié de I'activitat de
PHD2 també presenten proteccié front I'infart de miocardi (226-228). Aquests estudis
mostren que HIF-1 regularia la perfusi6 i I'alliberament d’oxigen constituint un factor

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

Diverses evidéncies suggereixen que HIF-1 pot ser inductor de la produccié de BNP
en cardiomiocits. S’han identificat llocs d’'uni6 de HIF-1 potencials en la regio
promotora del gen del BNP (229) i estudis experimentals en models animals exposats
a hipdxia mostren un augment de I'expressié génica miocardiaca de BNP (230-232).

Malgrat tot, la contribucio de la hipoxia tissular com a estimul inductor de BNP no esta
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demostrada, ja que la majoria d’aproximacions experimentals han investigat isquémia
miocardiaca (233,234) o hipdxia cronica en models animals (231,232), que s’associen
a alteracions fisiopatologiques més complexes que la hipdxia solament, com poden ser
els canvis hemodinamics i/o en la massa ventricular, que també poden afectar
'expressio de BNP. L’efecte especific de la hipdoxia sobre la secreci6 de BNP en

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

La reducci6 cronica de la tensié d’oxigen incrementa la sintesi cardiaca d’ANP en rates
i ratolins (235,236). Igualment, la hipdxia aguda provoca una alliberacié d’ANP en
models animals. En estudis in vitro en cors aillats de rata i ratoli, la hipoxia estimula
l'alliberacié d’ANP, suggerint un efecte estimulador directe (236,237). En cultius de
cardiomiocits auriculars de ratoli, 'exposicié a hipdoxia augmenta I'expressio d’ANP i
estimula la seva secrecid (238). Semblantment, en cardiomiocits auriculars de rata
I'exposicié a hipdxia ha mostrat un augment de la secreciéo d’ANP, encara que no de la
seva expressidé génica (239). Donat que els cardiomiocits auriculars son la font
principal d’emmagatzemament d’ANP, és possible que la gran quantitat d’ANP
emmagatzemat en granuls en els cardiomiocits auriculars eviti 'augment de sintesi
d’ANP en resposta a hipoxia. Els cardiomiocits ventriculars secreten ANP de forma
constitutiva i emmagatzemen només una petita proporcid del péptid sintetitzat
(240,241). Per tant, els mecanismes que regulen la produccié d’ANP en resposta a
hipdxia poden diferir entre els cardiomidcits auriculars i ventriculars (242). L'efecte
especific de la hipdxia sobre la secrecid6 d’ANP en cardiomiocits ventriculars sera

avaluat en la part 2 d’aquesta tesi.
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6. SIGNIFICACIO CLINICA DE LA CONCENTRACIO PLASMATICA DE BNP
6.1. Valor de la concentracié plasmatica de BNP en la insuficiéncia cardiaca

Les evidéncies progressives que el cor constituia la principal font de sintesi del BNP i
que l'estirament miocardiac era el mecanismes fisiopatoldogic que en regulava la
produccié constitueixen la base de les primeres avaluacions cliniques de les
concentracions plasmatiques de BNP, com a indicadores d’insuficiéncia cardiaca.
Aquests estudis van mostrar que les concentracions plasmatiques de BNP es troben
augmentades en pacients amb disfuncid ventricular esquerra simptomatica i
asimptomatica. També va observar-se que tot i que en individus sans les
concentracions plasmatiques del BNP s6n menys d’'una cinquena part que les de
I'ANP, en pacients amb insuficiéncia cardiaca I'increment de la concentracié de BNP
€s molt major. Per aquesta rad, la determinacio del BNP es considera més util que la
de I'ANP en la valoracio dels pacients amb insuficiéncia cardiaca i ha estat molt més
avaluada en aquesta condicié (243,244). La determinaci6 de BNP és util en la
valoracié dels pacients amb dispnea, especialment en els casos d’incertesa en el
diagnostic d’insuficiéncia cardiaca (245-249). De fet, 'avaluacio de la dispnea aguda
millora quan s’afegeix la determinacié de BNP en el judici clinic (245). A més, les
concentracions de BNP correlacionen amb la classificacio funcional de la insuficiéncia
cardiaca de la New York Heart Association (250). Altres estudis suggereixen que els
augments en les concentracions plasmatiques de BNP ajuden a establir la preséncia
d’insuficiéncia cardiaca per disfuncié diastolica amb una precisié6 semblant que en la
disfuncio sistolica (251-253), encara que no permeten diferenciar entre ambdues
entitats. Més recentment, les determinacions de BNP s’han proposat com a guia del
monitoratge terapéutic en la insuficiéncia cardiaca, tot i que els diferents estudis que
han avaluat aquest aspecte han donat resultats no sempre consistents. Actualment,
I'evidéncia cientifica suggereix que I'Us dels péptids natriurétics com a guia terapéutica

pot reduir el nombre d’hospitalitzacions per insuficiéncia cardiaca en pacients menors
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de 75 anys, perd no donen suport al seu Us de forma rutinaria per sota d’aquesta edat

(254-257).

Actualment, en les guies de la insuficiéncia cardiaca de TACC/AHA (American College
of Cardiology / American Heart Association) es recull que les determinacions de les
concentracions circulants de péptids natriurétics (BNP o NT-proBNP) poden ser utils
en l'avaluacio i I'estratificacié del risc dels pacients que acudeixen a urgéncies amb
dispnea i en els que el diagnostic d’insuficiencia cardiaca 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’insuficiéncia cardiaca quan el
diagnostic és incert (259). També les guies de la European Society of Cardiology
inclouen la determinacié de BNP o NT-proBNP entre les proves diagnostiques utils en
els pacients amb insuficiencia cardiaca (260). La majoria de pacients amb dispnea i
insuficiencia cardiaca presenten valors de BNP>400 pg/mL. Els valors de BNP<100
pg/mL tenen un elevat valor predictiu negatiu pel diagnostic d’insuficieéncia cardiaca
com a etiologia de la dispnea. En el rang de concentracions de BNP de 100 a 400
pg/mL, pero, les concentracions plasmatiques de BNP no sén prou sensibles ni
especifiques per detectar o excloure la preséncia d’insuficiéncia cardiaca. En aquest
rang de concentracions han de considerar-se també altres diagnostics com embolisme
pulmonar, disfuncié ventricular esquerra sense insuficiéncia cardiaca o cor pulmonale.
Altres limitacions de I'is de les concentracions plasmatiques de BNP en el diagnostic o
seguiment en la insuficiéncia cardiaca inclouen el fet que els pacients poden presentar
dispnea aguda per insuficiéncia cardiaca i per altres causes conjuntament, per la qual
cosa les concentracions de BNP elevades no sempre permetrien excloure la preséncia
d’'altres causes de dispnea. També s’observa que alguns pacients amb insuficiéncia
cardiaca cronica mantenen elevades les concentracions de BNP a pesar del
tractament amb evolucié6 aparentment adequada. En conjunt, les concentracions

plasmatiques de BNP no es consideren de suficient valor com a guia unica en la presa
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de decisions terapéutiques en pacients amb insuficiéncia cardiaca. Es recomana el
seu us conjuntament amb la valoracié clinica. Finalment, la determinacio de la
concentracié plasmatica de BNP no sera d'utilitat en I'avaluacié de pacients tractats

amb nestiride (BNP).

El valor pronodstic de les concentracions plasmatiques de BNP en la insuficiéncia
cardiaca també ha estat avaluat. Tant en els pacients amb insuficiéncia cardiaca
cronica com en els pacients amb disfuncié ventricular esquerra asimptomatica o poc
simptomatica, les concentracions plasmatiques de BNP proporcionen informacio
pronostica (261-268). Les concentracions plasmatiques de BNP sén un bon indicador
de risc de mort o esdeveniments cardiovasculars i podrien ser factors predictors de
supervivencia superiors que els factors de risc tradicionals com la classificacio
funcional de la New York Heart Association o inclus la fraccié d’ejeccié ventricular
esquerra (LVEF) (269). La persisténcia de valors elevats de BNP a pesar del
tractament proporciona informaci6 pronostica (264,265,268). També en pacients amb
insuficiéncia cardiaca cronica, els valors elevats de BNP en el moment de l'alta en
pacients ingressats per descompensacio soén millors indicadors de mortalitat o reingrés
que els parametres clinics o ecocardiografics habituals (270). En pacients amb
insuficiéncia cardiaca aguda descompensada, les concentracions de BNP elevades a
'ingrés sén un predictor de mortalitat intrahospitalaria amb independéncia d’altres

variables cliniques o bioquimiques (271).

Tot i que BNP i NT-proBNP estan molt relacionats, els dos péptids presenten diferents
rangs, punts de tall proposats (272) i diverses diferéncies fisioldgiques. BNP és
’hormona bioldgicament activa, mentre que NT-proBNP és una substancia
bioldgicament no activa. Els mecanismes d’eliminacié i vida mitjana son també
diferents. EI BNP és degradat per endopeptidases i té una vida mitjana de 5-10 minuts,
mentre que I'NT-proBNP s’elimina de forma passiva principalment pel ronyé i té una

vida mitjana més llarga, de 25-120 min (273,274). A pesar d’aquestes diferéncies,
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ambdés péptids tenen moltes semblances pel que es refereix a la seva utilitat en el
diagnostic i estratificacié del risc en la insuficiéncia cardiaca i poden ser considerats

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

6.2. Valor de la concentracié plasmatica de BNP en la cardiopatia isquémica

En comparacio a la molt abundant literatura cientifica sobre la relacié entre el BNP i la
insuficiencia cardiaca, hi han menys estudis que avaluin I'associacié entre BNP i
isquémia. D'Souza i col-laboradors (275) detectaren concentracions de BNP en
I'efluent coronari durant la reperfusié en cors de rata aillats, que correlacionaren amb
la severitat i duracié de la isquémia miocardiaca. La induccié d’isquémia durant 2, 5 i
20 minuts provoca un augment de la concentracié de BNP en I'efluent coronari durant
la reperfusié en relacié creixent amb la durada de la isquémia. La isquémia induida als
2 i 5 minuts no es va relacionar amb un augment de la pressio al final de la diastole,
suggerint que la isquémia per se i no I'estirament ventricular secundari a la isquémia
seria la causa de l'alliberament de BNP. Goetze i col-laboradors (276) demostraren en
un model porci que la induccié d’isquémia miocardiaca provoca un augment de
'expressio genica de BNP. En humans, s’ha demostrat un augment de la concentracio
de BNP en [lefluent coronari pocs minuts després de la induccié disquémia
miocardiaca mitjangant I'inflament d’'un balé intracoronari (277). Els pacients amb
isquémia miocardiaca i baix grau de necrosi miocardiaca presenten elevacidé dels
péptids natriuretics. La concentracié de NT-proBNP es troba elevada en pacients amb
angina inestable en comparacié amb pacients amb angina estable i sense malaltia
coronaria (278). Els pacients en els que es realitza angioplastia coronaria mostren un
augment rapid i transitori de la concentracio de BNP (279). S’ha observat que les
concentracions plasmatiques de BNP estan elevades a l'ingrés en els pacients amb
IAM, presentant un maxim a les 12-24 hores posteriors a l'inici dels simptomes (280).
Després, encara que les concentracions declinen de forma gradual, es mantenen

elevades en la fase cronica, reflectint probablement alteracions de la funcié ventricular
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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 reperfusio

coronaria precog (281).

Un estudi inicial en pacients amb cardiopatia isquémica estable no va observar
augment de les concentracié de BNP d’aquests pacients (282). Posteriorment, pero,
Bibbins-Domingo i col-laboradors (283) observen concentracions elevades de BNP en
pacients amb malaltia coronaria estable, principalment en aquells que tenen historia
d’lAM, quan s’indueix isquémia per exercici. Semblantment, Sabatine i col-laboradors
(284) observen un augment en les concentracions circulants de BNP després d’una
prova d’esfor¢. Tateishi i col-laboradors (285) observen un augment transitori en la
concentraci6 de BNP després d’angioplastia transluminal percutania, que també
suggereix una elevacié de les concentracions plasmatiques de BNP associades a
isquémia miocardiaca aguda. Un metanalisi recent suggereix que els increments de la
concentracié de BNP permeten identificar isquémia induida amb proves no invasives,
perd en la majoria d’estudis no s’exclouen els pacients amb insuficiéncia cardiaca o
disfuncié ventricular (286). Tot plegat indica la conveniéncia d’avaluar especificament
el comportament de les concentracions plasmatiques de BNP en els pacients amb
isquémia miocardiaca amb fraccié d’ejeccidé ventricular esquerra preservada (LVEFp).

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

Diferents estudis assenyalen la preséncia d'una estreta associacid entre les
concentracions plasmatiques de BNP i el risc cardiovascular en un rang de
circumstancies diferents (287). Aquesta associacié ha estat estudiada particularment
en el cas de la malaltia cardiaca estable (287). Igualment, les concentracions elevades
de BNP també han demostrat tenir importancia pronostica a curt i llarg termini en
pacients amb SCA amb i sense elevacio del segment ST (288-299), tradicionalment
atribuida a que indiquen disfuncié ventricular esquerra. Semblantment al cas de la

insuficiéncia cardiaca, la determinacié plasmatica de NT-proBNP sembla tenir un valor
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predictiu similar al del BNP en els pacients amb isquémia cardiaca (300-302). Els
valors elevats de BNP s’associen amb un augment de mortalitat inclis en pacients
amb isquémia miocardiaca sense insuficiencia cardiaca. Malgrat tot, hi ha poca
informacio sobre si el valor pronodstic de les concentracions plasmatiques 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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Hipotesi i objectius

La hipotesi principal dels estudis inclosos en aquesta memoria és que la hipdxia i la
resposta inflamatoria presents en el miocardi isquémic son inductors especifics de
remodelat ventricular i que la hipoxia activa la secrecié compensatoria de factors

cardioprotectors antifibrogéncis a través del factor de transcripcio HIF-1.

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

les hipotesis i objectius globals de cada un dels estudis inclosos en aquesta meméoria.

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

implicats en el recanvi de matriu extracel-lular en cardiomiocits.

Hipotesi: els factors proinflamatoris i la reduccio de la tensid d’oxigen sén inductors
especifics de recanvi de matriu extracel-lular en els cardiomiocits ventriculars humans.
Objectius:

- Identificacié dels mecanismes moleculars pels quals la isquémia miocardiaca

promou fibrosi cardiaca i remodelat ventricular.

- Identificacié dels mecanismes moleculars que regulen la sintesis i secrecié dels

factors de creixement cardiacs antifibrogénics apelina i VEGF.

Estudi 2. Efecte de la hipoxia sobre la secrecio del peptid natriurétic tipus B (BNP) en

cardiomiocits ventriculars humans.

Hipotesi: la reduccié de la tensid d'oxigen estimula directament I'expressié génica i la
secreci6 de BNP en cardiomiocits ventriculars humans en abséncia d’estimuls
hemodinamics o neurohormonals.
Objectius:
- Establir si la hipoxia és estimul suficient per la secrecié de BNP en cardiomiocits
ventriculars humans.
- Identificacié dels mecanisme moleculars que regulen la secreci6 de BNP en

condicions d’hipoxia en cardiomiodcits ventriculars humans.
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Hipotesi i objectius

Estudi 3. Estudi de la significacio clinica de les concentracions plasmatiques de BNP a

'ingrés en pacients amb sindrome coronaria aguda (SCA).

Hipotesi: els pacients amb SCA i fracci6 d’ejeccid6 conservada presenten
concentracions plasmatiques de BNP elevades, en relacio al grau d’hipdxia cel-lular.
Objectius:

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

- Analitzar la informacio clinica que proporciona la concentracié plasmatica de BNP

en pacients amb SCA i LVEF preservada o reduida.
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A. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS (ESTUDIS 1ill)

Cultiu cel-lular.

Les cél-lules AC16 es van sembrar en plaques de sis pous (1x10° cél-lules/pou) i es
van fer créixer fins arribar a la confluéncia en medi Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM-F12), complementat amb sérum bovi fetal (12,5%), penicil-lina (50 U/ml) i
estreptomicina (50 pg/ml). Després, el medi va canviar-se per DMEM-F12 lliure de
sérum durant 10 hores i, posteriorment, les cél-lules es van incubar durant intervals de
temps variables en DMEM-F12 en condicions normoxiques (21% Oz, 5% CO,, 74%N,)
o hipoxiques (5% O3, 5% CO,, 90% N,) en incubador CO,/O, (Forma Scientific Series
II, 3131, Marietta, OH). També es van realitzar cultius cel-lulars en preséncia de clorur
de cobalt (CoCl,, estabilitzador de HIF-1a), rotenona (inhibidor de HIF-1), TNFa, IL13 o
vehicle.

La viabilitat cel-lular va determinar-se afegint 0,4 mg de MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide) a les cél-lules i incubant-les a 37°C durant 90 minuts. El medi va
descartar-se i es van afegir 200 ul de N-propanol a cada pou. Després de 5-10 minuts
de reaccio, es van obtenir 50 ul de solucio, es van transferir a una placa de 96 pous i
es va mesurar la densitat optica a 570 nm (SpectraMax 340, Molecular Devices,

Sunnyvale, Ca).

Estudi de I'efecte de la hipoxia i les citocines proinflamatories en la produccio
cel-lular.

Un cop completats els periodes d’incubacié de cultiu cel-lular, es van obtenir mostres
de medi per mesurar la concentracié 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 -20°C o -80°C fins a la determinacié. Préviament a la

determinacié d’apelina, els medis (4 ml) van concentrar-se mitjangant filtres de
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centrifuga Amicon Ultra (3-KDa, Millipore, Carrigtwohill, Ireland). La concentracié de

proteina en el medi va determinar-se mitjancant 'assaig de Bradford (331).

Analisi de I'expressio de ’ARNm dels components de matriu extracel-lular i
factors de creixement.

L’ARN total cel-lular es va extreure mitjangcant un kit comercial (RNeasy, Qiagen,
Germany). Les mostres van ser tractades amb ADNasa (Ambion, Austin,TX) i la
concentracio d’ARN obtinguda va determinar-se per analisi espectrofotométric (ND-
100 Spectrophotometer, Nanodrop Technology, USA). Va realitzar-se la
retrotranscripcié d’un microgram d’ARN (High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). L’amplificacio dels gens estudiats va
realitzar-se mitjangant PCR quantitativa (Light Cycler 480, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN). Els encebadors (taula 3) i les sondes fluorescents usats per
'amplificacio dels diferents gens van ser dissenyats amb software especific (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 reaccié de PCR, el volum total de reaccié va ser de 20 ul, que inclouen ADNc
diluit 1/16, encebadors (200 nM), sondes fluorescents (100 nM) i enzim polimerasa
(FastStart TagMan Probe Master, Diagnostics). La senyal fluorescent es va detectar
durant 45 cicles (desnaturalitzacié 10 segons a 95°C, annealing 30 segons a 60°C,
extensio 30 segons a 72°C). El gen GAPDH va ser usat com a gen de referéncia per la
normalitzacié. La quantificacié relativa va realitzar-se usant el comparative threshold
cycle (CT), que es relaciona inversament amb I'abundancia d’ARNm de la mostra

inicial.
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Taula 3. Seqiencia dels encebadors utilitats per a I'amplificacié dels gens avaluats

Gen Encebador esquerre Encebador dret
BNP GATGGTGCAAGGGTCTGG CCTCTTAATGCCGCCTCA
VEGF GCAGCTTGAGTTAAACGAACG GGTTCCCGAAACCCTGAG
ANP GAGCGGACTGGGCTGTAAC GGAGCCTCTTGCAGTCTGTC

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC CGCCCAATACGACCAAAT
APELINA GCTCTGGCTCTCCTTGACC CCATTCCTTGACCCTCTGG
COL1A1 CCCTGGAAAGAATGGAGAT AATCCTCGAGCACCCTGA
COL1A2 CCAGCTGGTCCAAATGGT CACCAGGGAAACCAGTCATAC
PDGFRB TTCCATGAGGATGCTGAGGT CAGGGTGGCTCTCACTTAGC

TGFBR-1 AGGCCAAATATCCCAAACA CCAACATTCTCTCATAATTTTAGCC

MMP2 CCCAAAACGGACAAAGAGTT  CTTCAGCACAAACAGGTTGC
TIMP-1 GGGCTTCACCAAGACCTACA TGCAGGGGATGGATAAACAG
TIMP-2 GAAGAGCCTGAACCACAGGT CGGGGAGGAGATGTAGCAC

Determinacio de I’activitat gelatinasa.

L’activitat de les MMPs va ser analitzada mitjangant zimografia. Els medis de cultiu
obtinguts de cél-lules incubades en condicions de normoxia, hipdxia, vehicle o tractades
amb IL1B van ser concentrats amb filtres de centrifuga Amicon Ultra (3-KDa, Millipore,
Carrigtwohill, Ireland) i es va determinar la concentracid proteica. Es va realitzar
electroforesi dels medis concentrats (100 ug de proteina) en gels d’acrilamida que
contenien un 0,2% de gelatina. Després de I'electroforesi, els gels van rentar-se amb una
solucié aquosa de Tritd X-100 al 2,5% i posteriorment es van incubar durant 23 hores a
37°C en un tampo Tris-HCI (50 mM) que també contenia CaCl, (5 mM), ZnCl, (2 uM) i
NaNj3; (0,02%). Finalment, els gels van ser tenyits amb blau de Coomassie R250 (0,4%) i

destenyits amb una solucié 50% aigua, 10% acid acétic i 40% metanol. Es va escanejar i
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determinar la intensitat de les bandes proteolitiques de 62 kDa, corresponents a la forma

activa de la MMP-2.

Determinacié de l'efecte de la hipoxia sobre I’activacié de HIF-1 en les cél-lules
AC16.

L’activitat intranuclear de HIF-1 va ser determinada en els extractes nuclears de les
cel-lules AC16 obtingudes després de I'exposicid a hipoxia o normoxia. Els nuclis
cel-lulars es van obtenir mitjangant un kit d’extraccié nuclear (Active Motif, Carlsbad, CA).
Les cél-lules es van recollir i lisar i es va eliminar la fraccid citosolica. Els extractes
nuclears van ser homogeneitzats, recollits i va determinar-se la concentracié proteica.
L’activacié de HIF-1 va determinar-se mesurant la capacitat d’'unié dels extractes nuclears
(6 pg) a una sequéncia d’oligoniclueodtids d’'un element de resposta a hipoxia (TransAM,
Active Motif).

Per avaluar I'efecte inhibidor sobre I'activacio de HIF-1, les cél-lules AC16 van exposar-se
a rotenona (2,5 pM), durant 40 minuts i després a hipoxia (5% O,) o normodxia (21% O,)
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 determinacié de les concentracions de PIIINP, TIMP-1, HA,

Apelina, VEGF, ANP i BNP.

Determinacions i analisi estadistica.

Les concentracions de PIIINP, TIMP-1, HA i BNP es van mesurar mitjangant
immunoassaigs de quimioluminescéncia (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown,
NY). La concentracié 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 préviament
extret de les mostres de medi mitjangant extraccié en fase solida 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 estandard. Les
comparacions entre les condicions de normoxia i hipoxia i entre cél-lules tractades i
vehicle van realitzar-se amb la prova estadistica d’analisi de la varianga i post hoc
Bonferroni t-test o la prova t de Student. La prova t de Student va usar-se per avaluar
I'efecte de la rotenona i CoCl, sobre la produccié dels diferents factors per part de les

cél-lules AC16. Es van considerar diferéncies significatives els valors de p<0,05.

B. PACIENTS i METODES (ESTUDI IlI)

Poblacio d'estudi

Van ser inclosos en I'estudi un total de 1806 pacients ingressats de forma consecutiva
amb SCA dins de les primeres 24 hores posteriors a l'inici dels simptomes. El diagndstic
d'lAM es va basar en els criteris de la definicié universal d'infart de miocardi (13). Tots els
pacients van ser sotmesos a una exploracio6 fisica i una entrevista clinica sistematitzades
per recollir detalls dels simptomes, antecedents patoldgics, 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 ecocardiografic estandarditzat amb calcul de LVEF per métode de Simpson
biplanar seguint les recomanacions de I'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 reduida (rLVEF: LVEF<55%). El
diagnodstic d’insuficiencia cardiaca es va basar en els criteris de I'European Society of
Cardiology (260). En els pacients sotmesos a coronariografia es van recollir dades sobre
el nombre de vasos coronaris afectats, la realitzacio d’intervencié coronaria percutania i el
seu resultat. Es va recollir sang venosa de tots els pacients per a les determinacions de
laboratori, incloent, a més dels parametres habituals, les concentracions plasmatiques de
troponina cardiaca | (Tnl), proteina C-reactiva ultrasensible (PCRus) i BNP. En 'estudi es

van incloure també 78 pacients control amb dolor toracic d’origen no isquémic als quals
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es va mesurar la concentracié plasmatica de BNP. L’obtencio i utilitzacié de les dades
cliniques aixi com de les mostres bioldgiques es va realitzar previ consentiment informat
per escrit dels pacients. El Comité d'Etica per a la Investigacié Clinica de la institucié va

aprovar I'estudi, que es va realitzar d’acord amb la declaracié de Hélsinki.

Parametres de laboratori.

Per l'analisi de BNP es van obtenir mostres sanguinies per puncié venosa de tots els
pacients dins de les 48 hores seglents a I'episodi de SCA. Les mostres sanguinies van
ser recollides en tubs amb EDTA com anticoagulant i mantingudes en gel fins a la seva
centrifugacio (3000 rpm, 15 min a 4 °C). El plasma va ser desat a una temperatura de -
80°C fins a la seva determinacié mitjangant un immunoassaig de quimioluminiscéncia en
l'autoanalitzador ADVIA Centaur (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA).
La variabilitat del métode va ser avaluada. La variabilitat intra-assaig (n=10) del métode
va ser de 2,3%, 1,3% i 2,7% a concentracions de BNP de 47 pg/ml, 468 pg/ml i 1810
pag/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 concentracié plasmatica de Tnl va ser determinada mitjangant un immunoassaig de
quimioluminescéncia en l'autoanalitzador ADVIA Centaur CP (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). Els altres parametres de laboratori estudiats van ser
determinats mitjangant métodes estandard en autoanalitzadors ADVIA 2400 i ADVIA 120
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). La taxa de filtracié glomerular va

estimar-se amb la formula MDRD (333).

Seguiment, esdeveniments clinics i analisi estadistica.

L’objectiu principal de I'estudi de seguiment va ser el compost de mortalitat de qualsevol
causa i presentacio de nous episodis de SCA. La mitjana de seguiment va ser de 394
dies. Es va realitzar un seguiment mitjangant contacte telefonic de tots els pacients. Per

l'analisi estadistica dels resultats es va utilitzar les proves t de Student, chi-quadrat i
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regressid lineal. L’associacié entre les concentracions de BNP i [laparicié
d’esdeveniments adversos es va estudiar mitjangant la prova de t de Student per a
mostres independents, i 'analisi de la corba caracteristica d’operacio del receptor (ROC).
Les diferéncies van ser considerades significatives per a un valor de p <0,05. Les dades
demografiques s’expressen com mitjanes o percentatges, mentre que la resta de

parametres s’expressen com a mitjana + error mig.
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PART |. ESTUDI DELS MECANISMES MOLECULARS DE REMODELAT
VENTRICULAR: FACTORS IMPLICATS EN EL RECANVI DE MATRIU
EXTRACEL-LULAR EN CARDIOMIOCITS.

1. La hipoxia activa la produccié de PIIINP, Apelina i VEGF i disminueix

I’expressio de TIMP-1 en cardiomiocits ventriculars humans.

Per investigar si la tensié reduida d’oxigen constitueix un estimul especific de la
secrecidé de components de recanvi de matriu extracel-lular i factors de creixement en
els cardiomiocits ventriculars humans adults, van incubar-se cél-lules AC16 en
condicions de normoxia o d’hipoxia durant diferents periodes de temps i es va
determinar la concentracié de PIIINP, TIMP-1, HA, apelina i VEGF en el medi de cultiu.
No van observar-se diferéncies en la viabilitat cel-lular, determinada per I'assaig MTT
entre les cél-lules incubades en condicions normoxiques i hipoxiques. Les cél-lules
AC16 van augmentar progressivament la secrecié de PIIINP, TIMP-1 i HA durant les
48 hores d’incubacio. A més, la secrecio de PIIINP va ser significativament superior a
les 24 i 48 hores d’exposicié a hipoxia (figura 1A). En concret, la concentracié de
PIINP va ser de 2 a 3 vegades superior en el medi de les cél-lules hipdoxiques que en
el de les cél-lules normoxiques. Pel contrari, la secrecio de TIMP-1 va ser
significativament inferior a les 48 hores d’exposicié a hipoxia (figura 1B). La secrecio
d’HA no va mostrat cap modificacié provocada per la exposicioé a hipdxia. La secrecio
d’apelina va ser significativament superior a les 24 i 48 hores d’exposicié a hipoxia
(figura 1C). La induccié d’apelina per la hipdxia es va veure acompanyada per un

increment paral-lel del VEGF, factor conegut de resposta a hipdxia (figura 1D).
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Figura 1. Producci6 del propéptid aminoterminal del procol-lagen tipus Il (PIIINP) (A), inhibidor
tissular de metal-loproteinases tipus 1 (TIMP-1) (B), apelina (C) i factor de creixement
endotelial vascular (VEGF) (D) després de 24 i 48 hores dincubacié en condicions
normoxiques (21% Oz) o hipoxiques (6% O). p<0,05 o p<0,01 vs condicions normoxiques
(prova t de Student); n=6 mesures idenpendents.

2. La hipoxia inhibeix I'expressié génica dels TIMPs i activa la d’apelina i VEGF
en cardiomiocits ventriculars humans.

L’efecte de la hipdxia sobre el remodelat cardiac i els factors de creixement va avaluar-
se també a nivell de TARNm. Va mesurar-se I'expressio génica de TIMP-1, TIMP-2,
apelina, VEGF, PDGFRB, TGFBR1, MMP2, Col1a1 i Col1a2. El gen GAPDH va
utilitzar-se com a control endogen i no van observar-se diferéncies en la seva
expressié en funcié de I'exposicid a hipoxia o normoxia. L'analisi per PCR en temps
real indica que I'exposicio a hipoxia disminueix ’TARNm de TIMP-1 i TIMP-2 i augmenta
el d’apelina i VEGF (taula 1). S’observa una tendéncia a una menor expressio de
PDGFRp i TGFBR1 en les cél-lules exposades a un 5% d’O,, tot i que les diferéncies
no son estadisticament significatives. Tampoc s’observen diferéncies significatives en
'expressio genica de MMP2, Col1a1 i Col1a2 entre les cél-lules cultivades en

condicions normoxiques o hipoxiques (taula 1).
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Taula 1. Expressio genica de l'inhibidor tissular de metal-loproteinases tipus 1 (TIMP-1) i TIMP-
2, apelina, factor de creixement endotelial vascular (VEGF), receptor beta del factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGFR), receptor 1 del factor de creixement transformant
beta (TGFBR1), metal-loproteinasa 2 (MMP2), col-lagen-la1 (Col1a1) i col-lagen-la2 (Col1a2)
determinada en les cél-lules AC16 cultivades en condicions normoxiques (21% O,) o
hipoxiques (5% O,). Els resultats s’expressen com a mitjanaterror estandard (prova t de
Student).

Gens Normoxia Hipoxia C
(Fold Change) (21% O,) (5% O,) Significacio
TIMP-1 1,04+0,19 0,48+0,06 p<0,05
TIMP-2 1,01£0,11 0,5140,13 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
PDGFRB 1,06£0,26 0,66+0,24 0,32
TGFBR1 1,05£0,23 0,65+0,21 0,27
MMP2 1,01£0,12 0,9620,12 0,76
Col1a1 0,93+0,24 1,00£0,14 0,83
Col1a2 1,17£0,46 0,92+0,48 0,72

3. HIF-1 regula la secrecié d’apelina i de VEGF peroé no dels components de
recanvi de matriu extracel-lular en cardiomiocits ventriculars humans.

Seguidament es va avaluar si HIF-1 mediava els canvis observats en els components
de recanvi de matriu extracel-lular durant I'exposicié a hipoxia. Les concentracions de
PIINP i TIMP-1 en el medi de cultiu no es van veure modificades en els experiments
realitzats en preséncia o abséncia de CoCl, (estabilitzador de HIF-1). A més,
l'incubacié amb rotenona (inhibidor de HIF-1) tampoc va modificar I'efecte de la hipdxia
sobre la secrecié de PIIINP i TIMP-1 en els cardiomiocits. En contraposicio a I'efecte
observat en els components de recanvi de matriu extracel-lular, si va observar-se una
implicacié de HIF-1 en la induccié de la secrecio d’apelina i VEGF per la hipoxia en els
cardiomiocits. Les analisis de PCR en temps real van mostrar que I'exposicié a CoCl,
té un efecte semblant a la hipdxia sobre I'expressié d’apelina i VEGF en cardiomiocits

humans (figura 2). L’efecte regulador directe de HIF-1 va confirmar-se en determinar
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que la rotenona evita la secrecio dels factors de creixement induida per la hipdxia en
els cardiomiocits. Les cél-lules hipdxiques tractades amb rotenona no mostraren una
activacié de HIF-1 en comparacié amb les cél-lules incubades en condicions de
normoxia, indicant que la rotenona inhibeix I'activacid6 de HIF-1 en les cél-lules
hipoxiques. A més, la rotenona va prevenir 'augment de la secrecié d’apelina induida
per la hipoxia (777+146 vs 371+59 pg/mg proteina; p<0.01), aixi como de VEGF
(1922+£129 vs 223122 pg/ml; p<0,01), en el medi de cultiu cel-lular de les ceél-lules
AC16, indicant que el mecanisme d’estimulacié per la hipdxia de la secrecié d’apelina i

VEGF ve determinat per 'activacié de HIF-1.
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Figura 2. Expressié genica d'apelina i VEGF en les céel-lules AC16. Les cel-lules van exposar-se a
vehicle o CoCl; durant 6 hores. Es va obtenir 'ARN total i es va analitzar I'exprssi6 d’ARNm mitjancant
PCR a temps real. Els resultats s’expressen com a mitjianaterror estandard. p<0,01 vs vehicle (prova
t de Student); n=4 mesures independents.

4. La IL1B, perdo no TNFa, activa els components de recanvi de matriu
extracel-lular en cardiomiocits ventriculars humans.

Per investigar si les citocines proinflamatories poden ser estimuls especifics per a la
secrecio de components de recanvi de matriu extracel-lular, es van incubar
cardiomiocits amb TNFa (20 ng/ml), IL1B (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’estimulacié

amb IL1B va provocar un augment significatiu de PIIINP, TIMP-1 i HA (figura 3). Les
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concentracions de PIIINP i HA en els medis de cultiu de les cél-lules estimulades amb
IL18 van ser, respectivament, més de dues i quatre vegades superiors que en els
medis de les cél-lules tractades amb vehicle. Pel contrari, I'estimulacié amb TNFa no
va modificar el patré de secrecié dels components de recanvi de matriu extracel-lular

en els cardiomiocits.
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Figura 3. Producci6 del propeptid aminoterminal del procol-lagen tipus Il (PIIINP), inhibidor tissular de
metal-loproteinases tipus 1 (TIMP-1) i acid hialuronic en les cél-lules AC16 exposades a IL18 (20
ng/ml) o vehicle durant 24 hores. Els resultats s’expressen com a mitjanaterror estandard. p<0,05 o
p<0,01 vs vehicle (prova t de Student); n=6 mesures independents.

5. TNFa, pero no IL1B, augmenta la sintesi i secrecié d’apelina en cardiomiocits
ventriculars humans.

Per investigar si les citocines proinflamatories poden ser estimuls especifics per a la
secrecio de factors de creixement cardiacs, van incubar-se cardiomiocits amb TNFa
(20 ng/ml), IL1B (20 ng/ml) o vehicle durant 24 hores i van mesurar-se les
concentracions d’apelina i VEGF en el medi de cultiu. L’estimulacié dels cardiomiocits
amb TNFa va provocar un increment significatiu d’aproximadament dues vegades en
la secrecié d’apelina i VEGF (figura 4). La incubacio6 de les cél-lules AC16 amb IL13 no
va produir canvis significatius en la produccié d’apelina (30743 vs 297+38 pg/mg
proteina), perd va augmentar la secreci6 de VEGF (436146 vs 2728175 pg/ml;
p<0,01).

A nivell de l'expressié génica, va observar-se un comportament similar al de la

secrecid proteica d’Apelina i VEGF en resposta a I'estimulacio amb TNFa o IL1B. A les
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3 hores d’incubacio, el TNFa va induir un augment de 1,5 cops 'ARNm d’apelina i
VEGF (figura 4). A més, la IL1B va induir 1,6 cops 'ARNm de VEGF perd no va

modificar I'expressié de apelina.
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Figura 4. Efecte del TNFa (20 ng/ml) sobre I'expressié d’apelina i el factor de creixement endotelial
vascular (VEGF) en les cel-lules AC16. Les cel-lules es van estimular amb TNFa durant 24 o 3 hores
per a la determinacié de la proteina o I'expressié genica respectivament. Es van recollir els medis de
cultiu i els extractes cel-lulars per mesurar la concentracié proteica i 'abundancia d’ARNm d’apelina i
VEGF. Els resultats s’expressen com a mitjana * error estandard. p<0,01 vs vehicle (prova t de
Student); n=4 mesures independents.

6. La IL18 augmenta l'activitat gelatinolitica en els cardiomiocits ventriculars
humans.

La zimografia dels medis de les cél-lules AC16 va demostrar la preséncia d’activitat
MMP. L’activitat gelatinolitica va concentrar-se en 'area corresponent al rang de pes
molecular de 62 kDa, suggestiu de la forma activa de la MMP-2. Els medis de les
cél-lules incubades amb IL1B van mostrar una activitat proteolitica augmentada en

comparaciéo amb les cel-lules incubades amb vehicle (1,04+0,04 vs 2,04+0,11 unitats
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arbitraries densitométriques, p<0,05). En canvi, l'activitat proteolitica dels medis

cel-lulars incubats en condicions d’hipdxia no va estar significativament augmentada

en comparacio amb la de les cél-lules incubades en condicions normoxiques.
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Figura 5. Efecte de la hipoxia i la IL1B sobre l'activitat MMP en els medis de cultiu de les cél-lules
AC16 cells (100 ug de proteina per carril). Zimografia que mostra I'efecte sobre I'activitat MMP en els
medis induida per I'exposicié a hipoxia (6%0;) o tractament amb IL1B (20 ng/ml) de les cel-lules
AC16. MW: Pes molecular. Els resultats s’expressen com a mitjiana + error estandard. p<0,01 vs
vehicle (prova t de Student); n=3 mesures independents.
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PART Il: EFECTE DE LA HIPOXIA SOBRE LA SECRECIO DEL PEPTID

NATRIURETIC TIPUS B (BNP) EN CARDIOMIOCITS VENTRICULARS HUMANS.

1. La hipoxia augmenta la producci6 de BNP i VEGF en cardiomiocits

ventriculars humans.

Per investigar si la tensié reduida d’oxigen constitueix un estimul especific per a la
secrecid de BNP, els cardiomiocits ventriculars humans van ser incubats en condicions
hipoxiques (5% O,) durant intervals de temps creixents. La concentracié de BNP, ANP
i VEGF va determinar-se en el medi de cultiu cel-lular al final de cada periode
d’'incubacio. Els cardiomiodcits ventriculars van augmentar de forma temps dependent
la secrecido de BNP durant les 48 hores d’incubacié. A més, la secrecié de BNP per
part les cél-lules incubades en condicions hipdoxiques durant 12, 24 i 48 hores va ser
significativament superior en comparacid6 amb la de les cél-lules incubades en
condicions normoxiques durant els mateixos intervals de temps (figura 1A). En concret,
les concentracions de BNP en el medi de les cél-lules incubades en condicions
hipoxiques van ser de dos a tres vegades majors que les incubades en condicions
normoxiques. En canvi, la secreci6 d’ANP va ser molt reduida i no es va veure
modificada per I'exposicié a hipoxia (figura 1A). La induccié hipoxica de la secrecié de
BNP es va veure acompanyada d’un comportament similar del VEGF, factor conegut
de resposta a hipoxia (figura 1B). Aixi, la cinética de produccié de VEGF també va
diferir significativament entre les cél-lules incubades en condicions normoxiques o
hipoxiques. Les concentracions de VEGF en el medi de les cél-lules cultivades a 5%
O, van ser de 1,5 a 2,5 vegades majors que en el medi cél-lules cultivades a 21% O..
L’estudi de viabilitat cel-lular mitjancant assaig MTT no va mostrar diferéncies entre els
cardiomiocits incubats en hipoxia o normoxia. La viabilitat cel-lular després de la
incubacié durant 48 hores en condicions d’hipdxia o normodxia va ser respectivament

del 101+ 6% i 101 £ 3%.
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Figura 1. Cinética de produccié dels péptids natriurétics (A) i VEGF (B) en les cél-lules AC16 en
condicions normoxiques (21% Oz) o hal;ngiques (5% O). ?p<0,001 i bp<0,005 vs valors basals
(ANOVA | Bonferroni test). #p<0,001, p<0,005, i mp<0,01 vs condicions normoxiques en els
mateixos periodes de temps (prova t de Student); n= 8 mesures independents de péptid natriuretic
tipus B (BNP) i peptid natriuretic auricular (ANP); n= 6 mesures independents de VEGF.

2. La hipoxia augmenta I'expressié génica de BNP i VEGF en cardiomiocits

ventriculars humans.

Per determinar si 'augment de la secrecié de BNP durant I'exposicié a hipoxia dels
cardiomiocits ventriculars s’acompanya d’'una induccié de I'expressié génica de BNP,
van obtenir-se cél-lules incubades en condicions normoxiques o hipoxiques per a la
determinaci6 de 'ARNm del BNP. GAPDH va ser el gen utilitzat com a control
endogen. No van observar-se diferéncies significatives en T/ARNm del GAPDH en els
diferents periodes experimentals en els que les cél-lules van ser incubades en

condicions de normoxia o hipoxia.
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L’analisi per PCR en temps real mostra que I'exposicié a hipdxia va comportar un
increment de 2,8 vegades els nivells dARNm del BNP a les 6 hores d’incubacio.
L’augment de I'ARNm del BNP en condicions hipdoxiques manté la significacio
estadistica a les 12 hores d’incubacié (figura 2). A les 24 hores, tot i que no
estadisticament significatiu, també existeix una tendéncia a presentar nivells majors de
FARNm del BNP en hipoxia. Un patrd d’expressié similar va observar-se quan es va
analitzar I'expressié génica del VEGF. Els cardiomiocits incubats en condicions
d’hipoxia van presentar un increment de 4 vegades en els nivells dARNm del VEGF a
les 6 hores d’incubacié. A les 12 i 24 hores d’exposicid a hipdxia, pero, els nivells
d’ARNm del VEGF van ser semblants als observats en condicions de normoxia (figura
2). No van observar-se diferencies en I'expressié génica d’ANP entre les cél-lules

cultivades en normoxia o hipdxia en cap dels periodes de temps avaluats.

6 BNP mRMNA
[ 21%0,

2 p<0.05 I 5%0,;
£ 4
:; p<0.05
Pl
s
a 27
£
q -

J L1

Oh 6h 12 h 24 h
Incubation time
4~ YEGF mRENA

3 p<0.05

111 B B |

o_

Oh 6h 12 h 24 h
Incubation time

Arbitrary units
i

Figura 2. Expressié genica de BNP (part superior) i VEGF (part inferior) en les cél-lules AC16
determinada per PCR a temps real després de la incubacié en condicions normoxiques (21% O3) o
hipoxiques (6% Oy). Els resultats s’expressen com a mitjianaterror estandard. p<0,05 vs condicions
normoxiques en el mateix periode de temps (prova t de Student); n= 8 mesures independents.
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3. La hipoxia indueix I’activacié de HIF-1 en cardiomiocits ventriculars humans.

L’activitat de HIF-1 en condicions d’hipoxia o normoxia va determinar-se mitjangant la
capacitat d’'unié de HIF-1 a una sequéncia especifica d’oligonucledtids d’'un element de
resposta a hipoxia. Després de la incubacié durant 1, 3 i 6 hores, les cél-lules
exposades a hipdxia van mostrar una activacié de HIF-1, respectivament, 2,0, 2,4, i
3,0 superior que les ceél-lules incubades en normoxia (figura 3).

Les cél-lules tractades amb rotenona i incubades en hipdxia no van mostrar un
increment en lactivitat de HIF-1 en comparaci6 amb les cél-lules incubades en
normoxia (figura 3), indicant que la rotenona inhibeix I'activaci6 de HIF-1 en les

cel-lules hipoxiques.
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Figura 3. Efecte de la hipoxia sobre l'activitat del factor induible per hipoxia 1 (HIF-1) en les cél-lules
AC16. Les cél-lules van incubar-se durant intevals de temps variables en condicions de normoxia
(21% O3) o hipoxia (6% O) en preséencia o abséncia de rotenona (2,5 uM). Les ceél-lules van ser
exposades a rotenona 40 minuts avans de I'exposicié a hipoxia i mantingudes en aquesta condicié.
Després de la incubacio, les cél-lules van ser lisades i es va mesurar la capacitat d’'unié de 'ADN dels
extractes nuclears a una sonda que contenia la seqliencia d’'un element de resposta a hipoxia. La
preséncia del factor de transcripcié unit a 'ADN es va detectar sequidament mitjangcant anticossos
anti-HIF-1 i es va revelar per colorimetria; n=8 mesures independents.
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4. La inhibicié de HIF-1 disminueix la produccié de BNP i VEGF induida per la

hipoxia en cardiomiocits ventriculars humans.

Per demostrar que HIF-1 esta directament implicat en I'activacié de la produccio de
BNP en condicions d’hipoxia, va determinar-se si la inhibici6 de HIF-1 amb rotenona
evita la secrecié de BNP induida per la hipdxia en els cardiomiocits ventriculars. Els
resultats mostren que la hipoxia provoca un augment de la concentracié de BNP en el
medi de cultiu, perd aquest efecte no s’observa en els cardiomiocits incubats en
preséncia de rotenona (figura 4). L’efecte inhibidor de rotenona en la secrecié de BNP
va ser similar a I'observat en la producci6 de VEGF (figura 4). En conjunt, els resultats
indiguen que el mecanisme de la secrecid del BNP induida per la hipoxia ve

determinat per 'activacié del factor de transcripcio HIF-1.
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Figura 4. Produccié de BNP (part superior) i VEGF (part inferior) després de 24 hores d’exposici6 a
normoxia (21% O3), hipoxia (5% O:), i exposicié a hipoxia i normoxia amb l'inhibidor de I'activacié de
HIF-1 rotenona (2,5 uM). Les cél-lules van ser exposades a rotenona 40 minuts avans de l'exposicio a
hipoxia o normoxia i mantingudes en aquesta condicid. p<0,05 vs 5% O,; n=8 mesures independents.
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PART Ill. ESTUDI DE LA SIGNIFICACIO CLINICA DE LES CONCENTRACIONS

PLASMATIQUES DE BNP EN PACIENTS AMB SINDROME CORONARIA AGUDA.

1. Caracteristiques de la poblacié estudiada.

Es van incloure a I'estudi un total de 1806 pacients amb SCA. El 73% dels pacients
van ser homes i I'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 diagnostic va ser d'|AM
amb elevacié del segment ST (STEMI) en el 29,7 % de dels casos, IAM sense elevacio
del ST (NSTMEI) en el 44,4% i angina inestable en el 25,9%. Va realitzar-se una
angiografia coronaria en el 84% dels pacients, una intervencié coronaria percutania en
el 41,1% i un bypass coronari en el 3,8%. Els pacients van ser dividits en dos grups en
funcid6 de si presentaven una LVEF preservada (LVEFp; LVEF=55%) o reduida
(LVEFr; LVEF<55%). Es va obtenir informacié 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
caracteristiques demografiques, els factors de risc cardiovascular, la LVEF i les
caracteristiques cliniques, angiografiques i bioquimiques dels pacients estudiats. Els
pacients amb LVEFp i LVEFr tenien una edat semblant pero la proporciéo 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 hipertensié arterial,
dislipémia, 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 classificacio Killip,
un major nombre de vasos afectats, un menor nombre d’angiografies coronaries i
d’intervencions coronaries percutanies, i un major nombre de STEMI. Els pacients amb
LVEFr presentaren majors concentracions circulants de Tnl, CK-MB, HbA1C, PCRus i

BNP, aixi com pitjor funcio renal.
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Taula 1. Caracteristiques demografiques i factors de risc cardiovascular dels pacients

estudiats.

Tots els Pacients amb Pacients amb

pacients LVEF 255% LVEF <55% P

n=1806 n=744 n=954
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
Hipertensio arterial 1355 (75,0%) 547 (73,5%) 725 (76,0%) ns
Dislipémia 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: Fraccié d’ejeccidé venticular esquerra. ns: significatiu. Els valors d’edat es
presenten com a mitjana (desviacié estandard). La resta de resultats es presenten com
a nombre absolut de pacients (percentatge sobre el grup).
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Taula 2. Caracteristiques cliniques, angiografiques i bioquimiques dels pacients estudiats.

Tots els Pacients amb Pacients amb
pacients LVEF255% LVEF<55% p
n=1806 n=744 n=954
Classificacio killip
I 1510 (83,6%) 705 (94,8%) 727 (76,2%)
Il 154 (8,5%) 28 (3,8%) 120 (12,6%) 0,001
Il 79 (4,4%) 9 (1,2%) 59 (6,2%)
\Y] 63 (3,5%) 2 (0,3%) 48 (5,0%)
Diagnostic
STEMI 537 (29,7%) 125 (16,8%) 384 (40,3%)
NSTEMI 802 (44.4%) 338 (45.4%) 417 (43.7%) <0,001
Angina inestable 467 (25.9%) 281 (37.8%) 153 (16.0%)
Angiografia coronaria 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 (n° vasos afectats) 1,47 (0,89) 1,32 (0,89) 1,59 (0,87) <0,001
CK-MB maxima (1U/l) 71,8 (113,3) 42,0 (81,6) 93,5 (127,5) <0,001
Tnl maxima (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 deju (mg/dl) 123,6 (49,3) 116,5 (42,7) 128,3 (52,1) <0,001
MDRD (ml/min/1,73 m?) 81,4 (31,7) 86,2 (32,2) 79,1 (30,8) <0,001
MDRD<30 (ml/min/1,73 m?) 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: fraccié d’ejeccié ventricular esquerra. STEMI: infart de miocardi amb elevacié
del segment ST. NSTEMI: infart de miocardi sense elevacié del segment ST. PCI:
intervencio coronaria percutania. CABG: cirurgia de revascularitzacié coronaria. CAD:
malaltia arterial coronaria. CK-MB: fracci6 MB de la creatin kinasa. Tnl: troponina I.
MDRD: Modification of Diet in Renal Disease. HbA1c: hemoglobina A1C. PCRus:
proteina C reactiva ultrasensible. BNP: péptid natriurétic tipus B. Els resultats de
classe killip, diagnostic, angiografia coronaria, PCl i CABG es presenten com a nombre
absolut de pacients (percentatge sobre el grup). La resta de resultats es presenten
com a mitjana (desviacié estandard)
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2. Les concentracions plasmatiques de BNP es troben elevades en pacients amb
SCA i LVEFp.

D’acord amb el major grau de disfuncié ventricular esquerra, les concentracions
plasmatiques de BNP van ser superiors en els pacients amb LVEFr en comparacio
amb els pacients amb LVEFp (310,94432,9 vs 97,2+121,8 pg/ml; p<0,01). Les
concentracions plasmatiques de BNP en els pacients amb LVEFp, perd, van ser
superiors a les d’'un grup control amb dolor toracic de causa no isquémica 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 plasmatiques de BNP per

sobre de 150 pg/ml.
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Figura 1. Concentracions plasmatiques de BNP en pacients amb dolor toracic no isquemic (No SCA),
pacients amb SCA i FE=55, i pacients amb SCA i FE<55. p<0,0001 vs No SCA, bp<0, 0001 vs FE=55.
Prova estadistica t-Student. Valors expressats com a mitjana + error estandard.
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3. Les concentracions plasmatiques de BNP a I'ingrés tenen valor pronostic 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’aparicié d’un nou SCA i/o
mortalitat va ser més frequent en el grup amb LVEFr que en el grup amb LVEFp
(10,0% vs 7,9%). Aquesta diferéncia esta 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'aparicié d’'un nou SCA va ser del 7,0% en els pacients amb
LVEFp i del 8,0% en els pacients amb LVEFr, diferéncies que no van ser
estadisticament significatives. La figura 2 mostra les corbes Kaplan-Meier de
supervivencia lliure de mort i/o de presentacié de nous episodis de SCA en funcié de
les concentracions plasmatiques de BNP a l'ingrés. Els pacients amb BNP>150 pg/ml
presentaren una probabilitat significativament augmentada de presentar mort i/0 nou
SCA durant el seguiment (p=0,008).

Es van seleccionar les variables que presentaren diferéncies significatives entre el
grup de pacients amb LVEFp i LVEFr en Il'analisi univariat (taules 1 i 2) per la
construccio d’'un model multivariat que permetés identificar factors predictius
independents d’esdeveniments adversos durant el seguiment. En I'analisi de regressio
logistica, només les concentracions de BNP a l'ingrés van estar associades de forma
independent amb l'aparicié d’esdeveniments adversos. El valor independent de BNP
com a factor predictiu d’esdeveniments adversos es va mantenir després de
'ajustament per edat, sexe, classe Killip, concentracioé plasmatica de Tnl, concentracio

plasmatica de glucosa a I'ingrés, funcié renal i, també, per LVEF.
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Taula 3. Esdeveniments adversos durant el seguiment.

Tots els Pacients amb Pacients amb

pacients LVEF=55% LVEF<55% D

n=1806 n=744 n=954
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: fraccié d’ejeccid ventricular esquerra. SCA: sindrome coronaria 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 (desviacié estandard)
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Figura 2. Supervivencia lliure de I'endpoint primari en funcié de les concentracions plasmatiques de
BNP en el moment de l'ingrés (<150 pg/ml: linia continua; >150 pg/mi: linia discontinua).
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Discussio

La isquéemia cardiaca té un paper principal en l'aparicié del remodelat miocardiac
advers, base fisiopatologica de I'afectacio morfologica i funcional cardiaca que afecta a
gran part dels pacients amb cardiopatia isquémica. Amb l'objectiu d’identificar els
mecanismes moleculars que tradueixen la isquémia miocardiaca en remodelat
ventricular, s’ha investigat si la hipoxia i les citocines proinflamatories sén inductors
especifics de senyals de remodelat de matriu extracel-lular en cardiomiocits
ventriculars humans. La identificacié dels factors especifics implicats a nivell molecular
és important en qualsevol aproximacio terapéutica racional del remodelat cardiac
induit per la isquémia, ja que els canvis en la matriu extracel-lular cardiaca induits per

la isquémia poden conduir a alteracions importants de la funcié miocardiaca.

En aquest sentit, les modificacions en I'equilibri entre la deposicié de matriu i la seva
degradacié constitueixen un factor principal en el remodelat advers que, en ultim
terme, condueix a fibrosi i dilatacié cardiaca. En el primer estudi d’aquesta tesi
s’observa que la disminuci6 de la tensidé d’oxigen provoca un augment de la secrecio
de PIHINP i una disminucié de TIMP-1 en els cardiomiocits ventriculars humans.
Malgrat aixo, I'activitat de les MMP no es veu afectada significativament per la hipdxia,
indicant que aquesta no tindria un paper principal en la degradacié de matriu

extracel-lular perd si en un augment de la sintesi de col-lagen Il

La disminucié de la tensié d’oxigen en els cardiomiocits ventriculars també va produir
un augment la sintesi d’apelina, péptid amb importants accions inhibidores de la fibrosi
cardiaca i del remodelat ventricular (113,114,303,304). En models experimentals, s’ha
observat que l'expressid génica d’apelina augmenta en resposta a la isquémia
miocardiaca i es normalitza després de la reperfusié (138). Per tant, el resultat obtingut
en cardiomidcits ventriculars suggereix que la induccié miocardiaca de I'apelina per la

isquémia es relaciona amb una tensio reduida d’oxigen en el miocardi isquémic.

El VEGF és un dels factors cel-lulars protectors més importants induits per la hipoxia.

Té una gran rellevancia en la morfogénesi i determinacié de la funcié cardiaques i,
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semblantment a I'apelina, exerceix efectes cardioprotectors que inclouen la inhibicié de
la fibrosi (218,305). Els experiments realitzats en els cardiomidcits incubats en
condicions d’hipdxia mostren un augment de la sintesi i secrecié de VEGF similar a la
de l'apelina, suggerint que ambdods factors es troben regulats de forma similar per la

hipdxia, constituint un mecanisme homeostatic dirigit a contrarestar el dany isquémic.

Donat que HIF-1 és el principal factor de transcripcié que intervé en les respostes
cel-lulars en condicions de disponibilitat reduida 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 hipdxia en els cardiomiocits. No va observar-se
relacié entre I'activacié de HIF-1 i les senyals de recanvi de matriu extracel-lular. En
canvi, si va poder-se establir una intervencié directa de HIF-1 en la induccié d’apelina i
VEGF en condicions hipoxiques. Aixi, els cardiomidcits en hipdxia van presentar un
augment de la sintesi i secrecid d’apelina, fenomen que no es va observar quan els
cardiomiocits es van incubar amb rotenona, inhibidor de I'estabilitzacié de HIF-1a en
hipoxia (306,307). A més, la sintesi d’apelina va augmentar quan els cardiomiocits es
van incubar amb CoCl,, inductor quimic de HIF-1 que evita la degradacié de HIF-1a i
indueix la seva expressio (308). L’acci6 inhibidora de la rotenona i I'efecte estimulador
del CoCl, sobre la produccié de VEGF van ser semblants als observats sobre apelina,
indicant que el mecanisme d’induccié per la hipoxia es relaciona directament amb
I'estabilitzaci6 de HIF-1 i confirmant l'existencia d’un mecanisme de regulacio
transcripcional de la secrecid d’ambdds factors en resposta a la disminucid reduida
d’'oxigen en els cardiomiocits ventriculars humans. Aquests resultats concorden amb
'observacio previa de llocs d’unid possibles de HIF-1 en la regié promotora del gen
d’apelina (143) i la descripcié d’un patré d’activacié d’apelina i gens diana de HIF-1
coneguts com VEGF en cors de rata en situacidé d’isquémia (129). Des d’'un punt de
vista funcional, les accions cardioprotectores d’apelina i VEGF estan en congruéncia

amb l'activacié a través de HIF-1 de gens generalment relacionats amb proteccio
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cel-lular. Per tant, I'activacié d’apelina i VEGF en resposta a la hipoxia pot interpretar-

se com un mecanisme protector endogen contra el dany isquémic miocardiac.

A més de per la hipoxia, el miocardi isquémic es caracteritza per la preséncia d’'una
pronunciada resposta inflamatoria. Els pacients amb insuficiéncia cardiaca isquémica
presenten concentracions circulants i intracardiaques elevades de cictocines
proinflamatories com TNFa o IL18 (309). En els cardiomiocits humans, la IL13 (perd no
el TNFa) va produir un augment important de la secrecié de PIINP i TIMP-1, indicant
gue aquesta citocina proinflamatoria actua directament sobre el remodelat de la matriu
extracel-lular. La zimografia va evidenciar que la IL1B produeix un augment important
de l'activitat de les MMP, demostrant un efecte funcional d’aquesta citocina sobre la
degradacié de la matriu extracel-lular. A més d’augmentar la produccié de PIIINP i
l'activitat de MMPs, la IL1B va produir un augment important en la secrecié d’HA, un
altre constituent important de la matriu extracel-lular. En conjunt, els resultats indiquen
que la IL1B és un factor principal en la inducciéo de remodelat de matriu extracel-lular

en el miocardi isquémic.

L’'estimulacié dels cardiomiocits amb TNFa va produir un increment de la secrecio
d’apelina, probablement en relacié amb un augment precog de la transcripcié. TNFa es
troba elevat en els pacients amb IAM i insuficiencia cardiaca i esta estretament
relacionat amb la resposta inflamatoria present en la isquémia cardiaca (124,125,310-
314). En el teixit adipds, s’ha observat una relacié entre I'expressié d’apelina i TNFa
(123). També s’ha descrit que I'apelina redueix la formacié d’aneurisma blogquejant els
macrofags i la produccié de citocines en aortes aneurismatiques (121). En macrofags
en cultiu, s’ha demostrat un efecte antiinflamatori directe d’apelina (incloent la
disminucié de I'expressié de TNFa) (121). Per tant, 'augment de la sintesi i secrecio
d’apelina provocada per TNFa en els cardiomidcits pot representar una resposta
antiinflamatoria compensadora en el miocardi isquémic. En els cardiomiocits

ventriculars, I'estimulacié amb TNFa va produir sobre la secrecié de VEGF un efecte
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semblant a I'observat sobre la secrecio d’apelina. En canvi, la IL1 va induir la secrecio
de VEGF perd no va modificar la secrecié d’apelina. La induccio de VEGF per la IL13
ha estat observada préviament en cardiomiocits de rata (315,316) a través de
I'activacié de MAPK i s’ha proposat que aquest efecte pot ser beneficiés en el miocardi

isquemic contribuint a la formacié de vasos col-laterals.

En global, els resultats de la primera part de la tesi contribueixen al coneixement del
paper especific de la inflamacié i la hipoxia sobre el remodelat cardiac del miocardi
isquemic. La hipoxia activa la produccié de col-lagen lll, mentre que la IL1§ activa la
sintesi i recanvi de matriu extracel-lular en els cardiomidcits ventriculars humans. La
hipoxia, a través del factor de transcripcid HIF-1, i TNFa activen la sintesi i secrecio
dels factors de creixement cardiacs antifibrogénics apelina i VEGF. En conjunt, els
resultats suggereixen que la IL1B contribueix a la dilatacié ventricular i insuficiéncia
cardiaca a través de la induccié del remodelat de matriu extracel-lular en el miocardi
isquémic. En canvi, HIF-1a i TNFa exerceixen accions cardioprotectores a través de

I'activacié dels factors de creixement cardiacs apelina i VEGF.

En la segona part de la tesi va avaluar-se especificament si la hipoxia estimula
directament la producci®6 de BNP, péeptid amb accions cardioprotectores i
antifibrogéniques. Els resultats mostren que, semblantment a I'apelina, la secrecié de
BNP en cardiomiocits ventriculars humans augmenta en resposta a la tensio reduida
d’oxigen. Donat que I'elevacié en la secrecié de BNP ve precedida per un augment de
I'expressid génica, les alteracions induides per la hipdxia en l'activacié de BNP tenen
lloc a nivell transcripcional. L'observacié que l'activacié de HIF-1 ocorre abans que
laugment en I'expressié de BNP, conjuntament amb l'observacié que l'activacié de
BNP per la hipdxia ve acompanyada per un comportament similar d’expressié génica i
secrecié del VEGF, factor diana conegut de HIF-1, suggereix un paper d’aquest factor
de transcripcid en I'activacido del BNP per la hipdxia. En global aquestes dades sén

consistents amb un paper significatiu de HIF-1 perd no proporcionen evidéncia directa
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de la seva implicacié. Per aquest motiu, es va procedir a la inhibicié de I'activacié de
HIF-1 en els cardiomiocits incubats en hipdoxia amb rotenona. Els resultats mostren
que la inhibicid del factor de transcripcié HIF-1 inhibeix la secrecié de BNP (i VEGF)
induida per la hipdoxia, mostrant que un mecanisme de regulacié transcripcional
dependent de lestabilitzacié d’aquest factor és el responsable de l'augment de
secrecié de BNP en resposta a la disminucié d’oxigen en cardiomiocits ventriculars

humans.

A més de l'efecte de la hipoxia sobre la secrecidé cardiaca de BNP, també es va
avaluar la produccié d’ANP i VEGF per validar la sensibilitat i especificitat cel-lular de
la resposta a hipoxia. LANP és un péptid natriurétic de sintesi principalment auricular.
Contrariament que en el cas del BNP, la producci6 d’ANP pels cardiomiocits
ventriculars no es va veure incrementada per I'exposicid a hipdxia. A pesar que
ambdds péptids natriurétics presenten mecanismes fisiologics reguladors semblants,
els resultats mostren que aquest no és el cas pel que fa a la secrecié induida per
hipdxia en cardiomiocits ventriculars. Els resultats suggereixen que la disminucio de la
tensié d’oxigen és un estimul important per la produccié d’ANP en cardiomiocits
auriculars (242) perd no en cardiomiocits ventriculars. En contraposicié, la demostracio
que la hipoxia regula la producci®6 de BNP en cardiomiocits ventriculars, que
constitueixen gran part del volum cardiac, suggereix que aquesta ceél-lula pot
representar una font de produccié important de BNP en condicions disquémia
miocardiaca. L’avaluacié de la significacié clinica d’aquest aspecte va desenvolupar-se

en la part lll d’'aquesta tesi.

Els resultats obtinguts en la determinacié de I'expressié de TARNm del BNP, VEGF i
ANP en els cardiomiocits ventriculars en condicions d’hipoxia, també recolzen
'existéncia d’'un mecanisme de regulacié mediat per la tensié d’oxigen en I'alliberacié
de BNP. Les cél-lules cultivades amb una tensié d’oxigen disminuida van presentar

una major abundancia dARNm del BNP i el VEGF en comparacio amb les cél-lules
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cultivades en normoxia. Malgrat tot, s’observa una diferéncia en el patré d’expressio
génica induit per la hipdoxia de VEGF i BNP. L’activacié de VEGF és significativa a les
6 hores d’hipoxia, mentre que I'activacid de BNP ho és a les 6 i 12 hores. Aquesta
discrepancia pot reflectir diferéncies en els mecanismes postraduccionals de
processament d’ambdds péptids o inclus I'existéncia de vies de regulacié addicionals

alternatives implicades en I'activacio de BNP.

Consistent amb les accions de la majoria de gens regulats per HIF-1, 'augment de la
produccido de BNP en resposta a la hipdxia miocardiaca pot estar lligat a efectes
beneficiosos endocrins i paracrins. El BNP és un important factor endogen natriureétic,
ditretic i vasodilatador que antagonitza I'activitat vasoconstrictora del sistema renina-
angiotensina-aldosterona i inhibeix el sistema nerviés simpatic (317,318). A més
d’aquests efectes endocrins, el BNP actua paracrinament proporcionant efectes
cardioprotectors que inclouen la regulacié del creixement dels cardiomiocits i la
inhibicié de la proliferacio dels fibroblasts cardiacs i del diposit de matriu extracel-lular
(207,319). L’administraci6 de BNP a cors perfosos de rata aillats, abans i durant
'oclusio de l'artéria coronaria principal esquerra, provoca una reduccio de la mida de
linfart que és dependent de la concentracié de BNP infosa i s’associa a un augment
de la concentraciéo de GMPc miocardiac (320). El BNP participa en la vasodilatacié de
les artéries coronaries, suggerint un efecte regulador en el subministrament de sang al
miocardi (321-323). En resum, la inducci6 de BNP observada pot constituir un
mecanisme homeostatic protector adrecgat a preservar ’'hemodinamica cardiovascular i

prevenir processos fibroproliferatius en el teixit cardiac en situacié d’hipoxia.

L’us de cardiomiocits ventriculars humans en cultiu (cél-lules AC16) ha permés
identificar I'efecte especific de la hipdxia i la inflamacié sobre el remodelat de matriu
extracel-lular i la secrecié de péptids antifibrogénics en cardiomiocits ventriculars i
establir-ne el mecanisme. Les cél-lules utilitzades han estat objecte d’'una amplia

caracteritzacio (59), els resultats de la qual mostren la preséncia de caracteristiques
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moleculars, genétiques, ultraestructurals i immunocitoquimiques de cardiomiodcits que
les constitueixen en un model Unic per avaluar I'efecte de factors especifics relacionats
amb la isquémia cardiaca sobre els cardiomidcits ventriculars. En el cas concret dels
experiments realitzats en condicions d’hipdxia, per exemple, s’observa que la hipoxia
activa HIF-1 en aquestes cél-lules i que, al seu torn, HIF-1 regula la sintesi de VEGF.
A més, no va observar-se l'activacié del factor de transcripcié HIF-1 ni 'augment de
secreci6 de VEGF induides per la hipoxia quan les cél-lules van incubar-se en
preséncia 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 hipoxia a nivell molecular en els
cardiomiocits ventriculars. Malgrat tot, el model in vitro utilitzat pot presentar també les
seves limitacions. La introduccié del gen SV40 permet que els cardiomidcits primaris
re-entrin el cicle cel-lular, proporcionant un model cel-lular que presenta la gran
majoria de propietats caracteristiques dels cardiomidcits primaris humans, perd que
alhora impedeix I'expressié d’algunes caracteristiques com la preséncia d’'un aparell
contractil organitzat o la disminucié en I'expressié d’alguns factors de transcripcio (59).
També és important recordar la major complexitat de I'organisme in vivo a I'hora
d’explicar diferéncies entre alguns resultats in vitro i les observacions en pacients en
un escenari clinic. Aixi, els resultats in vifro mostren que la hipdxia produeix un
augment transitori de I'expressié génica 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
cardiaca isquémica presenten concentracions plasmatiques elevades de BNP, cosa
que podria reflectir una activacié de I'expressié génica més sostinguda. En aquest
sentit, més enlla de les caracteristiques del model in vitro, s’ha de tenir en compte la
preséncia in vivo daltres inductors de la secreci® de BNP com neurohormones,

citocines i factors de creixement (324).

Amb independéncia dels efectes del BNP sobre el cor isquémic, I'observacié que la
hipoxia estimula directament la sintesi i secreci6 de BNP pels cardiomiocits

ventriculars permet formular la hipdtesi que els pacients amb isquémia cardiaca
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presenten concentracions circulants de BNP elevades en relacié al grau d’hipoxia
cellular cardiaca. Diversos estudis clinics han mostrat I'existéncia d’'una relacié directa
entre la gravetat de la insuficiéncia cardiaca i les concentracions plasmatiques de BNP
(244,250), consequéncia de l'estimulacié de lalliberaci6 de BNP per I'estirament
miocardiac (199,325,326). Aquest fet esta en la base del progressiu us creixent de les
determinacions de BNP com a marcador diagnostic i prondstic en la insuficiéncia
cardiaca (246,301,326-329). Posteriorment a I'observacié dels valors elevats de BNP
en els pacients amb insuficiéncia cardiaca, es va descriure que també els pacients
amb SCA presentaven un augment en les concentracions plasmatiques de BNP
(280,292,330). Donat que tant I'lAM clinic com experimental s’associen a importants
alteracions en la carrega i distensio ventricular, I'elevacié de la concentracié de BNP
s’ha associat tradicionalment a un augment de la secrecié miocardiaca provocada per
aquestes alteracions hemodinamiques. L’augment de BNP estaria, per tant, relacionat
de forma secundaria amb la isquémia. En la part Il d’aquesta tesi, perd, es demostra
que la reduccio en la tensié d’oxigen estimula directament la sintesi i secrecié de BNP
pels cardiomiocits ventriculars humans en abséncia d’estimuls hemodinamics o
neurohormonals, suggerint que la hipoxia miocardiaca contribueix directament a les
concentracions plasmatiques de BNP elevades en pacients amb isquémia cardiaca.
Aixi, les concentracions plasmatiques de BNP podrien constituir un indicador
d’isquémia miocardiaca en pacients sense estirament ventricular i aportar informacié
clinica rellevant. Aixd ens va moure a avaluar el valor clinic d’aquest marcador en
pacients amb isquémia cardiaca, amb I'analisi especific de les diferéncies entre els
pacients amb LVEFp i LVEFr. Donat I'important grau d’estirament miocardiac associat
a una LVEFr, es van separar els pacients amb LVEFr i LVEFp amb l'objectiu de
facilitar 'avaluacio del comportament de les concentracions plasmatiques de BNP com
a indicadores d’isquémia cardiaca. La majoria d’estudis que avaluen el paper de les
concentracions plasmatiques de BNP com a indicador d’isquémia cardiaca no valoren

especificament les diferéncies entre aquest dos grups. El punt de tall usat per definir
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LVEFp va ser una LVEF=55%, superior a I'habitualment usat en la majoria d’estudis
(LVEF=50%), amb [l'objectiu de minimitzar encara més l'efecte de [I'estirament
miocardiac sobre les concentracions plasmatiques de BNP en aquest grup de

pacients.

En la poblacié estudiada, els pacients amb SCA sense insuficiéncia cardiaca i LVEFp
van presentar concentracions plasmatiques de BNP augmentades. Aquests resultats
estan en concordangca amb I'observacio in vitro de la major produccié de BNP en
cardiomiocits sotmesos a hipdxia, suggerint que la produccié cardiaca de BNP en els
pacients amb SCA i LVEFp es relaciona directament amb la isquémia miocardiaca. En
conjunt, els resultats indiquen que l'augment de sintesi i secrecid de BNP pels
cardiomiocits en situacié d’hipoxia condueix a un increment de la concentracio

plasmatica de BNP en els pacients amb isquémica cardiaca.

La concentracié plasmatica de BNP en la poblacié estudiada va constituir un factor
predictiu independent de la presentacié 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 plasmatiques de BNP elevades indiquen major
gravetat en relacié al grau d’'isquémia miocardiaca en els pacients amb SCA i LVEFp.
Les concentracions plasmatiques de BNP s’han mostrat com un factor de risc
pronostic i predictiu en diversos situacions cliniques, especialment en la insuficiéncia
cardiaca i els SCA. Els resultats de la part lll de la tesi mostren que el valor predictiu
de la concentracié plasmatica de BNP es manté també en els pacients amb SCA que
presenten una fraccié d'ejeccié conservada. S’identifica el valor de BNP>150 pg/ml
com a punt de tall optim per la predicci6 de major probabilitat de presentar
esdeveniments adversos. Aquesta dada pot ser util en I'avaluacié de la SCA en la

practica clinica per a una rapida identificacio dels pacients amb major risc.
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Conclusions

e La citocina proinflamatoria IL13 estimula la sintesi i secrecié de PIINP, TIMP-1
i HA i augmenta lactivitat de MMP2 en cardiomiocits ventriculars humans,

constiuint un inductor especific del procés de remodelat en el miocardi isquémic.

¢ La disminucio de la tensié d’oxigen provoca l'activacié del factor de transcripcio

induible per hipdxia (HIF-1) en cardiomiocits ventriculars humans.

e La disminucié de la tensié d’oxigen, a través del factor de transcripcié HIF-1, i
TNFa estimulen la sintesi i secrecid dels factors de creixement cardiacs

antifibrogénics apelina i VEGF en cardiomiocits ventriculars humans.

e La disminucié de la tensid d'oxigen no té efecte sobre la sintesi i secreci6

d’ANP en cardiomiocits ventriculars humans.

e La disminucié de la tensié d’oxigen estimula la sintesi i secreci6 de BNP en
cardiomiocits ventriculars humans a través d’'un mecanisme depenent del factor de

transcricpcio HIF-1.

e Els pacients amb sindrome coronaria aguda (SCA) i fraccié d’ejeccid

preservada presenten concentracions plasmatiques de BNP elevades.

e Els pacients amb fraccio d’ejeccio preservada i una concentracio plasmatica 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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Casals G, Ros ], Sionis A, Davidson MM, Morales-Ruiz M,
Jiménez W. Hypoxia induces B-type natriuretic peptide release in cell
lines derived from human cardiomyocytes. Am J Physiol Heart Circ
Physiol 297: H550-H555, 2009. First published June 19, 2000:
doi:10.1152/ajpheart.00250.2009.—B-type natriuretic peptide (BNP)
is a peptide hormone of myocardial origin with significant cardiopro-
tective properties. Patients with myocardial ischemia present with
high levels of BNP in plasma and elevated expression in the myocar-
dium. However, the molecular mechanisms of BNP induction in the
ischemic myocardium are not well understood. The aim of the investi-
gation was to assess whether myocardial hypoxia induces the production
of BNP in human ventricular myocytes. To test the hypothesis that
reduced oxygen tension can directly stimulate BNP gene expression and
release in the absence of hemodynamic or neurohormonal stimuli, we
used an in vitro model system of cultured human ventricular myocytes
(AC16 cells). Cells were cultured under normoxic (21% 0,) or hypoxic
(5% ©O-) conditions for up to 48 h. The accumulation of BNP, atrial
natriuretic peptide (ANP), and vascular endothelial growth factor
(VEGF) was then measured. Hypoxia stimulated the protein release of
BNP and VEGF but not ANP. In concordance, the increased mRNA
levels of BNP and VEGF but not ANP were found on culturing AC16
cells under hypoxic conditions. The analysis of the transcriptional
activity of the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) in nuclear extracts
showed that HIF-1 activity was induced under hypoxic conditions.
Finally, the treatment of AC16 cells with the HIF-1 inhibitor rotenone
in hypoxia inhibited BNP and VEGF release. In conclusion, these data
indicate that hypoxia induces the synthesis and secretion of BNP in
human wventricular myocytes, likely through HIF-1-enhanced tran-
scriptional activity.

B-type natriuretic peptides; hypoxia-inducible factor 1; myocardial
ischemia: heart failure: vascular endothelial growth factor

B-TYPE NATRIURETIC PEPTIDE (BNP) is an endogenous substance
belonging to the naftriuretic isopeptide family. It is mainly
synthesized in the ventricular myocardium (32, 40) and plays
an important role in body fluid homeostasis as well as in the
regulation of blood pressure (26). In addition, BNP possesses
antihypertrophic and antifibrotic properties, conferring it with
powerful cardioprotective effects (32).

Several clinical studies have recently demonstrated the ex-
istence of a direct relationship between disease severity and the
circulating levels of BNP in patients with heart failure (HF) (8,
25). This is not surprising, taking into account that myocardial
stretching has been demonstrated to be the major stimulus for

Address for reprint requests and other correspondence: W. Jimenez, Service
of Biochemistry and Molecular Genetics, Hospital Clinic Univ., Villarroel 170,
Barcelona 08036, Spain (e-mail: wjimenez@clinic.ub.es).
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BNP release by cardiomyocytes (19). which, in turn. has laid
the rationale for the increasing use of BNP levels as a diag-
nostic and prognostic marker in HF (6, 38). However, there is
growing evidence indicating that an impaired oxygen availabil-
ity in myocardial cells could also be a specific inducer of BNP
synthesis and release. Arguments in favor of this hypothesis
include recent findings showing increased plasma levels of
BNP in ischemic patients regardless of whether they have
normal or impaired left ventricular ejection fraction (13, 28).
On the other hand, an increased gene expression of BNP has
been found in heart preparations of rats and pigs exposed to
hypoxia (14, 31, 36) and the activation of hypoxia-inducible
factor 1o (HIF-1w) has been observed in the myocardium of
rats exposed to hypoxia or undergoing coronary artery ligation
(17). Nevertheless, a direct regulatory effect of cardiac hypoxia
on BNP synthesis and release in human ventricular cardiomy-
ocytes, as well as the molecular mechanisms involved in this
phenomenon, has not been completely established. This is
likely due to difficulties in differentiating the hvpoxic stimulus
from the concomitant effects of other known inducers of BNP
production (i.e., hemodynamic changes. myocyte stretching,
and neurchormonal stimulus) when the experimental setting is
conducted in in vivo and ex vivo preparations. Moreover, the
availability of human ventricular cardiomyocytes cell lines is
limited because cultures of cardiac tissue have a finite life span
in vitro.

In the current study we used an in vitro model system of
cultured human ventricular myocytes (ACI16 cells) (7) to test
the hypothesis of whether reduced oxygen tension can directly
stimulate BNP production in the absence of hemodynamic or
neurohormonal stimuli. Our results demonstrate that hypoxia
directly enhances the synthesis and secretion of BNP in ACl6
cells, through a HIF-1x-dependent mechanism. These results
indicate that myocardial hypoxia likely contributes to the
increased BNP levels in patients with myocardial ischemia and
further support the use of BNP levels as a surrogate biomarker
of ischemic heart disease.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. AC16 cells were generated from primary human
ventricular cardiomyocytes, as previously described (7). This immor-
talized, stable cell line can be repeatedly frozen, thawed, and propa-
gated. Cells were seeded (1 > 10 cells/well) in gelatin-coated six-well
plates and grown to confluence for 36 h in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM-F-12), supplemented with 12.5% fetal calf serum, 50
U/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin. Thereafter, the cells were
switched to serum-free DMEM-FI12 for 10 h and subsequently incubated

http:/fwww.ajpheart.org
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(37°C) at variable time intervals in DMEM-F12 containing 0.1 mg/ml of
bovine serum albumin under normoxic (219% 02-5% CO2-74% N2) or
hypoxic (5% O2-5% C02,-90% N2) conditions in a controlled O- water-
jacketed CO:z incubator (Forma Scientific Series II, 3131, Marietta, OH).
‘When indicated. the cell culture medium also contained the HIF-1
inhibitor rotenone (2.5 pM) or vehicle (0.001% DMSO in cell culture
medium). Cell bioavailability was assessed on ACI6 cells under
hypoxic or normoxic conditions cultured for up to 48 h by adding 0.4
mg of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT; Sigma, St. Louis, MO) and incubated at 37°C during 90 min.
The media was discarded, and 200 pl of N-propanol was added to
each well. After 5-10 min of reaction, 50 pl of the solution was taken
from each well and transferred into a 96-well plate and the optical
density was measured at 570 nm (SpectraMax 340, Molecular De-
vices, Sunnyvale, CA).

Effect of hypoxia on natriuretic peptides and VEGF production in
ACI6 cells. Following cell culture under normoxic or hypoxic con-
ditions, culture medium samples were obtained on completing the
incubation period to measure atrial natriuretic peptide (ANP), BNP,
and VEGF. Samples were centrifuged (2,000 rpm, 4°C) and frozen at
—20°C until further analysis. ANP extracted from cell culture me-
dium on Sep Pack C-18 cartridges from Waters Associates (Milford,
MA) was measured by radioimmunoassay (Euro-Diagnostica, Arn-
hem, The Netherlands). BNP was measured using a chemiluminomet-
ric immunoassay run on the ADVIA Centaur Immunochemistry
analyzer (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY). VEGF
was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (Quantikine,
Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, MN) (16, 30). Eight
independent measurements were performed for BNP and ANP at each
time point. Six independent measurements were performed for VEGF.

Hypoxia-induced messenger RNA expression in ACI6 cells. Total
RNA was extracted from AC16 cells cultured under normoxic or
hypoxic conditions using a commercially available kit (RNeasy,
Qiagen). All samples were DNAse treated before transcription using
the TURBO DNA-free kit (Ambion, Austin, TX), and the RNA
concentration was determined by spectrophotometric analysis (ND-
100 Spectrophotometer, Nanodrop Technology). DNase-treated total
RNA (1 pg) was reverse transcribed (RT) using a complementary
DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers for BNP (left, 5'-
eatpptpcaagpgictge-3"; and right, 5-cctettaatpecgectea-3'), VEGF-A
(left, 5'-peagetigaptiaaacgaace-3'; and right. 5'-gpttccegaaaccetgag-3"),
ANP (left, 5'-gapcppactgpectgtaac-3"; and right, 5'-pgagccictigeagtetgte-
3"). and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). used as
an endogenous standard (left, 5'-agccacatcgetcagacac-3'; and right, 5'-
cgeccaatacgaccaaat-3') were designed according to human BNP,
VEGF-A, ANP, and GAPDH sequences {GenBank accession numbers
NM_002521, NM_001025366, NM_006172, and NM_002046, respec-
tively). The primers and probes used for the different genes studied were
designed to include intron spanning using the Universal Probe Library
Assay Design Center (Roche Applied Science, hitpy/fwww.roche-applied-
science.com/sismperfuplade. jsp). Real-time quantitative PCR was per-
formed in duplicate and analyzed with Opticon 2 (MJ Research, Capital
Court, Reno, NV). Total volume reaction (20 wl) of diluted 1:16 cDNA,
200 nM primer dilution, 100 nM prevalidated 9-mer probe (Universal
ProbeLibrary, Roche Diagnostics), and FastStart TagMan Probe Mas-
ter (Roche Diagnostics) was used in each PCR reaction. The fluores-
cence signal was captured during each of the 45 cycles (denaturizing
10 s at 95°C, annealing 30 s at 60°C, and extension 30 s at 72°C).
GAPDH was used as the reference gene for normalization, and water
was used as the negative control. The relative quantification was
calculated wsing the comparative threshold cycle (Cy), which is
inversely related to the abundance of mRNA in the initial sample. The
mean Cy of duplicate measurements was used to calculate ACy as the
difference in C+ for the target and reference. The relative quantity of
product was expressed as the fold induction of the target gene
compared with the reference gene according to the formula 222,

H551

where AACy represents ACy values normalized with the mean ACy of
basal samples. Eight independent measurements were performed at
each time point.

Effect of hypoxia on HIF-I activation in ACI6 cells. The intranu-
clear activity of HIF-1 was determined in nuclear extracts of AC16
cells obtained following hypoxic or normoxic exposure using a
nuclear extract kit {Active Motif, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions. The cells were collected and lysed, and
the cytosolic fraction was removed. The nuclear pellets were homog-
enized, and the nuclear extracts were collected. The protein concen-
tration in the nuclear extracts was determined using the Bradford
assay (1). The activation of HIF-1 was quantified using a TransAM kit
(Active Motif), which measures binding to a 26-bp hypoxia response
element oligonucleotide from the erythropoietin gene attached to a
96-well plate (22). Nuclear extract (6 pg) were used per sample.
Nuclear extracts from COS-7 cells treated with the HIF-1a-stabilizer
CoClz, which were provided with the kit, were used as positive
control. CoClz prevents HIF-1a ubiquitinization and degradation in
addition to inducing its expression (37). Nuclear extracts incubated
with an HIF-1-specific competitor oligonucleotide served as a nega-
tive control. To assess the effect of inhibiting HIF-1 activation, the
ACI6 cells were exposed to rotenone (2.5 pM), an inhibitor of
hypoxic HIF-1a stabilization (21), for 40 min, followed by an expo-
sure to hypoxia (5% 02) or normoxia (21% Oz) for 1, 3. 6, and 24 h.
Thereafter, HIF-1 activity was determined and the medium was
collected for further determination of VEGF and BNP concentrations
as described in Effect of hypoxia on natriuretic peptides and VEGF
production in ACI6 cells. Eight independent measurements were
performed at each time point.

Statistical analysis. The experimental data are presented as
means = SE from at least six independent experiments. The time-
course production of natriuretic peptides and VEGF under hypoxic
and normoxic conditions was analyzed by one-way analysis of vari-
ance and post hoc Bonferroni f-test. Comparisons between normoxic
and hypoxic conditions in the same time conditions were performed
with the unpaired Student’s f-test. This test was also used to compare
the effect of rotenone on BNP and VEGF production under hypoxic
conditions in AC16 cells. Differences were considered significant at a
value of P << 0.05.

RESULTS

Hypoxia increases BNP production in ACI6 cells. To inves-
tigate whether reduced oxygen tension could be a specific
stimulus for BNP secretion in human cardiomyocytes, we
incubated AC16 cells under hypoxic conditions for increasing
time periods and the BNP concentration in the cell culture
medium was assessed. We also measured AC16 secretion of
ANP, another member of the natriuretic isopeptide family
produced by the human heart.

AC16 cells time-dependently increased BNP levels within
the 48-h incubation period. Moreover, the secretion of this
peptide was significantly higher at 12, 24 and 48 h of hypoxic
exposure than under normoxic conditions (Fig. 1). In fact, BNP
levels in the media of hypoxic cells were two- to threefold
higher than those in normoxic cells. By contrast, the secretion
of ANP was almost negligible and did not experience any
modification due to hypoxic exposure for up to 48 h (Fig. 1).
The hypoxic induction of BNP was accompanied by a parallel
augmentation of the known hypoxia-sensitive factor VEGF
(Fig. 1). The kinetics of VEGF production significantly differ
in normoxic or hypoxic AC16 cells. The levels of VEGF in the
media of cells cultured at 5% O, were between 1.5 to 2.5-fold
higher than in the media of 21% O, AC16 cells. No differences
in cell viability, as assessed by the MTT assay, were observed
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Fig. 1. Time-course production of natriuretic peptides (4) and VEGF (B) in
AC16 cells under normoxic (21% Oz2) or hypoxic (5% 02) conditions. =P <
0.001 and *P < 0.005 vs. basal values (1-way ANOVA and Bonferroni test).
#P << 0.001, ##P < 0,005, and ###P << 0.0] vs. normoxic conditions in the
same time conditions (unpaired Student’s t-test); n = 8§ independent measure-
ments for B-type natriuretic peptide (BNP) and atrial natriuretic peptide
(ANP). and n = 6 independent measurements for VEGF.

between normoxic or hypoxic cells. Cell viability after the
incubation of ACI16 cells for 48 h in normoxic or hvpoxic
conditions was 101 = 6% and 101 = 3%, respectively.
Hypoxia increases the messenger expression of VEGF and
BINP in ACI16 cells. To determine whether the increased BNP
release during hypoxic exposure was accompanied by an in-
duction of BNP mRNA, we harvested the cells from the same
plates for the measurement of BNP gene expression. GAPDH
was used as an endogenous control, and no significant differ-
ences in GAPDH mRNA expression were found over the
experimental periods in both normoxia- and hypoxia-exposed
ACI16 cells. Real-time PCR analysis indicated that hypoxic
exposure resulted in a 2.8-fold increase in BNP mRNA levels
within 6 h, with this difference being sustained for up to 12 h
under this condition (Fig. 2). There was a trend toward higher
BNP mRNA levels in AC16 cells exposed for to 5% O, for
24 h, although the differences did not reach statistical signifi-
cance. A similar behavior was observed at assessing the pattern
expression of VEGF mRNA. Six hours following hypoxic
exposure. the AC16 cells showed a fourfold increase in VEGF
mRNA compared with normoxic control cells. However,
VEGF mRNA levels dropped to normoxic control levels after

AJP-Heart Circ Physiol « VOL 297 «
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12 and 24 h of hypoxic exposure (Fig. 2). No differences in
ANP mRNA expression were found between cells cultured at
normoxic or hypoxic conditions at any of the investigated time
periods (data not shown).

Hypoxia induces HIF-1 activation in AC16 cells. The time
course activation of HIF-1 under hypoxic conditions assessed
as HIF-1 DNA binding to a specific hypoxia responsive ele-
ment oligonucleotide sequence is shown in Fig. 3. Following 1,
3, and 6 h of hypoxia exposure, AC16 cells showed a 2.0-, 2.4-,
and 3.0-fold over normoxic HIF-1 DNA binding, respectively.
Hypoxic cells pretreated with rotenone did not increase HIF-1
DNA binding compared with cells exposed to normoxic con-
ditions, indicating that rotenone is able to inhibit HIF-1 DNA
binding in hypoxic cells (Fig. 3).

The inhibition of HIF-1 decreases hypoxia-induced BNP and
VEGF production in AC16 cells. Although the data presented
in Fig. 4 are consistent with a significant role of HIF-1 in BNP
expression, they do not provide direct evidence for its involve-
ment. Therefore, we next sought to determine whether HIF-1
inhibition by rotenone may prevent hypoxic BNP-induced
secretion in ACI16 cells. The repression of hypoxic VEGF
secretion by rotenone was assessed as well. As anticipated.
hypoxia resulted in a significant 180% increase in BNP levels
in the media of AC16 cells. However, this effect was fully

6 BNP mRNA
] 21%0,

. 5%0;

p<0.05

in Eii'ti

Arbitrary Units
|

0Oh 6h 12 h
Incubation time
4 VEGF mRNA
2,
g | p<0.05
K
< N B= |
0_
0Oh 6h 12h 24 h

Incubation time
Fig. 2. BNP (top) and VEGF (bottom) mRNA expression in ACI6 cells
assessed by real-time PCR after exposure to normoxic (21% O2) or hypoxic
(5% 02) conditions. Results are means = SE. P < 0.05 vs. normoxic
conditions in the same time conditions (unpaired Student’s testy n = 8
independent measurements.
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Fig. 3. Effect of hypoxia on hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) DNA binding
activity in AC16 cells. Cells were incubated for variable time intervals in either
normoxia (21% O2) or hypoxia (3% Oz) in the presence or in the absence of
rotenone (2.5 pM). Cells were exposed to rotenone 40 min before hypoxia
treatment and kept under this condition thereafter. Following incubation. the
cells were lysed and nuclear extracts were tested for DNA binding to a probe
containing a hypoxia responsive element sequence. The presence of the
DNMA-bound transcription factor was then detected by anti-HIF-1a antibodies
and revealed by colorimetry; n = 8 independent measurements.

abolished when cardiomyocytes were incubated in the presence
of rotenone. The inhibitory action of rotenone on BNP secre-
tion was paralleled by an identical effect on VEGF production
(Fig. 4), indicating that the mechanisms of hypoxia-stimulated
BNP and VEGF secretion are mediated by an increased HIF-1
DNA binding.

DISCUSSION

The current study shows that the BNP messenger expression
and peptide release by cultured human ventricular myocytes
(AC16 cells) is enhanced in response to reduced oxygen
tension. When myocytes were exposed to hypoxia, the eleva-
tion in BNP secretion was preceded by the augmentation of
BNP gene expression. suggesting that the hypoxia-induced
alterations in BNP activity were determined at the transcrip-
tional level. The activation of HIF-1 occurred earlier than the
elevation of BNP gene expression, and the hypoxic induction
of BNP was paralleled by a similar expression pattern and
protein secretion of the known HIF-1 target factor VEGF,
suggesting a role of the transcription factor HIF-1 in BNP
activation by hypoxia. Lastly, hypoxia-induced BNP protein
secretion was significantly attenuated by rotenone, a well-
known inhibitor of HIF-1 activation.

At present, it is widely accepted that the elevation of BNP
secretion in the ischemic heart is the result of ventricular wall
distension secondary to myocardial ischemia (33). However,
there is also increasing evidence suggesting that reduced oxy-
gen availability may directly influence BNP release. This is
supported by studies showing that patients presenting with
acute myocardial infarction or acute coronary syndromes dis-
play transient elevations of BNP (9, 18, 27). Moreover, it has
also been reported that patients with coronary artery disease
and normal left ventricular function display an elevation in
plasma BNP levels which are associated with increased BNP
expression in myocardial tissue (13). Altogether, these results
support the concept that cardiac ischemia enhances BNP re-
lease in the absence of myocardial stretch.

H553

It is known that the mRNA expression and protein concen-
tration of BNP are augmented in the failing heart by a mech-
anism dependent on the stimulation of p38 mitogen-activated
protein kinase and the activation of the transcription factor
NF-kB in the cardiac myocyte (20). However, the underlying
pathophysiological mechanisms of BNP induction in cardiac
ischemia have not been identified. Hypoxia is a critical com-
ponent of the ischemic myocardium, which may explain the
changes in BNP expression associated with ischemia. In the
current study, we used ACI16 ventricular myocytes to deter-
mine the mechanisms regulating BNP secretion under reduced
oxygen tension. The ACL6 cell line is a proliferating human
cardiomyocyte cell line derived from nonproliferating primary
cultures of adult ventricular heart tissue. The AC16 cell line
closely resembles adult human cardiomyocytes with regard to
various antigenic determinants, thus constituting a valuable
tool for the study of the signaling pathways involved in BNP
synthesis and release (7. 29) In particular, we assessed whether
hypoxia specifically triggers BNP production in the absence of
other known stimuli of BNP such as hemodynamic, neural, and
hormonal factors (24). The effect of hypoxia on VEGF and
ANP production by the cardiomyocyte cell line was also
evaluated to validate the sensitivity and specificity of the AC16
cells response to hypoxia. VEGF is a well-known hypoxia-
responsive gene (35), whereas ANP is a cardiac BNP isopep-
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Fig. 4. BNP (tap) and VEGF (hottom) production after 24 h of normoxic exposure
(21% Or), hypoxic exposure (5% (r), and hypoxic and normoxic exposure with the
HIF-1 activation inhibitor rotenone (2.5 pM). Cells were exposed to rotenone 40
min before normoxia or hypoxia and kept under this condition thereafter. P <
0.05 vs. 5% Oz n = § independent measurements,
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tide mainly secreted by atrial myocytes that is much less
accurate than BNP for the diagnosis of HF (4, 10).

Cells cultured under hypoxic conditions experienced a sig-
nificant increase in BNP but not in ANP production. Despite
both natriuretic peptides displaying similar physiological
mechanisms, this different response following hypoxic stimu-
lation is not surprising. Decreased oxygen tension is a powerful
stimulus for ANP production in atrial myocytes (3) but not in
ventricular cardiomyocytes. Atrial myocytes are the major
source and storage site of ANP. but ventricular myocytes
secrete ANP by a constitutive pathway and store only a minor
part of the peptide (3). Contrary to what occurs in the atrial
tissue, the lack of stored ANP prevents ventricular cardiocytes
from increasing ANP secretion in response to reduced oxygen
tension. In contrast, whether hypoxia regulates BNP produc-
tion in ventricular myocytes, a potentially larger source of
BNP, it is still under discussion. Goetze et al. (14) used freshly
harvested pig ventricular cells incubated under oxygen-de-
prived conditions, and their findings suggest an effect of
hypoxia on BNP synthesis at the transcriptional level. Further-
more, the hypoxic induction of BNP mRNA has recently been
described in cultured adult rat ventricular cardiomyocytes (39).
All these previous investigations corroborate our findings,
showing a clear stimulatory effect of hypoxia on BNP secretion
in human cardiomyocyte cell lines, and suggest the existence
of an oxygen-regulated BNP pathway in these cells. This
hypothesis is further supported by our results that show a
marked increased VEGF production in AC16 cells cultured
under hypoxic conditions. In fact, it is well known that oxygen
tension closely regulates the signaling pathways, resulting in
an increased VEGF production by different cell types (35).

The results obtained at assessing messenger expression of
BNP, VEGF, and ANP in AC16 cells under hypoxic conditions
additionally sustained the concept of an oxygen-mediated reg-
ulatory mechanism for BNP release in the human-derived
cardiomyocyte cell line. Cells cultured at low oxygen tension
contained higher BNP and VEGF mRNA abundance than cells
cultured in normoxia, a difference not observed when ANP
mRNA was measured. Nevertheless, it should be noted that
there is a difference in the expression pattern induced by
hypoxia between VEGF and BNP. This discrepancy may
underlie differences in posttranslational mechanisms or even in
alternative regulatory pathways involved in BNP activation.

HIF-1 is a heterodimeric transcription factor that is consid-
ered a crucial mediator of the cellular response found under
conditions of diminished free oxygen availability. HIF-1 is
composed of an inducibly expressed HIF-la subunit and a
constitutively expressed HIF-1p subunit. HIF-1w is sensitive to
hypoxia and is rapidly degraded by the ubiquitin proteasomal
pathway under normoxic conditions. Under hypoxic condi-
tions, HIF-1a degradation is blocked, thus allowing HIF-1
accumulation and migration to the nucleus, where it plays a
key role in the transcriptional activation of the hypoxia-induc-
ible genes such as VEGF by binding to specific hypoxia
response elements in their regulatory region (35). There is
evidence that HIF-1 may induce BNP production in cardiomy-
ocytes. Putative HIF-1 binding sites have been identified
within the promoter of the BNP gene (23), and experimental
studies have shown that animals exposed to hypoxia display an
increased myocardial BNP gene expression (14, 31, 36). More-
over, the activation of HIF-lo has been observed in the
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ischemic myocardium (17), and the hypoxic induction of BNP
mRNA expression has recently been described through a HIF-
1-dependent mechanism in cultured adult rat cardiomyocytes
and in different noncardiac human cell lines (39). In the present
study, hypoxic cell cultures depicted enhanced HIF-1w activ-
ity, a phenomenon that was not seen when the cells were
incubated with rotenone, a well-known inhibitor of HIF-1w sta-
bilization in hypoxia (12, 21, 34). Rotenone abolishes the hypoxic
stabilization of HIF-1« protein by inhibiting mitochondrial com-
plex I activity (34), likely by blocking the electron flow proxi-
mally to complex III, thereby ablating the generation of reactive
oxygen species during hypoxia (2). The HIF-1 inhibitor also
abolished the enhanced hypoxic production of BNP and VEGF in
ACI6 cells. These results indicate that the hypoxia-induced in-
crease in BNP and VEGF secretion in AC16 cells is closely
related to HIF-1a stabilization, further emphasizing the exis-
tence of a transcriptionally regulated mechanism for BNP
secretion in response to a decreased oxygen tension in human
ventricular cardiomyocytes.

It is important to remark, however, the potential limitations
of our findings as a consequence of using the AC16 cell line.
In fact, the introduction of the SV40 gene allows primary
cardiomyocytes to reenter in the cell cycle, thus providing an in
vitro model that shows most of the characteristic features of
primary human cardiac cells. Nevertheless, the presence of the
SV40 gene may also prevent the expression of some pheno-
typic manifestations of cardiomyocytes, including the loss of
organized contractile apparatus, low action potential, or down-
regulation of transcription factors (7). This in turn may help to
explain the differences between the in vitro results and those
obtained in a more clinical scenario. In fact, hypoxia induced
a transitory 12-h increase in BNP mRNA expression, but at
24 h in culture, no differences were found between normoxic
or hypoxic cells. However, patients with ischemic heart disease
present high-circulating levels of BNP (6), which likely reflect
a persistent activation of BNP mRNA in the cardiac tissue.
Moreover, beyond the particular characteristic of the in vitro
model, other well-known inducers of BNP secretion including
neurchormones, cytokines, and growth factors (5) should be
taken into account when explaining the differences between in
vitro and in vivo findings.

The elevation of BNP in response to myocardial hypoxia
may have beneficial endocrine and paracrine effects. BNP is a
powerful endogenous natriuretic, diuretic, and vasodilatation
peptide that antagonizes the vasoconstrictor activity of the
renin-angiotensin-aldosterone system and inhibits the sympa-
thetic nervous system (15, 26). In addition to the endocrine
effects of BNP, there are increasing data pointing to BNP as a
paracrine factor exerting cardioprotective functions in the
heart, including the regulation of myocyte growth and the
inhibition of cardiac fibroblast proliferation and extracellular
matrix deposition (11, 32). Consequently, the observed induc-
tion of BNP may constitute a homeostatic mechanism ad-
dressed to preserve cardiovascular hemodynamics and prevent
fibroproliferative processes in the hypoxic heart.
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Patients with acute coronary syndrome (ACS) often present with
increased plasma levels of B-type natriuretic peptide (BNP) [12] that
have a high prognostic value [3]. However, there is little information
concerning whether the clinical value of this cardiac marker is different
between ACS patients with preserved left ventricular ejection fraction
( LVEF) (pLVEF) and patients with reduced LVEF (rLVEF). In the current
study, we aimed toevaluate plasma levels of BNP in patients with ACS in
order to compare the clinical information provided by this parameter
between patients with pLVEF and rLVEE.

Consecutive patients with ACS admitted within the first 24 h after the
onset of symptoms were included in this cohort study. A standard
echocardiogram was performed within 48 h after admission. Post-ACS
LVEF was calculated using the biplane Simpson's method [4]. Blood
samples were collected within 24 h after admission to measure creatine
kinase MB isoenzyme (CK-MB), troponin | (Tnl), glucose, glycosylated
hemoglobin, high-sensitivity C-reactive protein ( hs-CRP), BNP and other
routine biochemical and hematological variables. Plasma BNP was
measured using a chemiluminometric immunoassay run on the ADVIA
Centaur Immunochemistry analyzer (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY, USA). The endpeint of this study was a composite of all-
cause mortality and new ACS. We divided the whole cohort according to
admission LVEF into two groups: pLVEF (=55%) and rLVEF (<55%). We
conducted a multivariate analysis (bade-step logistic regression) to
identify independent predictors of the endpoint. We used Kaplan-
Meier curves and the log-rank test to identify an optimal BNP cut-off level
to stratify patients with ACS according to their probability of presenting
the endpoint during follow up. The authors of this manuscript have
certified that they comply with the Principles of Ethical Publishing in
the International Journal of Cardiology [5].

The baseline, clinical, angiographic and biochemical characteristics
of the patients are outlined in Tables 1 and 2. A total of 1806 subjects
were included; 73% were male, with a mean age of 67.9 4 12.7 years, and
34.2% were diabetics. Eighty-four percent were in Killip class 1. The final
diagnosis was ST segment elevation myocardial infarction (STEMI) in
29.7% of the cases, non-ST segment elevation myocardial infarction
(NSTEMI) in 44 4% and unstable angina in 25.9%. In 84% of the patients
coronary angiography was performed and 41.1% underwent percuta-
neous coronary intervention (PCI). Only 3.8% underwent coronary
artery by-pass graft (CABG). The mean LVEF was 48.7 + 12.5%.

* Corresponding author. Tel: + 34 932275518,
E-mail address: casals@clinic.ub.es (G. Casals).
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‘We divided patients according to whether they presented with pLVEF
or rlVEF (Table 1). Information on LVEF was available in 1698 patients:
744 (43.8%) had pLVEF and 954 (56.2%) had rLVEF. The rLVEF group had a
similar mean age but with a higher proportion of male patients. Subjects
with rIVEF also presented with a higher Killip class, less frequently
underwent coronary angiography and PCl and had more severe coronary
artery disease (CAD) than those with pLVEF. Tnl, CK-MB, glucose,
glycosylated hemoglobin, hs-CRP and BNP were higher in patients with

Table 1
Demogra phic characteristics and cardiovascular risk factors of the population.
All patients LVEF = 55% LVEF <55% B
(n= 1806) (n=744) (n=954)
Male 1312 (726) 508 (683) 737 (773) <100
Age (years) 679 (12.7) 670 (12.1) 68.0(13.1) ns
Hyper tension 1355 (75.00 547 (73.5) 725(76.0) ns
Dyslipidemia 1033 (57.2) 434 (583) 538 (56.4) ns
Diabetes mellins 618 (34.2) 244 (328) 337 (353) ns
Active smoking 540 (30.4) 231 (31.0) 285(209) ns
Legend. IVEF: left ventricular ejection fraction. ns: non significant.
Table 2
Clinical, angiographic and biodhe mical characteristics of the population.
All patients LVEF= 55% LVEF <55% I
(n=1806) (n=744) (n=954)
Killip dass
| 1510 (83.6) 705 (94.8) 27 (76.2) <0.001
1} 154 (8.5) 28 (38) 120 (12.6)
1 79 (44) 9(12) 59 (6.2)
v (35) 2(03) 48 (5.0)
Coronary angiography 1522 (84.3) 658 (88.4) 809 (84.8) 0028
Pl 742 (411) 364 (489) 351 (36.8) <0001
CABG 68 (3.8) 25(34) 38 (4.0) ns
CAD 147 (0.89) 1.32 (0.89) 1.59 (0.87) <0.00
Peak CK-ME (1U/1) 718 (113.3) 420 (81.6) 935 (1275)  =0.00
Peak troponin | ( ng/ml) 439 (119.7) 121 (465) 676 (1483)  <0.001
Glucose on admission 1621 (787) 1482 (688) 1728 (84.0) <0.0M
(mg/dl)
Fasting gluse (mg/dl) 1236 (49.3) 1165 (42.7) 1283 (52.1) <0001
MDRD (ml/min/1.73 m?) 814 (31.7) 86.2 (322) 79.1 (30.8) <0.00
MDRD <30 ml/min/ 46 (2.5) 16 (2.2) 24 (2.5) ns
173 m*
HbAlc (%) 5.73(152) 5.64 (146) 5.83 (1.59) 0022
CRP (mg,/dl) 2.85 (416) 1.92 (2.82) 350 (477)  <0.00
BNP (pg/ml) 2216 (352.8) 972 (1218) 3109 (4329) <0.00
BNP=150 pg/ml 397 (220) 83 (11.2) 295 (30.9) <0001
LVEF (%) 48.7 (12.5) 60.0 (4.7) 398 (8.9) <000
Diagnosis
STEMI 537 (29.7) 125 (16.8) 384 (40.3) =0.001
MSTEMI 802 [444) 338 (45.4) 417 (43.7)
Unstable angina 467 (259) 281 (378) 153 (16.0)

Legend. IVEF: left ventricular ejection fraction. PCL: perculanscus oonary intervention,
CABG: coronary artery bypass graft CAD: comnary artery disease [ number of diseassed
vessels). CK-MEB: areatine kinase MB-fradion. MDED: modification of diet in renal disease.
HbAlc glymsylated hemoglobin, CRP: C-reactive protein. BNF: B-type natriuretic peptide.
STEMI: ST-elevation myocardial infarction. NSTEMI: non-ST-elevation myocardial infarction.
ns: non significant,
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Table 3
Events during follow up.
All patients IVEF = 55% LVEF<55% b
(n=1806) (n=744) (n="954)
Primary endpoint 164 (91) 59 (7.9) 95 (10.0) 0,052
MNew ACS 136 (75) 52 (.00 76 (8.0) ns
Death 78(43) 21(2.8) 51 (53) 0003
Follow up (days) 393.7 (210.4) 4029 (213.7) 3893 (2091) ns

Legend. LVEF: left ventricular ejection fraction ACS: acute coronary syndrome, ns: non
significant

rLlVEF, while renal function (assessed with the MDRD formula) was
worse. The mean LVEF was 600 + 4.7% in pLVEF and 39.8 +-89% in rLVEF.
STEMI was more frequent in rlVEF (40.3% versus 16.8%, rLVEF versus
pLVEF, respectively).

The mean follow up was approximately 13 months. We observed
adverse events in 9.1% during follow up in the whole cohort (Table 3).
‘When we analyzed data according to LVEF, the primary endpoint
occurred more frequently in the rIVEF group than in the pLVEF (10.0%
versus 7.9%). This difference was mainly related to death, which was
twice as frequent in rLVEF than in pLVEF (5.3% versus 2.8%).

Fig. 1 shows the Kaplan-Meier curves of survival free of the primary
endpoint according to BNP plasma levels on admission. Patients with
BNP= 150 pg/ml had a significantly higher probability of presenting the
primary endpoint during follow up (p = 0.008 with the log-rank test).

We selected variables with significant statistical differences between
the pLVEF and rLVEF groups on univariate analysis (see Tables 1 and 2) to
build a multivariate model to identify independent predictors of adverse
events during follow up. On badk-step logistic regression analysis, only
admission BNP proved to be independently associated with adverse
events during follow up: OR 1.001 (95% C1: 1,000 to 1002, p=10.018). The
independent contribution of BNP to the prediction of adverse events was
maintained even after adjustment for age, sex, Killip Class, Tnl peak,
fasting glucose, renal function and LVEF.

Our study shows that admission BNP is an independent predictor of
cardiovascular events even in patients with ACS and pLVEF.

It is known that BNP release increases in patients with heart failure
due to large myocardial infarctions. These patients are typically older,
with more comorbidities, more frequently present with STEMI, have
maore severe CAD and lower LVEF. In our cohort, BNP was also elevated in
subjects with ACS without acute heart failure presenting with pLVEF.
Additionally, BNP proved to be an independent predictor of adverse
events at one year, even after adjustment for LVEF.

Weidentified an optimal BNP cut-off value of 150 pg/ml: patients with
higher BNP levels on admission had a significantly higher probability of
presenting the endpoint during follow up. This finding may be useful in
clinical practice for rapid identification of high-risk patients.

Several mechanisms have been proposed as responsible for an
elevation in natriuretic peptides in patients with ACS, stretch and
inflammation among others | 6]. In patients with ACS and pLVEF hypaoxia
could also play a key wle. We previously demonstrated a direct effect of
hypoxia on BNP secretion in human ventricular myocytes | 7].

Our study has several limitations. This is a single-center study and
our results need to be confirmed in larger studies, including patients
from different geographical areas, with more genetic diversity. Moreover,
this was an observational study: even though the baseline characteristics
of the patients with preserved and reduced LVEF were similar (except for
gender distribution) and logistic regression was used to identify
independent predictors of adverse events, we cannot rule out the
possibility that variables not studied could have confounded the results.

ME67-5273/% - see front matter © 2012 Elsevier [reland Lrd. All rights reserved.
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Fig 1. Survival free from the primary endpoint, according o BNP levels on admission
(=150 pg/ml: solid line; =150 pg/ml: broken line).

Our data suggest that, in patients with ACS, BNP retains its prognostic
value in patients with ACS and preserved LVEF. Fatients with BNP on
admission >150 pg/ml have a significantly higher probability of present-
ing death or new ACS during follow up.

BNP should be routinely measured at admission in all patients with
ACS independent of LVEFand the presence of symptoms or signs of heart
failure.
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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...
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