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Resum

L'infart agut de miocardi (IAM) és una de les principals causes de
morbiditat i mortalitat als paisos desenvolupats. El maneig optim
d'aquests pacients consisteix en la reperfusié primerenca, completa i
sostinguda de l'artéria obstruida responsable de linfart emprant,
idealment, métodes percutanis. Tot i que el rapid restabliment del flux
coronari ha aconseguit reduir significativament I'extensié de la mida
de l'infart i minimitzar el remodelat ventricular advers, aquest també
comporta una seérie d'efectes nocius coneguts com a dany per
isquemia-reperfusio. En la histopatologia de I'|AM, s'han descrit canvis
evidents en la matriu extracel-lular (MEC) cardiaca durant la isquémia
i posterior reperfusié que, en ultima instancia, acabaran produint una
cicatriu fibrotica solida a la zona danyada per la isquémia coronaria.
Com que la formacié6 d'aquesta cicatriu fibrotica ha d'estar
perfectament regulada per evitar el deteriorament en la funcio sistolica
resultant i l'aparici6 d'esdeveniments cardiovasculars adversos,
l'objectiu principal de la present Tesi Doctoral és aprofundir en el
coneixement dels canvis dinamics de la composicié de la MEC
després d'un IAM, aixi com descriure nous gens implicats en la

generacio d'aquesta cicatriu fibrotica.

En el primer article es van analitzar els canvis morfomeétrics i genétics
en els components de la MEC des de l'inici de la isquémia fins a les
fases tardanes (setmanes) després de la reperfusid coronaria en el
miocardi necrotic i salvat, utilitzant un model porci controlat d'l1AM
realitzat de forma percutania. Es van utilitzar porcs joves que es van
dividir en un grup control i tres grups d'lAM sotmesos a 90 minuts
d'isquémia: un sense reperfusio i dos seguits d'una setmana o un mes
de reperfusié. Es van quantificar morfométricament els diferents
components de la MEC aixi com els nivells d'expressié génica de
diversos factors implicats en el remodelat de la MEC.
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En el grup amb isquémia sense reperfusioé es va observar un augment
de la fibronectina, laminina i fibres elastiques tant a I'area necrotica
com a la salvada, un increment de l'expressié d'inhibidors de les
metal-loproteinases de la matriu extracel-lular (TIMP)-1, TIMP2 i
TIMP3, aixi com del factor de creixement del teixit connectiu. No
obstant aix0d, després de la reperfusid, es va evidenciar una major
presencia de col-lagen | i lll, fibres elastiques, glicosoaminoglicans,
laminina i fibronectina en el miocardi necrotic pero no en el salvat, aixi
com una sobreexpressid de TIMP1, TIMP2, TIMP3 i de les
metal-loproteinases de la matriu extracel-lular (MMP)-2 i MMP9 en el

miocardi necrotic en relacio amb el teixit salvat.

Per tant, el remodelat de la MEC s'inicia immediatament després de
I'inici de la isquémia tant en el teixit necrotic com en el salvat, tot i que
la composicié de la MEC a l'area salvada és similar a un miocardi
control diverses setmanes després de la reperfusié. La rapida
reobertura de l'artéria oclosa no només ens permet salvar
cardiomiocits, sind que també preserva la MEC evitant la formacio
d'una cicatriu fibrotica extensa, prevenint, en conseqiiéncia, la

incidéncia d'insuficiéncia cardiaca post-IAM.

Com que la MEC és una xarxa complexa que proporciona suport
estructural a diferents tipus cel-lulars i participa activament en la
regulacié de diversos processos cel-lulars, el segon article es va
centrar en identificar gens implicats en el remodelat de linterstici
cardiac post-IAM a través d'un metanalisi de dades de sequlienciacio
massiva d'ARN. Per a aix0 es va fer una cerca a la base de dades
publica Gene Expression Omnibus de la qual es van seleccionar un
total de vuit estudis que incloien 92 ratolins sotmesos a diferents
temps d'isquémia coronaria (induida mitjangant lligadura coronaria
permanent). Posteriorment, es van identificar els gens diferencialment

expressats i es va dur a terme una analisi d'enriquiment funcional dels
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mateixos amb l'objectiu de posar en evidéncia quins processos
bioldgics es trobaven sobrerepresentats al llarg del procés de

reparacio del miocardi isquémic.

Segons les nostres dades, es va detectar una regulacio positiva de
processos relacionats amb I'organitzacié de la MEC i la resposta a
estimuls extracel-lulars des de les primeres hores després de l'inici de
la isquémia. Especificament, els processos relacionats amb el
desassemblatge de la MEC es van evidenciar entre els dies 1i 7
després de l'inici de la isquémia, mentre que I'assemblatge de la nova
MEC a partir del dia 7. A més, es va descriure la sobreexpressio de
18 MMPs, 3 TIMPs i 26 subunitats de col-lagen.

Amb tot aixd, aquest segon estudi proporciona una visio detallada
dels canvis dinamics esdevinguts en l'interstici cardiac després d'un
IAM. Es va observar que els canvis genétics orientats a la reparacio
de la MEC comencen en les primeres 6 hores després de la induccié
de l'infart, fomentant-se el desassemblatge de la MEC en moments
inicials, aixi com I'assemblatge després del dia 7. L'expressio de gens
que codifiquen MMPs i TIMPs, aixi com subunitats de col-lagen, varia
significativament durant aquest procés, subratllant la importancia
d'aquests components en la formacié d'una solida cicatriu fibrotica
post-IAM. Aquestes dades poden ser fonamentals per al disseny de
futures investigacions experimentals i cliniques destinades a

comprendre millor la reparacio de la MEC en el context d'un IAM.

Per ultim, en el tercer dels articles, es van utilitzar les dades del
metanalisi previ per caracteritzar la preséencia de subunitats de
col-lagen que, fins a la data, no havien estat evidenciades en la
fisiopatologia de I''AM. En concret, es va analitzar la preséncia de
col-lagens fibril-lars (tipus Il i XI) i no fibril-lars (tipus VIII i Xll) en

models experimentals murins d'lAM (reperfés i no reperfés) aixi com
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en mostres de miocardi procedents d'autopsies de pacients amb un
IAM cronic (més de 6 mesos d'evolucio).

Les dades dels models murins demostren un increment de I'ARN
missatger d'aquests col-lagens als 21 dies de la inducci6é de I'lAM en
relacié6 amb el miocardi control, sent majors com més extens era la
mida de la cicatriu fibrotica. En les mostres humanes, tot i que no es
va detectar un augment a nivell transcriptomic, si que es va detectar
la presencia dels col-lagens tipus I, VIII, XI'i Xl en la cicatriu fibrotica
mitjangant immunohistoquimica. Per finalitzar, un estudi bioinformatic
de les funcions moleculars en les quals han estat descrits aquests
col-lagens va permetre hipotetitzar que aquestes subunitats de
col-lagen contribueixen a la resisténcia i la cohesié dels components
de la MEC. Aquests resultats posen en evidéncia la participacio de
noves subunitats de col-lagen que no havien estat préviament

explorades en el context del remodelat de l'interstici cardiac post-IAM.

Aquesta Tesi Doctoral, realitzada mitjangant un compendi d'articles
cientifics, pretén avangar en el coneixement de la fisiopatologia de
I'lAM i, més concretament, en els canvis dinamics que pateix la MEC
cardiaca durant el procés d'isquémia-reperfusio, aixi com proposar
nous gens implicats en la modulacié d'aquest procés. Un millor
enteniment d'aquests canvis resulta essencial per evitar el remodelat
advers del ventricle esquerre post-infart i, subsequiientment, reduir

I'aparicié d'insuficiencia cardiaca.
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Resumen

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados. El manejo
o6ptimo de estos pacientes consiste en la reperfusion temprana,
completa y sostenida de la arteria obstruida responsable del infarto
empleando, idealmente, métodos percutaneos. A pesar de que el
rapido restablecimiento del flujo coronario ha conseguido reducir
significativamente la extension del tamafio de infarto y minimizar el
remodelado ventricular adverso, éste también entrafia una serie de
efectos deletéreos conocidos como dafio por isquemia-reperfusion.
En la histopatologia del IAM, se han descrito cambios evidentes en la
matriz extracelular (MEC) cardiaca durante la isquemia y posterior
reperfusién que, en Ultima instancia, acabaran produciendo una
cicatriz fibrética solida en la zona dafiada por la isquemia coronaria.
Debido a que la formacion de esta cicatriz debe estar perfectamente
regulada para evitar el deterioro en la funcion sistélica resultante y la
aparicién de eventos cardiovasculares adversos, el principal objetivo
de la presente Tesis Doctoral es profundizar en el conocimiento de los
cambios dinamicos de la composicién de la MEC tras un IAM asi
como describir nuevos genes implicados en la generacion de esta

cicatriz fibrética.

En el primer articulo, se analizaron los cambios morfométricos y
genéticos en los componentes de la MEC desde el inicio de la
isquemia hasta las fases tardias (semanas) después de la reperfusion
coronaria en el miocardio necrético y salvado, utilizando un modelo
porcino controlado de IAM realizado de forma percutanea. Se
utilizaron cerdos jovenes que se dividieron en un grupo control y tres
grupos de IAM sometidos a 90 minutos de isquemia: uno sin
reperfusion y dos seguidos de 1 semana o 1 mes de reperfusion. Se
cuantificaron morfométricamente los diferentes componentes de la

XXXV



Resumen

MEC asi como los niveles de expresion génica de diversos factores

implicados en el remodelado de la MEC.

En el grupo con isquemia sin reperfusion se observd un aumento de
la fibronectina, laminina y fibras elasticas tanto en el area necrotica
como en la salvada, asi como un incremento de la expresion de
inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (TIMP)-
1, TIMP2 y TIMP3 y del factor de crecimiento del tejido conectivo. Sin
embargo, tras la reperfusion, se evidencid una mayor presencia de
colageno | y lll, fibras elasticas, glicosaminglicanos, laminina y
fibronectina en el miocardio necrético, pero no en el salvado, asi
como una sobreexpresion de TIMP1, TIMP2, TIMP3 y de las
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP)-2 y MMP9 en el

miocardio necrético en relacion con el tejido salvado.

Por tanto, la remodelacion de la MEC se inicia inmediatamente tras el
inicio de la isquemia tanto en el tejido necrético como en el salvado,
aunque la composiciéon de la MEC en el area salvada es similar a un
miocardio control varias semanas después de la reperfusion. La
rapida reapertura de la arteria ocluida no sélo nos permite salvar
cardiomiocitos, sino que también preserva la MEC evitando la
formaciéon de una cicatriz fibrotica extensa, previniendo, en

consecuencia, la incidencia de insuficiencia cardiaca post-IAM.

Como la MEC es una red compleja que proporciona soporte
estructural a diferentes tipos celulares y participa activamente en la
regulacion de los diversos procesos celulares, el segundo articulo se
centré en identificar genes implicados en el remolado del intersticio
cardiaco post-IAM a través de un metandlisis de datos de
secuenciacion masiva de ARN. Para ello se realizé una busqueda en
la base de datos publica Gene Expression Omnibus de la que se

seleccionaron un total de ocho estudios que incluian 92 ratones
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sometidos a diferentes tiempos de isquemia coronaria (inducida
mediante ligadura coronaria permanente). Posteriormente, se
identificaron los genes diferencialmente expresados y se llevo a cabo
un analisis de enriquecimiento funcional de los mismos con el objetivo
de evidenciar qué procesos biolégicos se encontraban
sobrerrepresentados a lo largo del proceso de reparacién del

miocardio isquémico.

Segun nuestros datos, se detectd una regulacién positiva de procesos
relacionados con la organizaciéon de la MEC y la respuesta a
estimulos extracelulares desde las primeras horas tras el inicio de la
isquemia. Especificamente, los procesos relacionados con el
desensamblaje de la MEC se evidenciaron entre los dias 1y 7 tras el
inicio de la isquemia, mientras que el ensamblaje de la nueva MEC a
partir del dia 7. Ademas, se describi6 la sobreexpresion de 18 MMPs,

3 TIMPs y 26 subunidades de colageno.

Con todo ello, este segundo estudio proporciona una vision detallada
de los cambios dinamicos acontecidos en el intersticio cardiaco
después de un IAM. Se concluyéd que los cambios genéticos
orientados a la reparacién de la MEC comienzan en las primeras 6
horas tras la induccion del infarto, fomentandose el desensamblaje de
la MEC en momentos iniciales, asi como el ensamblaje tras el dia 7.
La expresion de genes que codifican MMPs y TIMPs, asi como
subunidades de colageno varia significativamente durante este
proceso, subrayando la importancia de estos componentes en la
formacion de una sodlida cicatriz fibrética post-IAM. Estos datos
pueden ser fundamentales para el disefio de futuras investigaciones
experimentales y clinicas destinadas a comprender mejor la

reparacion del MEC en el contexto de un IAM.
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Por ultimo, en el tercero de los articulos, se emplearon los datos del
metanalisis previo para caracterizar la presencia de subunidades de
colageno que, hasta la fecha, no habian sido evidenciadas en la
fisiopatologia del IAM. En concreto, se analizd la presencia de
colagenos fibrilares (tipos Il y Xl) y no fibrilares (tipos VIII y XII) en
modelos experimentales murinos de IAM (reperfundido y no
reperfundido) asi como en muestras de miocardio procedentes de
autopsias de pacientes con un IAM crénico (mas de 6 meses de

evolucion).

Los datos de los modelos murinos demuestran un incremento del
ARN mensajero de estos colagenos a los 21 dias de la induccion del
IAM en relacién con el miocardio control, siendo mayores cuanto mas
extenso era el tamafio de la cicatriz fibrética. En las muestras
humanas, aunque no se detecté un aumento a nivel transcriptomico,
si que se detecto la presencia de los colagenos tipo Il, VIII, Xl y XII en
la cicatriz fibrética mediante inmunohistoquimica. Para finalizar, un
estudio bioinformatico de las funciones moleculares en las que han
sido descritas estos colagenos permitidé hipotetizar que estas
subunidades de colageno contribuyen a la resistencia y la cohesion
de los componentes de la MEC tras un infarto. Estos resultados
ponen en evidencia la participacion de nuevas subunidades de
colageno que no habian sido previamente exploradas en el contexto

de la remodelacién del intersticio cardiaco post-IAM.

Esta Tesis Doctoral, realizada mediante compendio de articulos
cientificos, pretende avanzar en el conocimiento de la fisiopatologia
del IAM y, mas concretamente, en los cambios dinamicos que sufre la
MEC cardiaca durante el proceso de isquemia-reperfusion asi como
proponer nuevos genes implicados en la modulacion de este proceso.
Un mejor entendimiento de estos cambios resulta esencial para evitar

el remodelado adverso del ventriculo izquierdo post-infarto v,
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subsecuentemente, reducir la aparicion de insuficiencia cardiaca y

mejorar el pronéstico de los pacientes.
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1. Cardiopatia isquémica

A principis del segle XX, les malalties cardiovasculars suposaven menys
d'un 10% de les defuncions al moén. A mitjans del segle XX, aquestes ja
eren la principal causa de mort als paisos desenvolupats i, a més, a
partir del 2001, també als paisos en desenvolupament (Gaziano et al.,
2006; World Health Organization, 2002). L'any 2019, les malalties
cardiovasculars van suposar gairebé 20 milions de defuncions, és a dir,
un ter¢ de les produides al mén. L'elevada prevalenca de les malalties
cardiovasculars suposa també una pérdua de salut per a molts pacients,
aixi com un cost excessiu per al sistema de salut (Roth et al., 2020).
Segons I'Organitzacié Mundial de la Salut, el nombre de pacients que
han patit cardiopatia isquémica ha augmentat arreu del mén des de l'inici
del segle XXl i aix0 ha suposat tant un increment de les defuncions com

una pérdua de salut.

A Espanya, les malalties cardiovasculars suposen la principal causa de
mortalitat, constituint una de cada quatre en homes i una de cada tres en
dones. En els homes, la cardiopatia isquémica és la responsable del
major nombre de morts per malaltia cardiovascular. Espanya és un pais
amb Sistema Nacional de Salut de caracter tributari i cobertura universal
que assegura a tots els seus ciutadans I'atencié hospitalaria de manera
gratuita, no obstant aix0, aquest pais s'enfronta en el futur a un gran
repte. A causa de l'augment de l'esperanca de vida, s'ha estimat un
increment dels pacients amb malalties cardiovasculars durant les
proximes décades, fet que suposa un augment dels costos en atencio
meédica (Bueno & Pérez-Gémez, 2019). Per tant, resulta rellevant en el
context actual l'estudi i desenvolupament de noves estratégies
terapéutiques que permeten reduir la incidéncia d'esdeveniments
cardiacs, aixi com incrementar la qualitat de vida dels pacients que els
han patit.
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1.1. Fisiopatologia

El terme cardiopatia isquémica engloba un conjunt d'entitats
caracteritzades per una disminucié en l'aportacié de sang al miocardi en
relacié a la demanda, i que en la majoria dels casos ve precedida per
una aterosclerosi coronaria. En Ultima instancia, es reduira
significativament I'aportacio d'oxigen i nutrients al miocardi (Chorro et al.,
2007).

La placa aterosclerotica esta formada per un nucli lipidic en conjunt amb
macrofags i altres cél-lules inflamatories a I'espai subintimal de la paret
arterial. Aquest nucli esta envoltat per una capa de matriu composta
principalment per col-lagen i cél-lules de muscul llis que sera coberta per
cel-lules endotelials (Figura 1). Les cel-lules inflamatories, entre les quals
es troben els limfocits T i els macrofags, infiltren la lesié i estan
implicades en la progressio de la placa (Figura 1). Aquestes lesions amb
el temps maduren i creixen, reduint I'aportacié de sang cap al miocardi.
Els dos esdeveniments que poden donar lloc a trombosi sén la ruptura
de la placa i l'erosid superficial de la mateixa. Quan aquests es
produeixen, donen lloc a una trombosi suboclusiva o oclusiva, la qual
cosa provoca un esdeveniment coronari agut (Vergallo & Crea, 2020). La
formacié de les plaques d'ateroma té una relacid directa amb els
anomenats factors de risc que es classifiquen en no modificables (edat,
sexe, factors hereditaris) o modificables (tabac, hipercolesterolemia,
hipertensio arterial, obesitat, diabetis) (Ruff & Braunwald, 2011).
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Figura 1: Components de la placa aterosclerotica i posterior ruptura amb la
conseglient alliberacié de material trombotic, responsable de la genesi de l'infart
agut de miocardi en la majoria de casos.

1.2. Classificacio

La isquémia miocardica es pot classificar, segons I'evolucié de la placa
aterosclerotica, en un sindrome cronic o estable, o en un d'agut o

inestable.

Els pacients amb sindrome isquémic cronic o estable sén aquells amb
angina de pit estable. Aquesta es produeix per 'obstruccioé de les artéries
epicardiques a causa de la formacié d'una placa aterosclerotica estable
(Valgimigli & Biscaglia, 2014). La clinica tipica és una moléstia al pit
després d'un elevat esforg fisic, ja que I'aportacié d'oxigen no arriba a ser
suficient per a la demanda del miocardi, provocant aixi isquémia
miocardica (Joshi & de Lemos, 2021; Knuuti et al., 2020; Virani et al.,
2020). Els pacients amb aquesta doléncia poden arribar a desenvolupar
circulacié col-lateral que contraresta els problemes de I'obstruccié

arterial.
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En contraposici6 amb aquests ultims, un sindrome isquémic agut o
inestable pot ser una angina de pit inestable o un infart agut de miocardi
(IAM). A diferencia de la placa quiescent que trobem en els pacients amb
angina de pit estable, un sindrome coronari agut es produeix quan la
placa es trenca o erosiona, la qual cosa estimula la formacié de trombes
rics en plaquetes que poden arribar a obstruir el flux sanguini coronari
(Libby et al., 2019) (Figura 1). La majoria de les ruptures de la placa es
produeixen als llocs amb més tensié mecanica, com és la unié de la
superficie de la placa i la capa intima de l'arteria (Cheng et al., 1993;
Richardson et al., 1989), perd també poden produir-se per l'accié de les
proteinases secretades pels macrofags que degraden enzimaticament la
coberta fibrosa (Henney et al., 1991; Libby, 1995; Moreno et al., 1994;
Welgus et al., 1990). La ruptura de la placa pot portar a una completa
oclusio coronaria que provoca I''AM amb elevacio del segment ST, o una

oclusié coronaria incompleta que condueix a una angina de pit inestable.

1.3. Infart de miocardi
1.3.1. Fisiopatologia

L'aterosclerosi és la causa subjacent de la majoria de les malalties
cardiovasculars, inclos I''AM. Aquestes malalties suposen la principal
causa de mort a nivell mundial degut a, entre altres factors, I'acumulacio
de factors de risc metabolics com l'obesitat i la diabetis, aixi com a

I'augment de I'esperanga de vida de la poblacio (Hansson et al., 2006).

L'IAM es desencadena per la formacié d'un trombe alliberat de la ruptura
d'una placa inestable d'ateroma a la llum de les artéries coronaries que
causa un bloqueig de la perfusié coronaria. El cessament de la perfusio
provoca una situacié d'hipdxia i manca de nutrients en el miocardi, cosa

que condueix a una situacio d'isquémia que, si es perllonga en el temps,
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produeix una necrosi irreversible del teixit cardiac perfos per aquesta
artéria. A més, es poden produir altres esdeveniments adversos com son
arritmies malignes amb la conseglient mort sobtada (Karve et al., 2007;
Zeijlon et al., 2021).

1.3.2. Tractament de revascularitzacio

L'lAM causa més de 2,4 milions de morts als Estats Units, més de 4
milions de defuncions a Europa i el nord d'Asia, i més d'un ter¢ de les
morts anuals als paisos desenvolupats (Nichols et al., 2014; Yeh et al.,
2010). Els canvis en l'estil de vida i I'is de terapies basades en evidéncia
cientifica han reduit en les ultimes déecades la mortalitat derivada
d'aquestes malalties coronaries, pero I'|AM continua afectant més de 7
milions de persones a l'any arreu del mon, fet que suposa un impacte

econdomic molt elevat per al sistema sanitari (Nichols et al., 2014).

Segons les guies cliniques, I'objectiu principal del tractament de I''AM és
la reperfusid primerenca, completa i sostinguda de l'arteria responsable
de l'infart i, per a aix0, es duu a terme una reobertura de l'artéria oclosa
(Figura 2). Actualment, la rapida restauracio del flux coronari anterograd i
la perfusio tissular, ja sigui mitjancant I's de farmacs trombolitics o
mitjangant intervencionisme coronari percutani, son factors clau en el
tractament de I'AM i en la reduccié de la mortalitat derivada d'aquest
(Ibanez et al., 2015).

L'any 1978, es va demostrar que la reperfusido primerenca mitjangant
recanalitzacio transluminar era factible (Rentrop & Feit, 2015), cosa que
converteix fins a la data I'angioplastia transluminar percutania en el
tractament d'eleccid en la majoria dels pacients després d'un IAM.
Breument, el procediment consisteix en la reobertura de ['artéria

obstruida a través de la introduccié de catéters aconseguint una millor



Introducci6

Figura 2: Coronariografia d'un pacient amb l'arteria descendent anterior oclosa
(esquerra) i reperfosa (dreta) després de practicar una angioplastia coronaria
transluminar percutania.

perfusié de la zona infartada i una menor incidéncia de re-oclusio
(Elizaga Corrales, 1998).

L'oclusié trombotica d'una artéria coronaria resulta en una lesié que
s'estén des del subendocardi fins al subepicardi de manera dependent
del temps, de manera que, després de la detencid de l'aportacié
sanguinia, existeix una zona de miocardi en risc que es podra reduir com
més aviat es produisca la reperfusido. En models experimentals, s'ha
demostrat que la taxa de necrosi miocardica es completa a les 6 hores
després de Il'oclusié (Reimer et al., 1977). A més, la mida de l'infart és
determinant en la funcioé del ventricle esquerre aixi com en la mortalitat a
llarg termini després de I''AM (Sadanandan & Hochman, 2000). Amb
aixo, es va establir el temps fins a la reperfusié i, per tant, fins al
restabliment del flux coronari com un factor critic en la recuperacié del
pacient (Sadanandan & Hochman, 2000). No obstant aixd, la millora de
les taxes de mortalitat ha comportat un augment de la prevalenga de la
malaltia coronaria i de les seves complicacions a llarg termini com és la

insuficiéncia cardiaca (Dégano et al., 2013; Ferreira-Gonzalez, 2014).
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Hi ha estudis que demostren el paper beneficids del restabliment
primerenc del flux sanguini en l'artéria oclosa després de I''AM pel que fa
a la mida de l'infart, la funcio sistolica del ventricle esquerre i la mortalitat.
No obstant aixo, l'arribada rapida de sang oxigenada al miocardi
préviament isquémic també s'ha descrit com a perjudicial en alguns
aspectes, coneixent-se aquest fenomen com a dany per isquémia-

reperfusio.

També s'ha suggerit el paper deletéri de la reperfusio després d'un 1AM,
ja que existeixen evidéencies cientifiques adverses d'aquesta després de
IAM, com ara el remodelat inadequat del ventricle esquerre i, a llarg
termini, un infart transmural extens per obstruccié microvascular, amb la
conseguent reoclusié de l'artéria coronaria (Sadanandan & Hochman,
2000).

Després de les evidéncies disponibles amb el tractament de reperfusio
implantat les ultimes décades, s'han descrit dos fenomens després de la
reperfusio: el dany per isquémia-reperfusio i el mecanisme de reparacio
del miocardi infartat, que poden ser rellevants per al pronodstic dels
pacients. L'estudi de tots dos mecanismes fisiopatologics després d'un
IAM sera essencial per millorar I'evolucié clinica dels pacients i buscar

noves oportunitats terapéutiques.

1.3.3. Dany per isquémia-reperfusio després de I'l|AM

Després de l'oclusié trombotica coronaria que caracteritza un IAM, es
produeix una situacié d'isquémia al miocardi que comporta una manca
d'oxigen i de nutrients cap al mateix. El tractament realitzat per eliminar
aquesta oclusié és la reperfusié primerenca de l'artéria infartada, que
permet tant la reduccié de la mida de l'infart, com la millora de la funcié

ventricular, aixi com la reduccid6 de la mortalitat dels pacients
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(Sadanandan & Hochman, 2000). Aixi i tot, hi ha problemes derivats de
la propia reperfusié que tenen efectes deleteris sobre el miocardi. Aquest
fenomen anomenat dany per reperfusié condueix a la mort cel-lular i s'ha
estimat que representa fins a la meitat de la mida final de l'infart (Yellon &
Hausenloy, 2007).

El 1960 es van descriure per primera vegada els efectes derivats de la
reperfusié en un model animal (Jennings et al., 1960), i posteriorment el
1977 es van descriure aquests mateixos efectes en una cohort de
pacients reperfosos (Bulkely & Hutchins, 1977). Va ser ja el 1985 quan
aquest dany va ser atribuit a la reperfusid, que va ser descrita com “una
arma de doble fil” després de I'lAM (Braunwald & Kloner, 1985).

Durant la reperfusié, la cascada inflamatoria facilita que els globuls
blancs alliberen mediadors inflamatoris com les interleucines i el
complement activat que condueixen a la lesi6 miocardica. Amb la
reperfusiod, es genera un ambient protrombotic en quée les plaquetes i els
neutrofils s'activen, la qual cosa pot resultar en un “taponament
plaquetari” de la microvasculatura. A més, les restes ateromatoses de la
placa es trenquen durant la reperfusio, afavorint una embolitzacié distal, i
produint una oclusié distal a nivell de la microvasculatura. Paral-lelament,
la reintroduccié d'oxigen cap al miocardi potencia la formacioé d'espécies
reactives d'oxigen (ERO), aixi com l'acumulacié de calci intracel-lular,
amb la qual cosa es danyen les proteines cel-lulars, els organuls i les
membranes plasmatiques. Aquests danys activen la cascada de
senyalitzacié proapoptotica, per la qual cosa es potencia encara més la
lesid dels cardiomiocits. A més, l'alliberament de ferro per part dels
diposits de globuls rojos per I'hemorragia formada, contribueix a la
reaccio inflamatoria posterior (Bainey & Armstrong, 2014; Hausenloy &
Yellon, 2013; Heusch, 2020; Ibafez et al., 2015).

10
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Per tant, aquest tractament comporta dos esdeveniments diferents.
D'una banda, la isquémia provoca la mort d'un elevat nombre de
cardiomiocits i danys en la matriu extracel-lular (MEC), cosa que es
tradueix en un deteriorament tant estructural com funcional del miocardi.
Aquests cardiomiocits perduts seran reemplacgats per un teixit fibrotic,
compost fonamentalment de col-lagen. Aquest teixit es dipositara tant a
l'area infartada com a l'area propera a l'infart, cosa que pot portar a un
remodelat ventricular advers, una reduccié de la capacitat contractil del
ventricle aixi com a un pitjor pronodstic dels pacients (Khan & Sheppard,
2006; Stacey & Hundley, 2021; Yang et al., 2019). D'altra banda, el
restabliment del flux sanguini en un nombre elevat de pacients porta a
una reperfusié incompleta a nivell microvascular. Aquest fenomen es
coneix com a obstruccid microvascular i t¢ una profunda repercussio
negativa després d'un 1AM, ja que s'associa amb una major mida d'infart,
una menor fraccié d'ejeccid ventricular, un remodelat advers del ventricle

esquerre i pitjors resultats clinics (Hausenloy & Yellon, 2013).

2. Matriu extracel-lular

El cor dels mamifers esta compost per diverses poblacions cel-lulars,
incloent-hi cardiomiocits, fibroblasts, cél-lules endotelials, pericits i
cel-lules de muscul llis, que es troben embegudes en la MEC cardiaca
(Valiente-Alandi et al., 2016). L'interstici cardiac esta constituit per una
xarxa estructural que connecta els diferents components miocardics, aixi
com proteines solubles que regulen vies de senyalitzacid per a la
supervivencia i el correcte funcionament de les cél-lules musculars
cardiaques. En altres paraules, la MEC proporciona un bastiment perqué
el component cel-lular del miocardi funcione coordinadament com una
xarxa, cosa que, en Ultima instancia, redundara en una exquisida

coordinacié a nivell mecanic i eléctric (Kassiri & Khokha, 2005).

11
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2.1. Importancia de la MEC en la funcié y estructura cardiaca

Com s'ha comentat anteriorment, la MEC és una estructura complexa i
dinamica que manté I'arquitectura i la dinamica del teixit. No obstant aixo,
fa més d'una década ja es va questionar aquesta funcionalitat merament
estructural, passant a ser un subjecte actiu en la funcié cardiaca, de
manera que se li atribueix un paper rellevant en les interaccions cel-lulars
que regulen el creixement, la supervivéncia, la propagacid, la proliferacio,
la diferenciacio i la migracié cel-lular a través de la intrincada relacio
entre els components del teixit cel-lular i acel-lular. Aquesta elevada
complexitat en les funcions que exerceix la converteixen en part
responsable de la remodelacid patologica després d'una lesié
miocardica. La versatilitat de les interaccions cél-lules-MEC permet la
generacio de respostes adaptatives i reparadores estretament regulades
mitjangant senyals intracel-lulars a través de la membrana cel-lular
(Valiente-Alandi et al., 2016). La MEC també és essencial per a una
funcié cardiaca eficient a través de l'alineacié dels cardiomiocits, la
regulacié del flux sanguini durant la contraccié, el compliment i el
manteniment de la tensio tissular, de manera que resulta crucial per al
manteniment de la integritat cardiaca i la funci6 de bombament (Curtis &
Russell, 2011).

L'interstici cardiac ha de presentar una composicio precisa que li permeta
dur a terme les funcions cardiaques de forma adequada. Quant als
col-lagens, els subtipus | i lll sén els més abundants i seran essencials
per determinar la rigidesa del miocardi. Entre els components de la
membrana basal, tant la fibronectina com la laminina sén crucials en
l'adhesio cel-lular i la interaccié cel-lula-cél-lula. Aixi mateix, el teixit
cardiac esta ampliament irrigat per vasos, i en aquests també trobem
components de la MEC com el col-lagen o l'elastina (Kassiri & Khokha,
2005).

12
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En condicions fisiologiques, els fibroblasts seran els responsables de
degradar i dipositar la MEC, mentre que en un procés patologic, seran
els responsables de la deposicié massiva de fibres de col-lagen tipus I,

constituint una cicatriu fibrotica (Tallquist, 2020).

A més, 'homeostasi en la composicié de la MEC es basa en un estret
equilibri entre les metal-loproteinases de la matriu extracel-lular (MMPs) i
els inhibidors tissulars de les metal-loproteinases (TIMPs) que regulen
els components de la MEC durant la remodelacié cardiaca en diferents
situacions patologiques (Ahmed et al., 2006; Benjamin & Khalil, 2012;
Jugdutt, 2003).

2.2. Components principals

La MEC del teixit miocardic és un entorn dinamic que varia en
organitzacio i composicié al llarg del curs de la malaltia cardiaca, aixi
com durant el desenvolupament cardiac normal. Per tant, la descripcio
dels canvis que es produeixen en els diferents components de la MEC
pot ajudar a la comprensid, deteccié i tractament de la malaltia cardiaca
(Frangogiannis, 2017; Schelbert et al., 2014).

En els teixits, és rellevant el fet que les cél-lules es troben envoltades en
un marc on es cohesionen i comuniquen intercel-lularment de forma
adequada, tenint contacte amb altres cél-lules aixi com amb la MEC per
poder funcionar correctament (Hansen et al., 2015). Es per aixd que la
MEC esta composta d'una elevada varietat d'elements, tots ells
rellevants i amb funcions clau en la forma en qué les cél-lules es
comuniquen i responen al seu microambient, entre els quals trobem els
col-lagens, proteines matricel-lulars, proteoglicans, entre d'altres, i que

es detallen a la Taula 1.
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Tabla 1: Components de la MEC en el cor adult sa.

CATEGORIA COMPONENT REFERENCIA
COL-LAGENS
FIBRILARS el g [ 00, (Fan et al., 2012; Keene

COL-LAGENS NO
FIBRILARS

PROTEINES
MATRICEL-LULARS

ALTRES
GLICOPROTEINES

PROTEOGLICANS DE
LA SUPERFICIE
CEL-LULAR

PROTEOGLICANS

XICOTETS
PROTEOGLICANS
RICS EN LEUCINA

GLICOSAMINGLICANS
PROTEASES | ELS

SEUS INHIBIDORS

ADAMS: desintegrina

Collagen IV, VI

Trombospondines,
SPARC, Tenascina,
Osteopontina,
Periostina, CCN

Elastina, Laminina,

Fibronectina, Fibrilina

Sindeca, Glipica

Agreca, Perleca,
Nidogen
Biglica, Decorina,
Asporin, Fibromodulina,
Podoca
Hialuronat, Condroitin
sulfat, Heparan sulfat,

Dermatan sulfat

MMPs, ADAMS,
ADAMTS, TIMPs

metal-loproteinases,

ADAMTS:

et al., 1988; Pozzi et al.,
2017; Weber, 1989;
Wenstrup et al., 2006)

(Frangogiannis, 2012;
Pinto, 2021)

(Kielty et al., 2002; Mao
& Schwarzbauer, 2005;
Pozzi et al., 2017)
(Bernfield & Sanderson,
1990; Pomin & Mulloy,
2018)

(Pomin & Mulloy, 2018;
Pozzi et al., 2017)

(Pomin & Mulloy, 2018)

(Pomin & Mulloy, 2018)

(Ahmed et al., 2006;
Benjamin & Khalil, 2012;
Malemud, 2019; White,
2003)

desintegrina i

metal-loproteinasa amb domini trombospondina, CCN: proteina rica en cisteina
61, MEC: Matriu Extracel-lular, MMP: metal-loproteinases de la matriu
extracel-lular, SPARC: proteina secretada, acida i rica en cisteina, TIMP:
inhibidor de metal-loproteinases de la matriu extracel-lular.
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En el miocardi, la MEC esta formada principalment per col-lagen fibril-lar,
organitzat en tres nivells interconnectats: lI'endomisi que envolta els
cardiomiocits de forma individual, el perimisi que estableix o defineix els
feixos principals i I'epimisi que embolcalla el muscul cardiac en la seva
totalitat (Leonard et al., 2012; Medugorac & Jacob, 1983). El component
estructural majoritari d'aquesta xarxa és el col-lagen tipus | (85-90% de la
MEC), tot i que també es mostra en una elevada proporcié el col-lagen
tipus 1l (5-11%) (Frangogiannis, 2017; Weber, 1989). En proporcions
menys abundants podem trobar altres col-lagens com els tipus IV, Vi VI
(Fan et al., 2012). El col-lagen tipus V forma fibril-les amb el col-lagen
tipus | i regula la fibrilogénesi del mateix; el col-lagen tipus IV és el
component principal de la membrana basal i forma unions amb laminina,
nidogen i perleca, proporcionant estabilitat mecanica a la membrana
basal, aixi com mantenint una adequada funcié de les cél-lules
endotelials; i el col-lagen tipus VI és l'encarregat d'organitzar els
col-lagens fibril-lars i d'ancorar-los a la membrana basal (Keene et al.,
1988; Pozzi et al., 2017; Wenstrup et al., 2006).

A més d'aquesta xarxa de col-lagen, la MEC esta formada per elastina,
fibrilina, glicosaminoglicans i proteoglicans que serveixen com a
reservoris de factors de creixement i proteases que poden activar-se
amb un procés patologic (Frangogiannis, 2017). L'elastina i la fibrilina
formen fibres elastiques que proporcionen resisténcia i elasticitat al cor
(Kielty et al., 2002), la fibronectina s'organitza en una xarxa a la
superficie cel-lular, unint-se a altres components de la MEC com el
col-lagen, la fibrilina i I'heparan sulfat, de manera que influeix tant a nivell
estructural com mecanic en la MEC i en el comportament de les cél-lules
a les quals s'adhereix (Mao & Schwarzbauer, 2005). A nivell cardiac, les
glucoproteines, proteoglicans i glicosaminoglicans (GAG) enumerats a la
Taula 1, sén components de la MEC no estructurals (Borg et al., 1996;

Frangogiannis, 2012).
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Les anomenades “proteines matricel-lulars”, per la seva banda, sén una
familia de macromolécules extracel-lulars que no tenen un paper
estructural en la MEC, sind que s'indueixen després d'una lesid i

modulen les interaccions intercel-lulars i entre les cél-lules i la MEC.

La MEC, per tant, esta formada per una elevada diversitat de
components organitzats al voltant dels diferentes tipus cel-lulars del
miocardi, formant una xarxa tridimensional. La interaccié entre aquests
components cel-lulars i la MEC és dinamica i respon a senyals
fisiologiques tant durant el desenvolupament, com en la homeostasi
normal i en processos patologics. Un dels processos patologics cardiacs
de major rellevancia en l'actualitat és I'!AM, i el tractament d'aquest és la
reperfusié primerenca de I'area afectada. Es per aixd que la present Tesi
Doctoral se centra en I'estudi dels canvis en els diferents components de
la MEC durant la isquémia coronaria i posterior reperfusio, ja que una
millor comprensié dels canvis espacials i temporals de cadascun dels
components de la MEC és clau per poder arribar a comprendre el paper

que hi juga en els processos patologics.

3. Canvis en la MEC després d’un IAM

La mort de cardiomiocits a causa de la isquémia coronaria i la posterior
reperfusié provoca una reaccio inflamatoria que, a més de dur a terme
una neteja a I'area infartada de les cél-lules necrotiques i restes de MEC
danyada, activara les vies intracel-lulars encarregades de la correcta
resolucié de l'area infartada amb la subsequent formacié de la cicatriu
fibrotica. El cor adult d'un mamifer té una capacitat regenerativa
insignificant, per la qual cosa I'Unica opcid per a la resolucié d'aquest
esdeveniment és la formacié d'una cicatriu fibrotica (Frangogiannis,
2015).
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La resposta inflamatoria que déna lloc a la resolucié de l'infart depen de
les molecules alliberades per les cél-lules afectades per la isquémia. A
més, els fagocits encarregats d'eliminar les cél-lules mortes i els restes
de MEC activen vies antiinflamatories, la qual cosa condueix a la
supressi6 de la senyalitzacié de citocines i quimiocines. L'activaci6é del
sistema renina-angiotensina-aldosterona i I'alliberament del transforming
growth factor-8 (TGF-B) indueixen la conversi6 de fibroblasts en
miofibroblasts. Tots aquests processos, de forma conjunta i
interrelacionada, promouran el diposit de proteines d'una nova MEC

(Frangogiannis, 2015).

Aquest procés de deposicio fibrotica a I'area danyada per a la formacié
de la cicatriu implica la interaccié entre diferents tipus cel-lulars com les
cél-lules inflamatories, les ceél-lules endotelials, els fibroblasts i els
miofibroblasts. Aquest complex procés de reparacié pot dividir-se en tres
fases que se superposen: la fase inflamatoria, la fase proliferativa i la

fase de maduracié (Frangogiannis, 2015).

A grans trets, durant la fase inflamatoria, la degradacio de les proteines
de la MEC genera matrikines que activen les cascades inflamatories i
reparadores. A més, durant la fase proliferativa, la MEC indueix el diposit
de proteines matricel-lulars que modulen el fenotip cel-lular, aixi com
activen proteases i factors de creixement que transdueixen cascades de
senyalitzacié (Frangogiannis, 2012). Aquesta mateixa fase estara
caracteritzada per la deposicié de grans quantitats de proteines que
formen part de la MEC per part dels miofibroblasts. Finalment, en la fase
de maduracié, es forma una cicatriu estable per la reticulacioé de la MEC
(Figura 3). Per tant, al llarg d'aquestes tres fases de reparacié de I'area
danyada per I'|AM, els canvis que es produeixen en la composicio de la
MEC cobren especial rellevancia, ja que sén elements reguladors de la
resposta cel-lular que medien en la reparacié cardiaca i, per tant, que

requereixen d'una organitzacio perfecta en temps i lloc (Dobaczewski et
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al., 2010). Per aix0, una millor comprensi6 d'aquest procés sera
fonamental per aprofundir en I'enteniment de la fisiopatologia de l'infart,
la qual cosa posteriorment donara lloc a noves investigacions
encaminades a buscar oportunitats terapéutiques novedoses en aquest

escenari.

| l |

Figura 3: Fases de resolucié després d’un infart agut de miocardi. Després de
l'oclusié de l'arteria, s'observa inicialment una fase inflamatoria, seguida d'una
fase proliferativa, i finalment una fase madurativa que donen com a resultat la
formacié d'una cicatriu fibrotica.
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3.1. Fases de reparacioé cardiaca després d’un IAM
3.1.1. Fase inflamatoria

L'oclusié coronaria produeix immediatament un ambient d'hipdoxia que
comporta la mort de cardiomiocits, aixi com l'activaci6 de MMPs.
L'activacié d'aquestes ultimes ha estat demostrada ja a l'interstici cardiac
als deu minuts després de l'oclusio coronaria (Etoh et al., 2001), i
comporta la generacio de fragments de MEC (Cannon et al., 1983; Etoh
et al.,, 2001; Whittaker et al., 1991), abans fins i tot de poder ser
detectada qualsevol lesié irreversible en els cardiomiocits. Les MMPs
poden activar-se per la generaci6 d'ERO produides per la isquémia
(Wang et al., 2002). A més, la necrosi dels cardiomiocits accentua la
resposta de degradacio de la MEC, per la qual cosa aquestes cel-lules,
juntament amb fibroblasts, cél-lules endotelials i neutrdfils, sintetitzen

elevades quantitats de MMPs (Alfonso-Jaume et al., 2006).

Les MMPs seran les responsables de la fragmentacié de la MEC i, per
tant, de la formacio de matrikines (Adair-Kirk & Senior, 2008; Wells et al.,
2015). Ha estat ampliament descrit el fet que aquests fragments
presenten activitat quimiotactica cap a cél-lules inflamatories. La llista de
péptids derivats de la MEC amb aquesta activitat inclou col-lagens tipus |
i IV, elastina, fibronectina, laminina, entre d'altres, de manera que és
possible que alguns fragments de la MEC puguen reclutar cél-lules
inflamatories (Adair-Kirk & Senior, 2008). No obstant aixd, no s'ha
demostrat el paper de les matrikines com a elements proinflamatoris
actius en humans, tot i que en models animals s'han evidenciat tant
matrikines procedents de col-lagens tipus | i IV, fibronectina i hialurona
(Lauten et al., 2014; Taylor et al., 2004; Trial et al., 1999; Villarreal et al.,
2004). Malgrat aix0, el paper dels fragments de matriu enddgena en la
regulacié de les respostes fibrogéniques i angiogéniques després d'un

IAM segueix estant poc descrit.
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La MEC degradada a l'area infartada sera reemplagada per una matriu
provisional que és la responsable de regular la resposta inflamatoria
(Dobaczewski et al., 2006). La formacié rapida de factor de creixement
endotelial vascular augmenta la permeabilitat vascular, permetent
l'extravasacio de fibrinogen i fibronectina, components principals
d'aquesta nova xarxa matricial (Dobaczewski et al., 2006). La funcio
d'aquesta matriu provisional ha estat escassament explorada, tot i que
s'ha hipotetitzat la seva funcié hemostatica, aixi com de bastiment per a
la migracio de cél-lules inflamatories i suport per a la proliferacié de
cel-lules endotelials i fibroblasts (Clark, 1998).

La matriu provisional podria jugar un paper essencial en la transicioé cap
a la fase proliferativa en un escenari de reparacié cardiaca, ja que
serveix com a reservori de citocines i factors de creixement, que poden
activar tant els fibroblasts reparadors com les cél-lules vasculars
(Frangogiannis, 2017; Martino et al., 2013).

Pel que fa a la resposta immune a l'area infartada, amb la mort dels
cardiomiocits, es produeix una activacio del sistema immune i, per tant,
el reclutament de les cél-lules inflamatories cap al teixit infartat (van den
Borne et al., 2010). Entre aquestes cél-lules participen seqiiencialment

els neutrofils, mondcits i macrofags i, finalment, els limfocits (Figura 4).
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Figura 4: Resposta immune a l'area infartada durant la fase inflamatoria. Imatges
representatives d'un teixit aillat després de 90 minuts d'isquemia i 7 dies de
reperfusio tenyit amb hematoxilina-eosina i amb técniques
immunohistoquimiques per evidenciar la preséncia de neutrofils, monocits i
limfocits T en el teixit infartat.

Els neutrofils son la primera linia de defensa que es troba en el teixit
infartat al llarg dels primers 5 dies després d'un IAM. Aquests secretaran
enzims proteolitics, molécules oxidants i proteases que participen en la
degradacio de la MEC, aixi com sintetitzaran mediadors proinflamatoris
que augmenten la resposta inflamatoria. D'altra banda, els neutrofils
també reforcen la resposta immune promovent el reclutament de
monocits. Els monocits i macrofags son cel-lules inflamatories que
infiltraran el teixit cardiac danyat entre el segon i el tercer dia. Aquests
presenten la capacitat de sintetitzar factor de necrosi tumoral-a (TNF-a)
que, després de la seva activacio, secreta enzims que regulen la sintesi
de proteines aixi com regula la resposta inflamatoria (Frangogiannis,
2020; Tian et al.,, 2015). Inicialment, predominen els monocits
proinflamatoris que tenen com a objectiu I'eliminacio tant de les cél-lules
mortes com dels restes de MEC. Posteriorment, els monocits presents
en el teixit infartat, canvien cap a un caracter més antiinflamatori i la seva
funcidé se centra a estimular la sintesi i deposicié de fibres de col-lagen
per part dels fibroblasts i miofibroblasts, contribuint d'aquesta manera al

desenvolupament de la fibrosi miocardica (Gonzalez et al., 2011).

A més, els limfocits T seran els responsables de I'activacié de la resposta
immune adaptativa. Els limfocits Th1 alliberen citocines proinflamatories
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augmentant la resposta inflamatoria prévia, i els limfocits Th2 alliberen
citocines per mitigar l'acci6 dels Th1. En I'|AM, s'ha descrit un desequilibri
de la ratio Th1/Th2 a favor dels primers (Bodi et al., 2008). A més, els
limfocits T reguladors s'infiltren a la zona infartada i, a través de
l'alliberament d'interleucina-10 i TGF-, suprimeixen la resposta
inflamatoria. Un correcte equilibri de la resposta inflamatoria és essencial

per a la correcta cicatritzacié del miocardi infartat.

3.1.2. Fase proliferativa

En aquesta fase cobra especial importancia el TGF-B. La seva activacié
resulta fonamental en la transicio del procés inflamatori cap a la resposta
reparativa (Frangogiannis, 2014). El TGF-B latent s'emmagatzema en el
miocardi i després d'una lesié pot activar-se rapidament a través de la
generacio d'ERO, la produccié de proteines matricel-lulars i I'activacié de
proteases (Frangogiannis, 2014). A mesura que es reprimeix la
senyalitzacié proinflamatoria, el TGF- promou la diferenciacié de
fibroblasts cardiacs a miofibroblasts i la preservacido de col-lagens i
fibronectina, de manera que s'estimula la produccié de proteines de la
MEC a través de l'expressio de TIMPs. L'activacido del TGF-B podria
resultar important en la supressi6 de I'expressid de citocines
proinflamatories, resolent aixi l'infiltrat inflamatori. A més, el TGF-$ és
capac¢ de modular I'activitat dels leucocits promovent la formacioé del teixit
de granulacié que es formara al voltant del quart dia després de l'infart
(Bujak & Frangogiannis, 2007). En aquest teixit de granulacio participen
céllules inflamatories, vasos sanguinis i cél-lules de tipus fibroblastic que

produeixen col-lagen (van den Borne et al., 2010).

Durant la formacio del teixit de granulacié també té lloc un procés de
fibrilogénesi o fase de proliferaci6. Aquest teixit esta format per
fibroblasts que es diferencien a miofibroblasts (Figura 5). En condicions
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normals, els fibroblasts que resideixen en el teixit cardiac, no presenten
microfilaments contractils ni expressen proteines contractils com I'actina.
Després de la necrosi i la consequent pérdua de l'arquitectura del teixit
cardiac, els fibroblasts sotmesos a estrés mecanic es converteixen en
proto-miofibroblasts, i, després de l'exposicié al TGF-B produit per
macrofags i fibroblasts, es produeix la diferenciacié cap a miofibroblasts
(Gonzalez et al.,, 2011; van den Borne et al., 2010). Aquests nous
miofibroblasts expressen proteines contractils i exhibeixen propietats
migratories, proliferatives i secretories. A més, responen a l'extensio
mecanica i als factors autocrins i paracrins generats en el miocardi.
Alguns d'aquests factors son els péptids vasoactius com l'angiotensina Il
i els factors de creixement com el TGF- (van den Borne et al., 2010)
(Figura 5).

Figura 5: Fase de proliferacié durant la qual es produeix la diferenciacié cap a
miofibroblasts. Imatges representatives d'un teixit aillat després de 90 minuts
d'isquemia i 21 dies de reperfusio tenyit amb Hematoxilina-Eosina i amb
tecniques immunohistoquimiques per evidenciar la presencia de miofibroblasts,
reticulina i col-lagen en el teixit infartat.

Els canvis en la composicio de la MEC son de especial rellevancia ja que
comporten un canvi en la resposta cel-lular reparadora durant la fase
proliferativa de la reparacio cardiaca. Els fagocits seran els encarregats
d'eliminar els fragments de la MEC, aixi com d'activar senyals
antiinflamatories. La lisi d'aquesta matriu provisional formada ve seguida
de la formaci6 d'una xarxa formada per fibronectina, hialurona,

proteoglicans i proteines matricel-lulars (Dobaczewski et al., 2006).
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Aquests canvis en la MEC durant la fase proliferativa proporcionen
senyals essencials per a la diferenciacié descrita anteriorment, de
fibroblasts a miofibroblasts, aixi com per a lactivaci6 de vies
angiogeniques necessaries per al subministrament d'oxigen cap a l'area

infartada metabolicament activa (Dobaczewski et al., 2010).

L'eliminacié de la xarxa de fibrilina formada es duu a terme mitjangant
protedlisi pel sistema plasminogen/plasmina i mitjangant endocitosi dels
macrofags (Motley et al., 2016; Schafer et al., 1994). La disgregacio
d'aquesta matriu provisional de fibrilina ve seguida de la secrecié per part
dels fibroblasts i macrofags de fibronectina, aixi com la deposicié de
hialurona i versica, formant una matriu provisional que augmentara la
seva complexitat amb [I'addici6 de macromolécules matricel-lulars
(Frangogiannis, 2012; Ulrich et al., 1997).

Durant tota aquesta fase proliferativa de la reparacio cardiaca, la MEC es
convertira en un centre regulador que transduira senyals per a I'activacio
de fibroblasts reparadors i de cél-lules vasculars. La completa reparacié
del dany dependra del reclutament i I'activacié de fibroblasts, que arriben
a diferenciar-se en miofibroblasts, i per tant expressen proteines
contractils i secreten col-lagen (Gonzalez et al., 2011; van den Borne et
al., 2010). Aquesta diferenciacio, a més de dependre de factors de
creixement solubles com el TGF-B, també estara influenciada per
diferents components de la matriu provisional, com la fibronectina (Arslan
etal., 2011).

Les proteines matricel-lulars que durant la fase proliferativa passen a
depositar-se i formar part de la matriu provisional no compleixen una
funcidé estructural, sind que regulen les respostes de les citocines i els
factors de creixement, modulant el fenotip i la funcié cel-lular (Bornstein,
2009; Murphy-Ullrich, 2001). La majoria dels membres que formen part

de les proteines matricel-lulars mostren una expressié baixa en el
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miocardi normal, perd estan sobreexpressades després d'una lesio
miocardica, protegint-lo d'una remodelacié adversa (Frangogiannis et al.,
2005; Murry et al., 1994; Willems et al., 1996). Aquestes son secretades
a l'interstici per fibroblasts, cél-lules immunes o vasculars, i transdueixen
senyals o activen citocines, factors de creixement i proteases (Bornstein,
2009; Bornstein & Sage, 2002; Dobaczewski et al., 2006). A la zona que
exerceix de frontera entre I'area infartada i la que la voreja, la induccio
localitzada de trombospondina-1 forma una barrera que prevé I'expansiod
de la inflamacié cap a arees del miocardi viables (Frangogiannis et al.,
2005).

De diferents maneres, les proteines matricel-lulars mostren una funcié de
proteccid de les arees no infartades enfront de les afectades per la
isquemia. Tot i la disparitat en les seves funcions, és destacable la
localitzacio de totes elles a la zona fronterera de l'infart, aixi com l'efecte
regulador que posseeixen sobre l'area afectada. A més, aquestes
proteines s'expressen de forma transitoria durant la fase proliferativa, de
manera que la reduccié en l'expressid d'aquestes pot servir a l'area
infartada com un senyal de parada, és a dir, com una forma de prevenir
la fibrosi descontrolada (Frangogiannis, 2017). Les proteines
matricel-lulars poden exercir un paper clau en la regulacid de la
diferenciacio cel-lular.

Queda patent, per tant, que les diferents proteines que formen part de la
matriu provisional formada amb l'objectiu de reparar l'area infartada
jugaran un paper rellevant en la transduccié de senyals, aixi com en la

diferenciacio cel-lular dels fibroblasts a miofibroblasts.
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3.1.3. Fase de maduracio

Aquesta ultima fase de reparacié de la zona infartada esta caracteritzada
per una reduccié de la celularitat que compon el teixit de granulacié
format en la fase anterior, és a dir, el teixit es converteix en una cicatriu
en la qual la preséncia de cél-lules inflamatories i miofibroblasts estara
significativament reduida (Frangogiannis, 2017) degut a una elevada
apoptosi de les mateixes (Takemura et al., 1998; Zhao et al., 2004).
Aquest teixit fibrotic va ser descrit inicialment com un reemplagament
passiu dels cardiomiocits necrotics, perd cada vegada queda més
evident la seva elevada activitat, ja que participa tant en la formacié del
nou col-lagen que forma la matriu, com en la contraccié del teixit

cicatritzat (van den Borne et al., 2010).

La cicatriu fibrotica final sera el resultat de I'equilibri entre la sintesi i la
degradacio de col-lagen durant el remodelat cardiac. Els miofibroblasts
seran els principals responsables de la regulaci6 d'aquest procés,
sintetitzant una molécula de procol-lagen que ha de ser processada per
endopeptidases per a la seva conversié en col-lagen (Kalman et al.,
2012). Una vegada processades, son ensamblades en fibres de
col-lagen a través de diverses reaccions quimiques en qué intervenen
molécules com el TGF-B (Smith-Mungo & Kagan, 1998).

El remodelat de la MEC després d'un infart requereix de l'expressio i
activitat d'enzims proteolitics que degraden I'anterior MEC com les MMPs
que inclouen col-lagenases (MMP1 i MMP13) i gelatineses (MMP2 i
MMP9) i que estan regulades pels seus inhibidors anomenats TIMPs.
Després d'un IAM, I'equilibri d'expressio entre MMPs i TIMPs que existeix
en homeostasi s'altera cap a una elevada activitat proteolitica (Etoh et
al., 2001).

En aquesta fase de maduracid, els fibroblasts han de reduir la formacio
de MEC, per la qual cosa s'ha de regular aquesta desactivacié dels
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fibroblasts de manera que es protegisca el cor d'una fibrosi progressiva
(Hinz, 2007; Tomasek et al., 2002). A més, la forga contractil elevada que
generen els miofibroblasts és adequada durant el remodelat del teixit,
pero es torna excessiva i, per tant, perjudicial si arriba a generar cicatrius
hipertrofiques (Hinz, 2007). Idealment, en aquells pacients amb un 1AM
ben cicatritzat, la deposicié de col-lagen té lloc a I'area infartada i el seu
objectiu és preservar la geometria del cor (van den Borne et al., 2010).
Per contra, després d'un IAM amb grans consequéncies, a meés de l'area
afectada, les arees de miocardi viable que queden al voltant també
mostren fibrosi intersticial que ha estat relacionada amb les carregues de
pressio i volum, comportant un deteriorament de la funcié ventricular i de
I'activitat eléctrica del cor (Weber et al., 2013). A aquest diposit fibrotic se
li ha denominat "fibrosi remota". La inflamacid i la fibrosi es suprimeixen
a linfart en curacié, cosa que condueix a la formacié d'una cicatriu
madura formada fonamentalment per col-lagen, pero a la zona viable no
infartada que l'envolta, I'augment de la tensidé de la paret pot activar
localment macrofags i fibroblasts, desencadenant una expansio cronica
progressiva de la matriu intersticial cardiaca (Chen & Frangogiannis,
2016; Sager et al., 2016). La correcta formacié de la cicatriu a l'area
infartada és la conseqiéncia d'una correcta regulaci6 de tots els
elements que participen en aquest procés i és clau per a la prevencié del

remodelat advers.

Pel que fa a la resposta angiogenica durant la maduracié de la cicatriu,
els microvasos de l'area afectada adquireixen una capa de cél-lules
murals mitjancant I'activacié per la senyalitzacio del receptor del factor de
creixement derivat de plaquetes B. En conseqliéncia, els vasos sense
aquest estimul activador retrocedeixen; és a dir, durant la maduracié de
la cicatriu, la densitat arteriolar augmenta a l'area infartada (Ren et al.,
2002), i aquesta es caracteritza per un recobriment de pericits aixi com

pel desenvolupament d'una capa muscular marcada. Les proteines de la
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MEC han estat implicades en la modulacié de les interaccions entre les
cel-lules endotelials i els pericits (Davis et al., 2015; Rivera & Brekken,
2011).

3.2. Importancia d’un bon control d’este procés

Després d'un IAM, el remodelat del ventricle esquerre és clau per a la
correcta recuperacié del pacient. Perque la formacié de la cicatriu
fibrotica sobre I'area infartada es produisca de manera correcta, ha de
donar-se una comunicacié perfecta entre els diferents elements que
participen en les diferents fases de reparacid. Si aix0 ocorre, el miocardi
torna a una nova homeostasi de manera que tant la mida com la qualitat
de la cicatriu son suficients per preservar l'arquitectura i funcié sistolica
del ventricle esquerre (Mouton et al., 2018). Aquesta recuperacio6 ideal de
l'area infartada no sempre es compleix, cosa que pot derivar en un

remodelat advers que pot progressar fins a una insuficiéncia cardiaca.

A la practica clinica, la insuficieéncia cardiaca que es genera després de
la resolucié d'un IAM extens continua sent un problema important. Una
vegada la isquémia dels cardiomiocits arriba a un punt de no retorn, es
desencadena la resposta inflamatoria, i durant tot aquest procés es
produira una intercomunicacioé entre cardiomiocits, neutrofils, macrofags,
fibroblasts, cél-lules endotelials i les cél-lules inflamatories. La inflamacio
que comporta tot aquest procés, i una falta de resolucié adequada
d'aquesta, ha estat associada amb un defecte en el remodelat del
ventricle esquerre i per tant forma la base per al desenvolupament de la
insuficiéncia cardiaca. Les cél-lules del sistema immune tindran efectes
tant protectors com nocius en la resolucié de I'lAM, la qual cosa ha
portat, després de diversos assajos clinics, a la revisié de I'administracio
de terapies antiinflamatories als pacients durant I''AM (Ali et al., 2018;
Mouton et al., 2018; Roubille et al., 2024).
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Després d'un IAM, la fibrosi desenvolupada es pot classificar en dos
tipus: la fibrosi de reemplacament i la fibrosi reactiva. La fibrosi de
reemplagcament és aquella que forma la cicatriu a I'area infartada amb
l'objectiu de prevenir la ruptura de la paret ventricular després d'una lesié
isquémica (van den Borne et al., 2010). La fibrosi reactiva és aquella que
es dona en arees no afectades per l'infart, és a dir, on els cardiomiocits
no han patit necrosi, i que ha estat relacionada amb l'augment d'estres
mecanic després de I'lAM, aixi com amb mediadors hormonals i
paracrins. Aquests canvis porten a una distensié del ventricle i a un
augment de la rigidesa del mateix (Talman & Ruskoaho, 2016), aixi com
a defectes en la funcié eléctrica normal del cor (Weber et al., 2013). La
fibrosi cardiaca en general s'ha identificat com un factor de risc que
predisposa els pacients amb insuficiencia cardiaca a la mort sobtada, la

qual cosa augmenta la mortalitat (Gulati et al., 2013).

Els mecanismes exactes i la forma de regulacié de la fibrosi reactiva no
estan clars, perd sembla demostrat que la tensié mecanica a qué esta
subjecta la paret del ventricle no infartada indueix I'activacié de TGF-f3. A
més, els miofibroblasts activats que es troben a la cicatriu de l'infart
continuen secretant factors profibrotics que poden arribar a les arees
remotes induint I'activacio i proliferacio de fibroblasts, amb el conseglent
augment de la deposicid de col-lagen (Weber et al., 2013). Aquesta
fibrosi reactiva s'acumula preferentment a la capa adventicia de les
artéries i arterioles coronaries, podent arribar a causar una reduccio de la
llum del vas, disminuint el subministrament d'oxigen al miocardi (Dai et
al., 2012).

Després de [I'lAM, una adequada regulacid tant de la resposta
inflamatoria com de la formacio i deposicié de la cicatriu fibrotica son
essencials per assegurar la correcta remodelacié del ventricle esquerre
afectat, i per tant, per poder determinar un bon pronostic en el pacient.

Tot i que existeixen moltes investigacions en aquest sentit, resulta
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important seguir caracteritzant els canvis en l'interstici cardiac post-infart
que, en Ultima instancia, donaran lloc a la formacié d'una cicatriu fibrotica
solida i localitzada. Aquests avencos, a més, permetrien desenvolupar
noves dianes terapéutiques en el tractament del pacient després d'un
IAM per assegurar la correcta formacié de la cicatriu i evitar una resposta

immune exagerada.

3.3. Paper del col-lagen i les MMPs

Els principals components de la MEC cardiaca inclouen proteines
estructurals com el col-lagen i la fibronectina, i altres proteines com la
proteina acida secretada rica en cisteina (SPARC), trombospondina, aixi
com MMPs. Les MMPs son una familia d'enzims que degraden els
diferents elements que formen la MEC. A més, els TIMPs soén els

inhibidors enddgens de les MMPs.

Els col-lagens tipus | i tipus Il son els principals components de la MEC
després de I''AM. Un model animal knock-out per a aquests col-lagens
no pot desenvolupar-se, ja que és embrionariament letal, perd s'ha
desenvolupat un model de ratoli amb col-lagen resistent a l'escissio, i
aquests no van mostrar cap efecte en el remodelat del ventricle esquerre
després de I'|AM (Lindsey et al., 2003). A més, en un altre model animal
nul per a col-lagen tipus VI, es va observar una disminucié en la mida de
l'infart, una apoptosi dels cardiomiocits accelerada, perd una reduccié de

I'apoptosi en fases croniques (Luther et al., 2012).

Tot i aixd, fins a l'actualitat s'han descrit 28 subunitats de col-lagen
diferents, encara que la majoria no ha estat descrita en el teixit cardiac

després de I'|AM (Frangogiannis et al., 2019).

L'activacié de les MMPs després de I'|AM ja ha estat observada durant la

fase inflamatoria de reparacié d'aquest, i aquestes funcionen com a
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proteinases de degradacido de la MEC, per la qual cosa seran les
responsables de la formacié de matrikines ja descrites previament, aixi
com de la degradacié del col-lagen, component principal de la MEC

cardiaca en un teixit sa.

L'avaluacio de diferents MMPs (MMP2, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10,
MMP12, MMP13, MMP14 i MMP28) i els quatre TIMPs en models
animals inhibidors per a cada una, ha permés coneéixer la implicacié que
presenten en el remodelat del ventricle esquerre després de I'AM.
Tanmateix, en humans, la translaci6 d'aquests resultats resulta
complicada, ja que, fins i tot el moment en qué s'inhibeixen les diferents

molécules porta a canvis en la resolucio de I'lAM (Mouton et al., 2018).

Tot i els elevats esforcos per a la descripcio de les funcions de cadascun
d'aquests elements de la MEC, no ha estat descrit fins avui cap
tractament basat en la inhibicié o activacié d'aquests components, per la
qual cosa es fa evident la necessitat de continuar coneixent el
comportament de cadascun d'aquests en l'area infartada després d'un
IAM, amb l'objectiu de poder determinar els elements que porten alguns
pacients amb IAM extens a desenvolupar una cicatriu amb pitjor
pronostic. Per tant, I'estudi de la elevada complexitat de la fisiopatologia
de I'lAM, necessita nous enfocaments en els que es puga estudiar la
patologia com una entitat completa, i no com a una suma d’elements que

participen d’un procés.

4. Tecnologies moleculars per a la deteccié d’expressio génica

La biologia molecular va experimentar un canvi drastic als anys 80, quan
Kary Mullis, juntament amb els seus col-laboradors, van donar a conéixer
una nova técnica, la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), per la

qual va guanyar el Premi Nobel de Quimica el 1993 (Saiki et al., 1985).
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Amb aquesta técnica, es permetia a la ciéncia disposar d'una quantitat
de copies d'acid desoxiribonucleic (ADN) molt elevada respecte a la
inicial, a través d'un procés ciclic. Aquesta tecnologia ha anat patint
modificacions fins al desenvolupament de la PCR en temps real (Higuchi
et al., 1992), fent possible el calcul d'ADN de partida de la mostra. Tota
aquesta tecnologia va ser posteriorment aplicada a I'acid ribonucleic
(ARN) a través del desenvolupament de la transcripcié reversa (RT), de
manera que mitjangant RT-PCR es permetia quantificar la quantitat inicial
d'ARN en una mostra (Gibson et al., 1996). Aquesta quantitat d'ARN
s'entén com el valor d'expressi®é génica d'un gen en el moment
d'obtencié de la mostra. Actualment, aquesta és la técnica utilitzada de
rutina als laboratoris d'investigacié per avaluar els nivells d'expressi6
génica. Tanmateix, I'Us d'aquesta tecnologia requereix, entre altres, de
cebadors oligonucleotidics que estan dissenyats especificament per
flanquejar la sequéncia genética que es pretén amplificar, és a dir, és
una tecnologia dissenyada per amplificar una regi6 ja coneguda
previament (Kubista et al., 2006). Per aix0, en ultima instancia, aixd es

tradueix en I'estudi d'un nombre de gens limitats en cada estudi.

El 2001, amb la publicacié del primer esborrany del genoma huma, es va
evidenciar I'amplia complexitat que posseia, i amb aixd la variabilitat
existent entre organismes i per la necessitat de continuar desgranant tota
la informacié continguda en el genoma buscant formes alternatives i més
barates de sequenciar (Venter et al., 2001). Aquest primer esborrany
esta format per una seqiiéncia de 2,91 mil milions de parells de bases i

inclou 26.588 transcrits que codifiquen proteines.

El 2005, sota la necessitat d'una tecnologia que facilités I'estudi del
genoma complet de forma rapida, més barata i amb una taxa d'error
baixa, es va desenvolupar una nova técnica de seqlienciacié que es va
denominar sequenciaci6 de segona generacid6 o Next Generation

Sequencing (NGS) (Schuster, 2008). Amb aquesta ultima tecnologia es
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poden arribar a sequenciar milions de petits fragments d'’ADN en
paral-lel, de manera que I'analisi bioinformatic posterior permet encaixar
tots aquests fragments. Aquesta tecnologia permet ampliar les
aplicacions de la sequenciacié en sequenciar tant genomes complets
com arees d'interés delimitades amb volums de mostra reduits (Behjati &
Tarpey, 2013).

4.1. Sequenciacié massiva

La NGS és una tecnologia que ha revolucionat la investigacié gendmica,
ja que permet reduir el temps i el cost empleat per tecnologies anteriors.
El cost, factor de major limitacié en la investigacié actual, s'ha reduit des
del milié de dolars per mostra de 2001 fins als 1.000 dolars de 2015 (van
Dijk et al., 2014). En consequéncia, aixd suposa posar a l'abast de
laboratoris petits la sequienciaci6 del genoma complet. Actualment
existeixen diferents plataformes de NGS, pero totes tenen en comu la
sequenciacio en paral-lel de milions de fragments d'’ADN o ARN. Tots
aquests fragments son posteriorment reconstruits mitjangant analisis
bioinformatiques, assignant-los a una regié concreta del genoma, amb

I'objectiu de formar una Unica seqiiéncia.

Les tecnologies de NGS han estat aplicades en els ultims anys a una
amplia varietat d'objectius. En sequenciacid6 genomica, la genética
forense, la gendomica agricola, la detecci6 de brots de soques de
patogens, la vigilancia de malalties infeccioses i el diagnostic clinic son
algunes de les arees que s'han beneficiat d'aquesta tecnologia. En ARN-
Seq, la investigacio i la practica clinica sén algunes de les disciplines que
han passat a utilitzar aquestes noves tecnologies de sequenciacio,
permetent-los la descripcié de nous transcrits i la deteccié de fusions

géniques. A més, noves tecnologies desenvolupades a partir de la
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sequenciacié han permés descriure les interaccions entre ADN, ARN i

les proteines in vivo en una cél-lula (van Dijk et al., 2014).

L'ARN-Seq permet conéixer l'estat transcripcional d'una mostra bioldgica
en un moment especific, i per a aix0 es segueixen els seglients passos:
i) Fragmentacio de I'ARN, ii) Transcripcio reversa de I'ARN fragmentat,
iii) Ensamblatge dels adaptadors, iv) Amplificacié i v) Quantificacio (H.
Zhang et al.,, 2018). La quantificacio i I'analisi de dades posterior
requereixen de I'is d'un elevat nombre de programes bioinformatics i

bioestadistics.

4.1.1. NGS en altres disciplines

Les variacions que poden donar-se en I'ADN del genoma comprenen
petits canvis de bases (substitucions), insercions i delecions d'ADN,
grans delecions gendmiques d'exons o gens complets i reordenaments
com inversions i translocacions, i totes elles poden ser detectades
mitjangant NGS (Behjati & Tarpey, 2013). La sequenciacid massiva ha
esdevingut cada vegada més popular en els estudis gendmics a mesura
que han estat perfeccionades les tecnologies, i recentment han passat a

utilitzar-se en la practica clinica.

La utilitat clinica de major renom en l'actualitat és en oncologia clinica
amb l'objectiu de millorar les terapies contra el cancer a través de la
detecci6 de mutacions no descrites préviament, aixi com els
enfocaments terapéutics especifics coneguts com a medicina
personalitzada. La premissa fonamental de la genomica del cancer és
que les neoplasies estan causades per mutacions somatiques. Aquesta
medicina personalitzada permet minimitzar despeses médiques ja que es
duu a terme un enfocament individualitzat dels tractaments oncologics,

aixi com una classificacié i un pronostic més precisos de la malaltia. A
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més, la NGS ha permés accelerar el diagnostic precog de malalties
(Behjati & Tarpey, 2013; Hussen et al., 2022).

En microbiologia es pretén anar reemplacant la caracteritzaci6
convencional basada en la morfologia, propietats de tincid i criteris
metabolics per la definicid genomica dels patogens. Aquesta informacio
gendmica conté, a més, informacidé rellevant sobre sensibilitat als
medicaments, aixi com pot permetre el rastreig de fonts de brots
d'infeccié (Behjati & Tarpey, 2013). Aquest ultim aspecte ha estat posat
de manifest en els darrers anys amb el rastreig de les diferents soques
del virus SARS-CoV-2.

A més, la sequenciacio de I'ARN ha estat demostrada en la deteccio de
variants en I'ADN d'importancia incerta per a la patogenicitat en
oncologia de precisi6 i en l'atenci6 de persones amb trastorns
mendelians rars. En pacients no diagnosticats, la sequenciacié de 'ARN
ha proporcionat evidéncia de la patogenicitat de variants que préviament
es van passar per alt o es van malinterpretar mitjangant la sequenciacio
de I'ADN, la qual cosa va conduir a una millora del 7,5% al 36% en la
taxa de diagnostic molecular (Murdock et al., 2021; Yépez et al., 2022).
La seqlienciacié de I'ARN també ha permeés en la practica clinica I'estudi
de reordenaments no detectables en I'ADN, aixi com transcripcions
géniques erronies. A més, en recerca, les sequenciacions de I'ARN
s'apliquen cada vegada més a l'estudi de I'expressié génica, de forma
que es pot analitzar I'expressié de milers de gens, sense necessitat de

coneixer préviament el gen que es vol analitzar (Zhang et al., 2018).

4.1.2. NGS en Cardiologia

L'IAM és actualment una causa important de mortalitat i morbiditat a tot el

moén. Amb tot i aixd, a diferéncia de les malalties amb un patré d'heréncia
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conegut, entre les quals els defectes cardiacs congénits (Dorn et al.,
2014; Qiao et al., 2019) o les cardiopaties familiars (Melas et al., 2022;
Wilcox & Hershberger, 2018), que han estat ampliament estudiats
mitjangant NGS, I''AM continua sent un procés patologic degut a la
interaccié entre factors ambientals i genétics. Per aixo, estudis recents
s'han plantejat la questié de quin paper juga la genética en tot aquest
procés. El tractament personalitzat de les diferents malalties
cardiovasculars a través de les dades recollides relatives a la genética,
pot facilitar la prediccié del risc d'IAM incident o recurrent, guiar els
tractaments farmacologics i fins i tot ajudar amb la prevencio i el

tractament de malalties amb terapies géniques (Khawaja et al., 2023).

En els darrers cinc anys, la capacitat d'accedir en diferents laboratoris a
les tecnologies de sequenciacié massiva ha portat I'area de cardiologia a
endinsar-se en aquest mon, portant a terme diferents estudis entre els
quals trobem: i) micro-RNA (Kanuri et al., 2018; Wang et al., 2021), ii)
circular-RNA (Yin et al., 2021), iii) long-non-coding-RNA (Meng et al.,
2019; Ponnusamy et al., 2019; Zheng et al., 2020; Zhong et al., 2018), iv)
estudis d'expressio génica (Eicher et al., 2016; Ge et al., 2018; Jeon et
al.,, 2023; Kontou et al., 2018; Mujalli et al., 2020; Qiu & Liu, 2019;
Yegorova et al., 2021; Zhang et al., 2021), v) sequienciacio de I'exoma i el
genoma (Braenne et al., 2014; Khera et al, 2019; Ouwehand &
Bloodomics and Cardiogenics Consortia, 2009), vi) sequenciacié de
cel-lula unica (Hesse et al., 2021; Li et al., 2019; Paik et al., 2020; Pan et
al., 2020; Ruiz-Villalba et al., 2020; Song et al., 2022; Zhou et al., 2022), i
vii) estudis de metilacio (Agha et al., 2019).

Tots aquests estudis han contribuit a un major coneixement de I'lAM, tant
a través de models animals com en estudis sobre pacients. No obstant
aixd, segueix sent una incognita el resultat que ens proporcionara la
capacitat d'establir un pronodstic o de determinar el tractament especific a

portar a terme sobre el pacient.
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El perfil genétic i l'estratificacio del risc d'lAM tenen el potencial de
revolucionar la prevencid, el diagnostic i el tractament d'aquest procés
patologic. Aixi i tot, ens enfrontem a diversos desafiaments. En I'ambit
estrictament genetic, els diferents loci que han estat proposats per a la
determinacié del risc d'|AM soén dificils de determinar a causa de les
complexes interrelacions entre multiples gens i factors ambientals
(Khawaja et al., 2023). A més, les implicacions funcionals de moltes
variants continuen sense estar clares, per la qual cosa caldria dur a
terme un estudi detallat de les vies biologiques afectades després d'un
IAM, amb I'objectiu de realitzar una estratificacié eficag del risc, aixi com

intervencions especifiques.

Aquests desafiaments, per contra, estan sent superats dia a dia gracies a
la creixent investigaci6 genomica, les diverses tecnologies de
sequenciacié desenvolupades i els diferents métodes d'analisi de dades,
de manera que podriem estar davant d'una nova medicina
personalitzada a través de perfils genomics per a l'estratificacio del risc i

la prevencié de I'|AM.
5. Contribucié original de I'autor

Aquesta és una Tesi Doctoral realitzada per compendi de 3 articles
cientifics publicats en revistes cientifiques internacionals indexades dins
del Journal of Citation Report. L'autora ha dut a terme I'adquisici6 i analisi
de les dades estudiades; a més de participar en la redaccié dels
manuscrits, exercint en els tres les funcions necessaries com a primera

autora.
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Hipotesis

La composicié de la MEC, aixi com I'expressio genica dels principals
reguladors del remodelat de l'interstici cardiac, és homogénia a tot el
territori sotmés a isquémia coronaria; tanmateix, gracies a la
reperfusié coronaria primerenca, la MEC evoluciona de manera

diferent per conformar la regi6 infartada i el miocardi salvat.

Les técniques de sequenciacié massiva permeten descriure els canvis
dinamics que es produeixen en el remodelat de l'interstici cardiac
després de la isquémia coronaria, aixi com caracteritzar noves
subunitats de col-lagen, MMPs i TIMPs implicades en la fisiopatologia
de la reparacié del miocardi infartat que no havien estat descrites

préviament.

En models experimentals i mostres de pacients amb infart, la
presencia de nous col-lagens a nivel génic i proteic demostren la seua

participacio en la fisiopatologia cardiaca post-infart.
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Objectius

Utilitzant els seglients enfocaments: a) model controlat porci
d'isquemia-reperfusio, b) dades d'ARN-Seq procedents de ratolins
sotmesos a diferents temps d'isquémia, ¢) dos models murins d'lAM
reperfés (oclusio transitoria de l'arteria coronaria) i no reperfos
(isquémia coronaria permanent) i d) autopsies de pacients amb un

IAM en fase cronica, I'objectiu principal d'aquesta Tesi Doctoral és:

Caracteritzar mitjangant técniques morfometriques i moleculars els
canvis dinamics que es produeixen en els components de la MEC
després d'un IAM, aixi com demostrar la participacié de noves

molécules en el remodelat de l'interstici cardiac després d'un infart.

En concret, s'han plantejat els seglients objectius especifics:

1. Comparar mitjangant morfometria la composicié histologica de la
MEC cardiaca durant la isquémia i posterior reperfusié entre l'area

necrotica i el miocardi salvat.

2. Descriure els canvis en I'expressi6 génica dels principals
reguladors del remodelat de l'interstici cardiac post-infart a I'area

necrotica i el miocardi salvat.

3. Determinar I'evolucié dels BPs implicats en el remodelat de la MEC
cardiaca a diferents temps d'isquémia coronaria utilitzant dades

derivades d'estudis d'ARN-Seq en models murins.

4. Establir els nivells transcriptomics dels gens encarregats de la
sintesi de MMPs, TIMPs i subunitats de col-lagen al llarg del procés
d'isquémia coronaria, basant-se en dades derivades d'estudis d'ARN-

Seq en models murins.

5. Quantificar I'expressio génica de les subunitats de col-lagen

fibril-lar (tipus 11 i XI) i no fibril-lar (tipus VIII i XIl) en miocardi aillat de
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models experimentals murins d'lAM (reperfés i no reperfos) i la seva

associaciéo amb la mida de l'infart.

6. Determinar els nivells génics i proteics de les subunitats de
col-lagen fibril-lar (tipus Il i XI) i no fibril-lar (tipus VIII i XIl) en miocardi

aillat d'autdopsies de pacients amb un IAM en fase cronica.
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Resum Manuscrits

1. Interstitial changes after reperfused myocardial infarction

in swine: morphometric and genetic analysis (Anex I)

Rios-Navarro, C*, Ortega, M* et al. Interstitial changes after
reperfused myocardial infarction in swine: morphometric and genetic
analysis. BMC Vet Res 2020; 16:262.

Antecedents y objectiu: Actualment, el tractament d'eleccié en
pacients amb IAM amb elevaci6 del segment ST és la
revascularitzaciéo rapida amb I'objectiu de restablir I'aportacié de
nutrients i oxigen al miocardi afectat. No obstant aix0, aquesta técnica
presenta associats certs efectes nocius coneguts com a dany per

isquemia-reperfusio.

El paper que juga la MEC després d'un IAM ha estat préviament
descrit (Frangogiannis, 2017; van den Borne et al., 2010), pero hi ha
pocs estudis que descriguen els canvis en cadascun dels elements de
la MEC de forma exhaustiva en un model experimental preclinic
d'isquéemia-reperfusio. Per tant, I'objectiu d'aquest primer treball va ser
avaluar els canvis morfomeétrics i moleculars en la MEC que ocorren
en el miocardi infartat i salvat des de l'inici de la isquémia fins a fases

més avancades després de la posterior reperfusio.

Meétodes: En aquest ftreball es van avaluar, mitjancant tincions
histologiques tradicionals, immunohistoquimiques i qRT-PCR, els
canvis en els components de la MEC en les arees de miocardi

necrotic i salvat en un model porci d'lAM.
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Model experimental

El model experimental s'ha dut a terme en porcs comuns juvenils
femelles amb un pes entre 25 i 30 kg. Amb l'ajuda d'un catéeter
transfemoral 6F Amplatz Left 0,75, es va collocar un globus
d'angioplastia (2,5 x 16 mm) a la part mitjana de I'artéria descendent
anterior esquerra (ADA), i es va induir la isquémia coronaria durant 90
minuts mitjangant el inflat del globus. El protocol experimental ha estat
préviament descrit i ampliament detallat en publicacions anteriors
(Hervas et al., 2016; Rios-Navarro et al., 2017).

Grups d’estudi

Es van formar un grup control i tres grups amb IAM. En els tres grups
d'lAM, després de I'oclusié durant 90 minuts de I'ADA, els animals es
van classificar com: i) sense reperfusio o seguits de ii) 1 setmana o iii)
1 mes de reperfusio. El grup control va ser sotmés al mateix protocol
experimental utilitzat en els grups d'lAM, perd el globus d'angioplastia
no es va inflar i, per tant, no es va induir isquémia ni infart. Els 4 grups

estan formats per 5 animals cadascun.

Estudi macroscopic

L'area que va estar en isquémia a causa de l'oclusié coronaria va
poder ser determinada per la infusié de tioflavina-S al 4% (Sigma
Aldrich, MO) a través del globus d'angioplastia préviament al sacrifici
dels animals mitjangant clorur de potassi (0,9%). Després d'aixo, el
cor va ser aillat i es van realitzar talls seriats en el ventricle esquerre
de 5 mm de gruix. La visualitzacié de la tioflavina-S sota la llum
ultraviolada va fer evident en blau clar I'area de risc (Figura 6). A més,
I'extensio de l'area infartada es va poder determinar amb la incubacié
de les mostres en una solucié de clorur de 2,3,5-trifeniltetrazoli al 2%

(Sigma Aldrich, MO) durant 15 minuts i posterior visualitzacié en llum
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ambient. Després del tractament amb aquestes dues solucions, es va
poder discernir I'area necrotica (a la zona de risc i no tenyida amb
trifeniltetrazoli) i I'area salvada (a la zona de risc i tenyida amb

trifeniltetrazoli) (Figura 6).

O®OLG

Figura 6: Secci6 transversal del miocardi del cor obtinguda del model porci
per a estudi macroscopic (A) i seccions histologiques tenyides amb
Hematoxilina-Eosina de les arees d'interes (B). El miocardi salvat es va definir
com l'area no infartada dins de l'area de risc (es marca amb °). El miocardi
necrotic es va determinar com l'area de miocardi no tenyida amb una solucié
de clorur de 2,3,5-trifeniltetrazoli (es marca amb ).

Estudi microscopic

Totes les mostres de miocardi obtingudes van ser fixades en
paraformaldehid al 4% i incloses en parafina per al seu posterior tall

en seccions de 3 uym.

Els talls de cada mostra, de la regid necrotica i salvada, van ser
tenyits amb Hematoxilina-Eosina per a la descripcié microscopica,

orceina per a fibres elastiques, tricromic de Masson per a la
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determinacié de col-lagen tipus |, reticulina per a col-lagen tipus Il i
acid periodic de Schiff per a GAG. Per a la determinacié de laminina,
fibronectina, SPARC i perleca es van dur a terme tincions

immunohistoquimiques.

Tots els talls van ser codificats per al seu posterior analisi de forma
cega. Per a cada tall i en cada tincio es van realitzar 8 fotografies amb
el microscopi optic Leica DM3000 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanya) i es van analitzar morfométricament amb el programa

Image ProPlus 7.0 (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD).

gRT-PCR

Per a l'estudi genétic, I'ARN va ser extret amb RNeasy Plus Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanya) seguint les instruccions del
fabricant. L'expressio genica es va determinar mitjangant gRT-PCR
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Els
valors de cicle umbral (Ct) es van calcular per ftriplicat i es van

normalitzar en funcié del gen GAPDH.

Estudi estadistic

Es va utilitzar TANOVA d'una via o el t-test de Student per a les
comparacions i es va considerar estadisticament significatiu un p-
valor < 0,05. L'analisi estadistica es va dur a terme amb SPSS 19.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL).

Resultats: Els experiments es van dur a terme amb éxit en els
controls (n=5) i en cada grup d'estudi (sense reperfusié coronaria

(n=5), reperfusio d'1 setmana (n=5) i reperfusié d'1 mes (n=5)).
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Pel que fa al model d'isquémia sense reperfusio, es va observar un
augment de fibres elastiques, laminina, fibronectina i no hi va haver
canvis en l'expressié de col-lagen tipus | i tipus lll, a I'area necrotica i
salvada del miocardi, en comparaci6 amb el grup control. Segons
aquests resultats, el remodelat de la MEC s'inicia de forma
primerenca després de la isquémia, i és similar en tot el miocardi
sotmés a isquémia (independentment de si després es transforma en
teixit necrotic o miocardi salvat) (Figura 7).

Control Isquémia sense reperfussié
Necrotic

S DL A

Figura 7: Imatges representatives dels components de la matriu extracel-lular
en el miocardi salvat i necrotic després de 90 minuts d'isquémia sense
reperfussio. HE: Hematoxilina-Eosina.

Pel que fa als nivells geénics d'altres molécules clau en la
fisiopatologia de I'|AM, es va observar que TIMP1 i TIMP2 estan
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sobreexpressats en ambdues regions (infartada i salvada), mentre
que TIMP3 només en l'area necrotica respecte al teixit control. Per
contra, TIMP4 no presenta diferéncies significatives en el grup de 90
minuts d'isquémia sense reperfusié en comparacié amb el control.
D'entre les MMPs estudiades (MMP2, MMP9, MMP14, MMP15 i
MMP16), només MMP14 presenta diferéncies significatives en Il'area
salvada, perd no en l'area necrética, respecte al control. A més, quan
es van analitzar factors de transcripcié clau implicats en el remodelat
de la MEC [connective tissue growth factor (CTGF), TNF-a, Basigin
(BSG) i TGF-B], només CTGF presenta diferéncies significatives en
l'area necrotica i salvada del model d'isquémia sense reperfusié
respecte al miocardi control (Taula 2). Igual que amb els components
de la MEC, l'expressio dels factors genétics que participen en el
remodelat de la MEC va ser comparable en ambdues regions després
de 90 minuts d'isquémia. Per tant, abans de la reperfusié coronaria,
l'interstici de tota I'area en risc (que compren el futur teixit necrotic i el

miocardi salvat) canvia simultaniament durant la isquémia.
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Taula 2: Nivells d’ARN missatger de gens relacionats amb el remodelat de la
matriu extracel-lular.

Control Isquémia sense reperfussio 1 setmana reperfussio 1 mes reperfussio
Necrotic Salvat Necrotic Salvat Necrotic Salvat
MMP2 1,05+£0,13 1,98 £ 0,65 3,26 £ 1,30 27,08 +7,5 3,95+2,28 15,97 £ 4,24** 4,09 £ 2,26
MMP9 1,02 +0,22 579+7,64 4,621 4,08 95,98+ 69,45*  7,05%6,65 272,31 £ 140,89** 5,95 £ 6,70
MMP14 1,03 £0,22 2,78+ 0,93 2,18+ 0,71 2,95+2,54 0,28 +0,22* 6,21 +£2,79* 0,15+ 0,07*
MMP15 1,03 £ 0,30 2,12£1,02 1,82+ 0,90 1,13+ 1,07 0,41£0,13 1,13+ 1,07 0,62+0,73
MMP16 1,05 £0,35 2,43+1,14 2,04 £0,58 1,15£0,68 0,58 £ 0,32 6,39 £ 2,70* 1,55 +0,87
TIMP1 1,02+0,23 6,50 + 2,92* 5,64 +3,19* 27,14 £ 17,37 1,92 +£1,32 30,92 + 18,14** 1,15+£0,75
TIMP2 1,00 £ 0,08 3,08 £ 0,98 2,60 0,85 4,19 £1,77* 0,99 +£ 0,86 32,50 + 20,41 0,89 + 0,47
TIMP3  0,96%0,15 2,82 £ 1,45 1,77 £ 0,47 1,06 + 0,88 0,58 £ 0,29 4,83 £ 2,80 0,81 0,40
TIMP4  1,29:0,35 1,45+ 0,59 1,51+ 0,30 1,32£0,45 0,37 +0,16* 1,14 £ 0,60 0,36 +0,21**
CTGF 1,24 £0,77 7,40 +1,27* 3,01 +1,00* 3,10 £ 2,66 0,28 + 0,09 28,25 + 13,64* 0,98 £ 0,32
TNF-a 1,10 £ 0,54 6,52 + 4,44 6,26 +3,18 20,59 + 11,10 7,54 £6,17 60,98 + 21,55 11,30 £ 10,35
BSG 1,01£0,18 1,35£0,25 1,31+£0,22 0,38 £0,07* 0,27 £0,22* 0,74 £ 0,47 0,52 0,50
TGF-B 1,060,442 2,06+ 0,24 1,81+0,32 2,79 £1,49 0,48 £ 0,22 16,62 + 12,04** 0,65+0,79

BSG: basigin, CTGF: connective tissue growth factor, MMP:
metal-loproteinasa de matriu, TGF: transforming growth factor, TIMP:
inhibidor de les metal-loproteinases de matriu, TNF: factor de necrosi tumoral.
Les dades es mostraren com a mitjana + SD i van ser analitzats mitjancant t-
test de Student. * p<0,05, **p< 0,01 vs. control.

Quant als models d'isquémia-reperfusié amb una setmana o un mes
de reperfusio, es va detectar un augment significatiu de col-lagen
tipus | i fibres elastiques a I'area necrotica després d'una setmana i un
mes de reperfusid. En aquest Ultim escenari, també s'observa un
augment de col-lagen tipus lll a I'area necrética, aixi com un augment
en l'expressio genica tant de col-lagen | com de col-lagen Il (Figura
8). L'estudi de l'organitzacié de les fibres de col-lagen mitjangant la
transformada rapida de Fourier mostra una major organitzacio de les
fibres a l'area necrotica, mentre que l'organitzacié d'aquestes és
similar a l'area salvada i al control, presentant aquestes una major
desorganitzacié. En ambdds models (una setmana i un mes de
reperfusid), s'ha observat un augment de GAG, SPARC, laminina i

fibronectina a la zona necrotica pero no a la salvada.
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Fibres elastiques Conagenﬁwalll Coiiagen tipus | Fibronectina

Figura 8: Imatges representatives dels components de la matriu extracel-lular
del miocardi salvat i necrotic després d'una setmana i un mes de reperfusio
després de I'oclusié coronaria.
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Finalment, es van avaluar els gens involucrats en el remodelat de la
MEC. L'expressio de TIMP1 i TIMP2 presenta un augment significatiu
en ambdds models a la zona necrotica, perd TIMP3 només després
d'un mes de reperfusié. Els nivells d'expressié de MMP2 i MMP9 es
troben significativament augmentats a I'area necrotica en ambdds
models, i MMP14 i MMP16 només després d'un mes de reperfusio.
En el miocardi infartat, s'observa sobreexpressi6 de TNF-a i
infraexpressié de BSG després d'una setmana de reperfusié, mentre
que TNF-a, CTGF i TGF-B es troben sobreexpressats en fases més
avangades de la reparacio del teixit cardiac (Taula 2). De forma
paral-lela als resultats morfometrics, I'expressié de gens clau implicats
en el remodelat de la MEC va ser diferent en el miocardi necrotic i

salvat després de la reperfusioé coronaria.

Conclusid: Després d'un periode d'isquémia coronaria, els canvis en
la MEC es produeixen de manera precog, com podem veure en els
elevats nivells de fibronectina, laminina i fibres elastiques. Aixi i tot,
després de la reperfusid, I'area de miocardi salvada retorna a una
composicié similar a la del miocardi control. Per tant, la reperfusio
precog després de la isquémia permetra salvar cardiomiocits, aixi com

preservar la MEC.
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2. Meta-Analysis of Extracellular Matrix Dynamics after
Myocardial Infarction Using RNA-Sequencing

Transcriptomic Database (Annex Il)

Ortega, M* Rios-Navarro, C*, et al. Meta-Analysis of Extracellular
Matrix Dynamics after Myocardial Infarction Using RNA-Sequencing
Transcriptomic Database. Int J Mol Sci 2022, 23,15615.

Antecedents i objectiu: Després d'un IAM, es produeixen canvis tant
a nivell cel-lular com en la composicié de la MEC amb I'objectiu de
preservar el teixit, formant-se a la zona afectada una cicatriu fibrotica
composta principalment per col-lagen de tipus | i lll (Nielsen et al.,
2019; Hervas et al., 2016). Tots aquests canvis s'han de dur a terme
de manera completament ordenada per evitar el remodelat ventricular
advers que provoque una deficient funcié ventricular i l'aparicid
d'esdeveniments adversos. Les tecnologies de sequenciacié massiva
desenvolupades recentment han permés l'obtenci6 de grans
quantitats de dades genétiques i transcriptomiques que permeten
analitzar els mecanismes moleculars en una malaltia. Es per aix6 que
l'objectiu principal d'aquest estudi va ser dur a terme un metanalisi
utilitzant dades transcriptomiques d'/ARN-Seq procedents de bases de
dades publiques per estudiar els canvis en l'expressid dels gens
implicats en la composicio de la MEC i la seua regulacié després d'un
IAM.

Métodes: La seleccid dels estudis per al nostre metanalisi,
procedents de la base de dades Gene Expression Omnibus, es
mostra a la Figura 9. La cerca es va dur a terme fins al setembre de
2021, i els criteris d'inclusidé van ser estudis realitzats en Mus
musculus, sotmesos a un IAM o controls, i amb un estudi d'ARN-Seq
dut a terme sobre el miocardi. Finalment, es van seleccionar un total
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de 8 estudis. Després de la seleccié de dades, es van descarregar i
processar els arxius fins a obtenir els nivells d'expressié dels diferents
gens sequenciats. Els analisis d'expressio diferencial es van dur a
terme entre cada grup amb isquémia i el grup control. Els gens
diferencialment expressats (DEGs) es van determinar amb un p-valor
ajustat < 0,05 i un Log2FoldChange > 2 o Log2FoldChange < 2.

L'analisi d'enriquiment funcional es va dur a terme amb els BPs de

Gene Ontology (GO).
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Figura 9: Diagrama de flux de PRISMA del metanalisi GEO: Gene

Expression Omnibus.
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Resultats: Es van incloure en l'estudi un total de 92 mostres, entre
controls i diferents temps d'isquémia: control (n=30), 6 hores (n=8), 1
dia (n=16), 3 dies (n=10), 7 dies (n=7), 14 dies (n=10) i 21 dies (n=11)
(Taula 3).

Taula 3: Resum dels datasets de GEO seleccionats per al metanalisi.

Nombre de mostres

gaEtgset Control 6 hores 1dia 3 dies 7 dies 14 dies >=21 dies
reperfusio reperfusio reperfusio reperfusio reperfusio reperfusio

GSE153494 3 3 3 3
GSE153493 3 3 3
GSE151834 4 4 4 8
GSE114695 9 3 3 3
GSE153485 10 5 5
GSE154072 3
GSE104187 4 2 2
GSE83350 1 1

Total 30 8 16 10 7 10 11

GEO: Gene Expression Omnibus.

Després de comparar amb el grup control, es van trobar els seguents
DEGs en cada grup d'isquémia: 6.447 (6h), 14.246 (1 dia), 14.354 (3
dies), 13.869 (7 dies), 9.449 (14 dies) i 12.129 (21 dies). Després de
I'analisi d'enriquiment funcional, es van filtrar els BPs i es van obtenir

només aquells relacionats amb la MEC.

En tots els temps d'isquémia es va observar sobrerrepresentacié dels
seglents BPs: Extracellular structure organization (GO: 0043062),
Extracellular matrix organization (GO: 0030198), Protein localization
to the extracellular region (GO: 0071692) i Establishment of protein

localization to the extracellular region (GO: 0035592). L'organitzacid
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de la MEC s'inicia després d'1 dia d'isquémia, com podem veure amb
la sobrerrepresentacid6 de Regulation of Extracellular matrix
organization (GO: 1903053) i Regulation of Extracellular matrix
disassembly (GO: 0010715). També es va observar un canvi en el
comportament de la MEC després de 3 dies d'isquemia amb la
sobrerrepresentacido del BP Extracellular matrix disassembly (GO:
0022617), fins als 7 dies després de linici de la isquémia.
Contrariament, el BP Extracellular matrix assembly (GO: 0085029)
apareix sobrerrepresentat des dels 7 dies d'isquémia i fins als 21 dies

d'isquémia (Figura 10).
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Figura 10: Analisi d'enriquiment funcional de Gene Ontology utilitzant
processos biologics filtrats pels termes "matrix" o "extracellular". Els
processos biologics sobrerrepresentats en cada punt temporal després de
l'inici de la isquemia. Els grups d'infart de miocardi es mostren en columnes, i
en files es representen els diferents processos biologics. La mida dels cercles
indica el nombre de gens implicats, mentre que el rang de color de roig a blau
representa el p-valor ajustat.

Es va evidenciar, a més, que aquest canvi de comportament es veia
reforgcat pels DEGs sobreexpressats en cada grup d'estudi. Apareixen

41 DEGs als 7 dies d'isquémia que es mantenen sobreexpressats fins
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als 21 dies. Després de 14 dies d'isqueémia, només 6 nous DEGs
apareixen sobreexpressats, de manera que els canvis en I'expressio
de gens relacionats amb els canvis en la MEC s6n minims després

dels 7 dies d'isquémia.

Un cop avaluats els BPs relacionats amb els canvis de la MEC, es
van explorar els canvis d'expressio en els gens que codifiquen per a
les subunitats de col-lagen, les MMPs i els TIMPs. D'acord amb el
nostre estudi, un total de 19 MMPs, 4 TIMPs i 26 subunitats de
col-lagen presenten una diferéncia d'expressio en els grups sotmesos

a isquémia enfront del control (Figura 11).

MMP8 i MMP9 apareixen sobreexpressades a les 6 hores d'isquémia,
perod tornen a nivells de control el dia 7. Les MMP10, MMP19, MMP24
i MMP25 també mostren sobreexpressio molt precog (6 hores) encara
que la mantenen fins a fases tardanes (21 dies). Un segon grup de
MMPs, que inclou MMP16, MMP17 i MMP27, inicia la seva
sobreexpressié entre el dia 3 i el dia 7 i la mantenen fins als 21 dies.
Un tercer grup (MMP11, MMP23 i MMP28) presenta un
comportament bimodal: en fases inicials es mostren infraexpressades,
mentre que trobem sobreexpressio significativa a partir del dia 7.
Finalment, MMP15 es mostra infraexpressat al llarg de tots els temps

d'isquémia (Figura 11).

63



Resum Manuscrits

A Colla B Mro it
Octtad ’ Mo 1d s
Cota ‘ Mol
a ' Mg a
CoMal \ Mrp2s .
CoMa) M Mrp 19
Costas Mro2s N 4
Cobbat 2 Mrpls
prt - Mrp1s
a2 - My 10
Myglds
Myot
Mol
Mro)
E—4c—4 R Mo 12
Mro1)
Mo 16
MrelT
Moy

Figura 11: Mapes de calor dels Log2FoldChange dels gens que codifiquen
per a col-lagen (A), MMPs (B) i TIMPs (C) en diferents punts temporals
després de l'inici de l'oclusio coronaria. Els diferents grups d'infart de miocardi
es mostren en columnes, i els gens en files. L'expressio s'ha codificat en un
rang de color entre el roig i el verd. El roig indica sobreexpressioé geénica,
mentre que el verd implica infraexpressio genica. MMP: metal-loproteinasa de
matriu, TIMP: Inhibidors de les metal-loproteinases de matriu.

Pel que fa als inhibidors de les MMPs, TIMP1 es mostra
sobreexpressada al llarg de tots els temps d'isquémia, mentre que
TIMP2 i TIMP3 només augmenten la seva expressio a partir del dia 7.
Contrariament, TIMP4 presenta infraexpressiéo en diferents temps

després de la isquémia (Figura 11).

Un total de 42 gens implicats en la transcripcié de 26 subunitats de
col-lagen diferents presenten variacions d'expressid geénica enfront
del control. EI comportament d'aquests gens és bimodal: en estadis
primerencs d'isquémia existeix infraexpressid, seguida d'una
sobreexpressié a partir del dia 3. Els nivells d'expressié génica més

elevats en col-lagen es van trobar després de 7 dies d'isquémia,
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obtenint-se resultats de Log2FoldChange entre 5 i 9 en: Colla1,
Col1a2, Col3a1, Col8a1, Col8a2, Col9a1, Col9a2, Col11a1, Col12a1,
Col14a1i Col24a1.

Conclusid: Aquest és probablement el primer metanalisi en qué
s'utilitzen dades transcriptomiques procedents d'/ARN-Seq per avaluar
els canvis que es produeixen en la MEC després de la isquémia
coronaria. Els canvis tant en els BPs com en els gens relacionats amb
el remodelat de la MEC s'inicien en moments primerencs després de
l'inici de la isquémia (6 hores). Tots els canvis ocorreguts succeeixen
d'una manera perfectament orquestrada, de manera que el
desassemblatge de la MEC té lloc en moments primerencs fins als 7
dies, i els mecanismes encaminats a I'assemblatge d'una nova MEC
ocorren des del dia 7 en endavant. A més, a la zona afectada, s'han
observat un total de 19 MMPs, 4 TIMPs i 26 subunitats de col-lagen
amb diferéncies d'expressié enfront del control. No obstant aix0, es
requereixen futurs estudis que corroboren els resultats obtinguts en el

present estudi amb diferents técniques.
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3. Novel fibrillar and non-fibrillar collagens involved in

fibrotic scar formation after myocardial infarction (Annex Ill)

Ortega M*, Fabrega-Garcia, MM*, et al. Novel fibrillar and non-fibrillar
collagens involved in fibrotic scar formation after myocardial infarction.
Int J Mol Sci. 2024; 25,6625.

Antecedents y objectius: La reduccié de I'aport d'oxigen i nutrients
després d'un IAM ha de ser contrarestada amb I'objectiu de limitar la
mida de l'infart (Rios-Navarro et al., 2020). Després de I'|AM, el diposit
de col-lagen per part dels miofibroblasts porta a la formacié d'una
cicatriu fibrotica. Aquesta esta composta principalment per col-lagen
tipus |'i Il (Francis Stuart et al., 2016; Prabhu i Frangogiannis, 2016),
encara que recentment ha estat descrita la participacio d'altres
col-lagens (Frangogiannis et al., 2019). L'estudi post-IAM mitjangant
sequenciaci6 massiva dut a terme en la present Tesi Doctoral
suggereix la preséncia de col-lagens no descrits previament, de
manera que l'objectiu d'aquest estudi va ser aprofundir en la
composicié de la cicatriu fibrotica formada després de I''AM, analitzant
col-lagens no descrits préviament en la mateixa (col-lagens tipus Il,
VIII, XI'i XIl) en tres escenaris diferents: i) Estudi transcriptomic de
ratolins sotmesos a diferents temps d'isquémia. ii) Estudi proteic i
genétic dels col-lagens d'interés en un model de ratoli reperfos i
sense reperfusio després de I'|AM. iii) Estudi génic i proteic en

mostres de pacients amb infart cronic.
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Meétodes:

Metanalisi transcriptomic

Es va dur a terme una recerca de dades de seqienciacié d'ARN
publicades relatives a ratolins amb diferents temps d'isquémia
permanent. Després de I'analisi bioinformatic es van determinar els
DEGs (p-valor ajustat < 0,05 i Log2FoldChange = 2), aixi com els
comptatges per mili6 dels gens que codifiquen per als col-lagens
d'interes, aixi com per al Col-lagen | i lll, i diferents moduladors de la
fibrosi miocardica (acta2, ccn2 i tgfb1). Es va dur a terme un analisi
d'enriquiment funcional per determinar les funcions moleculars

sobrerrepresentades i relacionades amb els col-lagens d'interes.

Model experimental de ratoli de IAM

Ratolins C57BL/6J van ser dividits de forma aleatoria en tres grups:
un primer grup va ser el control, i els altres dos grups van ser
sotmesos a una lligadura de l'artéria coronaria descendent anterior
esquerra. La diferencia entre els dos Ultims grups va ser que en un
d'ells la lligadura no va ser seguida de reperfusié (n=8, lligadura
permanent de la coronaria) i l'altre va ser reperfés després de la
ligadura (45 minuts d'oclusi6 de l'arteria seguit de 21 dies de
reperfusid). De cada ratoli es va extreure I'ARN, i I'expressio génica
dels col-lagens tipus 1, 11, lll, VIII, XI'i XII i dels gens moduladors de la

fibrosi (acta2, ccn2 i tgfb1) va ser determinada mitjangant qRT-PCR.

Estudi cardiac en huma

Vuit mostres de pacients amb infart reperfés en fase cronica (més de
6 mesos després de I'event agut) van ser seleccionades d'autopsies.
Sobre aquestes mostres es van dur a terme tincions
immunohistoquimiques i l'estudi d'expressié génica mitjancant qRT-
PCR dels col-lagens tipus II, VIII, XI'i XII.
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Resultats:

Expressid génica de col-lagen tipus I, VIII, XI i Xll mitiancant ARN-

Seq de ratolins sotmesos a IAM no reperfés.

Es van incloure en el metanalisi un total de 92 ratolins, entre controls i
diferents temps d'isquémia: control (n=30), 6 hores (n=8), 1 dia
(n=16), 3 dies (n=10), 7 dies (n=7), 14 dies (n=10) i 21 dies (n=11).

L'expressio dels gens que codifiquen les subunitats de col-lagen tipus
II, Vlilla i Xl mostra un augment a les 24 hores després de la
isqueémia. Des del dia 3 en endavant, tots els gens estudiats
(col'lagen tipus Il, VllIa, VllIb, XI i XIl) es van mostrar sobreexpressats
fins a fases subagudes (21 dies). L'expressio de gens reguladors de
la fibrosi cardiaca i dels gens que codifiquen per a col-lagen 1 i llI
presenten un increment dels seus nivells transcriptomics en els

primers dies d'isquémia.

L'analisi d'enriquiment funcional va mostrar funcions moleculars que
van permetre hipotetitzar la funcié de cada tipus de col-lagen en
'escenari de I'lAM. Resumidament, aquests tipus de col-lagens
participen en la fisiopatologia de I''AM proporcionant resisténcia al
teixit infartat i formant fibres de col-lagen que asseguren la cohesié

dels diferents components de la MEC.

Diferéncia d'expressio de col-lagens tipus Il, VIII, X1 i Xll en models de

IAM amb i sense reperfusio

L'expressié d'ARN missatger dels col-lagens d'interés en ratolins
sotmesos a lligadura permanent coronaria (sense reperfusié després
de I'AM) i en ratolins sotmesos a 45 minuts d'oclusié coronaria
seguida de 21 dies de reperfusié va ser diferent entre ells. Els
col-lagens tipus Il i Xll van mostrar comportaments oposats: el primer

va augmentar només en IAM no reperfés, mentre que el segon va
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augmentar només en el model reperfés. Tant el col-lagen tipus VI
com I'XI presentaren un augment significatiu en ambdos models
(Figura 12). Els gens que codifiquen per a col-lagen | i lll i els
diferents reguladors de la fibrosi cardiaca es van mostrar alterats en

ambdos models murins d'lAM.

A D .
B - E
C .

Figura 12: Expressi6 d’ARN missatger de les subunitats tipus Il (A), Villa1
(B), Vllla2 (C), XI (D) i Xl (E) de col-lagen en models experimentals murins
d'IAM. Ratolins sotmesos a lligadura coronaria permanent (IAM no reperfos,
n=8) i oclusié coronaria transitoria de 45 minuts seguida de reperfusié (IAM
reperfés, n=8) i un grup control (n=6). Els nivells transcriptomics van ser
mesurats als 21 dies de la induccio de I'AM. Les dades mostren una
distribuci6 normal i estan expressades com a mitiana + SD i van ser
analitzades mitjangant el t-test de Student no aparellat. *P<0,05 **P<0,01 vs.
Control. IAM: infart agut de miocardi.
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Els resultats de I'expressid génica van ser correlacionats amb la mida
de linfart quantificat mitjangant histologia, obtenint-se una correlacié
positiva amb tots els tipus de col-lagen (Figura 13). Aquests resultats
reforcen la teoria de la implicacié d'aquestes subunitats en la formacio

de la cicatriu fibrotica.

Figura 13: Associacio entre la mida de l'infart i I'expressio genica de les
subunitats de col-lagen tipus Il (A), Villa1 (B), Vllla2 (C), XI (D) i XIl (E) en un
model muri experimental controlat d'infart de miocardi. VE: ventricle esquerre.
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Participacié dels col-lagens tipus I, VIII, Xl i Xl en la formaci6 de la

cicatriu fibrotica en pacients amb infart cronic

La preséncia a nivell proteic dels col-lagens tipus I, VIII, XI i Xl va ser
quantificada en la cicatriu tenyida mitjangant immunohistoquimica.
Tots ells van ser identificats en la cicatriu (Figura 14). A nivell génic,
comparat amb mostres cardiaques d'autopsies sense antecedents
d'lAM, no es van observar diferéncies en l'expressié dels diferents
tipus de col-lagen d'interés. Aquests resultats van indicar que
I'expressio d'aquests col-lagens augmenta unes hores després de

l'oclusié coronaria, perd en fases croniques no es mostra alterada.

Conclusid: Els resultats aportats demostren la preséncia dels tipus
de col-lagen I, VIII, XI i Xl després d'un IAM a través de tres
aproximacions diferents: i) ARN-Seq en ratolins als quals se’ls va
induir diferents temps d'isquémia sense reperfusio, ii) model de ratoli
sotmés a IAM amb i sense reperfusio, i iii) mostres de pacients amb
infart cronic. Aquests nous avancos en la composicié de la cicatriu
fibrotica poden portar a un millor enteniment del remodelat ventricular

ocorregut després de I'l|AM.
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Col-lagen tipus VIlta2 Coldagen tipus Villal  Col-lagen tipus |l

Col-lagen tipus X1

Col-tagen tipus X

e

P

Figura 14: Preséncia dels col-lagens tipus Il, Vllla1, Villa2, XI i Xl en la
cicatriu fibrotica de pacients amb un infart cronic. Imatges representatives del
teixit infartat d'humans (panells esquerres) amb marcadors especifics per a
cada subunitat de col-lagen i I'analisi morfometric corresponent ultilitzant el
programari Imagen ProPlus (panells drets). Les barres indiquen 50 um.
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Les malalties cardiovasculars suposen actualment una de les causes
de mort més comuns a Europa amb més de 60 milions de defuncions
anuals (Townsend et al., 2022) i la principal causa de mortalitat al
mon (Goldsborough et al., 2022). A més, en els darrers vint anys, la
prevalenga de les malalties cardiovasculars s'ha duplicat, i es preveu

que continue augmentant en el futur (Townsend et al., 2022).

Anualment, més de 3 milions de persones al mén pateixen un |IAM
(Salari et al.,, 2023), i es manté com la principal causa de mort
(Moraes-Silva et al., 2017). Aixi mateix, els costos sanitaris derivats
d'aquesta patologia suposen un detriment en el sistema sanitari
(Salari et al.,, 2023), augmentant cada any el nombre d'atencions
hospitalaries degudes a IAM a causa de l'increment de I'esperanga de

vida de la poblacio espanyola (Dégano et al., 2013).

La fisiopatologia de I'|AM consisteix en una oclusié aguda de l'artéeria
coronaria a causa de l'alliberament d'un trombe format per una placa
d'ateroma inestable. El maneig principal d'aquesta entitat consisteix
en la reperfusio completa del vas oclos, idealment mitjangant
tecniques percutanies. D'aquesta manera, s'aconsegueix reduir la
mida de l'area infartada, aixi com el desenvolupament del remodelat
ventricular advers i la incidéncia d'esdeveniments deleteris (Vogel et
al., 2019). Aquesta reperfusio, per tant, és completament necessaria
per a la recuperacié del teixit. En canvi, també s'ha associat amb
efectes negatius descrits com a dany per reperfusié que arriben a
afectar el pronostic dels pacients (Bahit et al., 2018; Cahill &
Kharbanda, 2017).

La MEC cardiaca esta formada principalment per fibres i substancia
fonamental i t& com a funcié principal proporcionar suport estructural
als diferents tipus cel-lulars, encara que també s’ha descrit la seua

participacio en la modificaciéo de I'activitat cel-lular i regulacié de la
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mateixa, aixi com migracié i participacio en la resposta inflamatoria
(Frangogiannis, 2017; Li et al., 2018). En la fisiopatologia de I'|AM,
diversos estudis han demostrat els canvis dinamics que esdevenen a
nivell de la MEC aixi com la importancia que tenen per optimitzar el

pronostic dels pacients.

Després de la isquémia, I'apoptosi de cardiomiocits i les alteracions
de la MEC han de produir-se de manera sequencial en temps i
localitzacio. Per a aix0, una reaccié immune inicial permet I'eliminacio
dels elements miocardics danyats, tant a nivell cel-lular com dels
components de la MEC danyats (Ong et al.,, 2018; Prabhu &
Frangogiannis, 2016). Seguidament, els miofibroblasts comencen a
secretar col'lagen que formara part de la cicatriu fibrotica, és a dir,
s'inicia una fase antiinflamatoria reparativa, amb I'objectiu de formar
una xarxa tridimensional capa¢ de respondre adequadament al dany
sofert (Nielsen et al., 2019; Prabhu & Frangogiannis, 2016). Un error
en la transicié entre ambdues etapes pot portar a un remodelat
advers del ventricle esquerre. A més, la capacitat regenerativa dels
cardiomiocits adults és molt reduida, per la qual cosa ha d'existir una
fibrosi que els substituisca i, amb aix0, forme una cicatriu solida que
permeta prevenir un remodelat inadequat del ventricle esquerre i
preserve, per tant, la funcié sistolica (Frangogiannis, 2017, 2019;
Talman & Ruskoaho, 2016).

En aquest sentit, en la present Tesi Doctoral, s'ha comparat, per una
banda, la composici6 de la MEC cardiaca i els principals gens
reguladors de remodelat entre el miocardi infartat i salvat (miocardi
dins de l'area isquémica perd que no acaba desenvolupant fibrosi) a
diferents temps d'isquémia i posterior reperfusié. En segon lloc, s'han
utilitzat técniques de sequenciaci6 massiva per entendre millor els
canvis a nivell de la MEC després d'un IAM aixi com descriure noves

molécules que podrien estar participant en el remodelat de la MEC
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postinfart. Entre aquestes, quatre noves subunitats de col-lagen, que
préviament no havien estat descrites en la fisiopatologia de I'|AM, han
estat explorades amb més detall utilitzant models experimentals
controlats d'isquemia-reperfusié i mostres aillades de pacients amb

IAM cronic.

1. Canvis en la MEC després d’un IAM en la zona d’infart i en la

zona salvada

El miocardi és capag de tolerar periodes breus d'isquémia (15 minuts)
sense mort dels cardiomiocits, de manera que pateixen un dany
reversible si es restableix rapidament I'aportacié de nutrients i oxigen
(Kloner & Jennings, 2001a, 2001b). No obstant aix0, I'augment
d'aquest temps d'isquémia pot portar a danys majors que afecten tant

els cardiomiocits com la MEC que els envolta.

Actualment, la reperfusié representa la terapia d'eleccio per al maneig
dels pacients amb IAM, ja que permet restaurar la perfusié cardiaca
de manera preco¢ (Rentrop & Feit, 2015). En canvi, a aquesta
mateixa terapia se li han associat danys miocardics produits a través
de I'atordiment del miocardi, la lesié microvascular i endotelial, el dany
cel-lular irreversible i I'estrés metabolic i oxidatiu (dany per isquémia-
reperfusid) (Ambrosio & Tritto, 1999; Verma et al., 2002; Yao et al.,
2023). A més, la terapia de reperfusié comporta també problemes a
llarg termini per als pacients, com és l'aparicid de la insuficiéncia
cardiaca amb una incidéncia entre el 14 i el 36%, la qual, en ultima
instancia, comporta efectes adversos sobre el ventricle (Bahit et al.,
2018; Cahill & Kharbanda, 2017).

Un gran nombre d'estratégies farmacologiques han estat dissenyades

per contrarestar el dany per isquémia-reperfusio, pero, fins ara, no
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existeix un consens en l'estratégia de tractament que permeta reduir-
lo (Yao et al., 2023). Aixo pot radicar en I'elevat nombre de tipus
cel-lulars que es veuen afectats pel dany per isquémia-reperfusio,
entre els quals trobem cardiomiocits, fibroblasts, cél-lules endotelials
o macrofags. Per contra, pocs estudis han explorat com afecta aquest
dany especificament a la MEC, podent ser aquesta un objectiu de

desenvolupament de noves terapies.

L'avaluacio de l'area en risc, és a dir, el territori irrigat per I'artéria
relacionada amb l'infart que podria haver patit un dany irreversible,
respecte a la mida de linfart, permet establir I'area de miocardi
salvada (Hausenloy et al., 2019). En consequéncia, després d'un 1AM,
en el ventricle afectat es poden distingir dues arees segons el procés
patologic sofert: area infartada (dany miocardic irreversible) i salvada
(dany miocardic reversible) (Figura 6) (Hammer-Hansen et al., 2014).
Encara que ambdues zones es troben afectades per la isquémia
coronaria inicial, la gran majoria d'investigacions actuals se centren
en la descripcié dels mecanismes subjacents dins de I'area infartada,
deixant en un segon pla el miocardi salvat. Per aix0, l'objectiu
d'aquest primer article va ser determinar les diferéncies en la MEC
entre la zona infartada i la salvada durant el procés d'isquémia, aixi
com la diferéncia entre ambdues zones en les setmanes posteriors a

la reperfusié (Figura 15).
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Figura 15: Canvis en la matriu extracel-lular cardiaca durant la isquéemia i posterior
reperfusio en el miocardi necrotic i salvat després d'un infart agut de miocardi.

Després de l'estudi realitzat a nivell histologic i molecular, podem
evidenciar que tant l'area necrotica (infartada) com la salvada
presenten un remodelat similar de la MEC durant el periode
d'isquémia. No obstant aix0, després de la reperfusié coronaria, a
I'area necrotica es forma la cicatriu fibrotica mentre que, a les arees
salvades, es restaura la MEC, equiparant-se la seva composici6 a la
d'un miocardi sa (Rios-Navarro et al., 2020). D'aquesta manera, es
demostra que la reperfusié coronaria no només comporta una
reduccié6 de l'apoptosi cel-lular, sin6 que també permet el
manteniment d'una composicié adequada de la MEC.
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1.1.Comparacio6 de l'interstici cardiac en el miocardi infartat i

salvat durant la isquémia coronaria

En un escenari d'isquémia miocardica provocat per I'oclusié coronaria,
es requereix una reaccié immediata que permeta el remodelat de la
composicio i I'estructura de la MEC miocardica per fer front a I'estrés
mecanic i metabolic. El deteriorament en la fisiologia dels
cardiomiocits i la consequent apoptosi cel-lular han estat evidenciats
poc després de l'inici de la isquémia (Burke & Virmani, 2007) a través
de diferents marcadors de necrosi de miocits com la troponina
cardiaca, detectable a les 2-3 hores després de l'inici de la isquémia
(Reed et al., 2017). La mort sobtada de milions de cardiomiocits
després de I'|AM supera la capacitat regenerativa del cor huma
(Frangogiannis, 2017). Aquest fet implica la necessitat de la formacio
d'una matriu provisional que asseguri tant estructuralment com
funcionalment el cor durant la hipdxia, aixi com per proporcionar un
esquelet sobre el qual actuen les diferents ceél-lules reparadores
(Frangogiannis, 2017; Li et al., 2018).

Basat en els nostres resultats en un model porci controlat, després de
90 minuts d'isquémia (abans de permetre la reperfusié coronaria), la
matriu provisional formada es caracteritza per presentar laminina i
fibronectina, tant a I'area necrodtica com a la salvada (Rios-Navarro et
al., 2020). Ambdues molécules s'han vist augmentades en pacients
en sang circulant després de I''AM (Dinh et al., 2009; Orem et al.,
2002), per contra, en el nostre estudi no s'observa un augment dels
nivells d'’ARN missatger que codifiquen aquestes proteines, de
manera que el miocardi isquémic no és capa¢ de generar-les.
Aquestes proteines poden arribar al miocardi a través de la circulacié
sistémica ja que, després d'un infart, hi ha un augment significatiu de
la permeabilitat vascular, amb la consequent formacié d'edema

(Frangogiannis, 2017). A nivell proteic, han estat avaluades les fibres
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elastiques, que s'han vist augmentades tant a I'area necroética com a
la salvada, de manera que aquestes formen part de la MEC

provisional.

La laminina, la fibronectina i les fibres elastiques exerceixen un paper
essencial en l'estructura cel‘lular i la preservacié del teixit cardiac
després d'una isquémia. La laminina ancla les cél-lules a la MEC i
facilita la unié de proteines receptores, mentre que la fibronectina
contribueix a la resisténcia del teixit i regula I'adhesié i migracio
cel-lular (Frangogiannis, 2017; Li et al., 2018; Ma et al., 2014). La
preséncia de fibres elastiques és essencial per mantenir I'estirament
d'drgans com el cor, de manera que el restabliment de les propietats
elastiques del mateix és vital per evitar la dilatacié cardiaca o el
deteriorament ventricular després de I'lAM (Li et al., 2012). En estudis
previs, ha estat demostrada la reduccié de la mida de l'infart aixi com
una millor funcié cardiaca en un model d'lAM en rata tractat amb

cel-lules transfectades amb elastina (Mizuno et al., 2005).

A l'area afectada per la isquémia cardiaca sense reperfusio, la
laminina se situa envoltant els cardiomiocits (endomisi), mentre que la
fibronectina es troba al voltant dels fascicles musculars (perimisi).
Estudis mostren una preséncia elevada de fibronectina al voltant dels
cardiomiocits necrotics poc després d'iniciar-se la isquémia en models
IAM murins (Casscells et al., 1990). Aquesta rapida aparicié de
laminina, fibronectina i fibres elastiques després de linici de la
isquémia podria indicar un mecanisme defensiu per preservar

I'arquitectura del teixit cardiac davant la necrosi cel-lular.

L'analisi d'expressié génica ens permet observar un augment de la
transcripcio de TIMP1, TIMP2 i TIMP3, mentre que no s'observen
variacions en l'expressié de les MMPs avaluades (MMP2, MMP9,
MMP14, MMP15 i MMP16). Aquests resultats estan en linia amb la
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nostra hipotesi basada en qué inicialment es bloqueja la degradaci6
en una fase hiperaguda després de linici de la isquémia amb
l'objectiu de mantenir I'estructura miocardica, evitant aixi la

degradacioé primerenca de la MEC miocardica.

Els cardiomiocits danyats, en fases avangades després d'un IAM,
secreten CTGF, que participa en el desenvolupament de la fibrosi.
Amb tot i aixd, en aquest estudi podem veure l'augment de I'expressid
géenica del mateix tant en el miocardi necrotic com en el salvat, de
manera que podria tenir un paper rellevant en la reduccié de l'area
d'infart. Aixo vol dir que també participaria en el manteniment inicial
de l'estructura miocardica, com ja s'ha vist amb ratolins transgénics

amb lligadura permanent de l'artéria coronaria (Gravning et al., 2012).

Amb tot aixd, els canvis morfométrics i d'expressido geénica en
l'interstici cardiac es poden evidenciar minuts després de comencar la
isquémia a l'area en risc (miocardi necrotic i salvat) (Rios-Navarro et
al., 2020). Aquesta estructura microscopica provisional pot exercir un
paper important en permetre la proteccié del muscul cardiac de la
manca d'aportacid d'oxigen i nutrients, assegurant una funcio
cardiaca adequada malgrat la mort programada de cel-lules

cardiaques i facilitant la posterior regeneracié tissular.

1.2.Diferéncies en la composicio de la MEC entre la zona

infartada i salvada en els dies posteriors a la reperfusio

L'area de miocardi salvada, és a dir, I'area miocardica en risc sotmesa
a isquémia perqué es troba irrigada per la coronaria oclosa, encara
que finalment no necrosada després de I'lAM (Hausenloy et al., 2019;

Pennell, 2006), mostra una correlacié positiva amb el nombre de
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cardiomiocits conservats aixi com amb la proporcié d'elements de

l'interstici cardiac sa.

Com s'ha mostrat anteriorment, I'area infartada i I'area salvada al llarg
de la isquémia mostren el mateix comportament, no obstant aixo, la
reperfusi6 permet desenvolupar diferéncies entre ambdues,
observades tant a nivell morfomeétric com molecular. A I'area necrotica
podem evidenciar el desenvolupament de la cicatriu fibrotica definitiva
que estara composta principalment per col-lagen de tipus | i lll,
mentre que la MEC de l'area salvada es caracteritza per tenir una

proporcio d'elements similars al teixit control.

Després de la reperfusié s'ha observat un increment en l'expressio
génica de MMPs i els seus inhibidors, aixi com de factors de
transcripcio implicats en la regulacié del remodelat cardiac, tot i que
només a l'area necrdtica perd0 no a la salvada. Respecte als
components de la MEC, s'ha demostrat un augment de col-lagen,
GAGs, SPARC, laminina i fibronectina a I'area necrotica, perd una
preséncia similar al teixit control a les arees de miocardi salvat.
Aquests resultats reforcen la idea que la revascularitzaciéo de la
coronaria permet augmentar I'area de miocardi viable, aixi com reduir
l'apoptosi de cardiomiocits (Nepper-Christensen et al.,, 2018;
Stiermaier et al., 2017) i el manteniment de I'adequada composicié de

la MEC miocardica.

En resum, amb aquest estudi som capagos de concloure que el cor
davant la isquémia desenvolupa un mecanisme de proteccié a través
de la MEC en tota l'area de risc, independentment de la mida de
l'infart final. Aquests canvis sén reversibles, com veiem a l'area
salvada després de l'inici de la reperfusio, pero faciliten la preparacié
cap a un posterior escenari de miocardi necrotic. La reperfusio

primerenca de l'artéria oclosa exerceix un efecte beneficids a nivell
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cel-lular sobre el miocardi afectat, i també permet la preservacié de la
MEC, de manera que es produeix una reduccié de la mida de l'infart i

una millora del pronostic dels pacients.

2. Evolucié temporal dels canvis en la MEC durant el procés

d’isquémia

La MEC regula tant la resposta inflamatoria, reparativa, fibrotica i
regenerativa, de manera que podem entendre-la com una entitat
dinamica capa¢ de respondre davant els danys a través de
transformacions tant estructurals com de composicié (Frangogiannis,
2017). Tots aquests canvis en la MEC han de produir-se de manera
coordinada, de manera que la nova matriu formada siga capag de dur
a terme totes les funcions que se li atribueixen i afrontar tots els danys
soferts pel teixit afectat. Per aix0, inicialment es desenvolupa una
resposta immune i posteriorment es forma la cicatriu fibrotica,

composta principalment de col-lagen de tipus | i Ill.

Els diferents elements que componen linterstici cardiac en els
processos isquémics han estat descrits préviament. No obstant aixo,
en els ultims anys, s'han desenvolupat técniques de sequenciacio
massiva que ens permeten realitzar un abordatge complet dels gens
que pateixen un canvi en la seva expressié durant el remodelat
cardiac post-infart. A més, no només podem descriure els
components de la MEC, sin6é també les funcions i rutes alterades en

qué aquests estan implicats.

Com a consequéncia, el segon objectiu d'aquesta Tesi Doctoral va
ser establir una linia temporal dels canvis en els gens relacionats amb

la MEC a diferents punts temporals després d'un IAM, aixi com
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descriure nous components implicats en tot aquest procés i en la

formacio de la cicatriu fibrotica (Ortega et al., 2022).

2.1.Regulaci6 génica de la MEC després d’un IAM

La investigacio a través del metanalisi permet integrar les diferents
evidencies que provenen d'estudis independents, de manera que
s'aconsegueix augmentar la poténcia estadistica. A més, la inclusio
de grups de ratolins sotmesos a diferents temps d'isquémia permet
mostrar una imatge temporal dels canvis succeits a la MEC després
de I'lAM. Aixi doncs, la forma de plantejar els estudis ha sofert un
canvi drastic, ja que la sequenciaci6 massiva permet ['analisi
d'expressio de milers de gens simultaniament, aixi com la integracio

de totes aquestes dades amb l'objectiu d'analitzar els BPs implicats.

Després de l'analisi d'enriquiment funcional realitzat sobre els gens
sobreexpressats en el nostre metanalisi, podem veure que ja a les 6
hores després de l'inici de la isquémia existeix comunicacio entre la
matriu i els diferents tipus cel-lulars, amb la conseglent regulacié del
desassemblatge de la MEC i la sobrerrepresentaci6 de BPs
involucrats en la resposta a estimuls extracel-lulars, aixi com canvis
en l'organitzacié de la MEC a les 24 hores d'oclusié de l'artéria
coronaria. En l'interstici, a més, veiem un canvi de comportament als
3 dies d'isquémia amb un augment dels gens implicats en el
desassemblatge de la MEC, que augmenten fins al dia 7, d'acord amb
resultats d'altres autors (Yan et al., 2013), que han descrit un pic de
resposta immune als 7 dies post-IAM. Un moment critic en tot aquest
proces el trobem als 7 dies, en qué es produeix tant desassemblatge
de la MEC com assemblatge d'una nova MEC, que continua fins a

fases croniques (21 dies després de l'inici de I'oclusid) (Figura 16).
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Figura 16: Canvis en [l'expressio de col-lagen, MMPs y TIMPs a diversos
temps d’isquémia. MMP: metal-loproteinasa de la matriu extracel-lular, TIMP:
inhibidor de metaloproteinases de la matriu extracel-lular

Es per aixo que, si l'objectiu és desenvolupar terapies encaminades a
promoure factors relacionats amb la formacié de la MEC, el punt
temporal per comengar la seva administracié seria al voltant de la

setmana de 'esdeveniment agut.

Tots aquests resultats ens indiquen que existeix una resposta rapida
de la MEC després de l'oclusié coronaria, activant-se mecanismes
moleculars que permeten netejar i reparar l'area infartada. A més,
veiem que el desassemblatge de la MEC ocorre en els primers 7 dies,
mentre que a partir d'aquest moment es formara una nova MEC que

sigui capag d'afrontar el dany sofert.
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2.2.Canvis en la expressié de MMPs i TIMPs després de 'lAM

Després de la isquémia, l'inici de I'apoptosi dels cardiomiocits
desencadena l'activacié de la resposta inflamatoria. Amb aixo, les
primeres cel-lules en infiltrar-se a Il'area afectada per l'infart sén
neutrofils i macrofags, tots dos responsables de [l'alliberament de
mediadors inflamatoris com les MMPs i TIMPs, que promouran la
degradacié i eliminacié dels diferents components de linterstici
cardiac (Nielsen et al., 2019). Per tant, I'estudi de I'expressio de les
MMPs i TIMPs és crucial per entendre el procés de reparacié post-
IAM, i amb aix0d la descripcidé de possibles biomarcadors predictius
(DeLeon-Pennell et al., 2017; Kaminski et al., 2020).

Segons el nostre estudi, al llarg del procés d'isquémia s'observa un
canvi en l'expressi6 génica d'un total de 19 MMPs i 4 TIMPs. Pel que
fa a les MMPs, es mostra una expressié bimodal, és a dir, hi ha
MMPs que s'expressen de manera primerenca durant el
desassemblatge de la MEC, mentre que altres se sobreexpressen en
etapes tardanes (durant I'assemblatge de la mateixa). Per aixo,
hipotetitzem [l'existéncia de dos grups de MMPs amb funcions
diverses: un primer grup que participa en I'eliminacié dels elements
danyats, i un segon grup que participa en la formacié de la cicatriu
fibrotica (Figura 16). Els resultats obtinguts pel que fa a la dinamica
d'expressio de les TIMPs van en linia amb la hipotesi previa, ja que 3
d'elles (TIMP1, TIMP2 i TIMP3) se sobreexpressen de manera
tardana, de manera que serien les responsables d'inhibir les MMPs
encarregades de la degradacio, deixant pas a l'acci6 de les
responsables de 'assemblatge. Addicionalment, les dades obtingudes
en el metanalisi de teixit de ratoli aillat a diferents temps d'isquémia
coronaria son paral-lels als reportats anteriorment pel nostre grup en
un model d'lAM porci (Rios-Navarro et al., 2020).
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Respecte a la dinamica en l'expressié génica mostrada per cada
MMP, han estat ampliament descrites les MMP2, MMP3, MMPS,
MMP9, MMP13, MMP14 i MMP28, i els resultats estan en linia amb
els obtinguts en aquest metanalisi (Chen et al., 2005; lyer et al., 2016;
Lindsey, 2018; Ma et al., 2013; Rios-Navarro et al., 2020; Talman &
Ruskoaho, 2016). No obstant aixo, després d'un IAM, un estudi recent
(Kaminski et al., 2020) mostra una dinamica en les MMP10, MMP11,
MMP15, MMP16, MMP17, MMP18, MMP23, MMP24, MMP25 i
MMP27 que difereix del trobat en el metanalisi. Aquestes disparitats
poden ser degudes al disseny de l'estudi, ja que es determina
I'expressio genica només de macrofags i fibroblasts, mentre que el

nostre estudi porta a terme una analisi del teixit cardiac complet.

Per tant, aquest metanalisi mostra la falta de coneixement existent
actualment sobre I'expressié de les diferents MMPs després de I'lAM
en l'area infartada, de manera que futurs dissenys experimentals
podrien anar orientats a augmentar la comprensié de la funcié de
cadascuna d'aquestes MMPs en l'escenari de I''AM. Per a aix0 es
podrien plantejar estudis d'expressié proteica en el teixit infartat de
models experimentals o de pacients amb un infart, aixi com models
murins knock-out per a alguna d'aquestes MMPs que permetrien
establir la funcio de les mateixes en la cicatriu fibrotica.

3. Implicacié de nous col-lagens en la formacié de la cicatriu
fibrotica després de I'lAM

Tota la transicié entre la resposta immune inicial i la resposta
reparativa que la segueix ha d'estar perfectament regulada tant en
temps com en lloc, ja que la fibrosi presenta un doble efecte sobre el
cor. Encara que la formacié de col-lagen és essencial per a la
prevencio de la dilatacié ventricular aixi com per mantenir la funcié
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sistolica, una acumulaci6 massiva de col-lagen provoca rigidesa,
manca d'elasticitat en el miocardi i, per tant, una major incidéncia
d'arritmies. Aixd ha estat demostrat en pacients amb remodelat
cardiac advers i desenvolupament d'insuficiéncia cardiaca després
d'un IAM, els quals mostren una acumulacié massiva de col-lagen
(Biernacka & Frangogiannis, 2011; Khan & Sheppard, 2006; Talman
& Ruskoaho, 2016).

L'element principal pel qual esta composta la cicatriu fibrotica és el
col-lagen, encara que tradicionalment els investigadors s'han centrat
en l'estudi del col-lagen I i lll, sent aquests els components principals
del cor infartat després de la reparacio (Frangogiannis, 2019; Rios-
Navarro et al.,, 2020). Altres subunitats de col'lagen han estat
estudiades en aquest context, tot i que el coneixement que es té

actualment sobre elles és limitat.

El grup de Frangogiannis va publicar la revisi6 més recent coneguda
en la qual es descriuen els col-lagens fibril-lars i no fibril-lars presents
en el teixit cardiac després d'un IAM o després de la insuficiéncia
cardiaca isquémica (Frangogiannis, 2019). En aquesta revisié queda
reflectida la manca d'estudis relatius a 17 subunitats diferents de
col-lagen en aquests escenaris (Col II, VII, VIII, IX, X, XlI, X, XV,
XVI, XVII, XXI, XX, XX, XXIV, XXV, XXVII i XXVII). A més, un
estudi recent en qué s'empren tecnologies de sequenciacié mostra
I'expressio de subunitats com Col VIII, XI, XlI, XV i XVI, no descrits
préviament a l'area infartada (Yokota et al., 2020). Per aixo, el nostre
grup va publicar un metanalisi en qué s'evidenciava la sobreexpressié
de fins a 26 subunitats de col-lagen diferents, moltes d'elles no
descrites préviament en l'escenari de I''AM (Ortega et al., 2022). En
consequencia, en el tercer manuscrit que compon la present tesi

doctoral, es va plantejar com a objectiu esclarir més en detall la
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participacio de quatre subunitats de col-lagen (ll, VIII, XI'i XII) en la

cicatriu fibrotica post-IAM.

Les diferents subunitats de col-lagen poden dividir-se en fibril-lars i no
fibril-lars, que tant estructuralment com funcionalment presenten
diferéncies. Els col-lagens fibril-lars confereixen resisténcia mecanica
i suport estructural en I'organitzacioé del teixit, a més de presentar la
funcid de transduccio de senyals entre la matriu i les cél-lules (Bella &
Hulmes, 2017). D'ells, després de la isquemia, les subunitats | i llI
conformen l'eix principal de la cicatriu fibrotica, tot i que també ha
estat descrit el col-lagen tipus V (Barallobre-Barreiro et al., 2012;
Frangogiannis, 2019; Yokota et al., 2020). Els col-lagens no fibril-lars
poden presentar-se associats a subunitats fibril-lars per regular
l'ancoratge, la xarxa i l'organitzacié de la MEC, aixi com unir-se a
receptors de la superficie cel-lular participant en la modulacié del
fenotip cel-lular i regulant la resposta cel-lular (Shamhart & Meszaros,
2010). Entre els no fibril-lars, les subunitats de col-lagen tipus IV, VI,
XIV i XVIII han estat descrites en models d'|AM o fallada cardiaca per
isquemia (Barallobre-Barreiro et al., 2012; Isobe et al., 2010; Lauten
et al., 2009; Luther et al., 2012; Naugle et al., 2006; Panchal et al.,
2004; Yamanishi et al., 1998).

El nostre metanalisi d'estudis de sequienciacié d'ARN va mostrar un
total de 26 subunitats de col-lagen sobreexpressades després de
l'oclusid coronaria en un model de ratoli amb lligadura coronaria
permanent, amb un pic maxim de transcripci6 als 7 dies. La majoria
d'elles (22 subunitats) es mantenen sobreexpressades als 21 dies
després de l'inici de I'oclusio (Ortega et al., 2022).

Per tant, I'Gltim objectiu d'aquesta Tesi Doctoral va ser demostrar a
nivell génic i proteic la preséncia de les subunitats de col-lagen Il i XI

(fibril-lars), i VIl i Xl (no fibril-lars) en la cicatriu fibrotica formada
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després de [I'IAM (Figura 17). Especificament, la participacio
d'aquestes quatre subunitats ha estat demostrada en tres escenaris
diferents: i) expressié génica mitjangant sequenciacid de l'area
infartada de ratolins sotmesos a oclusié coronaria permanent, ii)
expressio génica en ratolins amb lligadura coronaria permanent o
oclusio coronaria transitoria, i iii) expressié geénica i proteica a I'area

infartada d'autopsies de pacients amb infart cronic.

Participacis de noves fbres de col-lagen després dun irdart de miscardi

Gk bogem B B
B Tt gen W VI
Cw ugen 30 1
B o wpepn a

Figura 17: Resum grafic. Participacié dels col-lagens tipus II, VIII, XI i XIl en
la cicatriu fibrotica formada després de I''AM, en el nostre estudi, demostrat
per sobreexpressi6 d’ARN missatger després de l'aillament de mostres de
miocardi d'un model animal d'IAM i mitjan¢ant la demostracié de proteina en
autopsies de pacients amb un infart cronic.IAM: infart agut de miocardi, ARN:
acid ribonucleic

3.1.Estudi estructural dels col-lagens de la MEC després de
'IAM

En primer lloc, el metanalisi transcriptomic va mostrar un augment de
I'expressio de les subunitats I, VIII, XI'i XII al llarg del procés d'oclusié
de la coronaria, i un pic d'expressid maxima als 7 dies d'isquémia.
Tots aquests resultats van ser validats mitjangant una técnica

ortogonal (RT-PCR) en un model de ratoli amb IAM seguit o no de
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reperfusié, mostrant diferéncies en I'expressio (Ortega et al., 2024). El
nostre estudi suggereix que l'expressid génica del tipus VIII i XI
augmenta en ambdds models. No obstant aixd, el tipus Il se
sobreexpressa en el model sense reperfusid, mentre que el tipus Xl
unicament en el grup reperfés després de I'lAM. A més, es va dur a
terme I'estudi de I'expressié génica d'aquestes subunitats en mostres
de pacients amb infart cronic, perd no es va veure un augment de
I'expressio respecte a un control. Tot aixd ens indica que aquestes
quatre subunitats de col-lagen tenen una elevada expressié génica
els primers dies després de I'esdeveniment agut, perd que, en fases
més avangades (mesos), els nivells transcriptomics d'aquestes

molécules tornen a nivells basals (Ortega et al., 2024).

Cal tenir en compte que un canvi en I'expressioé génica pot no traduir-
se en un canvi a nivell de proteina, per la qual cosa es va validar la
preséncia de les quatre subunitats de col-lagen a nivell proteic en les
mostres humanes mitjangant immunohistoquimica. Es va determinar
la preséncia de col-lagen tipus Il, VIII, Xl i Xl en l'area de cicatriu
fibrotica de cors procedents d'autopsies humanes, amb major
preséncia de col-lagens no fibril-lars que de col-lagens formadors de
fibril-les (tipus Il i XI) (Ortega et al., 2024). Estudis previs a nivell de
proteina han demostrat la preséncia de col-lagen tipus Xll, perd no de
les altres tres subunitats en un model porci (Barallobre-Barreiro et al.,
2012). Les nostres dades evidencien la preséncia proteica d'aquestes
quatre subunitats formant part d'una cicatriu ja establerta, és a dir, en
la qual no s'esta generant nou col-lagen, i per tant no ho veiem a
nivell d'expressié génica en fases croniques, tot i que si unes poques

hores després de l'inici de la isquémia (Ortega et al., 2024).
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3.2.Estudi funcional dels col-lagens de la MEC després de
'IAM

Als col-lagens fibril-lars se'ls atribueixen funcions genériques de
resisténcia mecanica i suport estructural del teixit, a més de funcionar
com a transductors de senyals entre les cél-lules i la MEC (Bella &
Hulmes, 2017). El col-lagen Il ha estat ampliament descrit com a
component principal del cartilag, i es coneix la seva expressio
transitoria en la morfogenesi de la valvula cardiaca, perd no ha estat
descrita la seva expressio i per tant tampoc la seva funcié en la
cicatriu fibrotica després de [IlAM. El collagen Xl regula la
fibrilogenesi dels col-lagens tipus | i Il, i s'expressa en cartilag
articular, tendons i os trabecular. Encara que ha estat més
ampliament descrit en pacients amb adenocarcinoma ductal
pancreatic i cancer de vies biliars (Christensen et al., 2023; Nissen et
al., 2021), en teixit cardiac participa en el desenvolupament de

valvules cardiaques i trabécules del ventricle esquerre.

Després de l'analisi d'enriquiment funcional en l'escenari de I'AM,
sembla probable pensar que ambdods participen conferint resisténcia a
la traccié a linterstici cardiac, aixi com en la uni6 de diferents
elements de la MEC com poden ser el heparan sulfat, GAG o el factor

de creixement derivat de plaquetes (Ortega et al., 2024).

Respecte als col-lagens no fibril-lars, solen presentar-se associats a
subunitats fibril-lars de manera que participen en la regulacié de
l'ancoratge, la xarxa i I'organitzacié de la MEC, tot i que també se'ls
atribueixen funcions com a receptors de la superficie cel-lular
(Shamhart & Meszaros, 2010). El col-lagen VIl participa en la
cardiogénesi, de manera que en el cor adult la seva expressio és
reduida, perd ha estat descrit en diferents situacions patogéniques

cardiaques com la insuficiencia cardiaca derivada de la dilatacio
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cardiaca després d'una sobrecarrega de pressio, la distensibilitat de
l'arteria carotida i la fibril-lacié auricular (Mohabeer et al., 2021; Skrbic
et al., 2015; van den Berg et al., 2021). A més, s'ha demostrat la seva
implicacié en processos patogénics que comporten angiogénesi i
remodelat vascular (Hansen et al., 2016; Schoénborn et al., 2020).
L'estudi de Schonborn mostra que els ratolins knock-out per al
col-lagen Xl presenten una major desorganitzacié de la MEC en
processos de reparacio de la pell (Schonborn et al., 2020). Per ultim,
el col-lagen XlI ha estat descrit en processos patoldgics no relacionats
amb afeccions cardiaques (Tzortzaki et al., 2003), tot i que també en
situacions patologiques com la insuficiéncia cardiaca, s'ha observat
sobreexpressio en ceél-lules progenitores cardiaques (Marro et al.,
2016). Ambdds col-lagens no fibril-lars (VIII i XIlI) poden conferir
resisténcia a la traccio i organitzacié a la MEC cardiaca, tot i que es
requereix un major nombre d'estudis per confirmar el seu paper en la
fisiopatologia de I'|AM (Ortega et al., 2024).

Per tant, els nostres resultats demostren la preséncia de subunitats
de col-lagen préeviament no reportades en la cicatriu fibrotica formada
després de I'lAM, especificament els tipus Il, VIII, Xl i XIl. Aquests
resultats assenten les bases per a una millor comprensié en la
composicié de la cicatriu fibrotica després de I'|AM, la qual cosa

podria arribar a millorar la comprensié del remodelat ventricular.
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Conclusions

1. En un model porci dlisquémia-reperfusid, els canvis en la
composicié histologica de la MEC cardiaca es produeixen de manera
homogeénia en tot el miocardi isquémic. Per contra, després de la
reperfusio, els elements de l'interstici cardiac sén diferents a l'area
necrotica, on es forma la cicatriu fibrotica, i al miocardi salvat, amb

una MEC similar al teixit cardiac sa.

2. L'alteracié a nivell transcriptomic dels principals reguladors del
remodelat de l'interstici cardiac post-infart és similar en tot el miocardi
exposat a 90 minuts d'isquémia, pero difereix significativament entre
el teixit cardiac infartat i el miocardi salvat en els dies posteriors a la

reperfusié coronaria.

3. L'analisi bioinformatic d'estudis d'’ARN-Seq realitzats en ratolins
sotmesos a diferents periodes d'isquémia coronaria revela que la
reorganitzaci6 de la MEC cardiaca en resposta a estimuls
extracel-lulars comenca les primeres hores després de l'inici de la
isquémia, evidenciant-se la participaci6 de BP relacionats amb el
desassemblatge de la MEC entre els dies 1 i 7 després de l'inici de la

isquémia i el posterior assemblatge a partir del dia 7.

4. Segons dades d'ARN-Seq obtingudes de ratolins exposats a
diferents temps d'oclusié coronaria permanent, un total de 19 MMP's,
4 TIMPs i 26 subunitats de col-lagen participen en la histopatologia

del remodelat cardiac post-infart.

5. En miocardi aillat de models experimentals murins d'infart (reperfos
i no reperfés), l'expressié génica de les subunitats de col-lagen
fibril-lar (tipus Il i XI) i no fibril-lar (tipus VIII i XIl) estan incrementades
respecte a un miocardi sa i es correlacionen positivament amb la mida

de l'infart quantificat mitjangant analisi histologica.
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6. La presencia de les subunitats de col-lagen fibril-lar (tipus Il i XI) i
no fibril-lar (tipus VIl i XIl) s’evidencia a nivell proteic en teixit cardiac
aillat d'autopsies de pacients amb un infart en fase cronica, no
detectant-se una sobreexpressié a nivell génic en relaci6 amb un

miocardi sa.
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Additional file 1: Supplementary Figure 1.
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Additional file 2: Supplementary Figure 2.
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Additional file 3: Supplementary Figure 3.
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Finally, cight 4 (including 92 animals) weee employed in the mets-analysis
Animals wero divided ko sham mioe (n = M), without ME indiscson), sed 62 submitied
20 il nent Sanes of coroniry nchemiba 6 0 (0« KL one day (0 o 36, thave daps (n « 10y,
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(7 Ay s ). S0 (1 days) and TLI29 21 days) Afterwand, functional enrichement anslysis
wean carried out with e biological process (BPs) Seras of gone ontology (CO) (Figure 2A)
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extraceliulee sogion (L (008502
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qubymd chevria, C I S FOM by (CAX 00R0) W
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ondy six rew '} 'n- 183 d oo day 1, dicating that no webstaatial
changes in the mRNA expoession of gones i olved in EOM deling sppoarcd afer

seven days of ischemia (Faguee 1)
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Keganting, the endogencus ishBitoes of MMIY, an alteand mENA expresion of
4 ditferent TIMIS wore cbwerved. Concretely, 3 cear upeegelation of g was detected at
‘M—v&ﬂwdwm-q—naﬁwhhm
wowands. On the contrans. the Timpd gorw expresson was & '3 d afver v
ccchusion (Figure 5)

Overall, 19 Sferent MMPs and § TIMPy swere o
hoating, a-—..mamuqmuuuq& uwwm’,

POM di d grongp (M, M2,

Mapl6, Mwpl7, Moge21, -duwxu&emndnwammuu
atagues, when most FUM acsembly tales plaoe,

24, Dymamsc Alserations (v Tramacriptomi: Anabysts of Gones Encodig Coflgent Sadumts

Lastly, we stunfind B BNA en prossion of peses eocoding Sfierent oflagen selwanis
witinately tmplicatied in post-MI solid brotic scar formation (Figure ©). Based on our
realtn & fotal of &2 geres medated to 26 diflenen! collagen suburits dpleyed alterod mENA
-mmummmnmum I gerws acscclated with
collagen sabarets, bodus cw 1 was bimvocial e d mENA expw wntd e day
e post-M followed by by dexp twith Log2FoldChange groster
mmu-.nqmammmm

In total, 18 gporses irvolved in the Sormation of 12 dsfervot collagen moleculos dSoglayed

2

wmwnhmwqudwmm
WAMMMM d exp ¥
(=14 dayw atoer separed t control avyvocants l‘ dy, Calvus,
Colt dal, -HCH&IF d ro sugs o0 in mENA cxprosion at cheomic phases
oA mDerria

The highewt iptional exp of gorwes mwobved i collagen K

Mm&ymmﬂwwam Coflad, Cola2, Coldal, Colld, thl.
Colia2, CotSal, CotSa2, Coll Jal, Cofl2al, ColTdal, wndd Col2dal damplayed & Log2FoddOnange
d”u”md“amqubqn Lantly, in Sne
with poevicus data, collagen b bon ot day 14 8o thone over
Mumztmm»m-mu”mnmma
22 collagen subamits daplayed haghtened mENA eposon
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wcal uppert 80 Candiomyocy s, aleo expurs dutarvtiiad aderations ather MI[517)
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Boe statistical poseer of sur results.
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Upregulaton of genes smph ted i FOM di bly was detectod in the Showe days
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MM-‘M“*MW““MM
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our bt know hedge. this s the first study illustrating e volvessent of such 2 lange
uanaty of Sflevent collagen sebvanims dunng post-MI candiac tibross
anuwmwnw Whmuhup

lated 1o the peotein bevel For although heighiened mENA exprossion of
CXmﬂCanquhmmnmad&”hm
o wabrumits wero & d i wwine and b ke rabitrum & d after
Miw) m*mmummquﬁmM
n--hdymdlﬁ“hhuh‘ igming clirucal and exp

ddrewsnd a2t brosdening the range of tial collagem subs particpeting in

Font Ml sepdacenw i (eomis.
A5 Limtations of the Stady

Ty onar stuadly, wwe ol ot et DEGo smvonng difhemont datiascts dawe 10 the statiatcal
anad e

Aboeph the cclialar component & abso part of the EOM. no dats i available b
ooperly dewrdo the changes in the aeBular compoe nds afer M
4 Maserials and Methods

To bt the stuclus fov the meta-analysi, 3 datast seanh wsng B berm " myocasiial
indarction” wan carried out i the GEO database |11} m.ﬂ;-ﬂ.&d-w
2001, and the inclusion crifenia weome studs h d i M e
u»mnmummmmw Ty (roms the 4

dhew with rewboen mece, d oct in blood o 4. '] d
M“Mmubyh(&h

The dtacsets swere evaluatod following nclusion snd exclusion criteria, i shoson in
the complete stady flose chart detadied in S PRISMA Plow Diagram (Figam 13 Afterwand,
hﬂh&m“u-db“hmﬂmhmm
o using SHA Toolkit The FASTA fles were algned to the refennae goneme
with Bow tie [ 2] Read counts foe oach grme were calculatiod weing hTSeq |1 80 obtein

exprewion bevels

AS B following 3 amaly rormend in B K erwironment | M)
HM&MM}MMW&&WMM&[
Ps e ariemal per sty group |, soved, snd comdannd wih e diaed counts of all

wudien in 2 wroqee DESeqDutaSet. The design wan sl adpastod Sor batch effect (the study
Fromn wivich e data Mave bown chtaimedl Diferential e vpaessinn analysis was perfoessed
Wil e DESe? (1300} Y5 1o compare Al the indanctend growps with dham A sadustnd
value < (108 and 2 Log2FoldChangs > 2 cutolf wene used for determining DECa
Functional encichment analysis of the DECs was perforssed with the Cluster Profiler
package |44 wdng GO annotations | 17] with the Il8® categery and adjasting the pvalue
with $he Borgarnin: Hochberg method. BPs with o povaloe less than 0.05 were sclocted. As
we aimed b evaluate BI relabed 1o the ECM, the descriptions weee fillored using the forme

“extracellelar™ and “matrec " Graphecal mpeesentations were carmied out with the geplot?
OL5) ] UpSetR (1.4.0) [ W] and pheatmop (LO.T) [#0] packages.
% Condlenions

To vur knowledge, this is the finst mets-analyss to use ENA-sequmcng datasets
UMW“UMWW MWM“MM
wpovgul e dirwctod at 4 ECM stact
.m.umwm mmmmm
“mm‘ﬂlmmwhu et St
f w FCM bly cocur from day seven cowands. ﬂu-lNAhvbefpl
mlvmmmmu:ﬁwm*mm




Annexos

e )M S 000 20 TS el

wngerivantal ared i) appeoaches 0 furthes comgevtend FOM hoaling in the wiming of
aowie ML

Awthor Comtributions < h MO CRANC Methodolopy MO Formal anslywis,
KO.C.K*.I&.I.‘&.N’QQ!VMMW“MMO
ok CRANG Wit vev tewe and oditng MOLCRNLIG EAD NPS AFL VMG VR
ol ALK S Funding soguesten, VA and A ES AN suthors have soad snd agmed 10 e publabed
verwon of S munuscript.

Farmdimg: Ths work witn supporied by grants frovn “lrattute de Sobad Carkeon T8 el “Fomdion Fu-
m—amwnmrwu-—mmumwnm
and OM21/700078 50 VM 45 sod Conmelioria do L hta Vi o
THOY 2021 /008) |G ackawn indges fn ] troen the “Age Tatatal v brvostigasn”
wwum/nmmm

Institutional Kovine Soard St meat Mot sppicatie

Ik Fp—— Nae appie ot
Data Aveilaediny Stotemant The dats prrserind i B shady dre availible o0 mguet o O
crrmsprniong enthor

Conflane of lotwrwat The suthons doclam oo conlict of wivmt

n

1

n

1"

Frangpsn, NG The Dhalar wuitris o on by -l Dt Beurt fadase. Cov. R 2008 110 11018 [ romlind)
[ S ]
Thewshaesn, A D, Mawns, D K NE D Dekar (atris an & (i sasiianeg pliyer 0 Sowane FTAS | 2019, 258,
P L o
Whow N wrmin, C; Ovmoga, ML W‘u‘\‘ (‘v-l &Ih‘l.m NG Ohorm, £12 Body, V, Buse Sount, A
Whrrst i g abber mpwrived ony Y ol et arbynie. BMC Vi B 0w, 18
22386, [Cromeiied] [PubMied)
Barww, B, Mo, G Oviow, M. Van de Weel, . Frvdeing Sumapn i myveasdial i pevivion gy, | Aw. Cal
Cordiol. 2008, 61, 14565871 [ mmalled]) [P hied)
Nocksot, SH. Mot AL Dl oon Porewedl K.Y ("mw-.i Karndal M Lindery, ML Unserstanding condhac entrsonuker
Wt vt by b1 sy bew b of Alavis Pl 2018, 75 7%, 8300 [Crvmaied]
Hlorvan, A Ruwte Sonm, A c-u;.u—--.w ao-u MMC\M&E NG Pewr L u.-u.;o
Mosles, | ML ot ol A Mudridincipliniey A | Fibwonis Aty Ry £ Myowandial bl
l-nndlml(u-v Mhmtnbmp.—uq

" NG The luda marin b mepecandial wpery, ey, 0l mesadvling, | Cl Bently. 3987, 127, 1601612
[Cromekind] [Prbbd)
Woloma, T, MComrt, | M Fo R, S0 1L S, TH . Kurmmangabyes, Y2 Nasirt, R Adadun, S Npwen, T et sl Tipe V
Clllagen i Som Thassse Regulates the S of Scar ey Hlnset Mjuery. Gl 3000, 100, SS-562. [ momadled]
B W S, LAY W ) l-nl Yo Yo Dhang Y, Gan, L Dang, X fuang, Coet ol Py et g o~

o o Cotl Dvath D D088, 12, RE3-A50 PCmmndle (] [1Abibat]
M‘ll Pek 0L, Low, G5, Law, LY. Dhul.“lvl I'A\‘i l’.“x&ﬂ LU ddw
arualywes reveal B GINA & dering my ¥ Y

msnm.mun.—n.q
Mu Khevwng, M mu M&Mn.u m-.u M&MMMD Dy, Coet ik
e 2am1,

10, ezl
..-:.qmmq
Willama, AL Walon, C I Pewll B Khadia, VS, Dusn, B Lo, K Acagaran, MO T, Asvlar A Shobet, KV Inchomic hoant
ogary boade b MITT-Seponibent difeential splcing of COMIQgammas. 51 Kg 2004 12, 1A1A [Cneeld]
Ot MUE HdSwstrand, CA | SOellfler K Viage, L5 AI-NLMV mhm(& Lo, L odaneen, |
ot al NERLDvpendent Kegulation of Candiac Fbeobaet Pl wposse. Cell Kp 3007, 18, 00-02.
[Cromitel]
mc.llmlk.l-.l.lbh&(hl Hounch, G Bubuck, M Haowniox D] Beery, C; Stermue T, o

d Ta of ST 8 M Cire. Kew. 3009, 125, 30525 |[Coomaiiod] Ry

m(ll Mahhurrwtebina, K1 Kwek, X V; Caborrs Farrmion, H A Hussnion, 0] Inf Solhone g acule
ryovandial ntaecton Muakiphe playen, Symumi rolee, 30d novel theg 25 ——_ Ther 201, 190, 740

¥ 4

171



Annexos

I~

A S e300 1S Huu

”w

$ ¥ 8 ¥ B ¥ R p =B

I."."Btﬁﬂ

Pesbbu, 8.0 Frangeganss, N.C. The Budogol Basss for Cardisc Repair After Myocasdial Ind Froes Indl ©
Fivwvsin. Circ. R 300, 119, 91112, [Crmelted] [PNabeet]

Wight, TN Vesson, KR Targeting O "y Peoaling Sl ing orpvwaniial laromm O R 2018,
1248, 202504 |Urmalled)

Yan, X Ancad, A ; Katwarnats, Y; Matsubundu, T o, K Endo, | ; Yen T, Takoobrima, A ; Shie K S Woetal
Tomupamad Sy viamiaos of Candund i oell aorumadition Solloer g aoute mryreandl infarcron, | Mol Col. Conliol 2880 AL
2838 | Cromeiler]

Arpino, V. Beock, ML Gl S 1. The solo of TIMP i regul of eatra matrix p
T3 |Crom ] [PbMe)

Cabrab Pachoin, GA . Garta Nk, 1 Camtrnnts D b Boss, € Ramione: Aot | M Perer Romrern, BA C-»Mm
1F; Murtioee- Aocda, N Martwses- Ferero, ML The sobes of mstrs metaliop and thels inhid o hurnas din

J MR S 200 11, 90W [Cnmaled] {PubMied]

Kamvmdi A R Moswe, E.T. Duselr, M| Vilerso, FM MSR,I.&;MLB: evpersiuam of matri metah
eprenco in the Mt b of reicw Kb ing B yocandial Am | Pl Hiowt Cire. Popeted. 2008, 118, HA06-HTIE

ywin, Matrix Bol 2018, §6-40,

Dl Perwwll, KLY, Meschisrt, C A Jurg. M. Lindary, ML Matrin Metalhoprotes i My ocandil Inlascrion and Hoant
Failbuse. Prog Mol Bad Thamd S 2087, M2 75500 [Pubdied)

Chan, | Tang, CH Allport, | Chn, S Webslndeg K Haang, F1. Neas-infrased Doorosent imaging of matris metaliopes-
“WQ*WWM“"LMM&-—&QMI

Tyen, RE Jumg. M, Landuey ML MMP9 sagnaling o fhe beit e hhow g vy Am | Pyl Fiowt O
Py 2008, 517, 190 [Cromnlior]

Lindwry ML Asigring maic metalopeote woles b lchy caniac delling, Nat. Rio. Cardidl 3084 15, 47109

fCrmi

II..V Halade, GV 2hng, | R--.l&hmo.\buhn.k.h.u Haey, HC; Mardcone, AM IM-,.MLM-.
2 del nd g Siad it i, aae by wddaning M2

actvanson. Oy hmm.mu...m

Tadman, V. Roshoubio, H Cardhac Stwonts in srpocendinl ind From mpalr and deling % roge Cell Tiwwse B

D06, 5, TA-SNL [ s

Mavoon-Canes, V. Rive Navarss, C ) Clarwe- Toroes, F. Cavana, J) de Dhon, B D, A Mifana, G Ohorse, 7 Badi, ¥

Rote Seury, A Fourer analyss of collagon busdle oomntation n mrpocasiual mfarction scars. Hotohom Ol Bl 2002, 158

L1480 |Crmalind]

Meorvan, A Rola Saun, A de Dios, B Foewaa, M Minana, G Nenwea, | Comes, C | Toaaned, C PeweSale, N Gavan, )

ot al Inbomogeanty of cull withen the Sbrotic scar after sryocandal nfetion: Revalts i & swine mode] and

h--quxmmsme-ug..hn

Tvalicdwe Barrewrn, | Didangebon, A Schowndude, FA Diadon, 1 Yin, X Ferundes Caggrano, M Wilkat, P, Puramans,

VO,MG.MAM.“&"—‘ ok My e of Candu Dailie matrin remmendeling in & poscire model of

pary Cirond IzIAMhn-hnllW]
P, T, wm..sx.t.:-u..r Pvaogeliita, C Kan, LF, Tommasdew sky, M Mandall KA Miiligpy, K Shweman,
PM o, Mot ab NCHEGRO Anfive for harn thonal groommecs Sats wte—Upalate Nuchic Ackds R 2000, 61, DO91-Dos

{CrmRed

Langzwad, 8 Selebong, S.1. Fast gappod road abgrerwnt with Bowtie 2 Nt Mithads 2002, 9, 25535 |Crosiief]

Anders, 5. YL PT Hider, W ITSeg—A Ty tan boasmeseork 0 work wih high Guonghyet segquencing dets. Sudafomans 2015

AL L N e |

KSeeduo B Kltwder A d Do for K; R Pound, hor S | Compating: Vienna, A e,

Towe, ML, Pl W, MSW“dWMNW&NﬁMV‘M [

Bl 3004 1% SSO-554 | romeRed]

Y, G Wang LG, Han, Y, He, QY. dusterutier An K package for companing blological themes smong gonw clastens. OMICS

J bt Mool 2002, 16, 3082000 |Cromalled]

IRK.WA Mo Mlang, X Thomas, D PANTHER versim 14 More pevomws, & few PANTIHER GOwlin
ywis ool Nwcfar Acsls Ko 2019, 47, DG19-DE0. |Crmaliof]

mnwzn_ow Dt Amsbper; Spoingen: New Yok, NY, USA, 2016 Availsble online: herpe [/ gephend

Tady verw crp Gaoremeed on 1] Novernber 2001)

Corrwmy, JR; Lew, A GelNenbong, N UpSer: An R pachage for the vl athon of intersecting sets s their pripertoes.

Phooeformatics 217, X1, 29062940 [Cromadiel]

Kodd, K. Masay: Prrity Mlastmape; X foendation for Stateacal Computing: Vienna, Awers, 2015

172



ANNEX Il

Ortega M*, Fabrega-Garcia MM*, et al.
Novel fibrillar and non-fibrillar collagens
involved in fibrotic scar formation after
myocardial infarction. Int J Mol Sci. 2024,
25, 6625.






Annexos

Vo sl el
Meodecaler Schomors

fioey

Atne
Novel Fibrillar and Non-Fibrillar Collagens Involved in Fibrotic
Scar Formation after Myocardial Infarction

Maria Oviegs *7, Marks Mae »c-u‘-' Tamars Mading Coanrns ", fose Govars 470 Eena de Dven *,

Novva Poovr-Sabe U2 Viitar Musion-Ganes 00 L

*, A D 7, Lude Mustbnen- Dty 445,

Joow
Manse! Jimenee-Navarre 08 Covar Kine Navarm 2000 Virake Bod Y4V 0 Ampare Basie-Sawn 24

R

A vty W S a—
MM i T v -
B b Rt S e
s ¥ Pl bageed 1L O
A Menae O | oo e
e e

UINCLIN i Rarnh b, BV Y dvena Syt st wrvee (M)
L e R e L T e L Y
—— . — o A B A
Wdhm‘h_uhm—

R L ok Pt vmn de Vawmwie SN2 Vi, Sy,

pw

¢ bnw.—‘.-umv—my-w-oam

- Ao, D My N
' Cenagy Fhngend s v s, MR Vo Sy
U Assnes Findgy Coparmme vt oyt | los | o S b ta N

LR L TR

T et Commal & g Uhicn, Gy of Sk S Vo Spen sne Ao

b gy Dhparamst Wyt Lwrsratars Pban v |4 e 8000 ¥ drmnve Sy

T et e Bttt St La Fu 00 ¥ abetd, e

T R de Cantiagie ; Cmghe Combun sn b dowe 0 ( smanin, | gt L cntame Vigen o b
Teava W0 Mdage e

T et e et Bmid s & Wdage v Py A
ICRANTY, vh Mg Syam

© Coper “w Dhwm Tt & Mds v ornadod b Maiga
2N Mg

@ w-wnlm-v‘-‘mmw

. s K.

' .__._‘ ety sink

[ Vol g, L e mmnnbelog Aopwmds om e parguey bamatom

o Wt wam, covmgemed o Srpe | sl B ol AN g e prngeied B parn oyt
‘Mq—ﬂ.ﬁ.hﬂ“*h‘.t‘fﬂﬁd’*

o Wi Py 8 et
mu-mmnumkmwamﬂu-
A b b - whwd ML & « %
--—-up—-nu--q-—qm-u*-n—-a—nwm
e A parncing el of s ta
wd#wl\‘ldﬂuﬁ*h“-—\nmﬂ
ersmted T deys v anh bn 4 i » I VE e, St e
-q—-auwnlq-pdll-t-—alm-—u&a-.dui- =
Ardy e Svom

ra VE g, s e d feu p - e wan
1B ol maivve ntn bl Bul Bum mbiants pedadbdy cadel Wiedn @Ryt sl e Te
ot O Sats weed e e e e
mﬁ-“u‘hL L w et VS e o - wp——

b k] SRty mbare BT T wvhep

Brymrdn wryon avihal mdentem (e g

S L AME N DR U I gy TN S Y

g (e byt v yo—)—

175



Annexos

176

e | Mt Sa 30g S

e

1 Batroduction

M f1al indarction (M) of the acute theombotic ooch ofa Y
mhhum”dmuwdw%hhhm
myocandm. Mhhﬁmdhu‘pﬁv«-ﬂmb’”
meoas inler dutory o limit infanct stoe, sebstantial changes i the indarcied
mmmn 4] During post-MI candiac healing, & sterile saod well:

orchestrated inflammatony respose i rgpidly inisiated 10 sermove necrotic cell debeis foomn

the Mi zove. Aferwands, the deposition of myofideoblast-derived colligen fibers reselts in
sl fibrothc scar foemation [ 1A 4] This process needs to be peecisely controliad in terms
of Bming s posBon 10 avokd ercessive Seft ventricoular dilatation

bmmmmumuwlummaum
sbundant fiters partiop nh”#l“wml%}hh&mw’;
Mp--whnaholhn | diwtrib ! 1o minimise the appeasance
of acthythenias |7} Amm“hhﬁmdqum
M(Mb‘p—lm IN, W, VL XIL XIV, and XVIIE) in the fibeotic scar of human

ee | models of myocasdial ischemis 5]

m.cmdw.pmmmhm
Biomeodical resessch by peoviding abusdant carics dats for und wding the trolocul,
mechanisms underlying diseases. In this speciic settng, a secont meta-analysis from oo
group using RNA-sequencing data from 92 sice undergoing permanest occluson of the
cosonary artery suggested that up o 26 collagen subunits were probably imglicated in the
MI context ). Given thar collagen componition within the fibeotic scar actively influences
M patient prognosis and left vestricular dilation, explosieg novel subsnits imglicated in
post- MI pathophysology s of greast interest.

Using previounly published data at the gene kevel as 2 sprimghoand, our aim was o
”WMWhthMWMxnwmham
of previcusdy unseponsed collagens, specidically sypes 11, VIIL XL and XIL i theee different
soenanos: mmdwmmammm

smes of y artery () o dols of reperfused and
nn-ptﬁ-dw.-mdlhﬂ ¥ dial sarmpl dated from cheonic Ml p
2 Rewaite

ﬂwmmqhwmm-m Sepeenaing Dutasets

Sabmiied to Now Reperfaved

R, the trarocriptoms pon of these new ly descrited collagen sabwumits was
NMMMMM-&MMMMM
Using the scasch term “myocandial infarction”, & lotal of 15,137 isvestigations were found
S0t this paepose. only T43 datasets were deemnad eligibie. After removing duplicae sertes
(0 = ST 84 were exchaded for the following ressons: knock-out mice (n « ML sngle-cell oo
sirghe-macioar ENAwequencing research (n « 25), evahsation of noarintarcied anea (n « 115
mice submitied to pharmacological treasment (m « 14, rewbom mioe (i« 3] msaiclent
dataset formation (m « n-d-um»‘d-pd-d-hca «2)

Fnally, eight 4 (including 92 amimals) were employed in the
A_ﬁm&v&dbwm‘n-&mwm-dﬂw
b“ﬂhdmaxﬂuéhh G).ld-yh-lbl.!hph-l(ﬂ,?d'p

nud-,'a--m-um.,‘u. =11} The d
e of dew inchad ‘nn&“ywnqﬂmﬂhllm—u}

%“wbmwi sors in the exprowsdon of type [I, VElla,
mn-dmanwnmwuuwma_hm
S0 controls, & 4 son of type Viila end XII collagen subnits
wwsapmmmmbr,plv‘,unmﬁ-
overrepreseried from day 7 post Ml orwands (Figure 1)




Annexos

Mot [ M S 04, I8, S

Jan
Table 1 5 y of GHO A fSor mwts-analys
oo Nuwdwr of Sanplos
Dause  obwnm et b ) Doy J0us D HWOep = 210w
[E=ETar P E) 3 ) k]
[v5 AN NIA 2 3 A
(e R 1 4 4 4 L]
[E3 i 1) v 3 E] 3
e i8] » s s
(S50 N/A 3
S 14 ‘ 2 2
A% ny 1 t
Toral » - 16 10 7 » n
(IO Conrw Pagmastmn Oumadnn. N A wt o bl
A .. 8 - < Eb
-
-
- -
g g 4 -
- - - e =
§ - 4
' P ; I
, |__miul "
T R T — L AR T R T — TR AR D L Y
LI .. E ..
3 R
3= 2 PR
3 eeth T we I ##
) wammE
P st Ty Raan T Y e PR AR T R —
Figwee L T “'ﬁﬂlmm%ldn“dhh
”‘-Mmm wore arulysad trom 02 ardmal sbaretind B

up.ququ-uuapm'-u7apm.nuam..m-‘n¢mm-m¢

il bbwrin, and 0

A0l bedd

-y

VLAY (I VIILA2 4O XT DL aend XT1(F) coliagy

e O Vst woy

A

Indhacrond CPM o type I (AL

CPME courts per eilion.

Indead, trasscriptomic changes in mnpostant genes encoding type | and Bl collagens
and ey regullatons of the Shrotc sesponse (6.8, (0w, sl and 1g0T) wese also scrutinized
(Tabde 7). Acooeding 10 our fesults, the Sranscripomac kevels of ool and 1897 wese height
enexd in the fiest howes adter the onset of

expoesshon of ool Ml and oW1al leveds wene augmented from &y

ol povabee < 200 va oeand

-

Ischemia. As for collagen subunins, e

3 oowands

WA T
(Table 7). Taking o these results together, the tramcrigsomic expresson of these novel

177



Annexos

ot [ M S 290428, A%

totv

ia orvet until cheonic ph

subunits i upregulated withn the first woek after inch
21 dayn)

Table 2. Counte per mullion of geres smcoding fype | and B collsgons and model of myccaedid
Bbronen at diferent trws alter cosmury occhuson.
oty gt M

P, Comtond - Ny N D T D Dy 1 Dy
wial MysRe L) CoE I A AmANT  eml g Wl ALy WA TIE A 8 AN
i ey w2 Lot Wi s =) W T - R L LR 1 -
L RAr e L W1 A el i ey M W Tis iz u-
- b STAr BEAT N4 L Maa - WA I - S 2 4T e WALE 2 MAT™
! AL 2 a2 01215 i A2 2 IR ™A £ Iy T 1N MLS 3 e -

178

ot « DA poaker « 008 va oot

22 Inoolvement of New Callagen Sabunits in Now- Reperfusad end Reperfised Modds of MY

To confirm Bhese results, the mRENA expeession of type 1L VEllal, VIIRQ, XL and
N collgens were quantifiod in murine hearts isclased 21 days after MI indocson. Ani-
mals subointed 10 permanent coronary Egation (noerseperfused MI) and trarsien 45 min
cononary cochusion fodlowed by (reperfused ME) wese used.

st e mRNA Jevels of genes encoding type Fand Il collagens and key regeiaons
of the fibworkc resporee fe g, ook, actal, and (i) weoe caloulated In both expermmental
madels of M1 (eperfused and noo-nepertosed) and control animals to confirm the presence
of myocandial fibeosie. The mlINA levels of oallal, collal, tgi, and acte? weme hetightennd
in both mosse models of M (Table ) and displayed a direct commelation with the magnitede
of infarct siaw evaluated by Masmon's Trichrome staning (Table 4)

Table & mENA e prowsion of geres encoding type | and [l collagens and modolston of myccssdisl
— " o — '™

(Do b oy 4 and dols in .
Cor v Contral N Repertuent M1 Kepesfuned M1
ollat 1R 205 DISL TN AL
ol 118 4 050 o TOAS p ALY
g L4202 49202 S L2~
ol (S ERAL DAY WO
=l L2 0M Lvsame Al e~

Fpadhm < G = pvakas < 000 va contred ST weyon andial e tow,

Table & Cormlation cocffichrts betwwen indanct sow and B trarscriptooic Sovels of gores encoding

type | and I collagerm and modubaton of myocandal e

Ceone Spwarvmin RarkAder Ve

olde) om oy

ool M) o oo

L 0w 72«0

ax? o AT«

el 0w Sevn'
Cone expoesaion of type Villal, Va2, and X1 seburdts displayed enhanond mRNA
expeomion in the infarcied myocantium derived foom both nco-reperfused and seperfused
models compared 1o controls. The o bevels of type [ sobusits were ooy aug:

mented i S non ceperfised M proup, whille type XII was overrepresentad in seperfused,
bt ot in non-reperfused, animals (Fguse 2).



Annexos

St ] A S 2, st
A B
- he | -
b i H .
| |
y .
e == == S —reeemea
c 5]
-1 by | -
| ° ‘
{-‘: - ’—1 .
1 ! !
i ¥
i - i
J e J (Thi |
- e e - e ———

|
] .
< -

——— —

Figuew L mBNA exponsion of typw 1L VIBd VILS XL and X1 subs n oy | olicd
e modeis of ML Mioe sobatied to Hgation (noo-seperfused ML n « %)
Al vyt &5 b y ok ﬂ-ﬁl’ thued ML 0 = 8] and & comtnd

"u.a-—awbud”lmmm\wmnmunm
collagon sebwrcts 3t day 21 after MI inducton Continuoss sormally Sstrbuted dats

s v £ SD ard sene ansalyned by uspaiond Stadent’s 1 Aot }M-(“'Mdad.ﬂn
cwimd M wrvow antiad indam e

A deoct sssocistion was deteciod betwoen the gene expoession of these five colls-
R subnirets and hstodoge sl dertvesd Indant sue The Spearman rank-onder corvelatons
o ax foliovex: typow 1l (077 povalue < 0001}, VIlLal (051 povabae < 0.008), VL2 07;
pyvabse < 0001) NT 050, vl < 000TL aend XIT 0076 s adue » ©.001) (Figure 9 Collec
tvely, thewe data demnonstrated the mmplication of Sww new sebanin at the peoe level i
experimental models of ML in which mENA kevels wese positively correlated with fibeotic
SO EAReTOn
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Onor the irvolvement of these new collagen sub w, frmed o expert !
mondels of ML we rest comroborated these reselis in human g This sty i
m*mummwumwmmwm
O six morvide) Table & sts their inntial feanures as well as the resuits of thelr sstopey
Erwtly, $he mean age of the eight patents, stx of whom wem malle, was 74 £ 7 years, and
AT sarvples shomend v bene of fleosa

Tobte 8. Ohncol ot andl snsbigwy readts. of mavcaniied ind P

Patesa Cliakeal Duts Astopey Revalte
75yuerchl mals Madunct wcar amwa 1 61 D boweer wall
n Toww elagrad sbocw budinon 5 posrs
Canne of doathy prowmsonis ol b veeiricle
T2 ywar bt e wasde
o Tarw clagwed sinoe infarction 17 yean Irdanct soar arve 15 om el vertriche
Canpwr of death st v abve prvmsunis dyshurs Sow.
62-ywar oid mabe
T elagrand sbosw inbirctom 1 yose
o Canm ol ot Comiba oo (Y ume Lange Indat scor wman 05 o inborverdrioder septem
Borll bymgbenna)
08 yoar oid make
. Tiww chepmed sincr inkarctom ) yrars Tvharct scar arme it ventriche
Caton of Seaths wvaticbat posienceia
Th ywar ol ke
o Tave dlapund srue indantim 10 yan i S S 4
Courmr of death rryscariial imbsertem APNSS
T2 ywar ol wake
P chapwad sror infarction 10 et Y -
- Coumo of doaiis sefmetovy Doadpmmali sl svmst e andighe fock tn ok
M o N enbon
o Ao Tt et a5 o b e aeries el of thee
- Thmw elapend shoce inbsnction: | yeur
Conome ol dusile condbogpaic shunch et semviacie sod inborventrioudar soptues
5 yeur obd herade
- Thaw elagmend sboww nbinton ) yow u“ﬁm“‘*”“

Casse of death cardiac tamponade s bypos

T pointn &8 5, and A ikt st w0t gt bt v vl Sosiod S s spe

The presence of type TL VIRal, VIR, XL and XTI sbunits at the pootein hevel was
determained s a total of X0 Sfteewnt acvan Dot wore expovased as the member of ibers and
Qcmww«!wn Positive clements (Faguee 1)
of type 11 (213 4 78 thers occupying 026 4 011% of e
feld), VElla1 mu mmmm = 0.50% of the fiedd), VIllad 098 + 124
Shers occupyng 033 4 311% of the fedd), X1 (147 4 17 Shees occupying (115 4 Q00% of
e fekd) and X111 + 82 Sbees ccoupying 020 & 007 of e Seld) collagen subvurins
0 the post-MI Sbootic seyocandium.
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Figure & Prowemoe of type (1, Vlal, VIR, X1 ant XII subboruts in fibrotic soar of patients with
ek vy ocan il indartien. (A) Regeoertative patanes of Massn's Triafuname stan o sucsmioge:
et paswd) and 405 (right parel) magniticaton trom wdanctnd samphes lolated from patiense ot the
hrormc (o than & memihal stege folbwirg ML (B) Reyrescrtstive images from braman ool
B (et i) st with spenific inachers agairnd tygw [ fupgerh VD (pges s, VIS
Gmichdie), X1 Ghosees artddie), e X1 (lower) mabe 4 ponding monph y
g the softwase lmage Pooltuns 70 softwase (Modia Cybeenetion Inc., Kockvilie, MD, USA) (right
parwie) M indicate 32 m.
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Molecular functioe Adpartnd pvaboe
DO etructursd comtimaont conferring tevmde ttrengh J0O0: 0000000 S e 20"

LOM structur ol comatituene (GO: 000401 L2e00m

Onwrrepeuiented N1 relstad 5 Type § obager
T Ontvregewsested NI retatad W Yype VI collagen
T Owwrrepemsonted Ny reistod 2 type 0 collapm
| Owrrrepeeieeied MEL retated % Tyge B3 (ofages

Ms(ummmumnwawmmnun«n‘-mu
Il i The dlagramme represendt e MEF termm of thae GO analysis oelated b
vmnm\'m“;nmmumn-mmmwmu
4 0 ousr oets-anady sovan] Sogeor with the aduoted povalue. (B) GO
m*omh'awl\‘lu‘m*-hm
of peyocardial ndection. The Vemn dagram showes the MI Seemm of Bw GO anadywis, which am
upeeguistod in the four evalushed collagers. ECM Alular matesn. CLE Come Ovtology. MF
edecular fareton

Toe the type H (fibed-forming collagen) subunit, the following four MIs wese overrep-
resenited: peoteoglycan binding (CO004 X4, extraceliular matrix constituent
terule stvenggth (GOMON00M0), extracelbalar muatrix comituent (GO: (0050, and platelet.
derived growth factor binding (GOM048407) (Frgure SA).

When evabaating MFs related 80 the fibeillar type X1 collagen, o fotal of five differerdt
MFs wese detected: oxtraoellular st constituent conderming sensde strength (GO0000004,
heparan sullve tnding (GOTRK99), ghycossminoglycan binding (GOOMSSN), sulte
composnd binding (10O TREST) and extracellular manris coowstuent Km0 )

In e of mon-fibeiar collagen (types VIRl and N31). the MPs extraceliular matrix

likrwise related 55 all the rww collagen subunits evalaated in cur study
Mh.modhp-&dh«ml,\'mudx-)w.lh
pathophysiclogy of Ml by providing terwile strength to the indarcied tissoe (Figuse S8), and
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Ahail-sormung collagrrs alo ersum the coh of Sfterent thuler mutrin (HON)
i lie., heparan walfate, gy cphycans, and peoteoglycanm).
A Discwssion
A1 Thw Rl of S0 7 Bvotic Process i AT Pathophopsiology
Ml kstn of aoute Ihwombote oodhason of & Poov lung & sadden re

m-wdnmqwnummlmcm
o inflacmatony response is rapidly mitased W remove neotic cells and
m“mwmhqﬂ-’wmmw
d deslerg: dsts of & series of events involving complen s actons be-
twern varows arll types, inclading myofibooblasts and endothelial crile, ading to the
MM.WM:.MM.’MMM

mh&-mll:—“l Cmuhmndbmamm
Sedge of the players parscipasng in post-M] Sheosis for hetghiening patent
mirdnh

A2 Collagen MNibers Particpeting i Fikentic Scar Formation follmomy MI

Collagen proseineg, active players in post-MI candiac fibronis, can be dividad ato twe
broad catgonies. Fibwillar collagerns provide mochamical strength ind theee Sarenmonal
mumawmuqmmmm-"uu
1 sulbunéts, wihich are corsidered the prin comp of e cardusc ECM st the
Posa-indanction theotic stage 121] hmuwmuwnh.—-ﬂh
proper kedt ventricular functon [7]. Noo-Sibiller collagenn, mearwhile, play 2 mogidatory
wole In anchoring and erganiing the FOM meshwork via amackation with type | and I
suberits [ 224 Specifically, type IV, V1, XIV, and XVII subunits have already boen described
0 be bnvolved i exnperimental models of M and ischenmic heart Geduse [*]

Oxe grovp reamitly conducied a mets-analyws utlising KNA ing dats derwved
ummmmmwm&ma
&2 grrws that encode 26 déerert collagem subumits within the post M1 Sbeotic scar 1) OF
Whese, U 10 bour collagens, inchating Shedbar (T1 and XT) and norr Sbeillar types (VIIE and
M), v und died in the of ML Therefose, cur mvestigation atms to
e geeserve of these Sour el collagem salvanits in e dillererd siemarion (1) mets-
analysis of trarscriphoenic data from 02 mukoe endergoing diffesst Bmes of cosonary artery
CoChasaon, (4] Ia0r wrSeronng Permanerd Commary tathon of Wasseerd Conmary eocusion
(641) ausopsies fxoem chroekc M patents.

A3 Unrseviing e Pastupwim of Novel Collgen Sulvanits in the MT Scomerw

the mBNA exp of these sulbs a8 the mitial stages of bnchemis wan
«MhMWMM”M»M
Blockade. A % to cur s, an speegulation in the geme bevels of

nmuxumumuunmmmm Hoserver,
transcripiomic kevels of all new collagen subrerots ane sugmented from day 3 caseards,
mwapmmm ummuwmum

d collagee sty n = hdhmw
mwxwommmm”muu Tiused s moe i
mmhun-—mmumﬁnuu-wnm
modcls. Contraeily, gere levels of ype B subusits s 4 i the nom reperboed M1

groap, while type XIL s coly wunth
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Mwlmlq«lmigdnubm&nm-hm

d from patients with ch 'Ml.'b.- in the infarcted my-
WWWM hi ng folk d by morphoaetrs
m&umumumumuvmnummm
s detectable in buman autopsies, with 4 greater presence of non Sbrdlar collagens than
Sk forming collagens (types 11 amd XI1L A pectecmics analysés i infarcted mryocandium
solated feoen swise undergoing 120 min of ischestia followed by 15 0 60 days of seperfu.
um&mdwﬂhmwn%“hm

Ml g iy, 00 data weee seported seganding the prosenae
oﬂypllnrm-nbml’ll muuwmuwwdm
its was unaltesnd ; homan b 4 myocandium companed 10 contrel hearts

wuwumm-«wmwmmumm«-mmn
the probes level, Shelr transoriptomac levels semain analtered i an already-established
scar Collectively, Bhese novel collagen subunits parsscipese in the fibeotic scar i chironke
phases foliowing MI (Figure 6}, but their mENA expression s already upeegulated within
a few hours after ischemia cnset.

pation of covel coliagen fliers in the post infarcted firotic scar |

186
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Figore & Goapharad abwiract. The puesopatm of type L VL XL and XTT oodbagen sabunite o ionpdh

cated in theotic acan b atvor myocandial 24 1ot ‘byM-Nm
ot d 7 rdasm b dites troo 74_ - ““d“'_ ¥ Ll
Inoleted froon puthents diagrosed with chronk: ndaection

I a recent review, Frangogianns and colleagues seported the invoh ofwpto

mmmmwlmwvumxwwmohm
beart fadure 5] mmu_mmmmmnm
scar formason following infanction, further clinical and Latsonal chis
hnWWdﬁmdeMnhm
of post-MI fibeonis.

14, The Rike of Neve Collagen Sabumits o the Post-Inforction F'idvous

Acconding to the Human Protein A, Sbroblasts asv seported o display an enlarged
MRNA expression of col2al, colfal, colfal, and coli2al, whereas there am no data on car-
umrmwamanm However, studies reporting their implication
in Ml pathophysilogy are
hdequllWh&“wum
Diespite its tramsient exprossion ot candise valve sorphogencess, 1o oo knowlodge, no
exprossion has boen demoestrated in bussan adult hearts. lnndmmmhrd-—nn
a moee elevated presence of type 1l collagen is suggosted d the ath )
derived calcium deposit. The type XI subunit, 3 Sbril-foeming collagen, regulates the
Sbrillogenesis of type | and type [l collagers and is expeessad i locations sech as artioslar
cartilage, Sensdonm, and trabecular bone. B the candias tissse, type X1 collagen takes part in
developing heart valves and left ventricular trabeculse, and its involvement In pathological
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wmaations has been studied iy Wi p b dactal adk noma and billary
m«mmmmwwmmmwwmm
TFand X1 probably participate in conbersing tessile steength 1o the candiad interstithum as
well as binding differenmt ECM clements including hepasan sellate, glycosaminoglycans,
platclet-derived growth factoe, and sulfor compounds.
Regarding noes Sbrillar collagenn, the type VIl subunit (induded in the sublamily
dWMW.MMMw
= physiclogical addt myocandium. In casdiovascular disosses, type VI
MMMWMM&MMMM
overioad [21) carotid antery distensibality |25 and asrtal Sbrillation [0} In fact, fitwoblasas
isotased from codS-kmock-out mice displayed lower expeession of transforming grow th
(actor and asmooth suscle sctin, ey players in post- M candiac fibwosis [24). Type
XII is chassafied as Sl wsociated collagen with interrupted triple helioes, forms wendon,

and s d in b Bearts as well a» in the epicantium of scbrafnb [ 27] s
MWMMMM.MMMMM
and ph i y fibrosss in mice [35] In the

wmmdwmwmwumhmm
progesitor cells from transgesic heart Gailure mice and 2ebrafish hearts submmonted %o
cryoinpery [27] but its role following M1 is understadied. Acconding 1o our analyses, bodh
non-fibeillar collagees (hypes VIH and XII) may participate in conferring tenude steength 1o
the candiac FOM. However, further bemch and bedsade research s secrmsary for an in-depth
eluckiation of their rolke in MI pathophysiclogy.

A4 Maserials and Methonds
4.1 Mero- Avalysis of KNA-Sequencing Dta

A dataset search of stodies up 1 Seplember 0021 using e term “swocardial indarc
Bon” was cartied out in the Gene Expeession Omubus (GEO] database [ 29] 50 select studies

for seta-analysis.
Studies conducted in M thas, amimals undergoing nonarperfused Ml {permas.
MmmWQMdWMMNAW

mice or exploring phanmaceutical or mechanical inferventions, analyses conducted In blood
O mon-infancted myocandiom, and investigations that weee pot progerly fltered by GEO
filers.

mmmmmnmmnmummmm
dance with the inchaion and excluss The sors were then obtained using
the SRA R Selectog, and the sequence data files were downloaded ssing the SRA Toolkit.
Using Bowtie, the FASTA data wesr aligned to the reference genome (GRCmS) [ 40).
HTSeq was ssed 10 compete mrad counts for each gene in onder 10 determine expression
levels | 31)

Al the following computational analyses were cumaed owt in the R eswironment
With the exception of the GSESIIS0 dataset, which contans a single andmal per sesearch
Froup, read counts for each shaly were normalized, saved, and then pocled with the
noemalized counts of all other studies 10 generate a single DESeqDutaSet. The design
was also adpsted for e batch offect (in the study from which the data wese obtamed).
Mwmmwmum(mmnwm
all the infarcted groups with the sham. Genes that were
Mentded using a Log2foldChange > 2 criterion and a padjusted value < 005

To perform functional ennchment analysis, the Chaster Profiler package [ 1] utilia-
g GO annotations with the MF category and adjustiog the pvalue with the Bergamin-
Hodvberg stethod was employed. We selocsed the MFs with invelvement of the collagens
of inderest.
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The gpdot (33.5) was emmployed o croste the graphical sepresentations | 4] and Vesn

diagrams wsing the eulerr lidvary in R Studio.
Boor s remver bebere ey
e h e Uy arns Fierng we s by (e autematn e
Ealaa ol of AT
B o s ) Ve (T - Ovgamn s snanivhet v + 4170

s e L age v gr g by gt

Prsgiod drparssing v - 1130

L] -

LR ot ™ot Vv berna g i o 0

[T rep— - . Mg ool o g mbew fn - T

R R s ey et ve Srear w wter
Lo R

Trwammant o « 18
Semhien e e e N
et Rl s e
Oetden o= 1y
R
s of s b o 3

Wt SO e
-t i
[
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4.2, Mo MI Modd

The Institutional Review Boand suthorized the animal s, which were carried
out in d with Dsmopean Park m-cmm»m/cuwmm
GYRTE/ 2022/ 2200180).

Charles Rver Laboratories (Chatik-lon-see<Chalaronne, France) provided the CS78L/ 6]
mikce, whikh were kept in pathoges-free sefiings with a constant lemperature of 22 + 2 °C
and humidity of 60-65%, a 12 b ight /dark cydie, and full access 1o regular chowe and
autoclived water. Animals wese 17 £ 2 weeks obd and 11 female/ male.

Beiefly, before any surgical procedure, straperitonesl duprenorpdine (0] mg/Rg) and
mebocicam (00 g /hg) were admisisiered, snd afterwands, mice were anesiheticed by
inhalation of 5% iscfirane (Abbott Laboratories, Chicago, I, USA) deliverad in 100%
mm--nmmummmmam
board and wubjocted %0 tracheal intubation while d b a rodent ventilator (Minivent
type 848, Paslab H i Apparatus, Bascolona, Spain) set at a tidal volume of 200 pl, and
amdllOMpMWr‘lMuynndmmd
& flowe rate of 02 L/ mim. Mice were maintained #t 4 contant semperatune of 37 °C with
a heatiog pad. During the experiments, the electrocardiogram and anemal
via & rectal probe wese conmnuously monitoned (Mosse Monior S, Indus Instrements,
Webster, TX, USAL Afer opening the thosas, & left minithoracotonny was performed o the
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height of the fourth insercostal space. Then, part of the pe Sum was d, and
the coromary artery wans & 4 with a mi pe for semgery. The acclason process was
carmied ot using a needle holder for microsangery and 6-0 moncilament suture thread.
The cochasion point was passed appronimately §-2 mm from the apex of the left atraem
when in its noemal position [5].

e control group ssd two isdependent Ml experimental groupe were foemed. (1) noes
reperfmed MI (s « & permasent cosonary ligation, without repetfusion) and (2) sepesfused
MI ssondied (m ~ &, transuent &5 min ooclusion of the coronary antery followed by reperfusion).
T the mon sepertused MI model the bnot was Bghtencd with the consequent oodusion
of the coromary antery. In the reperfused MI madel. 4 23G tube was placed between the
coronary antery and the &0 silk suture for er removal to allow complete reperfusion
follow ing the nchemic peviod. The tabe was positioned through the vt intercostal space
0 the extenior of the animal In both M madels, onoe ischemia coset was confirmed both
visually and on the electrocardiogram, the thoeax was chosed. In the seperfused Ml model,
the tube was removed aftor 45 min of occlusion 10 allose coronary roperfusion, witich was

drmed by the sesolution of ST-sogment clovation on the eloctrocandiogra | 5] The
comtred group (n = 6) was suljected 10 the same experimental protocol wed in the MI
groups, but without Bgating the coromary arery.

Intraperiones buprencephine (0.05 mg/ Ak, twice daily) and medosicam (03 mg/ ke,
once daily ) were adesinitenod for 5 days after surgery.

43 Human Semple Seloction

This study conformed 10 the primaples for the use of ussan sulyects owtlined in
e Declaration of Helsnki. The stady protocol was appeoved by the focal Research
Ehics Commites (Exp. 2022/3151. The committee approved the exemption from
Informed consent.

Myocardial samples of etght patients with a reperfused mfarction at cheonic phase
(more than 6 months after MI) wese obtained from autopeles. A group of fosre patients with
no evidence of cardiac fiboosss i $he myocandium wesr alo selectnd. Climical and autopey
characteristion of the study patienss aro sbown in Tables & and &

Tabde 6. Clindcal dats and sutopwy rosals of control subjects.

Pationt Cliical Data
T yvarobd muke
Come of Soath. gastric adencancinoma
62 yeur-obd lomaae
Cave of Seath hermmerhap perihomite

V- yoar oid femude
Canise of deoth pralmennay embedine
L L
Conne of deathe scue pancmstins with sexromss

S0 M apic and | Al a L A

He and oy di u—.w-ﬁ-dmnmam
whmwﬂwmm,wg-m
Hematony lin-comin and Masson’s Trachroemne staining was performed o corroborate the
presence of indarcied aseas [35.56].

FOr imenune stainisg i hman specimess, sections were finst subyecied %o dalerent
methods of antigen retriesal (Tabde 7). For heatinduoed epitoge retrieval. sections wese
wmmmulommmmnmtmam
Keganding proscoly tic- induced epliope retrioval, des were
:(nwimmummwmuwmnr-cwn

ing and peroxidase Sockang (0.7% H 04 sections were incubated overnight (4 °C)
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with the specific primary antibody dduted s PISO 1% BSA. For immunchivochessistry,
specinig labeling was detected with 2 botin-confegated goot anth-monse or goat anti-rabbit
secondaey arabody (1500 dilemon, Dake, Glostrup, Desmark) [75,%] Perther information
about the primary antibodies, antgen reaneval method, and antibody conoentration
detalled in Table 7,

Tabde 7. Fageriomental conslitums fiw by y analysis depreraling on e g Y

artiody
Maker Specke  Comormiveth oot Reference
Colzal Humes 1100 [So——— "“;m““
w wem e e
e e ne D
Colltal [TV, 1100 #H High mm
T

4.5 Morphometrsc Quandfication in the Infactnd Myscardian

A total of 30 sareples were scarmed using the Parmoramic 250 Flash 111 Scanner
(SDHISTECH, Budapest, Huongary). For cach sammple and stain, five photographs at 63 «
magnification weee taken using Shde Viewer 2.6 Software (MDERSTECH, Budapest, Hun-
gary ) in independent fickds of Bhe infanct asea. Images wese morphometrically analyzed
usig Image Proflus 70 softwiase (Modia Cybermetion Inc, Rockville, MD, USA) by 2
Sochesiciun who wias utuware of the study grougs. Collagen presence was quantifiod as the
pescentage of area cccupied by fhe selocted object and the nusber of posstve Sibess [96,57]
The range osed Sor segmentation b indicated i Table &

Table 8. Range wed for segmenation of the five titons i morphoometric anabysis
Medecule Avvalin’)  Diswsetes () Major Avie (g Minor Avis Guim)

Callal 10 »r 80 Loa
Collal n% A wa 155
Colhad 15.% A w2 155
Coll bl 5% 2A »wn 155
Coll2al 155 13 w2 155

T e sargies, Infanct sare was caloulied as the pescentage of keft ventricle oocupied
by feotic scars using sampies stained with Masson's Trichoome staning

44 Quantitative Real-Tiww Pedywerrane Ot Reaction
nmmummmumwmwn
employed following the d
q—u--mm-m- M 5 qam
MMMWMWS&(WMM
mwm USA )L Theesbold cyclo (C1) values weee caloslated in triplicate
luoed to the howuckeorping gene 155 [ 7]
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St pre-dest gned pratees wem used 1o the analy s of human and moos amphes
Baomynterrn, Thermolisher Sclertdic, Wakbam, MA, USA ) Farther inforsation
about e primers eomployed in this study bs detailed s Table 4

Tabde % Eeterenom of the prmers ssed in i sudy

Corne Sk Reberence
- Human Haatinat? gt
aifed 1humn BN
i Haran Hee 2 m)
ool et Harun 3
oolT 21 (LN HOMr L_m!
ol ) Mouse Mandr1 30955 o1
i) Mouse Marl1345185_ o1
wdse) Moare Mo g1
ol Mo wrne M AT )
ool 12a1 Mouse Ma0134555%_m1
i Monre \
ol Mone ]
acted N MadI1546100_ml
ant Mouse Mar] v
o Moune Moo 172 21
47, Statitiodl Andysts
The Kolmogoeow -Sestmaon v et wan perd 4 for vach sble. Varubi

were expoessod a svean tSD.U-MSuM B8t was used for comparisons, and
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informacion a los pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion biomédica.

El CEIm del Hospital Clinico Universitario de Valencia, tanto en su composicién como en sus procedimientos,
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Valencia, 13 de enero de 2023

Fdo. : Prof. Don Esteban Morcillo Sanchez

F-CE-GEva-1P v1.1 (26/04/22) Paginall1l

208



