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Historia del articulo: RESUMEN
Recibido el 27 de septiembre de 2019
Aceptado el 30 de marzo de 2020 Introduccion y objetivos: La angiogénesis participa en la restauracién de la microcirculacién después de

On-line el 3 de agosto de 2020 un infarto agudo de miocardio (IAM). El objetivo de este estudio es explorar el papel que juega la

isoforma anti-angiogénica del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A;gsb y explorar su
Palabras clave: ) ) potencial como terapia coadyuvante a la reperfusion coronaria.
X‘;;;‘;:f:s?: de miocardio Métodos: Se realizaron dos modelos murinos de IAM: a) ligadura permanente de la arteria coronaria
VEGF-A;s5b (IAM no.reperfundldo) y b).oclusu’)n transitoria durante 45. minutos c.le la arteria coronaria seguida Qe
reperfusion (IAM reperfundido); en ambos modelos, se realiz6 a los animales una ecocardiografia previa
a la eutanasia el dia 21 pos-IAM. Se determinaron los niveles séricos y miocardicos de VEGF- A;g5b. En
ambos modelos experimentales se evalu6 la implicacion funcional y estructural del bloqueo de esta
isoforma. En una cohorte de 104 pacientes con IAM con elevacion del segmento ST se cuantificaron los
niveles circulantes de VEGF-Ag5b y se estudi6 su asociacion con la fracciéon de eyeccion del ventriculo
izquierdo determinada mediante resonancia magnética cardiaca a los 6 meses del IAM, asi como con la
aparicion de eventos adversos (muerte, insuficiencia cardiaca o reinfarto) durante el seguimiento.
Resultados: Enambos modelos, los niveles séricos y tisulares de VEGF-A;¢sb habian aumentado alos 21 dias de la
induccion del IAM. Ademas, existia una correlacion negativa entre los valores circulantes de VEGF-A;gsb y la
funcion sistolica evaluada mediante ecocardiografia. El bloqueo in vivo de VEGF-A;gsb se relacion6 con una mayor
densidad microvascular, menor tamafo de infarto y mejor fraccion de eyeccion en el modelo de IAM reperfundido,
pero no en el modelo de IAM no reperfundido. En la cohorte de pacientes, aquellos con unos niveles séricos
elevados de VEGF-A;ssb presentaron una fraccion de eyeccion deprimida y una mayor tasa de eventos adversos.
Conclusiones: En estudios experimentales y clinicos, valores séricos elevados de VEGF-A;4sb se asocian
con una peor funcion sistélica. Su bloqueo incrementa la neoangiogénesis, reduce el tamaiio del infarto y
aumenta la fraccion de eyeccion en el modelo de IAM reperfundido, pero no en el de sin reperfundido. En
consecuencia, la neutralizacion de VEGF-A;gsb representa una potencial opcion terapéutica como
coadyuvante a la reperfusion coronaria.
© 2020 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Role of antiangiogenic VEGF-A;gsb in angiogenesis and systolic function after
reperfused myocardial infarction

ABSTRACT

Keywords: Introduction and objectives: Angiogenesis helps to reestablish microcirculation after myocardial
Myo_cardial ‘iﬂfafCtiOH infarction (MI). In this study, we aimed to further understand the role of the antiangiogenic isoform
Angiogenesis vascular endothelial growth factor (VEGF)-A;gsb after MI and to explore its potential as a coadjuvant
VEGF-Ar65b therapy to coronary reperfusion.
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Methods: Two mice MI models were formed: a) permanent coronary ligation (nonreperfused MI);
b) transient 45-minute coronary occlusion followed by reperfusion (reperfused MI); in both models,
animals underwent echocardiography before euthanasia at day 21 after MI induction. We determined
serum and myocardial VEGF-A;gsb levels. In both experimental MI models, we assessed the functional
and structural role of VEGF-A;gsb blockade. In a cohort of 104 ST-segment elevation MI patients,
circulating VEGF-Ags5b levels were correlated with cardiovascular magnetic resonance-derived left
ventricular ejection fraction at 6 months and with the occurrence of adverse events (death, heart failure,
and/or reinfarction).

Results: In both models, circulating and myocardial VEGF-A;¢sb levels were increased 21 days after Ml
induction. Serum VEGF-A;gsb levels inversely correlated with systolic function evaluated by
echocardiography. VEGF-A;4sb blockade increased capillary density, reduced infarct size, and enhanced
left ventricular function in reperfused, but not in nonreperfused, MI experiments. In patients, higher
VEGF-A;gsb levels correlated with depressed ejection fraction and worse outcomes.

Conclusions: In experimental and clinical studies, higher serum VEGF-A;gsb levels are associated with
worse systolic function. Their blockade enhances neoangiogenesis, reduces infarct size, and increases
ejection fraction in reperfused, but not in nonreperfused, MI experiments. Therefore, VEGF-A;g5b

neutralization represents a potential coadjuvant therapy to coronary reperfusion.
© 2020 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

FEVI: fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo

IAM: infarto agudo de miocardio

IAMCESTi: infarto agudo de miocardio con elevacion
del segmento ST

MACE: eventos adversos cardiacos mayores

RMC: resonancia magnética cardiovascular

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

INTRODUCCION

A pesar de la reperfusion completa del epicardio tras un infarto
agudo de miocardio (IAM), el deterioro de la perfusion miocardica
puede persistir en mas del 50% de los pacientes. Este fenémeno se
conoce como obstruccién microvascular y tiene efectos perjudi-
ciales en la estructuray el prondstico'-?. Para minimizar la afeccién
microvascular, es importante evaluar nuevos tratamientos com-
plementarios a la reperfusiéon temprana.

La angiogénesis participa en el proceso de reparacién tras un
IAM restableciendo la circulacion microvascular y proporcionando
oxigeno y nutrientes al tejido cardiaco. En el contexto de un IAM,
la concentracion del factor de crecimiento endotelial vascular
proangiogénico (VEGF)-A aumenta rapidamente en el plasma y el
miocardio infartado después de inducir el IAM*. El VEGF-A puede
diferenciarse por splicing y generar la isoforma antiangiogénica®
VEGF-A65b. En una cohorte de 50 pacientes con IAM con elevacién
del segmento ST (IAMCEST), se observé que la concentracion
sérica del VEGF-A;g5b aumentaba tras el IAM y se relacionaba con
alteracion de la estructura cardiaca determinada por la resonancia
magnética cardiovascular (RMC), realizada la primera semana
después del IAM®. No obstante, hasta la fecha siguen sin conocerse
los efectos de la actividad del VEGF-A;4s5b en modelos experimentales
de IAM vy los posibles efectos de bloquearlo.

Para obtener mas informacion sobre el papel del VEGF-A;g5b
tras un IAM y explorar su potencial como tratamiento comple-
mentario a la reperfusion coronaria temprana, los objetivos
concretos del presente estudio son los siguientes. En 2 modelos
murinos experimentales de IAM (IAM reperfundido y IAM no
reperfundido): a) determinar la funcién del VEGF-A;6sb en el suero
y el miocardio infartado; b) investigar in vivo los posibles efectos de
la neutralizacion del VEGF-A;4sb en la densidad de los capilares, el
tamafio del infarto y la funcion sistélica; y en una cohorte

prospectiva de 104 pacientes con IAMCEST: c) evaluar la
concentracion del VEGF-Ajgsb circulante, su relacibn con
la estructura cardiaca resultante, evaluada a los 6 meses mediante
RMC, y la aparicion de eventos adversos cardiacos mayores (MACE)
durante el seguimiento.

METODOS
Estudios con animales

Los protocolos con los animales se realizaron siguiendo las
guias de la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y el
comité de ética de la junta supervisora los aprob6 (niimero de
protocolo: 2016/VCS/PEA/00075).

Los ratones C57BL/6] procedian de los Charles River Laborato-
ries (Chatillon-sur-Chalaronne, Francia). Los ratones (edad,
16 £ 2 semanas) se criaron y mantuvieron en condiciones especificas
libres de patogenos, a una temperatura constante de 22 + 2 °C, una
humedad del 60-65% con un ciclo luz/oscuridad de 12 h y con acceso
libre a la comida normal y al agua esterilizada en autoclave.

Modelo murino de IAM

Se indujo IAM en ratones (n=60) por ligadura de la arteria
coronaria descendente anterior izquierda, pero 8 de estos
fallecieron antes. Los ratones se separaron en 2 modelos de
IAM: a) IAM no reperfundido (ligadura coronaria permanente, sin
reperfusion), y b) IAM reperfundido (oclusion transitoria de 45 min
de la arteria coronaria seguida de reperfusion). En el modelo de
IAM no reperfundido, se apreté el nudo, con la consiguiente
oclusion de la arteria coronaria. En el modelo de IAM reperfundido,
se coloco un tubo de 23 G entre la arteria coronaria y la sutura
de seda del 6-0, y después se eliminé para poder realizar la
reperfusion completa tras el periodo de isquemia. El tubo se colocd
a través del sexto espacio intercostal hacia la parte externa del
animal. En ambos modelos, una vez confirmado el inicio de la
isquemia, tanto a simple vista como mediante un electrocardio-
grama, se cerr6 el térax del ratéon. En el modelo de IAM
reperfundido, se extrajo el tubo al cabo de 45 min de la oclusion
para realizar la reperfusién coronaria, que qued6 confirmada en el
electrocardiograma por la resolucion de la elevacion del segmento
ST.

Ademas, se incluy6 en el estudio un grupo con intervencion
simulada (n=13). A estos animales se les aplico el mismo
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protocolo quirtrgico, excepto por la oclusion de la arteria
coronaria.

Grupos experimentales

Se aleatoriz6 a los ratones a los siguientes grupos de
tratamiento: a) grupo con intervencion simulada; b) IAM no
reperfundido con anticuerpo de isotipo anti-IgG; c) IAM
no reperfundido con anticuerpo bloqueador del VEGF-A1gsb; d)
IAM reperfundido con anticuerpo de isotipo anti-IgG, y e) IAM
reperfundido con anticuerpo bloqueador del VEGF-Agsb. Cada
grupo experimental constaba de 13 animales, por lo que el grupo
de estudio definitivo estaba formado por 65 ratones (figura 1 del
material adicional).

Estudio en pacientes con IAMCEST

El estudio se ajustd a la Declaraciéon de Helsinki en lo que
respecta al uso de voluntarios humanos. El protocolo del estudio
fue aprobado por el comité de ética local y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los participantes.

Los criterios de inclusi6on fueron: pacientes con un primer
IAMCEST tratados con intervencién coronaria primaria en las
primeras 12 h tras el inicio del dolor toracico, de los que se obtuvo
RMC a los 6 meses del IAMCEST. Se incluy6 prospectivamente a
127 pacientes consecutivos con estas caracteristicas dados de alta
entre julio de 2013 y diciembre de 2017.

Los criterios de exclusion fueron: muerte (n=2), reinfarto
(n=4), inestabilidad clinica (n = 4) durante los primeros 6 meses
después del alta y cualquier contraindicacion para la RMC (n = 13).
Asi pues, el grupo definitivo del estudio constaba de 104 pacientes
con IAMCEST. El diagrama de flujo de los pacientes del estudio se
presenta en la figura 2 del material adicional.

Se incluy6 un grupo de control emparejado por edad y sexo con
el grupo del estudio (tabla 1 del material adicional), formado por
25 pacientes en quienes se descarto6 cualquier enfermedad cardiaca
mediante anamnesis, exploracion fisica y estudio ecocardiografico
exhaustivos realizados por un cardidlogo clinico.

Analisis estadistico

Se evalu6 la normalidad de la distribucién con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos continuos con distribucién normal
se expresan como media + desviacion estandar de la media y se
compararon utilizando la prueba de la t de Student para datos no
emparejados o el ANOVA unilateral. Los datos no paramétricos se
expresan como mediana [intervalo intercuartilico] y se compararon
utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney. Los porcentajes de
grupo se compararon utilizando la prueba de la x? o la prueba exacta
de Fisher, seglin fuera oportuno. Se evaluaron las correlaciones
lineales utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson. Puesto
que no se validaron valores de corte previos para la concentracion
sérica del VEGF-A;gsb, se dividio a los pacientes en funcion del valor
medio de la cohorte de estudio (405 pg/ml). La relacién entre la
concentracion del VEGF-A;gsb (alta, > 405 pg/ml) y el tiempo
transcurrido hasta el primer MACE se determind mediante la curva
de Kaplan-Meier y la prueba de rangos logaritmicos. Se calcul6 la
concentracion sérica del VEGF-A;g5b con su intervalo de confianza del
95% (IC95%) en pacientes con IAMCEST para cada grupo. Se considero
que habia significacion estadistica con valores bilaterales de p < 0,05.
Todas las pruebas estadisticas se realizaron con SPSS 19.0 (SPSS, Inc.,
Estados Unidos).

Se especifican mas detalles en el apartado «Métodos» del
material adicional.

RESULTADOS

La concentracion del VEGF-A,¢sb circulante aumento tras el
IAM y se relacioné con alteracion de la funcion sistolica

La concentracion del VEGF-A;g5b circulante aument6 conside-
rablemente a los 21 dias de la induccion del IAM en ambos grupos
experimentales de IAM no reperfundido (212 + 10 pg/ml; p < 0,01)
e IAM reperfundido (213 + 12 pg/ml; p < 0,05) comparados con la
intervencion simulada (167 + 7 pg/ml) (figura 1A). A continuacion,
se investigdb la relacion entre los parametros derivados de la
ecocardiografia y los valores del VEGF-A;gsb circulante previos al
sacrificio. Se obtuvo una correlacién inversa entre la concentracion
sérica del VEGF-Agsb y la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) (figura 1B) y la fraccion de acortamiento del
ventriculo izquierdo (FAVE) (figura 1C).

Expresion aumentada del VEGF-Agsb en modelos
experimentales de IAM

Se detect6 una tendencia hacia una mayor expresion del VEGF-
Aigsb en muestras de miocardio obtenidas a partir del area
infartada de ambos grupos de IAM, comparadas con la intervencion
simulada (figura 1D). Los estudios de inmunofluorescencia
revelaron que, aunque se observé una expresion constitutiva
débil del VEGF-A;gsb en los controles, la presencia del VEGF-A;g5b
era mayor en las areas de infarto de ambos grupos de 1AM
(p < 0,05) (figura 1D,E). Ademas, la inmunofluorescencia de doble
marcado confirmé la expresion del VEGF-A;gsb en las células
endoteliales (CD31+) (figura 1G).

En resumen, se aumentd la presencia del VEGF-A;gsb circulante
y miocardico en los 2 modelos experimentales de IAM (reperfun-
dido y no reperfundido) y mediante ecocardiografia se asocié con
una funcién sistélica mas deprimida.

El bloqueo de la actividad del VEGF-A;g5b mejoro la angio-
génesis, la funcion sistdlica y el tamaiio del infarto en ratones
con IAM reperfundido, pero no con IAM no reperfundido

Para explorar las consecuencias del bloqueo in vivo del VEGF-
Aq6sb, se incluyd un grupo experimental para cada modelo de IAM
en el cual se trataba a los animales con una inyeccion intraperito-
neal de un anticuerpo bloqueador especifico anti-VEGF-A5b 0 con
un isotipo emparejado anti-IgG.

Efectos en la funcion sistolica y el tamario del infarto

Comparados con la intervencion simulada, los animales de los
grupos de IAM reperfundido y IAM no reperfundido tratados con
anticuerpo de isotipo anti-IgG mostraron peor funcién sistdlica, tal
como reflejan el aumento del diametro telediastélico del ventriculo
izquierdo (VI) (no reperfundido, 44,4+ 4,1 mm y reperfundido,
43,8 +£5,7mm frente a la intervencion simulada, 38,2 +3,5 mm;
p <0,01) y una FEVI reducida (no reperfundido, el 41,4+ 5,8% y
reperfundido, el 49,8 + 6,4% frente a la intervencion simulada, el
59,5+ 8,1%; p < 0,01) y la FAVE (no reperfundido, el 21,8 +5,4% y
reperfundido, el 28,8 +4,5% frente a la intervenciéon simulada, el
35,9 4 6,3%; p < 0,01). No obstante, no se detectaron diferencias en la
funcion sistolica entre los grupos de IAM reperfundido y no
reperfundido tratados con anticuerpo del isotipo anti-IgG (tabla 1).

Curiosamente, en el modelo de IAM reperfundido, el trata-
miento con un anticuerpo especifico anti-VEGF-A;4sb produjo una
mejora de la FEVI (el 57,1 &+ 8,5% frente al 49,8 + 6,4%; p < 0,05)
(figura 2D,E) y la FAVI (el 34,2 + 6,2% frente al 28,8 + 4,5%; p < 0,05)
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Figura 1. Las concentraciones sérica y miocardica del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A;4sb se hallan aumentadas en los modelos experimentales
de infarto agudo de miocardio (IAM). A: la concentracion sérica del VEGF-A4sb antes del sacrificio estaba elevada en ratones que se sufrian IAM comparados con la
intervencién simulada. La concentracion del VEGF-A;gsb circulante se relacion6 indirectamente con la fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) (B) y
la fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo (FAVI) (C), evaluadas mediante ecocardiografia transtoricica. D: andlisis de inmunotransferencia de la
expresion de proteinas del VEGF-A;gsb en muestras miocardicas infartadas y aisladas de ambos modelos de IAM, comparado con la intervencién simulada. E:
analisis de densitometria del analisis de inmunofluorescencia del VEGF-A;gsb. Se incubaron las secciones de miocardio con un anticuerpo antimurino del VEGF-
Ai6sb y se visualizd un etiquetado especifico y equilibrado con Alexa Fluor 488 (VEGF-A;gsb, verde). Se captaron y digitalizaron las imagenes y a continuacién se
analizaron con el software de andlisis de Image-Pro Plus. La puntuacién se realiz6 a ciegas en dispositivos codificados. F: imagenes representativas de la
hematoxilina-eosina (HE, fila superior), tricromico de Masson (fila central) e inmunofluorescencia especifica para el VEGF-A;5sb (fila inferior, verde). G: imagenes
representativas que muestran la colocalizacién del CD31/VEGF-A;¢sb en el tejido miocardico infartado. La inmunorreactividad se visualizé con anticuerpos
secundarios de Alexa Fluor 594 (CD31, rojo) y Alexa Fluor 488 (VEGF-Agsb, verde). Los nicleos se tifieron con DAPI (azul). La correlacion entre el VEGF-A;g5b y
las variables derivadas de la ecocardiografia (B y C) se evalu6 con el coeficiente de correlacién de Pearson. Los datos continuos de distribucién normal
(n =13 animales por grupo) expresan media + desviacion estandary se analizaron mediante analisis ANOVA unilateral seguido de la prueba de Bonferroni. *p < 0,05. **p
< 0,01 frente a la intervencion simulada en A y E. Esta figura se muestra a todo color solo en la version electrénica del articulo.

-ll’-:?él;l:tros ecocardiograficos previos al sacrificio de los animales en los 5 grupos experimentales
IAM no reperfundido IAM reperfundido
Simulacion Anti-IgG Anti-VEGF-A;gs5b Anti-IgG Anti-VEGF-Ag5b
(n=13) (n=10) (n=13) (n=12) (n=13)
DTDVI (mm) 38,2+35 44,4+41° 435+48" 43,8 +5,7° 41,9+4,6
FEVI (%) 59,5+8,1 41,4458 48,6 +6,0° 49,8 +6,4° 57,1+8,5¢
FAVI (%) 359+6,3 21,8+5,4° 26,1+5,1° 28,8 +4,5° 34,2 +6,2¢

DTDVI: didmetro telediastélico del ventriculo izquierdo; FAVI: fraccién de acortamiento del ventriculo izquierdo; FEVI: fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo; IAM:
infarto agudo de miocardio; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.
Los valores expresan media -+ desviacion estandar y se analizaron mediante la prueba de la t de Student.

2 p <0,01 frente al grupo con intervencién simulada.

b p <0,05.

€ p <0,05 frente a los animales con 1AM reperfundido tratado con anticuerpo anti-IgG.

respecto a los animales tratados con anticuerpo anti-IgG (figura 2D,F). A continuacién, se realizd el andlisis macroscopico de los
En cambio, a pesar del bloqueo del VEGF-A;4sb, no se observo mejora corazones aislados de los 4 grupos experimentales (figura 2A). En
en la funcion sistélica en ninguno de los grupos experimentales de los ratones tratados con anticuerpo de isotipo anti-IgG, el tamafio del
IAM no reperfundido (tabla 1). infarto fue similar entre los distintos grupos de IAM reperfundido y



C. Rios-Navarro et al./Rev Esp Cardiol. 2021;74(2):131-139 135

A IAM NO REPERFUNDIDO IAM REPERFUNDIDO
Anti-lgG  Anti-VEGFggb AntilgG ~ Anti-VEGFg5b

Ve N B

| o

T I_LI

N

+

Tamafio del infarto
(% del drea del VI)

2
3

diny” A 5
4 ab 4 + 1AM no reperfundido 1AM reperfundido
! y C
HE &3
0,8:
®
Eg 0,61
=&
o
%g 0,4°
o 58
Tricrémico de &% op
Masson
IAM no reperfundido |AM reperfundido
D 801

IAM NO REPERFUNDIDO IAM REPERFUNDIDO

+
QL x i
H a0

O]
(=]
=
=
{ =
2 Simulacion  Aniilga  ANWIVEGRA b AmiigS  AUFVEGFA b
3 E 1AM no reperfundido |AM reperfundido
= 60-
=
i +
8 g® . .l @
s ™
Z E s ssme s : =k o
b— E 204
= — T
<
IAM NO REPERFUNDIDO IAM REPERFUNDIDO 1AM no reperfundido 1AM reperfundido

®

Anti-IgG Anti-VEGF-A,g5b Anti-lgG Anti-VEGF-Ag5b

Figura 2. El bloqueo del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A;¢sb produjo una disminucion del tamafio del infarto y una mejora de la funcién sistolica
en modelos de infarto agudo de miocardio (IAM) reperfundido, pero no en modelos no reperfundidos. A: imagenes representativas macroscopicas (fila superior) y
microscopicas tefiidas con hematoxilina-eosina (HE, fila central), y con tricrdbmico de Masson (fila inferior). En el modelo de IAM reperfundido, el tratamiento con un
anticuerpo anti-VEGF-A;gsb especifico dio como resultado una reduccién en el tamafio del infarto (B), mientras que no se observaron cambios en el grosor de la
pared infartada (C). Antes del sacrificio, la funcion sistélica se evaluaba mediante ecocardiografia con enmascaramiento. D: imagenes representativas de
la ecocardiografia en modo M. En el modelo de IAM reperfundido, el tratamiento con un anticuerpo anti-VEGF-Agsb especifico produjo una mejora de (E) la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) y (F) la fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo (FAVI), mientras que el tratamiento no tuvo efecto en el
modelo de IAM no reperfundido. G: imagenes representativas de la tomografia por emisién de positrones/tomografia computarizada de los 4 grupos de IAM. Los
datos continuos de distribucién normal (n = 13 ratones por grupo) se expresan como media + desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba de la t
de Student para datos no emparejados. Un observador que desconocia el grupo experimental se encargo de la puntuacién. VI: ventriculo izquierdo. **p < 0,01 frente al
grupo con intervencion simulada. *p < 0,05y **p < 0,01 frente a animales con un IAM reperfundido tratados con anticuerpo anti-IgG. Esta figura se muestra a todo color
solo en la version electronica del articulo.

Tabla 2
Analisis de la estructura cardiaca de los 5 grupos experimentales
IAM no reperfundido IAM reperfundido
Simulacion Anti-IgG Anti-VEGF-A;g5b Anti-IgG Anti-VEGF-A;g5b
(n=13) (n=13) (n=13) (n=12) (n=13)
Area del VI (mm?) 0,6+0,3 1,04+0,5° 1,3+0,6" 0,7+0.2° 0,8+0,2
Area infartada (mm?2) 0 08+0,3 0,7+0,3 0,6+0,2 0,3+0,2¢
Tamafio del infarto (%) 0 232+79 236+11,0 20,8 +8,8 9,4 +4,2¢
Grosor de la pared infartada (mm) 0 0,4+0,1 0,3+0,1 0,5+0,1¢ 0,5+0,1

IAM: infarto agudo de miocardio; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; VI: ventriculo izquierdo.
Los valores expresan media + desviacion estandar y se analizaron mediante la prueba de la t de Student.

2 p <0,05.

> p <0,01 frente a la intervencién simulada.

¢ p <0,05 frente a los animales con IAM reperfundido tratados con anticuerpo anti-IgG.

4 p <0,01 frente a animales con IAM reperfundido tratados con anticuerpo anti-IgG.
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noreperfundido, mientras que se detect6é mayor grosor de la pared
infartada y menor volumen del VI en los animales con 1AM
reperfundido comparados con los de IAM no reperfundido
(tabla 2).

Hay que destacar que el tratamiento con un anticuerpo
especifico anti-VEGF-A;gsb en el modelo de IAM reperfundido
redujo el tamafio del infarto respecto al tratamiento con anticuerpo
anti-IgG (el 9,4 +4,2% frente al 20,8 +8,8%; p < 0,01) (figura 2B),
pero no se detectaron cambios en el grosor de la pared infartada
(0,5 + 0,1 frente a 0,5 &+ 0,1 mm) (figura 2C). En cambio, en el modelo
de 1AM no reperfundido, el bloqueo de la isoforma antiangiogénica
VEGF-A165b no tuvo efecto en el tamafio del infarto o el grosor de la
pared infartada (tabla 2).

Por Gltimo, en las imagenes de tomografia por emisiéon de
positrones/tomografia computarizada, el bloqueo del VEGF-A;gsb
en ratones con IAM reperfundido redujo el tamaifio del infarto
(figura 2G). Por consiguiente, para mejorar la funcion sistolica
resultante y minimizar el tamafio del infarto, son necesarios el
bloqueo del VEGF-A;4sb y la reperfusion coronaria.

Implicaciones del bloqueo in vivo del VEGF-A;g5b en la
neoangiogénesis

Las concentraciones del VEGF-A;65b circulante fuero similares
en los 4 modelos experimentales de IAM independientemente del
tratamiento recibido (figura 3A). En los modelos de IAM
reperfundido, la densidad de los capilares evaluados mediante
inmunohistoquimica fue considerablemente mayor en los anima-
les tratados con anticuerpo anti-VEGF-Ags5b (666 + 211 células/
mm?; p <0,05) frente a anti-IgG (451 + 115 células/mm?). Sin
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embargo, el bloqueo del VEGF-A;4sb no tuvo efecto en la densidad de
los capilares en los grupos a los que se aplicé el modelo de IAM no
reperfundido (anti-VEGF-A;gsb frente a anti-IgG, 377 &+ 60 frente a
478 + 75 célulasymm?) (figura 3B, C). En realidad, el analisis
mediante inmunotransferencia (Western blot) reveld6 un aumento
de la expresion de la proteina CD31 en el miocardio infartado aislado
de animales con IAM reperfundido tratados con anticuerpo anti-
VEGF-A;65b comparado con anti-IgG (figura 3D).

Comparado con los controles, la fosforilacion de la AKT fue
considerablemente alta en las muestras cardiacas del grupo con
IAM reperfundido, mientras que el bloqueo de la funcién del VEGF-
Aq65b redujo la fosforilacion de la AKT (figura 3E). No obstante, la
concentracion de interleucina 6 circulante no se hallaba alterada en
ninguno de los grupos con IAM reperfundido comparado con la
intervencion simulada (anti-VEGF-A;gsb, 11,1 + 3,6 pg/ml y anti-
IgG, 14,9 + 5,7 pg/ml frente a la intervencion simulada, 11,7 + 3,0 pg/
ml) (figura 3F).

En resumen, el bloqueo del VEGF-A;45b foment6 la neoangio-
génesis, mejord la funcion sistélica y redujo el infarto en el modelo
de IAM reperfundido, pero no en el de IAM no reperfundido.

La mayor concentracion sérica del VEGF-A;gsb en pacientes con
IAMCEST se relacion6 con funcion sistolica mas reducida en las
fases cronicas y con la aparicion de MACE durante el
seguimiento

Caracterizacion del VEGF-A;gsb después del IAMCEST

Se cuantifico la concentracion sérica del VEGF-Aigsb en
muestras extraidas 24 h después de la revascularizacion coronaria
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Figura 3. El bloqueo del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A;65b aument6 la densidad de los capilares en los animales con infarto agudo de miocardio (IAM)
reperfundido, pero no en los que sufrieron un IAM no reperfundido. A: la concentracién sérica del VEGF-A;gsb previa al sacrificio fue similar en los 4 grupos experimentales.
B: cuantificacion de vasos CD31*. Se obtuvieron 5 imagenes independientes del area infartada aisladas de los 4 grupos distintos de IAM y a continuacion las analizé un
observador que desconocia el grupo experimental. C: imagenes representativas del tejido infartado aisladas de los 4 grupos experimentales tefiidos con el marcador
vascular especifico CD31. D: analisis de inmunotransferencia de la expresion de la proteina CD31 en el tejido miocardico aislado del grupo con intervencion simulada y de
ambos grupos de IAM reperfundido tratados con anticuerpo bloqueador anti-IgG o anti-VEGF-Agsb. E: analisis de inmunotransferencia de la relacién entre la (fosfo) AKT y
la AKT total en el tejido infartado del grupo con intervencién simulada y de ambos grupos de IAM reperfundido tratados con anticuerpo bloqueador anti-IgG o anti-VEGF-
Aq6sb. F: concentracion de interleucina 6 (IL-6) circulante de ambos grupos de IAM reperfundido tratados con anticuerpo bloqueador anti-IgG o anti-VEGF-A;gsb. Los datos
continuos de distribucién normal (n = 13 animales por grupo) se expresan como media + desviacion estandar y se analizaron mediante la prueba de la t de Student para datos
no emparejados. *p < 0,05 frente a intervencién simulada. “p < 0,05y **p < 0,01 frente a animales con IAM reperfundido tratados con anticuerpo anti-IgG. Esta figura se muestra a

todo color solo en la versién electronica del articulo.
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Figura 4. El aumento del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A;¢sb en pacientes con infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (IAMCEST) se
relacion6 con una FEVI mas reducida en la resonancia magnética cardiovascular (RMC) a los 6 meses y la aparicion de eventos adversos durante el seguimiento. A: la
concentracion sérica del VEGF-A;gsb a las 24 h de la reperfusion coronaria estd aumentada en los pacientes con IAMCEST (n = 104) comparados con los del grupo
de control (n = 23). Se detecta una concentracion alta del VEGF-A;¢sb en los pacientes con IAMCEST y fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) (B)
reducida a los 6 meses y con eventos cardiacos adversos mayores (C) (MACE) (muerte cardiaca, reinfarto o reingreso por insuficiencia cardiaca) durante el
seguimiento. D: VEGF-A;gsb circulante y curvas de resultado de Kaplan-Meier para la supervivencia sin MACE durante el seguimiento, dependiendo de la
concentracion sérica del VEGF-A;gsb. Los datos continuos de distribucion normal se expresan como media + error estandar de la media y el intervalo de confianza del
95% (1C95%) y se analizaron mediante la prueba de la t de Student para datos no emparejados. La relacion entre la concentracién del VEGF-A;gsb y el tiempo transcurrido
hasta el primer MACE (D) se determin6 mediante la curva de Kaplan-Meier y la prueba de rangos logaritmicos. *p < 0,05 y **p < 0,01 frente al grupo de control.

de 104 pacientes con IAMCEST y de 25 participantes del grupo de
control. La concentracion del VEGF-A;gsb circulante era conside-
rablemente alta en los pacientes con IAMCEST (405 + 26 pg/ml;
1C95%, 355-458 pg/ml; p < 0,01) que en los controles (234 + 35 pg/
ml; 1C95%, 161-307) (figura 4A).

Funcion de la concentracion del VEGF-A;6sb en la funcion sistélica
resultante

A continuacién, se procur6 evaluar la relacion entre la
concentracion del VEGF-A;gsb en este momento puntual y la FEVI
evaluada mediante RMC a los 6 meses. Para ello, se dividi6 a los
pacientes con IAMCEST seg(n tuvieran la FEVI reducida o
conservada. Se detecté una menor concentracion del VEGF-A;gsb
circulante al cabo de 24 h de la reperfusién coronaria de
pacientes con FEVI conservada en la RMC realizada a los 6 meses
(conservada, 362 4+ 32 pg/ml [IC95%, 298-427] frente a reducida,
533 + 44 pg/ml [IC95%, 444-621]; p < 0,01) (figura 4B).

Relacion entre el VEGF-A;¢sb y la aparicion de MACE

Durante el seguimiento (mediana, 186 [33-242] semanas), se
produjeron 21 MACE (5 muertes cardiacas, 9 infartos de miocardio
no mortales y 7 reingresos por insuficiencia cardiaca).

Los pacientes con MACE mostraron mayor concentracion
sérica del VEGF-A;gsb (552 + 56 pg/ml; 1C95%, 435-670; p < 0,05)
que los pacientes sin MACE (413 + 32 pg/ml; 1C95%, 350-475)
(figura 4C). En realidad, tal como puede observarse en el analisis de
las curvas de supervivencia (figura 4D), la concentracion del VEGF-
Aiesb > 405 pg/ml (media) se relaciond estrechamente con un
aumento de la probabilidad de MACE (inferior el 10% frente a
superior el 35%; p < 0,01). Asi pues, en los pacientes con IAMCEST, los

valores del VEGF-Agsb durante las primeras 24 h de la reperfusion se
relacionaron con un mayor riesgo de eventos cardiacos durante el
seguimiento.

DISCUSION

Las concentraciones sérica y miocardica del VEGF-A;gsb habian
aumentado considerablemente en los 2 modelos murinos expe-
rimentales (IAM reperfundido y no reperfundido) y se relacionaron
con una funcion sist6lica mas reducida segin la ecocardiografia. En
resumen, el bloqueo del VEGF-Agsb mejord la densidad de los
capilares, redujo el tamafo del infarto y aument6 la funcion
sistolica en el modelo de IAM reperfundido, pero no en el no
reperfundido. Por ultimo, en una cohorte de pacientes con
IAMCEST, la mayor concentracion sérica del VEGF-A;gsb se
correlacion6 con una FEVI reducida segin la RMC realizada en la
fase cronica (6 meses) tras el IAM y con la aparicion de MACE
durante el seguimiento.

En pacientes con IAMCEST, hay que realizar una reperfusion
coronaria inmediata para minimizar el tamafio del infarto y
aumentar la esperanza de vida de los pacientes. A pesar de una
reperfusion epicardica satisfactoria, la microvasculatura se halla
afectada en un 50-60% de los pacientes. Este fendmeno, conocido
como obstruccion microvascular, desempefia una funcién perju-
dicial en la afeccion estructural resultante y en la supervivencia de
los pacientes con IAMCEST!. No obstante, los estudios clinicos y
experimentales han demostrado claramente la reparacion espon-
tanea de la microcirculacion tras el IAMCEST, probablemente por el
aumento endbgeno de los factores proangiogénicos poco después
de inducir el IAM”.

Se ha estudiado la angiogénesis como un potente mecanismo
para reparar la pérdida de la microcirculacion tras el IAM que
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produce efectos favorables en la curacion del infarto, la recupe-
racion sistoélica y la oportuna remodelacion del VI. La angiogénesis
consiste en la formacion de nuevos microvasos a partir de capilares
preexistentes como respuesta a sefiales y factores diversos®. En
consecuencia, es crucial comprender qué vias fisiopatologicas
facilitan la angiogénesis a la hora de buscar alternativas
terapéuticas complementarias, aparte de la reperfusion coronaria
inmediata, para minimizar la carga del IAM en términos de
morbilidad y mortalidad.

Funcion del VEGF-A;g5b en ratones que sufren un IAM

El VEGF-Ainterviene de manera activa enlareparacion tisular
regulando la angiogénesis, la permeabilidad vascular y la
inflamacion. Tras el IAM, se ha evaluado su funcién en suero y
en el miocardio infartado tanto en pacientes como en modelos
experimentales®. No obstante, el proceso de splicing alternativo
del VEGF-A produce varias isoformas de ARNm, que incluyen una
seleccion distal del sitio de corte y empalme en el ex6n 8 para
generar una secuencia de exén 8 b, que produce la isoforma
antiangiogénica VEGF-A;65b°. En estados angiogénicos patolé-
gicos, tales como la retinopatia diabética y el cancer, se
observa que la concentracién del VEGF-A;gsb disminuye®®°. En
cambio, el VEGF-A;g5b se relaciona con una menor densidad de
capilares en la arteriopatia periférica'®''. En particular tras el
IAM, un estudio anterior informé por primera vez de que la
concentracion del VEGF-Aqgsb circulante se increment6 rapida-
mente en las primeras fases (1 semana) en pacientes con
IAMCEST, lo que indica que esta isoforma también puede
contribuir a alterar la neovascularizacién en la fase aguda
posterior al IAM®.

Puesto que hasta ahora ningtn estudio in vivo ha investigado la
funcién del VEGF-A;sb tras un IAM, nuestro objetivo era dilucidar
la funcién de la isoforma del VEGF-A;gsb en 2 modelos de IAM
experimentales: IAM reperfundido y IAM no reperfundido.

Segln los resultados obtenidos, la concentracion del VEGF-
Aqesb circulante aumenté en ambos modelos murinos, y una mayor
concentracion sérica de este factor antiangiogénico se relaciond
con menores FEVI y FAVI. Ademas, cuando se evalu6 el area
infartada de ambos modelos de IAM, se detect6 un aumento de la
expresion del VEGF-A;gsb, principalmente en las células endote-
liales. Asi pues, la regulacion del proceso de splicing en el VEGF-A
también es importante en el contexto del IAM en ratones.

Bloqueo del VEGF-A;6sb como potente diana para recuperar la
densidad de los capilares y aumentar la funcion sistolica tras el
IAM

Con respecto a los resultados clinicos® y experimentales
previos, se especulé que una concentracion alta del VEGF-A;gsb
circulante podria obstaculizar la tendencia enddgena hacia la
recuperacion de la perfusion microvascular. De hecho, cuando se
utilizé un test de diferenciacion de células endoteliales in vitro, el
bloqueo del VEGF-A;6sb aumentd la capacidad angiogénica del
suero de los pacientes con IAMCEST®. En realidad, en un estudio
previo realizado con un modelo murino de arteriopatia periférica,
se demostré que el tratamiento con un anticuerpo bloqueador
contra la isoforma del VEGF-A;g5b revertia la revascularizacion
alterada en la extremidad posterior isquémica'®!!,

En el contexto de un IAM, los estudios clinicos y experimentales
han demostrado que, aunque la densidad de los microvasos
disminuya unos minutos después de la oclusién coronaria, poco
después de la reperfusion coronaria se produce obstrucciéon
microvascular masiva y macroscopica®’. Este fenémeno se
restaura espontaneamente debido a que aumenta la expresion

de los factores proangiogénicos inmediatamente después del inicio
de la isquemia’. Por lo tanto, investigar el bloqueo funcional del
VEGF-A6sb en un modelo basico de IAM deberia ser el primer paso
para descubrir una nueva y prometedora opcion terapéutica para
acelerar la neoangiogénesis en el area infartada.

Comparados con el grupo con IAM no reperfundido, el grosor de
la pared infartada de los ratones sometidos a reperfusion coronaria
era mayor, mientras que la FEVI y el tamafio del infarto seguian
alterados. La reperfusion coronaria oportuna es el principal
objetivo terapéutico para minimizar la apoptosis irreversible de
los cardiomiocitos y, por lo tanto, reducir la lesiéon cardiaca. No
obstante, aunque la reperfusién temprana es necesaria por la
remodelacion adversa, en los estudios clinicos y experimentales se
ha observado su relacién con estrés hemodinamico y oxidativo!''2,
En consecuencia, descubrir nuevos tratamientos complementarios
ademas de la reperfusion disminuira atin mas el tamario del infarto
y mejorara el resultado de los pacientes.

En este contexto, se observo que el bloqueo de la actividad del
VEGF-A6sb en ratones sometidos a 45 min de isquemia seguida de
21 dias de reperfusion coronaria aumentaba considerablemente la
densidad de los capilares, disminuia el tamafio del infarto y
mejoraba la funcidn sistolica. No obstante, no se observaron estos
efectos favorables en el modelo de IAM no reperfundido. Segiin los
resultados in vivo, el VEGF-Aigsb podria ser un prometedor
tratamiento complementario a la reperfusion para disminuir
atn mas el tamaiio del infarto y el dafio microvascular.

Para comprender el mecanismo de accion del VEGF-A;gsb, se
evalud la expresion de AKT, dada su participacion en mdltiples vias de
sefializacion en la regulacion de la angiogénesis mediada por el VEGF-
A", Los datos presentes indican que la via de sefializacién de la AKT
se activa después del IAM y que el efecto antiangiogénico del VEGF-
Ai6sb podria estar causado en parte por la activaciéon de la AKT.

Se ha informado de que el VEGF-Ag5b reduce el factor de
necrosis tumoral alfa en las células epiteliales pigmentadas de la
retina y, en consecuencia, tiene efectos antiinflamatorios®. No
obstante, segtn los resultados, la concentraciéon de interleucina
6 en ambos grupos de IAM reperfundido 21 dias después del IAM
fue similar a la de los controles, probablemente debido a la casi
completa resolucion del ambiente proinflamatorio que aparece
durante los primeros dias tras la induccion del IAM.

En conclusion, el VEGF-A;gsb puede representar un nuevo
objetivo farmacol6gico complementario a la reperfusion coronaria
(el actual tratamiento de referencia para pacientes con IAMCEST),
ya que su bloqueo podria aumentar la actividad de los factores de
crecimiento proangiogénicos liberados desde el inicio de la
isquemia’.

Implicaciones sistolicas y de prondstico del VEGF-A;g5b en
pacientes con IAMCEST

La alteracion de la microcirculacion en pacientes con IAMCEST
se relaciona con la remodelacién ventricular adversa y con la
aparicion de eventos cardiacos durante el seguimiento'?. En
consecuencia, comprender la funciéon de un nuevo y potente
regulador de la angiogénesis en este contexto podria ser crucial.

Tal como se observ anteriormente en una cohorte preliminar
de 50 pacientes® y como se ha confirmado aqui, la concentracién
del VEGF-A;g5b circulante esta considerablemente elevada en los
pacientes con IAMCEST comparados con los pacientes sanos. En
realidad, se ha demostrado una mayor expresion de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de este factor antiangiogénico
en la sangre periférica de pacientes con enfermedad coronaria'®.
Aunque ya se ha informado de que los valores altos del VEGF-Ag5b
se relacionan con funcion sistolica afectada en la fase aguda
(1 semana después del IAM), la novedad de este estudio radica en
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relacionar los valores del VEGF-A;g5b circulante con la funcion
sistolica resultante en la fase cronica (6 meses después del IAM) y
el pronostico de los pacientes de la que es hasta ahora la mayor
cohorte de pacientes con IAMCEST. Segin los resultados, la
mayor concentracion sérica del VEGF-A;gsb se relaciona con
funcion del VI mas reducida segiin la RMC en la fase cronica
(6 meses) posterior al IAM y con la aparicion de MACE durante el
seguimiento. Harada et al.’® también observaron la funcién de esta
isoforma en el pronostico del paciente en una cohorte de pacientes
con IAMCEST muy pequena.

Nuestro objetivo especifico es establecer una relacion entre
este nuevo factor y la funcién del VI, ambos en las fases aguda®
y cronica, asi como en lo que respecta al prondstico de los
pacientes. En este estudio, la intencién no es demostrar su valor
independiente para la estratificacion del riesgo de los pacientes
con IAMCEST mas alla del arsenal ya disponible para este objetivo.

En resumen, y con respecto a los resultados clinicos y
experimentales, la mayor concentracion del VEGF-Aigsb se
relaciond con peores funcion sistélica y prondstico del paciente.
Esto probablemente se deba a su interferencia en el restableci-
miento fisioldgico endogeno de la microcirculacion afectada
impulsado por el aumento de moléculas proangiogénicas en
la region infartada’. De ahi que el bloqueo del VEGF-A;gsb pueda
representar una estrategia terapéutica prometedora para mejorar
la angiogénesis tras el IAMCEST y, por lo tanto, aumentar la funcién
sistOlica y la esperanza de vida de los pacientes.

Limitaciones del estudio

Dado el reducido nimero de pacientes, esta es solo una prueba
de concepto para explorar un marcador en un modelo animal y en
un pequefio nimero de pacientes. Se requiere otra validacion
en una cohorte de pacientes con IAMCEST mas amplia.

CONCLUSIONES

Se proporcionan pruebas de que el VEFG-A;g5b endbgeno esta
considerablemente aumentado en modelos animales experimen-
tales de IAM y en pacientes con IAMCEST. Su neutralizacion in vivo
fomenta la angiogénesis, reduce el tamaifio del infarto y aumenta la
funcién sistblica siempre que se permita la reperfusion. En
pacientes con IAMCEST, la mayor concentracion de esta isoforna
se correlaciona con peor funcién sistélica y con mayor incidencia
de eventos adversos durante el seguimiento. La modulacion
farmacologica del VEGF-A;gsb podria ser un nuevo objetivo posible
como tratamiento complementario a la reperfusiéon coronaria y
merece mas investigacion clinica.
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(QUE SE SABE DEL TEMA?

- A pesar de la revascularizacion completa, la microvascu-
latura miocardica se halla alterada en aproximadamente el
50% de los pacientes con IAM. Es fundamental descubrir
tratamientos complementarios para disminuir la afeccion
microvascular. La angiogénesis ayuda a restablecer la
microvasculatura afectada tras el IAM. El objetivo es
evaluar la funcion de la isoforma antiangiogénica del
VEGF-A;sb.

(QUE APORTA DE NUEVO?

- Se demuestra que los modelos experimentales de IAM
muestran concentraciones del VEGF-A;gsb circulante y
miocardico aumentadas. Su bloqueo in vivo aumento la
neoangiogénesis, redujo el tamaiio del infarto y mejoro
la funcion sistolica en los modelos de IAM reperfundido,
pero no en los de IAM no reperfundido. En los pacientes,
la mayor concentracion del VEGF-A;g5sb se relaciond con
una fraccion de eyeccion reducida y con peor prondstico.
El bloqueo de este factor antiangiogénico puede tener
efectos favorables después del IAM.

ANEXO. MATERIAL ADICIONAL

Se puede consultar material adicional a este articulo en su version
electronica disponible en https://doi.org/10.1016/j.recesp.2020.03.029
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