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Introduccié

1.  Unsegle d’infart

Al 1698, quan la Guerra de Successi6 Espanyola era imminent,
Petri Chirac, metge del duc d’Orleans, va ser el primer investigador que
va realitzar una lligadura experimental d’una arteria coronaria a un gos
(Chirac. 1698). Al 1761, mentre a Lyon es fundava la primera Escola de
Veterinaria del mon, Morgagni, deixeble de Valsalva, va fer la primera
descripci6 dels canvis aterosclerotics coronaris (Morgagni. 1761) (Figura
l.a.) i Rougnon al 1801 va descriure I’angina de pit que posteriorment es
va assignar com una malaltia derivada de l'aterotrombosi per part de
Jenner i Parry (Parry. 1799).

JO. BAPTISTE

MORGAGNI

LS

L AEDIBUL ET GAUSH
MORBORUM
% ANATO! s

Figura 1. Documents historics sobre 1'infart de miocardi. (A) De motu cordis, adversaria analytica.
Detall del funcionament del cor dissenyat ’any 1698 per Petri Chirac. (B) Portada i contraportada
del llibre De sedibus et causis morborum, per anatomen indagatis de Jean Baptiste Morgagni, 1761.

Pero l'estudi sistematic experimental sobre la influéencia de la
interrupcié de la circulacié coronaria va ser iniciat per Erichsen al 1841
(Erichsen. 1842), seguit de Panum embolitzant les arteries coronaries
d’un gos amb una barreja de seu, cera, petroli i fum negre (Panum. 1862).
Bezold i Breymann van ser pioners en produir fibril-lacié ventricular
mitjancant la lligadura de I'arteéria coronaria esquerra (coronaria magna)
(Bezold et al. 1862); i al 1881 Samuelson va demostrar amb eéxit la
primera reperfusié després d’una lligadura coronaria de 4 minuts. Al
mateix any, Cohnheim i von Schulthess-Rechberg van presentar el
primer model experimental d’aritmies induides per reperfusié
(Cohnheim et al. 1881). A nivell clinic, no va ser fins 1878 que Hammer va
diagnosticar per primera vegada una oclusié coronaria que va poder ser
confirmada per la posterior autopsia (Gasser et al. 1994).
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Introduccié

1.1. L’era del'observaci6 clinica (1900-1950)

Malgrat els estudis anteriorment anomenats, la primera
descripcié de l'infart de miocardi (IM) va ser atribuida fa un centenar
d’anys a James B. Herrick (Herrick. 1912). Mentre el Dr. Carrel, pare de la
medicina vascular i del trasplantament quirargic rebia el Premi Nobel de
Medicina i Fisiologia, Herrick va descriure I'IM com a conseqiiéncia de
I'oclusié per trombosi d’una artéria coronaria que fins aleshores havia
estat un diagnostic poc freqiient. Transcorreguts 6 anys, juntament amb
el seu col-lega Fred Smith, va determinar l'existencia de correlacions
electrocardiografiques amb I'IM (Smith. 1918). Es en aquest moment
quan aquesta patologia va passar a considerar-se com una de les
primeres causes de mort a molts paisos.

Arrel de dites troballes, altres
investigadors van comencar a realitzar
estudis experimentals seriats en el model
cani per a caracteritzar 1'IM a nivell
histologic (Karsner et al. 1916). Aquests
estudis, més enlla de la descripcié
microscopica, postulaven quin era el
procés de cicatritzacié miocardiaca i ja
confrontaven opinions coetanies sobre
I'existencia de la regeneracié miocardiaca.
Mentre que la gran majoria de col-legues
recolzaven que el cor era un drgan sense
capacitat  regenerativa, Heller era
defensor de la regeneraci6 cardiaca,
sobretot en les degeneracions
miocardiaques per toxicitat (Heller. 1915).

Figura 1.1.a. James Bryan Herrick.

Fotografia de James Herrick, metge Al 1920 Pardee va constatar els
ameféca R descriure per primera primers  signes  electrocardiografics
vegada 1 la seva causa, 1 oclusio ., < .

artgerial, al 1912. davant d’una obstruccié coronaria com a

criteris pel diagnostic grafic de 1'IM:
menor amplitud dels complexes ventriculars, maxima amplitud de 'ona
T invertida amb un arqueig peculiar en forma de V (primera descripcié
de I'actualment coneguda com elevaci6 del segment ST), increment de la
conduccié auriculoventricular i un desenvolupament prominent de 1'ona
Q en la tercera derivaci6é (Pardee. 1920). Aquestes descripcions van ser
corroborades per molts altres investigadors, tot i que es va arribar a la
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conclusi6 que si bé lelectrocardiograma (ECG) era una eina pel
diagnostic, la historia clinica i, inclas, el tractament eren els criteris més
destacats per a pronosticar correctament.

Durant aquesta decada hi va haver escasses publicacions sobre
I'IM i no va ser fins 'any 1928 que es va reprendre la recerca dels estudis
electrocardiografics (Parkinson et al. 1928) i de l’anatomia coronaria
(Wearn. 1928). A partir d’aquest moment, si va ser fet de l'atzar o fet
constatat, després del crack del 29 van comengar a aflorar multiples
publicacions de casos aillats d'IM que aportaven noves dades sobre
aquesta patologia. Al 1935 Smith va redactar una nova eina pronostica de
I'IM basant-se en els recomptes de cel-lules blanques (Smith et al. 1935),
com ja s’havia postulat I'any anterior (White. 1931). Es va determinar que
I'augment en sang de leucocits i neutrofils no segmentats i I’eosinopenia
eren signes evidents d'IM massiu i de mal pronostic. Pocs anys després
Laufer va descriure un nou tipus d'IM, diferenciant-lo de I'infart agut de
miocardi (IAM) tipic i atipic; era "I'IM subagut o necrosi” (Laufer. 1941).
Aquest nou concepte clinic responia a la descripcié de trombosi
coronaria sense dolor i el seu descobriment post-mortem va ser de forma
accidental per N. Smith Davis.

Paral-lelament a aquests descobriments, el mén de la cirurgia
cardiovascular obria les
seves portes a I'IM i va
ser un grup de
cirurgians que van
comengar a
desenvolupar tecniques
experimentals per a
poder aportar
vascularitzaci6 externa
o millorar la coronaria
del miocardi lesionat.
Va ser Claude Beck al

Figura 1.1.b. Claude Beck. (A) Prototip del primer 1943, 4 anys abans de
desfibril-lador dissenyat per Claude Beck al 1947. (B) Claude dissenyar i emprar el
Beck, cirurgia cardiac pioner en la revascularitzaci6
miocardiaca quirtrgica.

primer desfibril-lador
(Beck. 1947), que va
postular que es formaven nous vasos que irrigaven el miocardi lesionat,
en el model cani d'IM (Beck. 1943), pero altres cirurgians no van obtenir
el mateix resultat i la técnica quirdrgica va quedar oblidada. Fou un
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moment de reflexié cientifica que va dur als investigadors a comprendre
la malaltia isquemica des del punt de vista anatomopatologic (Lowe.
1944) i fisiopatologic (Selzer. 1948), on es postulava que la insuficiéncia
cardiaca podia ser causa i conseqiiencia d’un IM. Merces aquests estudis
i al descobriment del dicumarol com a potent agent anticoagulant, el
tractament que fins aleshores es basava en repos i dieta hiposodica va fer
un pas endavant afegint l'anticoagulacié (Article d’autoria anonima.
1950, veure secci6 final de referencies bibliografiques). En poc temps, es
va estendre I'is de la warfarina i acids polisulfarics com el Paritol®
(Sorenson et al. 1950) o compostos sintetics derivats de la cumarina com
el Tromexan® (Burke et al. 1950), fins que 'heparina (McLean. 1959) es
va convertir en un compost economicament assequible i va ser l'opci6
més acceptada. Mentre els antiagregants disminuien els indexs de
mortalitat, els facultatius van dedicar-se a l'estudi exhaustiu de
I'epidemiologia de la malaltia isquémica on ja incloien quins eren els
factors pronostic i els estudis s’avaluaven amb analisis estadistiques
(Smith et al. 1951). Cal destacar que un dels estudis nascuts al 1948, el
Framingham, resta vigent actualment i es basa en la identificacié dels
factors comuns o caracteristiques que contribueixen al desenvolupament
de les malalties cardiovasculars, al llarg de generacions familiars.

La decada dels 50 va destacar pel gran nombre de publicacions
d’estudis clinics i entre ells es va iniciar l'analisi dels nivells de
lipoproteines en sang (Lyon et al. 1956) i de la glutamil oxaloacetic
transaminasa (GOT) (LaDue et al. 1954) com a factors pronostic de 1I'IM.
En el marc de I'experimentaci6é animal, dos cirurgians de Maryland van
crear el model d’IM en petits animals i en el porc i, en comparar-los amb
el model cani, que fins aleshores era I'emprat, van descobrir que aquest
darrer a nivell coronari presentava multiples arteries col-laterals i que,
per tant, s’havia de descartar com a model animal per a l'estudi
comparatiu de 'IM amb humans (Johns et al. 1954). La darrera aportaci6
clinica de rellevancia va ser la implantacié del primer marcapas en un
pacient amb bloqueig complet I'any 1958 per Rune Elmqvist (Nicholls.
2007).
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1.2. L’era de les unitats coronaries (1960-1980)

La decada dels 60 va ser una etapa d’estudis clinics aleatoritzats i
prospectius, basats en l'estudi de factors de risc i la recerca de nous
factors predictius.

Al 1965, James Black va descriure el propanolol i les seves
propietats com a B-bloquejant (Black et al. 1965). Treballant conjuntament
amb George Smith, cirurgia cardiac col-lega de Claude Beck, va
determinar experimentalment que reduint la demanda cardiaca d’oxigen
mitjancant la disminucié del ritme cardiac es prevenia la fibril-laci6
ventricular. El primer farmac que va oferir va ésser el pronetanol pero en
veure els seus efectes adversos immediatament va ser substituit pel
propanolol (10 vegades més potent).

INTERPOSICIO

Figura 1.2. Dibuix representatiu de la téecnica
quirtargica del bypass coronari amb empelt de
vena safena. (A) Segment amb obstrucci6 severa:
es resseca el segment i es realitzen dues
anastomosis terminoterminals. (B i C) bypass amb
vena safena des de l'aorta on es realitza una
anastomosi terminolateral; la porci6 distal de
I'empelt pot anastomosar-se terminoterminal
(inferior esquerra) o terminolateralment (inferior
dreta). Dibuix extret de la publicaci6 original
(Favaloro. 1968).

Mentre els tractaments farmacologics anaven avangant, un grup
de cirurgians pioners va mostrar a la comunitat cientifica que el
trasplantament de cor era factible entre dos humans. Aquesta idea va
néixer inicialment al 1964 quan el Dr. Hardy va realitzar un
trasplantament de cor de ximpanzé a un pacient moribund, el qual va
morir hores més tard perque el volum cardiac era inferior a les seves
necessitats hemodinamiques. Va ser al 1967 quan Christiaan Barnard va
realitzar el primer trasplantament cardiac huma (Barnard. 1967; Toledo-
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Pereyra. 2010). L’éxit de la cirurgia va estendre’s 18 dies fins que una
pneumonia va acabar amb la vida del pacient. Tot i aixi, a partir d’aquell
moment, el trasplantament cardiac va ser considerat com un tractament
electiu i amb el pas del temps i les millores en els tractaments
immunosupressors, ha arribat als nostres dies com a una cirurgia gairebé
convencional.

Uns anys després, al 1971, John Robert Vane, farmacoleg angles,
va descobrir els efectes antiagregants de l’aspirina demostrant que
suprimia la produccié de prostaglandines i tromboxans (Vane. 1971).
Aquesta troballa va afavorir notablement la millora de la terapia medica
de I'IM, i des de llavors fins als nostres dies, 'aspirina s’ha convertit en
un dels pilars de la terapia antiagregant en I'IM. Paral-lelament s’estava
desenvolupant un nou farmac que inhibis la funci6 de l'enzim de
conversi6 de l'angiotensina (ECA), conegut com a responsable de la
regulacié de la pressio arterial. Al 1981, va apareixer el captopril
(Chalmers. 1981) a nivell clinic i va comencar a emprar-se com a
hipotensor en pacients amb insuficiencia cardiaca severa.

Perd si aquesta etapa va ser rellevant va ser degut a 'aparicié
d’una nova teécnica quirdrgica que va oferir una gran millora en el
pronostic de I'IM. Es tractava del bypass coronari dissenyat per Favaloro
i que consistia en comunicar una arteria sana amb la coronaria que havia
quedat closa per poder retornar la irrigacié sanguinia (Figura 1.2;
Favaloro. 1968).

Fins aleshores el tractament es basava només en la fibrinolisi i
repos, i quedava a expenses de la condicié fisica del pacient per a
garantir una bona recuperacié. Amb aquesta nova tecnica quirdrgica es
van aconseguir grans millores en el pronostic després de I'IM i els
pacients van guanyar en qualitat de vida notablement a més de veure’s
augmentada la seva esperanga de vida.

També l'any 1968, es va incloure un nou dispositiu que va
afavorir la distribucié de la sang sistemica i del flux coronari en pacients
amb mala funcié ventricular; es tractava del balé de contrapulsaci6
intraaortica (Kantrowitz et al. 1968). Aquesta nova protesi intraluminal
va permetre incrementar la perfusié coronaria i, alhora, disminuir la
demanda d’oxigen per part del miocardi. Addicionalment, es va
introduir el cateter Swan-Ganz per a monitoritzar de forma invasiva els
parametres hemodinamics (Julian. 1987). Els pacients que rebien aquesta
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atenci6 havien d’estar en constant seguiment i, per tant, les unitats
coronaries van comengar a estendre’s i a convertir-se en imprescindibles.

1.3. L’era de la cardiologia intervencionista (1990-2000)

Per donar lloc a I’era de la revascularitzacio, inicialment hauriem
de remuntar-nos a l'any 1929 quan Forssmann, un resident de cirurgia,
es va introduir una via periférica per on va fer transcorre un cateter fins
arribar a l'auricula dreta. Aquest nou procediment, juntament amb la
utilitzacié dels raigs X (Spiers. 1986) i I’administracié de medi de contrast
va donar lloc a I'angiografia coronaria (Abrams. 1964). Aquesta técnica
invasiva va donar pas, inicialment a nivell experimental, a I’angioplastia
coronaria transluminal percutania (ACTP) (Griintzig et al. 1977) i
posteriorment va implantar-se en 'ambit hospitalari (Hall et al. 1984).
L’ACTP és un procediment propi de la cardiologia intervencionista on
s’empra un cateter amb un bal6 al seu extrem que, previament col-locat a
nivell de la placa ateromatosa, s’infla i permet restablir el flux coronari.
Donat els bons i immediats resultats obtinguts amb I’ACTP, amb el pas
del temps, aquesta tecnica va anar instaurant-se com a part
imprescindible del tractament de I'IM i I'angina de pit. Després de
maltiples estudis comparatius amb d’altres tecniques, 'ACTP es va
convertir en el tractament d’elecci6 davant d’aquestes patologies
(Michels et al. 1995; Grines et al. 1994).

En la década dels 90 l'alta tecnologia ja imperava en 1’ambit
medic i aquest fet va donar fruit a la implantaci6é dels stents coronaris
(Schatz et al. 1991). L’stent és un dispositiu metal-lic (d’acer, cromocobalt,
d’entre altres) que es disposa intraluminalment a nivell d’una arteria
coronaria closa o amb estenosi severa per restaurar el flux coronari.
Merces al mateix procediment de I'"ACTP, els cateters balé6 van
incorporar aquest nou dispositiu, de manera que en inflar-se el balg,
I'stent es dilatava i quedava ancorat a les parets de l'artéria malmesa.
D’aquesta manera, I'stent restablia el calibre arterial i afavoria el pas de la
sang a nivell coronari.

Paral-lelament, aquesta etapa també ha donat lloc a altres
troballes de caire tecnologic com el desfibril-lador implantable (Mirowski
et al. 1984) La implantaci6 d’aquest nou dispositiu va reduir
significativament la mortalitat d’aquells pacients que després d'un IM
presentaven un alt risc de patir fibril-lacié ventricular.
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2. L’'IM en I'actualitat
21. Definici6 i epidemiologia de 'IM

L’IM és la manifestacio6 clinica derivada de la necrosi d"una porcié
de muscul cardiac a conseqiiencia de 1'oclusié completa d’una arteria
coronaria. L’artéria s’oclou de manera aguda després del trencament
d’una placa d’ateroma responsable de l'activacié plaquetaria i de la
conseqiient formacié del trombe. Com a resultat hi ha un transport
inefica¢ d’oxigen i nutrients a la zona del miocardi depenent de l'arteria
malmesa i, per tant, hi ha necrosi i perdua de la funcié contractil.
Progressivament, s’esdevé el remodelat ventricular, conegut com un
procés fisiologic d’adaptacié on la paret miocardiaca necrotica pateix un
aprimament i dilatacié (Figura 2.1.). Finalment, la cavitat ventricular
dilatada se sotmet a un sobreesforg sistolic amb major consum d’oxigen
donant lloc a la insuficiéncia cardiaca.

Figura 2.1. Dibuixos representatius de 1’evolucié de I'IM en la paret del ventricle esquerre. (A)
correspon a la instauracié de I'IM on hi ha canvi de coloracié del miocardi afectat perd no hi ha
alteracio del seu gruix. (B) El mateix IM transcorregudes unes hores després del seu inici, on ja es
pot observar cert aprimament de la paret miocardiaca. (C) Resultat de I'IM al cap d'uns dies de la
seva instauracié; en aquest moment ja ha comengat a tenir lloc el remodelat ventricular advers amb
un grau d’aprimament miocardiac evident. (La figura ha estat dissenyada usant els dibuixos de
Servier Medical Art).

La definici6 d’IM ha anat variant al llarg del temps a expenses
dels nous coneixements adquirits sobre aquesta patologia. Actualment,
des del 2007, el terme d'IM ha de ser emprat quan hi ha evidéncia de
necrosi miocardiaca davant d’'un marc clinic d’isquémia miocardiaca
donada per I'oclusié d'una artéria coronaria. Sota aquestes condicions es
poden trobar diferents criteris per al diagnostic de I'IM (elevacié de
marcadors cardiacs, elevaci6 del segment ST, bloqueig de branca
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esquerra). Addicionalment, també han quedat establerts criteris per
detectar I'IM previ com sén I'aparicié d’ones Q patologiques, imatges de
miocardi aprimat i amb perdua de contractilitat, i troballes patologiques
d’IM antic o en cicatritzacié (Thygesen et al. 2007).

A dia d’avui, malgrat els innombrables avencos, I'IM segueix
essent la major causa de mort i discapacitat a nivell mundial i es
caracteritza per ser la presentacié més freqiient de cardiopatia isquémica.
L’Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) va estimar 1'any 2002 que el
12,6% de les morts a nivell mundial es van donar per cardiopatia
isquémica, que és la principal causa de mort als paisos desenvolupats i la
tercera, després de la SIDA i les infeccions respiratories, als paisos en
desenvolupament (OMS. 2004).

3.  Terapia actual de I'IM

Encara que la taxa de mortalitat de 'IM ha disminuit un 30%
aquesta  darrera decada, lelevada mortalitat associada al
desenvolupament de 1IM ve determinada per la primera hora
d’evolucid, donat que el 50% de les morts transcorren entre el domicili i
I'hospital degut a aritmies malignes, sobretot la fibril-laci6 ventricular
(Braunwald et al. 2004).

Actualment, a nivell clinic, la terapia de I'IM es pot desglossar en
dos ambits, clinic o intervencionista i quirtrgic. D’altra banda, aquests
tractaments sempre van acompanyats de I’administracié de farmacs de
forma continuada per a estabilitzar el pacient i garantir major qualitat de
vida.

3.1. Terapia clinica

En la terapia clinica actual de I'IM hi participen dos procediments
descrits anteriorment. Un d’ells es coneix com a fibrinolisi que consisteix
en "administracié de farmacs trombolitics la funcié dels quals es basa en
el trencament o lisi del coagul sanguini responsable de 1'oclusi6
coronaria. Una segona opci6é terapéutica que actualment esta ben
establerta és 'angioplastia primaria. Tal i com s’ha esmentat en I'apartat
1.3., aquest procediment de caracter intervencionista es basa en la
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col-locaci6 d’stents (implant intraluminal tubular per a mantenir la
permeabilitat vascular) a nivell coronari per a poder obrir I'artéeria closa i
revascularitzar el miocardi depenent.

3.1.1. Antiagregaci6 plaquetaria

Com a tractament antiagregant plaquetari per a disminuir la
formacié de trombus sanguinis, el farmac més emprat és l'acid
acetilsalicilic. L’aspirina, a dosis baixes, bloqueja 1'efecte agregant
plaquetari dels tromboxans A2 i estimula la vasodilataci6 alliberant oxid
nitric. També s’utilitza 1’heparina que inactiva diferents factors de la
cascada de la coagulaci6. Aquests tractaments farmacologics
s’administren a nivell periféric.

3.1.2. Trombolisi

La terapia basada en la trombolisi té com a objectiu canalitzar
l'arteria closa per restablir el flux coronari mitjancant farmacs capagos de
lisar la placa trombotica. Inicialment es va emprar 'estreptoquinasa que
augmentava la produccié de la plasmina, component necessari per a la
degradacié dels coaguls sanguinis. Actualment, d’entre d’altres, el
farmac d’elecci6 és la reteplasa, un activador del plasminogen tissular,
que via endovenosa s’administra per a convertir el plasminogen en
plasmina, proteina fibrinolitica que afavoreix la dissolucié del trombe
responsable de I'IM.

3.1.3. Intervencionisme coronari percutani

L’intervencionisme coronari percutani (ICP) engloba un conjunt
de técniques transluminals que tenen com a finalitat la revascularitzacié
inicial dels pacients amb cardiopatia isquémica, de tots els pacients amb
isquémia important documentada i en presencia de practicament tot
tipus de lesions, amb una dnica excepci6: les oclusions totals croniques
que no poden ser creuades (Silber et al. 2005).

Els pacients que presenten sindrome coronaria aguda sense
elevaci6 del segment ST (SCASEST) (angina de pit o IAM sense elevaci6
del ST) han de ser, en primer lloc, estratificats pel risc de complicacions
trombotiques agudes. En canvi, pels pacients amb IAM amb elevacié del
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segment ST (IAMEST) I'ICP primari es considera el tractament electiu

(Silber et al. 2005).

Actualment I'ICP inclou cinc procediments diferents la indicaci6
del quals depen, en gran mesura, del tipus de lesié vascular que presenta
el pacient. A continuacié s’ofereix una breu descripcié de les diferents
opcions terapeutiques transluminals.

- Angioplastia coronaria transluminal percutania (ACTP) amb balo: el bal6
té la finalitat d’expandir la llum coronaria i estripar la placa d’ateroma al

A

Figura 3.1.3.a. Esquema dels passos de
I’ACTP. (A) Dibuix de la llum d’una arteria
coronaria amb una placa d’ateroma en groc
amb la llum closa. (B) Implantacio del
cateter balé que un cop inflat obre la llum
arterial. (C) Resultat de l'artéria coronaria
després de I'ACTP. (La figura ha estat
dissenyada usant els dibuixos de Servier
Medical Art).

llarg del seu eix longitudinal. Amb
aquesta técnica menys del 25% dels
pacients presenten un resultat
angiografic Optim i per aquest motiu
esta considerada com a una
estratégia inicial o provisional que
sol completar-se amb la col-locacié
d’un stent coronari.

- Aterectomia corondria: és una
tecnica que es basa en l'ablacié i
eliminacié a nivell intraluminal de la
placa d’ateroma com a alternativa a
I’ACTP amb balé. Aquest
procediment inclou tres metodes que
es diferencien segons els tipus
d’instrumental utilitzat:

e Aterectomia corondaria direccional

(ACD): és un sistema de tall i extraccié de l'ateroma format per un
cateter amb una caixa cilindrica de metall, una ganiveta circular
interna amb una finestra de tall lateral i una camera distal que
emmagatzema les porcions escindides de 1’ateroma.

*  Aterectomia rotacional (AR): es tracta d"un sistema que, mitjangant una
microfresadora, ablaciona el teixit inelastic, la placa calcificada i les
reestenosi intra-stent. Esta indicat en lesions calcificades i les no

dilatables amb balé.

o Aterectomia amb extraccio transluminal (AET): el cateter d’aterectomia
amb extraccié transluminal té dues fulles rotacionals al seu extrem i
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una ampolla de buit que recull el material aspirat (restes de la placa
d’ateroma o del trombe).

Les complicacions de 'aterectomia coronaria, independentment del
metode emprat, son IM amb ona Q, cirurgia de revascularitzaci6
coronaria (CRC) d’'urgencia i, en darrera instancia, la mort. Cal destacar
que el grau de reestenosi als 6 mesos d’evolucio, segons I'estudi ERBAC,
tant a I’AR (57%), com I"AET (59%) i '’ACTP amb bal6 (47%) és molt
similar i resulta massa elevat (Reifart et al. 1997). Per aquest motiu han
estat dissenyades noves alternatives terapeutiques dins el marc de I'ICP:

- Angioplastia ablativa mitjangant laser: aquest procediment esta reservat
per pacients amb lesions de morfologia complexa que no poden ser
tractats amb altres procediments o en casos de reestenosi intra-stent.
Actualment s’empren dos tipus de laser per a dur a terme aquesta
tecnica: laser excimer XeCl i el laser holmi. Perd en la majoria dels casos,
tot i que la intervencié hagi estat exitosa, cal realitzar addicionalment la
terapia amb ACTP amb bal6 per a reduir 'index de reestenosi (Bittl et al.
1994). Per aquest motiu es tracta d"una tecnica en dests.

- Stents coronaris: la implantacié dels stents en I'ICP ha disminuit
considerablement les complicacions precoces i ha millorat els resultats
clinics a llarg termini (Braunwald et al. 2004). En I'actualitat existeix un
gran nombre d’implants de diferents tipus segons la seva estructura, el
material del que estan compostos, mida, radioopacitat, recobriment,
disseny i, en dltima instancia, si son o no portadors de farmacs
immunosupressors. Aquest nou concepte ha estat introduit recentment
(2002) per a reduir el mecanisme de la reestenosi (proliferacié
neointimal) provocat per la implantacié de l'stent (Hoffmann et al. 1996).
Inicialment, el farmac d’eleccié va ser el sirolimus perd amb el temps i
fruit de constants estudis també han quedat inclosos el paclitaxel i
I'everolimus (Serruys et al. 2006). Amb 1’alliberament local dels farmacs
antiproliferants, la implantacié dels dispositius ha reduit en un 46% el
risc de reestenosi durant el primer any (Kirtane et al. 2009). Tot i aixi, en
certs casos, el procés proliferant neointimal encara es produeix i els
pacients han de ser sotmesos a reintervencions d’ICP o cirurgia de
bypass coronari.
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Figura 3.1.3.b. Implantaci6é d"un stent coronari. (A) Dibuix de la llum d'una arteria coronaria amb
una placa d’ateroma en groc amb la llum closa. Col‘locacié d'un cateter balé amb stent a la zona de
l'oclusi6 arterial. Finalment, resultat de la collocaci6 de lstent intraluminal. (B) Dibuixos
representatius de diferents tipus d’stents. (La figura ha estat dissenyada usant els dibuixos de
Servier Medical Art).

3.2. Terapia quirtargica
3.2.1. Bypass aortocoronari

El bypass aortocoronari és la intervencié quirdrgica destinada a
salvar les lesions coronaries, desviant el flux sanguini mitjancant
I'implant d’empelts entre l'aorta i la part distal de l'arteria coronaria
lesionada. L’empelt aortocoronari és format a partir de la vena safena, tot
i que es poden utilitzar altres meétodes de derivacié coronaria, com
I'empelt d’artéeria mamaria (Miller et al. 1977).

3.2.2. Trasplantament cardiac

Els malalts amb infarts molt extensos que evolucionen a xoc
cardiogénic o insuficiencia cardiaca refractaria tenen com a opcié
terapeutica el trasplantament cardiac. Tot i aixi, aquesta vessant
quirdrgica, malgrat ésser una terapia resolutiva, no esta exempta
d’inconvenients. En primer lloc, cal destacar que els pacients que se
sotmeten al trasplantament han de rebre terapia immunosupressora la
resta de la seva vida. Aixo fa que augmenti el risc d’adquirir patologies
infeccioses que, de vegades, poden ser letals. Malgrat aquests farmacs, en
alguns pacients es pot originar un rebuig agut de 1’organ que pot acabar
amb la vida del malalt trasplantat (Iyer et al. 2011).
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Un altre gran inconvenient és el nombre limitat de cors ttils per a
ésser trasplantats. Actualment, tot i que residim en un dels paisos amb
major oferta, les llistes d’espera per a rebre un cor sén molt elevades
respecte la disponibilitat d’organs. Per aquest motiu, hi ha un gran
nombre de pacients amb insuficiéncia cardiaca terminal, deguda a un IM
previ, que moren abans de poder rebre un cor sa.

4, Linies actuals de recerca cardiovascular en el marc
de I'IM

Malgrat I'ICP i el bypass, en ocasions, la revascularitzacié arterial
coronaria no és sinonim d’una correcta perfusié miocardiaca. L’ oclusié
de la microvasculatura distal de l’artéria implicada en I'IM és deguda a
la formacié de microembols o trombes plaquetaris derivats, en gran
mesura, de porcions de I’embol responsable de I'IM (Davies et al. 1998).
També s’ha descrit que la perfusié miocardiaca pot veure’s alterada per
la lesié de reperfusié a causa de la formacié d’edema cel-lular, radicals
lliures i saturacié del calci (Kloner et al. 1974). Aixi doncs, tot i aconseguir
la revascularitzaci6 coronaria, és possible que el procés de necrosi
cel-lular segueixi evolucionant com a conseqiiéncia d'una insuficient
perfusié miocardiaca. Davant d’aquest escenari s’inicia un procés de
remodelat ventricular advers (Figura 2.1.), comportant la dilatacié de les
cambres cardiaques, disfunci6 contractil i, eventualment, el xoc
cardiogeénic. Aquesta darrera conseqiiencia apareix en un 7-10% dels
casos d'IM i s’associa a un 70-80% de la taxa de mortalitat per IM. Per
aquest motiu, actualment s’estan cercant noves aproximacions
terapéutiques.

Durant decades, el cor ha estat descrit com un organ
terminalment diferenciat i amb nul la capacitat regenerativa.
Recentment, aquest concepte ha estat modificat donat que diferents
investigadors han pogut evidenciar l'existencia de proliferaci6 de
cardiomiocits en malalts amb insuficiéncia cardiaca terminal (Kajstura et
al. 1998) o després d’haver patit un IM (Beltrami et al. 2001).
Posteriorment a aquests estudis, el fenomen de quimerisme cardiac va
ser descrit ens dos escenaris diferents: pacients masculins trasplantats
amb cors de donants femenins presentaven al nou organ cel-lules XY
(Bayes-Genis et al. 2002) i pacients sotmesos a trasplantament periferic de
cel-lules derivades de moll d’6s presentaven dites cel-lules al seu cor
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(Bayes-Genis et al. 2004). Addicionalment, el concepte de
microquimerisme fetal es va incloure en detectar ceél-lules masculines
procedents del fetus al cor de la mare (Bayes-Genis et al. 2005). Aquestes
noves troballes han demostrat que el cor té certa capacitat regenerativa
pero alhora, insuficient per a restablir-lo davant d’un IM.

Les linies de recerca cardiovascular en 1'ambit de I'IM es basen,
fonamentalment, en la regeneracié del miocardi, ja sigui mitjancant
terapia cel-lular o enginyeria tissular. Molts han estat els estudis
experimentals en models animals que s’han basat en 'administracié de
diferents tipus cel-lulars i vies d’administraci6 per desembocar en un
denominador comu: la regeneracié cardiaca. Dins d’aquest concepte tan
ampli s’inclou com a principals objectius la revascularitzacié del
miocardi infartat, pal-liar el remodelat ventricular, reduir I'apoptosi dels
cardiomiocits i, en darrera instancia, millorar la funcié electromecanica
(Jezierska-Wozniak et al. 2011).

Actualment, la gran majoria dels estudis experimentals només
han estat testats ens models animals de petita o mitjana mida i pocs han
estat els que s’han aplicat a nivell clinic.

4.1. Terapia cel-lular

La terapia cel-lular, també coneguda com a medicina
regenerativa, es descriu com un grup de noves técniques que es basen en
I'administracié de cel-lules viables per reemplacar aquelles que sén
disfuncionals dins d’un organ o teixit. En el camp de I'IM, la terapia
cel-lular té com a principal objectiu incrementar el nombre de ceél-lules
contractils en el miocardi lesionat i, conseqiientment, millorar la funcié
cardiaca (Vunjak-Novakovic et al. 2011). La medicina regenerativa
cardiaca s’estima com a un tractament potencial donat les evidencies
obtingudes en els estudis animals de trasplantament cel-lular on es
millora la perfusi6 i la funcié cardiaca (Wu et al. 2011). La variabilitat
d’aquests resultats depen inicialment del tipus cel-lular utilitzat i, en
darrera instancia, de la via d’administracio.

Tal com queda reflectit a la Figura 4.1., a nivell cardiac, les rutes
d’administraci6 més emprades han estat la via intramiocardiaca o
transendocardiaca i la  via intracoronaria. = L’administracié
intramiocardiaca generalment es realitza en estudis experimentals que
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impliquen cirurgia de torax obert i es realitza amb agulles
hipodermiques (en model muri) o de major calibre (en models animals
grans). Per contra, l’administracié transendocardiaca es realitza
mitjancant técniques de cateterisme per on s’introdueix un catéter a
nivell intraventricular (cateter NOGA o sistema CARTO) que al seu
extrem esta connectat amb una agulla. En darrer terme, mitjancant també
tecniques d’angioplastia, existeix la via intracoronaria que permet
administrar les cél-lules a nivell coronari amb cateter balé. A més, altres
vies, com l'endovenosa periféerica també han estat testades (Wolf et al.
2009; van Dijk et al. 2011) aportant resultats modestos pero positius.

s Via intramiocardica
o
transendocardica

Via intracoronaria

Figura 4.1. Esquema de la terapia tissular. L’esquema representa el procés de la terapia cel-lular des
de I'obtenci6 de ceél-lules a partir d'un teixit adult, el seu cultiu cel-lular i la posterior administracié a
la cicatriu derivada de I'IM. (La figura ha estat dissenyada usant els dibuixos de Servier Medical
Art).

Com s’ha descrit anteriorment, I'altre punt clau on recau l'exit de
la terapia cel-lular cardiaca queda a expenses de la poblacié cel-lular
administrada. A continuaci6 es detallen els tipus cel-lulars emprats en els
diferents estudis de terapia cel-lular per I'IM i els seus resultats en
I’ambit experimental.
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41.1. Tipus cel-lulars emprats en terapia cel-lular

En el marc de la cardiologia, diferents precursors cel-lulars han
estat estudiats i caracteritzats amb l'objectiu d’aconseguir la seva
diferenciacié cardiomiogenica i ésser emprats com a terapia cel-lular en
l'infart cronic de miocardi (ICM). Els més coneguts son:

- Cel'lules mare embrionaries: son una excel-lent font cel-lular quant
al seu alt potencial proliferat i de diferenciacié. Per contra, es tracta d'una
poblaci6  cel-lular al-logénica que requereix de tractament
immunosupressor,  posseeix la  capacitat de  desenvolupar
teratocarcinomes (Nussbaum et al. 2007) i el seu tGs no esta aprovat
éticament en gran nombre de paisos (de Wert et al. 2003).

- Cel'lules mare pluripotents induides (iPS): les iPS deriven de la
reprogramacié de cel-lules somatiques adultes (Takahashi et al. 2007) i
com a resultat poden diferenciar-se en teixits originaris de qualsevol de
les tres capes germinals. Concretament, aquestes cel-lules han estat
genéticament modificades per expressar els gens necessaris (Oct3/4,
Sox2, KIf4 i c-Myc) per ser transformades en cel-lules pluripotents. Tot i
aixi, s’ha demostrat que tenen potencial teratogénic i immunogenicitat
(Okita et al. 2007).

- Cel'lules mare adultes: dintre d’aquest grup s’inclouen cel-lules de
diferents origens tissulars. Les més estudiades han estat:

*  Mioblasts esqueletics: es tracta d'una poblacié6 cel-lular amb
caracteristiques similars a les dels cardiomiocits que poden aillar-se
facilment de bidpsies musculars. El seu Gs pot ser autoleg i en alguns
estudis animals s’ha demostrat una millora nivell hemodinamic del
miocardi infartat a, augmentant el gruix de la paret miocardiaca i
disminuint 1’aparicié del remodelat ventricular (Taylor et al. 1998).
Per contra, sén cel-lules amb gran potencial aritmogenic donat que
son incapaces d’integrar-se entre els cardiomiocits residents
(Menasché et al. 2008).

e Cel'lules mare cardiaques: estan presents en el cor adult. S6n cel-lules
clonogeéniques, multipotents i tenen capacitat d’autorenovacié. S"ha
demostrat que poden diferenciar-se en cardiomiocits, cel-lules
musculars llises i endotelials i que la seva activacié respon a estimuls
paracrins (Bearzi ef al. 2007). Tot i aixi, hi ha diferents subpoblacions
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i no esta clar quines diferencies hi ha entre elles envers el
desenvolupament embrionari del cor i, per tant, han d’estar
caracteritzades de manera que es pugui determinar quines sén les
electes per al tractament de les patologies miocardiaques.

Cél-lules progenitores endotelials: aquest tipus cel-lular ha estat aillat a
partir de moll d’os (Shintani et al. 2001), de sang periferica (Roura et
al. 2007; Roura et al. 2009), de sang de cordé umbilical (Ingram et al.
2004) i dels propis vasos (Ingram et al. 2005). Amb aquestes cel-lules
s’han publicat estudis que han demostrat la capacitat de
neovascularitzar el miocardi quan han estat administrades via
intravenosa periferica (Kocher et al. 2001). A nivell clinic, es va
realitzar 1'estudi TOPCARE-AMI (Assmus et al. 2002; Schéachinger et
al. 2004) on es va constatar la millora de la funcié ventricular en els
pacients que rebien aquestes cél-lules. Actualment els progenitors
endotelials no s’empren en el marc hospitalari degut a la seva baixa
disponibilitat (Heeschen et al. 2004).

Cellules mare derivades de moll d’os: s’ha descrit que el moll d"os conté
diferents tipus de poblacions cel-lulars amb capacitat migratoria i de
transdiferenciacié. A més, ha estat descrit que presenten certs trets
cardiomiogenics (Bayes-Genis et al. 2005; Roura et al. 2006; Farré et al.
2007). Entre aquestes trobem les cel-lules mare hematopoiétiques,
cel-lules mare mesenquimals i cél-lules progenitores endotelials.
Totes tenen la capacitat de formar nous vasos en el teixit diana, pero
només les cel-lules d’origen mesenquimal presenten la capacitat de
diferenciar-se en cardiomiocits (Orlic et al. 2001) a més d’adipocits,
condrocits, osteocits i cél-lules musculars. Els estudis clinics derivats
més rellevants han estat el BOOST (Wollert et al. 2004), ASTAMI
(Lunde et al. 2006) i REPAIR-AMI (Schichinger et al. 2006), els quals
s’han basat en 'administracié de dites cel-lules en pacients amb IM
sotmesos a PCI. Els resultats a nivell funcional no han estat
favorables i en alguns casos, discrets (Schiachinger et al. 2006). Dins
del marc de la regeneracié cardiaca, actualment han deixat de ser
emprades perque alguns estudis han demostrat que sén capaces de
formar os o cartilag dins del propi miocardi (Breitbach et al. 2007).

Ceél ‘lules mare derivades de sang de cordd umbilical: aquest tipus cel-lular
ha estat aillat de la sang obtinguda del cordé umbilical i s’ha descrit
que té capacitat de propia renovaci6 i diferenciacié cap a maltiples
llinatges cel-lulars. En medicina regenerativa I'4s d’aquestes
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cel-lules, criopreservades en bancs cel-lulars publics o privats, s’esta
estudiant en previsid, entre d’altres, d'un potencial cardiovascular
molt prometedor ( Prat-Vidal et al. 2007; Roura et al. 2010).

Cellules mare derivades de teixit adipos (ATDSC): el teixit adip6s és una
font abundant i accessible de cel-lules mesenquimals adultes amb
capacitat de diferenciacié6 cap a maultiples llinatges (Gimble et al.
2007). Les ATDSC s’estan revelant com una font alternativa per a
I'obtencié de ceél-lules pluripotencials amb capacitat regenerativa.
Inicialment, als anys 60 Rodbell va ser un dels pioners en l'aillament
d’aquest tipus cel-lular a partir de mostres de teixit adipés de rata
mitjancant la digestié amb col-lagenasa (Rodbell. 1966a, b; Rodbell et
al. 1966b). Posteriorment, aquest processament es va realitzar amb
teixit adipés huma (Van et al. 1976) i es va poder determinar la seva
capacitat de diferenciaci6 cap a mdultiples llinatges cel-lulars,
incloent teixit adipés (Gimble et al. 2003), cartilag (Erickson et al.
2002), os (Gimble et al. 2003), muscul esqueléetic (Zuk et al. 2001;
Gimble et al. 2003), cel-lules neuronals (Safford et al. 2002), cel-lules
endotelials (Planat-Benard et al. 2004a; Martinez-Estrada et al. 2004) i
cel-lules de musculatura Ilisa (Di Rocco et al. 2006). Addicionalment
també s’ha establert el seu immunofenotipatge com a cél-lules
mesenquimals i el seu potencial cardiomiogenic (Gaustad et al. 2004;
Planat-Bénard et al. 2004b; Rangappa et al. 2003). Aquest potencial ha
estat descrit degut a 1'adquisicié de batec espontani i a I'expressi6
d’a-actinina, B-miosina de cadena pesada (B-MHC), troponina I
cardiaca (cTnl) i connexina-43 (Cx43) quan es cultiven amb 5-
azacitidina, en co-cultius amb cardiomiocits neonatals o
espontaniament en condicions de cultiu concretes. Com a
conseqiiencia d’aquestes troballes, les ATDSC s’han comengat a
utilitzar com a base de la cardiomioplastia cel-lular en estudis
d’experimentacié animal. Els principals treballs realitzats en model
muri d'IM han revelat que aquest nou tipus cel-lular preserva la
funcié cardiaca (Bayes-Genis et al. 2010; Léobon et al. 2009) i expressa
de novo marcadors cardiacs dues setmanes post-administracié (Strem
et al. 2005). Aquests estudis també han estat confirmats en el model
porci (Rigol et al. 2010; Matthias et al. 2006; Valina et al. 2007) on es
detecta que els animals que reben les ATDSC via intracoronaria
després d’un IM milloren la seva funcié cardiaca augmentant la
densitat vascular en la zona periinfart, respecte els animals control.
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A nivell clinic, els assaigs amb grups reduits de pacients han
comencat a iniciar-se i per aquest motiu encara no hi ha resultats
concloents. L’estudi APOLLO (AdiPOse-derived stem ceLLs in the treatment
of pacients with ST-elevation myOcardial infarction), el primer assaig en
humans amb ATDSC, es basa en I'analisi prospectiva de 4 cohorts de 12
pacients amb IM sotmesos a una PCI com a tractament electiu. A aquests
pacients se’ls realitza una liposuccié per extraure les ATDSC autologues i
administrar-les via intracoronaria 24 hores després de la PCI (al grup
tractament) (Meliga et al. 2007). Recentment, s’han publicat els resultats
d’aquest estudi on es demostra que la terapia cel-lular millora la fracci6
d’ejeccié en un 4%, la mida de I'IM es redueix en un 50% als 6 mesos de
seguiment i també millora el defecte de perfusié dels malalts isquémics (
Houtgraaf et al. 2012).

Malgrat administrar les cél-lules en el teixit diana, assegurant la
seva localitzaci6 a nivell de I'area isquemica, la retencio, supervivencia i
integracio cel-lular son termes encara controvertits i dificils d"assolir.

Tot i lexistencia de diferents poblacions amb capacitat
cardiomiogenica, dels resultats obtinguts en els assaigs clinics amb
casuistica reduida que s’han realitzat fins ara, es conclou que segueixen
obertes moltes qiiestions referents al tipus cel-lular ideal, les vies
d’administracio, el timing optim i la seguretat pel pacient receptor.

4.2. Enginyeria tissular

Paral-lelament a la terapia cel-lular, I'enginyeria tissular és una
nova alternativa emergent de caire experimental en el camp de la
regeneracié cardiaca. Aquesta tecnologia pertany a la branca de la
bioenginyeria que empra la combinacié de cel-lules, metodes
d’enginyeria de materials, bioquimica i fisicoquimica amb la finalitat de
millorar o reemplagar parcial o totalment un organ o teixit.

Per dur a terme l'enginyeria tissular cardiaca és necessari
seleccionar una bona font cel-lular humana, generar matrius de teixit
cardiac, assegurar l’acoblament cel-lular electromecanic, afavorir una
funcié contractil estable i establir una vascularitzacié funcional (Vunjak-
Novakovic. 2011).

48



Introduccié

& |

Figura 4.2. Enginyeria tissular. Es representa el procés de l'enginyeria tissular des de I'obtencié de
cel-lules a partir d'un teixit adult, el seu cultiu cel-lular i la posterior administraci6 a la cicatriu post
infart mitjancant una matriu biocompatible. (La figura ha estat dissenyada usant els dibuixos de
Servier Medical Art).

Actualment, un altre punt critic, a part de la correcta eleccié del
tipus cel-lular reparador, és l'obtenci6 d'una matriu cel-lular amb
caracteristiques similars al miocardi. De la cerca d’aquestes matrius
biocompatibles han sorgit estudis rellevants com és aconseguir matrius
de miocardi descel-lularitzat que posteriorment es repoblen amb cel-lules
cardiomiogeniques (Ott et al. 2008) per a la seva aplicaci6 i integraci6 en
la zona d’'IM. Altres estudis es basen en la creaci6 d’'una matriu que
ofereixi les mateixes propietats estructurals i electromecaniques que el
cor mitjangant elastomers que permeten incorporar un hidrogel on
s’embeu la poblacié cel-lular electa (Radisic et al. 2004; Radisic et al. 2008).
Altres alternatives es basen en el cultiu cel-lular en contacte amb
I'hidrogel per a que les mateixes cel-lules crein la seva propia matriu
(Eschenhagen et al. 1997) o directament injectar-les embegudes amb
I'hidrogel i esperar que s’ordenin formant matrius capaces d’acoblar-se
amb el miocardi sa (Dawson et al. 2008).

Una altra idea més senzilla pero de mateixa efectivitat ha estat
cultivar les cel-lules mesenquimals afavorint la formacié de monocapes
que posteriorment s'implanten sobre la cicatriu miocardiaca (Miyahara et
al. 2006).

Darrerament s’ha estat investigant la manera d’administrar
factors de creixement, citocines o farmacs capagos d’arribar a I'drgan
diana mitjancant la via d’administracié intravenosa periférica. D’aquesta
manera s’eviten les estratégies que impliquen abordatges quirtargics
invasius i s’assegura que el component administrat assoleixi
exclusivament el teixit diana. Dels darrers treballs més destacats podem
anomenar el del grup de Kohane (Dvir et al. 2011), on mitjancant
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liposomes que inclouen la droga a administrar, sén capagos de
reconeixer tinicament el receptor de l'angiotensina I, que en condicions
d’'IM es veu elevat (Molavi et al. 2006) i administrar el producte
transportat en el miocardi lesionat.

4.3. Terapia génica

La terapia genica és una nova técnica de caire experimental que es
basa en la inserci6 de copies funcionals absents en el genoma d’un
individu. Actualment, la seva aplicaci6 és a nivell cel-lular i tissular amb
I’objectiu clau de tractar una malaltia. La terapia genica pel tractament de
la insuficiencia cardiaca derivada de I'IM es tracta d'un camp emergent
de caracter multidisciplinari on s’estan identificant les vies claus de
senyalitzacio, la creacié de vectors modernitzats i de noves tecnologies
d’administracié (Ishikawa et al. 2011). Molt recentment, fruit d’aquestes
investigacions, han aparegut estudis a nivell clinic amb resultats
esperancadors, mitjancant la injeccié intracoronaria de vectors virals
transportadors de gens deficients en pacients amb insuficiencia cardiaca
greu (Yang Z]J et al. 2009; Jessup et al. 2011).

Els canvis patologics derivats de I'IM que donen lloc a la
insuficiéncia cardiaca, com la necrosi cel-lular, la disfuncié contractil i el
remodelat ventricular, estan governats per mecanismes moleculars i
cel-lulars encara desconeguts. Per esbrinar-los seria necessari coneixer les
alteracions en l'expressi¢ genica del miocardi sotmes a un procés d’infart
i valorar els seus canvis al llarg del temps. Després de tot, 'augment del
coneixement dels mecanismes cel-lulars i moleculars subjacents en I'IM
millorara I’exit de noves terapies alternatives contra el desenvolupament
de la insuficiéncia cardiaca.

Avencos tecnics recents en la produccié de microarrays de cDNA
han fet possible la creaci6é de perfils d’expressié genica de desenes de
milers de gens simultaniament. Per aquest motiu, seria del tot estimable
crear un mapa genetic mitjangant un estudi de microarray per aportar una
nova eina basica per la terapia génica de I'IM.
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5. Home is where the heart is

Malgrat els grans avencos anteriorment descrits, en el marc de la
recerca cardiovascular per a restablir el miocardi després d'un infart,
queden encara moltes incognites per resoldre. Actualment, les millores
que ofereixen les terapies experimentals no sén suficients per a garantir
la completa restauracié del teixit malmes. Els resultats obtinguts en
estudis de terapia cel-lular sén encara molt confosos, doncs resta per
determinar quin o quins tipus de poblacions cel-lulars s6n les idonies,
quina és la via d’administracié més adequada i en quin moment hauria
de ser aplicada. Pel que fa a I'enginyeria tissular, a banda de no haver-se
trobat la cel-lula electa, tampoc s’ha pogut establir quina matriu
biocompatible és capa¢ de garantir una bona adhesié cel-lular, de facil
producci6, sense efectes adversos, assegurant 1’acoblament cel-lular
electromecanic i afavorint una funcié contractil estable. Terapies
alternatives com la génica encara estan en una fase molt incipient i els
resultats obtinguts son encara molt preliminars.

Aixi doncs, davant d’aquest escenari és necessari obrir noves
portes que puguin ampliar les fronteres de les linies experimentals
actuals. Hauriem d’aturar-nos i pensar per un moment quins sén els
elements amb els qué podem comptar per arrencar noves idees: “...les
cel-lules mesenquimals d’origen adipés sén una bona font cel-lular...”,
“..les vies d’administracié actuals no asseguren la retenci6 cel-lular en el
teixit diana...”, “..necessitem una matriu biocompatible amb bona
adhesi6 cel-lular, sense efectes adversos...” i en darrera instancia: per
qué no mirem al nostre voltant?

5.1. Elcor

El cor és I'drgan principal del sistema circulatori que pot definir-
se com un conjunt de dues bombes que treballen en série i que
proveeixen la forga necessaria per impel-lir sang venosa (carboxigenada)
dins el circuit pulmonar i sang oxigenada cap a la circulaci6 sistémica. Es
composa essencialment per teixit muscular i, en menor proporcié, per
teixit connectiu i fibrés, i es divideix en quatre cavitats: 2 auricules i 2
ventricles. Les auricules reben la sang i actuen com a reservoris fins que
aquesta sang és enviada als ventricles, els quals tenen la funcié
d’expulsar-la fora del cor. Respecte les auricules, els ventricles sén molt
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més gruixuts per a poder garantir la forca cardiaca i, entre si, la paret del
ventricle esquerre és de major gruix que la del dret, donat que la sang
oxigenada ha d’assolir la totalitat del cos.

El cor esta format pels cardiomiocits, cel-lules musculars
exclusives d’aquest organ, cel-lules endotelials i cél-lules de musculatura
llisa. Els cardiomiocits formen un sincici tridimensional capag de
propagar senyals electriques a través d'unions intracel-lulars
especifiques per a produir contraccions mecaniques i expulsar la sang.

5.2. El pericardi

5.2.1. Estructura del pericardi

El pericardi, localitzat al mediasti mig, és una membrana
fibroserosa de dues capes que envolta el cor i als grans vasos, separant-
los de les estructures veines. Forma una bossa o sac que cobreix
completament el cor i s’estén fins a les arrels dels grans vasos. S'uneix al
diafragma mitjangant el lligament pericardiofréenic i en la seva cara
externa presenta illots adiposos vascularitzats mentre que la interna es
correspon a la lamina parietal del pericardi serés. La funcié del pericardi
és la de protegir al cor de lesions externes formant una barrera de
manera que el preserva d’infeccions, mantenint-lo en una posicié
correcta evitant possibles torsions cardiaques i, alhora, evitant I'excessiva
dilatacié ventricular.

El pericardi esta dividit en dos capes ben diferenciades: el
pericardi fibrés i el pericardi ser6s.

- Pericardi fibrés: correspon a la capa més externa del pericardi, és
resistent inextensible i cobreix la lamina parietal del pericardi serés. Es
tracta d’una bossa de forma conica amb la base al diafragma unida amb
el tend6é central del diafragma. Esta formada per capes de fibres de
col-lagen disposades en diferents direccions dins d’una matriu de teixit
connectiu que també conté fibres d’elastina. Anteriorment, el pericardi
fibrés s’uneix a la part posterior de 1'estéernum mitjancant els lligaments
esternopericardiacs, mantenint aixi la posici6 del cor en la cavitat
toracica. La seva funcio és la de limitar la distensi6 cardiaca.
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- Pericardi serds: format per una monocapa de cel-lules mesotelials esta
dividit en dos capes ben diferenciades donada la seva localitzacio; el
pericardi parietal queda en contacte intim amb el pericardi fibrés, mentre
que el pericardi visceral o epicardi esta adjacent al miocardi del qual se
separa a nivell dels vasos coronaris. Aquestes dues capes resten
separades per la cavitat pericardiaca i estan en contacte amb el liquid
pericardiac. S'uneixen en dos reflexions: una superior, rodejant arteries,
aorta i tronc pulmonar i una posterior rodejant les venes cava i
pulmonars, en forma de J donant lloc al si oblic del pericardi, posterior a
'auricula esquerra.

Teixit adipos '
pericardiac Arterlfi .
coronaria

Pericardi fibros

— Cavitat

3 Capa parietal . .
-(% 2 pap pericardiaca
O .
gl Capa visceral
() . .
~ o epicardi

Miocardi

Endocardi

Figura 5.2.1. Estructura del pericardi. Dibuix esquematic de les diferents parts en queé es divideix el
pericardi i la seva localitzaci6 respecte el miocardi.

5.2.2. Vascularitzacié i innervacio pericardiaca

El pericardi, en tot el seu gruix, esta vascularitzat per diferents
branques de l'arteria toracica interna, la pericardiofrenica, la frénica
inferior, l'aorta toracica i arterioles de les arteries bronquials, tiroidal,
imoesofagica i de la mediastinica. Les venes del pericardi entren al
sistema acigos: venes posteriors, venes freniques superiors i vena cava
superior o braquiocefalica. Pel que fa referencia al drenatge limfatic, hi
participen les cadenes freniques, traqueobronquials inferiors i ganglis
infradiafragmatics. Finalment, la innervaci6 del pericardi depen del nervi
frenic a nivell parasimpatic (transcorrent pel pericardi fibrés) i de les
branques coronaries del plexe coronari a nivell simpatic.

53



Introduccié

5.2.3. Contingut pericardiac

Entre les dues capes del pericardi serés, a la cavitat pericardiaca
propiament dita, hi ha un espai minim o virtual que conté liquid
pericardiac en un volum de 15-50 ml, distribuit com una fina capa que
envolta el cor i la sortida dels grans vasos. Es un liquid clar, serés i
lubricant, format per les cel-lules mesotelials del pericardi serés, les quals
intervenen en la seva produccié i en l'intercanvi de fluids i electrolits
amb el sistema vascular. Té la funcié de lubricar i evitar el frec del cor
amb les estructures adjacents, merces al seu alt contingut en fosfolipids.

5.2.4. Teixit adipds pericardiac

Al voltant del pericardi hi ha camuls de greix d’origen
mediastinic distribuit en dues localitzacions: el teixit adipds epicardiac
situat al voltant dels grans vasos i les arteries coronaries ocupant el 80%
de la superficie cardiaca i responsable del 20% del pes del cor, i el teixit
adip6s pericardiac ubicat a la superficie externa del pericardi fibrés en
contacte amb la cavitat mediastinica.

Recentment, el greix epicardiac s’ha revelat com a una nova font
de cel-lules mare mesenquimals amb trets diferencials de les cel-lules
mare residents al teixit adipés d’origen subcutani (Bayes-Genis et al.
2010). Les cel-lules mare de greix epicardiac (cardiacATDSC) expressen
un perfil de marcadors de superficie propis de cel-lules de caracter
mesenquimal (molt positives per CD105, CD44, CD166, CD29 i CD90) i
tenen capacitat immunosupressora. Addicionalment, mostren un fenotip
similar als cardiomiocits donat que tenen la capacitat d’expressar de novo
marcadors miocardiacs com la ¢Tnl i in vitro no es diferencien cap a
adipocits. In vivo, aquesta nova poblacié cel-lular administrada via
intramiocardiaca després de la induccié d'IM en el model muri, ha estat
la responsable de la reduccié de la mida de I'IM, I'augment de la
vascularitzaci6 miocardiaca i la millora de la funcié ventricular. A més,
s’ha pogut comprovar que un cop implantades a nivell miocardiac,
aquestes cel-lules adquireixen una elevada expressi6 constitutiva de
proteines cardiaques com GATA-4, Cx43, B-MHC i a-actinina
sarcomeérica, a més del marcador endotelial CD31. Un altre tret
diferencial d’aquest nou tipus de cél-lula mare resideix en la capacitat de
secretar factors proangiogenics sota condicions d’hipoxia in vitro,
suggerint un possible efecte paracri afavorint la vascularitzacié local.

54



Introduccié

Com s’ha descrit anteriorment, la part externa del pericardi fibrés
esta recoberta per illots de teixit adipds vascularitzat. Aquest greix és una
prolongacié del teixit adipés mediastinic que a nivell del diafragma
s'invagina i acompanya al pericardi. Aquest greix vascularitzat pot ésser
dissecat i aillat facilment sense malmetre la seva aportacié sanguinia,
obtenint un pedicle adip6s vascular que pot ésser transposat.

Donat que el teixit adip6s epicardiac és una font de cel-lules
mesenquimals amb marcada capacitat cardiodiferenciadora, 1’objectiu
d’aquesta tesi doctoral ha estat: comprovar que les cel-lules
mesenquimals del teixit adipds pericardiac es comporten com les
d’origen epicardiac i, conseqiientment, transposar un pedicle adipds
vascularitzat d’origen pericardiac sobre la superficie miocardiaca
isquémica després de la induccié de I'IM en el model porci. Aquest
pedicle es comportaria doncs, com una biomembrana amb cel-lules
mesenquimals combinant la terapia cel-lular i l'enginyeria tissular
cardiaca.
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Hipotesi

Recentment ha estat demostrada 1existéncia de cellules

progenitores en el greix que envolta el cor. Aquesta nova font cel-lular ha
esdevingut una bona alternativa per a regenerar el miocardi infartat. Per
aquest motiu, és possible que posant en contacte el teixit adipés cardiac
en forma de biomembrana amb la zona infartada es pugui limitar
I'extensi6 de l'infart de miocardi.

1)

2)

3)

Objectius
Generar els perfils genétics de I'evolucié de I'IM en el model
porci.

Determinar 'existéncia de cel-lules mesenquimals al teixit adip6s
d’origen pericardiac i caracteritzar-les.

Avaluar l'efecte de la transposici6 d'un pedicle adipés
pericardiac vascularitzat sobre:

a. I'IAM en el model porci per a valorar els possibles efectes
beneficiosos sobre la mida de l'infart i la funcié ventricular.

b. I'ICM en el model porci per a valorar els possibles efectes
beneficiosos sobre la mida de l'infart i la funcié ventricular.
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Analisi de I'evolucio de I'expressio genica

de I'IM

1. Obtenci6é de mostres de teixit cardiac

Per a l'estudi de l'evolucié de l'expressié genica de 1'IM en el
temps es processen 18 mostres aparellades procedents de miocardi distal
(septe interventricular) i de miocardi infartat de 3 animals de 6 (n=6), de
30 (n=6) i de 45 dies (n=6) d’evolucié. Addicionalment, també es
processa teixit miocardiac procedent de 3 animals sans com a control
endogen de l'expressi6 genica.

Les mostres s’obtenen seguidament a I'extraccié del cor un cop
sacrificats els animals. Cada mostra es recull en un tub eppendorf amb 1
ml de soluci6 estabilitzadora d’ADN i ARN (Allprotect Tissue Reagent®,
Qiagen Iberia). Seguidament totes les mostres es congelen amb nitrogen
liquid i conserven a -80°C per a preservar la seva qualitat.

2. Extraccié d’ARN i analisi de qualitat

2.1. Extraccié d’ARN

Per a I'extracci6é de ’ARN total s’ha utilitzat el kit RNeasy Fibrous
Tissue Mini Kit (Qiagen Iberia) seguint el protocol de la casa comercial.
Breument es descriu el protocol realitzat:

*  Pesar la mostra sense excedir els 30 mg de pes.

*  Escindir el teixit amb bisturi i afegir 590 ul de RNAse free-water i
10 ul de proteinasa K.

* Homogeneitzar el teixit amb el TissueRuptor.

* Incubar a 55°C durant 10 minuts.

*  Centrifugar a temperatura ambient 3 minuts (10000 x g).

*  Extreure el sobrenedant (900 ul aproximadament) i passar-ho a
un nou eppendorf.
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*  Afegir 450 ul d’etanol absolut i barrejar pipetejant.

*  Transferir 700 ul de la mostra a una columna facilitada en el kit,
centrifugar (= 8000 x g) durant 15 segons. Eliminar la part liquida.

*  Repetir el mateix pas amb la resta de mostra.

*  Afegir 350 ul de tamp6 RW1 a la columna i centrifugar durant 15
segons (= 8000 x g) i extreure el liquid sobrant.

e Afegir 10 ul de solucié d’estoc de DNAse I en 70 ul de tamp6
RDD. Afegir la barreja a la columna i deixar-ho 15 minuts a
temperatura ambient.

e Afegir 350 ul de tampé RW1 i centrifugar durant 15 segons (=
8000 x g). Extreure el liquid sobrant.

*  Afegir 500 ul de tamp6 RPE i centrifugar durant 15 segons (= 8000
x g). Extreure el liquid sobrant.

*  Col'locar la columna en un nou eppendorf i afegir 30 ul de RNAse
free water per eluir ' ARN. Centrifugar a temperatura ambient
durant 1 minut (= 8000 x g).

2.2.  Analisi de qualitat

Un cop obtingut I’ARN de les mostres de teixit es procedeix a
analitzar la integritat i la puresa per espectrometria i nanoelectroforesi,
usant l'espectometre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington) i I'assaig Nano lab-on-a-chip per ' ARN total eucariota amb
el Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), respectivament. Per a I'estudi
de microarrays només s’empren les mostres d’alta puresa (A260/280>1.9;
A260/230>1.6) i d’elevada integritat (RNA integrity number (RIN) >6.9).

3.  Creacio dels perfils de ’'expressio génica

Els perfils d’expressié genica s’obtenen usant GeneChip® Porcine
Genome Array (Affymetrix) el qual inclou 23.937 sondes fixes que
interroguen aproximadament 23.256 transcrits de 20.201 gens porcins.
Breument, es processen 200 ng d’ARN de cada mostra, marcada i
hibridada amb el GeneChip® Porcine Genome Array segons el manual
d'usuari d’Affymetrix GeneChip® 3" IVT Express Kit. Inicialment, es
retrotranscriuen 200 ng d’ADNc amb l’encebador T7 oligo (dT) per
sintetitzar la primera cadena que conté la seqiiéncia del promotor T7.
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Seguidament, aquest ADNc es converteix a doble cadena d’ADN i s'usa
com a motlle per a produir multiples copies d’ARNc biotinilat mitjangant
una reaccié de transcripcié in vitro. L’ARNc resultant es purifica per
extreure els ribonucleosids trifosfat (NTPs) no incorporats, sals, enzims i
fosfats inorganics, i posteriorment es fragmenta. Finalment, s’afegeixen
10 ng d’ARNCc biotinilat fragmentat al coctel d’hibridacié, es carrega a un
GeneChip® Porcine Genome Array i s’hibrida durant 16 hores a 45°C i 60
rpm en un Affymetrix GeneChip® Oven 645. Després de la hibridaci6, es
neteja I'array i es tenyeix a I'Affymetrix GeneChip® Fluidics Station 450.
L’array tenyit és finalment escanejat usant I’ Affymetrix GeneChip® Scanner
3000 7G, generant arxius amb extensi6.CEL per cada array.

4.  Analisi funcional de l’expressié génica mitjancant
Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

4.1. Expressio6 génica respecte el miocardi sa

Per analitzar els canvis en I'expressié genica causats després d’un
IM, cada condici6é i combinacié temporal (6, 30 i 45 dies) de les mostres
es compara amb les mostres de miocardi sa, obtenint com a resultat un
total de 6 llistes de gens diferencialment expressats. Addicionalment,
s’estudien quines son les vies que presenten un major nombre de gens
alterats.

4.2. Perfils temporals de I'expressié génica

Després d’estudiar 1'expressié genica a les zones distals i d’infart
respecte els controls sans, es procedeix a l'estudi en detall dels diferents
perfils temporals (6, 30 o 45 dies) de les zones distals i d"infart. Aquesta
analisi només es realitza en aquells gens que presenten préviament
diferéncies significatives d’expressi6 respecte els controls sans. Els perfils
temporals es generen comparant les mostres aparellades d’infart i de
zona distal, en cada temps d’estudi. Un cop realitzades totes les
comparatives, s'obtenen 4 patrons depenent de la sobreexpressié o
inhibicié dels gens a 6, 30 i 45 dies:

= Patr6 1:
e Patr6 1.1.: gens sobreexpressats en els 3 temps d’estudi.
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e DPatr6 1.2.: gens inhibits en els 3 temps d’estudi.

» Patro 2:
e Patr6 2.1.: gens sobreexpressats a 6 dies i inhibits a 30 i 45
dies.
e DPatr6 2.2.: gens inhibits a 6 dies i sobreexpressats a 30 i 45
dies.
» Patr6 3:
* Patr6 3.1.: gens sobreexpressats a 6 i 30 dies i inhibits a 45
dies.
e DPatr6 3.2.: gens inhibits a 6 i 30 dies i sobreexpressats a 45
dies.
* Patro 4:
e DPatr6 4.1.: gens sobreexpressats a 6 i 45 dies i inhibits a 30
dies.
e Patr6 4.2.: gens inhibits a 6 i 45 dies i sobreexpressats a 30
dies.

Per a dur a terme les dues analisis funcionals anteriorment
descrites, es pugen les llistes resultants dels gens diferencialment
regulats a l'eina en linia anomenada Ingenuity Pathway Analysis (IPA
versié 8.0, Ingenuity System Inc.; www.ingenuity.com). Per interpretar
les dades en el context dels processos biologics, vies i xarxes s’empra la
funci6 de “Core Analysis” de I'IPA.

5.  Validaci6 per PCR quantitativa a temps real

Després de l'estudi de I'expressié genica mitjangant microarrays és
necessari realitzar una validacié de les dades obtingudes amb la técnica
de PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR).

5.1. Transcripci6 inversa

La retrotranscripcié o transcripcié inversa es realitza per
sintetitzar ADNc a partir de I’ARN total obtingut per cada mostra.

A partir de les mostres d’ARN obtingudes anteriorment per a

I'estudi de microarrays, es calcula la concentraci6 de cada mostra
mitjancant I"espectometre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)
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es porta a terme la transcripcié inversa. A partir de 2 pg d’ARN total de
cada mostra s’afegeix:

e 25 pl de tamp6 de reacci6 per la retrotranscripcié

* 2,5 pl d’hexamers aleatoris (50 pM) (Qiagen Iberia)

* 1 pl de transcriptasa reversa iScript (50X)

* aigua lliure de nucleases fins a un volum final de 50 ul

Cada mostra obtinguda se sotmet al segiient protocol en un
termociclador (Bio-Rad):

* 10 minuts a 25°C (anellament d’hexamers)
* 10 minuts a 50°C (sintesi d”ADNCc)
* 5 minuts a 95°C (inactivaci6 de la transcriptasa reversa)

52. RT-qPCR

Les amplificacions es porten a terme a partir de 2 unl d’ADNc i en
un volum final de 50 pl contenint:

21 pl d’aigua esteril

e 25l TagMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
2 ul d’ADNc

* 2 ul de sondes Tagman (encebadors especifics pel gen que es vol
amplificar)

Les sondes emprades en aquest analisi van ser les segtients:
- Gens d’expressi6 constitutiva (endogens):
*  Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH): Ss03375435_ul

*  Glucoronidasa  (GUSB): Ss03387751_ul
* Fosfoglicerat quinasa 1 (PGK1): Ss03389144_m1

- Gens d’expressio diferencial obtinguts amb 1’analisi de microarrays que
es volen validar:
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*  Proteina de morfogenesi ossia 2 (BMP2): Ss03373798_g1

* Receptor de la proteina de morfogeénesi oOssia 2 tipus IA
(BMPR1A): Ss04248558_m1

* Membre de la familia SMAD (mediadors del senyal de
transducci6) (SMAD1): Ss03391094_m1

e T-box 5 (TBX5): Ss03376195_g1

*  Factor transformador B3 (TGFB3): Ss03394350_m1

*  B-cell lymphoma 2 (BCL2): Ss03375167_s1

* Laminina A/C (LMNA): 5s03389729_m1

*  Receptor del factor de necrosi tumoral membre 1A (TNFRSF1A):
Ss03391125_m1

Les dades obtingudes s’analitzen amb el programa ABI Prism
7000 Sequence Detection System. La quantitat relativa obtinguda de cada
gen diana es calcula amb el métode de la corba estandard usant el gen
GUSB com a control d’expressié endogena (gen endogen més estable
dels analitzats). Aixi, les comparacions dels nivells d’expressi6 relativa es
realitza amb el metode 2-24Ct (Livak et al. 2001).

6. Analisi estadistica

L’analisi de les dades obtingudes per microarray es realitza de la
segilient manera: després del control de qualitat de les dades en brut, es
corregeixen, normalitzen per quartils i resumeixen a nivell génic usant la
mitjana robusta multi-xip (RMA) (Irizarry et al. 2003) obtenint un total de
24.123 sondes fixes amb intensitat normalitzada per sobre de 3 com a
minim en 10 mostres. Els models lineals per microarray (LIMMA) (Smyth.
2004) son un model t-estadistic moderat que s’utilitza per a la deteccié
dels gens expressats diferencialment entre les diferents condicions
d’estudi. Addicionalment, es realitza una correcci6 per a les
comparacions maultiples usant la taxa de descobriments falsos (FDR).
Només se seleccionen com a significatius els gens que mostren un p-
valor ajustat inferior a 0.05.

També es realitza 1'analisi dels clusters jerarquics per veure com
s’agrupen les dades. Totes les dades resultants de 'analisi de microarrays
s6n analitzades amb R (versi6 2.11.1) amb els paquets estandards
Bioconductor i aroma.affymetrix (Bengtsson et al. 2008).
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1.1.

Experimentacio in vitro

Aillament i cultiu cel-lular

Aillament de cel-lules progenitores derivades de teixit
adipds epicardiac i pericardiac

Les mostres de teixit adipds epicardiac i pericardiac han estat

obtingudes de porcs procedents dels grups control dels models agut i
subagut, abans de ser sotmesos a la induccié de I'IM. S’ha seguit el
seglient protocol:

1.2

Rentar el teixit amb PBS i disseccié dels capil-lars per evitar al
maxim la contaminacié d’origen sanguini.

Tallar en fragments petits el teixit i digerir-los durant 30 minuts
en 10 ml de solucié de medi de cultiu a-minimum essential medium
(a-MEM) (Sigma-Aldrich Quimica) amb 0,05% de col-lagenasa
tipus II (210 U/mg, GIBCO, Invitrogen).

Afegir 10 ml de medi complet (a-MEM + 10% de sérum fetal bovi
(FBS) + 1% de penicil-lina (GIBCO, Invitrogen)+ 1% de glutamina
(GIBCO, Invitrogen)+ 100 ul de plasmocin (InvivoGen, IBIAN
Technologies).

Centrifugar durant 10 minuts a 1200 x g.

Treure el sobrenedant i resuspendre el pel let amb 5 ml de medi
complet.

Sembrar-ho a un flasc6 de 25 cm? i incubar-ho a 37°C amb
atmosfera de 5% de CO..

Cultiu de cel lules progenitores derivades de teixit adip6s
epicardiac i pericardiac

Tots els tipus cel-lulars es cultiven amb medi a-MEM complet,

realitzant canvis de medi cada 3-4 dies. Quan la poblacié cel-lular arriba
a una confluéncia aproximadament d’un 80%, les cel-lules es replaquejen
mitjancant tripsinitzacié (Tripsina 2X EDTA 0.05%, GIBCO, Invitrogen) i
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es ressembren a una densitat de 1000 cel-lules viables/cm?2. El cultiu
cel-lular es manté fins a passatge 5-7.

2. Citometria de flux

La citometria de flux és una técnica que permet l'analisi de les
caracteristiques fisicoquimiques de les cel-lules a través d'un aparell
electronic de deteccié optica, el citometre de flux (Fulwyler. 1974). En
aquesta tesi s'utilitza aquesta metodologia per a caracteritzar
fenotipicament les poblacions cel-lulars d’estudi mitjancant la deteccio
de les proteines de superficie de membrana cel-lular. S’identifica la
presencia o absencia d’aquestes proteines de superficie mitjangant
anticossos especifics units a molecules fluorescents.

Per a poder determinar si les cél-lules d’origen adip6s estudiades
comparteixen fenotip amb les mesenquimals humanes s’estudien els
segilients marcadors de superficie especifics: CD14, CD29, CD34, CD44,
CD45, CD90, CD105 i CD106. Els anticossos utilitzats, aixi com els
volums i isotips queden resumits a la taula 9.

Antigen Marcatge Isotip Volum Casa comercial
(ul)
CD14 FITC IgGob 10 AbD Serotec

CD29 FITC IgGy, x 20 BD Biosciences
CD34 PE IgGy, x 20 BD Biosciences
CD44 FITC IgGa 20 AbD Serotec
CD45 FITC IgGa 10 AbD Serotec
CD90 PE IgGy, 20 BD Biosciences

CD105 FITC IgGoa 20 Abcam
CD106 FITC IgGy, x 20 BD Biosciences

Taula 9. Anticossos especifics utilitzats per a la caracteritzacié de les cel-lules d’origen adipds porci
mitjancant citometria de flux.
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El protocol emprat per a la caracteritzacio fenotipica cel-lular és el
segiient:

e Afegir 2 ml de PBS-1%BSA a cada tub.

*  Afegir el volum de suspensi6 cel-lular per tub, corresponent a les
350.000 cel-lules necessaries per cada mostra.

e Agitar en vortex suaument durant 5 segons.

¢ Centrifugar a 1100 rpm durant 7 minuts.

*  Treure el sobrenedant fins deixar 100 ul. Afegir en aquest volum
10 o 20 pl de l'anticos o del control d’isotip corresponent
(resguardat de la llum).

e Agitar en vortex suaument durant 5 segons.

* Incubar a temperatura ambient resguardat de la llum durant 30
minuts.

e Afegir 2 ml de PBS-1%BSA a cada tub.

e Agitar en vortex suaument durant 5 segons.

¢ Centrifugar a 1100 rpm durant 7 minuts.

*  Treure el sobrenedant fins deixar 100 pl.

e Afegir 2 ml de PBS-1%BSA a cada tub.

e Agitar en vortex suaument durant 5 segons.

e Centrifugar a 1100 rpm durant 7 minuts.

*  Treure el sobrenedant procurant deixar 400 pl per tub.

e Agitar en vortex suaument durant 5 segons.

* Lectura al citometre de flux.
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3.  Analisi de I'expressi6 basal de marcadors cardiacs
en les cellules progenitores al teixit adipos
epicardiac i pericardiac

3.1. Analisi de I'expressi6 proteica

Mitjancant la técnica d’immunocitofluorescéncia s’estudia si les
cel-lules progenitores expressen a nivell basal proteines especifiques dels
cardiomiocits. Concretament, s’estudia I'expressié6 dels segiients
marcadors cardiacs: Cx43 (1:250) (0.69 mg/ml; Sigma-Aldrich), «-
actinina (1:100) (Sigma-Aldrich) GATA4 (1:100) (200 pg/ml; Santa Cruz)
i cInl (1:100) (200 pg/ml; Santa Cruz). Les cel-lules se sembren en
plaques de cultiu especifiques amb base de plastic (4-Dish 35mm, low,
IbiTreat (Ibidi®) per a poder capturar imatges amb microscopi invertit de
fluorescencia (Axio Observer Z1, Zeiss). Per a dur a terme aquests
marcatges se segueix el segiient protocol:

*  Retirar el medi de cultiu de la placa.

* Rentar amb PBS cada placa: 3 rentats.

* Fixar amb 1 ml de paraformaldehid al 4% durant 15 minuts a
temperatura ambient.

* Rentar amb PBS: 2 rentats.

* Incubar les mostres durant 10 minuts amb PBS i Trit6 al 0.25%
(v/Vv) (Sigma-Aldrich), per a permeabilitzar les membranes.

* Rentar durant 5 minuts amb PBS: 3 rentats.

* Bloquejar les unions inespecifiques amb PBS-BSA a I'l% (p/v)
durant 30 minuts.

* Incubar els anticossos primaris diluits en PBS-BSA a 1'1% durant
tota la nit a 4°C en cambra humida.

* Rentar durant 5 minuts amb PBS: 3 rentats.

* Incubar amb anticos secundari en PBS-BSA a 1'1%: Alexa Fluor®
488 (1:500) i Alexa Fluor® 594 (1:500) (Molecular Probes,
Invitrogen) a temperatura ambient durant 1 hora en foscor.

* Rentar durant 5 minuts en foscor amb PBS: 3 rentats.

e Tenyir els nuclis cel-lulars amb Hoechst 33342 durant 1 minut.

* Rentar amb PBS 1X.

* Muntar els cobreobjectes amb medi de muntatge especific per
fluorescéncia Fluoromount® (Sigma-Aldrich).
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4.  Assajos de diferenciaci6 cel-lular

La diferenciaci6é cel-lular és el procés, en virtut del qual, les
cel-lules pateixen modificacions citologiques donant lloc a una forma i
una funcié determinada durant el desenvolupament embrionari o la vida
d'un organisme pluricel-lular, especialitzant-se en un tipus cel-lular
(Fuster et al. 1996).

Per analitzar la capacitat pluripotencial de les cel-lules
progenitores, els assajos de diferenciacié es duen a terme amb cel-lules
de passatge 5-7 sembrades en plaques de cultiu de 24 pous. A cada placa
se sembren 4 pous amb 20.000 cel-lules viables cadascun: 2 pous sén
cultivats amb medi complet com a control de I'experiment i 2 amb el
medi de diferenciacié corresponent. Cada pou conté 1 ml de medi i es
renova cada 3-4 dies.

4.1. Diferenciacié adipogenica

El medi utilitzat per la diferenciacié adipogenica és I'STEMPRO®
Adipogenesis Differentiation Kit (GIBCO, Invitrogen). Per esbrinar si les
cel-lules tenen capacitat de diferenciar-se en adipocits, el tractament es
manté durant 28 dies i posteriorment es fixen i es tenyeixen amb Oil Red
O (Sigma-Aldrich). El protocol és el segtient:

* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.

*  Fixar amb 1 ml de paraformaldehid al 4% (p/v) durant 10 minuts
a temperatura ambient.

* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.

e Afegir 2 ml de soluci6 d’Oil Red O durant 60 minuts a
temperatura ambient i en agitaci6:
o Solucié d’estoc: 0.5% (p/v) en Isopropanol
o Solucié de treball: 60% (v/v) en aigua bidestil-lada de la

soluci6 d’estoc. Filtrar-ho.
* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.
* Afegir 1 ml PBS-0.1% Azida (p/v). Capturar imatges.
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4.2. Diferenciacioé osteogénica

El medi utilitzat per la diferenciacié osteogeénica és I'STEMPRO®
Osteogenesis Differentiation Kit (GIBCO, Invitrogen). Per esbrinar si les
cel-lules tenen capacitat de diferenciar-se cap a ostedcits, el tractament es
manté durant 21 dies i posteriorment es fixen i es tenyeixen seguint el
protocol de tinci6 amb Alizarin Red (Sigma-Aldrich), segons s’especifica
a continuacio:

* Rentat amb PBS cada pou: 3 rentats.

* Fixar amb 1 ml de paraformaldehid al 4% durant 10 minuts a
temperatura ambient.

* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.

e Afegir 2 ml d’Alizarin Red a 1'l% (p/v) en aigua bidestil-lada
durant 10 minuts a temperatura ambient i en agitacio.

* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.

*  Afegir 1 ml PBS-0.1%Azida. Capturar imatges.

4.3. Diferenciacié condrogeénica

Per I'analisi de diferenciacié condrogeénica s’utilitza I'STEMPRO®
Chondrogenesis Differentiation Kit (GIBCO, Invitrogen). Per tal d’esbrinar
si les ceéllules tenen capacitat de diferenciaci6 cap el llinatge
condrogenic, el medi de diferenciaci6 es manté durant 21 dies i
posteriorment les cel-lules es fixen i es tenyeixen amb Alcian Blue
(Sigma-Aldrich), tal i com es descriu a continuacié:

* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.
* Fixar amb 1ml de paraformaldehid al 4% durant 10 minuts a
temperatura ambient.
* Rentar amb PBS cada pou: 3 rentats.
*  Afegir 2 ml d"Alcian Blue a I'1% (p/v) en 0.IN d’"HCl durant 30
minuts a temperatura ambient i en agitacio:
o Obtenir la soluci6 d’"HCI 0.IN a partir d’"HCI 1N: 20 ml
d'HCI 1IN + 180 ml d’aigua bidestil-lada.
o Preparar 10 ml de la tincié: 0.1 g d"Alcian Blue en 10 ml
d’HCI 0.1N. Filtrar-ho.
*  Rentar amb HCI 0.1N cada pou: 3 rentats.
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Rentar amb 1 ml d’aigua bidestil-lada per a neutralitzar 1’acid.
Afegir 1 ml PBS-0.1% Azida. Capturar imatges.
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Experimentacio in vivo

1. Animals

Com a model experimental animal, el porc és ampliament
utilitzat en els estudis de fisiopatologia cardiaca degut a la gran similitud
del seu sistema cardiovascular amb el de 1'ésser huma. Per aquest motiu
el model animal escollit per aquest estudi ha estat el porc d’encreuament
comercial (Landrace x Large White). En tots els casos s’han utilitzat porcs
femelles degut a la seva major disposicié de teixit adipos, idoni per a la
realitzaci6é d’aquest estudi. El pes dels animals ha estat de 30-40 Kg.

Tots els procediments experimentals s’han dut a terme segons

dicta el Real Decreto 1201/2005 i han estat aprovats pel comite local
d’experimentaci6 i benestar animal (veure Annexe 1).

2.  Disseny experimental

En funcié del temps d’evolucié postinfart, els animals utilitzats en
aquest treball es divideixen en els segiients grups:

Tractament immediat: els animals d’aquest grup d’estudi sén
sotmesos a un IAM mitjancant lligadura de la primera marginal de
I'artéria circumflexa. En els animals tractats, transcorreguts 30 minuts
després de la induccié de la lesié isquemica, es realitza la transposicié
d’un pedicle de teixit adipos pericardiac. En el grup control, el teixit
adipds pericardiac es disseca i s’escindeix.

- Model de 6 dies d’evolucié: sacrifici als 6 dies post-IM.
*  Grup tractament subagut (TS; n=8)
*  Grup control subagut (CS; n=5)
- Model de 30 dies d’evolucié: sacrifici als 30 dies post-IM.
*  Grup tractament agut (TA; n=16)
*  Grup control agut (CA; n=17)

Addicionalment, es van incloure 3 animals pertanyents al grup
sham als quals es va realitzar la transposicié del pedicle adipds
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pericardiac sense ser sotmesos a I'IM. Van ser sacrificats als 30 dies
d’evolucio.

Tractament cronic: en una primera intervencié els animals se
sotmeten a un IM mitjancant I’embolitzacié percutania de la primera
marginal de larteria circumflexa amb la collocaci6 d'un coil.
Transcorreguts 15 dies, es realitza una toracotomia lateral esquerra per a
la posterior transposicié del pedicle de teixit adipés pericardiac sobre la
cicatriu miocardiaca derivada del procés isquémic en els animals tractats.
En els animals control es disseca el teixit adip6s i es retira.

- Model de 30 dies d’evolucié: sacrifici als 30 dies transcorreguts
després de la transposicié del pedicle adipds.
*  Grup tractament cronic (TC; n= 8)
*  Grup control cronic (CC; n= 8)

3.  Anestésia, analgesia i monitoritzacio

Totes les intervencions quirdrgiques segueixen el segiient
protocol anestesic:

* Sedaci6: 10 mg/kg d’azaperona (Stresnil®, Laboratoris Dr.
Esteve) per via intramuscular.

* Induccié anestesica: tiopental sodic (Tiobarbital® 1g, B.Braun) a
la dosi de 15 mg/kg per via endovenosa a la vena auricular
marginal.

*  Anestesia: seguidament es procedeix a la intubacié orotraqueal i
connexi6 a un respirador volumeétric amb anestésia gasosa
d’isofluorane (Forane®, Abbott Laboratories) al 2%.

* Bloqueig neuromuscular: besilat d’atracuri (Tracrium 5mi®,
GlaxoSmithKline) a la dosi de 1.5 mg/kg per via endovenosa per
establir relaxacié de la musculatura esqueletica durant el procés
quiruargic.

* Analgesia: 0.75 mg/kg de fentanil (Fentanest® 0.05 mg/ml, Kern
Pharma) cada 45 minuts per via endovenosa durant la intervencio
quirtrgica i un pegat transdermic de fentanil (Durogesic® Matrix
25 microgramos/h, Janssen-Cilag) d’alliberacié retardada com
analgesia postquirtrgica.
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* Antibioterapia: un cop finalitzada la cirurgia s’administra
tulatromicina a la dosi de 2.5 mg/kg per via intramuscular
(Draxxin®, Pfizer Animal Health).

Tots els procediments quirtrgics inclouen la monitoritzacié de
I'animal amb electrocardiograma, capnografia, pulsioximetria,
temperatura i pressioé arterial no invasiva.

4, Induccié de I'IM

41. Model agut

L’animal se situa en
dectuibit lateral esquerre i es
rasura i desinfecta la zona
toracica esquerra amb
povidona iodada.

Es realitza una incisié
entre el quart i cinque espai
intercostal de 15 cm de
longitud seguint la direcci6 de
la costella. Seguidament, per
ordre de profunditat, es
disseca per plans:

1.  Teixit subcutani
2. Miscul cutani del tronc
3. Miscul dorsal ample Figura 4. 1. Imatges representatives de la técnica
4. Miscul serrat ventral del quirargica per a la induccié de I'IM. Abordatge en
N . . el quart espai intercostal amb I'exposici6 de la cara
tOI:aX a nlYeH dorsal i lateral esquerra del cor (A), lobul esquerre pulmonar
muscul oblic extern de enretirat (B), pericardiectomia (C), localitzaci6 de
l’abdomen ventralment. 1’.artéria coropz‘irié primera marginal de l’al:téria
5 Miscul intercostal extern circumflexa i lligadura (fletxa) amb canvi de

coloraci6 del teixit hipoxic (D).

Posteriorment es desinserta l'aponeurosi del muscul intercostal
intern de la cara cranial de la cinquena costella per no lesionar
estructures vasculonervioses. A continuaci6, s’incideix la pleura parietal
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i s'introdueix el separador toracic de Finochietto per separar les dos
costelles adjacents i establir I'abordatge cardiac.

Seguidament es realitza una pericardiectomia en creu amb una
incisi6 vertical i una horitzontal. Les quatre porcions de pericardi
resultants s’escindeixen i es retiren. Amb aquesta maniobra, queden
exposats 'auricula esquerra i els dos tergos basals de la paret lliure del
ventricle esquerre. S'identifica I’arteria coronaria circumflexa que s’inicia
en la bifurcaci6 del tronc comd, juntament amb l'arteria coronaria
descendent anterior. L’arteria circumflexa transcorre paral-lelament al
solc auriculoventricular i al llarg del seu recorregut emet branques
conegudes com a arteéries marginals. Per a induir l'infart es realitza una
lligadura de la primera artéria marginal, a 1.5 cm del seu origen amb
material no reabsorvible (Prolene 5/0 W8556 12-S, Ethicon). Com a
conseqiiéncia, apareix un canvi de coloraci6 del teixit miocardiac
depenent de l'arteria closa degut a la hipoxia tissular. Tal i com s’ha
descrit en I'apartat 2 (Disseny experimental), transcorreguts 30 minuts de
la induccié de I'IM, es procedeix a aplicar el tractament quirargic que
correspon a la transposici6 del pedicle adipds pericardiac en els animals
dels grups de tractament. Als animals dels grups control es retira el teixit
adip6s pericardiac per al seu posterior estudi in vitro.

Un cop finalitzada la cirurgia, es procedeix a tancar el camp
quirtargic. La reduccié de la ferida quirtrgica es realitza per plans:

1.  Reducci6 de I'espai intercostal: amb material reabsorvible (Vicryl 1,
8X45, triangular, Ethicon) s’aproximen amb dues Iligadures
discontinues la quarta i cinquena costella.

2. Capes musculars: sutura discontinua amb punts en creu amb

material reabsorvible (Vicryl 0, 36 mm triangular, 36-S, Ethicon).

Teixit subcutani: sutura continua amb material reabsorvible del 0.

4. Pell: sutura intradermica continua amb material reabsorvible
(Vicryl 2/0, 36 mm triangular, 36-S, Ethicon).

@

4.2. Model cronic

L’animal se situa en dectbit supi i es rasura i desinfecta la zona
pelviana dreta amb povidona iodada.
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Es procedeix a la canalitzacié de I'artéria femoral dreta mitjancant
puncié femoral. Seguidament s’incorpora un introductor 6F per on
transcorre inicialment la guia del cateter guia fins arribar al si de
Valsalva. En aquest punt s’introdueix a través de la guia un cateter
introductor (RENEGADE STC-18 150/20/STRAIGHT/1RO; Boston
Scientific) per on circula el coil
i es posiciona a l'entrada del
tronc comd. Es retira la guia i
s’introdueix el cateter
d’embolitzacié6 amb un coil de
3 mm de diametre i 23 mm de
longitud (VortX™ 18
Diamond Shape 2 mm/3
mm/23 mm/3.3 mm; Boston
Scientific) fins arribar a la
primera marginal de l'arteria
circumflexa.  En  aquesta
localitzaci6 es procedeix a
l'alliberacié del coil girant el
cargol del cateter
transportador d’embolitzacié
Figura 2. Induccié de I'IM amb implantacié de coil. en sentit antihorari. Aquestes

(A-B) Fotografifzs representatives d aflgiogr?fi.es condicions garanteixen la total
basals de dos animals del grup control d’IM cronic.

(C-D) i després de la implantacié d'un coil (fletxes), a oclusié coronaria i la creacio
la branca marginal de l'artéria coronaria circumflexa.  de lesi® endotelial que evitara
En totes les imatges el cateter guia esta col-locat al si la reperfusié

de Valsalva des d’on s’injecta el contrast iodat per a P :
obtenir la imatge de I’arbre coronari.

Transcorreguts 10

minuts, es comprova amb una

infusi6 de contrast iodat que s’hagi assolit I'oclusi¢ total de l’arteria.

Seguidament es retiren els 2 catéters (catéter introductor i catéter

d’embolitzacié). S’extreu l'introductor de l'artéria femoral i es realitza

I’hemostasia per compressié durant 20 minuts. L’animal es recupera i no

és fins passats 15 dies quan es torna a intervenir per aplicar el tractament
de la transposici6 del pedicle adipds pericardiac.

5.  Analisi funcional: ressonancia magnetica cardiaca

L’analisi de la funcié cardiaca amb ressonancia magnética (RM)
es realitza en animals del model agut de 30 dies d’evolucié d'IM (n=7
controls i n=6 tractats) i als animals del model cronic (n=8 controls i n=8
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tractats) per a valorar el possible efecte benefici6s del pedicle pericardiac.
En ambdés models, es porta a terme una RM basal, una segona 2 hores
postinfart (model agut) o 15 dies postinfart (model cronic) i una tercera
el dia del sacrifici. La captura d’imatges es fa en apnea i
electrocardiograma constant amb un escaner de 4 canals de fase de 1.5
Tesles (1.5T MR Scanner, Intera, Philips). Per analitzar la funcié global
del ventricle esquerre es capturen imatges en eix curt i projeccio T1
emprant una seqiiéncia de precessi6 lliure i estat estacionari amb un
nombre de talls suficient per poder avaluar la totalitat del ventricle
esquerre, des de la base fins l'apex. Els parametres d’imatge soén els
seglients: temps de repeticié de 4.1 ms; temps de retard de 2.1 ms; angle
d’inclinacié de 60°; camp de visi6é de 320 X 320 mm; matriu de 160 X 160
pixels, gruix de tall de 7 mm; ample de banda de 1249.7 Hz/pixel. Les
imatges de real¢ tarda s’adquireixen 10 minuts després de
I'administracié intravenosa del bolus de gadolini (Gd-DTPA, 0.2
mmol/kg; Magnevist®, Schering AG) utilitzant una seqiiencia de fase
sensible d'inversio-recuperacié (temps de repeticié de 4.9 ms, temps de
retard de 1.6 ms, angle d'inclinacié de 15° temps d'inversié de 157 ms i
camp de visi6 de 330 X 330 mm, matriu de 224 X 200 pixels, gruix de tall
de 10 mm, ample de banda de 282.3 Hz/pixel). Les variables de I'estudi
son la fraccio d'ejeccié ventricular esquerra (FEVE), el volum sistolic (VS)
final i el volum diastolic (VD) final. L’analisi es realitza a cegues en una
estaci6 de treball.

6. Sacrifici

Transcorreguts 6 (grup subagut), 30 (grup agut) o 45 (grup
cronic) dies després de la induccié de I'IM es procedeix al sacrifici dels
animals per a I'obtenci6 de la peca cardiaca per al posterior estudi.

Tots els animals se seden i anestesien segons el protocol
anteriorment descrit (apartat 3). Es col-loquen en decubit supi i s’incideix
la linia mitja del torax des del manubri de I'estern fins 1'apofisi xifoide.
Es disseca per plans en el segiient ordre: pell, muscul subcutani i
aponeurosi dels miusculs pectorals, mitjancant electrobisturi. A
continuacié es realitza una esternotomia mitja amb serra oscil-lant i es
col-loca un separador esternal de Finochietto per permetre l'accés a la
cavitat toracica.
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Es procedeix al sacrifici de ’animal amb una injeccié endovenosa
de clorur potassic. Immediatament a l'aturada cardiorespiratoria se
seccionen els grans vasos (aorta, vena cava superior, artéria i venes
pulmonars) i s’obté el cor sencer per al seu processament.

7. Analisi morfomeétrica: calcul de la mida de la
cicatriu postinfart

La peca cardiaca es talla en tres seccions per a procedir a l’analisi
morfometrica. El primer tall es realitza just a nivell de la lligadura de la
primera marginal de l'arteria coronaria circumflexa. El segon a 1.5 cm
respecte la primera incisi6 i el tercer a 1.5 cm respecte la segona. Com a
resultat s’obtenen tres seccions anomenades S1, S2 i S3. Les tres seccions
es fotografien digitalment per la seva cara apical (exceptuant la S3, per la
cara basal) (Figura 2.).

S1 S2 S3

Figura 7. Imatge d'un cor extret després d’un sacrifici on s’aprecia la lligadura a l'artéria coronaria
(fletxa) i es mostren les linies imaginaries per dividir 1'drgan en I'obtencié de les seccions (S1, S2 i
S3).

Per a dur a terme I'estudi morfomeétric es mesura a S1 I'area total
del ventricle esquerre i ’area de la zona isquemica, que es diferencia pel
canvi de coloracié. Aquestes mesures s’obtenen mitjancant el software
d’analisi d’imatges ImageProPlus versi6 6.2.1. (Media Cybernetics). Un
cop mesurades les arees s’aplica la seglient féormula per a obtenir
I'extensi6 del ventricle isquemic respecte l'area total del ventricle
esquerre:

Area ventricular esquerra = area total - area de la llum
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Area ventricular esquerra - Area isquemica
X 100

Area ventricular esquerra

8. Obtenci6 i inclusi6 de teixit per a 1’estudi
histologic

8.1. Processament de les mostres

De cada secci6 cardiaca obtinguda per cada animal (S1, 521 S3) es
recullen quatre blocs de teixit mitjancant talls sagitals realitzats des de
'epicardi fins I'endocardi (Figura 8.1.):

A. Teixit control: miocardi sa (1 bloc)
B. Teixit infartat: miocardi lesionat (3 blocs)

Ctrl S1-1

Infa S1-1
Infa S1-2
Infa S1-3

Figura 8.1. Dibuix representatiu d'una seccié cardiaca amb la cicatriu derivada de I'IM. Mitjancant
talls o seccions s’obtenen 3 blocs de teixit necrotic (B) i 1 de teixit control (A) de la zona septal per a
la seva posterior inclusié en parafina.

Els blocs es fixen en paraformaldehid al 4% durant 48 hores a 4°C
i posteriorment s’inclouen en parafina. A partir dels blocs de parafina del
teixit cardiac es realitzen talls de 4 pm de gruix mitjancant el microtom.
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9.  Analisi histologica
9.1. Tincio histologica tricromica de Masson

La tinci6 tricromica de Masson permet diferenciar les fibres de
col-lagen present en el teixit cardiac que en condicions fisiologiques es
troben disposades com a feixos de fibres gruixudes per a donar
resisténcia al teixit. En l'escenari de I'IM, la porcié de miocardi que es
necrosa degut a 1'oclusi6é de l'artéria coronaria de la qual depen, pateix
un procés de fibrosi que doéna lloc a una cicatriu de col-lagen. Aixi doncs,
amb la tinci6 tricromica de Masson podem determinar quina és
I'extensié de la lesi6 isquemica i donar una breu descripci6 de les
caracteristiques de I'IM.

Les solucions per a dur a terme la tincié tricromica de Masson es
detallen tot seguit:

a. Acid fosfomolibdic 1%:
-1 g d’acid fosfomolibdic (Merck-Espana)
- 100 ml d’aigua bidestil-lada

b. Blau d’anilina:
- Blau d’anilina (VWR International) en saturaci6
- Acid acetic al 25% (25 ml en 100 ml d’aigua
bidestil-lada)

c. Fucsina de Ponceau: (2 parts de la solucié A + 1 part de la
soluci6 B)
- Solucio6 A:
-1 g de Ponceau Silidina (Sigma-Aldrich)
- 100 ml d’aigua acetica al 0.5% (0.5 ml en 100 ml
d’aigua bidestil-lada)
- Solucié B:
-1 g de Fucsina acida (Merck-Espafia)
- 100 ml d’aigua acética al 0.5%

d. Aigua acética a1'1%:

-1 ml d’acid aceétic (Fluka BioChemika)
- 99 ml d’aigua bidestil-lada
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El protocol de la tinci6 tricromica de Masson dut a terme per
tenyir les seccions obtingudes de teixit cardiac s’especifica a continuacio:

* Hidratar les mostres: xile (2 x 7 minuts), etanol 100° (2 x 7
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 70° (5 minuts), aigua
corrent (1 rentat).

¢ Tenyir amb hematoxilina (Sigma-Aldrich) durant 5 minuts.

*  Rentar amb aigua corrent.

*  Rentar amb aigua acetica.

*  Rentar amb aigua corrent.

*  Tenyir amb fucsina de Ponceau durant 5 minuts.

*  Rentar amb aigua corrent 1 minut.

*  Rentar amb aigua acetica 1 minut.

*  Tenyir amb acid fosfomolibdic durant 5 minuts.

*  Rentar amb aigua acetica 1 minut.

¢  Tenyir amb blau d’anilina durant 5 minuts.

*  Rentar amb aigua corrent.

*  Rentar amb aigua acetica.

*  Rentar amb aigua corrent.

*  Deshidratar les mostres: aigua corrent (1 rentat), etanol 70° (5
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 100° (2 x 7 minuts), xile (2 x
7 minuts).

*  Muntar els cobreobjectes amb Eukitt® (Fluka BioChemika)

9.2. Tincio histologica Picro-sirius Red

Els talls histologics obtinguts s’utilitzen per a la tincié de Picro-
sirius Red per tal de quantificar el col-lagen total present en el teixit.
Aquesta tinci6 permet diferenciar entre el col-lagen propi del miocardi
(col-lagen tipus I) i el resultant de la cicatriu miocardiaca derivada d'un
procés isquemic (col-lagen tipus III) (Nicoletti et al. 1995). Per aquesta
determinacié és necessari emprar un microscopi Optic amb Ilum
polaritzada on es diferencia el col-lagen tipus I de color vermell o groc i
el tipus III de color verd.

Es mesuren la fracci6 total de col-lagen, el col-lagen tipus I (Col I),

tipus III (Col III) i la ratio Col I/ Col III als animals del model agut a dia 6
(n=3 controls i n=5 tractats) i 30 (n=5 controls i n=>5 tractats) d’evoluci¢, i
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als animals del model cronic (n=8 controls i n=9 tractats) a les zones
d’infart i distals. Els resultats s’expressen com el percentatge de col-lagen
total, tipus I o tipus III ocupat per camp (200x).

Per a realitzar la tincié de Picro-sirius Red han estat necessaries les
seglients solucions:

a. Soluci6 A: Picro-sirius Red
- 0.5 g Direct Red 80 (Sigma-Aldrich)
- 500 ml de soluci6 saturada d’acid picric (Sigma-Aldrich)

b. Solucié B: aigua acetica al 0.5%:
- 5 ml acid acetic glacial (Sigma-Aldrich)
- 995 ml d’aigua bidestil-lada

El protocol de la tinci6 per Picro-sirius Red és el segiient:

* Hidratar les mostres: xile (2 x 7 minuts), etanol 100° (2 x 7
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 70° (5 minuts), aigua
corrent (1 rentat).

¢  Tenyir les mostres amb la solucié A durant 90 minuts.

*  Fer 2 rentats amb la soluci6 B.

*  Deshidratar: aigua corrent (1 rentat), etanol 70° (5 minuts), etanol
96° (15 minuts), etanol 100° (2 x 7 minuts), xile (2 x 7 minuts).

*  Muntar els cobreobjectes amb Eukitt®.

10. Analisi immunohistoquimica

10.1. Analisi de I’area vascular

Per a I'analisi de I’area vascular, les seccions de 4 pm obtingudes
es marquen amb Isolectina GSLI B4 biotinilada (1:25) (500 pg/mL;
Griffonia Simplicifolia lectin I B4, Vector Labs) i estreptavidina
conjugada amb Alexa Fluor® 488 (1:500) (Vector Labs). La Isolectina B4
conté només la subunitat B i s’ha descrit el seu Gs com a marcador de les
cel-lules endotelials en animals no primats (Kuhlmann et al. 1984).

La vascularitzacié miocardiaca es mesura a dia 6 (n=3 controls i

n=>5 tractats) i 30 (n=5 controls i n=5 tractats) als animals del model agut,
i als 30 dies (n=5 controls i n=8 tractats) en el cas del animals del model
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cronic. Concretament s’analitzen les zones d’infart i distals.
Addicionalment, 'area vascular també s’avalua en el pedicle adipds
pericardiac que cobreix I'IM i en el pedicle que es troba distalment, en
contacte amb el miocardi sa, als 6 dies (n=5 tractats), als 30 dies (n=4) del
model agut i als 30 dies (n=4) del model cronic. Els resultats s’expressen
com el percentatge de I’area vascular ocupada per camp (200x).

Paral-lelament es realitzen estudis de doble immunohistoquimica
emprant Isolectina B4 i 'anticos anti-cTnl (1:200) per a marcar el muscul
cardiac.

El protocol pel marcatge amb Isolectina B4 utilitzat es detalla a
continuacio:

* Hidratar les mostres: xile (2 x 7 minuts), etanol 100° (2 x 7
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 70° (5 minuts), aigua
corrent (1 rentat).

*  Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

*  Permeabilitzar les membranes amb PBS i Trit6 al 0.2%: 3 rentats
de 5 minuts.

* Incubar en cambra humida amb la Isolectina B4 durant una nit a
4°C en PBS, Trit6 al 0.2%, serum de cavall (1:20) (GIBCO,
Invitrogen) i gelatina de pell bovina (1:10) (Sigma-Aldrich).
Addicionalment, per marcar el miocardi s’afegeix a la incubaci6
I'anticos anti-cTnl (rabbit Troponin I (H-170) sc-15368, Santa
Cruz). Les dilucions queden especificades anteriorment en aquest
apartat.

*  Temperar les mostres durant 60 minuts.

*  Rentar amb PBSi Trit6 al 0.2%: 3 rentats de 5 minuts.

* Incubar amb anticos secundari Estreptavidina-Alexa Fluor® 488 i
pel reconeixement de la cTnl l'anticos donkey anti-rabbit Alexa
Fluor® 594 (1:1000) (5 pg/ml; Molecular Probes, Invitrogen) a
temperatura ambient durant 60 minuts.

*  Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

e Tenyir els nuclis cel-lulars amb Hoechst 33342 durant 10 minuts.

* Rentar amb PBS durant 5 minuts.

* Muntar els cobreobjectes amb medi de muntatge especific per
fluorescéncia Fluoromount®.
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10.2. Analisi d’apoptosi cel-lular mitjancant la técnica de
TUNEL

La tecnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP Nick End Labeling) (Roche Diagnostics) és un metode
comunament emprat per a la deteccié de '’ADN fragmentat que resulta
del procés d’apoptosi cel-lular (Gavrieli et al. 1992). L’assaig es basa en la
detecci6 de fragments d’ADN per la deoxinucleotidil terminal
transferasa, un enzim que catalitza 1'addicié de biotina-dUTPs. Amb
aquest metode també poden quedar marcades les cel-lules que han patit
greus malformacions al seu ADN.

L’apoptosi cel-lular es mesura als animals del model agut de dia 6
(n=3 controls i n=5 tractats) a les zones d’infart, periinfart i distal. Els
resultats s’expressen com el percentatge de cel-lules apoptotiques
respecte el total de cel-lules comptades per camp (630x).

Els passos a seguir del protocol de TUNEL sén els segtients:

* Hidratar les mostres: xile (2 x 7 minuts), etanol 100° (2 x 7
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 70° (5 minuts), aigua
corrent (1 rentat).

*  Rentar amb PBS: 1 rentat de 5 minuts.

* Incubacié amb tamp6 citrat sodic 10 mM pH6: en ebullicié durant
20 minuts i posteriorment deixar temperar.

*  Rentar amb PBS: 2 rentats de 5 minuts.

*  Preparar el reactiu de TUNEL: treure 100 ul de la Label Solution i
afegir 50 pl de la solucié d’enzim.

e Afegir el reactiu de TUNEL durant 1 hora en cambra humida a
37°C.

*  Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

e Tenyir els nuclis cel-lulars amb Hoechst 33342 durant 10 minuts.

*  Rentar amb PBS durant 5 minuts.

* Muntar els cobreobjectes amb medi de muntatge per
fluorescéncia Fluoromount®.
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10.3. Analisi de proliferacié cel-lular i endotelial

La proliferacié cel-lular s’analitza mitjancant el marcatge amb
'anticos anti-Ki67. El Ki67 és una proteina nuclear per a la proliferacié
cel-lular que es troba present en les fases Gi, S, G, i de mitosi del cicle
cel-lular i absent en la fase Go.

La proliferaci6 cel-lular s’analitza en els animals del model cronic
d'IM. La finalitat d’aquesta analisi és la de valorar la presencia de
cel-lules en proliferacié dins de la cicatriu miocardiaca i quines d’elles
son  d’estirp endotelial. Per aix0 es realitza una doble
immunohistoquimica contra l’antigen Ki67 i la Isolectina B4 biotinilada.
Finalment, es capten imatges d’animals tractats (n=4) i controls (n=4) i es
compta el nombre de cel-lules Ki67 positives i d’aquestes, quines sén
endotelials (Isolectina B4 i Ki67 positives).

A continuacié es descriu el protocol del doble marcatge Ki67 i
Isolectina B4:

* Hidratar les mostres: xile (2 x 7 minuts), etanol 100° (2 x 7
minuts), etanol 96° (15 minuts), etanol 70° (5 minuts), aigua
corrent (1 rentat).

*  Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

*  Permeabilitzar les membranes cel-lulars amb tampé citrat sodic
10 mM pHSé: en ebullicié durant 20 minuts i posteriorment deixar
temperar.

* Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

* Rentar amb PBSi Trit6 al 0.2%: 3 rentats de 5 minuts.

* Bloquejar les unions inespecifiques durant 1 hora a temperatura
ambient amb PBS, Trit6 al 0.2%, serum de cavall (1:5) i gelatina de
pell bovina al 2% (1:10).

* Incubar en cambra humida amb l'anticos primari anti-Ki67 (1:
200) (rabbit Ki67 (H-300); Santa Cruz) i la Isolectina B4 (1:25)
durant una nit a 4°C en PBS, Trit6 al 0.2%, séerum de cavall (1:20) i
gelatina de pell bovina (1:10).

*  Temperar les mostres durant 60 minuts.

* Rentar amb PBS 1Xi trit6 al 0.2%: 3 rentats de 5 minuts.

* Incubar amb anticossos secundaris: Estreptavidina-Alexa
Fluor®647 i donkey anti-rabbit Cy™2 (1:1000) (Jackson
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Immunoresearch Laboratories Inc.), a temperatura ambient
durant 1 hora.

* Rentar amb PBS: 3 rentats de 5 minuts.

e Tenyir els nuclis cel-lulars amb Hoechst 33342 durant 10 minuts.

* Rentar amb PBS durant 5 minuts.

* Muntar els cobreobjectes amb medi de muntatge per
fluorescencia Fluoromount®.

11. Microarrays: analisi de 1’expressioé génica

Per a l'estudi de l'expressi6 genica es processen 36 mostres
aparellades procedents de miocardi i de greix pericardiac d’animals amb
IM de 6 (n=3) i de 30 dies (n=3) d’evoluci6. S'obté teixit cardiac
procedent del septe interventricular com a zona distal, teixit miocardiac
infartat, greix pericardiac dels animals control i greix procedent del
pedicle pericardiac dels animals tractats. Addicionalment, es processa
teixit miocardiac i greix d’origen pericardiac de 3 animals sans com a
control endogen d’expressié genica.

11.1. Extracci6 d’ARN, analisi de qualitat i creaci6é dels perfils
de I'expressio génica

Per a I'extraccié total d’ARN s’utilitzen els kits RNeasy Fibrous
Tissue Mini Kit o RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen). El protocol
realitzat en les mostres de teixit adip6s es descriu a continuacio:

*  Abans de comencar:

o Afegir al tamp6 RPE 4 vegades el seu volum d’etanol 100°.
o Posar la centrifuga a 4°C per qué s’atemperi.

*  Pesar la mostra sense excedir els 100 mg.

* Afegir 1 ml de Qiazol (Qiagen) per tub.

*  Escindir i homogeneitzar el teixit amb el TissueRuptor.

*  Deixar el tub amb I'homogenat 5 minuts a temperatura ambient.

e Afegir 200 ul de cloroform i agitar vigorosament durant 15 segons.

*  Deixar el tub amb I’'homogenat 2-3 minuts a temperatura ambient.
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*  Centrifugar a 12.000 x g durant 15 minuts a 4°C. Després pujar la
temperatura de la centrifuga a 20-25°C per a la resta del
procediment.

e Transferir la fase aquosa del tub a un nou tub. Afegir 600 ul
d’etanol 70° i barrejar amb el vortex.

*  Transferir 700 ul de la mostra a la columna col-locada en un tub de
2 ml. Tancar amb cura i centrifugar a 20-25°C a = 8000 x g durant 15
segons per rentar la membrana. Extreure el liquid sobrant.

* Llencar el liquid obtingut i repetir el pas anterior amb la resta de la
mostra.

e Afegir 700 ul del tampé RW1 a la columna. Tancar amb cura i
centrifugar a 20-25°C a = 8000 x g (= 10000 rpm) durant 15 segons
per rentar la membrana. Extreure el liquid sobrant.

e Afegir 500 ul de tamp6é RPE a la columna. Tancar amb cura i
centrifugar a 20-25°C a = 8000 x g (= 10000 rpm) durant 15 segons
per rentar la membrana. Extreure el liquid sobrant.

e Afegir 500 ul de tamp6é RPE a la columna. Tancar amb cura i
centrifugar a 20-25°C a = 8000 x g (= 10000 rpm) durant 2 minuts per
rentar la membrana. Extreure el liquid sobrant.

*  Opcional: collocar la columna de RNeasy spin en un eppendorff net
de 2 ml i centrifugar durant 1 minut a maxima velocitat.

* Col locar la columna de RNeasy spin en un eppendorff net de 1.5 ml.
Afegir 30-50 ul de RNase-free water directament a la membrana de la
columna de RNeasy spin. Per eluir I'’ARN, centrifugar a 20-25°C a =
8000 x g (= 10000 rpm) durant 1 minut.

*  Repetir el pas anterior utilitzant un altre cop 30-50 ul de RNase-free
water o l'extreta del pas anterior (si es necessita una alta
concentracié d’ARN). Reutilitzar el tub del pas anterior.

L’analisi de la integritat i la puresa de les mostres queda descrit a
I'apartat 2.2. La creaci6é dels perfils d’expressié genica esta indicada a
'apartat 3.

11.2. Analisi funcional de Il’expressié génica mitjancant
Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

Per a dur a terme l’analisi funcional es pugen les llistes resultants
dels gens regulats diferencialment a l’eina online anomenada Ingenuity
Pathway — Analysis  (IPA  versi6 8.0, Ingenuity  System  Inc;
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www.ingenuity.com). Per a comparar els efectes de la transposicié del
pedicle adipds pericardiac als 6 i 30 dies de seguiment, s’inclouen els
gens que mostren una regulacié diferencial a l'infart i al teixit adip6s
pericardiac. L’analisi IPA es realitza tenint en compte una significacié
estadistica de P<0.05. Per interpretar les dades en el context dels
processos biologics, vies i xarxes s’empra la funcié de “Core Analysis”
dins del programa.

12. Analisi estadistica

Les dades pertanyents a l'analisi de l'evolucié de I'expressio
genica de I'IM es presenten com a mitjanaxSD, mentre que les
pertanyents a la resta d’estudis es representen com a mitjana+SEM. Totes
les analisis es realitzen amb el software estadistic SPSS (versi6 15.0.1, SPSS
Inc.). Les diferencies entre 2 grups es comparen usant el test de t-Student
o ANOVA d’un sol factor per a més de 2 grups d’estudi, amb el test de
Tukey per l'analisi de comparacié multiple. Les dades obtingudes per
RM s’analitzen com a mesures repetides en el temps usant el test
d’ANOVA amb el factor de correcci6 de Greenhouse-Geisser. Els valors
amb P<0.05 es consideren significatius.

Les dades resultants de 'analisi de microarrays s’analitzen usant R
i Bioconductor, amb una normalitzaci6 RMA i un filtratge no especific, i
amb el paquet limma (linear models for microarray data) i la correccié6 FDR
(false discovery rate) per la detecci6 dels gens expressats diferencialment.
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1. Estudi dels patrons temporals de
I'expressio6 genica de I'IM

1.1. L’IM altera I’expressi6 genica en tot el cor

Inicialment, per tal d’analitzar els canvis de l'expressié genica
causats per I'IM a nivell cardiac, es van comparar les mostres de
miocardi distal i infartat en els 3 temps d’estudi (6, 30 i 45 dies) amb les
obtingudes del miocardi d’animals sans. Com a resultat es van obtenir 6
llistes de seqiiencies d’ADNc expressades de manera diferencial (veure
material digital adjunt).

A B
6 dies
D M
30 dies
D M
45 dies
D M
3333332223 2332333¢¢
2E2iizz32§88°a° ddadd
B
378 2 0 2 378

Figura 1.1. Patr6 de l'expressi6 genica diferencial en I'IM. (A) Heatmap o mapa d’expressié dels
gens que estan regulats significativament (P valor ajustat < 0.05). Cada columna correspon al resultat
de I'expressi6 de cada mostra analitzada individualment, on també s’inclouen les mostres procedents
dels animals sans. Els valors normalitzats, representats en vermell o verd, es mostren d’acord 1’escala
de gradaci6 de color que apareix en la part inferior del heatmap. (B) Diagrames de Venn representant

els gens diferencials del panell A entre els 3 grups d’estudi. Infart de miocardi (IM); Miocardi distal
(D); dies (d).

En la figura 1.1. es mostra el mapa de l'expressié genica
diferencial en el miocardi infartat, distal als 6, 30 i 45 dies d’evolucid i el
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corresponent als animals sans. Tal com queda reflectit en el panell B, als
6 dies d’evolucié 6598 gens van alterar la seva expressi6 a la zona

D IM D IM

Figura 1.2. Expressié genica del miocardi infartat i distal. (A) Diagrames de Venn amb tots els
gens expressats diferencialment en qualsevol dels 3 temps d’estudi i (B) aquells que estan alterats
als 6, 30145 dies després de l'infart. Infart de miocardi (IM); Miocardi distal (D).

d’infart i 138 a la zona distal, dels quals 40 van resultar ser comuns a les
dos zones d’estudi. Als 30 dies, 6623 gens estaven alterats a la zona
d’infart, 132 a la zona distal i 95 eren comuns en els dos teixits.
Finalment, als 45 dies 5719 estaven alterats a l'infart dels quals 24 també
es trobaven alterats en el miocardi distal.

Analitzant conjuntament els 3 temps d’estudi es va detectar que
8619 gens (6124 corresponents a simbols de gens tnics assignats per la
HGNC) estaven expressats diferencialment als cors infartats respecte les
mostres procedents de miocardi sa. De les 8587 seqiiencies d”ADNCc (6101
gens Unics) alterades a la zona d’infart, 4221 (3300 gens tnics) estaven
alterats en els 3 temps d’estudi (Figura 1.2.).

Aquests resultats mostren, com era esperat, I’existéncia de canvis
en l'expressié génica que principalment afecten a la zona de miocardi
infartat. Tot i aixi, cal destacar que la zona distal que no ha patit cap lesié
també presenta canvis d’expressi6 genica, encara que molt menys
rellevants.

1.2. Analisi dels gens diferencialment expressats en el
miocardi infartat

Mitjangant l'eina d’estudi que ofereix 1'IPA, fou possible
identificar les funcions més destacades i les vies canoniques associades
amb els gens diferencialment expressats en la zona d’infart en els 3
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temps d’estudi. D’aquesta analisi cal destacar, d’entre altres, 5 vies
relacionades a nivell cardiovascular alterades tant a 6, 30 com 45 dies.
Aquestes corresponen a la via de senyalitzacié apoptotica, factors
promotors de la cardiogenesi en vertebrats, via de senyalitzacié
d’hipoxia en el sistema cardiovascular, pluripotencialitat de les cel-lules
mare embrionaries humanes i la via de senyalitzacié de la hipertrofia
cardiaca (Figures 1.2.a fins 1.2.£.).

Pel que fa a la via de senyalitzaci6é apoptotica pot esmentar-se que
ha estat alterada de manera diferencial 'expressi6é genica de 48 gens en
la zona d’infart respecte el miocardi sa. D’aquest grup, 22 gens han estat
sobreexpressats i 22 inhibits al llarg dels 3 temps d’estudi. Els 4 gens
restants (BCL2, MAP2K1, PRKCE i ROCK1) es trobaven sobreexpressats
o inhibits segons el temps d’evolucié de I'IM (Figura 1.3.).

D’entre els gens pertanyents a la via de factors promotors de la
cardiogénesi en vertebrats, 23 del total de 38 gens alterats han estat
sobreexpressats mentre que 13 han quedat inhibits; els 2 gens restants
(FZD4 i PRKCE) han variat la seva expressi6 al llarg del temps: inhibits
als 6 dies i sobreexpressats als 30 i 45 dies (Figura 1.4.).

Del total de gens que conformen la via de senyalitzacié d’hipoxia
en el sistema cardiovascular, es van trobar alterats 36 dels quals 20 van
resultar inhibits i 15 sobreexpressats; el gen EP300 sobreexpressat als 6
dies, va mostrar una inhibici6 en la seva expressio¢ genica (Figura 1.5.).

Dins la via de pluripotencialitat de les cellules mare
embrionaries humanes, 42 gens presentaven una expressié diferencial en
el temps. D’aquests, 29 estaven sobreexpressats i 10 inhibits en els 3
temps estudiats. A més, 2 gens s’inhibien als 6 dies i posteriorment se
sobreexpressaven (FZD4 i SMADG6), mentre que el gen WNT6 es trobava
inhibit tant als 6 com als 30 dies i després es trobava sobreexpressat
(Figura 1.6).

Finalment, 98 gens mostraven una expressio alterada en la via de
senyalitzaci6 de la hipertrofia cardiaca, dels quals 38 estaven
sobreexpressats i 54 inhibits. Addicionalment, 3 gens estaven
sobreexpressats als 6 dies i posteriorment inhibits (EP300, GNGS5 i
MAP2K1); el RND3 resultava estar inhibit inicialment per
sobreexpressar-se a partir dels 45 dies de seguiment i el gen ROCK1 se
sobreexpressava als 6 i 45 dies i quedava inhibit als 30 dies (Figura 1.7.).
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Via de senyalitzaci6é apoptotica

Growth factors
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AIFM1  —1,78 —1,59 —1,59 CASP6 060 0,77 0,12 MAPK1 —0,07 —028 —0,78
APAF1 314 1,94 1,82  CYCS —0,89 —2,33 —1,10 MAPK3 060 084 053
BAX 1,71 1,42 1,06 DIABLO —0,50 —0,73 —0,92 NFKBIA —1,23 —0,86 —0,78
BCL2 -136 0,22 —0,02 ENDOG -1,72 —190 -—1,37 NFKBIB 049 —1,02 -0,63
BCL2L1 148 —1,13 —0,62 HRAS —0,73 —0,70 —0,64 PARP1 097 —0,79 —0,83
BCL2L11 098 0,90 0,56 HTRA2 1,90 2,32 2,22 PRKCA 262 230 1,79

BID 1,10 0,71 044 IKBKG —042 —0,72 —0,03 PRKCE -001 028 0,64
BIRC2 0,09 —0,16 —036 KRAS 1,30 095 0,60 RAF1 —0,81 —0,78 —0,64
BIRC3 0,50 —142 —1,08 LMNA 1,53 1,36 1,08 RELA 031 040 021
BIRC6 —1,00 —1,19 —064 MAP2K1 020 —0,72 —064 ROCK1 —0,11 0,40 —1,35
CAPN1 053 038 001 MAP2K2 —0,23 —069 —0,66 RRAS 058 049 032

CAPN2 060 0,58 048 MAP2K4 —0,18 —043 —0,36 SPTAN1 043 —0,37 —0,45
CAPN5 033 096 097 MAP2K7 —0,42 —029 —0,14 TNFRSF1A 1,01 0,86 0,67
CAPNS1 —1,50 —0,80 —1,02 MAP3K5 —099 —1,32 —064 TNFRSFIB 1,63 089 1,08
CASP2 090 048 0,54 MAP3K14 3,17 —1,88 —036 TP53 082 084 039
CASP3 1,29 0,76 062 MAP4K4 133 111 1,03 XIAP 044 039 050

Figura 1.3. Expressi6 génica alterada en la via de la senyalitzacié apoptotica en I'IM. A la part
superior es mostra 'esquema representatiu dels gens que participen en la via de senyalitzaci6
apoptotica. En vermell queden ressaltats els gens sobreexpressats i en verd els inhibits als 6 dies
d’evolucié. A la part inferior es llisten tots aquells gens que resten alterats en els 3 temps d’estudi amb
el valor log: FC corresponent. Dies (d); verd (gen inhibit); vermell (gen sobreexpressat).
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Factors promotors de la cardiogenesi en vertebrats
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APC 0,69 0,08 0,07 FZD8 045 098 049 SMAD5 0,40
AXIN1 038 —0,33 —0,50 GATA4 0,77 —081 —0,70 SMO 0,60
BMP1 1,96 1,65 1,38 GSK3B —0,02 —0,64 —0,40 TBX5 —2,71
BMP2 0,99 1,40 0,56 LEF1 058 0,18 0,10 TCF7L1 1,08
BMP4 0,03 0,93 0,32 LRP1 231 245 2,04 TCF7L2 1,11
BMP5 —0,58 —0,12 —0,21 LRP5 -1,33 —0,85 —0,90 TGFB1 0,83
BMP6 —0,61 —0,76 —0,02 LRP6 061 155 087 TGFB2 1,58
BMPR1A 0,36 0,66 0,54 PRKCA 262 230 1,79 TGFB3 4,28
CDK2 0,97 0,41 0,35 PRKCE —0,01 028 0,64 TGFBR2 1,29
DVL1 —045 —0,12 —0/116 PRKD1 09 162 1,33 TGFBR3 —0,99
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FZD4 —1,44 0,94 0,59 SMAD1 060 066 0,55
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Figura 1.4. Alteracié6 en I’expressi6 genica dels factors promotors de la cardiogénesi en
vertebrats en 1'evolucié de I'IM. A la part superior es mostra I'esquema representatiu dels gens
que participen en la via dels factors promotors de la cardiogenesi. En vermell queden ressaltats
els gen que estan sobreexpressats i en verd els inhibits als 6 dies d’evolucié. A la part inferior es
llisten tots aquells gens que resten alterats en els 3 temps d’estudi amb el valor log. FC
corresponent. Dies (d); verd (gen inhibit); vermell (gen sobreexpressat).
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Via de senyalitzaci6é d’hipoxia del sistema cardiovascular
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BIRC6 —-1,00 —1,19 —0,64 UBE2B 1,22 —1,18 —1,12
CDC34 082 —143 —0,91 UBE2C 2,77 1,25 1,61
corss  —1,42 —1,05 —1,14 UBE2D1 —1,51 —2,79 —2,00
EDN1 1,01 1,11 0,61 UBE2D3 —1,01 —1,29 —0,90
EP300 035 —0,14 —0,14 UBE2D4 —145 —1,39 —1,33
HIF1A 0,80 0,28 0,10 UBE2E1 —-0,12 —-040 —0,19
HIFIAN —1,46 —190 -—1,72 UBE2E2 0,23 0,43 0,15
HSP90B1 0,65 0,33 0,25 UBE2E3 079 055 042
JUN -183 —1,25 —1,36 UBE2I 043 051 031
LDHA 1,90 0,64 0,45 UBE2J1 1,56 1,31 1,06
NFKBIA —1,23 —0,86 —0,78 UBE2]2 0,68 0,13 0,13
NFKBIB —049 —1,02 —0,63 UBE2L3 021 —024 —044
NOS3 —-057 —041 —0,25 UBE2L6 1,07 1,69 1,00
NQO1 —1,14 —094 —0,76 UBE2N —0,76 —0,64 —0,62
P4HB 1,27 1,10 1,08 UBE2Q1 0,58 0,34 0,34
SLC2A4 —0,65 —057 —0,25 UBE2R2 0,72 —093 —0,69
TP53 0,82 0,84 0,39 UBE2V1 036 003 0,03
UBE2A 0,20 —0,32 —0,79 VEGFA -1,99 —-1,52 —1,18

Figura 1.5. Expressi6 génica alterada en la via de la senyalitzacié6 d’hipoxia del sistema
cardiovascular en I'evolucié de I'IM. A la part superior es mostra I'esquema representatiu dels
gens que participen en la via de senyalitzacié d’hipoxia. En vermell queden resaltats els gens
que es troben sobreexpressats i en verd els gens inhibits als 6 dies d’evolucié. A la part inferior
es mostra una llista de tots aquells gens que resten alterats en els 3 temps d’estudi amb el valor
logz FC corresponent. Dies (d); verd (gen inhibit); vermell (gen sobreexpressat).
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Pluripotencialitat de cél lules mare embrionaries humanes
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Figura 1.6. Evolucié de 1’expressié geénica alterada en la via referent a la pluripotencialitat
de cel lules mare embrionaries en 'IM. Esquema representatiu dels gens que participen dita
via. En vermell queden ressaltats els que estan sobreexpressats i en verd els gens inhibits als 6
dies d’evolucié. A continuaci6 es mostra una llista de tots aquells gens que resten alterats en
els 3 temps d’estudi amb el valor logz FC corresponent. Dies (d); verd (gen inhibit); vermell
(gen sobreexpressat).
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Via de senyalitzaci6 de la hipertrofia cardiaca
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ADCY6 —1,70 —249 —1,34 GNGI1 053 123 087 MAPK9 191 1,36 087 PRKACA —035 —061 —0,51
ADCY10 —206 —162 —1,19 GNGI12 2,03 266 240 MAPKI11 —034 —0,10 —0,17 PRKACB —1,17 —139 -1,50
ADRA1B —1,92 —1,72 —1,07 GRB2 —086 —062 —043 MAPK12 —1,88 —218 —1,19 PRKAGl1 —142 —0,65 —0,89
CACNAC 1,82 —1,66 —1,06 GSK3B —0,02 —064 —040 MAPKA2 —050 —0,75 —049 PRKARA 087 049 0,59
CALM1 057 016 022 HAND1 —1,08 —185 —132 MAPKA3 —057 —091 —054 PRKARA —220 —221 —229
EIF2B2 005 056 015 HAND2 -0,70 —071 —033 MEF2A 0,77 —049 —0,36 PRKARB 143 138 0,76
EIF2B3 —0,60 —0,71 —0,50 HRAS —0,73 —0,70 —0,64 MEF2B 0,57 —0,11 —0,11 RAF1 —0,81 —0,78 —0,64
EIF2B4 —0,56 —020 —0,33 HSPB1 —0,26 —087 —0,79 MER2D —044 —1,02 —0,60 RHOA 09 083 053
ELK1 038 —0,09 019 IGF1 432 335 28 MTOR —057 —0,70 —0,59 RHOB =082 —0,75 —1,13
EP300 035 —0,14 —0,14 IGFIR —161 —099 —1,55 MYL1 350 1,50 3,61 RHOC 086 0,72 050
FNBP1 —3,61 —2,40 —0,87 IRS1 —-165 —095 —1,09 MYL3 —091 —1,50 —0,61 RHOG 1,09 043 048
GATA4 0,77 —081 —0,70 JUN —1,83 —1,25 —136 MYL4 2,47 283 213 RHOJ —2,64 —329 218
GNA12 043 028 038 KRAS 1,30 095 060 MYL6 1,80 1,77 1,40 RHOT1 —054 —085 —026
GNAI1 —1,35 —-091 —128 MAP2K1 020 —0,72 —064 MYL7 —2,59 —2,03 —093 RHOT2 —042 —0,26 —0,10
GNAI2 1,61 123 089 MAP2K2 0,23 —0,69 —066 MYL6B —085 —057 —039 RND3 —2,00 —0,07 0,39
GNAI3 097 09 067 MAP2K4 -0,18 —043 —036 PDIA3 136 1,15 1,16 ROCK1 —0,10 040 —1,35
GNAL 138 141 1,72 MAP2K7 —042 —0,29 —0,14 PIK3C3 093 026 024 RRAS 058 049 032
GNAQ 1,10 1,23 225 MAP3K1 140 089 066 PIK3CG 257 164 141 TAB1 —0,34 —042 —0,52
GNAS 0,73 1,16 1,87 MAP3K5 —099 —1,32 —0,64 PLCB4 —0,88 —086 —0,64 TGFB1 083 017 0,11
GNB1 143 1,01 0,58 MAP3K11 026 —0,72 —044 PLCD1 050 082 057 TGFB2 158 1,60 147
GNB2 073 050 029 MAP3KI2 —1,54 —149 —136 PLCD3 —051 —007 —0,01 TGFB3 422 4,69 433
GNB5 —1,03 —052 —0,71 MAP3K14 —3,17 —188 —036 PPP3CA 146 086 070 TGFBR2 1,29 1,69 111
GNBIL —0,49 —084 —065 MAP3K15 —1,42 —1,76 —0,82 PPP3CB 1,10 099 0,79
GNG2 217 1,82 1,17 MAPK1 —0,07 —028 —078 PPP3CC —126 —1,31 —0,79

Figura 1.7. Expressié génica alterada en la via de senyalitzacié de la hipertrofia cardiaca en
I'evolucié de I'IM. A la part superior es mostra 'esquema dels gens que participen en la via de la
hipertrofia cardiaca. En vermell es mostren els gens sobreexpressats i en verd els gens inhibits als
6 dies d’evolucié. A la part inferior es llisten tots els gens que resten alterats en els 3 temps
d’estudi amb el valor log: FC corresponent. Dies (d); verd (gen inhibit); vermell (gen
sobreexpressat).
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1.3. Patrons temporals de I'expressié génica

A partir dels resultats obtinguts de la comparacié del teixit
infartat amb el miocardi distal, es van poder obtenir 4 patrons principals
segons el comportament dels gens en I'evolucié de I'IM. El patré 1 que
englobava tots aquells gens que en els 3 temps d’estudi estaven
sobreexpressats o inhibits, contenia 6790 gens corresponents a 8619
transcrits reconeguts inicialment com expressats diferencialment.
D’aquest grup de gens, 3174 mostraven sobreexpressié mentre que 3616
es mantenien inhibits.

Un cop analitzat aquest patré a nivell funcional, s’han identificat
gens relacionats amb diferents categories, incloent la patologia
cardiovascular (913 gens), desordres de teixit connectiu i genetics (3119
gens), mort cel lular (776 gens), desenvolupament tissular (203 gens),
cicle cel lular (414 gens) i creixement i proliferaci6 cel lular (528 gens). En
la figura 1.8. es mostren els diferents heatmaps dels clusters funcionals de
cada categoria. Cal destacar que tots els gens relacionats amb
I'aterosclerosi i la isquémia (inclosos a la categoria de patologia
cardiovascular), desordres de teixit connectiu i creixement i proliferacié
cel lular es trobaven sobreexpressats en tots els temps d’estudi.

Addicionalment, es van identificar altres 3 patrons temporals
d’expressié genica (2, 3 i 4) que comprenien 411 seqiiencies d’ADNc
(Figura 1.9.). El patro6 2 inclofa gens que a dia 6 estaven sobreexpressats o
inhibits i que posteriorment normalitzaven els seus nivells d’expressié.
Aquest grup de gens formava part principalment de les categories de
creixement i proliferacié cel lular (45 gens), cicle cel lular (20 gens) i
patologia cardiovascular (37 gens).
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Figura 1.8. Patrons temporals agrupats per categories funcionals de la majoria de gens expressats
diferencialment en el teixit infartat. (A) Els grafics mostren els gens compresos en el patré 1 amb
una expressié similar sostinguda en el temps en l'evolucié de I'IM, sobreexpressats (grafica
enquadrada en vermell) o inhibits (grafica enquadrada en verd). L’eix X mostra els dies d’analisi i
'Y representa el log» FC. (B) Heatmaps dels grups o clusters funcionals obtinguts a partir dels gens
pertanyents al patré 1, on es compara 'expressio genica de la zona de miocardi distal amb el teixit
infartat. Cada fila representa un ADNc diferent i les columnes fan referéncia al miocardi distal (D)
o al teixit infartat (IM) en cada temps d’estudi. 6 dies (6d); 30 dies (30d); 45 dies (45d).
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Figura 1.9. Patrons temporals secundaris dels gens expressats diferencialment en el teixit infartat
agrupats segons la seva classe funcional. Aquest panell mostra les diferents categories representatives
dividides en anotacions funcionals. En la part inferior de la grafica estan representats els patrons
temporals d’expressié genica al llarg del temps. L'eix X grafica els dies d’analisi mentre que 1'Y fa
referéncia a I'expressié genica descrita com a logz FC.
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El patré 3 englobava els gens sobreexpressats als 6 i 30 dies i que
normalitzaven la seva expressi6 als 45 dies de seguiment. Aquest conjunt
de gens pertanyien principalment a les categories de mort cel-lular (13
gens) i patologia cardiovascular (15 gens) (Figura 1.9.).

Finalment, el patr6 4 el definien gens que mostraven una corba “
V” 0“N”, és a dir, gens sobreexpressats a 6 145 dies i inhibits als 30 dies
( 33 gens, 6 associats amb cicle cel-lular) i viceversa (42 gens, 5 associats
amb la sintesi proteica) (Figura 1.9.).

1.4. Validacié dels resultats obtinguts per microarray
mitjancant RT-qPCR

Per a validar per RT-qPCR el resultat obtingut amb 1’analisi de
microarray es van seleccionar 7 gens de 2 vies canoniques anteriorment
descrites. Els gens candidats van ser el BMP2, BMPR1A, SMAD1, TGFB3,
LMNA, TNFRSF1A i el TP53, que formaven part de les vies de
senyalitzacié apoptotica i dels factors promotors de la cardiogenesi en
vertebrats. Tal i com es mostra a la figura 1.10. I'expressié d’aquests gens
en el teixit infartat mitjancant la tecnica de RT-qPCR ha estat similar a
I’obtinguda amb 1’analisi per microarray.

6 dies 30 dies 45 dies

log, FC

O =N W e U o
log, FC

R I B ST T
log, FC

- =N W e U o

qRT-PCR microarray qRT-PCR microarray qRT-PCR microarray

| " BMP2 ®BMPRIA ®SMAD1 = TGFB3 LMNA TNFRSF1A TP33

Figura 1.11. Expressi6 obtinguda per RT-qPCR i per microarray de 7 gens seleccionats en el teixit
infartat de 6, 30 i 45 dies d’evolucié. Els valors d’expressié geénica estan normalitzats respecte el
gen PGK1. Les dades es representen com a mitjana+SD del logz FC. Fold change (FC).

106



Resultats

2. Caracteritzaci6 de les cél-lules progenitores
residents al teixit adipos epicardiac (epiATDPC)
i pericardiac (periATDPC) porci

2.1. Aillament i cultiu cel-lular

Les mostres de teixit adipés d’origen pericardiac (n=4) i
epicardiac (n=5) es van processar tal i com es descriu a material i
metodes. De tots els casos es van obtenir suficients cél-lules per a poder
fer els estudis de pluripotencialitat i de fenotipatge. Totes les poblacions
cel-lulars es van cultivar sota condicions estandard de cultiu i els estudis
experimentals es van realitzar amb cél-lules mantingudes en cultiu fins a
passatge 5 (2-3 mesos segons el tipus cel-lular).

2.2.  Analisi dels marcadors de superficie mitjancant citometria
de flux

Per fenotipar les periATDPCs i les epiATDPCs es van analitzar a
nivell basal els marcadors de superficie mitjancant citometria de flux
(n=3 casos de cada poblaci6 cel-lular). Com a resultat es va observar que
ambdoés poblacions es comportaven fenotipicament igual i guardaven el
patr6é caracteristic de les cel-lules mesenquimals. Aixi, les cel-lules
mostraven una expressié positiva pels marcadors CD29, CD44, CD90 i
CD105, i eren negatives per CD14, CD34, CD45 i CD106. Els resultats
obtinguts queden reflectits en la taula 2.2.

periATDPC epiATDPC

CD14 13.2+6.9 6.8+4.5

CD29 98.7+0.2 72.4+17.9

CD34 0.2£0.2 2.740

CD44 96.9+1.2 88.116.1

CD45 2.3+1.2 5.943.7

CD%0 99.5£0.3 99+1.2 Taula 2.2. Expressi6 de marcadors de
CD105 91.6+1.2 83.5+14.5 superficie. Les dades representen el
e percentatge de cellules positives respecte

i 0.1£0.02 0.5+0.6 el nombre total de cel-lules analitzades.
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Es mostren 2 exemples dels casos analitzats (Figura 2.2.). Tal i
com s’observa, les periATDPCs presenten un patré d’expressié dels
marcadors de superficie molt similar al de les cél-lules d’origen
epicardiac. De nou, es va observar que ambdoés poblacions sén positives
per CD29, CD44, CD90 i CD105.
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Figura 2.2. Histogrames de 1’expressié dels marcadors de superficie analitzats per citometria de
flux. Cas representatiu de cada tipus cel-lular a passatge 5. S’encerclen en vermell els marcadors que
son positius en ambdues poblacions cel lulars.

2.3. Analisi de I'expressi6é basal de marcadors cardiacs en les
epiATDPCs i periATDPCs

L’analisi de l’expressi6 basal de marcadors cardiacs en les
periATDPCs i epiATDPCs es va realitzar mitjancant I'estudi a nivell
proteic per immunocitofluorescéncia a passatges 9 i 8, respectivament.

Ambdos tipus cel-lulars van expressar marcatge per Cx-43, o-

actinina i GATA 4, mentre que van resultar ser negatives per a cTnl
(Figura 2.5.).
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Figura 2.3. Expressi6 basal de proteines cardiaques per immunocitofluorescéncia de les cél-lules
periATDPCs i epiATDPCs en cultiu. (A-D i I-L) cel-lules mesenquimals de greix pericardiac i (E-H i
M-K) de greix epicardiac. (B, F) En vermell, marcatge de la proteina citoesquelética a-actinina a nivell
citoplasmatic. (J, N) Del mateix color, marcatge de la proteina citoplasmatica troponina cardiaca I. (C,
G) Marcatge en color verd de la proteina d'uni6 gap Cx-43 situada en les membranes cel-lulars. (K,
O) Expressio del factor de transcripcié nuclear GATA 4 en color verd. Totes les mostres han estat
contratenyides a nivell nuclear amb Hoechst 33342, en color blau (A, E, I, M). (D, H, L, K) Merge o
superposicié de 1'expressio dels anticossos anteriorment descrits i el marcatge nuclear. (barra d’escala
=50 um).

24. Analisi de la pluripotencialitat de les epiATDPCs i
periATDPCs

2.4.1. Diferenciacié adipogenica

Tal i com s’observa en la figura 2.5.1. cap de les dues poblacions
d’estudi, l'epicardiaca i la pericardiaca, van acumular vacuoles
lipidiques, tret diferencial dels adipocits. Només dos casos d’origen
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epicardiac van mostrar una lleugera vacuolitzacié que es tenyia de color
vermell en sotmetre’ls a la tincié especifica d’Oil Red O (Figura 2.5.1.).

Medi
adipogenic

2.4.2. Diferenciacié osteogenica

periATDPC epiATDPC

Figura 2.5.1.
Diferenciacié
adipogénica:  tinci6
d’0Oil Red O. (A-B)
Imatges
representatives de la
tinci6 dels controls
negatius de cel-lules
procedents de greix
pericardiac i
epicardiac. (C-D)
Imatges ~ d’ambdos
poblacions cel-lulars
cultivades durant 28
dies amb medi de
cultiu adipogenic.
(barra d’escala = 200
um).

En ambdés tipus poblacionals es va poder detectar una elevada

capacitat de diferenciacié cap a llinatge osteogénic per dos motius
rellevants: inicialment es van formar agregats cel-lulars amb disposicié
concentrica de manera similar a com ho fan els osteocits i posteriorment
van apareixer abundants diposits de calci que quedaven tenyits amb
I’Alizarin Red, recobrint la superficie de cultiu. Aixi doncs, es confirma
que els dos tipus cel-lulars mostren capacitat de diferenciacié cap a

llinatge osteogeénic (Figura 2.5.2.).
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Medi
control

Medi
condrogenic

2.4.3. Diferenciacié condrogénica

Figura 2.5.2.
Diferenciacié
osteogenica:  tinci6
d’Alizarin Red. (A-B)
Imatges
representatives de la
tinci6 dels controls
negatius de cel-lules
procedents de greix i
pericardiac i
epicardiac. (C-D)
Imatges  d’ambdés
poblacions  cel-lulars
cultivades durant 21
dies amb medi de
cultiu osteogenic.
(barra d’escala = 200

pm).

Es va analitzar el grau de diferenciaci6é de les cel lules d’origen
epicardiac i pericardiac mitjancant la tinci6 especifica amb 1’ Alcian Blue.
A nivell morfologic, es van formar agregats cel-lulars de forma estelada
que van acabar formant un cél-lula rodona de caracteristiques molt
similars als condroblastes. La tincié va confirmar la preséncia de
mucopolisacarids propis del teixit cartilaginés (Figura 2.5.3.).

periATDPC epiATDPC
. B

Medi
genic

condro

Figura 2.5.3.
Diferenciacié

condrogenica: tincié
amb Alcian Blue.
(A-B) Imatges
representatives de la
tinci6 dels controls
negatius de cel-lules
procedents de greix
pericardiac i
epicardiac. (C-D)
Imatges d’ambdés
poblacions cel-lulars
cultivades durant 21
dies amb medi de
cultiu condrogenic.
(barra d’escala = 200

um).
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3. Transposicio d'un pedicle adipés d’origen
pericardiac sobre 'lAM en el model porci

3.1. Supervivencia del model d'TAM

De tots els animals utilitzats en aquest estudi (52) van ser exclosos
6 individus durant la fase d’inducci6 de I'IM. Quatre van morir per
fibril-laci6 ventricular refractaria a cardioversi6 i 2 per asistolia
ventricular. Aixi doncs, el model porci d'TAM per lligadura coronaria
marginal presentat en aquest estudi va tenir un 10% de mortalitat.

Per poder determinar que tots els animals de I'estudi havien patit
un IM d’iguals caracteristiques es van extraure mostres sanguinies a
nivell basal i 2 hores postinfart. No es van trobar diferéncies
significatives entre els animals del grup control i tractat en els nivells
circulants de troponina cardiaca (cTnl) ni mioglobina (0.9+0.2 ug/L vs.
0.7+0.3 ug/L, P=0.56; i 451.7+101.2 ug/L vs. 425.3+87.7 ug/L, P=0.85,
respectivament).

3.2. Tractament quirtargic: transposicié del pedicle adipoés
pericardiac en 'TAM

Previament a la induccié de I'IM es va identificar el teixit adipds
d’origen pericardiac aixi com la seva vascularitzaci6. Aquest greix es
troba situat a sobre de la fascia visceral pericardiaca i cobert per una fina
capa de teixit fibrés que li déna el suport ideal per ésser manipulat com
una membrana consistent. Un cop localitzat, es va procedir a la seva
disseccio sense lesionar 1'aportacié sanguinia propia per garantir la seva
viabilitat. El pedicle resultant es va reservar per a la seva posterior
implantacié en els animals del grup tractament, mentre que en els del
grup control es va extraure per a l'estudi in vitro de les ceél-lules
progenitores d’origen adipos.

Transcorreguts 30 minuts després de realitzar la lligadura arterial
coronaria, es va recuperar el pedicle adipdés d’origen pericardiac i es va
situar sobre el miocardi isquémic de manera que quedés totalment
cobert. En cas necessari, el pedicle es va alliberar parcialment de la capa
fibrosa que el sustenta, fins a aconseguir 1'extensié necessaria per cobrir
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tota la superficie miocardiaca afectada. A continuacié, el pedicle adipés
es va adherir als marges sans del miocardi isquémic amb 0.1-0.2 ml de
cola tissular Glubran® (N-butil-2 Cianocrilat, Metacrilosisolfola,
Cardiolink, Barcelona, Spain) dipositada amb una xeringa de 1000 U.L
amb agulla hipodérmica de 24G (Figura 3.2.2.).

Figura 3.2.2. Transposicié6 d'un pedicle adipés d’origen pericardiac. (A) Realitzacié d’una
toracotomia lateral esquerra per exposar el cor i permetre la identificacié del teixit adipés (linia
discontinua). (B, C) Dissecci6 del teixit adipos pericardiac per a la creacié del pedicle (fletxes). (D)
Després de la pericardiectomia parcial, s'indueix I'IM amb la lligadura de la primera branca
marginal de l'artéria coronaria circumflexa (asterisc). (E, F) Transposicié del pedicle sobre la
superficie infartada i posterior adhesié del pedicle amb cola tissular als marges sans, cobrint
completament el miocardi isquémic. (G-K) Il-lustracions esquematiques dels passos implicats en la
intervencié de la transposicié del pedicle adip6s pericardiac. Auricula esquerra (AE); ventricle
esquerre (VE).
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3.3. Supervivéncia i viabilitat del tractament quirtargic

Els animals que van sobreviure no van patir aritmies atrials ni
ventriculars durant les intervencions quirargiques. Cal destacar que cap
mort va ser deguda a l’aplicacié de la nova técnica quirdrgica presentada
en aquesta tesi. Aixi doncs, podem afirmar que aquest metode ofereix un
100% en la supervivencia dels individus tractats.

Addicionalment, es va poder constatar que en el moment del
sacrifici tots els animals del grup tractament tenien perfectament adherit
i posicionat el pedicle adipés pericardiac a la superficie miocardiaca
infartada.

3.4. Analisi de la funcié ventricular amb RM cardiaca

Per a I'analisi de la funcié ventricular es van incloure 7 animals
del grup control i 6 tractats. A tots els individus es va realitzar una
mesura basal, una segona 2 hores després de la induccié de I'infart i una
tercera, transcorreguts 30 dies, abans del sacrifici. Inicialment es va
comparar la FEVE, el VSi VD entre els dos grups a temps basal i 2 hores
postinfart. La finalitat d’aquestes analisis va ser la de comprovar que tots
els animals tenien una funcié ventricular basal semblant i que 1'IM havia
estat similar en ambdoés grups. Cal destacar que com a resultat no es van
obtenir diferéncies significatives en cap temps de l'estudi (Taula 3.4.a.).

Basal 2h postinfart
Controls  Tractats P wvalor | Controls Tractats P valor

VS (ml) 24551 26.845.3 0.43 27.7£5.2 33.7+6.9 0.11

VD (ml) 54.9+10 60.2+£5.7 0.26 61.4+10.5 67.2+14.8 0.44

FEVE (%) | 47.6x6  42.748.6 0.28 46.5+6.3 38.9+6.3 0.06

Taula 3.4.a. Volums sistolics (VS) i diastolics (VD) i fraccié d’ejeccié del ventricle esquerre
(FEVE) a temps basal i 2 hores postinfart. Comparativa dels dos temps d’analisi dins de cada grup
d’estudi amb el P valor resultant (t-Student).

Seguidament es va contrastar de la funcié ventricular des de 2
hores postinfart fins a 30 dies entre els dos grups. En primer lloc es va
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realitzar una prova t-Student comparant els dos temps d’analisi dins de
cada grup d’estudi . Mentre que els controls no presentaven canvis quant
a la FEVE (46.5% wvs. 50.6%; P=0.242) els animals tractats havien
experimentat un augment significatiu (P<0.001): la FEVE havia passat del
38.9% en el dia de I'infart fins a un 57.7% a dia de sacrifici.

En segon lloc es va procedir a I’analisi comparativa entre els dos
grups d’estudi tenint en compte els dos temps. Aixi, les dades es van
tractar com a mesures repetides en el temps i per tant, es va realitzar un
test ’ANOVA amb la posterior correcci6 de Greenhouse-Geisser. Com a
resultat es va comprovar que la FEVE en el animals tractats va ser 5
vegades superior respecte la dels controls a dia de sacrifici (18.8% vs.
4.1%; P=0.007). Les imatges de real¢ tarda adquirides abans del sacrifici
van confirmar, tal com s’havia demostrat amb ’analisi morfometrica, que
la mida de l'infart era substancialment menor en els animals tractats
(Figura 3.4.).
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Figura 3.4. Analisi de la funcié cardiaca amb ressonancia magnetica. (A) Fraccié d’ejeccié del
ventricle esquerre (FEVE) 2 hores postinfart i als 30 dies de seguiment en els animals control i
tractats. Es mostren les dades per cada individu (punts) i la mitjana (*SEM) de cada grup d’animals
(diamants). (B) Imatges representatives de cada grup en projeccié Turbo-spin eco (TSE) en eix
longitudinal i T1 en l'eix curt amb contrast retardat de gadolini. La projeccié TSE mostra en blanc
brillant el pedicle adipés adherit al miocardi en 'animal tractat (fletxes). Les imatges de projeccié
T1 mostren el teixit miocardiac viable (negre) i la zona d’infart (blanc) en els 2 temps d’estudi
indicats. (C, D) Volum sistolic (VS) i diastolic (VD) 2 hores postinfart i als 30 dies de seguiment en
els animals control i tractats. Es mostren les dades per cada individu (punts) i la mitjana (xSEM) de
cada grup (diamants). (*P=0.007, **P=0.009, i #P=0.03 vs. el grup control).

Les analisis dels volums ventriculars també van demostrar
benefici en l'efecte de remodelat ventricular en el grup d’animals del
pedicle adip6s. E1 VS dels animals tractats va disminuir significativament
entre les 2 hores postinfart i els 30 dies de seguiment (33.7 mL vs. 24.5
mL; P=0.048), mentre que el VD nomsés es va veure modestament reduit
(67 mL vs. 58.1 mL; P=0.32). Contrariament, en els animals control
ambdoés volums (VS i VD) van augmentar significativament (27.7 mL vs.
32.3 mL; P=0.07 i 61.4 mL vs. 65.6 mL; P<0.001, respectivament) degut al
procés natural de remodelat ventricular advers. En fer una analisi
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comparativa entre els dos grups es van detectar diferéncies significatives
al llarg del temps (-9.1 mL vs. 4.6 mL; P=0.009 i -9.1 mL vs. 4.2 mL;
P=0.03, pel VS i VD en els tractats vs. els controls, respectivament)
(Figura 3.4. CiD).

3.5. Analisi morfométrica

L’analisi morfometrica es va obtenir mesurant I'area de I'IM
respecte l'area total del ventricle esquerre. Aixi, els animals del grup
tractament, tant a 6 com a 30 dies, presentaven un IM significativament
menor respecte els controls. A 6 dies, la mida de l'infart dels animals
tractats era del 5.1+1.4% vs. el 12.943.6% en el grup control, i la diferencia
va resultar ser estadisticament significativa amb una P=0.018. A 30 dies
de seguiment, els animals tractats tenien una extensi¢ d’infart respecte el
total del ventricle esquerre de 4.4+2.3% mentre que en els controls era de
7.7+3%. La diferencia entre els dos grups també resulta estadisticament
significativa amb una P=0.049.
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Figura 3.5. Analisi
morfometrica als 6 i 30 dies
d’evolucié. (A-D) Imatges
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3.6.  Fibrosi cicatricial i contingut de col-lagen

3.6.1. Fibrosi cicatricial

En els animals control de 6 dies d’evolucid, mitjangant la tincié
tricromica de Masson, es va poder visualitzar la perdua de fibres
musculars cardiaques amb hialinitzacié focal i edema intersticial a nivell
tissular. Contrariament, als animals tractats els infarts van ser no-
transmurals i només un d’ells tenia hemorragia a nivell macroscopic.
Histologicament, hi havia molt menys edema i abundant teixit
miocardiac viable en comparacié amb els controls.

Tractat

Control

Figura 2.6.1. Fibrosi cicatricial als 6 i 30 dies d’evolucié. (A-D) Fotografies representatives de talls
histologics de miocardi de porcs controls i tractats tant a 6 com a 30 dies d’evolucié postinfart. La
tinci6 emprada és la tricromica de Masson; en color blau s’observen els diposits de teixit fibrotic
mentre que el color rosa fiicsia correspon al teixit muscular viable. En ambdoés temps d’estudi els
teixits dels animals tractats conserven illots de miocardi sa dintre de la cicatriu cardiaca, mentre
que els controls mostren un grau de fibrosi superior. (barra d’escala = 50 pm).

Pel que fa als animals de 30 dies de seguiment (n=10 controls;
n=10 tractats), tant els pertanyents al grup control com al tractat,
presentaven una capa subendocardiaca viable, possiblement pel contacte
directe amb la sang oxigenada present a la cavitat ventricular. A més,
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havia desaparegut la sang extravasada caracteristica dels estadis inicials
de la cicatriu cardiaca. Als animals del grup control el teixit necrotic
s’havia substituit per teixit connectiu ferm, mentre que als tractats hi
havia molta menys fibrosi i la preséncia de multiples extensions de fibres
musculars intactes. Aquests illots musculars viables van poder ser
identificats també amb la tinci6 tricromica de Masson.

3.6.2. Contingut de col‘lagen

Per a valorar i quantificar les possibles variacions del contingut
de col-lagen a nivell cicatricial es va emprar la tincié especifica de Picro-
sirius Red. Aquest analisi es va realitzar tant en talls de les zones d’infart
com distal del miocardi dels animals controls i tractats a 6 i 30 dies
d’evolucio.

m
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** B Tractat

-

o
L
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*%

CTC (%)
L4

#

; [

Zona infart Zona distal

~ d’evoluci6  postinfart. (A-D) Imatges
// / ‘ ’ representatives de la tincié de Picro-sirius
/ / ’, ¢ # " Redones .disting,eixen les f’ibres col-lagenes
! . ’ (Vermell). iel muscu% cgrdxac (groc) en les
/ / [ 7 zones d’infart (A-B) i distal (C-D) dels dos
. J H r 4
/ / e > grups estudiats. (A’-D’) Imatges amb
— A ~ == microscopi de llum polaritzada mostrant el
col-lagen de tipus I (vermell/groc) i de
tipus III (verd) en els mateixos talls
histologics (barra d’escala = 50 pm). (E)
Mesura en percentatge de la fraccié total de
col'lagen (CTC) en les imatges de llum
polaritzada.  (*P<0.001, **P=0.001 i
el " °=0.014).

z — 1 -+ Figura 2.6.2. Fibrosi miocardiaca als 6 dies
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Als animals de 6 dies, el contingut total de col-lagen (CTC) en la
zona de l'infart va ser de 2.4+0.4% en els tractats i de 7.5£0.5% en els
controls (P<0.001). Sota microscopi amb llum polaritzada, el col-lagen de
tipus III (verd) dels animals control va ser d'un 7% del CTC mentre que
en els animals tractats va assolir el 33%. A la zona distal, el CTC va ser de
0.4£0.1% en els animals tractats i de 1.8+£0.6% en els controls (P=0.014)
(Figura 2.6.2.).

Control Tractat

[

[ Control
B Tractat

CTC (%)
-y
o

Zona infart Zona distal

Figura 2.6.2(b). Fibrosi miocardiaca als
30 dies d’evolucié postinfart. (A-D)
Imatges representatives de la tincié de
Sirius Red on es distingeix el col-lagen
(vermell) i el muscul cardiac (groc) en les
zones d’infart (A-B) i distal (C-D) dels
dos grups analitzats. (A’-D’) Imatges sota
Ilum polaritzada mostrant el col-lagen de
tipus I (vermell/groc) i de tipus III (verd)
en els mateixos talls histologics (barra
d’escala = 50 pm). (E) Quantificacié de la
fracci6 total de col-lagen (CTC) en les
imatges de llum polaritzada. (*P<0.001).

Pel que fa als individus de 30 dies de seguiment, les
caracteristiques fibroses de la cicatriu ja madura van resultar ser molt
similars entre ambdoés grups d’estudi (CTC: 53.7+14.5% vs. 43.8+13.2%;
P=0.67; col-lagen de tipus I: 91.4+10.8% vs. 87.9+10.8%; P=0.96; i col-lagen
de tipus III: 8.6£10.8% wvs. 12.1+10.8%; P=0.96) entre controls i tractats,
respectivament.
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3.7. Connexions vasculars entre el pedicle pericardiac i el
miocardi infartat

S’ha estudiat si existeix la participacié de processos vasculars
davant del benefici obtingut mitjangant la transposicié del pedicle adipds
vascularitzat sobre la superficie isquémica aguda. Als animals de 6 dies
d’evolucié postinfart s’ha observat que existeixen microvasos que es
tenyeixen amb Isolectina B4 connectant el pedicle vascularitzat amb el
miocardi isquémic adjacent (Figura 3.7. A i B). Contrariament, en els
animals del grup sham (sense IM perd amb la transposicié pedicular)
aquestes connexions no s’han identificat (Figura 3.7.).

Figura 3.7. Connexions vasculars entre el pedicle adipés i el miocardi isquémic.
Imatges representatives de microvasos a la interfase entre el pedicle adipés
pericardiac i el miocardi infartat després de 6 dies de tractament (A,B). S'ha realitzat
marcatge amb 'anticos anti-cTnl (vermell), contra la proteina Isolectina B4 (verd) i
Hoechst 33342 (blau) pels nuclis, mostrant els tubs vasculars (fletxes) connectant el
pedicle adip6s (P) i el miocardi (M) adjacent (linia discontinua) (barra d’escala = 50
pm).

3.8.  Area vascular del teixit miocardiac i del pedicle adipés

Pel que fa a l'estudi de la vascularitzacié a nivell miocardiac no es
van detectar diferéncies significatives entre els animals controls i els
tractats, ni a la zona d’infart (4.5+2.1% vs. 4.3£0.9%; P=0.92), periinfart
(2.0£0.8% wvs. 3.0£0.4%; P=0.33) ni a la distal (2.8+1.8% vs. 2.1+1.4%;
P=0.57) als 6 dies de seguiment.

Tal com ja va quedar palés a 6 dies, tampoc es van detectar
diferencies significatives entre animals controls i tractats als 30 dies

121



Resultats

postinfart, ni a la zona d’infart (0.4+0.1 vs. 0.6+0.2; P=0.3), periinfart
(3.2£0.9 vs. 2.5£0.6; P=0.55) ni distalment (0.6£0.2 vs. 1.4+0.4; P=0.18).

Després d’analitzar en els animals de 6 dies de seguiment I'area
vascular, es va poder constatar que la zona del pedicle adipés que estava
en intim contacte amb la superficie isquémica miocardiaca havia
desenvolupat una marcada hipervascularitzacié en comparacié amb els
marges del pedicle llunyans a la isquemia (2.4+0.9% wvs. 0.3£0.2%;
P<0.001) (Figura 3.8.2.).

Figura 3.8.2.
Vascularitzaci6  del
pedicle adipos

pericardiac als 6 dies
d’evoluci6é postinfart.
Imatges de seccions
representatives de la
tinci6 amb Isolectina
B4 en el pedicle
adipés adjacent al
miocardi infartat (A) i
del pedicle adherit al
miocardi sa (B) (barra
d’escala = 20 pm). (C)
Histograma del
percentatge de l'area
vascular del pedicle
4 * adip6s. Les dades es
representen com a
mitjana (#SEM) de
l'area vascular per
camp microscopic.
J (*P<0.001).
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En canvi, transcorreguts 30 dies, la hipervascularitzacié pedicular
detectada al 6 dies d’evoluci6 respecte els marges llunyans a la isquemia
ja no era evident (0.6+0.4% vs. 0.8+0.5%; P=0.74). De fet, la densitat
vascular del pedicle era similar a la trobada en el pedicle dels animals
pertanyents al grup sham, és a dir, en els animals no infartats (0.6+0.4%
vs. 0.4+0.2; P=0.55).
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3.9. Apoptosi miocardiaca

Arrel de la preséncia de connexions vasculars entre el pedicle i el
miocardi isquemic adjacent, es va realitzar 1'estudi de l'apoptosi ‘lular
amb la técnica immunohistoquimica de TUNEL. L’apoptosi miocardiaca
és un procés de mort cel-lular programada que apareix després de I'AM,
tant a la zona isquémica depenent de l'artéria closa com a les zones
distals, i és el principal responsable de la mida de l'infart generat
(Anversa et al. 1998). Aquest fenomen apareix ja a les 2 hores postoclusié
coronaria i aconsegueix un pic maxim als 7 dies d’evolucié de I'IM. Per
aquest motiu, només han estat avaluats els animals de 6 dies de
seguiment, doncs als 30 dies postinfart ja no hi ha preséncia de cel-lules
apoptotiques.

Com a resultats obtinguts cal destacar que hi va haver una
disminucié significativa de les cél-lules en apoptosi a la zona periinfart
dels animals tractats respecte els animals del grup control (18+20% vs.
64+17%; P<0.001). Pel que fa a la zona d’infart, es van trobar molt poques
cel-lules TUNEL positives tant als animals tractats com als controls. Com
a conseqiiéncia no es van detectar diferéncies significatives entre els dos
grups d’animals estudiats (24+27% vs. 12+16%; P=0.4) (Figura 3.9.).
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Control Tractat
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80 - B Tractat
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20 -
0

Zona peri-infart Zona infart

Figura 3.9. Apoptosi miocardiaca als 6 dies d’evolucié postinfart. (A-D) Imatges representatives de
microscopia confocal de la zona miocardiaca periinfart (A-B) i de la zona infart (C-D). Els nuclis
cel-lulars queden reflectits en vermell i el marcatge de TUNEL en color verd. En color taronja
s’observen les cel-lules apoptotiques, color resultant de la superposicié dels dos marcatges (barra
d’escala = 20 um). (J) Histograma de barres dels nuclis TUNEL positius observats a la zona periinfart
iinfart dels dos grups d’estudi. (*P<0.001).
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3.10. Analisi de l'expressié génica del miocardi i el pedicle
adipés

Finalment, es va analitzar I'expressi6 d’ARNm tant a 6 com a 30
dies d’evolucié postinfart. Dels 11.265 gens anotats interrogats, 81 van
mostrar una regulacié diferencial pel tractament de la transposicio del
pedicle adip6s, com a minim en una de les condicions estudiades (Figura
3.10.a. A i B). A dia 6, en el pedicle adipés pericardiac 13 gens van
augmentar la seva expressi6 mentre que 10 van inhibir-se.
Transcorreguts 30 dies postinfart només es van trobar 2 gens
sobreexpressats i 13 d’inhibits. A més, 10 dels 48 gens totals regulats en
el teixit adipos es trobaven alterats en ambdés temps d’estudi (Figura
3.10.a. A; Taula 3.10.a.; Taula 3.10.c.). Cal destacar que aquesta desena de
gens comuns en els dos temps d’estudi corresponien a transcrits que
codifiquen per proteines de resposta en la fase aguda i que es trobaven
sobreexpressats als 6 dies i inhibits als 30 (Taula 3.10.b.).

A la zona de I'IM es van detectar 15 gens amb la seva expressio
alterada tnicament en aquesta localitzaci6é als 6 dies; 5 d’ells estaven
sobreexpressats i la resta inhibits (Figura 3.10.a. B; Taula 3.10.d.). Al cap
d’un mes, es van detectar 18 gens regulats inicament en la zona d’infart;
la majoria d’ells estaven inhibits i només 2 restaven sobreexpressats
(Figura 3.10.a. B; Taula 3.10.e.). A diferencia del teixit adipés, en el
miocardi infartat no es van trobar gens comuns en els dos temps
analitzats.

A B

Teixit adip6s pericardiac Teixit miocardic infartat

Figura 3.10.a. Alteracié de I’expressioé génica per la transposici6 del pedicle adipds pericardiac. (A
i B) Diagrames de Venn il-lustrant el nimero de gens tnics i comuns alterats en el teixit adip6s
pericardiac (A) i el miocardi infartat (B) a 6 i 30 dies d’evolucié postinfart. Els nimeros en cada
cercle representen el nombre total de gens modulats en cada condici6 experimental. En aquest
analisi han quedat inclosos només els gens diferencialment expressats (P<0.05).
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A més, el programa IPA va identificar els gens principals i les
seves funcions, i les vies canoniques associades amb els gens d’expressié
diferencial en cada analisi comparatiu. Una dada de rellevancia és que en
el pedicle adipés pericardiac la resposta transcripcional, als 6 dies
d’evolucié, es trobava dominada per la sobreexpressié de involucrats en
la progressié del cicle cel-lular, proliferacié i creixement cel-lular, i en
I'angiogenesi i desenvolupament de vasos sanguinis (Figura 3.10.b.).
Addicionalment, gens que implicats en el moviment cel-lular i la
resposta inflamatoria també es trobaven sobreexpressats (Figura 3.10.b.).

O TNNI3
O TNNC1

* o TIMP1

@ THB51
Moviment cel fular — | oswen

S O PTGES
O NR4A2
O MYL2
Resposta inflamatoria He—— B MYH7
@ JUNB

@ JUN

Angiogenesi i r— 8 HK2
desenvolupament de vasos |FESEE— @ GPNMB
| FOS

m F3

Bl EGR1

_— W DUSP
Progressi6 del cicle cel lular } @ CYR61
| 15

— B CXCL14

B COL1A1
Proliferaci6 i creixement B D83
cel lular . W ATF3

-3 -2 -1 0 1 2 3

logFC

Figura 3.10.b. Funcions dels gens principals regulats al teixit adipdés pericardiac als 6 dies
d’evolucié postinfart i els gens comuns a 6 i 30 dies de seguiment. Es grafica el logaritme del FC
(Fold change) per a cada gen descrit.
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A continuaci6 s’adjunten les llistes completes dels gens alterats en
ambdés temps d’estudi tant al teixit miocardiac infartat com en el teixit
adip6s (Taules 3.10.a-e.).
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Taula 3.10.a. Gens regulats tnicament en el teixit adipds pericardiac 6 dies

posttractament.
Gene UniGene logFC . . .
name (. Scrofa) (mean) Molecular function  Biological process Pathway
Role of Osteoblasts,
Cation transport / Osteoclasts and
ACP5 Ssc.575.1.51_at 1.58 Phosphatase Skeletal Chondrocytes in
development Rheumatoid Arthritis /
Riboflavin metabolism
ARL4A Ssc.30613.1.A1_at  -1.04 Small GTPase General vesicle Huntington disease
transport
Oxidative
ATP5L Ssc.30641.1.51_at -1.03 Unclassified Unclassified Phosphorylation /
Purine metabolism
AUTS2 Ssc.31175.1.51_at 117 Unclassified Unclassified Unclassified
Cell adhesion-
mediated singnaling
BGN Ssc.5943.1.51_at 1.06 Extracellular matrix Unclassified
Skeletal
development
Dentritic cell maduration
/ TREM1 signaling /
CD83 Ssc12095151_at 130 Unclassified Unclassified Communication
between innate and
adaptative immune
system cells
COL1A1 55c.1091.2.51_at 116 Extracellular mat-rlx Cell adhesion / Cell Integrin signalling >
structural protein structure collagen
. . Angiogenesis >Tissue
. . Ligand mediated
F3 Ssc19907.151 at 150  Defense/immunity o e/ Blood factor / Blood
protein . coagulation > Tissue
clotting £
actor
Antibacterial Cell adhesion-
FCN2 Ssc.137.1.51_at -1.81 response protein mediated signaling Unclassified
P P / Cell adhesion
GPNMB Ssc.18572.1.51_at 1.30 Unclassified Unclassified Unclassified
HK2 Ssc.3509.1.51_at -1.51 Carz(i’:;’simte Glycolysis Glycolysis > hexokinase
Extracellular matrix
IGFBP2  Ssc47.1Sl at 262 Miscellanious - protein-mediated IGF-1 signaling
fuction protein signaling / Growth
factor homeostasis
Muscle contraction Wnt signaling /
MYH?7 Ssc1544.1.51_at 260 Actin blndlgg motor / Muscle Inﬂammatlon-medlated
protein development / by chemokine and
Citokinesis cytokine signaling
Calcium signaling /
Actin family Muscle contraction  Tight junction signaling
cytoeskeletal / Muscle / Cardiomyocite
MYL2 Ssc.2386.1.51_a_at -2.44 protein / development / Cell differentiation / Integrin
Calmodulin related structure and signaling / CXCR4
protein motility signaling /
Cardiogenesis
Synthase and Other lipid, fatty Eicosanoid signaling /
PTGES Ssc.1310.1.51_at 1.10 synthetase acid and steroid Arachidonic acid
isomerase metabolism metabolism
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RBP4

RGS2

SERPINE1

SGK2

THBS1

TIMP1

TNNC1

TNNI3

Ssc.15695.1.51_at

Ssc.3139.1.A1_at

Ssc.9781.1.51_at

Ssc.24957.1.51_at

Ssc.924.2.A1_at

Ssc.11784.1.51_at

Ssc.3085.1.51_at

Ss¢.2589.1.51_at

-1.42

1.76

1.85

-1.54

1.38

1.34

-2.12

-1.63

Transfer/ carrier
protein

G-protein
modulator

Serine protease
inhibitor

Non-receptor serine
/ Theronine protein
kinase

Signaling molecule
/ Enzyme regulator
/ Extracellular
matrix

Metalloprotease
inhibitor
Actin binding
cytoeskeletal
protein /
Calmodulin related
protein

Non-motor actin
binding protein

Vitamin/ cofactor
transport

G-protein mediated
signaling

Proteolysis

Inhibition of
apoptosis /
Intracellular
signaling cascade /
Homeostasis
activities

Blood clotting /
Developmental
process

Proteolysis /
Developmental
process
Muscle contraction
/ Muscle
development /
Calcium mediated
signaling
Muscle contraction
/ Muscle
development

Acute phase response
signaling / RAR
activation
Heterotrimeric G-protein
signaling / cAMP-
mediated signaling
P53 pathway /
Coagulation system /
TGF-beta signaling /
HMGBI signaling /
Acute phase response
signaling

Unclassified

P53 pathway >
Thrombospondin-1 /
Bladder cancer signaling

IL-17 signaling /
Leukocyte extravasation
signaling

Calcium signaling

Calcium signaling /
Protein kinase A
signaling
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Taula 3.10.b. Gens regulats comuns a 6 i 30 dies posttractament en el teixit

adipés pericardiac

Gene UniGene logFC logFC Molecular . .
6 days 1 month . Biological process Pathway
name (S. Scrofa) function
(mean) (mean)
CREB Induction of
ATF3 Ssc.16466.1. 195 156 transcrlptlon‘ apoptosis / n}RNA APothSls
Al_at factor / Nucleic transcription signaling
acid binding regulation
oxcry  SSeAB7LLS 2.06 2.76 Chemokine ~ Cell proliferationand ;) sgigieq
1_at differentiation
Glucocorticoid
signaling / RAR
signaling /
Ssc.6058.1.S Protein Muscle development E RK./ MAPK
DUSP1 1 at 1.32 -1.13 hosphat / Cell cycl trol signaling / p38
_a phosphatase ell cycle contro MAPK signaling
/ G-protein
coupled receptor
signaling
KRAB box Anglotensm 1I-
$5c.16460.1 transcripti RNA transcripti stimulated
EGR1 SC AU 2.06 3.71 ranseription - m TANSCrIpHoON — gignaling through
S1_at factor / Nucleic regulation
A G / CXCR4
acid binding : .
signaling
Cell proliferation and Angiogenesis /
Ssc1555.1.A Transcription differentiation / Cell E c‘)g tosis
FOS ’ o 1.84 -2.85 factor / Nucleic cycle control / __Apop
1_at AT . signaling / T and
acid binding Immunity and -
B cell activation
defense
TER2 ‘;-;;slc '1;269'1' 1.34 -2.34 Unclassified Unclassified Unclassified
Ssc.9075.1A Transcription Cell proliferationand ~ Angiogenesis /
JUN 1 a-t o 1.56 -1.18 factor / Nucleic  differentiation / Cell Apoptosis
- acid binding cycle control signaling
Inflammation
o . . mediated by
Transcription Cell proliferation and .
JUNB Ssc.10881.1. 1.13 -1.83 factor / Nucleic  differentiation / Cell chemoklpe an.d
Slat acid bindin cycle control cytokine signaling
& Y / TGF-beta
signaling
Nuclear hormone
NRAA2 Ssc.4643.1.A 104 155 receptor / stress response / Unclassified
1_at Transcription Signal transduction
factor
o Intracellular
ZFP36 ?S;f“l'l'A 1.19 -2.21 RNAr—:?gimg signaling cascade / Unclassified
- P RNA catabolism
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Taula 3.10.c. Gens regulats tinicament en el teixit adipds pericardiac 30 dies

posttractament.
UniGene logFC Molecular . .
Gene name (5. Scrofa) (mean) function Biological process Pathway
5-Hydroxytryptamine
ALDHIA2 Ssc175221.A1at 218  Dehydrogen Carbon degradation > Aldehide
ase metabolism
dehydrogenase
MAPKKK cascade
/ Cell cycle control .
BTG2 Ssc17286.1.A1at  -209  Unclassified / Cell proliferation  Col cycle regulation by
. o BTG family proteins
and differentiation
/ Oncogenesis
Cell adhesion-
CDHI1 Sec.8698.1S1 at 123 Cadherin mediated signaling ~ Wnt signaling > cadherin /
’ T : Cell adhesion Cadbherin signalin
& )
Neurogenesis
Ticht Leukocyte extravasation
CLDN4 Ssc.16674.1.51_at -1.33 'uncgtion Cell structure signaling / Tight junction
J signaling
Kinase Protein
inhibitor / phosphorylation /
DUSP6 Ssc.25164.1.51_at -1.14 Protein MAPKKK cascade Oxidative stress response
hosphat / Cell proliferation
PROSPRAtAse 3 nd differentiation
Homeobox mRI-\TA.
transcription transcrlP tion
HOXB6  Ssc132322.Al.at  -236 factor / reéslzlorﬁ / Wnt signaling
Nucleic acid “gmer
binding specification /
Neurogenesis
1IER3 Ssc.5182.1.A1_at -1.21 Unclassified Stress response Unclassified
IFI6 Ssc.20101.1.51_at 113 Unclassified ~ [mmunity and Unclassified
defense
. Interferon-
IFIT3 Ssc.31140.1.51_at 135 Mslsfffilciﬂfg“ mediated Interferon signaling
immunity
B-cell- and
IGHM Ss¢.11070.1.51_at 236 Imml‘lllri‘r‘:gk’b antibody-mediated B-cell activation
immunity
Miscellaneou Cholesterol
INSIG1 Ssc.15598.1.51_at -1.54 s function X Unclassified
protein metabolism
Ribosomal Activation of IRF by
ISG15 Ssc.11557.1.A1_at -1.74 . otein Proteolysis cytosolic pattern recognition
P receptors
Cell surface
receptor mediated
MYOC Ssc15062151 at 196  Receptor ~ °inal transduction Unclassified

/ Vision / Cell
structure and
motility
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PPAP2A

RNASE1

Ssc.21113.2.51_at

Ssc.2824.1.51_at

Steroid metabolism
-1.16 Phosphatase / G-protein
mediated signaling

Emdoribonu
-1.22 clease / RNA catabolism
Hydrolase

Glycerolipid, sphingolipid
and Glycerophospholipid
metabolism / Phospholipid
degradation

Unclassified
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Taula 3.10.d. Gens

regulats tnicament en el teixit infartat 6 dies

posttractament.
Gene UniGene (S. logFC Molecular . .
name Scrofa) (mean) function Biological process Pathway
Protein Interleukin signaling /
Non-receptor phosphorilation / Wnt signaling /
C210RF7  Ssc.27048.1.A1_at -1.12 serine/threonine Receptor protein  Inflammation mediated
protein kinase serine/threonine by chemokine and
kinase signaling cytokine signaling
Extracellular Blood clotting /
COMP Ssc.16356.1.51_at -1.45 matrix / Signaling Developmental Unclassified
molecule process
Cell cycle control /
Tyrosine protein Cell proliferation
ERBB3 55c.4203.1.51_at 136 kinase receptor /  and dlfferentle‘mon EGF recep.tor -51gn§11ng
Growth factor / / Oncogenesis / /Cadherin signaling
Protein kinase Protein
phosphorilation
Lipid and fatty
acid transport and
Transfer/carrier binding / Steroid
FABP4 Ssc.1089.1.51_at 1.11 rotein hormone-mediated Unclassified
P signaling /
Ectoderm
development
FST Ssc.4747.151_at 131 SEIEICIE;gC‘I‘IIIfOIY Homeostasis BMP signaling
Transfer/carri Transport / Blood
HBA1 Ssc.8925.1.51_at 1.25 ransregteicrellrrler circulation and gas Unclassified
P exchange
HBB Ssc.7157.1.A1_at 1.04 Unclassified Unclassified Unclassified
Insulin/IGF pathway-
. . mitogen activated
nga‘nd—r?edl';\ted protein kinase/ MAP
D:lirllc? lrr;%n tal kinase cascade and B
IGF1 Ssc.16231.1.51_a_at -0.86 Growth factor velop signaling cascade /
processes / Cell
proliferation and Cardiac hipertrophic
differentiation Sign aling / Myc.
mediated apoptosis
signaling
Ligand-mediated Insulin/IGF pathway-
signaling / mitogen activated
Dev%lo m%zntal protein kinase/ MAP
IGF2 Ssc.9365.2.51_a_at -1.16 Growth factor rocessgs / Cell kinase cascade and B
;)roliferation and signaling cascade /
differentiation Grovs{th hqrmone
signaling
INSIG1  Ssc.15598.1.51_at 1.13 Miscellaneous Cholesterol Unclassified
function protein metabolism
G-protein
mediated signaling
LPAR1L $50.31062.1.51_at 115 G-protein coupled - / In-tracellular Gal2/13 §1gna-11ng /
receptor signaling cascade / RhoA signaling

Ligand-mediated
signaling
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LTBP2

NOV

PTGDS

TNC

Ssc.19136.1.51_at

Ssc.16434.1.A1_at

Ssc.16187.1.51_at

Ssc.16209.1.51_at

-1.07

-1.31

-1.62

-1.08

Extracellular
matrix structural
protein and
glycoprotein / Cell
adhesion molecule
/ Calmodulin
related protein /
Annexin /
Signaling molecule

Growth factor /
Signaling molecule

Synthase /
Isomerase

Cell adhesion
molecule /
Extracellular
matrix
glycoprotein

Cell comunication
/ Vision / Skeletal
development

Cell
communication

Extracellular
matrix protein-
mediated signaling
/ Neurogenesis

Unclassified

IGF-1 signaling

Eicosanoid signaling /
Arachidonic acid
metabolism

Inflammation mediated
by chemokine and
cytokine signaling
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Taula 3.10.e. Gens regulats tnicament en el teixit infartat 30 dies
posttractament.
Gene UniGene (S. logFC Molecular . .
name Scrofa) (mi;ean) function Biological process Pathway
ANK3  Ssc135871A1at  -1.39 Cytoskeletal Cell structure Unclassified
protein
Ligand-mediated
CCK Ssc.717.1.51_at -2.59 Peptide hormone  signaling / Muscle Cholecystokinin/gastrin
contraction -mediated Signaling
Phagocytosis /
CD163  Ssc.11991.1.A1 at 151 Receptor Macrophage- Unclassified
mediated
immunity
Cell adhesion- Wnt signaling /
CDH2  Ssc222711.Alat 107 Cadherin mediated protein / 1} 28" M8
Cell adhesion adherin signaling
Muscarinic acetylcholine
Acetyltransferase / Amino acid receptor 2 and 4
CPT1B Ssc.15966.1.51_at -1.34 Acyltransferase metabolism / Fatty signaling /
acid metabolism Mitochondrial
dysfunction
Lipid and fatty
acid transport and
Transfer, carrier binding / Steroid LPS/IL-1 mediated
FABP3 Ssc.4360.1.A1_at -1.52 . hormone-mediated inhibition of RXR
protein signaling / function
Ectoderm
development
Glycolysis/ gluconeogen
GAPDH ?};I;‘X—Ssc—gapdh- -1.06 Unclassified Unclassified esis / Maturity inset
- diabetes of young
(MODY) signaling
Asparagine and
Amino acid aspartate biosynthesis /
GOT1 Ssc.3528.1.51_at -1.19 Transaminase R Tyrosine biosynthesis /
metabolism .
Phenylalanine
biosynthesis
Antigen presentation
Major . pathway /
PDHl{B/: Ssc.210.7.51_x_at 1.59 histocompatibility MH‘CII—me-dlated Communication
. immunity .
complex antigen between innate and
adaptative immune cells
Miscellaneous Interferon-
IFIT3 Ssc.31140.1.51_at -1.13 ¢ . mediated Interferon signaling
unction . X
immunity
Activation of IRF by
ISG15 Ssc.11557.1.A1_at -1.74 Ribosomal protein Proteolysis cytosolic pattern
recognition receptors
Lipid and fatt .
LPL Ssc.1147.2.51_at -1.11 Lipase aci}c)i transport)} 2—Ara§udonoylglycerol
Transport iosynthesis
P
MT3 Ssc.15694.1.51_at -1.00 Unclassified Unclassified Unclassified
Non-receptor Glucolraleogelznesm / P53 pathway by glucose
PRKAA2  Ssc.16257.1.51_at 125 serine/threonine rotein deprivation > AMP-
phosphorylation /

protein kinase

Stress response

activated protein kinase
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RYR2

TNNI3

TNNT2

TPM1

Ssc.16180.1.51_at

Ss¢.2589.1.51_at

Ssc.19141.1.51_at

Ssc.13956.2.51_a_at

-1.62

-1.17

-1.23

-1.26

Ligand-gated ion
channel / Cation
transport / Muscle
contraction

Non-motor actin
binding protein

Actin binding
motor protein

Actin binding
motor protein

Calcium mediated

signaling / Cation

transport / Muscle
contraction

Muscle contraction
/ Muscle
development

Muscle contraction

Muscle contraction
/ Muscle
development /
Cell structure /
Cell motility

Beta2 adrenergic
receptor signaling /
Betal adrenergic
receptor signaling

Calcium signaling /
Protein kinase A
signaling

Calcium signaling

Calcium signaling
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4. Transposici6 d'un pedicle adip6és d’origen
pericardiac sobre I'ICM en el model porci

41. Supervivéncia del model d'ICM

Tots els animals utilitzats en aquest estudi (20) van superar la fase
d’induccié d'IM i van arribar a terme en l'estudi. Aixi doncs, el model
porci d'ICM per implantacié de coil coronari a nivell marginal presentat
en aquest estudi ha tingut un 100% de supervivencia. Tot i aixi, 4 van ser
exclosos per diferents motius: un va presentar comunicacié (shunt)
arteriovenosa a nivell coronari, 2 van ser exclosos per tenir una arteria
marginal de baix diametre que va donar lloc a un infart dificilment
detectable i un va necessitar la implantacié de 2 coils per assolir I’oclusié
coronaria.

Per poder determinar que tots els animals de I'estudi havien patit
un IM d’iguals dimensions es van extraure mostres sanguinies a nivell
basal i 2 hores postinfart. No es van trobar diferencies entre els animals
controls i tractats en els nivells circulants de cITnl ni mioglobina
(0.05£0.03 ug/L vs. 0.16£0.06 ug/L, P=0.12; i 34.242.78 ug/L vs. 48.0£9.42

ug/L, P=0.16, respectivament).

4.2. Tractament quirargic de la transposici6 del pedicle adip6s
pericardiac en 'ICM

Transcorreguts 15 dies després de la induccié de I'IM, els animals
van ser sotmesos a la nova tecnica quirtrgica consistent en la
transposicié del pedicle adipds pericardiac sobre la superficie isquemica
cronica. Els animals pertanyents al grup control van ser intervinguts sota
les mateixes condicions tot i que el pedicle va ser escindit.

La intervencié quirdrgica es va dur a terme amb el protocol de
sedaci6, anestesia i analgesia anteriorment descrit. Els animals van ser
sotmesos a una toracotomia lateral esquerra en el quart espai intercostal
per poder accedir al cor i detectar la localitzaci6 de I'IM. Previament, tal
com ja s’havia realitzat en el model agut, es va procedir a la creacié del
pedicle adip6s pericardiac sense lesionar l'aportament sanguini propi
per garantir la seva viabilitat. El pedicle resultant es va reservar i
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seguidament es va identificar la lesi6 miocardiaca que va ser coberta
completament en tots els casos pel pedicle adipés adherit als marges sans
amb cola tissular (veure apartat 3.2.2. de la secci6 de Resultats). En els
animals control es va extraure el pedicle per a I'estudi in vitro.

4.3. Supervivéncia i viabilitat del nou tractament quirargic

Tal com ja havia quedat demostrat en el model agut d'IM, durant
les intervencions dels animals del model d'ICM no es van detectar
aritmies atrials ni ventriculars. Cal destacar que cap animal va morir per
I'aplicacié de la nova técnica quirargica presentada en aquest estudi.
Aixi doncs, podem afirmar que aquest metode ofereix un 100% en la
supervivencia dels individus.

Addicionalment, es va poder constatar que en el moment del
sacrifici tots els animals del grup tractament tenien perfectament adherit
el pedicle adipés pericardiac a la superficie miocardiaca infartada.

4.4. Analisi de la funcié ventricular amb RM cardiaca

Per a 'analisi de la funcié ventricular es van incloure 8 animals
control i 8 tractats. A tots els individus es va realitzar una mesura basal,
una segona 15 dies després de la inducci6 de l'infart i la darrera
transcorreguts 30 dies després de l'aplicacié del tractament, abans del
sacrifici. Inicialment es va comparar la FEVE, VS i VD entre els dos grups
a temps basal i seguidament a la induccié de l'infart.

Inicialment es va fer una analisi dels valors basals i 15 dies de la
inducci6é de l'infart, abans de l'aplicaci6é del tractament, per comprovar
que no hi havia diferéncies entre grups. Cap de les variables d’estudi va
mostrar diferencies entre els animals controls i tractats (Taula 4.4.a).
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Basal 15d Postinfart
Controls  Tractats P valor | Controls Tractats P valor

VS (ml) 25.6x14  25.02+1.2 0.74 | 25.07#2.20  27%£25 0.57
VD (ml) 48.9+19 45.19+19 0.19 47.73£2.8  48.3+2.9 0.89

FEVE (%) | 47.3+2.7 444421 0.41 47.8+2.7 447128 0.44

Taula 4.4.a. Valors finals dels volums sistolics (VS) i diastolics (VD) i de la fraccié d’ejeccio
(FEVE) a temps basal i 15 dies postinfart. Comparativa dels dos temps d’analisi dintre de cada grup
d’estudi amb el P valor resultant (t-Student).

Seguidament es va fer l'analisi de l'evolucié de la funcié
ventricular des dels 15 dies postinfart de miocardi fins a 45 dies (30 dies
de tractament) entre els dos grups. Inicialment es va realitzar una prova
t-Student comparant els dos temps d’analisi a cada grup d’estudi i com a
resultat es va poder constatar que, tant en els controls com en els tractats,
el volum diastolic augmentava significativament (P=0.001 i P=0.006,
respectivament) donant lloc a remodelat ventricular. Quant a I’analisi de
les mesures repetides en el temps comparant els dos grups d’estudi, no
es van establir diferencies significatives intragrups en cap de les
variables de I'estudi funcional.

4.5. Analisi morfométrica

L’analisi morfometrica es va obtenir mesurant 1’area que ocupava
I'IM respecte el ventricle esquerre. Mitjangant aquesta mesura es va
poder concloure que els animals del grup tractament tenien un IM menor
significativament respecte els controls. Al sacrifici la mida de I'infart dels
animals tractats era del 5.9+0.6% vs. el 8.7+1.1% que representava el grup
control, i la diferéncia va resultar ser estadisticament significativa amb
una P=0.039 (Figura 4.5.).
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Figura 4.5. Analisi morfometrica del model cronic. (A i B) imatges representatives de seccions
cardiaques d’animals control i tractat. A 'animal tractat queda indicat el pedicle adipds d’origen
pericardiac adherit a la superficie miocardiaca (fletxes). (C) Mesura del percentatge de l'area
infartada de ventricle esquerre (VE).*p=0.039 comparat amb el grup control.

L’analisi macroscopica de les seccions cardiaques va permetre
comprovar que la necrosi incloia gairebé la totalitat del gruix de la paret
ventricular en tots els casos i que, tant en els animals control com en els
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tractats, hi havia diposits de calci com a signe clar de cicatriu
miocardiaca cronica.

4.6. Fibrosi cicatricial i contingut de col-lagen

4.6.1. Fibrosi cicatricial

Mitjancant la tincié histologica tricromica de Masson es va poder
realitzar una analisi descriptiva de les caracteristiques de l'area
corresponent a I'IM i comparar-la entre grups. Com a resultat es va
poder comprovar que en el miocardi infartat dels porcs tractats hi havien
abundants illots de fibres musculars intactes (Figura 4.6.1.).

Figura 4.6.1. Tincié histologica tricromica de Masson del model cronic. (A i B) Seccions
histologiques representatives de 1'area d’infart d’un animal del grup control (A) i un de tractat (B).
(barra d’escala = 50 um).

4.6.2. Contingut de col-lagen

El contingut de col'lagen es va estudiar tant a la zona d’infart
com a la zona miocardiaca distal 30 dies després de la transposici6é del
pedicle adipds. Transcorregut aquest periode, el CTC no va mostrar
diferencies significatives entre els controls i els tractats ni a la zona
d’infart (33.0+2.5 vs. 34.1£1.9 respectivament; P=0.75) ni a la zona distal
(1.840.3 vs. 2.5+0.6 respectivament; P=0.30). Tampoc es van detectar
diferéncies pel que fa a I’analisi del col-lagen tipus I, tipus III ni la ratio
I/1II entre grups a cada zona (Taula 4.6.2.).
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Zona infart Zona distal

Controls Tractats P valor Controls Tractats P valor

Ratio I/I11 10.1+6.3 5.4+0.9 0.48 0.8+0.2 0.6+£0.2 0.51

Col-lagen I 20.7+41 27.7+#1.7 0.19 0.7+0.1 0.8+0.2 0.67

Col-lagen III | 12.243.8 6.4+1.1 0.22 1.1+0.2 1.7£0.5 0.34

Taula 4.6.2. Valors resultants de l'analisi del contingut de col-lagen en les diferents zones
d’estudi. Comparativa entre els dos grups d’estudi tant a la zona d’infart com a la zona distal amb el
P valor resultant (t-Student).

4.7. Connexions vasculars entre el pedicle pericardiac i el
miocardi infartat

Tal com ja estava descrit en el model agut d'IM, es va voler
determinar si també hi havia I'existéncia de connexions vasculars entre el
pedicle adipés i I'IM. Per aquest motiu es va realitzar un estudi
immunohistoquimic contra Isolectina B4, cTnl i Hoechst 33342 de la zona
que inclota la interfase pedicle-miocardi. Com a resultat es va poder
corroborar que també hi havia presencia de vasos Isolectina B4 positius
que comunicaven els dos teixits travessant el limit del pedicle i
endinsant-se a I’espessor del miocardi (Figura 4.7.).
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Figura 4.7. Connexions vasculars entre el pedicle adipés i el miocardi isquémic cronic de 30
dies d’evolucié. (A-D) Tinci6 immunohistoquimica contra cInl (vermell) amb Isolectina B4
(verd) i tinci6é nuclear amb Hoechst 33342 (blau) marcant els vasos sanguinis (fletxes) en el limit
(linia discontinua) entre el pedicle adipds (P) i el miocardi (M) (barra d’escala=50pm). (B i D)
Imatges amb zoom (630X) de les fotografies préeviament descrites on es pot observar clarament el
recorregut del vas sanguini (barra d’escala = 10 pm).

4.8. Area vascular miocardiaca i del pedicle adipos

Degut a la presencia de connexions vasculars, es va estudiar si
podien existir diferencies de vascularitzacié entre grups en el miocardi
infartat, a la zona periinfart i distal. Per aquest motiu es va fer una analisi
immunohistoquimica amb talls histologics de les zones esmentades
anteriorment amb incubacié amb Isolectina B4 i Hoechst 33342. Com a
resultat es va determinar que no hi havia diferéncies significatives entre
controls i tractats ni en la zona de l'infart (0.08+0.02 wvs. 0.09+0.07
respectivament; P=0.22), ni a la zona periinfart (0.27+0.07 vs. 0.23£0.07
respectivament; P=0.73) ni distalment (0.30+0.11 wvs. 0.34+0.06
respectivament; P=0.75) (Figura 4.8.1.).
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Tractat

Figura 4.8.1. Area vascular
miocardiaca del model cronic.
(A-F) Tinci6é
immunohistoquimica contra
Isolectina B4 (verd) marcant els
vasos sanguinis del miocardi
distal (A i B), zona d’infart (C i
D) i zona periinfart (E i F) en el
grup control i tractat (barra
d’escala = 20 um).

Pel que fa a I'estudi de la vascularitzacié del pedicle adip6s, es va
analitzar per poder valorar si hi havien diferencies entre la zona adjacent
a I'IM i la zona que estava adherida als marges de miocardi sa. Els
resultats de l'analisi van mostrar que no hi havia diferencia entre
ambdues zones (0.09£0.09 vs. 0.07£0.03 respectivament; P=0.83) (Figura
4.8.2.), tal com ja s’havia descrit en el model agut a 30 dies de seguiment.

144



Resultats

Figura 4.8.2. Area vascular del pedicle adipés pericardiac en el model cronic d’infart. (A-B)
Seccions representatives de la tincié immunohistoquimica contra Isolectina B4 (verd) marcant els
vasos sanguinis del pedicle en contacte amb el miocardi isquémic (A) i el pedicle adherit als
marges sans del miocardi (B) (barra d’escala =20 um).

4.9. Analisi de proliferaci6 cel-lular i endotelial

Mitjangant I'expressi6é de la proteina nuclear Ki67 propia de les
cel-lules en proliferacid, es va fer un estudi de proliferacié cel-lular a la
cicatriu cardiaca dels animals després de 30 dies de l'aplicaci6é del
tractament terapeutic. Addicionalment, es va valorar si hi havia
diferéncies entre els individus tractats i els controls a nivell de
proliferaci6 de cel-lules endotelials. Tot i que no s’havien trobat
diferéncies a nivell de densitat vascular si que s’havien localitzat
connexions vasculars entre el pedicle implantat i el miocardi isquémic.
Aquesta troballa va ser la ra6 de fer un estudi més profund i valorar si
afectava a la proliferacié endotelial dins la cicatriu cronica.
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Control Tractat

Figura 4.9. Imatges representatives de la zona d’infart d’un animal control (A) i un tractat (B) on es
detecta el marcatge d’Isolectina B4 (verd), Ki67 (vermell) i nuclis (blau) (barra d’escala = 20 um).

Es van analitzar 4 animals de cada grup i com a resultat no van
haver diferencies significatives entre els animals tractats i controls ni en
el nombre total de cel-lules proliferatives (9.13+2.25 wvs. 6.94%3.56,
respectivament) ni de cél-lules endotelials en proliferacié (5.69+2.41 vs.
4.38+2.63, respectivament) (Figura 4.9.).
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1. Estudi dels patrons temporals d’expressio
geénica de I'[M

En el present estudi s’han utilitzat els microarrays d’ADNc per
avaluar les alteracions en l'expressié genica en el context de I'IM per
donar a coneixer les bases moleculars subjacents d’aquesta patologia.
Més de 8000 seqiiencies d’ADNc diferents, corresponents a 6124 gens
tnics de la HGNC, han mostrat alteracio en la seva expressio génica en el
miocardi remodelat. Els patrons d’agrupament amb expressié genica
similar amb funcions relacionades han revelat l'existéncia d’empremtes
moleculars dels processos biologics associats amb 1'IM.

L’expressi6 genica ha estat analitzada en 3 punts temporals (6, 30
i 45 dies) després de la induccié de I'IM. La naturalesa i extensi6é de
I'expressié génica ha variat amb el temps. Quan 'oclusié coronaria té
una durada de 24 hores a varies setmanes, el miocardi lesionat respon
amb una major expressi6 de gens relacionats amb l'apoptosi, la
produccié de matriu extracel-lular i la disminucié de l'expressi¢ dels
gens relacionats amb la produccié energetica (Sehl et al. 2000; Stanton et
al. 2000; Jin et al. 2001; Lyn et al. 2000).

Amb aquest analisi ha estat possible identificar 22 gens
proapoptotics que estaven sobrexpressats i 22 antiapoptotics que han
quedat inhibits en tots els temps d’estudi.

Addicionalment, en aquest analisi d’expressié génica també ha
quedat inclos el miocardi distal (septe interventricular) per valorar si
patia alteracions géniques davant d'un IM localitzat i com a eina
comparativa amb el propi miocardi lesionat. Aquest darrer punt s’ha
basat en dades de microarray préviament publicades, les quals van
identificar una regi6 especifica d’expressié genica comparant la paret
lliure del ventricle esquerre amb el septe interventricular (Tschope et al.
2000; Sandmann et al. 2001; Chugh et al. 2003). Els resultats derivats del
present estudi realitzat en el model porci d'IM confirmen I'existencia
d’una marcada alteracié genica en el teixit infartat respecte el miocardi
distal. Tot i aixi, cal destacar que també ha estat detectada una alteraci6
en el miocardi distal respecte el miocardi amb condicié fisiologica
(animals sans).

149



Discussid

Es ampliament conegut que les dades d’expressi6, p.e. nivell de
mRNA, pot ser que no reflecteixin amb precisié els nivells de proteina
donat que pot tenir lloc el control de translacié i transduccié post-
processament (Peterson et al. 2000). A més, cal tenir en comte que
I'expressi6 proteica no sempre té una conseqiiencia fisiologica o
patologica. No obstant, I'ts de microarrays facilita I’exploracié sistematica
de I'expressi6 de gens a gran escala i proporciona una amplia informacié
referent a la fisiologia i patologia cardiaca.

Amb els resultats obtinguts i previament publicats (Lawrence et
al. 2000) cal destacar que les comparacions dels canvis d’expressi6 geénica
entre diferents models haurien de contribuir a una major comprensié de
la relacié entre els gens i les malalties. Els estudis centrats en el
descobriment de les vies de resposta especifica, la identificacié de factors
afavoridors de l'activaci6 de factors de proteccié genetica en els
cardiomiocits i els factors de regulacié negativa de lesions relacionades
amb els gens, han d’ésser una prioritat en el desenvolupament de noves
estrategies terapéutiques per a superar les conseqiiéncies perjudicials
d’un esdeveniment isquémic.
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2. Analisi de la pluripotencialitat de les
ceél-lules progenitores derivades de teixit
adip6s d’origen pericardiac

Al 2010 el nostre grup de recerca va descriure I'existéncia d’una
nova poblacié de cel-lules humanes d’origen mesenquimal en el teixit
adipdés (ATDPCs) epicardiac, situat a la base del cor (Bayes-Genis et al.
2010). Aquestes cel-lules van mostrar in vitro, sota condicions d’hipoxia,
I'expressié de factors proangiogenics (VEGF, TNF-a, bFGF i IL6) i van
formar estructures tubulars quan es cultivaven amb medi de
diferenciacié endotelial. Mitjancant citometria de flux es determinar que
les epiATDPCs presentaven un patré de marcadors de superficie similar
al de les cel-lules mesenquimals. També es va comprovar que a nivell
basal les epiATDPCs tenien major expressié de marcadors cardiacs, tant
a nivell d’ARN (Cx43, GATA4, a-actinina sarcomerica i SERCA2) com de
proteina (B-MHC, SERCA2, a-actinina sarcomerica, GATA4, Cx43 i
Tbx5), respecte les ATDPCs d’origen subcutani. D’altra banda, quan
aquestes cel-lules van ser trasplantades en un model muri d'IAM es va
observar una millora de la funcié ventricular i, a més, preservaven el
gruix de la paret ventricular isquémica. Addicionalment, I'administracié
d’aquest nou tipus cel-lular va augmentar el nombre de vasos a nivell de
la cicatriu cardiaca.

A partir d’aquests resultats publicats, com a segon objectiu de
I'estudi experimental d’aquesta Tesi es va basar en la cerca d'una nova
poblacié mesenquimal en el greix d’origen pericardiac i comparar-la amb
la poblacié de les epiATDPCs en el model porci. L'execucié d’aquest
objectiu era fonamental per a valorar si el teixit adipés d’origen
pericardiac podia ésser un bon candidat per a la transposicié del teixit en
forma de pedicle vascularitzat per a valorar el possible efecte beneficios
sobre la cicatriu miocardiaca.

Els resultats obtinguts de l'analisi de diferenciacié cap als
llinatges adipos, ossi i cartilaginés van demostrar que tant les ceél-lules
d’origen epicardiac com pericardiac no presentaven la capacitat de
diferenciacié adipogenica perd si es diferenciaven cap a osteocits i
condrocits. Pel que fa a la caracteritzacié fenotipica, els dos tipus
cel-lulars expressaven els mateixos marcadors de superficie que
corresponen al patré de marcadors de cel-lules mesenquimals. Les

151



Discussid

cel-lules eren positives per CD29, CD44, CD90 i CD105, mentre que no
expressaven CD14, CD34, CD45 ni CD106. Aquest patré va coincidir amb
el patr6 d’expressi6 descrit anteriorment en les ATDPCs humanes
(Bayes-Genis et al. 2010).

Donada I'existéncia de cel-lules d’origen mesenquimal en el teixit
adipds pericardiac es va considerar a aquest teixit com a bon candidat
per a la transposicié del teixit en forma de pedicle vascularitzat, per a
procedir a l'experimentacié in vivo en el model porci i valorar si la
transposicié d’aquest greix pericardiac sobre la cicatriu d’infart podria
generar beneficis terapéutics.
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3. Transposicio d'un pedicle adipés d’origen
pericardiac sobre 'IAM

En aquest tercer estudi s’ha examinat I'efecte d'un pedicle adipés
pericardiac transposat sobre la superficie miocardiaca isquémica en el
model porci. Els resultats obtinguts han mostrat que el pedicle, aillat de
la superficie pericardiaca, causa efectes beneficiosos sobre la funcié
cardiaca.

Aquests efectes poden ser explicats com a minim per tres
mecanismes diferents: primer, els volums ventriculars van resultar
menors en els animals tractats degut principalment a la reduccié de la
cicatriu de I'IM per part del pedicle i pels seus efectes directes en la
matriu extracel-lular del col-lagen del cor. Segon, lexisténcia de
connexions vasculars entre el pedicle transposat i el miocardi infartat.
Tercer, menor index d’apoptosi cel-lular en la zona periinfart dels
animals tractats que facilita major supervivéncia miocardiaca.

Les técniques actuals emprades per preservar el miocardi infartat
estan basades en la revascularitzaci6 de les arteries coronaries
epicardiaques afectades (Favaloro. 1968; Griintzig. 1978). Malgrat
l'existéncia d’aquests procediments terapeutics, el mal pronostic del xoc
cardiogenic resultant de 'AM segueix sent un repte important per als
cardiolegs i cirurgians cardiovasculars( Hochman et al. 1999; Goldberg et
al. 1999) sobretot en pacients en els que cap de les arteries patents estan
disponibles per a la seva revascularitzacié (Antman et al. 2004; Giugliano
et al. 2003).

Al llarg dels anys hi ha hagut diferents esforcos per
revascularitzar el miocardi isquémic, incloent la simple insercié de
I'arteria mamaria interna en un forat fet previament en el miocardi
anoxic (Unger et al. 1990) o en una perforacié transmiocardiaca amb laser
per permetre la perfusié miocardiaca, imitant els sinusoides propis dels
cors dels reptils (Stone et al. 2002). Desafortunadament, aquests dos
metodes van ser poc exitosos i nomes eren aplicables en una seleccié de
pacients amb patologies molt particulars.

La revascularitzaci6 dels organs alterats mitjancant empelts

vasculars ha estat duta a terme de manera més eficag¢ (Rocha et al. 2007;
Motegi et al. 2007). Basant-nos en aquests estudis previs, la investigacié
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mostrada en aquest projecte ha demostrat el desenvolupament de nous
vasos que comuniquen el pedicle vascularitzat amb el miocardi infartat.
Curiosament, en els animals pertanyents al grup sham aquestes
connexions no van ser localitzades i per tant, aquesta troballa demostra
que el dany tissular i la hipoxia miocardiaca exerceixen un gran estimul
per a la formacié de vascularitzacié col-lateral.

Anteriorment ja havien quedat ben descrites les diferents fases de
la nova formacié de vasos (Folkman et al. 1987). Amb la transposicié del
pedicle adipés als 6 dies d’evolucié de I'IM ja es detectaven microvasos
de nova formacié. Varis estudis suggereixen que la invasi6é de nous vasos
sanguinis dintre de diferents tipus de teixits té lloc entre el dies 2 i 7
(Morgan et al. 1982; Pevec et al. 1996) i per tant, el cronograma de
I'angiogenesi d’aquest estudi corrobora I'existéncia de les comunicacions
vasculars que apareixen en el model presentat en aquest projecte.
Aquesta nova vascularitzacié col-lateral pot millorar la tensié local
d’oxigen en el limit entre el pedicle i el miocardi i per tant, disminuir la
hipoxia tissular generada per I'IM.

D’altra banda, hi ha altres estudis que demostren l'aparicié de
cardiomiocits apoptotics en mostres miocardiaques de pacients que
havien mort després un IAM. Aquest patré apoptotic principalment
apareix en les zones de periinfart (Saraste et al. 1997; Veinot et al. 1997).
En el present estudi s’ha aportat més evidencies demostrant que la
transposicié del pedicle adip6s pericardiac millora els parametres de
funcié cardiaca, particularment la fracci6 d’ejeccio, i disminueix
significativament la mida de l'infart. Aquestes troballes en el grup
d’animals tractats poden ser explicades per la reduccié de la mort
cel-lular en el miocardi isquémic, com ha quedat demostrat en el grup
d’animals d'TAM sacrificats als 6 dies d’evolucié.

Molts estudis han demostrat que el teixit adipds perivascular i
d’origen miocardiac es comporta com una font d’hormones conegudes,
les quals generen efectes autocrins, paracrins i endocrins importants
(Ahima et al. 2000). Aquestes hormones podrien participar en el benefici
inicial del pedicle, tot i que en aquest estudi no hem pogut obtenir
mostres del dia a dia per a confirmar aquesta hipotesi. Hi ha estudis que
descriuen que les hormones derivades del teixit adipds poden oferir
efectes cardioprotectors contra la isquémia, incloent l’atenuacié de
I'apoptosi dels cardiomiocits, disminucié de la mida de l'infart i la
modulaci6 de la ratio I/III de col-lagen (Sweeney. 2010).
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Usant la llum polaritzada s’ha pogut detectar canvis en
I'organitzacié estructural del col'lagen durant la maduraci6 de la
cicatritzaci6. Les dades del col-lagen tipus I i IIl en la cicatriu és
consistent amb altres treballs descriptius del procés de cicatritzaci6
(Whittaker et al. 1989).

L’increment de la quantitat de col-lagen tipus III és propi del
procés de cicatritzaci6, i la presencia de fibres tipus III és un fet
important per a la disminucié subseqiient de les fibres tipus I. Als
animals del grup tractament s’han identificat major nombre de fibres III a
dia 6 d’evolucié. El mecanisme pel qual el pedicle adipés modula la
maduracié de la cicatriu encara resta incognit; tot i que la modulacié de
la matriu col-lagena pot tenir implicacions importants sobre el benefici
observat mitjancant la transposicié pedicular. El remodelat ventricular
després d’un infart es caracteritza per un canvi en la proporcié dels
col-lagens tipus I i III, amb un increment en la ratio I/III (Marijianowski
et al. 1995). El col-lagen tipus III proporciona una estructura idonia per
I'alineacié de les fibres tipus I, essencials per mantenir la forma i
contribuir a la rigidesa passiva i activa del miocardi (Weber. 1989)
limitant el remodelat dels ventricles. De fet, als experiments presentats
en aquest treball, s’ha detectat menor remodelat i menys retencié de
contrast de gadolini en els animals tractats.

La revascularitzaci6 arterial coronaria és el tractament més efectiu
després d'un IM, i tota la resta de procediments per preservar el
miocardi, incloent la present intervencié quirtrgica, han de ser
considerats quan la revascularitzacié (per via percutania o quirtargica) no
és possible. El gran inconvenient de la intervencié de la transposici¢ del
pedicle adipds, en termes d’aplicabilitat clinica potencial, és la necessitat
de realitzar una toracotomia per accedir al cor. Per tant, seria convenient
1"Gs de la toracoscopia per a garantir una cirurgia de minima invasi6.

En conclusi6, la transposici6 d'un pedicle adipés d’origen
pericardiac ofereix efectes beneficiosos sobre la funcié cardiaca després
de I'TAM en el model porci. L’aplicacié del pedicle vascularitzat limita el
remodelat ventricular donat la reduccié de la mida de la cicatriu cardiaca
mediat per un major aportacié6 sanguinia. Malgrat no s’ha observat ni
esperat la recuperacié completa de la disfuncié miocardiaca després de la
transposicié pedicular, aquest estudi pot ser emprat com a prova de
principi mitjancant 1’aplicacié d’un pedicle vascularitzat per a preservar
el muscul cardiac en el marc de I'IM.
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4. Transposici6 d'un pedicle adip6és d’origen
pericardiac sobre 'ICM

Aquest quart estudi fa referencia als resultats obtinguts de la
transposicié d"un pedicle adipés vascularitzat d’origen pericardiac sobre
la cicatriu resultant d'un ICM. Les dades obtingudes de Il’analisi
histologica mostren que la transposicié de dit pedicle ofereix efectes
beneficiosos el en ICM reduint la mida de I'infart. Tanmateix, també han
pogut identificar-se la presencia de connexions vasculars entre el pedicle
adip6s transposat i el miocardi infartat.

Els mecanismes que podrien explicar aquests efectes sén poc
coneguts i podrien ser de caracter multifactorial. Primerament, aquesta
vascularitzacié colateral de nova formacié pot millorar la tensié local
d’oxigen en el limit entre el miocardi infartat i el pedicle adipés i, per
tant, reduir la hipoxia tissular existent. En segon lloc, sabent que el teixit
adipds es comporta com una font molt rica en cel-lules progenitores,
aquestes podrien migrar des del greix fins el miocardi. De fet, hi ha
moltes evidencies de que el teixit adipds és un reservori de cel-lules
progenitores i, particularment, d’aquelles que tenen caracter
mesenquimal (Zuk et al. 2002; Dicker et al. 2005; Izadpanah et al. 2006). A
més, recentment dins el greix cardiac han estat identificats diferents
subtipus de cel-lules progenitores caracteritzades per tenir un fenotip
cardiac capaces de diferenciar-se in vitro en cel-lules miocardiaques i
endotelials, perdé no en adipocits (Bayes-Genis et al. 2010). Quan aquests
progenitors cardiacs soén trasplantats en el miocardi isquemic en models
de rata i ratoli d'IM, les ceél-lules injectades expressen marcadors cardiacs
(troponina I, a-actinina sarcomerica) i endotelials (CD31), hi ha un
increment de la vascularitzacio i la mida de l'infart es redueix en ambdoés
models.

En aquest estudi ha estat impossible marcar i seguir les cel-lules
del pedicle adip6és donat que es tracta d'un flap connectat a nivell
vascular amb el miocardi i no pot ésser explantat. Addicionalment,
tampoc s’ha pogut demostrar I'existencia de regeneracié cardiaca, tot i
aixi s’ha detectat una reducci6 de la mida de l'infart de manera
significativa. Com que les adipocines alliberades pel pedicle adipés tenen
efectes positius a nivell local és possible que aquest efecte pugui
considerar-se com un mecanisme alternatiu als anteriorment esmentats.
Molts estudis ha descrit que el teixit adipds perivascular i el miocardi es
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comporten com a fonts hormonals, les quals poden garantir efectes
endocrins, paracrins i autocrins (Ahima et al. 2000). Aquestes hormones
podrien participar en I'efecte beneficids que aporta el pedicle adip6s, tot i
que en aquest treball no s’ha pogut determinar donat la impossibilitat
d’obtenir mostres dia rere dia per confirmar aquests efectes. No obstant
aixo0, hi ha gran evidencia que les hormones secretades pel teixit adipos
poden tenir efectes cardioprotectors contra la isquemia, incloent
I'atenuacié de 'apoptosi dels cardiomiocits, la reduccié de la mida de
I'infart i la modulacié de la ratio de col-lagen I/III (Sweeney. 2010).

La revascularitzacioé terapéutica ofereix una gran promesa per al
tractament de la isquémia miocardiaca. El VEGF, PLGF i altres factors de
creixement en models animals han mostrat resultats satisfactoris en el
camp de la revascularitzacié. Malgrat tot, no estan exempts de reaccions
adverses (formacié d’edema, hipotensi6, estimulacié de cel-lules
tumorals latents) i el benefici obtingut en els estudis clinics ha estat
bastant modest (Loges et al. 2009; Maulik et al. 2008). Per aquest motiu,
terapies alternatives com la transposicié6 d'un pedicle adip6s han de ser
avaluades per verificar la seva utilitat. Si resultés d’aquesta manera, el
seu pas a la practica clinica podria donar-se relativament rapid, doncs la
intervencié tecnicament és simple, no requereix cap material addicional
ni cap despesa econdmica important i no comporta cap consideracio6 etica
ni social que pugui rebutjar el seu Gs. De fet, als inicis dels 40, Beck i els
seus col-legues, en la recerca de terapies alternatives per tractar la
malaltia isquemica cardiaca, van proposar nombrosos teixits disponibles
a la cavitat toracica, com el pericardi, el greix mediastinic i la paret
toracica per a revascularitzar el miocardi. En tots els casos es van
observar comunicacions extracoronaries produides pels empelts tissulars
cap al miocardi (Beck. 1943).

A nivell funcional no s’han trobat beneficis significatius entre els
animals tractats i els controls. Davant d’aquest resultat, s"han considerat
tres possibles explicacions per la manca del benefici funcional.
Primerament, l'infart induit per la implantacié del coil en la branca
marginal de l'arteria coronaria circumflexa era relativament petit i per
tant els canvis en el pla funcional han resultat molt poc notables per a
poder valorar millories significatives. De fet, no s"han detectat aritmies ni
esdeveniments letals en aquesta serie d’estudi. En segon lloc, per detectar
canvis substancials s’hauria de realitzar aquesta nova terapia en una
poblaci6 més nombrosa. La RM cardiaca s’ha convertit en la tecnica
estandard per avaluar la funci6 i els volums cardiacs degut a la seva gran
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reproductibilitat. Aquesta tecnica permet, en comparaci6 amb
I'ecocardiografia, una reducci6 considerable al nimero d’animals
necessaris per provar una hipotesi en la recerca de canvis en els
parametres de remodelat ventricular (Bellenger et al. 2000). Finalment, no
podem excloure canvis funcionals a nivell local donat que la contractilitat
regional no ha pogut ser avaluada.

Com a conclusi6, el pedicle adipés pericardiac aplicat a la
superficie isquemica cronica en el model porci redueix la mida de I'IM i
actua com a suport vascular pel miocardi necrotic. Tot i que no s’observa
ni s’espera una recuperacié completa de la disfuncié cardiaca després de
la transposicié pedicular, aquest estudi pot ser efectiu com a prova de
principi basada en un pedicle vascular en la malaltia d'IM cronic. Per
aquest motiu, han de dur-se a terme noves estrategies terapeutiques per
potenciar l'efecte del pedicle adip6és com l'administracié simultania de
factors de creixement i/ o cel-lules mare en estudis futurs.
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Conclusions

La realitzaci6 d’aquest treball de tesi doctoral ha donat com a
fruit les segtients conclusions:

1. S’ha descrit el mapa genétic evolutiu derivat dins el marc d’infart
de miocardi porci per a oferir una nova eina pels estudis genetics
de patologia coronaria.

2. Sha identificat, aillat i caracteritzat una nova poblacié cel-lular
mesenquimal derivada del teixit adipds pericardiac porci.

3. La transposicié d'un pedicle adipés vascularitzat pericardiac sobre la
superficie isquémica aguda miocardiaca redueix la mida de l'infart de
miocardi, disminueix l'apoptosi miocardiaca i genera connexions
vasculars entre el pedicle i el miocardi infartat evitant el remodelat
ventricular advers, en el model porci.

4. La transposicié d'un pedicle adipés vascularitzat pericardiac sobre la
superficie isquémica cronica miocardiaca redueix la mida de l'infart de
miocardi i genera connexions vasculars entre el pedicle i el miocardi
infartat, en el model porci.
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Barcelona, 7 de juliol de 2006

El Comité d’Etica d’Experimentacié Animal de la Unitat d’Experimentacié Animal (UEA) de
“I’Institut Catala de Ciencies Cardiovasculars (ICCC)” ha avaluat el procediment ICCC-015 titulat
“Implantacié de membranes de teixit adipds epicardic per al tractament de I’infart de miocardi en el
model porci” presentat per ’investigador principal Dr. Jordi Farré, i ha conclos la seva idoneitat d’acord
al benestar animal, model experimental, disseny i objectius de l’estudi, i minim nombre possible

d’animals emprats.

Sonia Sanchez Gomez

Responsable en Benestar Animal de 'UEA
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Aims

Methods
and results

Coronary artery occlusion is associated with the risk of ventricular remodelling, heart failure, and cardiogenic shock.
Novel strategies are sought to treat these ominous complications. We examined the effect of a pericardial-derived fat
flap secured over an acute infarct caused by coronary occlusion.

A novel intervention consisting of the pericardial isolation of a vascularized adipose flap and its transposition fully
covering acute infarcted myocardium was developed in the swine model of coronary artery ligation (n = 52). Left
ventricular (LV) ejection fraction and LV end-diastolic and end-systolic volumes were assessed using magnetic reson-
ance imaging (MRI). Infarct size and gene expression analysis were performed on Day 6 and 1 month. Histological
changes, collagen volume fraction (CVF), and vascular density were also evaluated on postmortem sections. One
month after the intervention, a 18.8% increase in LV ejection fraction (P = 0.007), and significant reductions in LV
end-systolic (P = 0.009) and LV end-diastolic volumes (P = 0.03) were found in treated animals compared with
the control-MI group. At Day 6, histopathology confirmed a significant infarct size reduction (P = 0.018), the pres-
ence of vascular connections at the flap-myocardium interface, and less apoptosis in the infarct border zone com-
pared with control animals (P < 0.001). Up-regulation of genes involved in cell cycle progression, cellular growth
and proliferation, and angiogenesis were identified within the flap.

Conclusions Our results indicate that a vascular fat flap exerts beneficial effects on LV function and limits myocardial remodelling.
Future studies must confirm whether these findings provide an alternative therapeutic approach for myocardial
salvage after infarction.

Keywords Infarction e Ventricular function e Cardiovascular surgery e Fibrosis

1. Introduction

Rapid and complete reperfusion of the blocked artery following acute
myocardial infarction (MI) is critical to minimize myocardial necrosis
and optimize cardiac repair." Therapies to lyse the blood clot® and
revascularize the stenotic arteries® are effective treatments for
acute Ml. Nevertheless, frequently before reperfusion can be achieved
or even arterial revascularization has been accomplished, cell necrosis
initiates a process of adverse ventricular remodelling, leading to
chamber dilatation, contractile dysfunction, and eventually cardiogenic
shock.>¢ Cardiogenic shock complicates 7—10% of cases of acute Ml

and is associated with a 70-80% mortality rate.” Novel therapeutic
approaches for this condition are actively sought.

To improve cardiac function recovery after infarction, engineered
heart tissue® "%, or autologous vascularized tissue flaps may be effec-
tive techniques to limit tissue damage. Omentum flaps have been
applied to heal anastomoses considered at risk for dehiscence,"
and the transposition of latissimus dorsi covering the left ventricle
has been tested in patients with refractory heart failure.'

In this study, we transposed a pericardial-derived adipose flap over
an infarct-related coronary artery region in pigs. Here, we provide
‘proof of principle’ evidence of histological and functional benefit, as

* Corresponding author. Tel: 434 93 4978662; fax: +34 93 4978654, Email: cgalvezmonton@gmail.com

' C.G.-M. and C.P.-V. contributed equally to this work.

Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2011. For permissions please email: journals.permissions@oup.com.
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well as the potential mechanisms of pericardial adipose flap-aided
myocardial salvage after acute coronary occlusion.

2. Methods

This study was approved by the Animal Experimentation Unit Ethical
Committee of the Catalan Institute of Cardiovascular Sciences (ICCC)
and complies with all guidelines concerning the use of animals in research
and teaching as defined by the Guide For the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH Publication No. 80-23, revised 1996).

2.1 Myocardial infarction model

For this study, 52 female crossbreed Landrace X Large White pigs (30—
40 kg) were premedicated with azaperone (10 mg/kg, IM; Stresnil®,
Laboratorios Dr Esteve, Barcelona, Spain) followed by pentobarbital
sodium (15 mg/kg, IV; Tiobarbital® 1g B.Braun, Barcelona, Spain).
Animals underwent endotracheal intubation, and anaesthesia was main-
tained by 2% isoflurane inhalation. Fentanyl (0.75 mg/kg/45 min, IV; Fenta-
nest®, Kern Pharma, Barcelona, Spain) and a 1.5mg/kg atracurium
besylate bolus (Tracrium®, GlaxoSmithKline, London, UK) were given
during intervention. Acute Ml was induced by a double-ligation (Prolene
5/0 W8556 12-S, Ethicon, Inc., Sommerville, NJ, USA) of the first marginal
branch of the circumflex artery, 1.5 cm distal from the atrioventricular
groove. Transposition of pericardial adipose flap was performed in the
treated group within 30 min after Ml induction. In control-MI animals,
excision and removal of pericardium and fat preceded coronary occlusion.
Tulatromicin (2.5 mg/kg, IM; Draxxin®, Pfizer Animal Health, Madrid,
Spain) was administered at the end of the intervention and a transdermal
fentanyl patch was applied to allow analgesic post-operative care (Duro-
gesic®, Janssen-Cilag, Madrid, Spain). All surgical procedures were done
under monitoring conditions with ECG registration and measures of cap-
nography, pulse oximetry, non-invasive arterial blood pressure and
temperature.

Animals were randomly distributed into 6-day (n = 6 control-MI and
n =7 treated) or 1-month (n= 17 control-Ml and n= 16 treated)
groups after MI. A subgroup of 1-month pigs (n = 7 control-Ml and n =
6 treated) underwent magnetic resonance imaging (MRI) at multiple
time points (baseline, 2 h and 1 month after Ml) to assess functional
recovery. Three additional control-sham pigs (no MI induction) were
sacrificed at 1 month to account for related fat flap changes.

2.2 Pericardial-derived adipose flap
intervention

Under sterile conditions, thoracotomy was performed on the fourth left
intercostal space to expose the heart, initially covered by the pericardium
and pericardial fat (Figure 1A). Using dissection scissors, the pericardial
adipose tissue was easily detached, maintaining its vascularization to
create the adipose flap (Figure 1B and C). Then, the pericardium was par-
tially excised and the outer surface of the cardiac chambers exposed.
After 30 min of Ml induction (Figure 1D), myocardium in the affected
region became reddish purple and pericardial adipose flap was gently dis-
placed, to fully cover the ischaemic zone (Figure 1E). To secure the flap,
edges were sealed to the myocardial healthy zones using 0.1-0.2 mL of
cyanoacrylic-based surgical glue (co-monomer of N-butyl-2-cyanoacrylate
and metacryloxysulpholane; Glubran®2, Cardiolink, Barcelona, Spain)
(Figure 1F). Figure 1G—K schematically illustrates the sequence of events
involved during the pericardial fat flap intervention.

2.3 MRI

Cardiac MRI was performed at 1.5 T (Intera, Philips, Best, The Nether-
lands) using a phased-array cardiac coil by investigators blinded to the
treatment arm. All images were acquired in apnoea with ECG gating.

2.4 Morphometric, histological, and
immunohistochemical analysis

After being premedicated, all animals were sacrificed with an intravenous
injection of potassium chloride solution. Left ventricular (LV) infarct size
was blindly measured in digitally photographed transverse heart sections
from 1 cm distally to coronary ligation. Biopsies from infarct core, infarct
border and remote myocardium were taken and fixed in 10% buffered for-
malin or flash frozen in liquid nitrogen. Masson’s Trichrome was performed
for the primary histological examination. A polarized light microscope was
used to measure collagen types | and lll on randomly selected Sirius red-
stained sections from both infarct core and remote zones."® Vessel area
was blindly assessed by measuring Isolectin-B4-stained (Vectors Labs, Peter-
borough, UK) vessels in infarct core, border, and remote zones from Day 6
and 1-month groups. Moreover, vessel area within the fat flap was analysed:
adipose tissue covering the infarct and that in contact with healthy myocar-
dium. Apoptosis was analysed in infarct core and border zones from 6-day
group, using an in situ cell death detection kit (Roche Diagnostics, Barcelona,
Spain). Quantitative morphometric and histological measurements were
completed with Image-Pro Plus software (6.2.1 version; Media Cybernetics,
Inc., Bethesda, MD, USA).

2.5 Microarray gene expression and analysis

To detect changes in gene expression profile due to pericardial adipose
flap intervention, 36 paired tissue samples from both groups were ana-
lysed: infarct core, remote zone, pericardial flap from treated animals,
and pericardial adipose tissue from control-MI. Here, we compared
gene expression in control-Ml pericardial adipose tissue and transposed
flap from treated animals both at 6 days and at 1 month after intervention.
Moreover, we analysed gene expression in myocardial infarct tissue from
control-MI and treated animals at both indicated time points.

Microarray expression profiles were obtained using the Affymetrix
GeneChip® Porcine Genome Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
Briefly, 200 ng of total RNA from each sample was processed, labelled,
and hybridized to GeneChip® according to the Affymetrix GeneChip®
3" IVT Express Kit User Manual. For functional analysis, lists of differen-
tially regulated probe sets were uploaded into the Ingenuity Pathway
Analysis online tool (IPA 8.0, Ingenuity System, Inc., www.ingenuity.com).

2.6 Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. All analyses were performed with
SPSS (15.0.1 version, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Differences between
groups were compared using Student’s t-test or one-way ANOVA for
multiple comparisons, with Tukey’s test for the post hoc analysis. MRI
data were analysed as repeated measures using ANOVA with the Green-
house—Geisser correction. Values of P < 0.05 were considered signifi-
cant. Microarray data analysis was performed using R and Bioconductor,
with an RMA-normalization and non-specific filtering, and limma (linear
models for microarray data) package with the false discovery rate correc-
tion for the detection of differentially expressed genes.

3. Results

Six out of 52 infarcted pigs died during Ml induction (4 due to ventri-
cular fibrillation and 2 asystole). No atrial or ventricular arrhythmias
were detected during intervention in surviving animals. In all treated
pigs, cardiac examination upon sacrifice showed the fat flap covering
the infarct area. Serial blood samples were obtained for cardiac bio-
markers to measure acute myocardial damage. Remarkably, no signifi-
cant differences in the circulating levels of cardiac troponin | (cTnl)
and myoglobin were found between treated and control-Ml animals
(09402 vs. 0.7+03pgl, P=056; and 451.7 + 101.2 vs.
4253 + 87.7 pg/L, P = 0.85, respectively).
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Figure 1 Pericardial-derived adipose flap intervention. (A) A left thoracotomy exposes the heart and permits fat identification (dotted line).
(B and C) Pericardial adipose tissue is dissected to create the flap (arrows). (D) After partial pericardiectomy, Ml is performed by a coronary
artery ligation (asterisk). (E and F) The pericardial adipose flap is transposed onto the infarct area and the flap glued on healthy edges, covering
the ischaemic myocardium. (G—K), Schematic illustrations of the steps involved in pericardial flap intervention are shown. Left atrium (LA); left ven-

tricle (LV).

3.1 Ventricular function

Baseline left ventricular ejection fraction (LVEF) was similar between
groups (P = 0.49). In control-Ml, no significant changes were found
between 2h and 1 month (P=0.24) (Supplementary material
online, Table S2). In contrast, the LVEF increased from 38.9 + 5.1%
post-Ml to 57.7 4+ 3.4% before euthanasia in treated animals (P <
0.001). The LVEF improvement was five-fold higher in treated com-
pared with control-Ml animals (18.8 + 6.3 vs. 4.1 + 6.2%; P=
0.007) (Figure 2A). Delayed enhancement images, acquired before
sacrifice, confirmed infarct size was substantially smaller in treated
pigs (Figure 2B).

Analysis of ventricular volumes also showed a beneficial remodelling
effect in the adipose flap group. In treated animals, end-systolic volume
(ESV) significantly decreased between post-Ml and 1 month without sig-
nificant changes over time in end-diastolic volume (EDV) (Supplemen-
tary material online, Table $2). In control-Ml pigs, ESV showed tendency
to increase and EDV significantly increased between 2 h and 1 month
due to adverse LV remodelling (see Supplementary material online,
Table S2). Comparison between groups showed significant volume
differences over time (—9.1 + 6.6 vs. 4.6 + 5.6 mL; P=0.009 and
—9.1+85vs.42 + 74 mL; P=0.03, for ESV and EDV in treated vs.
control-Ml, respectively) (Figure 2C and D).



Page 4 of 9

C. Galvez-Montén et al.

b

B TSE Post-MI 1 month

Control-M| Treated
70
60 3
2 01} é :
=2
E 40 {
4 30
=!' 20
46.5 50.6 38.9 57.7
10 1 (4.9) (4.5) 1(5.1) (3.4)
0
Post-MI ' 1 month Post-MI ' 1 month
— a=41(62) — ' a=188(63)*
C Control-MI Treated D Control-MI Treated
50 100
40 \. 80 &
Tuly 24 11 }gaof%*igq{
& 20 2 40
w w
104277 323 | 33.7 24.6 204 614 656 | 67.2 58.1
4.1) (24) | (5.3) (5.4) (7.3) (4.6) |[(10.2) (12.3)
0 o]
Post-M| 1 month Post-MI 1 month Post-MI ' 1 month Post-Ml ' 1month

L— A=46(56) — L A=-9.1(6.6)* -

L A=42(74) — L A=-9.1(8.5)* —

Figure 2 Cardiac function analysis by MRI. (A) LVEF at 2 h and 1 month after Ml in control-MI and treated pigs. Data for individual animals (dots) and
mean (£ SEM) (diamonds) are showed. (B) Representative turbo-spin-echo (TSE) and T1 short-axis delayed enhancement images for each group. TSE
shows, in bright white, the attached adipose flap position in the treated animal (arrowheads). T1 short-axis images reveal healthy (black) and infarcted
myocardium (white) at indicated time points. (C and D) End-systolic volume (ESV) and end-diastolic volume (EDV) at 2 h and 1 month post-MI. Data
for individual pigs (dots) and mean (4 SEM) (diamonds) are represented. (*P = 0.007, **P = 0.009, and *P = 0.03 vs. control-MI group).

3.2 Scar maturation and collagen content
A set of experiments was done to analyse gross histopathological
changes (n = 33 pigs). Thirteen swine were euthanized 6 days after
ML In control-MI animals, myocardial necrosis involved nearly the
full thickness of the ventricular wall in all cases with abundant red
blood cell extravasation (Figure 3A). Light microscopy revealed loss
of cross striations with appearance of focal hyalinization and intersti-
tial tissue oedema (Figure 3E). In contrast, all treated animals devel-
oped non-transmural infarcts (Figure 3B), and only one had
scattered zones of macroscopic haemorrhage. Histologically, less
oedema and a greater amount of salvaged myocardial tissue was
observed in treated animals (Figure 3F). Morphometry revealed that
LV infarct area was significantly smaller in treated compared with
control-Ml pigs (5.1 + 1.4 vs. 12.9 + 3.6%; P = 0.018) (Figure 3I).

At 1-month after Ml a layer of viable subendocardium (that derives
its oxygen directly from the ventricular cavity) was often present in all
animals (Figure 3C and D). The necrotic muscle fibres and extravasated
red cells were dissolved. At this stage, the infarcted area converted
into a firm connective tissue scar in control-MI| animals (Figure 3G).
Interspersed intact muscle fibres were found more abundantly
and LV infarct area was smaller in treated pigs (4.4 + 2.3 vs. 7.7 +
3%; P =0.049) (Figure 3H and J).

Collagen content was measured in infarct core and remote myocar-
dium (Figure 4A—E). On Day 6 after MI, collagen volume fraction (CVF)
at the infarct core was 2.4 4+ 0.4% in treated and 7.5 4+ 0.5% in
control-Ml pigs (P < 0.001). Collagen type Ill accounted for only 7%
of extracellular matrix in control-Ml group while it rose up to 33% of

total collagen in treated animals. At the remote myocardium, CVF
was 0.4 + 0.1% in treated and 1.8 £+ 0.6% in control-MI pigs (P =
0.014) (Figure 4E). After 1 month, the mature fibrous scar characteristics
were similar among groups (CVF: 53.7 + 14.5 vs. 43.8 + 13.2%; P =
0.67; collagen type I: 91.4 + 10.8 vs. 87.9 + 10.8%; P = 0.96; and col-
lagen type lll: 8.6 + 10.8 vs. 12.1 + 10.8%; P = 0.96).

3.3 Vascular connections in the
flap-myocardium boundary
We studied whether vascularization processes participated in the
benefit obtained by the adipose flap. As early as 6 days after treat-
ment, lectin-positive microvessels connecting the vascular flap with
the underlying myocardium became apparent (Figure 5A and B).
Remarkably, in control-sham pigs (fat flap applied on top on non-
infarcted myocardium) these connections were not identified (data
not shown). Interestingly, the flap intimately contacting the acutely
ischaemic myocardium became intensely vascularized. Vessel area at
the flap increased eight-fold compared with unstimulated fat
(flap edges covering healthy myocardium) (2.4 + 0.9 vs. 0.3 + 0.2%;
P < 0.001) (Figure 5C—E). In myocardial tissue samples, comparison
of the control-Ml and treated group revealed no differences
in vessel density in infarct, remote, and border zones at 6 days
(P = 092, P=0.57, and P = 0.33, respectively) and after 1 month
(P=0.3, P=0.18, and P = 0.55, respectively).

Increased vascular supply might enhance cell viability. Here, we
found at Day 6, a significant reduction in apoptotic cells in the
infarct border zone of animals receiving the flap treatment (18 +
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Figure 3 Morpho-histological analysis. (A—D) Representative photographs of heart sections from control-MI and treated animals of both groups. In
treated pigs, the attached pericardial adipose flap is indicated (arrowheads). Enlarged images (scale bar = 1 cm) and Masson’s Trichrome staining
(E-H) (scale bar =50 wm) of heart slices show the infarct area reduction in treated animals at both time points. (I and J) Percentage of LV
infarct area measured in pig hearts both on 6-day and 1-month groups. (*P = 0.018 and **P = 0.049).

20 vs. 64 + 17%; P < 0.001) (Figure 5F and G). Within the infarct core,
a very limited number of cells undergoing apoptosis were identified in
both treated (Figure 5I) and control-MI (Figure 5H) animals (24 + 27
vs. 12 + 16%; P = 0.4) (Figure 5J).

3.4 Gene expression analysis

Finally, we analysed mRNA expression at 6-day and 1-month groups.
Of ~11 265 annotated genes interrogated, 81 genes showed differen-
tial regulation by the treatment in at least one condition (Figure 6A and
B). In the pericardial adipose tissue at Day 6, 13 unique regulated
genes were increased and 10 were decreased; at 1 month, 2 unique
regulated genes were increased and 13 were decreased; moreover,
10 of the 38 total regulated genes in adipose tissue were altered on
both 6-day and 1-month groups (Figure 6A; Supplementary material
online, Table STA—C). Remarkably, all 10 of these common genes,
which correspond mostly with transcripts encoding acute phase
response proteins, were up-regulated on Day 6 and down-regulated
at 1 month (Supplementary material online, Table S1B).

To elucidate which adipokines might participate in the beneficial
effect exerted by the flap, we analysed the expression pattern of 56
adipose tissue-related target genes. Comparing stimulated vs. non-
stimulated flap, we found 19 related genes interrogated in microarray
data, most of them up-regulated (FGF-2, IGF-1, VEGF, TGFB3, TF,
IL-18, a2-macroglobulin, VCAM-1, ICAM-1, fibronectin, lysyl
oxidase, and apelin). Additionally, we only detected VEGF expression
by immunohistochemistry in the stimulated-pericardial adipose flap

(see Supplementary material online, Figure S1). In infarct core tissue,
15 unique regulated genes were detected on Day 6; 5 were
up-regulated and the remaining down-regulated (Figure 6B; Sup-
plementary material online, Table S1D). At 1 month, 18 unique regu-
lated genes were detected; the majority of them was down-regulated
and only 2 were increased (Figure 6B; Supplementary material online,
Table STE). No common genes were found at the two studied time
points in infarct core tissue.

Furthermore, IPA identified top genes and functions, and canonical
pathways associated with the differentially expressed genes for each
comparison analysed. Interestingly, in pericardial adipose tissue,
early transcriptional response on Day 6 was dominated by
up-regulation of genes involved in cell cycle progression, cellular
growth and proliferation, and angiogenesis and blood vessel develop-
ment (Figure 6C). In addition, those involved in cellular movement and
inflammatory response were also up-regulated (Figure 6C).

4. Discussion

In this study, we examined the effect of a vascular adipose flap
wrapped around oxygen-deprived myocardium in the porcine
model. Our data show that a vascularized adipose flap, isolated
from the pericardial surface, exerts beneficial effects on LV function.
These effects may be partly explained by at least three mechanisms:
First, LV volumes were smaller in treated animals, mainly due to
reduction in the infarct scar by the flap, and also by direct effects



Page 6 of 9

C. Galvez-Montén et al.

E 1i5- O Control-MI
ke B Treated
—_— 10 *
&
w **k
= -
U 5 - #
0 |
Infarct Remote
core myocardium

Figure 4 Myocardial fibrosis at Day 6 post-MI. (A—D) Representa-
tive images of Sirius red-staining distinguishing collagen (red) and
cardiac muscle (yellow) in infarct core and remote myocardium sec-
tions from both groups. (A'—D’) Polarized light microscopy images
exhibit collagen | (red/yellow) and collagen Ill (green) fibrils in the
same sections (scale bar =50 um). (E) Collagen volume fraction
(CVF) in percentage measured on polarized light images
(*P < 0.001, *¥*P = 0.001, and #P = 0.014).

on the collagen network of the heart. Second, vascular communi-
cations developed between the transposed adipose flap and the reci-
pient ischaemic bed. Finally, the former might contribute to cell
survival in the infarct border after implantation.

Current techniques used to salvage infarcted myocardium rely on
the revascularization of the major epicardial coronary arteries.’>*
However, the adverse prognosis of cardiogenic shock resulting from

acute Ml remains a major challenge for cardiologists and
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Figure 5 Microvessels at the fat flap—ischaemic myocardium inter-
face and apoptosis in myocardium 6 days after intervention. (A and B)
Immunohistofluorescence against cTnl (red) with Isolectin-B4 (green)
and nuclei-Hoechst 33342 (blue) staining shows vascular tubes
(arrows) connecting the pericardial adipose flap (PAF) and the myo-
cardium (Myo) boundary (dotted line) (scale bar = 50 wm). Repre-
sentative lectin-stained sections of adipose pedicle stimulated by the
ischaemic myocardium (C) and flap edges (D) close to healthy myocar-
dium (scale bar = 20 um). (E) Percentage of vessel area within the
flap. Data represent mean ( + SEM) of the vessel area occupied per
field. (F—I) Representative confocal microscopy images showing
TUNEL-positive cells in infarct border (F and G) and infarct core (H
and /) from control-MI (F and H) and treated (G and ) animals. The
overlaid colour (yellow—orange) corresponds to the sum of TUNEL
labelling (green) and the counterstained nuclei (red) (scale
bar =20 um). (/) TUNEL-positive nuclei per field in myocardial
zones from both groups. (*P < 0.001).
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Figure 6 Pericardial-derived adipose flap intervention alters gene expression. (A and B) Venn diagrams illustrate the number of common and unique
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cardiovascular surgeons,®” particularly in patients in whom no patent
arteries are available for revascularization."'* Over the years, there
have been a few efforts to indirectly revascularize the ischaemic
heart, including the simple insertion of the internal mammary artery
into a hole made in ischaemic myocardium'® or transmyocardial per-
foration with lasers to allow perfusion of the ischaemic myocardium,
mimicking the sinusoids seen in reptilian hearts.'® Unfortunately, these
methods were either unsuccessful or successful only in selected
patients with particular categories of disease.

Dynamic cardiomyoplasty using latissimus dorsi muscle was devel-
oped to treat congestive heart failure."”” However, long-term clinical
data showed only modest benefit and skeletal muscle fatigue second-
ary to chronic continuous electrical stimulation. In recent years, there
has been a totally innovative approach to surgical treatment of failing
myocardium by implanting a mesh wrap around the heart (Acorn

CorCap devices).'® Despite the promise, the early enthusiasm has
been tempered in light of preliminary clinical data.

Indirect revascularization of damaged organs, by means of vascular
grafts, has been achieved with more accomplishment.’*?® Our inves-
tigation shows new microvessels develop to bridge the interface
between adjacent adipose tissue and ischaemic myocardium. In
control-sham animals these vascular connections were not found,
thus, demonstrating that tissue injury and hypoxia appear to be
strong stimuli for the formation of such collaterals. The temporal
stages of blood vessel development have been well described.”’ We
already found microvessels on Day 6 after Ml at the interface
between the pericardial-derived adipose flap and the acutely ischae-
mic myocardium. Several studies suggest that the invasion of new

22,23

blood vessels into various tissues occurs within 2—7 days, and

the time course of angiogenesis in this model is consistent with
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those studies. This newly developed collateral circulation may
improve local oxygen tension at the flap-myocardium boundary and
decrease myocardial tissue hypoxia.

Studies of myocardial samples from patients who died from acute
MI show typical apoptotic myocytes, mainly in the border zone of
the infarcted myocardium.>*?® In the present study, we provided
further evidence demonstrating that the fat flap intervention improved
cardiac function parameters, particularly ejection fraction, and signifi-
cantly decreased infarct size. These findings in the treated group could
be explained by an ischaemic myocardial cell death reduction, as
shown in a subgroup of pigs sacrificed early 6 days after coronary
artery ligation.

The increment in contractility observed by pericardial adipose flap
intervention is far greater than that obtained with other strategies
such as stem cell therapy and tissue engineering. A recent meta analy-
sis of 18 studies and 999 patients concluded that the available evi-
dence suggests bone marrow cell transplantation is associated only
with modest improvements in physiological and anatomical par-
ameters (pooled LVEF difference 3.7%).2° The development of engin-
eered heart tissue for cardiac repair is evolving at a quick pace, yet
several important questions remain for its potential clinical appli-
cation, such as the use of autologous cells with cardiogenic potential
and graft immunogenicity.®'® Moreover, these engineered approaches
have been tested in small rodents with limited benefit in terms of
global increase in ejection fraction parameters.” Here, we propose
an alternative approach using autologous pericardial adipose tissue
as a vascularized and biological membrane. In our model, mean
global LVEF increased by 19% in the adipose flap group and 4% in
the control group. Most importantly, our data were obtained in the
swine post-infarction model, the animal model with the highest simi-
larity to the human heart in size and physiology.”’

Many studies have described the myocardium and perivascular
adipose tissue as well-known sources of hormones, which might
exert important autocrine, paracrine, and endocrine effects.?® Such
hormones might participate in the early beneficial role of the flap,
yet in this study we have not been able to obtain temporal tissue
samples in a day to day basis to confirm such effects. However, evi-
dence accumulates that adipose-derived hormones can offer cardio-
protective effects against ischaemia, including attenuation of
cardiomyocyte apoptosis, reduction in infarct size, and modulation
of collagen I/lll ratio.”’

Our results indicate an up-regulation of the potent angiogenic
factor VEGF accompanied by hypervascularization only in the infarct-
stimulated adipose flap. This is consistent with up-regulation of angio-
genic and blood vessel development genes found in the stimulated
pericardial adipose flap and with the appearance of vascular communi-
cations at the flap-myocardium boundary. We hypothesized that
secreted VEGF by adipose tissue has an autocrine effect promoting
angiogenesis within the flap. Moreover, a paracrine effect of VEGF
in infarcted myocardium might activate the pro-survival Erk 1/2
cascade conferring cardioprotection.’

Using polarized light, we were able to detect changes in the struc-
tural organization of collagen during scar maturation. The finding of
both type | and type Ill collagen in the scar is consistent with other
work on wound healing.?' The increased amount of type Il collagen
is typical of the healing process, and the presence of type Il fibres
is an important feature for subsequent laying down of type | fibres.
In animals covered by the adipose flap, we identified more type I
fibres at Day 6. The mechanism by which the flap modulates scar

maturation remains elusive; however, modulation of the collagen
network may have important implications in the beneficial effect
observed by the flap. Myocardial remodelling after infarction is charac-
terized by a change in the proportion of collagens | and Ill, with an
increase in the I/lll ratio.>> Type Ill collagen provides the framework
for the alignment of type | fibres, essential to maintain the shape
and contribute to the passive and active stiffness of the myocardium,*
thus limiting remodelling of the ventricular chambers. Indeed, in our
functional experiments, we found less remodelling and less gadolinium
retention in treated animals.

Pericardial adipose flap intervention altered gene expression in
both myocardial infarct tissue and in the transposed adipose
tissue, but only 81 genes appear to be differentially regulated. This
may be partially explained by the P cut-off criterion which balances
sensitivity and specificity in microarray studies* In this study,
common altered genes between remote myocardium and infarct
core zones were discarded, as well as common genes among
healthy adipose tissue and non-treated adipose tissue (control-Ml)
and/or treated flap. Therefore, our results highlight those genes sig-
nificantly altered by the treatment irrespective of the infarction itself.
Remarkably, in pericardial adipose tissue we found up-regulation of
genes involved in angiogenesis and blood vessel development, a
finding consistent with the hypervascularization of the stimulated
flap and with the appearance of vascular communications at the flap-
myocardium boundary.

Coronary artery revascularization is the most effective treatment
for acute MI, and all other approaches to salvage myocardium, includ-
ing the present intervention, may only be considered when revascu-
larization (either by percutaneous or surgical means) is not feasible.
One major drawback of this pericardial-derived fat flap intervention,
in terms of potential clinical applications, is the need for thoracotomy
to gain access to the heart. The use of thoracoscopy for controlled
dissection and transposition of the flap would be ideal.

In conclusion, transposition of a pericardial-derived adipose flap
exerts beneficial effects on LV function after acute Ml in the swine
model. The application of a vascularized adipose flap limits LV remo-
delling, by means of reducing the infarct size and improving cell survi-
val mediated by an enhanced vascular supply. Although we neither
observed nor expected complete reversal of myocardial dysfunction
after flap engraftment, we believe our study can serve as a proof of
principle for a vascular flap approach to salvage cardiac muscle in
acute ML

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Myocardial salvage after coverage with a fat flap was recently demonstrated in acute coronary
occlusion. The effect of this novel therapeutic strategy on a chronic myocardial scar is unknown.

Methods: Myocardial infarction (MI) was induced by coil deployment in the mid circumflex artery in the
swine model. Two weeks after infarction, a pericardial-derived adipose flap was transposed, fully covering
the scar, in the treated group. Infarct size and histopathology were analyzed on post mortem sections. To as-
sess cell migration, adenoviral eGFP vectors were injected in the adipose flap and expression was evaluated
upon sacrifice both at the flap and myocardium. Magnetic resonance imaging (MRI) was used to measure left
ventricular (LV) ejection fraction and ventricular volumes at baseline, 2 weeks post-MI, and at 6 weeks.
Results: One month after flap transposition, histopathology confirmed a 34% reduction in infarct size (8.7% vs.
5.7%; P=0.04) and the presence of vascular connections at the flap-myocardium interface. High eGFP expres-
sion was detected at the infarct core both at the gene and protein level (negligible signal was detected at the
flap on sacrifice). At the functional level, changes in LV ejection fraction and volumes (end-systolic and end-
diastolic) were not significantly different between groups (all P values>0.1).

Conclusions: Our data support the use of post-infarction scar coverage with a pericardial-derived fat flap to
reduce infarct size, due partly to neovascular connections and cell trafficking at the flap-myocardium inter-
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face. Further studies are needed to validate the functional and clinical relevance of this intervention.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Myocardial infarction (MI) remains a leading cause of morbidity
and mortality in developed and developing countries [1]. Ml is gener-
ally caused by inappropriate oxygen availability due to constriction or
blockage of the coronary arteries supplying the heart, leading to irre-
versible cardiomyocyte loss and depressed left ventricular (LV) pump
function. Fortunately, our current therapeutic armamentarium in-
cludes treatments to lyse the blood clot [2] and revascularize the ste-
notic arteries (mainly primary percutaneous coronary intervention or

*

Grant Support: This work was supported by the Instituto de Salud Carlos III, Min-
isterio de Sanidad y Consumo, Sara Borrell Grant to C.P.-V. [CD07/00163]; Ministerio
de Ciencia e Innovacién [SAF 2008-05144-C02-01 to AB.-G.]; La Marat6 de TV3
[080330 to A.B.-G.]; and from Fundaci6 Privada Daniel Bravo Andreu.

* Corresponding author at: ICREC (Heart Failure and Cardiac Regeneration) Research
Program, Head of Cardiology Service, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Crta.
Canyet, s/n, 08916 Badalona, Barcelona, Spain. Tel.: +34 93 4973743, fax: +34 93
4978654.

E-mail address: abayes.germanstrias@gencat.cat (A. Bayes-Genis).

! Both authors contributed equally to this work.

0167-5273/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijcard.2011.11.019

coronary artery bypass graft surgery), [3,4] which are effective in lim-
iting infarct size. However, many patients receive medical assistance
too late; therefore, by the principle “time is myocardium”, a myocar-
dial scar is usually inevitable.

Numerous wound-healing surgeries are based on the creation and
transposition of a pediculated flap as a source of blood supply to sup-
port damaged tissue. Representative examples are cardiomyoplasty
[5] or the transposition of latissimus dorsi over the left ventricle in pa-
tients with refractory heart failure [6]. Along these lines, we recently
developed a novel interventional approach consisting of the transpo-
sition of a pericardial-derived adipose flap after acute coronary occlu-
sion to salvage ischemic myocardium [7]. Numerous vascular
connections at the flap-myocardium interface were identified, to-
gether with a reduction in infarct size at the histological level, posi-
tive remodeling, and a marked increase (~19%) in left ventricular
ejection fraction (LVEF) assessed by magnetic resonance imaging
(MRI). In acute infarction, the release of a plethora of proangiogenic
cytokines may have driven this neovasculogenic process. In chronic
myocardial infarction, when maturation of the scar is achieved and
the cytokine party is over, it is uncertain whether a fat flap transposi-
tion may be useful. Accordingly, we tested the effect of post-
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infarction scar coverage using a pericardial-derived vascular adipose
flap in the porcine model of chronic MI.

2. Materials and methods

The authors of this manuscript have certified that they comply with the Principles
of Ethical Publishing in the International Journal of Cardiology [8].

This study was approved by local Animal Experimentation Unit Ethical Committee
and complies with all guidelines concerning the use of animals in research and teach-
ing as defined by the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication
No. 80-23, revised 1996).

2.1. Study design

MI was experimentally induced in Landrace X Large White pigs (20-30 kg) by coil
deployment in the first marginal branch of the circumflex artery. A total of 16 swine
were randomly distributed into control-MI (n=8) and treated (n=28) groups.
Pericardial-derived adipose flap intervention was applied as a treatment 2 weeks
after MI induction. MRI was performed at baseline, at 2 weeks, and 6 weeks post-MI
(prior to sacrifice). To demonstrate cell migration and trafficking from the flap to the
myocardium, an additional proof of principle experiment was performed in which
Ad5-eGFP viral particles were injected in the adipose flap (n=1). The study design
is depicted in Fig. 1.

2.2. Chronic MI model

Pigs (20-30 kg) were premedicated with an IM mixture of ketamine (20 mg/kg;
Ketolar®, Parke-Davis, Pfizer Animal Health, Madrid, Spain), diazepam (0.25 mg/kg;
Valium®, Roche Diagnostics, S.L., Madrid, Spain), and atropine (0.25 mg/kg; Atropina®
Braun, B. Braun Medical, S.A., Barcelona, Spain). Anaesthetic induction was done with
propofol (4 mg/kg, IV; Recofol®, Bayer Schering Pharma, Barcelona, Spain). Animals
underwent endotracheal intubation, and anaesthesia was maintained by 2% sevofluor-
ane inhalation. A continued IV infusion of Ketorolac (0.15 mg/kg/h; Toradol®, Roche)
and tramadol (0.5 mg/kg/h; Adolonta®, Griinenthal Pharma, S.A., Madrid, Spain) was
used as an intraoperatory analgesic. At the beginning of the intervention, a 1 mg/kg li-
docaine bolus (IV, Lidocaina® 2%, B. Braun) was administered, followed by a continu-
ous infusion (1 mg/kg/h) maintained for 1 h after coil deployment. At the end of the
surgery, 2.5 mg/kg of tulatromicin, IM (Draxxin®, Pfizer) was administered as antibiot-
ic therapy.

After engaging the left main artery using a 6-F AR1 guide catheter, a left lateral MI
was experimentally induced by percutaneous embolization coil deployment (VortX-18
Diamond 3 mm/3.3 mm coil, Boston Scientific/Target, Natick, MA, USA) in the first
marginal branch of the circumflex artery. All surgical procedures were done under
monitoring conditions with ECG registration and measures of capnography, pulse ox-
imetry, non-invasive arterial blood pressure, and temperature. The onset of ST segment
elevation on the ECG was used to assess MI. Complete coronary occlusion (TIMI flow
score =0) was confirmed by angiography in all cases (Supplementary Fig. 1).

2.3. Pericardial-derived adipose flap transposition

Two weeks after MI induction, animals underwent a left lateral thoracotomy on
the fourth intercostal space to expose the heart. First, the myocardial scar was localized
in the LV lateral wall; then, a vascularized pericardial adipose flap was displaced to
fully cover the necrotic zone in treated pigs, as previously described in detail [7]. Brief-
ly, the vascularized pericardial adipose flap was detached and, after a pericardiectomy,
displaced and sealed over the necrotic scar. In control-MI pigs, pericardium and fat
were excised and removed. In the Ad5-eGFP experiment, adenoviral vectors
(2.25x 10" TU, in 750 pL basal DMEM) were injected at 10 different sites in the
clamped adipose flap during the intervention 5 min before sealing the flap to the
myocardium.

2.4. Morphometric, histological, and immunohistochemical analysis

After premedication with ketamine, diazepam, atropine, and propofol as previous-
ly described, animals were anesthetized by 2% sevoflurane and then were sacrificed
with an intravenous injection of potassium chloride solution. LV infarct size was blind-
ly measured in digitally photographed transverse heart sections. Sections from the in-
farct core, infarct border, and remote myocardium were taken and fixed in 10%
buffered formalin or flash frozen in liquid nitrogen. Masson's Trichrome staining was
performed for the primary histological examination. The Sirius red positive staining
area was expressed as a percentage of the area of the field occupied by collagen (colla-
gen volume fraction, CVF). A polarized light microscope was used to measure collagen
types I and 11 [9] on randomly selected Sirius red-stained sections from both the infarct
core and remote zones. The vessel area was blindly assessed by isolectin-B4-staining in
the infarct core, border, and remote zones. In addition, the vessel area within the
pericardial adipose flap covering the infarct was assessed. To delineate the flap-
myocardium boundary, slices were incubated with a cardiac troponin I (cTnl) primary
antibody, as previously reported [7]. Additionally, to identify eGFP-labeled cells, immu-
nohistochemistry against GFP was performed with a rabbit anti-GFP polyclonal anti-
body (1:2500; Abcam plc, Cambridge, UK) and with a goat anti-rabbit Alexa Fluor
488 conjugated secondary antibody (2 pg/mL; Molecular Probes, Invitrogen, El Prat
de Llobregat, Spain).

2.5. Quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from the adipose flap and remote and infarct core zones
using the RNeasy Lipid or Fibrous Tissue Mini Kits (Qiagen Iberia, S.L., Madrid,
Spain). Next, RNA was treated with DNase RQ1 (Promega Biotech Ibérica, S.L., Madrid,
Spain) and retrotranscribed using random hexamers and the SuperScript™ III First-
Strand Synthesis System (Invitrogen, S.A., Barcelona, Spain) according to the manufac-
turer's protocol. Quantitative RT-PCR amplifications were carried out with 2 pL of
pre-diluted cDNA (1:100) in a final volume of 20 pL containing 10 pL SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems Hispania, S.A., Madrid, Spain) and 2 pL of each
eGFP oligonucleotide primer (forward: 5-AAGTTCATCTGCACCACCG-3'; reverse: 5'-
TCCTTGAAGAAGATGGTGCG-3'). Data were collected and analyzed on the Mastercy-
cler® ep realplex’ thermal cycler (Eppendorf Ibérica, S.L., Valencia, Spain). The A
threshold cycle (Ct) method was used to calculate relative quantification of eGFP,
using GUSB as an endogenous reference (forward: 5'-CCCCAGCGATGGACCCAGGA-3';
reverse: 5'-TCGGCCTCGAAGGGGAGGTG-3").

2.6. Protein extraction and Western blot

Protein extracts were obtained using RIPA buffer (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Ma-
drid, Spain) with a protease inhibitor cocktail (1:100; Sigma). Equivalent amounts of
protein (assayed with BioRad DC protein assay; Bio-Rad Laboratories, S.A., Madrid,
Spain) were resolved on 12% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes
(0.45 pm pore size; Bio-Rad), and probed with specific rabbit anti-GFP polyclonal anti-
body (1:2500; Abcam) and mouse anti-o-tubulin monoclonal antibody (1:1000;
Calbiochem, Merck, Madrid, Spain). An enhanced chemiluminescence detection sys-
tem (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) was used to visualize protein
bands.

2.7. MRI

Cardiac MRI was performed at 1.5 T (Intera, Philips, Best, The Netherlands) using a
phased-array four-channel surface coil and ECG gating. T1 short-axis images were ac-
quired during suspended respiration using a standard steady-state free-precession
sequence (repetition time, 4.1 ms; echo time 2.1 ms; flip angle, 60°; field of view,
320x 320 mm; matrix, 160x 160 pixels, slice thickness, 7 mm; bandwidth, 1249.7 Hz/
pixel). Delayed enhancement images were acquired 10 min after intravenous gadolinium
bolus administration (Gd-DTPA, 0.2 mmol/kg; Magnevist®, Schering AG, Berlin, Germa-
ny) using a phase sensitive inversion-recovery sequence, as previously described [7].
LVEF, end-systolic volume (ESV), and end-diastolic volume (EDV) measurements were
analyzed on an offline workstation by investigators unaware of the treatment allocation.

Flap excision
(Control-MI group)

Ml —— 2 weeks —

n=8
Sacrifice
6 weeks

(MRI) (MRI)

Flap coverage
(Treated group)

(MRI)

n=8+1

Fig. 1. Study design. n=number of pigs, Ml = myocardial infarction, MRI = magnetic resonance imaging.
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Fig. 2. Morpho-histological analysis. (A, C) Representative heart sections from control-MI and treated pigs. The attached pericardial adipose flap is indicated (arrowheads). Enlarged
images and the Masson's Trichrome staining (scale bar =50 um) of heart slices show infarct area reduction in treated animals. (B, D) Percentage of the LV infarct area measured in
treated pig hearts compared with the control-MI group (*P=0.04).

2.8. Statistical analysis 3. Results

Data are presented as mean &= SEM. All analyses were performed with SPSS (15.0.1 N f th died imals died duri . .
version, SPSS Inc., Chicago, IL). Differences between groups were compared using Stu- one of the studied animals die uring experimentation or

dent's t- test. MRI data were analyzed as repeated measures using ANOVA with the follow-up and cardiac examination upon sacrifice showed the fat
Greenhouse-Geisser correction. Values of P<0.05 were considered significant. flap remained in place covering the infarct area in all treated animals.

Fig. 3. Microvessels at the fat flap-infarct border interface 4 weeks after intervention. (A and C) Immunofluorescence against cTnl (red) with Isolectin-B4 (green) and nuclei-
Hoechst 33342 (blue) staining shows vascular tubes (arrows) connecting the pericardial adipose flap (Flap) and the myocardium (Myo) interface (dotted line) (scale
bar =50 pm). (B and D) Zoomed images from A and C, respectively.
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To verify the MI caused by coil deployment was similar among exper-
imental groups, serial blood samples were obtained for cardiac bio-
marker measurements. No significant differences in the circulating
levels of cTnl (0.1640.16 pg/L vs. 0.0540.07 pg/L, P=0.12) and
myoglobin (484 18.8 pg/L vs. 34.24+6.2 pg/L, P=0.24) were found
between treated and control-MI animals.

First, we analyzed gross histopathological changes between
groups. Morphometry revealed a 34% LV infarct area reduction in
treated compared with control-MI animals (5.7 +2% vs. 8.7 +£3.1%;
P=0.04) (Fig. 2). Masson's Trichrome staining showed the presence
of scarce intact muscle fibers in treated pigs (Fig. 2D). Collagen con-
tent was measured in the infarct core and remote myocardium. Four
weeks after flap intervention, there were no differences in CVF be-
tween groups in the infarct core (34.144.6% vs. 33.0 +£7%; P=0.75)
and remote myocardium (2.141.4% vs. 1.8 & 0.8%; P=0.65). Never-
theless, treated animals showed significant differences in the collagen
I/III ratio in the infarct core vs. remote myocardium (P=0.001),
which were not present in control-MI animals (P=0.18).

Previously, in acute infarctions, we identified a very significant in-
crease in vascularization within the flap and development of flap-
myocardium interface connections [7]. In this chronic scar model,
we also found lectin-positive microvessels connecting the vascular-
ized adipose flap with the underlying myocardium (Fig. 3). An in-
crease in vessel area was not identified in the myocardium or
within the flap (not shown).

In an attempt to demonstrate cell migration and trafficking from
the flap to the myocardium, adenoviral-eGFP vectors were injected
in the adipose flap during the intervention. Using quantitative real-
time PCR (Fig. 4A), we detected very high eGFP expression in the in-
farct core compared with the remote myocardium (P=0.001) and
adipose flap (P<0.0001). At the protein level, eGFP expression was
confirmed in the infarct core and remote myocardium by Western
blot and immunofluorescence (Fig. 4B-D).

Functional analysis showed no significant differences in LVEF two
weeks post-MI in treated and control-MI pigs (46.5 +6.6% vs. 47.8 +
7.6%; P=0.74, respectively). The six week post-MI MRI revealed non-
significant relative changes in LVEF (8.9 4 10.5% and 8.1 4 7.6% in the
treated vs. control-MI group, P=0.87) (Fig. 5). The analysis of remo-
deling, assessed by ESV and EDV, did not show differences in volumes
over time (1.4+8.7 mL vs. 3.2+ 6.2 mL, P=0.63; and 14.54+10.5 mL
vs. 17.1+11.3 mL, P=0.64, for ESV and EDV in the treated vs.
control-MI group, respectively).

4. Discussion

In the present study, we extended the results obtained by trans-
posing a fat flap over acute ischemic myocardium to the setting of a
chronic myocardial scar. Our data show that a vascularized adipose
flap exerts beneficial effects on chronic M, as assessed by the reduc-
tion in infarct size by histological examination. The presence of
vascular connections between the transposed fat flap and the recipi-
ent necrotic bed were identified.

The mechanisms that may explain infarct reduction by the fat flap
are unclear and may be multifactorial. First, this newly developed
collateral circulation may improve local oxygen tension at the flap-
myocardium boundary and reduce underlying tissue hypoxia (within
the necrotic core or at the infarct border zone). Second, since the ad-
ipose tissue is an important source of progenitor cells [10], these
could have migrated from fat to myocardium. Indeed, there is plenty
of evidence that the adipose tissue is a reservoir of progenitor cells,
particularly those of mesenchymal phenotype [11,12]. Moreover, a
recent report identified a different subtype of progenitor cells within
the cardiac fat characterized by an inherent cardiac-like phenotype
able to differentiate in vitro into myocardial and endothelial cell
types, but not into adipocytes [13]. When these cardiac progenitors
were transplanted into injured myocardium in mouse and rat models
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Fig. 4. eGFP-labeled cells trafficking from the flap to the infarcted myocardium.
(A) eGFP fold expression analyzed by quantitative real-time PCR in the adipose flap, re-
mote myocardium, and infarct core (*P=0.001, #P<0.001). Representative Western
blot (B) and immunofluorescence images confirming eGFP-labeled cells in the adipose
flap (C) and infarct core (D). A HEK293T-eGFP™ cell extract and an infarct core from a
non-virus treated animal were used as positive and negative controls, respectively.

of M, the injected cells expressed cardiac (troponin I, sarcomeric o-
actinin) and endothelial (CD31) markers, vascularization increased,
and infarct size was reduced in both models [13]. Because the adipose
flap transposed in our experiments is connected to mediastinum by a
vascular pedicle and cannot be explanted, we were unable to label
and track such cells. Thus, as an alternative method, Ad5-eGFP was
injected directly in the adipose flap before its transposition. Our re-
sults showed eGFP expression in the myocardium, mainly in the in-
farct core region. Whether these are stem cells mobilizing from the
adipose flap to the infarct core cannot be elucidated from these ex-
periments, but our results provide evidence of cell trafficking from
the flap to the infarcted myocardium. Adipokines liberated by the
flap may exert a positive local effect and should be considered as an
alternative mechanism. Many studies have described the myocardi-
um and perivascular adipose tissue as well-known sources of hor-
mones, which might exert important autocrine, paracrine, and
endocrine effects [14]. Such hormones might participate in the early
beneficial role of the flap; yet, in this study, we have not been able
to obtain temporal tissue samples on a day to day basis to confirm
such effects. However, evidence accumulates that adipose-derived
hormones can offer cardio-protective effects against ischemia, includ-
ing attenuation of cardiomyocyte apoptosis, reduction of infarct size,
and modulation of collagen I/III ratios [15].

In this study pericardial adipose flap transposition was conducted
in juvenile pigs two weeks after MI induction. Although the porcine
model of myocardial infarction is closest to humans, our results may

results, Int J Cardiol (2011), doi:10.1016/j.ijcard.2011.11.019
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Fig. 5. Cardiac function analysis by MRI. Representative T1 short-axis delayed enhancement images for control-MI (A, B) and treated (C, D) pigs at 2 weeks (A, C) and 6 weeks (B, D)

post-MIL

not apply to elderly patients with chronic scars and several risk fac-
tors. Indeed, additional studies both in animal models and also in
humans are required to determine the true beneficial effect of the
transposed adipose flap in different subgroups.

Therapeutic revascularization offers great promise for the treat-
ment of myocardium after ischemia. VEGF, PIGF, and other growth
factors have induced successful revascularization in animal models
[16]. Yet, there were adverse reactions (edema formation, hypoten-
sion, stimulation of dormant tumor cells) and in clinical trials the
benefit has been only modest [17,18]. Thus, alternative approaches,
such as the fat flap transposition shown here, need to be further eval-
uated to verify usefulness. If the fat flap is proven useful, the transfer
to clinical practice could be quick because the intervention is techni-
cally simple, it does not require additional or expensive material, and
does not have ethical or social considerations that may constrain its
use. In the early forties, Beck in the search for alternative ways to
treat ischemic heart disease proposed the use of numerous available
tissues in the thoracic cavity, such as pericardium, mediastinal fat,
and chest wall, with the aim to revascularize the heart. In all cases,
extracoronary communications produced by grafting tissues upon
the heart were observed [19], similar to those reported here.

At the functional level, we did not find a significant benefit be-
tween treated and control-MI animals. Certainly, there is a need for
surrogate end-points for monitoring and LVEF remains widely used.
We have considered three potential explanations for the lack of func-
tional benefit. First, the infarct induced by the coil at the oblique mar-
ginal artery was relatively small to limit mortality caused by infarct
induction and follow-up. Indeed, there was no evidence of arrhyth-
mias or lethal events recorded in this series. Second, a larger series
of animals might have been required to obtain statistical differences.
Cardiac MRI has become the standard technique for the assessment of

cardiac volumes and function due to its high reproducibility. MRI al-
lows a considerable reduction, compared with echocardiography, in
the animal number required to prove a hypothesis in research involv-
ing changes in remodeling parameters [20]. We performed our exper-
iments on 16 animals, which was an appropriate number to identify
statistically significant changes in volumes and LVEF. Lastly, we can-
not exclude minor local changes because regional contractility was
not assessed.

In summary, the pericardial-derived adipose flap applied to a
chronic infarct in the porcine model reduced infarct size and acted
as a vascular supply in necrotic myocardium. Although we neither ob-
served nor expected complete reversal of myocardial dysfunction
after flap engraftment, we believe our study can serve as a proof of
principle for a vascular flap approach in chronic ischemic heart dis-
ease. Future strategies that may strengthen the flap effect, which
may include simultaneous delivery of growth factors and/or stem
cells, deserve in-depth evaluation and are beyond the scope of the
present report.

Supplementary materials related to this article can be found online
at doi:10.1016/j.ijcard.2011.11.019.
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