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Historia del articulo: RESUMEN
Recibido el 11 de diciembre de 2015
Aceptado el 6 de abril de 2016 Introduccién y objetivos: TBX1 es un factor de transcripcién importante en el desarrollo embrionario del

On-line el 12 de julio de 2016 corazén. Se desconoce su implicacion en el remodelado miocardico tras infarto agudo de miocardio

(IAM) y si es modulable por una terapia con beneficio demostrado como es el bloqueo del receptor
Palabras clave: ) ) mineralocorticoideo.

Infarto agudo de miocardio Métodos: Se sometioé a IAM a 60 ratas mediante ligadura de la coronaria izquierda: 50 animales fueron
Remodelado cardiaco . . .

Fibrosis aleatorizados a ser sacrificados pasadas 1, 2,4, 12 0 24 semanas; 10 animales se trataron con eplerenona
Genes fetales (100 mg/kg/dia) 7 dias antes del IAM, hasta su sacrificio (4 semanas después); 8 animales se sometieron a
Eplerenona cirugia sin ligadura (control). Se analiz6 la expresion cardiaca de TBX1, genes fetales y marcadores de
fibrosis.

Resultados: La expresién génica y proteica de TBX1 se increment6 en el miocardio infartado, con pico de
expresion 1 semana tras el IAM (p < 0,01), sin variar en el miocardio no infartado. Los genes fetales y los
marcadores de fibrosis también aumentaron, con expresion maxima 4 semanas (p < 0,001) y 1 semana
(p < 0,01) tras el IAM respectivamente. La expresion de TBX1 se correlacion6 con la de los marcadores de
fibrosis (p < 0,01), pero no con los genes fetales. La eplerenona redujo el incremento de TBX1 y la fibrosis
inducida tras IAM, que se asociaron con una mejora de funcién y remodelado ventricular por
ecocardiografia.

Conclusiones: Estos resultados muestran la reactivacion de la expresion de TBX1 e indican su implicaciéon
en la fibrosis y el remodelado cardiacos tras el IAM y que puede participar en el beneficio del bloqueo
mineralocorticoideo.
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The TBX1 Transcription Factor in Cardiac Remodeling After Myocardial Infarction

ABSTRACT
Keywords: Introduction and objectives: The transcription factor TBX1 plays an important role in the embryonic
Acute myocardial infarction development of the heart. Nothing is known about its involvement in myocardial remodeling after acute
E.abrdla'c remodeling myocardial infarction (AMI) and whether its expression can be modulated by a treatment with proven
1Drosts benefit such as mineralocorticoid receptor blockade.
Fetal genes C . . . . Lo .
Eplerenone Methods: Acute myocardial infarction was induced in 60 rats via left coronary artery ligation: 50 animals

were randomized to be euthanized after 1, 2, 4, 12, or 24 weeks; 10 animals were treated with
eplerenone (100 mg/kg/days) 7 days before the AMI until their euthanasia (4 weeks later); 8 additional
animals underwent surgery without ligation (control). We analyzed the cardiac expression of TBX1, fetal
genes, and fibrosis markers.

Results: The gene and protein expression of TBX1 was increased in the infarcted myocardium, peaking
1 week after AMI (P < .01), without changes in the noninfarcted myocardium. Levels of the fetal genes
and fibrosis markers also increased, peaking 4 weeks (P < .001) and 1 week (P < .01) after AMI,
respectively. The TBX1 expression was correlated with that of the fibrosis markers (P < .01) but not the
fetal genes. Eplerenone reduced the TBX1 increase and fibrosis induced by AMI, with an association
improvement in ventricular function and remodeling in echocardiography.
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Conclusions: These results show the reactivated expression of TBX1 and indicate its involvement in
cardiac fibrosis and remodeling after AMI and its participation in the benefit from mineralocorticoid

receptor blockade.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2016 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

ANP: péptido natriurético auricular

BNP: péptido natriurético cerebral

[AM: infarto agudo de miocardio

TGF[3: factor de crecimiento transformador beta

INTRODUCCION

La proteina T-box 1 (TBX1) pertenece a la familia de factores de
transcripcion cuyos miembros comparten un dominio de unién al
ADN conocido como caja T'. Su principal funcién es regular la
proliferacion y la diferenciacién celular durante la organogénesis
de varios tejidos, incluido el corazon. En humanos actiia activando
la proliferacion de las células precursoras mesenquimales que
contribuyen a la formacion del tracto de salida del miocardio y la
elongacién del tubo cardiaco en el polo anterior’®. Estudios
experimentales en ratones han demostrado asociacién entre la
deplecion del gen Thx1 y un incremento de susceptibilidad a
enfermedad cardiaca congénita®. Aparte de su importancia en el
desarrollo embrionario, a dia de hoy no se ha descrito ninguna
funcién de TBX1 en el corazén adulto.

Durante el desarrollo embrionario, el corazon esta expuesto a
un entorno pobre en oxigeno que hace del metabolismo anaerdbico
y los hidratos de carbono la principal fuente energética. Tras el
nacimiento se produce un cambio a la oxidaciéon de los acidos
grasos, que es posible gracias a un cambio en la expresién de los
genes encargados®. En el infarto agudo de miocardio (IAM), el
corazon es sometido a hipoxia, estrés metabolico y hemodinamico,
alo que responde con la reactivacion del programa de genes fetales
que conducen a la reactivacion de la expresion de las isoformas
encargadas del metabolismo anaerobio, asi como de la hipertrofiay
el remodelado cardiaco, cuyo objetivo es mantener la capacidad
contractil del corazon infartado. Tras el infarto, el remodelado
adverso tisular se manifiesta morfolégicamente por dilatacion
progresiva del ventriculo izquierdo y reduccién de la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), factores asociados a un
peor pronostico clinico. Dadas las similitudes del metabolismo
embrionario y tras el infarto, el TBX1 podria tener un papel en la
respuesta miocardica al infarto y participar en los fenémenos de
reparacion, remodelado y pérdida de contractilidad, lo que a su vez
puede tener implicaciones terapéuticas.

A lo largo de estos afios, diversos farmacos han mostrado
beneficio clinico en pacientes infartados, entre los cuales los
bloqueadores del receptor mineralocorticoideo se ha asociado no
solo a menor mortalidad, sino también a menos fibrosis y
remodelado ventricular adverso®’. La posible modulacién del
TBX1 por farmacos representa una cuestion de interés por cuanto
apoyaria su implicacion en el remodelado tras el IAM y su uso como
diana terapéutica.

El presente estudio evalta la expresion del gen fetal Thx1 en
corazones adultos sometidos a IAM y su relacién con la fibrosis,
proceso implicado en el remodelado cardiaco tras el IAM, asi como
su posible modulaciéon por eplerenona, un farmaco que ha
demostrado beneficio clinico tras infarto y menor fibrosis
miocardica®.

METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de
Murcia (codigo A13150105). La descripcion detallada de los
materiales y métodos se puede consultar en el material suple-
mentario.

Diseiio experimental

El IAM se realizd en ratas Wistar. Sesenta animales fueron
sometidos a ligacion permanente de la arteria coronaria descen-
dente anterior izquierda; 50 animales (10 ratas por grupo) se
asignaron aleatoriamente a los siguientes grupos segtn la fecha de
sacrificio: 1, 2, 4, 12 o0 24 semanas tras el IAM. Diez animales se
trataron por via oral (mezclado en la comida) con un antagonista
de aldosterona (eplerenona, 100 mg/kg/dia). El tratamiento con
eplerenona se inici6 7 dias antes del IAM para asegurar su efecto en
el periodo inmediato tras el IAM y se mantuvo hasta el sacrificio de
los animales (4 semanas tras el IAM). La dosis se ajustd
semanalmente segln el peso de cada animal. Ademas, 8 animales
se sometieron al mismo procedimiento experimental sin ligar la
coronaria (grupo control), a los que se sacrifico a las 4 semanas tras
el IAM. La mortalidad en las 24 h posteriores a la induccion del
infarto fue del 29% de los animales no tratados y el 25% de los
pretratados con eplerenona. No hubo mortalidad en el grupo
control y ning@in animal muri6 pasadas 24 h del IAM. En todos los
animales, el remodelado adverso se evalu6 en términos de
dimensiones y contractilidad mediante un estudio ecocardiogra-
fico completo basal, 24 h antes de la cirugia y en el seguimiento el
dia previo al sacrificio, como se describe en el material
suplementario. Realiz6 dicho estudio un operador cualificado y
experimentado (M.J. Fernandez-Del Palacio), que tenia enmasca-
rado el grupo de tratamiento con eplerenona. Al sacrificio, se
separaron las areas infartada y no infartada del miocardio del
ventriculo izquierdo y se almacenaron a -80 °C para su posterior
analisis. Un fragmento de miocardio infartado se fijo en formalina
tamponada al 10% y se incluyé en bloques de parafina para
posteriores estudios histologicos.

Extraccion de acido ribonucleico y reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real cuantitativa

Para el aislamiento del ARN, la retrotranscripcion a ADN
complementario y la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real, se emplearon kits comerciales (material suplementa-
rio). Los cebadores se describen en la tabla S1 del material
suplementario.

Analisis por transferencia Western

La expresion proteica de TBX1 se evalué mediante analisis por
transferencia Western: se separaron 40 pg de extracto proteico
mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a membranas
de PVDF. Se emple6 el anticuerpo primario anti-TBX1 (ab109313,
Abcam; Cambridge, Massachusetts, Estados Unidos) y el secunda-
rio, contra inmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidada
(W4011; Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Los
resultados de expresion de TBX1 se normalizaron respecto a
proteina total de carga y se expresaron referidos al grupo control.
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Analisis histologico

Se realizaron cuatro cortes de 5 wm de cada bloque de parafina,
que se tifieron con tricromico de Masson siguiendo el protocolo
estandar. Se obtuvieron imagenes de alta resolucion de los cortes
tefiidos mediante el escaner Leica SN40OF (Leica Microsystems
Inc.; Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos). La fraccion del
volumen de colageno se calcul6 con el programa Leica Qwin Pro
V3.4.0(Leica Microsystems, Ltd.; Suiza) en imagenes a 40 aumentos
como la media aritmética de todos los cortes y se expres6 como la
relaciéon entre el area de colageno teiiida por el tricromico de
Masson y el area total del miocardio.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + error estandar o media +
desviacion estandar y se analizaron estadisticamente mediante el
programa SPSS 19 (SPSS, Inc.; Estados Unidos). Segtn el tipo de
variable, se realizaron pruebas de la t de Student o de la U de Mann-
Whitney. El analisis de correlacion se realiz6 excluyendo los animales
pertenecientes al grupo control. Las graficas se realizaron mediante el
programa SigmaPlot 11.0. Se ha asumido significacion estadistica con
valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Analisis ecocardiografico de la evolucion del infarto agudo de
miocardio

Los resultados del andlisis ecocardiografico realizado se
muestran en la tabla 1. Los animales sometidos a IAM mostraron,
desde la semana 1 tras el IAM, disminucion de la funcion sistolica e
incremento de remodelado estructural adverso con el tiempo:
valores menores de la FEVI e incremento del indice de motilidad, asi
como de los voliimenes y didmetros telediastolicos y telesistolicos.

Modulacion de la expresion de Thx1 y otros genes fetales tras el
infarto agudo de miocardio

La medida de la expresion de Thx1 en el tejido cardiaco
(figura 1), mediante la reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real cuantitativa y transferencia Western, mostré que la
concentracion de ARNm de TBX1 en la zona infartada se
increment6 significativamente desde la primera semana tras el

IAM y se mantuvo elevada respecto al grupo control hasta las
24 semanas tras el IAM (figura 1A). La expresion maxima se obtuvo
1 semana tras el IAM. El incremento de la expresion génica de Tbx1
se correspondi6 con un incremento de la concentracion proteica de
TBX1 en la zona infartada respecto al grupo control (figura 1B). El
analisis de la expresion de TBX1 en la zona no infartada no mostro
cambios significativos en ninguno de los grupos de animales
infartados respecto al control, ni en la expresion génica ni en la
expresion proteica.

La figura 2 muestra el estudio de expresion de genes fetales en el
miocardio infartado y no infartado, determinando las concentra-
ciones de ARNm del péptido natriurético auricular (ANP), el
péptido natriurético cerebral (BNP), la isoforma beta de la cadena
pesada de miosina (3-MHC) y a-actina 1. Las cinéticas de ANP, B-
MHC y alfaactina 1 en el miocardio infartado mostraron un
comportamiento similar, con incrementos significativos desde la
primera semana tras el IAM y expresion maxima observada 4 o
12 semanas tras el IAM. La expresion de BNP solo se vio
incrementada significativamente respecto al grupo control a las
4 semanas del IAM. En el miocardio no infartado se produjo
incremento significativo de ANP y alfaactina 1 a las 4 semanas del
IAM, mientras que el BNP se incremento a las 2 semanas. No hubo
incremento de expresion de ARNm de B-MHC. El andlisis de
correlacién no mostré ningan tipo de asociacion entre la expresion
de TBX1 y los demas genes fetales analizados, ni en el miocardio
infartado (tabla 2) ni en el no infartado (tabla S2 del material
suplementario). Sin embargo, la expresion de ANP, BNP, 3-MHC y
alfaactina 1 mostrdé correlacion significativa entre si en el
miocardio infartado (ANP frente a BNP, r = 0,642; p < 0,001;
ANP frente a alfaactina 1, r = 0,634; p < 0,001; BNP frente a
alfaactina 1, r = 0,392; p = 0,012; 3-MHC frente a alfaactina 1,
r = 0,483; p = 0,001) y cierta correlacion en el miocardio no
infartado (ANP frente a BNP, r = 0,49; p = 0,002; ANP frente a 3-
MHC, r = 0,333; p = 0,04).

Relacion entre proteina TBX1 y fibrosis en las semanas
posteriores al infarto agudo de miocardio

Los marcadores de fibrosis analizados mostraron niveles de
expresion significativamente incrementados respecto al grupo
control (figura 3). Todos los marcadores mostraron un incremento
de expresion significativo desde la semana 1 tras el IAM, con
maximos entre las semanas 1y 4 y una reduccion progresiva en las
semanas 12 y 24. El incremento de la expresion génica de
marcadores de fibrosis derivd en el incremento progresivo de

Tabla 1
Andlisis descriptivo de las caracteristicas ecocardiograficas de los diferentes grupos de animales
Control 1AM Eple + IAM
1 semana 2 semanas 4 semanas 12 semanas 24 semanas 4 semanas
IMR 1,0 £ 0,0 1,4 +03° 1,4 +0,2° 1,6 +0,2° 1,6 +0,1° 1,6 £0,1° 1,2 +£02°
DTDVI (mm) 0,66 + 0,05 0,76 + 0,06¢ 0,80 + 0,06 0,84 + 0,09¢ 0,86 + 0,13¢ 0,95 + 0,10° 0,75 + 0,06
DTSVI (mm) 0,46 + 0,05 0,55 + 0,07¢ 0,61 + 0,08¢ 0,61 + 0,09¢ 0,60 + 0,134 0,74 + 0,12° 0,52 + 0,12¢
VTDVI (ml) 0,26 + 0,08 0,45 + 0,09¢ 0,48 + 0,07° 0,51 +0,12¢ 0,53 + 0,10¢ 0,66 + 0,19° 044 + 0,11
VTSVI (ml) 0,13 + 0,04 0,28 + 0,08 0,31 + 0,09° 0,31 + 0,09¢ 0,30 + 0,07 0,41 +0,17° 0,22 + 0,10°
FEVI (%) 50,8 + 10,0 38,8 + 9,9¢ 36,9 + 11,1¢ 40,6 + 10,4¢ 43,0 + 6,24 40,2 + 14,89 46,5 + 9,5
CFA (%) 30,6 + 52 28,5 + 8,2 235455 284 +78 302 + 74 224 +59¢ 32,1 + 13,9

CFA: cambio fraccional del area; DTDVI: diametro telediastélico del ventriculo izquierdo; DTSVI: diametro telesistolico del ventriculo izquierdo; Eple: eplerenona;
FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; IAM: infarto agudo de miocardio; IMR: indice de motilidad regional; VIDVI: volumen telediastdlico del ventriculo

izquierdo; VTSVI: volumen telesistélico del ventriculo izquierdo.
Los valores expresan media + desviacion estandar.

¢ p < 0,01 frente a grupo control.

> p < 0,001 frente a grupo control.

€ p < 0,05 frente a grupo IAM 4 semanas.

4 p < 0,05 frente a grupo control.
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Figura 1. Expresion cardiaca de TBX1 tras IAM. A: expresion de ARNm de TBX1 en el miocardio infartado (barras granates) y no infartado (barras azules); datos
normalizados respecto a GAPDH y referidos al control. B: imagenes representativas de transferencia Western y andlisis densitométrico de la expresion proteica de
TBX1 en el miocardio infartado (barras granates) y no infartado (barras azules); datos referidos al control y normalizados respecto a proteina total de carga: tinci6n
con AB para area infartada y Erk para area no infartada. AB: amido black; ARNm: acido ribonucleico mensajero; Erk: cinasa regulada por sefiales extracelulares;
GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; IAM: infarto agudo de miocardio; TBX1: proteina T-box 1.%p < 0,01 frente a control. °p < 0,05 frente a control. °p <
0,001 frente a control. Esta figura se muestra a todo color solo en la versién electronica del articulo.

fibrosis intersticial en el miocardio infartado, como muestra el
analisis histologico (figura 3F). El depodsito de colageno fue
evidente desde la primera semana tras el IAM y se fue acumulando
hasta reemplazar por completo el misculo cardiaco. El analisis
mostro correlacion significativa entre la expresion de TBX1 en el
miocardio infartado y la de cada uno de los marcadores de fibrosis
analizados (tabla 2). Los marcadores de fibrosis mostraron
correlacion significativa entre ellos (tabla S3 del material
suplementario).

Efecto de eplerenona en TBX1, fibrosis y genes fetales tras el
infarto agudo de miocardio

El andlisis ecocardiografico mostr6 menor remodelado adverso
tras el IAM en los animales infartados y tratados con eplerenona
respecto a los infartados que no recibieron tratamiento, sin
alcanzar los valores caracteristicos del grupo control (tabla 1). La
administracion de eplerenona bloqued significativamente el
incremento de expresion de TBX1 inducido por el IAM
(figura 4), tanto de ARNm (figura 4A) como proteica (figura 4B).
El tratamiento con eplerenona redujo la expresion de los
marcadores de fibrosis en el miocardio infartado respecto a los
animales infartados que no recibieron este tratamiento (figuras 4C-
G). Esta reduccion de la expresion de marcadores de fibrosis se
reflej6 en una disminucion significativa del deposito de colageno
en los animales tratados con eplerenona en comparacion con los
animales sin tratamiento (figura 4H). Del mismo modo, el
tratamiento con eplerenona bloqued el incremento de expresion
de los genes fetales inducido tras el infarto (figura 5).

DISCUSION

Los hallazgos de este estudio han demostrado que TBX1, un
factor de trascripcion que participa en el desarrollo embrionario
del corazén, reactiva su expresion cardiaca ante una situacién de
estrés como es el IAM. Esta reactivacion parece estar asociada a su
participacion en el remodelado cardiaco, ya que su expresion en el

tejido infartado se correlaciond positivamente con la de marca-
dores de fibrosis en las semanas posteriores al infarto. Ademas, los
resultados indican cierto valor del TBX1 como diana terapéutica,
dado que el tratamiento con eplerenona se asoci6 a menor
expresion tanto de TBX1 como de fibrosis asociados al IAM. Desde
nuestro conocimiento, es la primera vez que un estudio asocia el
factor de transcripcién TBX1 con una funcion en corazén adulto y
con la fisiopatologia del IAM.

TBX1 y la reactivacion de genes fetales tras el infarto agudo de
miocardio

Tras el IAM, el corazon sufre una serie de respuestas celulares y
moleculares que, en conjunto, se denominan remodelado cardiaco,
con efectos compensatorios iniciales pero que en su evolucién
puede derivar a un corazon insuficiente. Un sello distintivo del
remodelado posterior al IAM es la reactivacion del programa de
genes fetales, como consecuencia de una respuesta neurohormonal
alterada y del estrés hemodinamico y metabdlico al cual es
sometido el corazon infartado®. Entre los cambios caracteristicos
estan el remodelado de la maquinaria contractil del cardiomiocito,
con incremento de expresidn de proteinas sarcoméricas (miosinas
de cadena pesada y alfaactinas), cambios en el metabolismo
energético y la produccién incrementada de péptidos natriuréticos
(ANP y BNP)'®''. Estos cambios tienen como objetivo inicial
mantener la capacidad contractil y la eficiencia del tejido cardiaco,
pero al prolongarse originan un remodelado patolégico con
dilatacion ventricular e insuficiencia cardiaca.

Tal y como muestra el presente estudio, tras el IAM se produjo la
reactivacion de la expresion de genes fetales evidenciada por el
incremento del ARNm de [3-MHC, alfaactina 1, ANP y BNP en el
miocardio infartado. Esta modulacion fue menos evidente en el
miocardio no infartado. Actualmente se conocen algunos factores
de transcripcién implicados en la reactivacion de estos genes fetales
ante una situacion de estrés en el corazéon adulto, como Nkx2.5,
MEF2, GATA4 y SRF>'?13, Estos factores de transcripcion participan
en el desarrollo embrionario del corazén y reactivan su expresion en
el corazon infartado para desencadenar la remodelacion estructural
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Figura 2. Expresion cardiaca de genes fetales tras IAM. Expresion de ARNm de ANP (A), BNP (B), B-MHC (C) y a-actina 1 (D) en el miocardio infartado (barras granates)
y no infartado (barras azules). Datos normalizados respecto a GAPDH y referidos al control. ANP: péptido natriurético auricular; ARNm: cido ribonucleico mensajero;
B-MHC: cadena pesada de la miosina isoforma beta; BNP: péptido natriurético cerebral; GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; IAM: infarto agudo de
miocardio. *p < 0,01 frente a control. °p < 0,001 frente a control. °p < 0,05 frente a control. Esta figura se muestra a todo color solo en la versién electrénica del articulo.

del miocardio. Nuestros resultados muestran por primera vez que el
factor de transcripcion TBX1 incrementa su expresion en el corazon
adulto desde una fase inicial tras el IAM. En nuestro estudio, el
incremento de TBX1 no se correlaciond con la expresion de ninguno
de los genes fetales evaluados y ya conocidos, lo que indica que
TBX1 no tiene una implicacion directa en la expresion de los genes
encargados de la sarcomerogénesis (8-MHC y alfaactina 1) y los
péptidos natriuréticos (ANP, BNP).

Tabla 2
Andlisis de correlacién entre los niveles de expresion de ARNm de TBX1 y la
expresion de genes fetales y marcadores de fibrosis en el miocardio infartado

TBX1
r p n
ANP 0,151 0,374 43
BNP 0,045 0,789 43
B-MHC 0,274 0,105 43
a-actina 1 0,113 0,506 43
Colageno I 0,439 0,007 45
Colageno Il 0,367 0,036 41
TGFB 0,417 0,008 45
Galectina-3 0,501 0,001 45
a-SMA 0,737 < 0,001 43

«-SMA: actina alfa de masculo liso; ANP: péptido natriurético auricular; B-MHC:
cadena pesada de la miosina isoforma beta; BNP: péptido natriurético cerebral;
TBX1: proteina T-box 1; TGFR: factor de crecimiento transformador beta.

TBX1 y su relacion con la fibrosis inducida tras el infarto agudo
de miocardio

El remodelado cardiaco tras el IAM estd mediado por un gran
numero de citocinas liberadas por cardiomiocitos, fibroblastos,
células endoteliales y células inflamatorias'®. El factor de
crecimiento transformador beta (TGF() y la lectina galectina-3
son 2 moléculas esenciales en la induccion de la fibrosis cardiaca
tras el IAM!>'5, Ambas son capaces de unirse a receptores
presentes en los fibroblastos cardiacos y, a través de la sefializacion
mediada por p-Smad2/3, convertir los fibroblastos intersticiales en
miofibroblastos, encargados de la sintesis de colageno y de su
deposito extracelular para la formacion de la cicatriz miocardica y
la extension del IAM. Nuestros resultados muestran que el
incremento de ARNm de colagenos I y III se produce desde la
primera semana tras el IAM y que su depdsito valorado por
volumen aumenta progresivamente, lo que facilita la formacion de
la cicatriz. Como era de esperar, el incremento de ARNm de
colagenos 1 y III se correlaciond con la expresion de TGF( y
galectina-3, moléculas implicadas en la activacion de los fibro-
blastos, y con la expresion de alfaactina de misculo liso, un
marcador molecular de miofibroblastos activados (tabla S3 del
material suplementario). Lo que resulta interesante es comprobar
que la expresion de TBX1 se correlaciond positivamente con la
expresion de colageno y de las moléculas encargadas de activar la
respuesta fibrética. Esta correlacion positiva indica un efecto
modulador del factor de transcripcion TBX1 en los genes
implicados en activar la fibrosis tras el IAM. Esta hipotesis se ve
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Figura 3. Analisis de la fibrosis cardiaca tras IAM. Expresion de ARNm de colageno I (A), colageno III (B), TGF (C), Gal-3 (D) y «-SMA (E). Datos normalizados
respecto a GAPDH y referidos al control. Mediante tincion por tricromico de Masson, se determind el volumen de colageno en el miocardio infartado (F).
Fotomicrografias (40 x ) representativas y andlisis cuantitativo de la fibrosis intersticial expresada como fraccién de volumen de coldgeno (G). a-SMA: actina alfa de
musculo liso; ARNm: acido ribonucleico mensajero; Col I: colageno I; Col IIl: colageno III; Gal-3: galectina-3; GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa;
IAM: infarto agudo de miocardio; TGF@: factor de crecimiento transformador beta. *p < 0,001 frente a control. °p < 0,01 frente a control. °p < 0,05 frente a control.

reforzada por un estudio reciente en el que las ratas sometidas a
dafio agudo renal inducido por gentamicina mostraron aumento de
TBX1 y activacién de la sefializacién Smad2/3 por TGFB'”. Por el
contrario, células renales NRK deficientes en TBX1 mostraron
valores de TGFP disminuidos y menor activacion de la sefializacion
Smad2/3. La sefializacién TGF3/Smad tiene un papel principal en la

induccién de la fibrosis tras el IAM'®. En conjunto con estos
hallazgos, nuestros resultados concuerdan en indicar que el
incremento de TBX1 en el area infartada podria tener un papel
en la activacién del fibroblasto cardiaco y la activaciéon trans-

cripcional de los genes encargados de la fibrosis cardiaca tras el
IAM.
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Figura 4. Efecto de eplerenona en la expresion de TBX1 y fibrosis cardiaca inducida tras IAM. A: expresion de ARNm de TBX1 en el miocardio infartado de ratas
sometidas a [AM durante 4 semanas, con o sin tratamiento previo con eplerenona. B: imagenes representativas de la transferencia Western y andlisis
densitométrico de la expresion proteica de TBX1 en el miocardio infartado. C-G: analisis de la expresion de ARNm de colageno I, colageno III, TGF[3, Gal-3 y a-SMA.
H: fotomicrografias (40x ) representativas y andlisis cuantitativo de la fibrosis intersticial expresada como fraccién de volumen de colageno. a-SMA: actina alfa de
musculo liso; AB: amido black; ARNm: acido ribonucleico mensajero; Col I: colageno I; Col IIl: colageno III; Eple: eplerenona; Gal-3, galectina-3; GAPDH:
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; IAM: infarto agudo de miocardio; TBX1: proteina T-box 1; TGFf3: factor de crecimiento transformador beta. Datos de
expresion de ARN normalizados respecto a GAPDH y los de expresién proteica normalizados respecto a proteina total de carga mediante tincién con AB. Datos
referidos al control. *p < 0,05 frente a grupo control. °p < 0,05 frente a grupo IAM. °p < 0,001 frente a grupo control. “p < 0,01 frente a grupo IAM.
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TBX1: potencial diana terapéutica en el infarto agudo de
miocardio

El remodelado tras el IAM contribuye significativamente a la
insuficiencia cardiaca y la muerte, a través de la dilatacion y la
disfuncion sistélica del ventriculo izquierdo y la arritmogénesis
ventricular. La fibrosis cardiaca se reconoce como parte importante
de la patogenia de este remodelado desfavorable y su inhibicion se
traduce en una mejora de la funcién cardiaca'®. Se ha demostrado
que el bloqueo del receptor mineralocorticoideo (espironolactona
y eplerenona) mejora el prondstico de los pacientes con
insuficiencia cardiaca sist6lica®?%?!. En pacientes con IAM
asociado a FEVI < 35%, la administracion de eplerenona mejora
la supervivencia y reduce la muerte stbita y la progresiéon a
insuficiencia cardiaca®?2. En concordancia, el beneficio de estos
farmacos se ha puesto en relacién con su capacidad para reducir la
fibrosis miocardica, al ser capaces de bloquear el incremento de
colageno inducido por aldosterona’®?3, Numerosos estudios
experimentales han demostrado el beneficio a largo plazo de las
terapias antifibroticas, al disminuir la dilatacion y la disfuncion
sistélica’-?*?°, En nuestro estudio, el tratamiento con eplerenona
atenud el incremento de TBX1 inducido tras el IAM, disminuy6 la
expresion de marcadores de fibrosis y mostr6 recuperacion de la
funcidén cardiaca en ecocardiografia. Los mecanismos moleculares
que explican este efecto antifibrotico de los antagonistas de

aldosterona no son bien conocidos. Se ha apuntado que este efecto
puede estar mediado por diferentes sistemas de respuesta
intracelular como la sefalizacion via galectina-3, el sistema IL-
33/ST2, la sefializaciobn TGF/Smad o la respuesta inflamatoria.
Actualmente no hay evidencia que relacione TBX1 con el receptor
mineralocorticoideo. Sin embargo, nuestro estudio indica que la
inhibicion de la expresion del factor de transcripcion TBX1 es un
mecanismo implicado en el efecto antifibrético de eplerenona en el
tratamiento del IAM. Por lo tanto, TBX1 podria ser una diana
terapéutica para evitar el remodelado cardiaco adverso tras el IAM.

Limitaciones

La observacion del papel mediador del factor de transcripcion
TBX1 en la fibrosis tras el IAM se sustenta en resultados obtenidos
del andlisis de correlacion de valores de niveles de expresion de
ARNm, sin evaluar la asociacién de expresion proteica. Para
confirmar la implicacién de TBX1 en la fibrosis posterior al IAM y
descartar su participacion en la reactivacion de los genes fetales
encargados de la sintesis de proteinas sarcoméricas y péptidos
natriuréticos, son necesarios nuevos estudios experimentales que
evalten los efectos de la intervencion génica de TBX1 (silencia-
miento o sobrexpresion del gen Thx1) en el proceso de fibrosis y
remodelado. La dosis de eplerenona (100 mg/kg/dia), habitual en
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estudios experimentales con animales, es superior a la empleada
en clinica, lo que podria suponer una limitaciéon a la hora de
trasladar los resultados obtenidos.

CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido caracterizar la modulaci6n espacio-
temporal de TBX1 en el tejido cardiaco tras un IAM. TBX1
incrementa su expresion en el miocardio infartado desde la fase
inicial tras el IAM y se mantiene elevado. Esta modulacién se
correlaciona con la cinética de activacion génica de los diferentes
marcadores de fibrosis analizados, lo que propone al factor de
transcripcion TBX1 como una nueva diana terapéutica para
proteger al corazon infartado y disminuir la fibrosis y el remodelado
adverso. En este sentido, el antagonista de aldosterona eplerenona
bloqued la reactivacion de la expresion de TBX1 a la vez que redujo
la respuesta profibrética, lo que se asocidé a una mejor funcién
cardiaca. La reactivacion de TBX1 en el infarto y su regulaciéon por
eplerenona indican la necesidad de nuevos estudios dirigidos a
identificar el mecanismo de reactivacion de TBX1 tras el infarto y su
importancia como diana terapéutica en los procesos de remodelado.
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(QUE SE SABE DEL TEMA?

- Elfactor de transcripcion TBX1 participa en el desarrollo
embrionario del corazéon y su expresion deja de
producirse en el corazon adulto. Aunque no se ha
descrito ninguna funcion en corazones adultos, recien-
temente se ha asociado un papel fibrotico de TBX1 en
modelos animales de dafio renal. Al igual que otros
genes fetales, TBX1 podria reactivar su expresion tras el
infarto de miocardio y ejercer un papel en la fisiopa-
tologia del infarto.

ZQUE APORTA DE NUEVO?

- Nuestro estudio ha evaluado por primera vez la
modulacion de TBX1 en corazones de animales adultos
sometidos a infarto de miocardio. Tras el infarto, se
produce una reactivacion de la expresion de TBX1 en la
zona infartada, la cual parece estar asociada a la
respuesta fibrotica tras el infarto. El tratamiento con
eplerenona, un antagonista de aldosterona, bloqued la
reactivacion de la expresion de TBX1, a la vez que redujo
la respuesta profibrotica y mejoré la funcion cardiaca.
Estos resultados proponen al TBX1 como una nueva
diana terapéutica para proteger al corazon infartado.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Se puede consultar material suplementario a este articulo
en su version electronica disponible en doi:10.1016/].
recesp.2016.04.024.
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