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RESUMEN

Introduccion y objetivos: El objetivo es estudiar la angiogénesis coronaria inducida por el suero coronario
y la implicacién del factor inducible por hipoxia-1A (FIH-1A) en la reparacion de la obstruccion
microvascular (OMV) tras un infarto agudo de miocardio (IAM).

Meétodos: Se indujo un IAM en cerdos mediante oclusién coronaria durante 90 min. Se dividi6 a los
animales entre 1 grupo de control y 4 grupos con IAM: sin reperfusiéon y 1 min, 1 semana y 1 mes tras la
reperfusion. Se cuantificaron la OMV y la densidad microvascular. Se determin la capacidad angiogénica
del suero coronario mediante una prueba de tubulogénesis in vitro. Se determinaron las concentraciones
circulantes del FIH-1A, su implicacion en el miocardio infartado y el efecto del bloqueo del FIH-1A in vitro.
Resultados: En la zona infartada, la microvascularizacion disminuye tras 90 min de isquemia, la OMV
aparece tras 1 min de reperfusién, es maxima 1 semana tras la reperfusion y se resuelve en 1 mes. La
capacidad angiogénica del suero aumenta durante la isquemia y 1 min tras la reperfusion (32 + 4y 41 +
9 frente a 3 + 3 tubos en el grupo de control; p < 0,01). Las concentraciones circulantes del FIH-1A se
incrementan durante la isquemia (5 min de isquemia: 273 + 52 frente a 148 + 48 pg/ml de los controles; p <
0,01)y se hallan en la microvasculatura de todos los grupos con IAM (sin reperfusion frente a control, el 67 + 5%
frente al 15 + 17%; p < 0,01). El bloqueo del FIH-1A in vitro reduce la capacidad angiogénica inducida por el
suero.

Conclusiones: El suero coronario activa la neoangiogénesis desde antes de la reperfusion, y el FIH-1A
podria tener un papel crucial. La capacidad angiogénica del suero coronario puede contribuir a la
comprension de la fisiopatologia tras el IAM.

© 2017 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Coronary Serum Obtained After Myocardial Infarction Induces Angiogenesis and
Microvascular Obstruction Repair. Role of Hypoxia-inducible Factor-1A

ABSTRACT

Introduction and objectives: Microvascular obstruction (MVO) exerts deleterious effects following acute
myocardial infarction (AMI). We investigated coronary angiogenesis induced by coronary serum and the
role of hypoxia-inducible factor-1A (HIF-1A) in MVO repair.

Methods: Myocardial infarction was induced in swine by transitory 90-minute coronary occlusion. The
pigs were divided into a control group and 4 AMI groups: no reperfusion, 1 minute, 1 week and 1 month
after reperfusion. Microvascular obstruction and microvessel density were quantified. The proangio-
genic effect of coronary serum drawn from coronary sinus on endothelial cells was evaluated using an in
vitro tubulogenesis assay. Circulating and myocardial HIF-1A levels and the effect of in vitro blockade of
HIF-1A was assessed.

Results: Compared with control myocardium, microvessel density decreased at 90-minute ischemia, and
MVO first occurred at 1 minute after reperfusion. Both peaked at 1 week and almost completely resolved
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at 1 month. Coronary serum exerted a neoangiogenic effect on coronary endothelial cells in vitro,
peaking at ischemia and 1 minute postreperfusion (32 + 4 and 41 + 9 tubes vs control: 3 + 3 tubes; P <
.01). Hypoxia-inducible factor-1A increased in serum during ischemia (5-minute ischemia: 273 + 52 pg/mL
vs control: 148 + 48 pg/mL; P < .01) being present on microvessels of all AMI groups (no reperfusion: 67% +
5% vs control: 15% + 17%; P < .01). In vitro blockade of HIF-1A reduced the angiogenic response induced by

serum.

Conclusions: Coronary serum represents a potent neoangiogenic stimulus even before reperfusion; HIF-
1A might be crucial. Coronary neoangiogenesis induced by coronary serum can contribute to
understanding the pathophysiology of AMI.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2017 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

HIF-1A: factor inducible por hipoxia-1A
IAM: infarto agudo de miocardio
OMV: obstruccion microvascular

INTRODUCCION

En el infarto agudo de miocardio (IAM), la reperfusion temprana
de la arteria coronaria ocluida es el paso imprescindible para
conservar la viabilidad del tejido miocardico en peligro'=>. Sin
embargo, a pesar de que se restablezca satisfactoriamente el flujo
de sangre por la arteria epicardica, en un nimero considerable de
pacientes la microcirculacion puede seguir gravemente dafiada.
Este fendmeno, que se denomina obstruccién microvascular
(OMV), consiste en una pérdida masiva de vasos pequefios y
presagia un efecto negativo en la evolucion clinica del paciente y el
remodelado del ventriculo izquierdo®*-°, Se puede considerar a la
OMV como uno de los efectos negativos de la lesién por isquemia-
reperfusion indeseada que se asocia parad6jicamente con el
restablecimiento del flujo sanguineo en el area infartada. Con la
reperfusion, el suero coronario conlleva al mismo tiempo
consecuencias beneficiosas y deletéreas’”.

La OMV es un proceso dinamico. En estudios experimentales y
estudios de imagen cardiaca se ha observado no solo un inicio
rapido tras la reperfusién, sino también una tendencia a una
resolucion espontanea tardia (en semanas o meses) después del
IAM*5°_ Indudablemente, la formacién de nuevos vasos es de gran
importancia en el restablecimiento de la circulacion coronaria,
puesto que aporta oxigeno y nutrientes, salva el miocardio
isquémico, contribuye a la formacion de una cicatriz sélida y evita
el remodelado adverso del ventriculo izquierdo!®~'2. Hay diversos
factores relacionado con el proceso neoangiogénico. De ellos, el
factor inducible por hipoxia-1A (FIH-1A) es el que parece
desempeifiar un papel crucial en diferentes situaciones fisiologicas
y patolégicas relacionadas con la formacién de neovasos'>'%. La
cronologia y los mecanismos que regulan la neoangiogénesis y la
reparacion de la OMV después de un IAM todavia no estan
completamente esclarecidos.

Nuestra hipdtesis es que el suero coronario fomenta la
neoangiogénesis en las células endoteliales coronarias y, por
consiguiente, contribuye a la reparacion de la OMV desde las fases
iniciales del IAM. En consecuencia, como parte de la multitud de
efectos beneficiosos y perjudiciales causados por la reperfusion
tras el IAM, el suero coronario podria participar al mismo tiempo
en la apariciéon de la OMV y el inicio de su reparacion.

Mediante un modelo porcino de IAM y OMV altamente
controlado y una prueba in vitro de tubulogénesis de las células
endoteliales coronarias, los objetivos especificos del presente

estudio fueron: a) definir la evoluciéon temporal de la pérdida de
microvasos durante la aparicién de la OMV y de la formacion
neovascular durante la reparacion de la OMV; b) evaluar los efectos
neoangiogénicos dinamicos del suero procedente de las venas
coronarias en las células endoteliales coronarias desde el inicio de
la isquemia hasta un tiempo después de la reperfusion, y c)
explorar el posible mecanismo del efecto del FIH-1A en el proceso
angiogénico tras el IAM.

METODOS
Protocolo experimental

Este estudio fue autorizado por el Comité para el Cuidado y Uso
de Animales de la Universidad de Valencia y se atiene a lo indicado
en la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicada por
los National Institutes of Health de Estados Unidos (NIH Publication
No. 85-23, modificada en 1993), asi como en la reglamentacion
europea (2010/63/EC) y nacional (RD53/2013). En el estudio
experimental, se utilizaron hembras de cerdo doméstico jovenes,
de peso entre 25 y 30 kg.

Tras el acceso a la arteria descendente anterior izquierda
proximal mediante catéter Amplatz Left 0,75 de 6 Fr por via
transfemoral, se colocd un balén de angioplastia (2,5 x 16 mm) en
la parte media de la arteria descendente anterior izquierda y se
utiliz6 para inducir una isquemia coronaria aguda mediante el
hinchado transitorio (90 min) del balon.

El protocolo experimental completo se valid6 con anterioridad
y puede consultarse en otra fuente®.

Grupos experimentales

Los animales se distribuyeron en 1 grupo control y 4 grupos
experimentales de IAM independientes. En los grupos de IAM,
después de una oclusion de 90 min de la parte media de la arteria
descendente anterior izquierda mediante el bal6n de angioplastia,
los experimentos se clasificaron de la siguiente forma: a) ausencia
de reperfusion; b) 1 min; ¢) 1 semana, y d) 1 mes después de la
reperfusion (n = 5 cada uno). En el grupo de control (n = 5) se aplicd
el mismo protocolo experimental utilizado en los grupos de IAM,
pero no se hincho el balén de angioplastia y, por consiguiente, no se
indujo isquemia ni infarto.

Puede consultarse informacion adicional respecto a los
materiales y métodos especificos en el material suplementario.

RESULTADOS

Los experimentos en los controles fueron exitosos (n=5). Se
aplicé una oclusion de 90 min en la parte media de la arteria
coronaria descendente anterior izquierda de 25 cerdos; 3 de ellos
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murieron durante el periodo de hinchado del bal6n a causa de una
fibrilacion ventricular refractaria, y 2 murieron en el periodo de
reperfusion. Los experimentos se completaron con éxito en los
20 animales restantes, aunque fue necesaria la desfibrilacion
ventricular eléctrica durante la oclusién coronaria o inmediata-
mente después de la reperfusion en 6 de ellos. Se confirmo la
permeabilidad de la descendente anterior izquierda en todos los
animales antes de sacrificarlos. Formaron el grupo final de estudio
5 controles y 20 experimentos de IAM (ausencia de reperfusion,
1 min, 1 semanay 1 mes después de la reperfusion; n = 5 cada uno).

Dinamica de la obstruccion microvascular

Macroscopicamente, los controles y el grupo de reperfusion
mostraron una perfusion completamente intacta. Se produjo una
OMV en el tejido miocardico de todos los experimentos con
reperfusion. La OMV se detect6 por primera vez en el grupo de
reperfusion de 1 min, alcanz6 su maximo en el grupo de 1 semana
tras la reperfusion y se redujo significativamente en el de 1 mes
tras la reperfusion (figura 1). Asi pues, después de igual periodo de
oclusion coronaria que en el grupo sin reperfusién (90 min), la
OMV se produjo después de tan solo 1 min tras la reperfusion,
alcanz6 el maximo al cabo de 1 semana y tendi6é a desaparecer
espontaneamente al llegar a 1 mes.

Dinamica de la densidad de microvasos
En comparacion con los controles, se detectd una reduccion
significativa de la densidad de microvasos CD31" en las muestras

de miocardio infartado extraidas del grupo sin reperfusion tras
90 min de isquemia. En los grupos de 1 min y 1 semana tras la
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reperfusion, la densidad microvascular CD31* se mantuvo baja y
recuper6 unos valores similares, sin una diferencia significativa
respecto a los controles, en la cuantificacion realizada al cabo de
1 mes (figura 2). En consecuencia, la pérdida de densidad
microvascular precedié a la aparicion de la OMV (antes de la
reperfusion) y ambos procesos siguieron una recuperacion paralela
que, en el caso de la densidad microvascular, fue completa tras
1 mes de reperfusion. No se observaron diferencias en el nimero de
microvasos CD31" en las muestras de miocardio aisladas de areas
distantes en ninguno de los 4 grupos de IAM en comparacion con
los controles.

Efecto proangiogénico del suero coronario en las células
endoteliales coronarias

Se utilizd un anadlisis de morfogénesis in vitro con células
endoteliales coronarias para explorar la capacidad de induccion de
tubulogénesis del suero coronario extraido de las venas coronarias
en diferentes momentos del proceso de isquemia y reperfusion.

En comparacion con los controles, el suero coronario extraido
en los experimentos de IAM ejercié un estimulo potente para la
generacion de estructuras tubulares. Es de destacar que la
capacidad angiogénica maxima del suero coronario en las células
endoteliales coronarias se produjo en el momento en que la
densidad microvascular en el area de miocardio infartada era
menor, es decir, inmediatamente antes y 1 min después de la
reperfusion (figura 3).

Asi pues, en las fases iniciales del IAM y simultaneamente con
una pérdida masiva de la densidad microvascular, el suero
coronario activa un potente mecanismo compensatorio destinado
a restablecer la perfusion en el area del infarto.
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Figura 1. Dinamica de la OMV en un modelo porcino de IAM reperfundido. A: en los paneles superiores se muestran imagenes macroscopicas representativas de
cortes de corazon procedentes de los grupos de control y los 4 grupos de IAM (sin reperfusién, 1 min, 1 semana y 1 mes después de la reperfusion) con tinciéon de
tioflavina-S; los asteriscos indican el area de OMV en los grupos con reperfusion; en los paneles inferiores se muestran imagenes ilustrativas de cortes del corazon tefiidos
con solucion de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio. B: el grado de OMV se cuantifica mediante el porcentaje de area perfundida por la arteria coronaria descendente anterior
izquierda en los 5 grupos experimentales; la OMV apareci6 en las fases iniciales tras el IAM, alcanz6 su maximo 1 semana después de la reperfusion y se habia resuelto casi
completamente 1 mes después de la reperfusion. Los datos (media + desviacion estandar; n > 5) se analizaron con un ANOVA de una via seguido de una prueba de Bonferroni.
Un evaluador que no conocia el grupo experimental del que procedian las imagenes realiz6 el analisis. DAI: descendente anterior izquierda; IAM: infarto agudo de miocardio;
OMV: obstruccién microvascular. *p < 0,01 frente al control. °p < 0,01 frente al grupo de 1 semana después de la reperfusién.
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Figura 2. Dindmica de la densidad microvascular en un modelo porcino del infarto de miocardio reperfundido. A: imagenes representativas del tejido infartado
aislado del grupo control y de los 4 grupos de infarto de miocardio (sin reperfusién, 1 min, 1 semanay 1 mes tras la reperfusion) con tincién con hematoxilina-eosina
(paneles superiores), rojo picrosirio (paneles centrales) y con el marcador vascular especifico CD31 (paneles inferiores); las flechas rojas indican los vasos CD31%; la
barra de escala indica 100 wm. B: cuantificacién de los vasos con CD31*. Las imagenes del area infartada aislada de los 5 grupos independientes se analizaron con el
programa informatico de analisis Image-Pro Plus; el niimero de vasos CD31" se redujo en el miocardio infartado de los grupos sin reperfusién y de 1 miny de 1 semana de
reperfusion, en comparacioén con los controles, y se recuperd 1 mes después de la reperfusion; los datos (media + desviacion estandar; n > 5) se analizaron con un ANOVA de
una via seguido de una prueba de Bonferroni; un evaluador que no conocia el grupo experimental del que procedian realiz la evaluacién. HE: hematoxilina-eosina. *p < 0,05
frente al control. °p < 0,05 frente al grupo de 1 semana de reperfusion. Esta figura se muestra a todo color solo en la versién electrénica del articulo.

Dinamica del factor inducible por hipoxia-1A

Para investigar el posible papel del FIH-1A en la mencionada
capacidad angiogénica del suero coronario para reparar el dafio
microvascular en el IAM reperfundido, se evaluaron primero los
cambios dindmicos de la concentracion de FIH-1A en el suero
coronario y después se cuantificd la expresion miocardica en el
area de infarto en periodos secuenciales del proceso de isquemia-
reperfusion. Por Gltimo, se investigaron también ex vivo las
consecuencias funcionales en la angiogénesis del bloqueo del FIH-
1A sérico.

La concentracion de FIH-1A circulante en el seno coronario fue
paralela al efecto angiogénico del suero coronario en las células
endoteliales coronarias: las concentraciones aumentaron intensa-
mente tras 5y 90 min de isquemia, y se redujeron progresivamente
en el primer mes siguiente a la reperfusién (figura 4 A).

Se observo una expresion génica constitutiva débil del FIH-1A
en los controles y en el area infartada de los grupos sin reperfusion
y de 1 min tras la reperfusion. Tiene interés seflalar que se detect6
una intensa regulaciéon positiva del FIH-1A en las muestras
miocardicas obtenidas del area de infarto de los grupos de
1 semana y 1 mes tras la reperfusion (figura 4 D). Sin embargo, al
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Figura 3. Capacidad del suero coronario de inducir la angiogénesis en células endoteliales coronarias. A: imagenes representativas de las células endoteliales de
arteria coronaria porcina en un andlisis de diferenciacion in vitro inducido por el suero coronario procedente de la situacion de control (antes de hinchar el balén) y
de diferentes momentos del proceso de isquemia y reperfusion: tras 5 y 90 min de isquemia (inmediatamente antes de la reperfusion), asi como 1 min, 1 semana y
1 mes de reperfusion tras el infarto de miocardio; para la toma de las imagenes se usé un microscopio de contraste de fase; la barra de escala indica 500 pm. B:
cuantificacién del nimero de tubos inducidos por el suero coronario: el suero coronario obtenido en los experimentos de infarto de miocardio mostrd una capacidad
angiogénica superior a la de los controles, con un maximo en el suero obtenido durante la isquemia e inmediatamente después de la reperfusion. Los datos se
expresan como la media + desviacién estandar del niimero de estructuras tubulares en 5 campos independientes (x 100) (n > 5 experimentos independientes realizados
por triplicado) y se analizaron con un ANOVA de una via seguido de la prueba de Bonferroni. Un evaluador que no conocia el grupo experimental del que procedian analizo

los datos. *p < 0,01 frente al control.

analizar la presencia de FIH-1A en el miocardio infartado, se
observo que la tincion de FIH-1A aumentaba significativamente en
las células endoteliales microvasculares del area de infarto en
todos los grupos de IAM (figura 4 By figura 4 C. Ni la expresion del
ARNm ni los estudios de inmunohistoquimica mostraron aumento
de la expresion de FIH-1A en las muestras de miocardio aisladas de
las areas distantes en ninguno de los 4 grupos de IAM en
comparacion con los controles.

En resumen, las concentraciones de FIH-1A circulante aumen-
tan poco después de la isquemia y la reperfusion y son paralelos a
los efectos proangiogénicos del suero coronario in vitro. No
obstante, transcurre cierto tiempo hasta que se produce la
regulacion positiva en el miocardio.

Posible mecanismo de intervencion del factor inducible por
hipoxia-1A en la capacidad proangiogénica del suero coronario
en las células endoteliales coronarias

Con objeto de explorar el posible mecanismo de accion del FIH-
1A en el efecto proangiogénico del suero coronario en las células

endoteliales coronarias ya descrito, investigamos ex vivo las
consecuencias del bloqueo funcional de FIH-1A sérico en la
capacidad angiogénica mediante una prueba en Matrigel, seglin un
meétodo descrito con anterioridad'®. Se observé que el bloqueo del
FIH-1A producido por un anticuerpo monoclonal especifico
anulaba la capacidad del suero coronario de generar nuevas
estructuras tubulares en los mismos plazos en que, en las
condiciones basales, el suero coronario ejercia un efecto proan-
giogénico potente (figura 5).

Este andlisis in vitro indica que el FIH-1A tiene un papel
relevante en la capacidad proangiogénica del suero coronario en
situaciones de isquemia coronaria aguda y reperfusion.

DISCUSION

El principal aporte del presente estudio es que, en el contexto
del IAM, el suero coronario tiene la capacidad de fomentar in vitro
la neoangiogénesis coronaria desde el inicio de la isquemia y que
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Figura 4. Dinamica del FIH-1A tras el infarto de miocardio. A: concentracién de FIH-1A circulante en el suero coronario en diferentes momentos del proceso de
isquemia y reperfusion; La concentracion de FIH-1A en el seno coronario aumento significativamente durante la isquemia y fue reduciéndose durante el primer mes
tras la reperfusion; los datos (media + desviacion estandar; n > 5) se analizaron con un ANOVA de una via seguido de una prueba de Bonferroni. B: analisis
inmunohistoquimico de la expresion del FIH-1A en el miocardio infartado en diferentes momentos del proceso de isquemia y reperfusién; se muestran imagenes
representativas del area de infarto del grupo de control y de los 4 grupos de infarto de miocardio (sin reperfusiony 1 min, 1 semanay 1 mes después de la reperfusion); las
flechas indican vasos sanguineos con FIH-1A; la barra de escala indica 100 wm. C: cuantificacion del FIH-1A en el miocardio infartado; las imagenes del area infartada
aislada de los 5 grupos independientes se analizaron con el programa informatico de analisis Image-Pro Plus; el porcentaje de vasos sanguineos FIH* aumento
significativamente en el miocardio con infarto en todos los grupos de IAM; los datos (media + desviacién estandar; n > 5) se analizaron con un ANOVA de una via seguido
de una prueba de Bonferroni; un evaluador que no conocia el grupo experimental del que procedian analizd los datos. D: expresién de FIH-1A en el miocardio con infarto
en diferentes momentos del proceso de isquemia y reperfusion; la expresion del ARNm de FIH-1A estaba regulada al alza en el miocardio infartado 1 semana y 1 mes
después de la reperfusién, en comparacioén con los controles; los datos (media + desviacion estandar; n > 5 experimentos independientes realizados por triplicado) se
analizaron con un ANOVA de una via, seguido de una prueba de Bonferroni. FIH-1A: factor inducible por hipoxia-1A; IAM: infarto agudo de miocardio. *p < 0,01 frente al
control. °p < 0,05 frente a la ausencia de reperfusién. °p < 0,01 frente al control. p < 0,05 frente al control.

este proceso se produce en paralelo con el restablecimiento de la Dinamica de la obstruccion microvascular y la densidad de
densidad microvascular y la reparacion de la OMV en el area microvasos

infartada. Parece que la regulacion positiva del FIH-1A es crucial

para que se produzcan los efectos favorables del suero coronario en A pesar de un restablecimiento rapido y completo de la
la microcirculacién coronaria. permeabilidad del vaso responsable del infarto, se produce OMV en
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Numero de tubos basal 3+2
Numero de tubos con el bloqueo del FIH-1A 2+2
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Figura 5. Efecto funcional del FIH-1A en la capacidad proangiogénica del suero coronario en células endoteliales de las arterias coronarias. A: cuantificacién del
efecto de la neutralizacion del FIH-1A en el nimero de estructuras de tipo tubular inducido por el suero coronario; se incubaron células endoteliales coronarias de
cerdo con el suero obtenido en la situacién de control (antes de hinchar el balén) y tras 5 y 90 min de isquemia (inmediatamente antes de la reperfusion); algunas
células se incubaron en presencia de un anticuerpo monoclonal murino anti-FIH-1A porcino (10 pg/ml) o cualquier IgG de iguales isotipo y concentracion; se
observd mediante microscopio de contraste de fase y se conté el nimero de estructuras de tipo tubular; los datos se expresan como media + desviacion estandar del
namero de estructuras tubulares en 5 campos independientes ( x 100) (n > 5 experimentos independientes realizados por triplicado) y se analizaron con un ANOVA de una
via seguido de la prueba de Bonferroni; un evaluador que no conocia el grupo experimental del que procedian analizo los datos. B: imagenes representativas del anélisis de
diferenciacion de las células endoteliales en Matrigel inducida por el suero coronario; la barra de escala indica 200 pwm. FIH-1A: factor inducible por hipoxia-1A; IgG:
inmunoglobulina G. p < 0,01 frente al control. °p < 0,05 frente a una IgG del mismo isotipo irrelevante.

un namero de pacientes considerable y ello tiene importantes
repercusiones negativas tras el IAM por lo que respecta al
pronéstico y el remodelado del ventriculo izquierdo®%°.

La cronologia y los mecanismos que subyacen a la recuperacion
de la OMV estan atn lejos de haberse aclarado por completo. Un
mejor conocimiento de este proceso seria de gran importancia para
progresar en nuestra comprension de la fisiopatologia del IAM y
para la futura exploracion de nuevas posibilidades terapéuticas
que vayan mas alla de la reperfusion de la arteria epicardica.

Los experimentos se realizaron en un modelo porcino de IAM
reperfundido y OMV que se habia validado con anterioridad®.
Macroscopicamente, este estudio confirmé la evolucion dinamica
de la OMV: se detect6 inmediatamente después de la reperfusion,
alcanzd su maximo al cabo de 1 semana y desapareci6 casi por
completo al llegar a 1 mes”.

La falta de integridad microvascular en las muestras obtenidas
de areas de infarto se ha descrito ya anteriormente’, pero su
asociacién con la dindmica de la OMV en un modelo altamente
controlado como el nuestro no se habia analizado hasta ahora.

Seglin lo indicado por la cuantificacién de las células CD31", una
intensa pérdida de densidad microvascular en el area infartada
precedi6 a la aparicion de la OMV macroscopica en las muestras de
miocardio obtenidas durante la fase aguda de la isquemia (90 min)
sin reperfusion. El dafio microvascular persistié durante la primera
semana y recuper6 los valores de control 1 mes después de la
reperfusion.

El flujo coronario cumple un papel en mdltiples aspectos de la
fisiopatologia del IAM y la OMV durante la isquemia y la posterior
reperfusion. Para empezar, la interrupcién stbita de la perfusion
coronaria tiene un efecto decisivo no solo para el inicio de la
necrosis del miocardio, sino también, seglin los resultados, para el
inicio del dafio microvascular®. Por ello, el restablecimiento del
flujo sanguineo al area de infarto, aunque imprescindible para
salvar miocardio, puede aumentar, segin se ha demostrado
ampliamente, el tamafio del infarto y la OMV a través de una
multitud de mecanismos relacionados con la lesion por isquemia-
reperfusiéon’?®. De hecho, en nuestros experimentos, con el
mismo tiempo de isquemia, se produjo una OMV macroscopica
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Figura 6. Dinamica del dafio microvascular, la angiogénesis inducida por el suero coronario y la concentracion de FIH-1A en el proceso de isquemia y reperfusion
tras el infarto de miocardio. A: en el infarto de miocardio con reperfusion, la pérdida de la densidad microvascular precedio a la aparicion de la obstruccion
microvascular (antes de la reperfusién), tras lo cual ambos fenémenos se recuperaron en paralelo con un restablecimiento casi completo 1 mes después de la
reperfusion; ademas, el suero coronario ejerce poco después de la isquemia una potente accién compensatoria destinada a restablecer la perfusion en el area del
infarto. B: la dinimica del FIH-1A circulante aumenta drasticamente durante la isquemia y la reperfusion, y en paralelo al efecto proangiogénico del suero coronario
en las células endoteliales coronarias; pasa un tiempo antes de que se produzca la regulacién miocardica positiva 1 semana después de la reperfusion. FIH-1A: factor

inducible por hipoxia-1A.

significativa apenas 1 min después de la reperfusion, pero no la
hubo en el grupo sin reperfusion (figura 6 A).

Se observo que la recuperacion de la microcirculacién subyace a
la resoluciéon de la OMV 1 mes después de la reperfusion. El
siguiente paso en el presente estudio fue investigar si el suero
coronario era también decisivo para la estimulacion del proceso de
neoangiogénesis coronaria que interviene en la reparacion de la
OMV.

Suero coronario y angiogénesis tras el infarto de miocardio

La angiogénesis representa la formacion de nuevos microvasos
a partir de los capilares preexistentes, en respuesta a diferentes

sefiales como la hipoxia, los factores de crecimiento o el estrés
oxidativo'®'", El papel reparador crucial de este proceso tras el
IAM esta ampliamente demostrado'®'?. No obstante, hasta donde
se sabe, el potencial del suero coronario de inducir neoangiogé-
nesis y, por consiguiente, la recuperacion de la OMV y la cronologia
de este proceso no se habian descrito hasta ahora. Para alcanzar
estos objetivos, se obtuvo suero coronario en momentos secuen-
ciales del IAM. A continuacion, en un analisis de morfogénesis
funcional, se evalu6 la capacidad del suero de estimular la
formacion de nuevas estructuras vasculares en las células
endoteliales coronarias. Se observo que, en comparaciéon con los
controles, el suero coronario procedente de los experimentos de
IAM tuvo un efecto neoangiogénico potente. Tiene interés sefialar
que la capacidad fue maxima con el suero extraido durante la



448 C. Rios-Navarro et al./Rev Esp Cardiol. 2018;71(6):440-449

isquemia e inmediatamente después de la reperfusion, y continud
siendo superior a la de los controles durante el primer mes
siguiente al IAM. Esto indica que, incluso antes de la reperfusion,
actiian mecanismos serologicos destinados a facilitar la recupe-
racion del dafo microvascular que acompafia al IAM. El aumento
observado de los neovasos en el area de infarto y la resolucion
espontanea de la OMV 1 mes después de la reperfusion
probablemente sean consecuencia, al menos en parte, del efecto
neoangiogénico del suero coronario desde el inicio de la isquemia
(figura 6 A).

Indudablemente, el estimulo angiogénico del suero coronario es
un fendmeno multifactorial desencadenado por un gran namero de
mediadores. Para avanzar en el conocimiento de este proceso, la
atencion se centr6 en la dinamica y la posible intervencion del
factor de transcripcion FIH-1A.

Dinamica del factor inducible por hipoxia-1A tras el infarto de
miocardio. Funcion en la angiogénesis

El FIH-1A aumenta en respuesta a la hipoxia fisiologica y
patolégica. Esta proteina interviene en la activacion de la glucolisis
anaerobia y los genes diana relacionados con la neoangiogénesis y
la supervivencia del tejido viable alrededor de las areas de
isquemia'®'%!7, En el IAM, se evalud su intervencién en las
biopsias humanas de corazones con infarto!®!° y en modelos de
IAM experimentales'>'4, Ademas, se ha demostrado también que
el FIH-1A desempeia un papel central en el precondicionamiento y
el poscondicionamiento?®-?2. Estos procesos consisten en episo-
dios breves de isquemia antes de la oclusiéon coronaria (en el
primer caso) o inmediatamente después de la reperfusién (en el
segundo) y se han relacionado con efectos favorables en cuanto a
miocardio salvado. En ambas situaciones se produce una liberacion
de FIH-1A?"22,

En el presente estudio, la evolucion temporal de las concen-
traciones de FIH-1A circulante mostro fluctuaciones muy notables,
con un maximo durante la isquemia y poco después de la
reperfusion. Esta dinamica refleja el efecto proangiogénico del
suero coronario en las células endoteliales coronarias in vitro
(figura 6).

Usando anticuerpos neutralizantes anti-FIH-1A para bloquear
el efecto angiogénico del suero coronario in vitro, se confirmo el
papel funcional de este factor en la neoangiogénesis coronaria tras
el IAM y en la reparacion de la OMV.

La expresion del FIH-1A se ha correlacionado con la formacion
de neovasos en diversas situaciones'®'%'7, Este estudio ilustra de
una forma altamente controlada la dindmica y la cronologia de la
reparaciéon microvascular estimulada por el suero coronario y en
particular por el FIH-1A en el contexto del IAM con OMV. La
presencia de FIH-1A en las células endoteliales microvasculares de
la region infartada en todos los grupos de IAM se detectd en
paralelo con el aumento casi inmediato del FIH-1A en suero
después del inicio de la isquemia y su mayor capacidad de generar
estructuras vasculares in vitro. Sin embargo, la expresion del
ARNm de FIH-1A solamente mostro regulacion al alza 1 semana y
1 mes después de la reperfusion. Esto podria indicar que, si bien el
FIH-1A estd promoviendo ya la angiogénesis en el endotelio
coronario incluso antes de la reperfusion, hay cierto retraso en la
expresion miocardica de este factor. En este estudio, la presencia
miocardica de FIH-1A alcanzé su maximo antes de la reperfusion
y luego se siguié de una recuperacion de la densidad microvas-
cular y el restablecimiento de la OMV 1 mes después del IAM
(figura 6 B).

Contrariamente al concepto de irreversibilidad del tamafio del
infarto, aplicando técnicas de imagen a pacientes y modelos
animales experimentales altamente controlados, nuestro grupo,
al igual que otros, ha demostrado una tendencia a la resolucion
espontanea de la OMV macroscopica durante las semanas y
meses que siguen a un IAM reperfundido®®?. Se ha sefialado que
el retraso en la reparacion de la OMV que se observa en la
resonancia magnética cardiaca anuncia consecuencias estructu-
rales graves en el ventriculo izquierdo de los pacientes que han
experimentado un IAM?3. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que el suero coronario y en particular la via del FIH-1A
desempefian un papel clave en la regeneracion microvascular tras
el IAM. Se necesitan nuevos estudios para investigar si las
maniobras terapéuticas destinadas a acelerar este proceso
natural pueden constituir una opcién realista mas alla de la
reperfusion coronaria.

Limitaciones

La evolucidn del dafio y la reparaciéon microvascular, asi como
el efecto proangiogénico del suero coronario y el FIH-1A en las
células endoteliales coronarias, se ha demostrado en modelos in
vitro y modelos experimentales en un contexto altamente
controlado.

El modelo de IAM se basoé en la oclusion aguda de una arteria
coronaria normal, que no es lo mismo que una oclusién aguda en
un contexto de clinica miocardica aguda, en el que hay erosién o
rotura de la placa. Estos resultados deberan confirmarse en
pacientes con IAM espontaneos.

Las consecuencias terapéuticas de los resultados obtenidos
exceden con mucho el alcance del presente estudio y no se han
abordado.

CONCLUSIONES

En el contexto del IAM, el dafio microvascular y el mecanismo
de compensacion para repararlo se inician simultaneamente
incluso antes de la reperfusién coronaria. Tras desencadenarse
por la isquemia miocardica, el suero coronario y en particular el
FIH-1A ejercen un efecto potente de estimulacion neoangiogénica
que se inicia poco después de la oclusién coronaria y termina con
una reconstruccion macroscopica y microscopicamente casi
completa de la microcirculacion del area de infarto 1 mes mas
tarde. La neoangiogénesis inducida por el suero coronario en las
células endoteliales coronarias es un concepto que podria
contribuir a mejorar el conocimiento de la fisiopatologia del
IAM y puede usarse para desarrollar nuevas posibilidades
terapéuticas mas alla de la reperfusion coronaria.
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(QUE SE SABE DEL TEMA?

- En el contexto del IAM, la OMV consiste en una pérdida
masiva de microvasos tras la reperfusion de la arteria
epicardica obstruida, lo cual causa efectos deletéreos en
la evolucion del paciente.

- Aunque los estudios experimentales y de imagen
cardiaca han demostrado ampliamente la resolucion
espontanea de la OMV tardiamente tras el 1AM, los
mecanismos que intervienen en ello estan lejos de
haberse esclarecido por completo.

- La angiogénesis es esencial para restablecer la circula-
cion coronaria y evitar un remodelado adverso del
ventriculo izquierdo. Concretamente, el factor proan-
giogénico FIH-1A se ha descrito en miltiples situaciones
fisioldgicas y patologicas de hipoxia.

(QUE APORTA DE NUEVO?

- El dafio microvascular y el mecanismo de compensacion
para repararlo se inician simultdneamente incluso antes
de la reperfusion coronaria.

- El suero coronario y en particular el FIH-1A tienen la
capacidad de fomentar la angiogénesis in vitro desde el
inicio de la isquemia, y probablemente participen en el
aumento neovascular en el area infartada y en la
resolucion de la OMV 1 mes después de la reperfusion.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Se puede consultar material suplementario a este articulo
en su version electronica disponible en https://doi.org/10.
1016/j.recesp.2017.06.024
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