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1.- INTRODUCCIO

Malgrat que el pronostic de la sindrome coronaria aguda ha millorat
considerablement en els ultims 30 anys, la cardiopatia isquémica segueix sent la principal
causa de mortalitat en el paisos occidentals i és la responsable d"un terg de les morts en

majors de 35 anys 2.

Quan es produeix una oclusi6 coronaria, €s posen en marxa una serie de canvis a
nivell biologic, histologic, estructural i funcional que condicionen el remodelat cardiac i
que predisposen als subjectes que la pateixen a desenvolupar disfuncié ventricular i
insuficiéncia cardiaca progressiva, el que s associa a un augment de la mortalitat >°. El
remodelat ventricular inclou la dilatacio i canvis geomeétrics del ventricle esquerre passant
d"una morfologia més conica a més esferica, aixi com la formacidé d”una cicatriu. Aquests
canvis s’inicien ja a la fase preco¢c com a resposta a una fase inflamatoria, i es
desenvoluparien a llarg terme amb la formacié posterior d"una cicatriu amb diposit de
col-lagen. Alguns individus desenvoluparan major remodelat amb majors variacions de
volums i geometria ventricular, el que no sempre va associat a infarts més extensos, si no

que existeixen diferents graus de resposta inflamatoria que modularien aquest procés ©.

El desenvolupament d"insuficiencia cardiaca després d"un infart, esta intimament
relacionat amb el procés de cicatritzacid i els canvis en la geometria (dilatacid, esfericitat,
aprimament mural) , funcié i estructura cardiaca. Per tant, el remodelat ventricular té
implicacions pronostiques en la cardiopatia isquémica "® i és una important diana

terapéutica.

Molts d’aquests canvis estarien regulats per I activacio neuro-humoral amb el

sistema nervios simpatic i I"eix renina- angiotensina-aldosterona. A dia d"avui les eines
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de les que disposem per disminuir aquesta cadena d’esdeveniments serien la
revascularitzacio precog, la regulacio neuro-humoral (betabloquejants, inhibidors de
I’enzim conversor d"angiotensina, els antagonistes del receptor de angiotensina i els
antagonistes de la aldosterona) i la terapia de resincronitzacio cardiaca en pacients

seleccionats °.

Malgrat una reperfusié coronaria optima i de la instauracié dels tractaments
farmacologics recomanats per aconseguir aquesta modulacié neuro-hormonal ¥, Ila
incidencia de remodelat ventricular esquerre post infart agut de miocardi segueix essent

elevada, arribant a un 30 %, depenent de la definicié de remodelat que s utilitzi 1412,

Per tant, existeix encara una necessitat clinica per la recerca de tractaments nous
i complementaris que puguin parar la progressio cap a la insuficiencia cardiaca en els
pacients que han sofert un infart recent i seria d”esperar que si s"aconsegueixen modular
les vies adequades, es podria millorar el pronostic de I"infart i disminuir el remodelat

ventricular.
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1.1- Fisiopatologia del remodelat

La lesio isquemica del ventricle esquerre després de I'infart agut de miocardi,
implica processos a nivell molecular, cel-lular i tissular, aixi com canvis hemodinamics
substancials que actuen a la vegada de manera negativa, amplificant la resposta

inflamatoria.

La oclusio coronaria aguda indueix la necrosi dels cardiomiocits, la qual cosa
activa una resposta immunologica innata que desencadena una important reaccid
inflamatoria amb I"expressi6 de mediadors pro- inflamatoris com citoquines,
interleuquines i metal-loproteases, aixi com la proliferacié i migracio6 de fibroblasts a la
zona infartada 3. La fase inflamatoria esta mediada per citoquines que afavoreixen el
reclutament de leucocits i macrofags. Els debris cel-lulars activen I'inflamasoma, una
estructura macromolecular que activa la caspasa-1 i la conversié de pro-interleuquina
(IL)-1b a IL-1b madura. La formacié i la activacio del inflamasoma amplifica la lesié
tissular i la resposta inflamatoria local i sistemica *4%°, Els leucocits eliminen les cél-lules
necrotiques i alliberen citoquines i factors de creixement. Posteriorment aquests neutrofils
entren en apoptosi, conduint a una progressiva desaparicio de I"infiltrat. EIs mondcits que
infiltren la lesio, expressen inicialment un fenotip pro-inflamatori (M1), seguit d"un canvi
cap a un fenotip angiogénic i pro-fibrotic (M2) 17, L apoptosi dels neutrofils i el canvi

fenotipic dels macrofags son processos clau en la resolucio de la inflamacio.

A la fase proliferativa, els fibroblasts es diferencien a miofibroblasts en resposta
a estimuls mitogens i anti-inflamatoris, adquirint la capacitat de sintetitzar col-lagen,
proteines de la matriu extracel-lular i proteines contractils 8, per formar la cicatriu i

mantenir la geometria ventricular i prevenir aixi la formacio d"aneurismes. Les cel-lules
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que no son cardiomiocits, principalment els fibroblasts, suposen el 70% del recompte
total de cél-lules cardiaques. Aquesta fase proliferativa, dona pas posteriorment a una fase
de maduracié de la cicatriu, on els miocits necrotics son progressivament substituits per
teixit fibrotic mitjancant un proces actiu on intervenen macrofags, fibroblasts i leucocits
que infiltren el teixit danyat 12 i la matriu extracel-lular es consolida amb la formacio
de ponts intra i intermoleculars. Es produeix posteriorment, una desactivacio i apoptosi
d"aquests fibroblasts i miofibroblasts. Tot aquest procés esta regulat per maltiples senyals

intra i intercel-lulars.

La inflamacio per eliminar miocits necrotics i la activacio fibroblastica per formar
una cicatriu sén clau en la reparacio de la lesid, pero sén respostes molt variables entre
els individus 2. Una resposta inflamatoria prolongada o excessiva, pot tenir
consequéncies catastrofiques en I arquitectura tissular i la funci6é organica, per tant, la
reparacio dels teixits afectats requereix I activacié adequada de vies inhibitories

endogenes que restringeixin i suprimeixin les senyals pro-inflamatories 22.

Cada vegada hi ha més evidencia del paper de la inflamacid en la insuficiéncia
cardiaca encara que les vies fisiopatologiques i el paper de les diferents cél-lules i
interleuquines no estan del tot aclarits 222°. Per exemple, se sap que la interleuquina-6
actua com a reguladora de la resposta immune, suprimint I"activacié incontrolada de la
cascada inflamatoria i podria ser beneficiosa en la fase cronica en dos aspectes: prevenint
la necrosi de les cel-lules apoptotiques reduint I"alliberacié d”elements pro-inflamatoris i
inhibint les cél-lules pro-inflamatories, especialment els monocits i els macrofags 2. Per
altra banda, els nivells elevats de IL-6 en la fase aguda de I'infart agut de miocardi,

s"associen a més efectes adversos durant el seguiment 2’

18



1.2- Antiinflamatoris i infart

Malgrat resultats inicialment encoratjadors en models pre-clinics amb tractaments
antiinflamatoris en el context de I"infart de miocardi, a dia d"avui no hi ha hagut resultats

beneficiosos en estudis clinics randomitzats 8 (taula 1).

Una revisio sistematica i metaanalisi del paper dels glucocorticoides en I'infart ,
no va mostrar beneficis en la supervivéncia 2°, i per tant estan desaconsellats en les guies
cliniques donat el seu potencial efecte advers en la retencio de liquids, hiperglucémia,
atrofia muscular a més d afavorir el remodelat ventricular *°. Pel que fa al paper dels
antiinflamatoris no esteroides (AINES), estudis experimentals han mostrat resultats
contradictoris, pero sembla que retardarien més que disminuirien la necrosis, amb el risc
de formacié d"aneurismes i ruptura de la paret ventricular 312, S’ha estudiat també el
potencial benefici dinhibir diferents integrines, amb anticossos monoclonals contra
CD18 0 CD11/CD18 *, o p-selectina (una molécula d"adhesio leucocitaria) **, també amb
resultats negatius. Anticossos contra components del sistema del complement, tampoc
han mostrat beneficis definitius en la reduccié de l'infart ni en la millora de la
supervivencia 377, Bloquejants de la IL-1 han mostrat resultats favorables en models
pre-clinics i en estudis fase 2 *¥3°. Una publicacio recent, va mostrar que la inhibicié de
IL-1 mitjancant un anticos monoclonal (Canakinumab 150 mg, injeccions subcutanies
trimestrals) en pacients amb antecedent d” infart i elevacié de proteina C reactiva (> 2
mg/l) , reduia la recurrencia d"esdeveniments cardiovasculars en comparacié amb placebo

durant un seguiment de 3.7 anys, encara que s associava a major taxa de infeccions greus

40

La inhibicié de la IL-6, la IL-10 o el TNF-alfa també han estat estudiades amb

resultats majoritariament no concloents %%, S"ha vist que el bloqueig del receptor de IL-
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6 amb |"anticos monoclonal Tocilizumab en pacients amb artritis reumatoide, s"associa a

una menor taxa d esdeveniments coronaris 6.

El paper de la inhibici6 de les metal-loproteases per disminuir la dilatacio i el
remodelat ventricular no ha mostrat tampoc resultats definitius a dia d"avui, encara que
sembla que podria tenir efectes beneficiosos 4/~#°. El tractament amb Immunoglobulina
G intravenosa, no ha mostrat resultats positius en el remodelat en estudis fase 2 *°. S estan
explorant noves vies en estudis experimentals que podrien disminuir la inflamacid, el
remodelat i la fibrosi postinfart (Junctional adhesion molecule-A, inhibicié de TNF-alfa
amb nanoparticules de DNA...) °2°2 aixi com noves potencials dianes terapéutiques com
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) *3. Per altra banda, farmacs més antics com
la colchicina podrien també jugar un paper en la inflamacio post-infart >+, perd no hi

ha suficient evidéncia per utilitzar-los en la practica clinica.

L estudi LATITUDE TIMI 60 va mostrar que el tractament amb Losmapimod via
oral (inhibidor selectiu de la p38 MAPK, quinasa que amplifica la cascada inflamatoria
estimulant la producci6 de multiples citoquines), en pacients amb antecedent d”infart, no
reduia el risc d"esdeveniments isquémics majors durant un seguiment de 12 setmanes

després de la randomitzacio *°.

El tractament amb metotrexat, no ha mostrat resultats positius en la reduccié del
tamany de I"infart, tenint, a més , un efecte perjudicial empitjorant la fraccio d”ejeccio del

ventricle esquerre als 3 mesos de tractament °’.

Els receptors de quimiocines (pertanyents a la familia de les citoquines, algunes
amb propietats pro-inflamatories i d"altres amb propietats homeostatiques) s"han proposat

també com a potencials dianes terapéutiques en el context de I"infart de miocardi 8. S"ha
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vist que la inhibicio del Receptor de quimiocina 2 (CCR2) disminueix el tamany de les
plaques aterosclerotiques en models animals *° i que sembla tenir un paper important en

la inflamacio vascular .

L estudi de la fisiopatologia dels canvis post-infart i els possibles marcadors
associats és una area d’interes que té el potencial de millorar el pronostic dels pacients i
la monitoritzacio terapéutica 5. Actualment, pocs marcadors de remodelacio precog

estan disponibles a la practica clinica.
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Taula 1. Principals vies antiinflamatories explorades en I’ infart.

Glucocorticoids AINES Integrines Sistema del Citoquines Metal-loproteases Inhibidors MAPK | Immunosupressors
complement

Giugliano et al, Lefer etal, 1979 Baran et al, De Zwaan et al, Abbate et al, 2010 (Inh Hudson et al, 2006 O’Donoghue et Moreira et al, 2017.
2003 (ibuprofeno) 2001 (Acanti | 2002 (inh C1; Receptor IL1; Anakinra) (PG-116800. al, 2016 Metotrexat
(Metaanalisi) CD18) Cetor) inh MMP) Inhibidor p38

Romson et al, Abbate et al, 2013 (Inh MAPK
16 estudis, 1982 (ibuprofeno) | Faxon et al, Mahaffey et al, Receptor IL1; Anakinra) Cerisano et al, 2013 (Losmapimod)

2002 (Ac anti | 2003 (Ac anti C5; (Doxicilina)
_ ; Hammermann et CD11/CD18) | pexelizumab) Padfield et al, 2013 (inh
?a_rdrf:c%: diferents al, 1983 _ TNF-alfa, Etanercept)
hidrocortisona (indometacina) Tardif et al, _ Granger et al1
d exametasona’ 2013 (/—\_c anti | 2003 _(Ac anti C5; | Swerdlow et al_, _2012
prednisona, ’ Gislason et al, p-selectina) pexelizumab) (Inh IL-6, Tocilizumab)
metilprednisona 2006 (Inh COX-2) .
Armstrong et al, Ridker et al, 2017 (Inh IL-

Timmers et al, 2007 (Ac anti C5; | 1: Canakinumab)

2007 (Inh COX-2) pexelizumab)
No efectes Efectes no Abséncia de Resultats Efectes discordants en No efecte amb PG- No reduccié No reduccié tamany
adversos en concloents. beneficis contradictoris reduccid remodelat amb 116800 d’esdeveniments | de I'infart.
cicatritzacié pero clinics ni en inh Receptor IL1. Disminuci6 del isquémics majors | Empitjorament de
efecte beneficids Potencial risc de el tamany de Reducci6 neutrofilia amb remodelat als 6 m la fraccio6 d’ejeccid.
no concloent formacio I"infart inh TNF-alfa perd augment | amb doxiciclina

d“aneurismes i agregacio plaquetaria i
Desaconsellats en | ruptura monocitaria
guies cliniques ventricular.

(efectes
remodelat)

Augment pressid
arterial,
disminucio
perfusid renal, risc
hemorragies
digestives

Tocilizumab: menor taxa
esdeveniments coronaris en
pacients amb artritis
reumatoide.

Canakinumab: reduccio
recurrencia
d“esdeveniments
cardiovasculars, perd major
taxa de infeccions greus
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1.3- GAS6-TAM

El producte del Growth Arrest-Specific gene 6 (GAS6) és una proteina dependent
de la vitamina K que es va clonar i caracteritzar en 1993, i que té una homologia
estructural i seqlienciacié similar a I"anticoagulant natural Proteina S (44% de similitud)
62, Malgrat la preséncia d"un domini acid y-carboxiglutamic en la seva estructura, no s’ha
identificat que tingui cap paper en la coagulacid. A diferéncia de la proteina S, que és de
sintesi hepatica i que es troba en concentracions abundants en sérum, les concentracions
de GAS6 en plasma so6n unes mil vegades menors (nanograms/ml) i la seva expressio té
lloc principalment al teixit cardiac, ronyons i pulmons, aixi com a les cél-lules endotelials
83, cel-lules musculars lises ® i moll d*os ®°. Aquesta proteina actua de lligam d una
série de receptors transmembrana, tirosin-quinasa que inclouen AXL, MerTK i Tyro3,
coneguts com receptors TAM, amb propietats immunologiques i oncogéniques °6¢7
(figura 1). GAS6 s’uneix als receptors TAM amb diferent afinitat (Axl >>Tyro3
>>MerTK) i les seves funcions semblen estar limitades a 1'activacié d’aquests
receptors. AXL s’activa unicament via GAS6, mentre que tant Tyro3 com MerTK ho

poden fer via proteina S.
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Figura 1. Estructura de GAS6 i els seus receptors TAM

N-terminal N-terminal
rer . Domini GLA .
= dominis Ig
— Domini EGF-like
.
e
LG1

. dominis fibronectina tipus 3
Domini SHBG-like

LG2
C-terminal
I dominis Tirosin-Kinasa
C-terminal
Estructura de GAS6 Estructura de AXL/tyro3/Mer

TSR: regio sensible a la trombina
EGF: epidermal growth factor

LG: laminina G

SHBG: sex hormaone binding globulin

lg: immunoglobulina

Estudis in vitro i in vivo en ratolins han mostrat que GAS6, principalment via
AXL, amplifica I"activacio de les cél-lules endotelials afavorint la interaccié amb les
plaquetes, |"extravasacid de leucocits, i la trombosi durant estimuls inflamatoris ®°. Per
altra banda, un dels receptors TAM, concretament Mer Tyrosine Kinase (Mer-Tk),
participa en la modulacio de la secreci6 de TNF-alfa atenuant el xoc endotoxic i

disminuint la inflamaci6 estéril després d”un dany tissular, en models animals "%,

Per tant, GAS6 podria disminuir la inflamacié mitjangcant I"activacié de MerTK
(encara que no s’ha vist amb AxI ni Tyro3) el que modula la secrecio de citoquines,

activant una via antiinflamatoria que involucra PI3K/AKT/GSKS3 beta i NF-kappaB .

L eix Gas6/AxI augmenta paral-lelament a la progressio de la malaltia hepatica

cronica afavorint I"activacio de les cél-lules estrellades i la fibrosi. Els ratolins Knock-
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out per AXL, tenen menys activacio d aquestes cel-lules i menys fibrosi després d"una
lesié hepatica. Aquestes troballes suggereixen que aquest sistema podria representar una
diana terapéutica en maneig de la fibrosi '3, i, demostren que el complex GAS6-TAM

juga un paper en la inflamacid i cicatritzacio després d"un dany tissular (figura 2).

En humans, sembla que les concentracions plasmatiques de GAS6 es
correlacionen de forma positiva amb la severitat de la malaltia en la pancreatitis aguda,
estant més elevades en aquells pacients amb disfuncié multiorganica. S"ha hipotetitzat
que l"elevacié de GAS6 podria reflexar anomalies en la microcirculacio i fagocitosi de
les cél-lules mortes 7. S"ha vist també que les concentracions plasmatiques de GAS6

estan elevades en la sepsis i que tenen implicacio pronostica .

GASG i la proteina S, s"uneixen a la superficie de les cel-lules apoptotiques i, al
mateix temps, interactuen directament amb receptors TAM expressats en la superficie
dels macrofags, afavorint la fagocitosi de les cel-lules apoptotiques i els debris. El sistema
GAS6-TAM sembla interaccionar i cooperar amb altres xarxes fagocitiques incloent
sistemes basats en integrines o receptors scavenger, i podria servir com a integrador

d"aquests sistemes 6.

L eliminacio de les cel-lules apoptotiques (esferocitosi) és un procés clau en la
resoluci6 de la inflamacid i reparacio tissular ’’. Sembla ser que la fagocitosi d"aquestes
cél-lules estaria determinada principalment per MerTK en condicions basals i per Axl en
situacions d’inflamacié "®. MerTK és un dels principals receptors pro-apoptotics en la
superficie dels fagocits i s"expressa principalment en els macrofags M2c amb un fenotip
antiinflamatori. Les deficiencies d"aquest sistema s”han associat a malalties inflamatories
croniques, aterosclerosi, degeneracié retiniana i a malalties autoimmunes (p ex,

I"expressio de GASG i els receptors TAM esta disminuida en la psoriasi). Per altra banda,
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una sobre expressié d’aquestes proteines es correlaciona amb un pitjor pronostic en

determinats cancers %82,

Figura 2. Efectes dels receptors TAM en la inflamaci6 (adaptat de van der Meer et al,
Blood 123, 2460-9 (2014).

LPS

l L interferd alfa (IFN-a) indueix
I"'expressi6  dels  receptors
TAM. La senyalitzaci6 TAM
usurpa la via IFNAR/STAT1
per inhibir la senyalitzacié TLR
i JAK via SOCS1i SOCS3.

Cytokines

L'activaci6 TAM indueix
Twist, que suprimeix la
transcripcid de proteines pro
inflamatories dependent de NF-
kB. A la vegada, NF-kB
inhibeix I"expressié de GAS6 i
proteina S.

S0C51
S0CS3

ASK1  IRF7

(ASK, apoptosis signal-regulating kinase; IRAK, interleukin-1 receptor- associated kinase; IRF, interferon regulatory factor; JAK,
Janus kinase; MyD88, myeloid differentiation primary response gene 88; TRAF, TNF receptor—associated factor; TRIF, TIR domain

—containing adapter-inducing IFN-b; STAT, Signal Transduction and Activators of Transcription Factors; SOCS Suppressors of
Cytokine Signalling)

Els receptors TAM estan expressats amb major o menor intensitat depenent del
tipus cel-lular, essent SAXL el que predomina a nivell cardiac. Aquests receptors tenen
propietats senyalitzadores en el creixement cel-lular i la inhibicié de la apoptosi 84848,
Per exemple, estudis in vitro mostren que el tractament de les cel-lules musculars llises
vasculars amb 100 pg/L de GAS6 disminueix de manera significativa el seu nivell

d"apoptosi, mitjancant la via AxL-fosfaditilinositol 3 kinasa . En aquesta mateixa linia,
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s’ha vist que Tyro3, Axl i MertK, estan expressats de manera anomala en maultiples
neoplasies hematologiques i epitelials, i que indueixen la supervivéncia cel-lular, la
resistencia a la quimioterapia i augmenten la motilitat cel-lular. Per tant, la seva inhibicid
podria estimular la immunitat antitumoral, reduir la supervivencia cel-lular i potenciar la

resposta a la quimioterapia disminuint el potencial metastasic en determinats cancers .

Per tant, dos processos regulats per TAM que podrien contribuir a la homeostasi
immune disminuint la inflamaci6 en la fase aguda de la lesié tissular sén la regulacio
negativa de la immunitat innata atenuant la transcripcio de proteines pro inflamatories i
la fagocitosi de cel-lules apoptotiques i els debris cel-lulars. A més llarg termini sembla
que podria jugar un paper en la modulacié de la inflamacié i la cicatritzacio. Per aquest
motiu, és d’esperar que el sistema GAS6-TAM jugui també un paper important en la
inflamacid i cicatritzacié miocardica després de I"infart, tant el la fase aguda modulant la

inflamacid com en la fase cronica en la formacié de fibrosi.

Els nivells circulants de la part soluble dels receptors TAM poden detectar-se i
mesurar-se en sang formant un complex estable amb el seu lligam GAS6, degut a |I"efecte
proteolitic de les Disintegrin and Metalloproteinase domain-containing proteases

(ADAMs) &7,
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1.4- GAS6-TAM en patologia cardiaca

Fins a dia d"avui, molts pocs estudis s"han centrat en la importancia de GAS6-
TAM en la patologia cardiaca. S"ha vist que GAS6 sembla actuar com a factor de
creixement dels fibroblasts cardiacs en estudis animals, estimulant el creixement i la
supervivencia dels mateixos en ratolins Knock-out per GAS6. Aquests efectes eren
neutralitzats per anticossos anti-GAS6, i no tenien lloc en cél-lules tractades amb
warfarina al ser el producte de GAS6, una proteina dependent de vitamina K &, Per altra
banda, MerTk esta especialment involucrat en 1’esferocitosi de les cel-lules apoptotiques
i les deficiencies d aquesta proteina en models animals augmenten la grandaria de I"infart,

i condueixen a endarrerir la resolucié de la inflamaci6 i empitjorar la funcio sistolica .

Estudis en humans han mostrat una relacio entre el sistema GAS6-TAM i la
insuficiéncia cardiaca. Un estudi recent va evidenciar que 1’expressio proteica de AXL
esta augmentada significativament (6 vegades) en el miocardi de pacients amb
insuficiéncia cardiaca terminal respecte a un grup control format per donants sans. També
es va observar un augment significatiu dels nivells circulants de AXL (sAXL) al serum
en una serie de 192 pacients amb insuficiencia cardiaca en comparacié amb un grup
control de persones sanes. A més, aquest estudi va mostrar que els nivells de sAXL
augmentaven progressivament en funcio de la severitat clinica de la insuficiéncia cardiaca
(classe funcional segons la NYHA). A part de que es va observar una correlacié lleugera
entre SAXL i els nivells de BNP, els pacients amb valors alts de SAXL (per sobre del
tercer quartil) presentaven una major probabilitat d’esdeveniments cardiacs adversos
(principalment mortalitat per causa cardiaca o necessitat de trasplantament, pero també
d’ingressos per insuficiéncia cardiaca) en comparacio als pacients que només tenien BNP

significativament elevats *° (Figura 3).
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Figura 3. Adaptat de Batlle et al. Int. J. Cardiol. 173, 402-9 (2014). Supervivéncia

lliure d’events segons nivells per sobre (H_) o per sota (L_) del tercer quartil de
SAXL, BNP o de BNP+sAXL (2M).

En un treball del mateix grup, seguint aquests individus amb insuficiéncia
cardiaca (n=192) durant 3.6 anys, i valorant el valor pronostic de diferents marcadors, es
va veure que els nivells de SAXL -també els de BNP, hs-TnT (troponina T ultrasensible)
i CICP (C-terminal propeptide of type | procollagen)- eren indicadors d”esdeveniments
adversos. A més es va confirmar que la combinacié de BNP i sAXL tenia un valor
predictiu superior a I"observat Unicament amb BNP. Tant BNP, sAXL i la classe

funcional (NYHA) eren factors de risc independents per esdeveniments clinics .

No existeix evidencia prévia del paper que pugui tenir el complex GAS6-TAM
més especificament en el context de I"infart agut de miocardi. Un Unic estudi publicat en
una mostra petita de pacients, va mostrar que els nivells de SAXL estaven augmentats en
la fase aguda de I"infart en humans (primeres 24 hores de I"ingrés), pero no es va estudiar
la seva relacié amb la funcié o el remodelat ventricular durant el seguiment, ni es van

determinar els nivells de GAS6 %2 .
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Com s ha esmentat préviament, degut al paper de GAS6-TAM en la modulacio
de la inflamacio i el desenvolupament de fibrosi en el procés de cicatritzacio, podria tenir
un paper clau en el remodelat ventricular post-infart i el desenvolupament de insuficiéncia

cardiaca. No hi ha dades publicades en aquest aspecte en humans.
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2.- HIPOTESIS | OBJECTIUS

Les dues principals hipotesis d"aquesta tesi son:

1. Confirmar si els nivells de SAXL, un dels receptors que conformen el sistema
TAM, i del seu lligam GAS6 estan augmentats en la fase aguda i en el seguiment

a mig termini després d'un SCAEST.

2. Les observacions prévies mostren un augment en la expressio de AXL en el teixit
miocardic i en el serum que és proporcional a la severitat dels simptomes en els
pacients amb insuficiencia cardiaca de multiples etiologies. En la mateixa linia,
els nivells de AXL i GAS6 en el serum desprées del SCAEST estarien associats al
desenvolupament d” insuficiéncia cardiaca i remodelat ventricular advers que,
almenys parcialment podria estar condicionat per un augment de la fibrosi

intersticial del miocardi remot.

Obijectius especifics:

Hipotesi 1

- Objectiu 1. Mesurar els nivells sérics de dos dels components de GAS6-TAM
(GASG6 i SAXL) per determinar si estan augmentats en la fase aguda i als 6
mesos post-infart agut de miocardi amb elevacié del segment ST comparats

amb un grup control.
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Hipotesi 2

Obijectiu 2. Determinar si els nivells serics de GAS6 i SAXL es correlacionen
amb el desenvolupament d’insuficiéncia cardiaca avaluada clinicament i

mitjancant la determinaci6 del BNP.

Obijectiu 3. Estudiar si els nivells de GAS6 i SAXL permeten predir 1’aparicio
de remodelat ventricular advers, avaluat mitjancant parametres de ressonancia
magnética cardiaca realitzada durant la primera setmana del SCAEST i als 6
mesos de seguiment, aixi com I’ocurréncia d’esdeveniments clinics durant el

seguiment.

Objectiu 4. Esbrinar si hi ha associacié entre 1’expansié del volum
extracel-lular miocardic al miocardi remot no infartat, mitjancant técniques de
mapeig T1 com mesura de la preséncia de fibrosi intersticial difusa, i el

desenvolupament de remodelat advers ventricular de forma genérica.

Obijectiu 5. Investigar la relacio de SAXL i GAS6 despres del SCAEST i la

progressié de la fibrosi intersticial difusa, com a possible mecanisme

involucrat en el remodelat ventricular.
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3.- MATERIAL | METODES

3.1- Poblacio de l’estudi

Es van estudiar 227 pacients admesos a la Unitat de Cures Cardiaques Agudes amb
un primer SCAEST, sotmesos a angioplastia primaria. Els pacients eren inclosos a
I"estudi si es presentaven amb dolor toracic tipic de més de 30 min de duracid i tenien
elevacidé del segment ST en al menys 2 derivacions contigiies de >0.2 mV en les
derivacions V2-V3 0 >0.1 mV en altres derivacions o sospita d"infart posterior. En tots
el casos es va confirmar després de 1’angioplastia 1’augment de troponina per sobre del
llindar necessari per confirmar el diagnostic *°. El tractament amb IECAs (captopril 0
enalapril a una dosi d’almenys 6.25 mg/8 h o 2.5 mg/12h, respectivament) i beta-
bloguejants (bisoprolol o carvedilol a una dosi d’almenys 1,25 mg/12 hs o 3,125 mg/12
hs, respectivament) es va iniciar precogcment (<24 hs) a criteri médic i en abséncia de
contraindicacions. A mes, els pacients amb fraccio dejeccié del ventricle esquerre
(FEVE) estimada per ecocardiografia < 35% varen ser tractats amb espironolactona o
eplerenona (25 mg/24 hs). La determinaci6 de troponina serica va ser mesurada durant
48 hores, cada 6h durant les primeres 12 hores i cada 12 hores posteriorment. A més, es
van mesurar els nivells serics de péptid natriurétic (BNP), dins les primeres 48 hores de
I"ingrés. Els individus amb inestabilitat hemodinamica o alguna contraindicacid per
sotmetre’s a una ressonancia cardiaca amb gadolini com els pacients amb insuficiéncia
renal amb filtrat glomerular < 30 ml/min, no es van incloure en el estudi. Per altra banda,
els pacients amb malalties fibrotiques concomitants, com cirrosi hepatica, fibrosis
pulmonar, o qualsevol malaltia inflamatoria o autoimmune cronica, tanmateix com els

pacient amb neoplasies actives van ser exclosos. Un total de 294 pacients es van
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contemplar per al protocol, dels quals 67 van ser exclosos per alguna de les raons

esmentades (figura 4).

Figura 4. Diagrama amb la mostra inicial contemplada per I'estudi i les raons
d“exclusio.
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3.2- Extraccio de les mostres

Una mostra de sang es va extreure de cada participant en el 1ler dia post-infart, un
altre al 7¢ dia post-infart i una tercera mostra als 6 mesos. Com a control es van utilitzar
mostres de 20 individus sans, ajustats per sexe, edat i factors de risc cardiovascular

classics amb la poblacio del estudi. Els controls van ser obtinguts d'una consulta externa
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de cardiologia. En tots els controls es va descartar, mitjancant entrevista dirigida, la

realitzacié d'un electrocardiograma i una exploracié fisica complerta, I"existéncia de

patologia cardiaca prévia.

Una vegada extretes, les mostres es van posar en gel i es van centrifugar a 1800

RCF g (Relative Centrifugal Force) durant 10 min a 4° C. Es va recollir el sobrenedant i

es va conservar en aliquotes a -80 ° C fins a la seva analisi.

3.3- Determinacio de sAXL i GAS6

Per tal de determinar les concentracions de SAXL i GAS6 es va utilitzar un

métode ELISA %,

SAXL

Es van utilitzar plaques de maltiples pous (96 pous) (figura 5), recobrint-los
amb |"anticos de captura AF154 (R & D Systems) a una concentracié de 2,0 g
/ ml en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5
mm, pH 7,2). Les plaques es segellaven i es deixaven durant la nit a
temperatura ambient. Posteriorment es rentaven tres vegades amb tampé de
rentat (PBS amb 0,05% de Tween 20) i després es bloquejaven durant 1 h amb
PBS que conté 1% de BSA (Bovine Serum Albumin; Sigma). Les mostres de
serum es diluien 40 vegades en PBS. Es feia una corba estandard per dilucié
en serie d'una proteina SAXL purificada produida mitjancant I'expressio
recombinant de la part extracel-lular de AXL (R & D Systems). Les
concentracions es donen com ng/ml. S’utilitzava un control negatiu sense
mostra de plasma i mostres de plasma d"un control sa per a la realitzacié de la

recta patro.
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Despreés de I'addicié de la mostra, les plaques es rentaven tres vegades amb
tampo de rentat (PBS amb 0,05% de Tween 20). Llavors, s"afegien 100 mcl
de la BAF154, diluida en PBS que conté 1% de BSA a una concentracio de 50
ng/ml i s"incubaven 2h a temperatura ambient. Els passos d'aspiracid/rentat es
repetien i s"afegien 100 mcl de la dilucié de treball de estreptavidina-HRP
(Sigma) a cada pouet. La placa es cobria i s'incubava durant 20 min a
temperatura ambient. Els passos d'aspiracio / rentat es repetien i s"afegia una
solucio de tetrametil-benzidina (Sigma). La reaccié s aturava amb acid
sulfuric a una concentracié d'1 M. L"absorbancia dels pouets es determinava

amb un lector de plaques automatic a 450 nm.

GAS6

Per la determinacio de GASBG, es va repetir la mateixa técnica per a cada mostra,
utilitzant com a anticos de captura AF885 i com a anticos de detecci6 BAF885, també
obtinguts de R&D Systems. Les mostres es diluien 40 vegades i es repetien els passos de

ELISA utilitzant la mateixa seqiiéncia que la descrita préviament .
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Figura 5. Model de placa de 96 pouets per ELISA, utilitzada per a la mesura de GAS6

i SAXL.

3.4- Ressonancia magneética cardiaca

Un estudi amb ressonancia magnetica cardiaca es va fer a cada pacient durant
I"ingrés i als 6 mesos de I"esdeveniment coronari. Es va utilitzar un aparell de 1.5 T 0 3T
(SIEMENS, Erlangen, Germany), o Signa CV HDX-t, (General Electric, Wisconsin,
EEUU), equipat amb un software cardiac. La funcid ventricular esquerra es va determinar
utilitzant una seqtiencia de cine convencional SSFP (steady-state free-precession cine) en
talls sequiencials de 10 mm sense gap entre la base i I"apex, per aconseguir una cobertura
completa del ventricle esquerre. Les imatges de realc tarda es van adquirir de 10 a 15
minuts després de I"administraci intravenosa de gadodiamida-DTPA (Omniscan®,
Amersham Health, Madrid) o Gadobutrol (Gadovist®, Bayer Hispania, Barcelona, Spain)
a una dosi de 0.2 mmol/Kg utilitzant una seqiiéncia segmentada de eco-gradient
d“inversi6-recuperacié (GEIR o Turbo-FLASH). El temps d”inversio es va ajustar per

anular el miocardi normal, tipicament entre 180 i 320 ms. El tamany de la matriu es va
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establir a 256 i el camp mig de visio a 360 mm, resultant en un tamany de voxel de 1.4
per 1.4 per 10 mm i un volum del voxel de 11,8 mm?. Els parametres tipics d’imatge
utilitzats foren els segients: temps de repeticié de 800 ms; Temps d’eco 2 ms; angle
d'inclinacio de 20°; Amplaria de banda 140 Hz/px; 35-40 linies de I'espai K emplenades
cada dos batecs. Adquisicio en paral-lel amb factor de processament GRAPPA x 2. Els
estudis de funcié basal i de seguiment per a cada subjecte van ser comparats
simultaniament, amb especial atencio als talls basals per assegurar la comparabilitat dels

estudis.

Els contorns endocardics i epicardics es van tracar manualment en talls
seqliencials en eix curt en les seqliéncies de cine per tal de determinar els diametres
telesistolic (DTSVE) i telediastolic (DTDVE) del ventricle esquerre i la FEVE utilitzant
el software Argus ® (SIEMENS, Erlangen, Germany). Per mesurar la grandaria de
I"infart, es va utilitzar una eina de segmentacio de desenvolupament propi (TCTK®) en
l'entorn de la plataforma MATLAB (The MathWorks, Natick, Massachusetts) .
Inicialment, els contorns endocardics i epicardics es van tracar manualment en |"eix curt
amb contrast. Un observador experimentat va tragar el miocardi hiperintens, i aquelles
arees es van processar amb un algoritme per definir el miocardi infartat d"acord amb el
criteri de la meitat de la maxima intensitat de pixel. Breument, un histograma de les
intensitats de pixel es va crear per la totalitat de la regié dinteres. Posteriorment, el
software identifica la maxima intensitat de pixel. L"extensio final de I"infart es defineix
automaticament com aquells pixels amb una intensitat de senyal superior al 50% del
maxim a la regié inicial. Les arees infartades es van sumar i posteriorment es van dividir
pel total de la paret ventricular esquerra per calcular el tamany de l'infart com a

percentatge de la totalitat del ventricle esquerre (figura 6).
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La obstruccié microvascular (OM), es va definir com a qualsevol area de
hipointensitat en el real¢ tarda, envoltada per una zona de hiperintensitat, i es va incloure
també en el tamany de I"infart. Un index d obstruccié microvascular es va definir sumant

tots els segments amb OM, d"acord amb el model recomanat de 17 segments.

El remodelat ventricular, es va definir com un augment del 20% en el volum
telediastolic del VE (VTDVE) entre la ressonancia durant I"ingrés i la realitzada als 6

mesos 11,

Figura 6. Métode pel calcul del tamany de I"infart. A: imatge de ressonancia cardiaca
en I'eix curt on es veu captacidé de contrast en zona anterolateral. B: Tracat dels
contorns epicardic i endocardics i de la zona hiperintensa (necrotica) per calcular el
percentatge de ventricle infartat.

Calcul del volum extracel-lular

El temps de relaxacié T1 és una qualitat dels teixits que depen de la rapidesa en
que els seus protons reequilibren els spins després de ser excitats amb un pols de

radiofrequéncia. Depén, entre altres coses, del contingut de molecules d aigua en la seva
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composicio. El T1 natiu és una mesura inherent a cada teixit. EI calcul del valor de T1
natiu no requereix la utilitzacio de contrast paramagnétic i aixo aporta un avantatge
diagnostic en pacients amb contraindicacions per 1"Us de gadolini. Per altra banda, el seu
valor pot variar segons |"equip utilitzat, la sequéncia i el camp magnétic, i a mes esta
sota la influéncia de la freqiiéncia cardiaca, edat i el sexe %. El valor de T1 natiu del
miocardi augmenta amb la fibrosi, I"'edema i la amiloidosi i es redueix en altres
circumstancies com I"acumulacio de lipids o el diposits de ferro ° . Un mapa de T1 seria
una imatge parametrica a on la intensitat de senyal de cada voxel és directament

proporcional al temps T1.

La majoria de contrastos a base de gadolini sén composts extracel-lulars, és a dir
que es distribueixen entre els compartiments intravascular i intersticial, perd no a |’espai
intracel-lular en situacions d’indemnitat de la membrana cel-lular. Per tant, el T1
postcontrast augmentat reflexara I"increment de I"espai intracel-lular (en el cas de I"infart
agut per pérdua de la integritat de la membrana cel-lular) o una expansié de | espai
intersticial (indicador indirecte de la fibrosi intersticial). Les zones fibrotiques o on hi ha
expansio de |"espai intersticial, tindran una major acumulacié de contrast secundari a
I’increment del volum de distribuci6 i pel fet afegit que aquestes arees presenten una
cinética de rentat de gadolini més retardada, i per tant exhibeixen un temps de relaxacié
més curt. No obstant, el T1 postcontrast també té limitacions i ha perdut popularitat ja
que és dependent del temps transcorregut després de I"administracio de gadolini, la dosi,
la funci6 renal i I’aclariment de contrast, la freqiiéncia cardiaca o de I"hematocrit %7 Per
aquest motiu, el que actualment té més intereés és el calcul del volum extracel-lular (VEC)
comparant els mapes de T1 natiu i el post contrast. EI VEC és un parametre que representa
la fraccio d’espai ocupada per la matriu extracel-lular en un volum de teixit (volum del

pixel). Es pot calcular coneixent el canvi en el valor de T1 en la sang i en el miocardi

44



abans i passats uns 15 minuts de I’administracié de contrast a dosi de 0,15-0,2 mmol/kg.
Assumint que la constant de difusio del gadolini entre la sang i el miocardi és més rapida
que I’eliminacié renal, s’ha vist que després del bolus d’aquesta quantitat de gadolini
s’aconsegueix un equilibri dinamic entre tots dos compartiments que es manté dels 15 als
50 minuts després de la injeccio %%, Coneixent el valor de hematocrit es pot calcular el
volum de distribucio del gadolini en la sang (1- hematocrit) i facilment es pot calcular el

VEC del miocardi d’acord a la segiient formula,

VEC miocardi = (1 — hematocrit) X RImiocardi/ Rlsang,

On R1miocardi és (1/T1miocardi precontrast — 1/T1miocardi poscontrast) i R1sang és

(1/T1sang precontrast — 1/T1sang poscontrast).

A la fase aguda de I’infart el VEC estaria determinat per la suma de I"espai
intracel-lular, la matriu intersticial i ’espai intravascular i, com al T1 postcontrast, se’l
considera un indicador indirecte de la fibrosi intersticial, validat histologicament, pero
menys sensible als factors de confusio %1%, Alguns autors han proposat que el calcul
del VEC en la fase aguda en una zona infartada, podria donar una mesura més acurada de
la grandaria de I'infart que la captacié tardana de gadolini %2, En la mateixa linia, la
determinacio6 del VEC en la zona isquémica a la fase aguda (2 dies post infart) ha mostrat
utilitat pronostica, essent els valors de VEC < 0.5, predictors de millora de la motilitat
segmentaria als 3 mesos 1. Aquests avantatges que tindria el calcul del VEC en la fase
aguda del SCAEST serien atribuibles a la capacitat d’aquest parametre per distingir entre
el miocardi necrotic, que evolucionara a teixit cicatricial no funcional i el dany miocardic

predominantment per edema amb capacitats per la recuperacié funcional.
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El VEC representa la fraccio de volum de miocardi que no esta ocupat per
cél-lules, que es correlaciona amb la fraccio de volum de col-lagen. EI VEC dels individus

sans oscil.la entre 24-28% i és independent de I"equip de ressonancia utilitzat (taula 2).

Taula 2. Temps de T1 natius i VEC en persones sanes, en estudis en sequiencia MOLLI
en diferents induccions magnetiques.

ESTUDI EQUIP DE RMC T1 natiu (ms) VEC (%)
Dabir et al (2014) 1,5T (n 30) 950 + 21 25+4
3T (n32) 1052 + 23 2614
Luetkens et al. (2016) 15T (n 50) 967 + 28 27,7+5,8
Kellman et al. (2015) 1,5T (n 62) 965 + 35 254 %25
Puntmann et al. (2013) 3T (n30) 1070 £ 55 279

Pel calcul dels mapes de T1, es trasllada mitjancant un co-registre de les imatges
pixel a pixel, el temps de relaxacio (mesurat en milisegons) i s"aplica una escala de colors
per facilitar I"analisi visual. Les zones on s"acumula contrast (per exemple, per fibrosi

focal o difusa) tindran un temps de relaxacié més curt que el miocardi normal 1%,

Per determinar el T1 natiu i el VEC es van analitzar 3 regions d’interés, lluny de
la zona infartada (zona de real¢ tarda de gadolini), evitant incloure grassa epicardica i
cavitat ventricular. Es van usar sequéncies MOLLI (Modified Look-Locker inversion
recovery), que permeten I"adquisié d"imatges en una sola apnea i en la mateixa fase del

cicle cardiac 1%.

Es va determinar el T1 basal i 20-25 minuts despres de I"administracio de contrast

(bolus de 0,2 mmol/kg) pel calcul del VEC. Es va fer la mitja de les tres determinacions
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per millorar la fiabilitat i reproductibilitat. Les regions d”interés es van seleccionar als
segments basals i mig ventricular, intentant les menors variacions possibles de
localitzacio tant intra-individu com inter- individu, ja que sembla que els valors de T1
poden variar segons la regid miocardica (Maceira et al. SEC 2015; Abstract 4007-4 -
Valores de referencia globales y segmentarios de mapeo de T1 con secuencias molli y

shmolli en cardiorresonancia magnética de 1.5T para uso clinico).

Des de gener 2014, quan vam tenir disponibles les sequiencies MOLLI per
I"adquisid de les imatges i un cop s"havia validat I"adquisicio dels mapes de T1 als 15
minuts després de I"administracié de gadolini com a técnica per al calcul de VEC % | es
va iniciar la mesura sistematica en els nostres pacients. Des de llavors, s ha realitzat la
determinaci6é de VEC en el miocardi remot als 6 mesos del SCAEST en un total de 51
pacients. D entre ells, els ultims 33 pacients inclosos disposen a més del calcul de VEC

en el miocardi no infartat en la fase aguda (figura 7).
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Figura 7. Seqiiéncia per al calcul del VEC en dos pacients, on s ‘evidencia el realg tarda
de gadolini (A) en un infart antero-septal (fig. 7.1) i un infart inferior (fig. 7.2). Es
calculen els valors de T1 pre i post administracio de contrast a nivell basal ventricular
(B) i a nivell mig ventricular (C), en zones allunyades de l’infart. Es calcula també el
valor de T1 de la sang. Posteriorment, amb la formula “ (I — hematocrit) X RImiocardi/
Rlsang” s obté el VEC del miocardi.

Fig. 7.1

48



3.5- Dades cliniques

De cada participant es van registrar dades demografiques (edat, sexe), cliniques
(factors de risc cardiovascular, freqliencia cardiaca a I"ingrés, pressio arterial sistolica i
diastolica, localitzacié de I'infart, nimero de vasos afectats, preséncia de calcificacid
coronaria, tractament al alta) fent especial esment als signes de congestio durant l'ingres,
utilitzant la classificacio de Killip (taula 3). Es van determinar a cada pacient marcadors
analitics com el nivell de troponina I, creatin kinasa-MB, BNP, creatinina maxima i
hemoglobina glicosilada. Es van determinar també marcadors inflamatoris com la
proteina C reactiva (PCR), recompte de monaocits, neutrofils i galectina-3 (proteina

relacionada amb inflamacid i fibrosi i possiblement amb el remodelat ventricular 1°6-108),

Taula 3. Classificacié de Killip en funcié dels signes d’insuficiencia cardiaca en
pacients amb infart de miocardi. Descrita en 1967 per Killip i Kimball.

Classe | No evidéncia d"insuficiencia cardiaca
- i Troballes compatibles amb insuficiéncia cardiaca lleugera-moderada (3r soroll, crepitants
e < 1/2 inferior, elevacié presi6 venosa central)
Classe Ill | Edema pulmonar
| Xoc cardiogénic definit com pressi6 arterial sistolica < 90 mmHg (i/o necessitat de farmacs
Classe IV inotrops) i signes d"hipoperfusié (oligiria, cianosi)
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3.6- Sequiment clinic

Els pacients es van seguir durant una mitja de 79 + 49 mesos, mitjancant contacte
telefonic i consulta de la historia clinica informatitzada per determinar mortalitat total i
cardiovascular, infarts, noves revascularitzacions, necessitat de trasplantament cardiac o

ingressos per insuficiéncia cardiaca.

3.7- Analisis estadistics

Les variables continues estan expressades com mitja + desviacions estandard i les
categoriques com percentatges. El test de Shapiro-Wilk va confirmar que tant els nivells
de sAXL com de GAS6 no seguien una distribucid6 normal en cap dels moments
d"extracci. Per tant, els canvis individuals es van mesurar utilitzant un test de Wilcoxon
per dades aparellades i les diferencies entre grups, mitjancant el test de U de Mann-
Whitney per mostres independents. Les correlacions entre els valors de SAXL i de GAS6
i els parametres quantitatius derivats de I"estudi amb ressonancia o analisis sanguinis, es
van fer mitjancant tests de Rho de Spearman. La influéncia del grau de Killip i els canvis

de sAXL i GAS6 es van avaluar mitjancant el test de ANOVA.

En els 51 pacients dels que es disposava de VEC als 6 mesos de seguiment, es va
fer una categoritzacid binaria de la variable VEC (>28,5% vs <28,5%), d"acord a un
estudi previament publicat, que va mostrar la utilitat d"aquest valor de tall per la prediccid
de la mortalitat cardiovascular a curt termini . Les diferéncies en la distribucié dels
valors de BNP, tamany de I"infart i dels valors de GAS6 i SAXL entre ambdos grups es

van determinar amb el test U-Mann Withney. Per tal de fer els analisis estadistics es va
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utilitzar el software Stata 14.2 per Windows i SPSS IBM v.20 per sistemes OS. Es van

considerar significatives les diferencies amb valors de p < 0.05.
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4.- RESULTATS

L edat mitja dels malalts era de 59 + 12 anys, amb un predomini d"homes (84%).
La localitzacié de I'infart era anterior en un 43% dels casos i la majoria (81%) no tenia
signes de congestié (Killip 1). Respecte al grup control, no hi havia diferéncies
significatives en relacié a edat, sexe ni principals factors de risc classics. Hi havia
unicament una major proporcié d’individus amb dislipémia i una tendéncia a major

proporcid de diabetics en el grup control (taula 4).

Taula 4. Caracteristiques del pacients inclosos en el protocol i dels controls.

Controls Pacients amb SCAEST
Valor de p
(n=20) (n=227)
Mitja + DE edat (anys) 58 +11 59+12 0.753
Sexe (% homes) 70 % 84 % 0.121
Tabaquisme actual 45 % 65 % 0.079
Hipertensio 60 % 41 % 0.083
Diabetes mellitus 35% 18 % 0.058
Dislipémia 70 % 37 % 0.004

4.1- Relacié entre GAS6 i SAXL amb els factors de risc cardiovascular

Estudiant els valors de GAS6 i SAXL en funcio de la presencia dels factors de risc
cardiovascular classics, es va evidenciar que els pacients hipertensos tenien majors nivells
de GASG en el primer dia (21.4 + 5.8 vs i 19.1 + 5.4 ng/ml; p=0.003) i en el dia 7 de
I"esdeveniment agut (20.9 £ 6.3 vs 18.6 £ 5.8 ng/ml ; p=0.012), encara que la diferéncia

als 6 mesos no era significativa. Els pacients hipertensos presentaven també uns majors
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nivells de SAXL en el dia 1 (48.0 + 11.4 vs 43.6 = 10.6 ng/ml, p=0.003), i la TAS a

I"ingreés es correlacionava amb els nivells de Gas6 a la setmana.

Pel que fa a la diabetis mellitus, els pacients diabétics, presentaven majors nivells
de sAXL enel dial (49.7 £ 9.7 vs 44,5 % 11.3 ng/ml p=0.005) i dia 7 (54.5 £ 11.3 vs
49.7 + 11.1 ng/ml; p=0.020). Es va veure també una correlacio positiva debil entre la
HbA1C amb GASG6 al primer dia. La presencia de tabagquisme actiu s"associava a una
disminucio dels nivells de SAXL en el dia 1 (44.2 +10.2 vs 47.5 + 12.3 ng/ml; p=0.032)
ieneldia7(49.4+10.6 vs52.8 £ 12.1 ng/ml; p=0.044). Els valors de SAXL ni de GAS6
no foren significativament diferents en funcié de la preséncia de dislipemia o historia
familiar de cardiopatia isquémica precog¢ (< 55 anys en homes i < 65 anys en dones) (taula

5).

Taula 5. Nivells de GAS6 i SAXL en funcié dels factors de risc cardiovascular.

HTA DLP DM TABAC H2 FAM

Si NO p si | NO p si | NO p si | NO p Si | NO p

GAS6 1d 214 | 19.1 | 0.0034 | 199 | 20.1 | 0.8128 | 21.0 | 19.8 | 0.2807 | 19.6 | 20.7 | 0.1767 | 19.2 | 20.4 | 0.1648

GAS6 7d 209 | 186 | 0.0125 | 189 | 19.9 | 0.3258 | 19.5 | 195 | 0.9543 | 19.1 | 20.4 | 0.1841 | 19.3 | 19.7 | 0.7411

GAS6 6m 21.7 217 | 0.9837 | 21.9 | 21.6 | 0.7488 | 21.5 | 21.7 | 0.8350 | 21.3 | 22.3 | 0.3428 | 219 | 21.6 | 0.7774

SAXL 1d 48.0 | 43.6 | 0.0037 | 44.4 | 46.2 | 0.2311 | 49.7 | 445 | 0.0055 | 44,2 | 47.5 | 0.0326 | 43.4 | 46.5 | 0.0684

SAXL 7d 523 | 493 | 0.0634 | 50.1 | 50.1 | 0.6327 | 54.5 | 49.7 | 0.0206 | 49.4 | 52.8 | 0.0443 | 50.7 | 50.6 | 0.9067

SAXL 6m 57.1 | 55.8 | 05714 | 55.7 | 56.9 | 0.5705 | 55.8 | 56.2 | 0.7933 | 55.2 | 58.4 | 0.1376 | 56.2 | 56.5 | 0.8838

Tenint en compte nomeés els controls sans (n=20) i comparant els nivells de GAS6
I SAXL en aquest poblacio en funcio de hipertensid, diabetis i tabaquisme, es manté

unicament una diferencia estadisticament significativa en els nivells de SAXL en funcio
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de la hipertensio (nivells més alts en hipertensos) (taula 6). S"ha de tenir en compte el

reduit tamany de la mostra, amb la qual cosa, és dificil trobar diferencies estadisticament

significatives en aquest grup.

Taula 6. Controls

HTA DM TABAC

SI (n=12) NO (n=8) p Si(n=7) NO (n=13) p SI (n=9) NO (n=11) p
GAS6 226+41 | 219+48 | 07581 | 227+42 | 221+45 | 07706 | 23.6+34 212+48 | 0.176
SAXL 522467 | 439+98 | 00370 | 474122 | 49.6+6.9 | 06111 | 46.9+9.1 504+88 | 0.184

Les diferencies en els nivells de Gas6 en el primer i seté dia, en funcio de la

hipertensid en els pacients infartats, es mantenien després d ajustar amb regressioé linial

maultiple, per la preséncia o no d’insuficiencia cardiaca (coef b 2.38, IC 0.79-3.96,

p=0.004 pel dia 1; coef b 2.33, IC 0.50-4.15; p=0.013 pel dia 7). El fet de ser hipertens

augmentaria en 2.38 i 2.33 ng/ml els nivells mitjos de gas6 al primer i seté dia

respectivament. Amb els nivells de SAXL en el primer dia passaria el mateix (coef b

3.97, IC 0.90-7.04; p=0.012), és a dir que el fet de ser hipertens s"associa a un augment

en 3.97 ng/ml els nivells de sSAXL en el dia 1 (taula 7).

Taula 7. Relacié entre els nivells de GAS6 en el dia 1 i dia 7 i SAXL en el dia 1 en
funci6 de hipertensio, ajustat per la preséncia d”insuficiéncia cardiaca.

Variable Coeficient B | Int. confianca | Valor de p
GAS6 1d 2.38 0.79-3.96 0.004
GAS6 7d 2.33 0.50-4.15 0.013
sAXL 1d 3.97 0.90-7.4 0.012
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4.2- Canvis evolutius a la fase aguda de I'infart i als 6 mesos

No es van evidenciar diferencies estadisticament significatives en els nivells de
sAXL entre els pacients i els controls en la fase aguda (1% i 7¢dia). Per altra banda, es va
objectivar un augment significatiu en els nivells de SAXL durant la fase aguda en els
pacients amb SCAEST (45.0 = 11.3 ng/ml en el ler dia i 50.8 = 11.5 ng/ml en el 7¢é dia,
p<0.001). Als 6 mesos els nivells sequien augmentant, i eren significativament mes alts
que en el grup control (57.2 £ 14.2 vs 48.8 £ 8.9 ng/ml, p=0.011). Per contra, no es van
evidenciar canvis significatius en els nivells de GAS6 durant la fase aguda en els pacients
(20.4 = 5.8 ng/ml en el ler dia, 19.9 £ 5.7 ng/ml en el 7¢ dia, p=0.794), malgrat que
ambdues mesures eren significativament menors que en el grup control (22.3 = 4.3 ng/ml,
p=0.039 i p=0.015 respectivament). No obstant, als 6 mesos, els nivells de GAS6 van

augmentar a 21.6 £ 5.7 ng/ml des del dia 7, p=0.001 (Figura 8 i Taula 8).
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CONTROLS SCAEST 1d SCAEST 7d SCAEST 6m CONTROLS SCAEST 1d SCAEST 7d SCAEST 6m

Figura 8. A: els nivells de sAXL augmenten progressivament al llarg de tot el
seguiment. Als 6 mesos son significativament majors que en el grup control. B: Els
nivells de GAS6 son significativament menors en els pacients que en els controls en la
fase aguda, i augmenten a partir del 7¢é dia.
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Taula 8. Valors de SAXL i GAS6 en els diferents moments post- infart, expressats com
mitja + desviacié estandard i rang interquartilic (RIQ= p75-p25). Els valors de p
corresponen a les diferencies en comparacio als controls.

sAXL (ng/ml) GAS6 (ng/ml)
Dia 1l Dia 7 6 mesos Dia 1 Dia 7 6 mesos
450+11.3 | 50.8+115 57.2+14.2 204+£58 | 19.9+5.7 | 21.6+5.7
PACIENTS 51F\;IQ370 57F§|(3125 64|§IQ476 22R;IQ163 575'-Q4:2.5 24?%78
p=0.145 p=0.458 p=0.011 p=0.039 | p=0.015 | p=0.659
CONTROLS 48.8+8.9 RIQ: 54.1- 44.2 22.3+43 RIQ: 25.5- 19.7

Les diferencies en els nivells de sAXL entre els controls i els pacients amb

SCAEST als 6 mesos, es mantenen si excloem de I"analisi aquells pacients amb signes

d’insuficiéncia cardiaca (48.9 £ 8.9 vs 56.2 + 13.6 ng/ml; p=0.021)
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4.3- Insuficiencia cardiaca

La majoria de pacients (n=185, 81%), no va desenvolupar signes d"insuficiéncia
cardiaca durant I"ingrés. Un total de 33 individus (14.3%) va presentar congestio lleu
(Killip 1) i una minoria van ser classificats com Killip Ill o IV (2 i 7 pacients

respectivament).

Donat I"escas nombre de pacients amb Killip > 11 (n=9 ; 4%), es va transformar la
classificacio Killip en variable dicotomica com abséncia (Killip 1) o preséncia de
congestio (Killip > 1). Els pacients que varen desenvolupar insuficiéncia cardiaca durant
I"ingrés (Killip > I, n=42) tenien més frequentment infarts anteriors, majors nivells de
BNP i troponina aixi com pitjor funcid ventricular esquerre, majors volums ventriculars
i major ocurrencia de remodelat advers durant el seguiment. Els nivells de SAXL dels
pacients amb insuficiéncia cardiaca eren majors al primer dia (48.9+11.9vs44.0+10.8
ng /mL; p=0.047) i als 6 mesos (63.3 = 15.4 vs 55.9 + 13.7 ng /mL; p=0.011) en
comparacié amb els pacients en Killip 1 (figura 9). Utilitzant el test de ANOVA per
mesures repetides, no es va trobar interaccid entre la presencia de Killip > I i I"'augment
progressiu de SAXL en els pacients amb infart. Per altra banda, no es van trobar
diferéncies estadisticament significatives en els valors de GAS6 entre el dos grups en cap
moment de I"extraccio (figura 10). Els nivells de proteina C reactiva van resultar també
majors en el pacients amb insuficiencia cardiaca en el primer dia (113.0 + 107.2 vs. 76.7
+ 175.4 mg/l, p=0.004) i en el dia 7 (91.0 + 110.5 vs. 64.0 £ 161.8 mg/l, p=0.033). El

recompte de monocits va ser també major en els pacients amb insuficiéncia cardiaca en

el dia 7 (1.596 + 2.243 x 109/l vs. 0.627 + 0.597 x 109/1, p=0.009) (taula 9).
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Taula 9. Valors de les principals variables estudiades en funcio de la preséncia o
abséncia d’insuficiencia cardiaca (1d= primer dia; 7d= seté dia; 6m= 6 mesos; Mono=
monaocits)

Killip 1 Killip>1 p
n=185 (81 %) | n=42 (19%)

Edat (anys) 50+11 58 + 14 0.571
Sexe (% homes) 83 86 0.676
GAS6 1d (ng/ml) 19.7+5.4 21.2+6.7 0.146
GAS6 7d (ng/ml) 196+6.1 194 +6.1 0.861
GAS6 6m (ng/ml) 21.6 £5.7 22.3+£7.3 0.602
sAXL 1d (ng/ml) 44.0 + 10.7 48.9+11.9 0.047
sAXL 7d (ng/ml) 50.3+11.9 53.2+09.2 0.201
SAXL 6m (ng/ml) 55.9 + 13.7 63.3+ 154 0.011
PCR 1d (ng/ml) 76.7+175.4 113.0+107.2 | 0.004
PCR 7d (ng/ml) 64.0 £ 161.8 91.0+110.5 0.033
PCR 6 m (ng/ml) 8.3+£10.0 14.0 £ 20.0 0.123
Mono 1d (x10%1) 0.60 £ 0.53 0.54 £ 0.22 0.927
Mono 7 d (x10%1) 0.63 +0.60 1.57+2.24 0.010
Mono 6 m (x10%1) 0.48 £0.30 0.44 +0.27 0.717
BNP (pg/ml) 153 + 127 246 £ 151 <0.001
Tnl (ng/ml) 113+ 124 283 + 337 <0.001
DM (%) 15 29 0.159
Hipertensid (%) 40 43 0.704
Dislipémia (%) 35 48 0.138
Tabaquisme (%) 64 67 0.757
FEVE a l"ingrés (%) 49+9 41+11 0.004
FEVE als 6 mesos (%) 53+ 8 49+ 12 0.106
VTDVE a I'ingrés (ml) 155 + 36 171 + 49 0.049
VTDVE als 6 mesos (ml) 159 + 38 183 = 65 0.051
Infart cara anterior (%) 38 68 <0.001
Remodelat advers VE (%) 13 35 0.010
Obstruccio microvasc. (%) | 37 51 0.11
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Figura 9. Els nivells de sSAXL van ser significativament majors en els pacients amb
insuficiencia cardiaca tant al dia 1 com al sisé mes post SCA. Malgrat els nivells al 7¢
dia eren lleugerament majors en els pacients amb Killip >1, les diferéncies no van
resultar estadisticament significatives.
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Figura 10. Els nivells de GAS6 no varen resultar diferents en cap moment de
I"extraccid entre el pacients amb o sense insuficiéncia cardiaca (p>0.05 per a totes les
comparacions)
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4.4- Parametres de funcio i remodelat ventricular

No es va trobar correlacio entre els nivells de GAS6 i SAXL en cap dels punts de
mesura amb altres parametres de funcié ventricular com la FEVE tant en el moment de
I"ingrés com als 6 mesos o els volums ventriculars indexats. GAS6 i SAXL no es van
correlacionar tampoc amb els nivells de BNP durant I'ingrés o la massa de Iinfart

mesurada per ressonancia.

No obstant, es va evidenciar una correlacié positiva débil, pero significativa entre
SAXL en el dia 1 i el canvi en I'index del volum telesistolic del ventricle esquerre
(iIVTSVE) i I'index del volum telediastolic del ventricle esquerre (iVTDVE) entre la
RMC basal i el seguiment (=0.183, p=0.029 i r=0.171, p=0.033 respectivament).
Aquestes correlacions van romandre significatives entre SAXL als 6 mesos i el canvi de
IVTSVE (r=0.165, p=0.029) i va millorar lleugerament pel canvi del iVTDVE (r=0.238,
p=0.009). Malgrat que es va evidenciar una moderada correlacio entre BNP i el tamany
de I'infart amb la FEVE i els volums ventriculars indexats basalment i en el seguiment,

cap dels dos es va correlacionar amb els canvis en els volums indexats.

Els nivells de PCR van presentar una correlacié positiva debil amb el BNP, la
massa infartada i el iVTSVE, aixi com una correlacié inversa amb la FEVE. Als sis

mesos, els nivells de BNP es correlacionaven encara amb iVTSVE i la FEVE.

El recompte de monacits no es va correlacionar amb la massa infartada, FEVE o
BNP, pero els monocits en el dia 1 es van correlacionar amb els volums ventriculars
inicials i en el seguiment. Ni la PCR ni el recompte de monocits van mostrar correlacio

entre els canvis dels volums indexats en el temps.
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Es va completar I"estudi amb les dues ressonancies previstes en un total de 197
pacients (82% del total). D ells, 29 (16%) van presentar remodelat ventricular durant el
seguiment. Aquests pacients presentaven majors nivells de SAXL enel dial (47.4 £ 8.4
vs. 44.5 £ 11.8 ng/ml, p=0.046), dia 7 (55.9 £ 9.6 vs. 50.2 + 11.9 ng/ml, p=0.018) i als sis
mesos (60.9 = 11.0 vs. 56.4 £+ 14.8 ng/ml, p=0.093) respectivament (figura 11). També
presentaven major grandaria de l'infart (22.1 + 15.8 vs. 16.3 £ 11.0 % massa VE,
p=0.043). Per altra banda no es van veure diferencies entre els nivells de GAS6 entre els
pacients amb o sense remodelat ventricular (21.7 £ 7.9 vs. 19.8 £ 5.4 ng/ml, p=0.170 al
dia 1; 20.6 £ 6.7 vs. 19.4 £ 5.8 ng/ml, p=0.417 al dia 7 i 21.6 £ 4.5 vs. 21.9 £ 6.2 ng/ml,
p=0.746 als 6 mesos). Tampoc no es van trobar diferéncies entre els nivells de PCR i el

recompte de monacits entre els pacients amb o sense remodelat advers (taula 10).

GAS6 sAXL
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NO REMODELAT REMODELAT NO REMODELAT REMODELAT
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Figura 11. Nivells de GAS6 i SAXL en funcid de la preséncia o absencia de remodelat
ventricular. (Comparacio dels nivells de SAXL en el primer dia (*) , sete dia (*) i als 6
mesos (**) en funcid de presencia o abséncia de remodelat)
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Taula 10. Valors de les principals variables estudiades en funci6 de la presencia o
abséncia de remodelat ventricular. (1d= primer dia; 7d= seté dia; 6m= 6 mesos; Mono=

monaocits)
NO REMODELAT REMODELAT p
ADVERS ADVERS
Edat (anys) 59+11 58 + 12 0.734
FC al’ingrés (bpm) 74+19 77 +17 0.481
TAS a lingrés (mmHg) 133+ 30 128 + 28 0.478
TAD al'ingrés (mmHQ) 80+19 79+ 16 0.887
Temps per reperfusié (min) 288 + 315 217 +£ 168 0.280
GAS6 1d (ng/ml) 19.4+5.4 21.9+8.3 0.170
GAS6 7d (ng/ml) 19.7+£5.9 20.8 £6.9 0.417
GAS6 6m (ng/ml) 21.8+6.3 22.3+£4.7 0.746
sAXL 1d (ng/ml) 44.0+11.3 47.8+8.8 0.046
sAXL 7d (ng/ml) 50.8+12.2 56.1+9.7 0.018
SAXL 6m (ng/ml) 57.1+15.6 60.7+11.4 0.093
PCR 1d (ng/ml) 87.8+£185.9 76.8£117.0 0.781
PCR 7d (ng/ml) 75.7+£173.6 52.8 £103.7 0.535
PCR 6m (ng/ml) 8.8+£12.8 10.2£10.9 0.681
Mono 1d (x10%1) 0.59 £ 0.55 0.60 £ 0.26 0.924
Mono 7d (x10%1) 0.79+0.98 1.19+£2.09 0.201
Mono 6m (x10%/1) 0.47 £0.30 0.50 £ 0.26 0.740
Tamany infart (%LV) 16.2+11.1 23.4+15.9 0.043
BNP (pg/ml) 146 £ 114 140 £ 107 0.859
Tnl (ng/ml) 108.3 £ 87.9 218.2 £ 288.0 0.077
N° segments Obst microv. 0.96 £ 1.51 1.52 +2.27 0.270
FEVE a l"ingrés (%) 49+8 44 + 13 0.054
FEVE als 6 mesos (%) 547 46+ 14 0.008
iIVTDVE al'ingrés (ml) 83.6 + 15.2 775+21.3 0.192
IVTDVE als 6 mesos (ml) 80.9+154 105.0 £ 29.6 0.001
iIVTSVE a l'ingrés (ml) 43.1+125 45.2 + 20.3 0.634
iIVTSVE als 6 mesos (ml) 37.7+11.7 60.3+ 314 0.002

Els pacients que van presentar insuficiencia cardiaca durant la hospitalitzacio, van

presentar més remodelat ventricular en el seguiment (34.5% vs. 12.8%, p=0.010). En un

analisi multivariat de regressio logistica incloent grandaria de I"infart, classificacio de

Killip durant I"ingrés i SAXL al 7e dia, les dues ultimes variables, eren predictors de
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remodelat ventricular advers.

Variable Wald | Valordep | OR (Expo-B) OR 95% IC
Tamany infart (% VE) | 2.837 0.092 1.031 0.995 - 1.069
SAXL 7é dia (ng/ml) 4.554 0.033 1.043 1.003 - 1.085
Classificacio Killip 4.743 0.029 2.240 1.084 - 4.630

Les seguents taules (taula 11 i 12) mostren les correlacions entre GAS6 i SAXL
en els diferents moments de I"extraccié amb altres variables quantitatives estudiades (r=
coeficient de correlacio de Pearson; p= nivell de significacio estadistica; Mono=

monacits; ad= admissio; 6m=6 mesos; pc=percentatge de canvi)

66




Taula 11.

GASG6 1d GAS6 7d GAS6 6m
r p r p r p
BNP 0.08 0.42 0.02 0.83 -0.06 0.55
Tnl 0.14 0.0416 0.13 0.08 0.13 0.10
CK-MB 0.13 0.07 0.10 0.23 0.19 0.0251
PCR 0.21 0.008 -0.02 0.86 0.10 0.27
Mono -0.10 0.22 0.04 0.66 -0.11 0.48
Creat max 0.14 0.0474 0.17 0.0290 -0.06 0.44
TAS 0.08 0.31 0.21 0.0072 0.03 0.71
TAD 0.08 0.29 0.14 0.07 -0.05 0.57
FC 0.14 0.06 0.07 0.36 -0.04 0.62
HbA1C 0.16 0.0301 0.13 0.11 0.01 0.97
FEVE ad -0.12 0.19 -0.06 0.42 0.07 0.39
FEVE 6m -0.15 0.06 -0.03 0.67 -0.01 0.85
iVTDVE ad -0.04 0.78 -0.13 0.09 -0.01 0.95
iVTDVE 6m -0.04 0.62 -0.12 0.13 0.002 0.98
iVTSVE ad 0.02 0.80 -0.04 0.61 0.01 0.88
iVTSVE 6m 0.09 0.26 -0.06 0.46 0.01 0.88
iVTDVE pc 0.06 0.45 0.02 0.79 -0.05 0.55
iVTSVE pc 0.10 0.24 -0.02 0.79 0.02 0.83
Infart (%) 0.10 0.19 0.05 0.54 0.03 0.69
Taula 12.
sAXL 1d sAXL 7d SAXL 6m
r p r p r p
BNP -0.03 0.75 -0.003 0.98 -0.05 0.63
Tnl 0.10 0.14 -0.03 0.66 -0.007 0.93
CK-MB -0.09 0.21 -0.06 0.42 -0.03 0.72
PCR 0.10 0.21 0.04 0.59 -0.06 0.53
Mono -0.01 0.92 0.05 0.55 -0.22 0.14
Creat max 0.15 0.0296 0.20 0.0086 0.22 0.0075
TAS -0.05 0.47 0.02 0.80 -0.04 0.62
TAD -0.01 0.85 0.03 0.67 0.06 0.45
FC 0.07 0.34 -0.003 0.97 0.07 0.38
HbA1C 0.14 0.06 0.12 0.15 -0.03 0.69
FEVE ad -0.07 0.38 0.01 0.86 0.10 0.22
FEVE 6m -0.11 0.17 -0.05 0.52 0.09 0.26
iVTDVE ad -0.05 0.52 -0.13 0.09 -0.12 0.16
iVTDVE 6m 0.07 0.37 0.02 0.78 0.03 0.69
iVTSVE ad 0.02 0.80 -0.07 0.37 -0.12 0.16
iVTSVE 6m 0.09 0.26 0.04 0.60 -0.02 0.84
iVTDVE pc 0.17 0.033 0.15 0.06 0.24 0.004
iVTSVE pc 0.18 0.023 0.14 0.08 0.17 0.049
Infart (%) 0.03 0.73 -0.02 0.85 -0.03 0.69
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Es va evidenciar una correlacid positiva molt debil entre el nivell de troponina |
amb GASG6 al primer dia. La creatinina maxima, es va correlacionar també de forma
positiva i estadisticament significativa, encara que debil, tant amb els nivells de GAS6 en

la fase aguda (1er i 7e dia) i SAXL en qualsevol moment de I"extraccio.

4.5- Nombre de vasos malalts

No es van detectar diferencies significatives en els nivells de GAS6 i SAXL en
cap moment de I"extraccid, segons el nombre de vasos malalts (1, 2 ¢ 3) utilitzant el test
de ANOVA. Tampoc no es van evidenciar diferéncies, dicotomitzant la variable a

afectacié d"un vas o >1 vas.

4.6- Estudi de la fibrosi en el miocardi remot mitjancant RM

Canvis dinamics del VEC i relacié amb el remodelat ventricular esquerre

Es va evidenciar un augment sistematic del VEC entre |"estudi basal i el seguiment

en la majoria dels pacients (figura 12). EI VEC mig va passar de 23,92 + 2,99% en

I"estudi basal a 25,59 + 2,67% als 6 mesos de seguiment, p<0.001 en I"analisi aparellat.
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Figura 12. Canvis individuals observats en el VEC mig entre I"estudi basal i I"estudi de
seguiment, expressats com a fraccio de 1.

L augment va ser molt similar i consistent en les tres regions dinterés analitzades en el

miocardi remot (figura 13).

@Basal (n=33)

32 4 *
26.09 * 86 mesos (n=33)
30 1 . 25.26 *
. 25.15
23.36

VEC (percentatge)

Localitzaci6 1  Localitzacioé 2 Localitzacio 3
Localitzacié miocardica

Figura 13. Diagrama de barres amb els valors mitjos i desviacio estandard en les tres
regions d’interés seleccionades del miocardi remot no infartat.
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El VEC mig en el miocardi remot als 6 mesos de l'infart (n=51) es va
correlacionar debilment encara que amb significacié estadistica amb el iIVTDVE

(r=0.356, p=0.015) i el iVTSVE (r=0.368, p=0.008) (figura 14).
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Figura 14. Diagrames de punts que mostren una correlacié lleugera pero
estadisticament significativa entre el VEC en el miocardi remot amb els volums
telediastolics (A) i telesistolics indexats (B).

En canvi, el VEC no es va associar a la FEVE en | “estudi de seguiment (r=-0.157,
p=NS), la qual esta principalment determinada per I"extensio de la massa infartada, com

s’evidencia per la bona correlacio existent entre ambdues variables (figura 15).
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Figura 15. Diagrames de punts que mostren I"absencia de correlacio entre el VEC i la
FE en el seguiment (A) i una bona correlacié amb la massa infartada expressada com
a percentatge de la massa del VE (B).

Malgrat que en els 33 pacients amb els dos estudis, la massa d”infart en grams en
I"estudi basal i en I"estudi de seguiment no es va correlacionar directament amb el VEC
basal i de seguiment respectivament (p=NS), la massa d"infart en I"estudi basal si es va
correlacionar amb el canvi en el VEC (A VEC) en valors absoluts (r=0.359, p=0.045) aixi
com en percentatge de canvi respecte al VEC inicial (r=0.346, p=0.049), el que suggereix
que I"extensio de la seqiiela de I"infart exerceix una influéncia en I’expansio de la matriu

extracel-lular en el miocardi remot (figura 16).
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Figura 16. Diagrames de punts que mostren una correlacio entre el canvi de VEC (A,
valor absolut i B, percentatge de canvi respecte al valor basal) i la massa de |I” infart en
grams en I"estudi basal.

Per altra banda, els canvis observats en VEC no es correlacionen amb els canvis
en iVTDVE ni iVTSVE. El nivell inicial de BNP també es va correlacionar de manera

significativa amb el VEC al seguiment (r 0.317; p=0.023) (taula 13).

Taula 13.

VEC basal | VEC seguiment | AVEC (%)

r p r p r p
iVTDVE ad 0.361 | 0.028 | 0.288 | 0.043 | 0.030 | 0.868
iVTSVE ad 0.280 | 0.093 | 0.311 | 0.028 | 0.240 | 0.179
iVTDVE 6m 0.213 | 0.226 | 0.356 | 0.010 | 0.348 | 0.047
iIVTSVE 6m 0.265 | 0.130 | 0.368 | 0.008 | 0.203 | 0.258
AVTDVE (%) | 0.000 | 0.999 | 0.109 | 0.452 | 0.254 | 0.153
AVTSVE (%) | 0.180 | 0.309 | 0.158 | 0.273 | -0.070 | 0.698

FEVE ad 0.265 | 0.130 | -0.157 | 0.276 | -0.364 | 0.037
FEVE 6m -0.137 | 0.440 | -0.157 | 0.270 | -0.110 | 0.542
A FE (%) -0.187 | 0.289 | -0.081 | 0.578 | 0.278 | 0.117
BNP ad 0.323 | 0.051 | 0.317 | 0.023 | 0.219 | 0.220
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Relacié entre VEC, GAS6 i SAXL

Es va observar una correlacio moderada i significativa entre els valors de VEC en
I"estudi de RM inicial amb els valors de SAXL en el dia 1 (r=0.501, p=0.003) i dia 7
(r=0.574, p<0.001). Als 6 mesos va millorar lleugerament la correlacio entre el VEC i
SAXL als 6 mesos (r=0.591, p<0.001) (figura 17). No es va observar correlacio

significativa entre els valors de GAS6 i VEC en cap moment.

R? Linear=0.143 o R? Linear=0.234 o
y=0.0009 x + 0.20 y =0.0008 x + 0.20

VEC mitjana basal

VEC Mitjana_basal

T T T T T T I I
00 20.00 40.00 60.00 80.00 00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

SAXL 1d (ng/ml) SAXL 7d (ng/ml)
35-{ R? Linear = 0.202
y =0.0007 x +0.23 o

VEC mitjana 6 messos
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.00 20,00 40.00  60.00  80.00 100.00 120.00

sAXL 6 messos (ng/ml)

Figura 17. Grafics que mostren una correlaciéo moderada entre VEC en la RM basal i
els nivells sérics de AXL al primer dia (A) i al seté dia (B). La correlacié entre el VEC
I SAXL es mantenia als 6 mesos (C).
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Als 6 mesos de seguiment, 9 pacients dels 51 presentaven un VEC > 28.5%.
Aquests 9 individus tenien uns nivells de BNP superiors (340.2 + 312.5 vs 141.2 + 106.4,
p=0.001) perd no es van observar diferéncies en el tamany de |"infart (23.4 £ 19.4% vs
23.0 £ 18.9%, p=NS). Els pacients amb VEC al seguiment > 28.5% mostraren
sistematicament nivells més elevats de SAXL en totes les determinacions, essent

estadisticament significatius en el primer dia post infart (Figura 18 i taula 14).

Figura 18. Diagrama de barres amb els valors mitjos i desviacié estandard de sAXL

segons la preséncia de un valor de VEC>28.5% a l’estudi de seguiment.

BVEC <28.5%

81.6 BVEC 228.5%
100

sAXL (ng/ml)

Dia 1 Dia7 6 messos
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Taula 14.

VEC >28.5 VEC < 28.5 p
GAS6 1d (ng/ml) 142 +4.0 14.1+5.3 0.968
GASG6 7d (ng/ml) 13.8+2.38 142 +5.2 0.827
GAS6 6m (ng/ml) 153+27 170+£6.8 0.553
sAXL 1d (ng/ml) 53.6+17.9 39.9+14.1 0.029
sAXL 7d (ng/ml) 58.0 +21.2 479+ 20.1 0.186
SAXL 6m (ng/ml) 81.6 +21.3 61.6 £ 31.0 0.147

Els nivells de galectina-3 als 7 dies es van correlacionar amb els nivells de SAXL

al dia 11 al dia 7 (r=0.258; p=0.018 i r=0.224; p=0.034, respectivament ) i amb el VEC

en el sequiment (r=0.529; p=0.009).

No es va evidenciar correlacio significativa entre els nivells de GAS6 i el calcul

de VEC (taula 15).

Taula 15.

VEC basal | VEC seguiment | AVEC (%)

r p r p r p
GAS6 Ud 0.125 | 0.495 | 0.066 | 0.671 |-0.034 | 0.864
GAS6 7d 0.291 | 0.100 | 0.162 | 0.283 | -0.004 | 0.984
GAS6 6m -0.046 | 0.855 | -0.220 | 0.227 | -0.167 | 0.523
sAXL 1d 0.501 | 0.003 | 0.582 | <0.001 | -0.285 | 0.141
SAXL 7d 0.574 | <0.001 | 0.487 | 0.001 |-0.247 | 0.196
SAXL 6m 0.633 | 0.005 | 0.591 | <0.001 | -0.127 | 0.626
Galectina7d | 0.632 | 0.252 | 0.529 | 0.009 | 0.791 | 0.111
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4.7- Esdeveniments clinics durant el sequiment

El seguiment es va completar en tots els pacients durant 79 + 49 mesos. Durant
aquest periode 16 pacients (7%) van morir (11 per causa cardiaca i 5 de causa no
cardiaca). Un total de 6 pacients van ser reingressats per insuficiéncia cardiaca i 11 per
un nou infart de miocardi. Tretze individus (5.7%) van morir per causa cardiaca o van

ser readmesos per insuficiencia cardiaca.

En els pacients que van presentar esdeveniments clinics (mortalitat o reingressos
per insuficiéncia cardiaca o IAM) ni els nivells de SAXL al dia1 (49.8 + 15.1vs. 44.7 £
11.0 ng/ml), dia 7 (51.9 + 8.8 vs. 50.8 £ 11.5 ng/ml) ni als 6 mesos (56.2 + 8.0 vs. 57.2 +
14.4 ng/ml) ni els nivells de GAS6 al dia 1 (22.4 +5.9 vs. 19.9 £ 5.6 ng/ml), dia 7 (19.1
+ 9.4 vs. 195 + 5.9 ng/ml) i sis mesos (13.9 + 6.0 vs. 21.8 =+ 5.9 ng/ml) van ser

significativament diferents que en la resta de pacients.
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5.- DISCUSSIO

La reparacio cardiaca és un procés actiu on la inflamacié i la esferocitosi de
cél-lules apoptotiques son factors clau. Com s"ha comentat previament, els receptors
TAM intervenen en aquest procés. L augment progressiu dels valors de sAXL en els
pacients amb IAMEST en aquest treball suggereixen que I activacio del sistema GAS6-
TAM es produeix en el moment de I"infart agut i es manté activada durant tot el procés
de cicatritzacio. A més, aquest augment en els nivells de SAXL és més pronunciat en
pacients que presenten signes d’insuficiéncia cardiaca, sense que hi hagi correlacié amb
els nivells de peptid natriurétic atrial, marcadors de necrosi miocardica ni els parametres
de disfuncié ventricular esquerra. Els valors de sAXL son més alts en pacients que
desenvolupen remodelat advers, encara que les diferencies només van resultar
significatives en la mesura del ler i 7¢ dia. Els valors de SAXL en qualsevol moment de
mesura es van correlacionar també amb la fibrosi miocardica difusa, determinada pel
calcul de VEC en els segments miocardics no infartats. Donats els resultats obtinguts, és
raonable pensar que el sistema GAS6-TAM intervingui en processos de reparacio
miocardica a llarg termini. La seva contribucié seria independent de I’activacio del
sistema de péeptids natriuretics auriculars, més relacionats amb 1’extensio de la necrosi

miocardica i la sequela funcional.

5.1- GAS6-TAM en la isqguémia miocardica

El paper de GAS6-TAM en la cardiopatia isquémica i la sindrome coronaria

aguda, és encara a dia d"avui controvertit.
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SAXL.

En un estudi previ amb un nombre reduit de malalts (34 pacients amb sindrome
coronaria aguda, tant angina inestable com IAMSEST) es van evidenciar majors valors
de SAXL en la fase aguda respecte a 24 voluntaris sans %2. En canvi, en el nostre projecte,
amb un major nombre de pacients, no vam trobar diferéncies significatives en els nivells
de sAXL en pacients amb SCAEST durant la fase aguda, en comparacié amb els controls.
A més de les diferéncies en el nombre de pacients i les seves caracteristiques, existeixen
algunes raons que poden explicar les diferéncies observades entre el nostre estudi i el de
Liu X et al. En I'estudi de Liu X les mostres van ser extretes en les primeres 24 hores de
I'ingrés, abans que s'iniciés el tractament amb anticoagulants i antiagregants, mentre que
en el nostre estudi la primera mostra va ser presa una mica més tard, despres de la
instauracié d'aquests tractaments. Se sap que els antiagregants i anticoagulants redueixen

els nivells de GAS6 en serum i per tant podrien afectar als nivells de SAXL mesurats

110,111

Amb determinacions seriades en el temps, nosaltres hem pogut constatar
l'augment progressiu dels nivells de sAXL fins als 6 mesos, la qual cosa confereix
coheréncia a la hipotesi que els components del sistema Gas6-TAM participen en la
fisiopatologia del remodelat ventricular despreés de I'infart. EI mecanisme exacte d"aquest
increment observat en el nostre estudi no es pot esbrinar amb els nostres resultats. AXL
s’expressa en diferents tipus cel-lulars que participen en la inflamaci6 i en la placa
d"ateroma, com les cél-lules endotelials, les cel-lules musculars llises de la paret vascular
i els macrofags. No obstant, I"augment en els nivells de AXL circulant, pot ser
conseqiiencia també de I"efecte de les proteases ADAM10 i ADAML17 en el miocardi

necrotic, com s”ha vist en el ventricle esquerre en un model d’infart en ratolins 1*2.
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GASG.

Un estudi previ amb una série de 90 pacients no va mostrar associacio entre GAS6
i cap grau de malaltia coronaria, en pacients sotmesos a coronariografia per diferents
motius (sindrome coronaria aguda, angina estable o coronariografia preoperatoria per
malaltia valvular). No es va evidenciar tampoc relacio amb el nombre de vasos malalts,
I"elevacid de troponines, els canvis electrocardiografics, ni el tractament previ amb
estatines. En aquest estudi no es van estudiar els nivells de SAXL %3, Per altra banda,
Lee et al van trobar menors nivells de GAS6 plasmatic i SAXL en 19 pacients sotmesos
a cirurgia de by-pass coronari comparat amb 20 controls. Els nivells de GAS6 plasmatic
es correlacionaven de manera positiva amb I"expressio de GAS6 i AXL a nivell tissular
al"aorta i de forma negativa amb la glucemia amb deju, marcadors de disfuncié endotelial
i la mortalitat operatoria 4. Jiang i col-laboradors varen estudiar els nivells de GAS6 en
80 pacients amb malaltia coronaria i a 40 controls sans ajustats per edat i sexe. La poblacid
de I"estudi consistia en 24 pacients (30 %) amb angina estable, 48 pacients (60 %) amb
angina inestable i només 8 pacients (10 %) amb infart agut de miocardi. Les
concentracions de GAS6 eren significativament menors en els pacients que en el grup
control. A més, es va evidenciar un possible paper protector del polimorfisme GAS6
€.834+7G>A que estava associat a un menor risc cardiovascular *°. En el present treball,
1 en concordanca amb els dos ultims estudis esmentats, es van evidenciar menors nivells
de GASG6, en els pacients amb SCAEST en comparacié amb el grup control. GAS6
s’acobla amb sAXL per formar un complex estable lligam-receptor. En condicions
normals, hi ha un excés de SAXL sobre GAS6, per tant tot el GAS6 esta enganxat a SAXL,
prevenint I"activacio dels receptors TAM %6, En conseqiiéncia, qualsevol condici6 que
causi un augment de AXL neutralitzaria, teoricament, la concentracio lliure de GASG, el

que indicaria que els nivells circulants de GAS6 no serien actius, si no molécules
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inhibides i funcionalment inactives. En linia, amb aquesta hipotesi, vam observar que els
nivells de GAS6 continuaven disminuint durant I"admissio (encara que la diferencia no
va resultar estadisticament significativa), amb una relacié inversa amb els nivells de

SAXL.

A més, els nivells de GAS6 no es van associar a la grandaria de I"infart i tampoc
amb els parametres de disfuncié ventricular o canvis en els volums ventriculars, suggerint
una manca defecte dels nivells circulants de GAS6 amb el remodelat ventricular. Si
I"expressio local de GAS6 en el miocardi afectat podria tenir un paper en aquest aspecte,
no es por esbrinar amb els nostres resultats, i necessita ser explorat en estudis

experimentals.

Com en I'estudi de Lee i col-laboradors, no hem trobat una clara correlacié entre
els nivells de GASG i els valors de troponina (Unicament una correlacié positiva deébil en

el primer dia de I"infart).

En cap dels estudis previs, s han estudiat el nivells de GASG6 fora de la fase aguda
de I"infart. En el nostre cas, hem evidenciat un augment significatiu dels nivells de GAS6
als 6 mesos després de I'esdeveniment, en comparacié amb la fase aguda. Aquest

augment fa els valors de GAS6 als 6 mesos, equiparable a la poblacié control.
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5.2. - Potencial paper de GAS6 com a marcador de risc cardiovascular

Una hipotesi per explicar els nivells baixos de GAS6 circulant en els pacients
amb esdeveniments cardiovasculars durant la fase aguda, seria que el mateix fet de tenir

un GASG baix suposés un major risc cardiovascular.

De manera similar al nostre treball, s’han associat nivells baixos de GAS6 a
esdeveniments cerebrovasculars, i alguns polimorfismes de GAS6 sembla que juguen un
paper protector en la patologia cerebrovascular 718, Per altra banda, s ha vist que la
utilitzacié de GAS6 recombinant després de la oclusié de I"arteria cerebral mitja en
models animals, redueix la inflamacio i els déficits neurologics **°. S"han associat també
les baixes taxes d”esdeveniments trombotics en els injerts d"artéria mamaria interna en
pacients sotmesos a cirurgia de revascularitzacié coronaria, a la alta expressio local de

GAS6 i AXL 1%,

El complexe GAS6-TAM té un paper en la hemostasia vascular, la calcificacio i
I"aterosclerosi 21124, Se sap que |”apoptosi és un dels processos que regula la calcificacio
de les cél-lules musculars llises i que GAS6 podria retrassar la senescéncia vascular
regulant I"apoptosi i la inflamacio 2%, A més, I"apoptosi sembla particularment
involucrada en la erosido de la placa d"ateroma, i podria participar en la abrasié de

I"endoteli i la denudaci6 de la placa 7.

La lipoproteina aterogénica, LDL oxidada, indueix la produccio de GAS6 en les
cél-lules vasculars, el que juga un paper en la formacio de la cél-lula escumosa 26, GAS6

esta sobreexpressat en la paret de I'endoteli de les plaques d ateroma carotidies en

129 130

humans sobretot en les plaques complicades >, i I'estimulacio de les cél-lules

musculars llises amb GAS6 recombinant disminueix |’expressio de gens proinflamatoris
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com el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-alfa) i la mol.lecula d"adhesio intracel-lular
(ICAM-1) 15131 Aquests fets anirien també a favor del paper protector de GAS6 en

humans.

Sembla que I"addicio de AXL i GAS6 recombinant a cultius de pericits vasculars,
inhibeix la diferenciacié osteogeénica d"aquestes cel-lules i que la via GAS6-AXI estaria
involucrada en la modulaci6 i enlentiment de la senescencia cel-lular en les cel-lules

musculars llises vasculars 2.

Estudis animals han mostrat que GAS6 promou la supervivéncia i la migracié de
les cel-lules musculars vasculars i que estaria sobreexpressada, juntament amb el seu
receptor AXL, en la neointima arterial després d induir-se una lesié mitjancant un bald
133 S’ha vist també que GAS6 amplifica |"activacié de les cél-lules endotelials, i
potencia les interaccions entre aquestes cél-lules, les plaquetes i els leucocits durant la
inflamacio ®°. Els ratolins Knock-out per GAS6 semblen estar protegits contra els
esdeveniments trombotics, tant a nivell vends com arterial, en resposta a estimuls
trombogens **. Pel que fa al paper antiinflamatori de GAS6, com ja s"ha esmentat, els
resultats in vitro de cel-lules humanes, han mostrat que té un paper modulador de la
inflamacié inhibint I"adhesio6 dels leucacits a les cel-lules endotelials sanes, perd que en
un moment donat, pot deplecionar-se quan €s superat per un estimul pro-inflamatori que
posa en marxa la maquinaria pro-adhesiva de les cél-lules endotelials **°.  Sembla que

GASG seria necessari tant per iniciar la inflamacio, com per modular-la posteriorment.

Per tant, una hipotesi seria que GAS6 actua com un factor protector en humans,
en part disminuint el fenotip proinflamatori de les cel-lules musculars llises. El fet que

GASG estigui sobreexpressat en plaques d"ateroma podria no ser detectable en serum.
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El GAS6 plasmatic podria originar-se en part, de I"endoteli apoptotic, i un
augment detectable en els nivells circulants, podria requerir una afectacio més sistemica
com per exemple en la sepsis, on els nivells plasmatics poden augmentar fins >100 ng/ml
i tenen correlacio amb el grau de la severitat de la malaltia. A més, s"ha vist una correlacio
entre els nivells de GAS6 i els de trombomodulina soluble (un marcador de dany

endotelial) en aquest contexte 1%,

Un estudi en 189 pacients amb isquémia critica de membres inferiors, i en
comparacio a 204 controls, va demostrar que els nivells de GAS6 i sAXL estaven
augmentats en els malalts, estant correlacionats amb els valors de proteina C reactiva,
interleuquina-6, TNF i neopterina. A més els nivells, es correlacionaven amb la mortalitat

121 El fet que GAS6 estas elevat en aquests pacients, també podria anar en

a 3 anys
concordancia amb la gran quantitat d’endoteli afectat, com en el cas de la sepsis.
S’alliberaria en sang una quantitat notable de GAS plasmatic. En el cas de l'infart,

1"alliberacio pel dany endotelial, podria tenir lloc a nivell més local, 1 per tant, no ser

mesurable en serum, o bé que GAS6 quedi rapidament neutralitzat per ’excés de sAXL.

Alguns grups han proposat que els beneficis de les estatines en les cel-lules
musculars Ilises i el seu efecte anticalcificacio podria estar relacionat amb la restauracid
de la via GAS6-AXL 132137138 De fet, ["augment significatiu dels nivells de GAS6
plasmatics en la nostra poblacié durant el seguiment, arribant a valors comparables als
dels controls sans, podrien també estar relacionats amb el tractament amb estatines, ja

que un 83% d"individus van ser donats d"alta amb aquest tractament.

La nostra interpretacio és que la hipoactivitat del sistema GAS6-TAM, produeix
una major inflamacio vascular que podria desencadenar esdeveniments aguts. EI motiu

pel qual aquest sistema esta infra-expressat en aquests pacients no esta aclarit, pero han
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sorgit diversos estudis que indiquen que podria tenir-hi una influencia, la presencia de
factors de risc cardiovascular. Per exemple, s’ha vist que els nivells de GAS6 son
significativament menors en pacients amb debut de diabetis mellitus tipus 2, i s"han
associat amb nivells de glucosa, inflamacié i marcadors de disfuncié endotelial,
hipotetitzant-se que els efectes inflamatoris de la glucosa poden ser en part mediats per
nivells baixos de GASG6 i reduccio de la senyalitzacid TAM. No es van mesurar els nivells
de SAXL 3%, Altres estudis han mostrat també menors nivells de GAS6 en relaci6 a la
resisténcia a la insulina, intolerancia a la glucosa i inflamaci6 en el contexte de diabetis

tipus 2 i obesitat 40,

També, nivells plasmatics baixos de GAS6 s’han associat a factors de risc
convencional en una subpoblaci6 de 40 pacients amb psoriasi i 20 controls sans. Mentre
que els nivells de GAS6 no diferenciaven entre la poblacié malalta i els sans, si que es
van veure nivells més baixos de GAS6 en pacients fumadors i en aquells pacients amb

almenys un factor de risc cardiovascular agafats com a conjunt 141,

En el nostre treball no vam detectar diferéncies en els nivells de GAS6 segons la
presencia 0 no de diabetis, encara que si presentaven majors nivells de SAXL en el dia
ler i 7. S"ha de dir que la proporci6 de diabétics en el nostre treball no és alta (19%).
Contrariament, la presencia de tabaquisme actiu disminuia significativament el nivells
desAXLeneldiali7. Enelsfumadors, els valors de GAS6 durant I"ingrés també eren
més baixos, encara que les diferéncies no van ser estadisticament significatives. La
preséncia de dislipémia o historia familiar de cardiopatia isquémica preco¢ no modificava

els valors de sAXL ni de GASG.
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En el present treball, vam detectar majors valors de GAS6 i SAXL en el primer
dia i majors nivells de GAS6 també al sete dia en pacients hipertensos i es van mantenir

les diferencies després d'ajustar els resultats per la presencia d'insuficiencia cardiaca.

El fet de trobar majors nivells de GAS6 i SAXL en pacients hipertensos es podria
explicar. La hipertensié s"associa a hipertrofia ventricular. Un estudi en ratolins, va
mostrar que |"expressio de GAS6 augmentava en resposta a una induccié de sobrecarrega
de pressio amb un banding aortic. Per altra banda ratolins knock-out per GAS6
presentaven menor hipertrofia, fibrosi i disfuncio sistolica comparat amb els wild-type.
En aquest mateix estudi es va trobar major expressié local de GAS6 en el miocardi de
miocardiopatia dilatada en humans, en cors hipertrofics de ratolins i en miocits estimulats
amb angiotensina Il. Per tant, aquesta sobreexpressié de GAS6 promouria la fibrosi i la
hipertrofia 142 Comparant els controls entre si, només van romandre significatives les

diferéncies en SAXL en hipertensos, que presentaven nivells més elevats.
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5.3.- Insuficiéncia cardiaca

La insuficiencia cardiaca i la inflamaci6 estan estretament interconnectades, i es

potencien una a | altra 143,

Batlle etal ®°, varen trobar nivells 6 vegades majors d”expressio proteica de AXL,
en el miocardi de 15 pacients amb insuficiencia cardiaca terminal comparat amb 11
controls de cors de donants. A més, van evidenciar també majors nivells de AXL circulant
en una cohort de 192 pacients amb insuficiéncia cardiaca avancada (de diferents
etiologies) en comparacié amb 67 controls. Els nivells de sSAXL tenien implicacions
pronostiques a més de BNP per predir la mortalitat global, ingressos per insuficiencia
cardiaca o transplantament cardiac. Com en el nostre treball, no es va trobar correlacio
entre SAXL i BNP. En un estudi més recent °, es va veure que SAXL, pero no els nivells
de troponina, afegia un major valor predictiu per esdeveniments adversos que BNP sol,
en pacients amb insuficiencia cardiaca. En concordancia amb aquests dos estudis
esmentats, no vam detectar una correlacio entre els nivells de SAXL amb el tamany de
I"infart o BNP, pero els nivells de sAXL al primer i 7¢ dia van resultar ser predictors
independents de remodelat ventricular advers. Per altra banda, hem trobat majors nivells
de sAXL en aquells pacients que presentaven signes d’insuficiéncia cardiaca (Killip > 2)
en comparacié amb els infarts Killip I, essent les diferencies significatives en el primer
dia i en el sisé mes postinfart. Cal dir, que I"escas nombre de pacients amb insuficiéncia
cardiaca a la nostra poblacid, sobretot insuficiéncia cardiaca greu o xoc cardiogénic
(Killip 3 i 4 només representen un 4% dels pacients), podria influir en el resultats i inclis
podria explicar la falta de significacié als 7 dies. Cal esmentar, pero, que I"elevacié de
sAXL no s explica només per la insuficiéncia cardiaca, ja que eliminant de I"analisi els
pacients amb signes de congestio, i comparant els nivells de SAXL entre els infarts i els

controls, les diferencies segueixen sent significatives als 6 mesos. Contrariament a les
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publicacions previes esmentades, no vam evidenciar un valor predictiu d”esdeveniments
adversos durant el seguiment en funcidé dels nivells de sAXL, si bé el nombre

d”esdeveniments va ser escas.

Els péptids natriuretics atrials salliberen en la fase aguda de la lesié miocardica
com aresposta a la necrosi cel-lular, I"estirament de les fibres cardiaques i la sobrecarrega
de pressio intracavitaria. Es un fet conegut que el BNP és un bon predictor de remodelat
advers després de I'infart 44145 El mateix passa amb I"alliberament de marcadors de
necrosi miocardica que s alliberen en la fase de necrosis cel-lular. Aquests marcadors en
serum estan directament relacionats amb I'extensid del dany miocardic en la fase aguda.
En canvi, el sistema GAS6-TAM podria tenir més relaci6 amb la inflamacio i els
processos reparatius que ocorren en fases posteriors, el que podria explicar el perque no

hem trobat relacié entre SAXL i BNP o Tnl.

Tenint en compte aquest fet , SAXL podria representar un nou jugador en la
fisiopatologia de la insuficiéncia cardiaca i la cicatritzacid, que actuaria de manera
independent al BNP. La manca de correlacio entre SAXL i la resta de parametres de
disfuncid ventricular, cosa que no passa amb BNP i troponina, anirien a favor d"aquesta

hipotesi.
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5.4.-Cicatritzacio i fibrosi

El sistema GAS6-TAM sembla fonamental en regular la cicatritzacié i la fibrosi
després del dany tissular. S"ha evidenciat que GAS6 és un important factor de creixement
per als fibroblasts i els seus nivells, juntament amb els de SAXL, augmenten de forma
paral-lela a la progressié de la fibrosi en la malaltia hepatica cronica 4147, Per altra
banda, la menor expressi6 de MERTK s ha relacionat també amb menor grau de fibrosi

en I"esteatosi hepatica 47,

No esta clar si la funci6 de GAS6-AXL després de la lesi6 miocardica té
conseqiiencies negatives o si és un mecanisme de compensacié. No obstant, estudis en
animals han demostrat un deteriorament en el procés de cicatritzacié i una major

progressio a IC en ratolins knock-out per Mer-TK 148,

En el nostre projecte, hem mesurat la fibrosi difusa (lluny de la zona infartada) de
forma indirecta, mitjancant el calcul del VEC per ressonancia. Existeix controvéersia
sobre el desenvolupament de fibrosi remota (en zones allunyades de la zona necrotica)
després d’un infart de miocardi. La fibrosi remota ha estat documentada mitjancant
estudis anatomopatologics, en infarts extensos no reperfosos '*°, i s’ha associat a un
augment de la rigidesa miocardica i al desenvolupament d’insuficiéncia cardiaca **°. Per
altra banda, un treball experimental i clinic realitzat recentment en infarts reperfosos, no
va mostrar evidéncia de fibrosi remota, ni en els estudis moleculars ni per ressonancia.
En aquest estudi es va utilitzar un model porci (n=10) sotmesos a oclusié de I’arteria
descendent anterior durant 90 minuts, i no es van veure diferencies en la fibrosi remota
en les diferents tincions microscopiques respecte a controls (n=5) ni tampoc en
I"expressié local de gens profibrotics, ni una setmana (n =5) ni un mes (n=5) post infart.

Es van estudiar també mostres de necropsia en 8 pacients amb antecedent d"infart antic
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(> 6 mesos) sense evidenciar tampoc fibrosi remota. A mes, es van estudiar per
ressonancia 14 pacients amb infart antic (> 6 mesos) reperfds, sense trobar diferéncies de
VEC en els segments remots en comparacio amb 9 controls. Els resultats d'aquest estudi
translacional giiestionen el desenvolupament de fibrosi en el miocardi remot després d'un
infart, pero no es va fer determinacié seqiiencial de VEC en les mateixos segments en un

mateix individu 1,

Els resultats dels estudis amb determinacions de VEC seqtiencials al miocardi
remot en pacients post-infart sn bastant consistents amb petites variacions. En general,
la majoria dels estudis han mostrat una relacié directa i proporcional entre I'increment en
el valor del VEC en el miocardi remot i l'increment en els volums ventriculars o
I'empitjorament segmentari de la funcio sistolica. Un estudi recent (n=50) va mostrar que
els segments no infartats, presentaven un augment subtil del VEC als 3 mesos de
I"esdeveniment agut, i que aquells segments que presentaven deteriorament de la funcio
contractil, eren aquells amb major increment de VEC %2, L"associacio entre el VEC en
els segments remots i el remodelat ventricular definit com augment de >20 % del DTDVE
també ha estat establerta als 5 + 2 mesos de seguiment en un altre treball 2,
Contrariament, un estudi en 42 individus amb infart tractats amb ICP, va mostrar que els
valors de T1 natiu en els segments no infartats disminuien als tres mesos de seguiment,
de la mateixa manera que ho feia el valor de VEC en els pacients sense dilatacio del VE.
En els pacients que desenvolupaven dilatacio ventricular (definida com un augment de
VTDVE >15%) , els valors de VEC romanien similars i eren significativament majors
que aquells sense dilatacio '**. Hi ha diferéncies metodologiques rellevants entre els
estudis que poden explicar aquestes discrepancies. En aquest ultim treball es va definir el

miocardi remot com aquell que no presentava realg tarda, amb el que és possible que
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aquells segments amb edema, que també mostren augment basal del VEC, s'hagin inclos

a l'area remota, explicant I'absencia de canvis en el seguiment.

Fins i tot en subjectes amb cardiopatia isquémica estable, s'ha demostrat en un
estudi recent observacional (n=665) que aquells individus amb valors més alts de T1
nadiu i VEC en el miocardi no infartat van presentar majors taxes de mortalitat durant un

seguiment mitja de 17 mesos **°.

En la nostra série de malalts, durant els 6 mesos de seguiment hem evidenciat un
augment sistematic, encara que de poca magnitud, del VEC entre I'estudi basal i el

seguiment en la majoria dels casos.

El VEC basal va presentar una correlacid positiva amb el VTD indexat inicial, i
el VEC al seguiment, tant amb els volums telediastolic i telesistolic indexats basals com
als 6 mesos. L’increment de VEC als 6 mesos respecte a |'estudi inicial, es va
correlacionar de manera positiva amb el DTDVE en I"estudi de de seguiment. Carberry
et al, varen mostrar una correlacio positiva entre I"increment del VEC i el A del volum
telediastolic als 6 mesos en pacients amb SCAEST, a més d’evidenciar una correlacié
negativa entre 1"increment de VEC i el canvi en la fraccio dejeccié 6. En el nostre
projecte, vam evidenciar una correlacio negativa entre el AVEC i la FE a I"ingrés. Malgrat
aixo, en la nostra serie I'increment observat del VEC no es va correlacionar amb els canvis
en els volums ventriculars, que si van estar clarament correlacionats amb la grandaria
inicial de I'infart per RMC. Les nostres dades suggereixen que la severitat de la sequela
induida pel SCAEST és un factor més important que els canvis secundaris induits
posteriorment en el miocardi remot per al desenvolupament de remodelat advers
ventricular esquerre. Cal esmentar que els canvis de VEC s6n molt subtils (increment mig

de VEC de 1.67% en la nostra poblacid) i que els pacients que tenien les dues
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determinacions de VEC (basal i seguiment) eren escassos (n =33) pel que es fa dificil

trobar diferencies estadisticament significatives.

Una troballa interessant del nostre estudi va ser la correlacio entre els nivells de
AXL en la fase aguda (dies 1 i 7) i els valors de VEC remot en la RMC basal, que es
manté en el seguiment. Podem especular que el sistema GAS6-TAM, involucrat en la
resposta inflamatoria i reparativa post-infart, pot induir canvis en el miocardi remot ja
evidents en una fase precog. Seria més plausible pensar que el sistema GAS6-TAM
participaria en la resposta reparativa a l'area infartada, potser de manera no proporcional
a la grandaria de l'infart en vista de I'absencia de correlaci6 en el nostre estudi entre GAS6
0 SAXL i grandaria de l'infart. En aquest sentit, els canvis aguts i cronics observats en el
VEC remot estarien més en relacié amb I'augment de I'estrés de la paret miocardica, com
han suggerit altres autors "%, A favor d'aquesta possibilitat esta la correlacio positiva
en el nostre estudi entre la grandaria de Il'infart en el realg tarda de la RMC inicial i

I'increment en els valors de VEC durant el seguiment.

En un estudi previ del nostre grup, on es van estudiar fins a 26 marcadors
bioquimics i 4 hematologics possiblement relacionats amb el recanvi de la matriu
extracel-lular cardiaca i I'hnomedstasi, es va demostrar que els nivells seérics de galectina
3 en la fase aguda del SCAEST van ser 1’Unic marcador precog de I'augment del VEC
remot als 6 mesos . A nivell experimental, s'ha demostrat que I'expressio de galectina
3 en el miocardi de cors hipertrofics marca i es colocalitza en els macrofags cardiacs
activats. El tractament amb galectina 3 recombinant indueix proliferacio fibroblastica i
produccié de col-lagen %°. La galectina 3 és essencial per a I'activacio i proliferacio dels
miofibroblastes induida pel TGF-Beta, aixi com per a la producciéo de la matriu

extracel-lular 61, A més, la galectina 3 té una expressié augmentada en la fase aguda de
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I'infart en ratoli 162

, I la disrupcio genética o la inhibicié farmacologica de la galectina 3
inhibeix la fibrosi cardiaca i la disfuncio ventricular esquerra en models experimentals de
remodelat ventricular %3, A nivell clinic, la galectina 3 s'ha correlacionat de manera
significativa amb alguns biomarcadors involucrats en el recanvi de la matriu
extracel-lular durant la fase inicial en pacients amb SCAEST i també en pacients amb
insuficiéncia cardiaca %, De fet, aquest marcador és un reconegut predictor independent
de remodelat advers ventricular i de mortalitat en la insuficiéncia cardiaca aguda o cronica
164,165 j en les guies ACC/AHA d'insuficiéncia cardiaca es proposa com un marcador (il
en l'estratificacio del risc d'hospitalitzacié o mort 166, Es interessant la troballa en el nostre
estudi d'una correlacié positiva encara que feble entre la galectina 3 i SAXL, la qual cosa
recolza la participacié de tots dos sistemes en I'nomeostasi de la funcié dels macrofags i

dels miofibroblasts cardiacs. Els mecanismes exactes que expliquin la relacié existent

entre SAXL i el VEC mereixen una recerca especifica i dirigida.
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LIMITACIONS
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6.- LIMITACIONS

En el nostre treball, el seguiment per ressonancia va ser de 6 mesos, el que
probablement pugui ser insuficient per trobar grans canvis en els volums ventriculars i en
el remodelat, que podria haver estat subestimat. Per altra banda, els pacients amb infarts
més extensos i amb classificacio de Killip més alta, sén probablement els que facin més
remodelat. La poblacié estudiada presenta una proporcié de pacients en Killip >2 molt
petita el que també pot atenuar els efectes trobats. A més els pacient inestables i en
insuficiencia cardiaca, sovint no es poden fer una ressonancia cardiaca (situacio
hemodinamica, intolerancia al decubit...). Seria necessari estudiar aquesta poblacié més

malalta per extreure conclusions més solides.

GAS6 i AXL es varen mesurar utilitzant una técnica de ELISA, i no tenim
informacid de I"expressid local d"aquestes proteines a nivell dels teixits afectats. No es
pot assegurar si I"augment de SAXL observat, és la causa o la conseqliencia del remodelat

advers. Per aclarir aquest aspecte, es requereixen estudis histologics d”experimentacio.

Per I"estudi de VEC, disposem de pocs pacients (n=33) en que els estudis basal i
de seguiment es fessin amb un protocol adequat (mesura de T1 basal i >15 minuts post
administracio de contrast), pel que es fa dificil també trobar diferéncies estadisticament
significatives. Es necessitarien més estudis histologics i experimentals per acabar
d“esbrinar el paper dels diferents components d”aquest sistema en la inflamacid, reparacio

tissular i cicatritzacio després dun infart de miocardi.
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APLICABILITAT CLINICA
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7.- APLICABILITAT CLINICA

Els resultats del nostre treball aporten noves dades sobre la fisiopatologia del
remodelat post infart, mostrant que la via GAS6-TAM juga un paper en la inflamacio i

reparacio miocardica.

El fet que els nivells de AXL circulant en la fase aguda de I"infart es correlacionin
amb el remodelat advers durant el seguiment i amb la fibrosi miocardica difusa, fan
plantejar que la deteccidé preco¢ daquest proteina pugui ser Gtil com a marcador
pronostic. Al ser un marcador independent de la determinacié de BNP o el tamany de
I"infart, ajudaria a identificar aquells potencials casos on valdria la pena intensificar la
supressio del sistema renina-angiotensina-aldosterona o del sistema simpatic durant els
mesos posteriors a |"esdeveniment coronari. El fet que els nivells de SAXL siguin més
alts en pacients amb insuficiéncia cardiaca, confirma |I"important paper que juga aquest

sistema en la inflamacio cronica i el seu potencial valor pronostic.

Per altra banda la mesura de GAS6 plasmatic sembla estar relacionada amb un
major risc d”esdeveniments aguts, el que fa suposar també que podria ser utilitzat com un
marcador de risc , podent-se intensificar el control dels factors de risc cardiovascular i el

tractament amb estatines en aquells pacients amb nivells més baixos.
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8.- CONCLUSIONS

1. Els nivells de AXL circulants augmenten de manera progressiva després de la
SCAEST, i son més alts als 6 mesos que els valors basals trobats en un grup

control.

2. La preséncia d’insuficiéncia cardiaca durant la fase aguda de la SCAEST

s"associa a nivells més alts de SAXL, que es mantenen durant el seguiment.

3. AXL és un predictor de remodelat ventricular advers, independent daltres

predictors coneguts com BNP o grandaria de I"infart.

4. Els nivells plasmatics de GAS6 son menors en la fase aguda de I"infart comparat
amb els controls, reflectint probablement un major risc d esdeveniments

cardiovasculars.

5. Els nivells plasmatics de SAXL en qualsevol moment de I’extraccio es

correlacionen amb I"expansio de la matriu extracel-lular (augment del VEC) tant

en |"estudi basal com en |"estudi de seguiment.

6. El sistema GAS6-TAM podria intervenir en una nova via molecular relacionada

amb la inflamaci6 tissular i la insuficiéncia cardiaca.
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Abstract

Background: Serum soluble AXL (sAXL) and its ligand, Growth Arrest-Specific 6 protein (GAS6) , intervene in tissue
repair processes. AXL is increased in end-stage heart failure, but the role of GAS6 and sAXL in ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI) is unknown.

Obijectives: To study the association of SAXL and GAS6 acutely and six months following STEMI with heart failure and
left ventricular remodelling.

Methods: GAS6 and sAXL were measured by enzyme-linked immunosorbent assay at one day, seven days and six
months in 227 STEMI patients and 20 controls. Contrast-enhanced magnetic resonance was performed during admission
and at six months to measure infarct size and left ventricular function.

Results: GAS6, but not sAXL, levels during admission were significantly lower in STEMI than in controls. AXL increased
progressively over time (p<0.01), while GAS6 increased only from day 7. GAS6 or sAXL did not correlate with brain
natriuretic peptide or infarct size. However, patients with heart failure (Killip >1) had higher values of sAXL at day |
(48.9£11.9 vs. 44.0£10.7 ng/ml; p<0.05) and at six months (63.3£15.4 vs. 55.9£13.7 ng/ml; p<0.05). GAS6 levels were not
different among subjects with heart failure or left ventricular remodelling. By multivariate analysis including infarct size,
Killip class and sAXL at seven days, only the last two were independent predictors of left ventricular remodelling (odds
ratio 2.24 (95% confidence interval: 1.08—4.63) and odds ratio 1.04 (95% confidence interval: 1.00—1.08) respectively).
Conclusion: sAXL levels increased following STEMI. Patients with heart failure and left ventricular remodelling have
higher sAXL levels acutely and at six month follow-up. These findings suggest a potential role of the GAS6—AXL system
in the pathophysiology of left ventricular remodelling following STEMI.
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Introduction

Although the prognosis of acute coronary syndrome has
improved in the last 30 years, it remains the main cause of
mortality in Western countries.! In spite of an optimal coro-
nary reperfusion and the initiation of pharmacologic treat-
ment, the incidence of adverse left ventricular remodelling
after an ST-segment elevation myocardial infarction
(STEMI) remains high.?

During the acute phase of STEMI, necrotic myocytes
are progressively replaced by fibrotic tissue by an active
and complex process involving multiple cell types.3#
Inflammation is highly variable across individuals® and an
excessive response can have catastrophic consequences.¢
Therefore, repair of injured tissues requires timely activa-
tion of endogenous inhibitory pathways that restrain pro-
inflammatory signals.” Inflammation and fibrosis formation
after STEMI is an area of interest where potential new
therapeutic targets could be found.?

The product of Growth Arrest-Specific gene 6 (GAS6)
is a vitamin K-dependent protein which acts as ligand of a
transmembrane tyrosine kinase receptor family including
three members, AXL, MerTK and Tyro3, commonly known
as TAM receptors.'® GAS6 activation of the TAM receptors
plays a key role in inflammation modulation in sepsis and
in tissue injury.''2 TAM receptors are expressed with more
or less intensity depending on tissue type, AXL being the
one that predominates in cardiac tissue.

The TAM system appears to interact with several phago-
cytic networks.!3 Myocyte efferocytosis,!# innate immunity
regulation,'> macrophages differentiation, fibrosis and vas-
cular integrity repair are TAM regulated processes that
could contribute to tissue plasticity and repair. Circulating
levels of the extracellular part of TAM receptors can be
detected in blood, forming a stable complex with GAS6,
due to the effect of the Disintegrin and Metalloproteinase
domain-containing proteases (ADAMs) that mediate the
cleavage of these proteins. !¢

Few studies have focused on the importance of the
GAS6-TAM system in cardiac pathology. A recent publica-
tion showed that AXL expression is increased in heart fail-
ure of ischaemic or non-ischaemic origin.!” There is scarce
information about the role of GAS6-TAM in acute myocar-
dial infarction. The aim of this study was to determine
whether GAS6-TAM components were increased in
STEMI in the acute setting and at mid-term follow-up, and
to evaluate a possible relation with the occurrence of heart
failure and cardiac remodelling.

Methods
Population

From 2009, all patients admitted to the Coronary Care Unit
with a first STEMI were requested to participate in several
consecutive research studies looking at LV remodelling.'8-2!
Subjects referred to our centre for percutaneous coronary

intervention (PCI) through the STEMI Catalonian Network
who were early transferred to the referring hospitals were not
screened for participation in these studies. Subjects who
stayed in the unit were included in the study if they presented
with typical chest pain lasting more than 30 min and had >0.2
mV ST-segment elevation in leads V, to V; or 0.1 mV eleva-
tion in other contiguous electrocardiographic leads or suspi-
cion of true posterior infarction and increased troponin I
release. In all cases, PCI was the reperfusion therapy. At the
physician’s discretion and unless contraindicated, captopril or
enalapril (at least 6.25 mg every 8 h or 2.5 mg every 12 h,
respectively) and beta-blockers were initiated early, usually
by 24 h from admission. Serum troponin I was measured dur-
ing 48 h, every 6 h during the first 12 h and every 12 h there-
after. In addition, serum B-type natriuretic peptide (BNP) was
measured 48 h after admission. Subjects with haemodynamic
instability or any contraindications to undergo contrast-
enhanced Cardiac Magnetic Resonance (ce-CMR) were not
included. In addition, patients with concomitant fibrotic dis-
eases of the liver, lungs or kidneys or any chronic inflamma-
tory or autoimmune disease were excluded. A total of 294
subjects were screened for participation and 67 were excluded
for different reasons. The remaining 227 STEMI patients
(mean age 58+12 years, 84% men, 43% anterior infarction,
81% Killip I) were included. The presence of heart failure
was evaluated using Killip classification. The local
Institutional Review Board approved the study and an
informed consent was obtained from each participant. A
group of 20 healthy subjects selected from an outpatient clinic
who were matched for cardiovascular risk factors with the
study population served as a control group.

Blood samples (10 ml) were drawn in the control group
and in STEMI patients at days 1 and 7 from admission and
at six month follow-up. All blood samples were centrifuged
and post-processed similarly. The isolated serum was stored
at —80°C until analysis.?>23

Soluble AXL determination was performed using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique,
as previously described.??> Antibody AF154 (R&D
Systems) was used as capture antibody at a concentration
of 2.0 pg/ml and BAF154 (R&D Systems) and detection
antibody was added at a concentration of 50 ng/ml.
Detection of the specifically bound antibody was done
through standard colorimetry at 450 nm. For GAS6 deter-
mination,?? AF885 (R&D Systems) was used as capture
antibody and BAF885 as detection (also obtained from
R&D Systems). C-reactive protein measurements were
performed using the ELISA Human C-Reactive Protein
(CRP) Duoset DY 1707 from R&D Systems.

Ce-CMR

A standard ce-CMR study was performed in each patient
during admission and at six months in a 1.5 T clinical
scanner (SIEMENS, Erlangen, Germany or Signa CV
HDxt, GE Medical Systems, Wisconsin, USA) equipped
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Table I. Main variable values based on occurrence of heart failure.

Killip 1 Killip > | p value

n =185 (81%) n =42 (19%)
Age (years) 5911 58 + |4 0.571
Sex (% male) 83 86 0.676
GAS6 Id (ng/ml) 19.7 £ 5.4 212+£67 0.146
GAS6 7d (ng/ml) 19.6 £ 6.1 194 £ 6.1 0.861
GAS6 6m (ng/ml) 21.6 5.7 22373 0.602
sAXL Id (ng/ml) 44.0 £ 10.7 489+ 11.9 0.047
sAXL 7d (ng/ml) 503+ 11.9 532+92 0.201
sAXL 6m (ng/ml) 55.9 £ 13.7 633+ 154 0.011
CRP |d (ng/ml) 76.7 £ 1754 113.0+107.2 0.004
CRP 7d (ng/ml) 640 £ 161.8 91.0£ 1105 0.033
CRP 6m (ng/ml) 83+ 10.0 14.0 +20.0 0.123
Monocytes Id (x 10%/1) 0.60 £ 0.53 0.54 £ 022 0.927
Monocytes 7d (% 10%/1) 0.63 = 0.60 1.57 +2.24 0.010
Monocytes 6m (x 10%/1) 0.48 £ 0.30 0.44 £ 0.27 0.717
BNP (pg/ml) 153 127 246 £ |51 <0.001
Tnl (ng/ml) 113+ 124 283 + 337 <0.001
DM (%) I5 29 0.159
Hypertension (%) 40 43 0.704
Dyslipidaemia (%) 35 48 0.138
Current smoking (%) 64 67 0.757
EF at admission (%) 49+9 41 £ 11 0.004
EF at six months (%) 53+8 49+ 12 0.106
LV EDV at admission (ml) 155+ 36 171 £ 49 0.049
LV EDV at six months (ml) 159 + 38 183 = 65 0.051
Anterior wall STEMI. (%) 38 68 <0.001
LV remodelling (%) 12.8 34.5 0.010
MO (%) 37 51 0.110

GAS6: Growth Arrest-Specific 6 protein; SAXL: soluble AXL; CRP: C-reactive protein; BNP: brain natriuretic peptide; Tnl: troponin | (peak); DM:
diabetes mellitus; EF: ejection fraction; LV EDV: left ventricular end-diastolic volume; MO: microvascular obstruction by late gadolinium enhanced

cardiac magnetic resonance

with cardiac-dedicated software. LV function was assessed
using a steady-state free-precession cine sequence pre-
scribed in sequential 10-mm short axis slices with no gap
from base to apex to achieve full LV coverage. The con-
trast-enhanced images were acquired 10 to 15 min after
intravenous  administration of gadodiamide-DTPA
(Omniscan, Amersham Health, Madrid) at a dose of 0.2
mmol/kg using a standard segmented inversion-recovery
fast gradient-echo pulse sequence. The inversion time was
adjusted to null normal myocardium, typically between
180 and 320 ms. Matrix size was set to 256 and the mean
field of view was 360 mm, resulting in a typical voxel size
of 1.4 mm x 1.4 mm x 10 mm. All CMR images were
cropped and de-identified for analysis by an independent
experienced observer blinded to all clinical and angio-
graphic data. The endocardial and epicardial borders on
sequential short axis cine images were manually traced to
compute LV end-systolic volume (ESV) and end-diastolic
volume (EDV) as well as LV ejection fraction (LVEF)
using Argus® software (SIEMENS, Erlangen, Germany).
A self-customized tool based in MATLAB platform (The

MathWorks, Natick, Massachusetts) was used to compute
the infarct size. First, the endocardial and epicardial bor-
ders were manually traced on short-axis contrast-enhanced
images. Similarly, an experienced observer roughly out-
lined the hyperenhanced myocardium, and those areas
were post-processed with an algorithm to define the
infarcted myocardium according to the half-maximum
pixel intensity criteria. Briefly, a histogram of the pixel
intensities is created for the entire region of interest manu-
ally drawn by the observer. Then, the software identifies
the maximum pixel intensity within the region of interest.
The final infarct extent is automatically defined as those
pixels with signal intensity above 50% of the maximum of
the initial region. The infarcted areas on sequential short-
axis slices were summed and divided by the total LV wall
to calculate infarct size as a percentage of the LV wall.
Microvascular obstruction, defined as any area of late
hypo-enhancement surrounded by hyperenhancement on
ce-CMR images, was also included in the infarct size. A
microvascular obstruction extent score was computed by
summing all segments with microvascular obstruction
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Figure |. Soluble AXL (a) and GAS6 (b) levels in controls and in STEMI patients at different points in time. Box-plot represent
median and interquartile range and vertical lines represent 95% confidence intervals. Black dots represent outliers.
sAXL: soluble AXL; GAS6: Growth Arrest-Specific gene 6 protein; STEMI: ST-segment elevation myocardial infarction; |d: one day; 7: seven days;

6m: six months

according to the recommended 17-segment model. LV
remodelling was defined as a 20% increase in EDV
between admission and at six months.?

Continuous data are expressed as mean £+ SD and cate-
gorical variables as percentages. Shapiro—Wilk test con-
firmed that soluble AXL (sAXL) and GAS6 levels at any
time point were not normally distributed. Accordingly,
individual changes were compared with Wilcoxon
matched-pair signed-rank tests and differences between
groups were explored with independent-samples Mann—
Whitney U tests. Correlations between sAXL and GAS6
values and quantitative parameters derived from ce-CMR
or blood analyses were performed using Spearman Rho
tests. The influence of Killip grade and changes of sAXL
and GAS6 values were evaluated with analysis of variance
(ANOVA) of repeated measures with between subjects
effect. A value of p < 0.05 was considered statistically sig-
nificant. Statistical analyses were performed with Stata
14.2 4.5 for Windows and IBM SPSS® 20.

Results

By paired analysis, a significant increase in sAXL levels
was observed during the acute phase of STEMI patients
(45.0+11.3 ng/ml at day 1 and 50.8+11.5 ng/ml at day 7,
p<0.001). At six month follow-up, sAXL continued to
increase and was significantly greater than in the control
group (57.2+14.2 vs. 48.8+£8.9 ng/ml, p=0.011). In contrast,
no significant changes in GAS6 levels were found during
the acute phase of STEMI (20.4+5.8 ng/ml at day 1,
19.94£5.7 ng/ml at day 7, p=0.794), although both measures

were smaller than those found in the control group (22.3+4.3
ng/ml, p=0.039 and p=0.015 respectively). At six month
follow-up, however, GAS6 levels increased to 21.6+5.7 ng/
ml from day 7, p=0.001 (Figure 1(a) and (b)). Subjects with
incomplete revascularization showed higher sAXL levels at
day 1 (48.1+12.0 vs. 43.8+10.8 ng/ml, p=0.033) and at day
7 (53.6£10.6 vs. 49.8+11.9 ng/ml, p=0.041), with no differ-
ences in GASG6 values.

CRP levels at day 1 and day 7 were higher in patients
than controls (85.3£163.5 and 65.3£146.9 vs. 13.9£5.7
mg/l, p<0.001). At six month follow-up, CRP levels in
patients significantly decreased to 11.7£19.6 mg/l,
»<0.001) with no significant differences as compared with
controls, p=0.301. Monocyte counts significantly increased
from day 1 to day 7 (0.587+0.486 x 10%/1 vs. 0.803+1.111
x 10%1, p=0.007) and decreased at six month follow-up
(0.449+0.277 x 10%/1, p=0.004). No significant correlation
was observed between CRP levels and monocyte count
and GAS6 or sAXL levels at any time point (Supplementary
Material online).

Heart failure

The majority of subjects (n=185, 81%) did not develop
heart failure during admission. A total of 33 (14.3%)
patients reached Killip grade 2 at any time point and a
minority were classified as being in Killip grades 3 or 4
(two and seven patients, respectively). Patients who devel-
oped heart failure during admission (Killip >1, »=42) had
more frequently anterior wall infarction and higher values
of BNP and troponin, as well as worse LV function, larger
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Table 2. Univariate predictors of adverse left ventricular remodelling.

No remodelling Remodelling p value
Age (years) 5911 58+ 12 0.734
Male (%) 83 93 0.259
Complete revascularization (%) 70 79 0.375
HR at admission (beats/min) 74+ 19 77 £ 17 0.481
SBP at admission (mmHg) 133 £30 128 + 28 0.478
DBP at admission (mmHg) 80+ 19 79t 16 0.887
Time to reperfusion (min) 288 + 315 217 £ 168 0.280
GAS6 Id (ng/ml) 19.8 +5.4 21.7+£79 0.170
GAS6 7d (ng/ml) 194+58 20.6 + 6.7 0417
GAS6 6m (ng/ml) 219+6.2 21.6 45 0.746
sAXL Id (ng/ml) 445+ 11.8 474+ 84 0.046
sAXL 7d (ng/ml) 502119 559 +9.6 0.018
sAXL 6m (ng/ml) 564+ 148 609 £ 11.0 0.093
CRP |d (ng/ml) 87.8 £ 185.9 768+ 117.0 0.781
CRP 7d (ng/ml) 75.7 £ 173.6 52.8 £ 103.7 0.535
CRP 6m (ng/ml) 88+ 128 102+ 10.9 0.681
Monocytes Id (x 10%/1) 0.59 + 0.55 0.60 = 0.26 0.924
Monocytes 7d (% 10%/1) 0.79 £ 0.98 [.19 £2.09 0.201
Monocytes 6m (x 10%/1) 0.47 £ 0.30 0.50 £ 0.26 0.740
Infarct size (% LV) 162 £ 11.1 234+ 159 0.043
BNP (pg/ml) 146 + 114 140 + 107 0.859
Tnl (ng/ml) 108.3 + 87.9 218.2 + 288.0 0.077
MO present (%) 40.2 43.5 0.818
No. segments MO 0.96 £ 1.51 1.52 £2.27 0.270
EF at admission (%) 49+8 44 £ 13 0.054
EF at admission <40% (%) 16.1 31.0 0.070
EF at six months (%) 547 46 £ 14 0.008
LVEDVi at admission (ml) 83.6x 152 775+£213 0.192
LVEDVi at six months (ml) 809+ 154 105.0 £ 29.6 0.001
LVESVi at admission (ml) 43.1 £ 125 452 +20.3 0.634
LVESVi at six months (ml) 37.7 £ 11.7 603314 0.002

Data expressed as mean * standard deviation or percentages.
HR: heart rate; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; GAS6: Growth Arrest-Specific 6 protein; sAXL: soluble AXL; CRP:

C-reactive protein; BNP: brain natriuretic peptide; Tnl: troponin | (peak); No. segments MO: number of segments with microvascular obstruction;
EF: ejection fraction; LVEDVi: left ventricular end-diastolic volume index; LVESVi: left ventricular end-systolic volume index

Table 3. Multivariate predictors of adverse left ventricular remodelling by binary logistic regression analysis.

Variable Wald p value OR OR

(Expo-B) 95% confidence interval
Infarct size (% LV) 2.837 0.092 1.031 0.995 1.069
sAXL seven days (ng/ml) 4.554 0.033 1.043 1.003 1.085
Killip class (by grade) 4.743 0.029 2.240 1.084 4.630

OR: odds ratio; LV: left ventricle; sAXL: soluble AXL

LV volumes and higher occurrence of adverse LV remodel-
ling during follow-up (Table 1).

When compared with patients without heart failure,
patients with Killip >1 had greater values of sSAXL at one
day (48.9+11.9 vs. 44.0£10.7 ng/ml, p=0.047) and six
month follow-up (63.3£15.4 vs. 559+13.7 ng/ml,
p=0.011. By ANOVA of repeated measures no interaction

between the presence of Killip >1 and the increase in
sAXL over time was observed. GAS6 levels were not sig-
nificantly different at any time between subjects with or
without heart failure during admission. CRP levels were
also higher in patients with heart failure at day
1 (113.0£107.2 vs. 76.7£175.4 mg/l, p=0.004) and at day
7 (91.0+£110.5 vs. 64.0£161.8 mg/l, p=0.033). Monocyte
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counts were only higher in heart failure patients at
seven days (1.596+2.243 x 10%/1 vs. 0.627+0.597 x 10%/1,
p=0.009).

Cardiac remodelling

There was no correlation between sAXL or GASG6 levels
at any time point and parameters of ventricular dysfunc-
tion, including initial and follow-up LVEF or LV indexed
volumes, nor with BNP values during hospitalization.
Infarct mass derived by LGE-CMR or peak troponin were
not correlated with SAXL or GAS6 either. However, a
weak but significant positive correlation was found
between sAXL at day 1 and the change in LV ESV index
and LV EDV index from baseline to follow-up (r=0.183,
»=0.029 and =0.171, p=0.033 respectively). These cor-
relations remained significant between sAXL at six month
follow-up and the change in LV ESV index (=0.165,
p=0.029) and improved slightly for the change in LV EDV
index (r=0.238, p=0.009). Interestingly, despite the mod-
erate correlation observed between BNP and infarct size
with LVEF and LV volume indexes at baseline and fol-
low-up, neither of the two correlated with the changes in
LV volume indexes (Supplementary Material Table 3). A
weak but significant direct correlation between CRP lev-
els acutely was observed with BNP, infarct mass and LV
ESV index, as well as an inverse correlation with ejection
fraction. At six month follow-up, CRP still correlated with
LV ESV index and LVEF. Monocyte counts were not cor-
related with infarct mass, LVEF or BNP, but levels at day
1 correlated with initial and follow-up LV volumes.
Neither CRP nor monocyte count correlated with changes
in LV volume indexes over time (Supplementary Material).
Patients that fulfilled adverse ventricular remodelling cri-
teria at follow-up (n=29, 16%) had higher values of SAXL
at day 1 (47.4£8.4 vs. 44.5£11.8 ng/ml, p=0.046), day 7
(55.949.6 vs. 50.2+11.9 ng/ml, p=0.018) and six months
(60.9£11.0 vs. 56.4+14.8 ng/ml, p=0.093) respectively.
They also had larger baseline infarct size by ce-CMR
(22.1£15.8 vs. 16.3£11.0 % LV mass, p=0.043). In con-
trast, no significant differences were observed in GAS6
between patients with adverse ventricular remodelling
and those without (21.7+7.9 vs. 19.845.4 ng/ml, p=0.170;
20.6+6.7 vs. 19.4+£5.8 ng/ml, p=0.417 and 21.6+4.5 vs.
21.946.2 ng/ml, p=0.746 at first day, one week and six
months). Also no significant differences were found
between CRP and monocyte count between patients with
or without adverse remodelling (Table 2). Subjects who
presented heart failure during hospitalization were more
likely to develop adverse LV remodelling at follow-up
(34.5% vs. 12.8%, p=0.01). In a multivariate logistic
regression analysis including infarct size, Killip class dur-
ing hospitalization and sAXL at day 7, the last two were
found to be independent predictors of adverse LV remod-
elling (Table 3).

Clinical follow-up

Clinical follow-up was completed in all patients for a mean
of 79449 months; 16 (7%) subjects died (11 cardiac and
five non-cardiac origin). A total of six subjects were read-
mitted for heart failure and 11 for new myocardial infarc-
tion. Thirteen subjects (5.7%) either died from cardiac
causes or were readmitted for heart failure. Neither their
levels of SAXL at day 1 (49.8+15.1 vs. 44.7+11.0 ng/ml),
day 7 (51.9+£8.8 vs. 50.8+11.5 ng/ml) and six months
(56.2+£8.0 vs. 57.2+14.4 ng/ml) nor the GAS6 at day 1
(22.4£5.9 vs. 19.9+5.6 ng/ml), day 7 (19.1£9.4 vs. 19.5+£5.9
ng/ml) and six months (13.9+6.0 vs. 21.8+5.9 ng/ml) were
significantly different from the remaining subjects.

Discussion

Cardiac repair is an active process where inflammation and
efferocytosis of apoptotic cells are key factors. It has been
shown that TAM receptors, mainly MerTK, intervene in
this process.!2142425 The progressive increase in sAXL lev-
els found in STEMI in the present study suggests that
GAS6-TAM activation is triggered at the moment of the
acute event and remains activated during the healing period.
It is reasonable to speculate whether the GAS6—TAM sys-
tem, and particularly AXL, may be involved in myocardial
repair processes at long-term.

The GAS6-TAM complex has been involved in vascu-
lar haemostasis and atherosclerosis.?®?’” The GAS6 system
could delay vascular smooth muscle cell senescence regu-
lating apoptosis and inflammation.?3! It has been sug-
gested that low GAS6 is related to the presence of
cardiovascular risk factors, and several investigators have
suggested that it could have a role as a predictor of cardio-
vascular events. A relationship between low GAS6 levels
and inflammation, endothelial dysfunction markers and
new onset of type-2 diabetes has been reported.?? Some of
the beneficial effects of statins, such as the modulation of
smooth muscle cells’ function and their preventive role in
vascular calcification, have been related to the restoration
of the GAS6-AXL pathway.3335 Despite that in our series
we did not find differences in GAS6 by cardiovascular risk
factors, the low GAS6 levels we found acutely in STEMI
might be a reflection of the higher risk for coronary events.
In addition, the significant increase in GAS6 values at six
months can be attributed to the high proportion of patients
who started treatment with statins (83% of patients at dis-
charge). The role of GASG6 in ischaemic cardiomyopathy
and acute coronary syndromes is controversial. A previous
study with a small group of patients showed no association
between GAS6 levels and any degree of coronary disease.3¢
On the other hand, Lee et al. found lower plasma levels of
GASG6 in patients undergoing coronary artery by-pass graft-
ing compared with controls and they were negatively cor-
related with fasting glucose and endothelial dysfunction
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markers and predicted the operative mortality.’” In the
study by Jiang and colleagues, GAS6 levels were measured
in 80 patients with coronary artery disease, of whom only
eight patients (10%) presented with acute myocardial
infarction. GAS6 concentrations were significantly lower
in patients than in a healthy control group, and there was a
trend toward increased expression of GAS6 according to
the severity of the disease. Moreover, they evidenced a
probably protective role of the GAS6 ¢.834+7G>A poly-
morphism that was associated with a lower risk for coro-
nary artery disease.’® In agreement with this study, we
found that GAS6 levels in serum early after STEMI were
lower than those measured in healthy controls. GAS6 com-
bines with sSAXL to form a stable receptor—ligand com-
pound. In normal conditions, there is an excess of sAXL
over GASO6, so that all GAS6 is bound to AXLs, preventing
activation of TAM receptors.!® Therefore, any condition
causing an increase in AXL release would theoretically
neutralize the free concentration of GAS6, which indicates
that circulating GASG is not active but, rather, an inhibited
and functionally inactive ligand. In line with this hypothe-
sis, we observed that GAS6 levels continued to decrease
during admission, denoting an inverse relationship with the
increase in SAXL. In addition, GAS6 levels were not asso-
ciated with infarct size nor with parameters of LV function
or changes in LV volumes, suggesting the lack of systemic
effects of circulating GAS6 in LV remodelling. Whether
locally released GAS6 in the myocardium that could exceed
AXL effects could have a potential role in LV remodelling
is beyond the scope of this study and needs to be explored
in experimental studies.

A previous publication by Liu and co-workers found an
increase in SAXL levels in acute coronary syndrome as
compared with controls.? In the current study involving a
larger cohort of patients, we did not find differences in the
baseline sAXL levels between STEMI patients and con-
trols, but a significant increase was observed in patients by
paired analysis at seven days, which suggests the participa-
tion of AXL in myocardial infarction physiopathology. The
exact mechanism causing the increase in SAXL observed in
our study cannot be elucidated based on our findings. AXL
is expressed in different cell types that participate in athero-
sclerotic plaque inflammation, such as vascular endothelial
and smooth muscle cells and macrophages. However, we
did not find any correlation between circulating monocytes
count and sAXL. The increase in SAXL may be also the
consequence of the direct shedding effect of ADAM10 and
ADAM17 in the necrotic myocardium, as shown in the left
ventricle in a rat model of myocardial infarction.*’ Against
this possibility, in a prior study from our group we found no
differences in ADAM17 in serum among STEMI patients
either in the acute phase or at six months as compared with
controls.*! The infarcted myocardium heals and becomes
more fibrotic with time. However, SAXL continued to
increase at six months, which points more to inflammatory

cells or fibroblasts as the source of SAXL. Therefore, no
definitive conclusion can be drawn about the source of
SAXL, and a combination of several mechanisms cannot be
ruled out.

Probably the most striking finding in our study is the
association between heart failure and LV remodelling
with higher values of sSAXL at any time, probably related
to a state of persistent inflammation. Batlle et al.'” found
a six-fold increase in AXL protein expression in the myo-
cardium of 15 end-stage heart failure patients as com-
pared with 11 controls from heart donors. This was
accompanied by greater levels of SAXL in a cohort of 192
heart failure patients compared with 67 controls without
heart failure. They found no differences in AXL expres-
sion dependent on ischaemic and non-ischaemic heart
failure, neither for gender nor ejection fraction (all
patients had ejection fraction <40%). Interestingly, SAXL
levels were higher in patients with the worst New York
Heart Association functional class and provided addi-
tional prognostic value on top of BNP to predict all-cause
mortality, admissions for heart failure or heart transplan-
tation. As in our study, they did not find any correlation
between sAXL and BNP. In a more recent study, it was
evidenced that sAXL, but not troponins, added a greater
predictive value for adverse events than high BNP alone
in heart failure patients.*? Our results line up with these
prior studies, since sAXL levels correlated neither with
infarct size nor with BNP, but still could be identified as
an independent predictor of adverse LV remodelling.
BNP, released in the acute setting of STEMI in response
to stretching and pressure overload of myocardial fibres,
correlates with parameters of LV function and predicts
adverse LV remodelling.'® In contrast, as shown in our
study, SAXL did not correlate with parameters of infarct
size, BNP, microvascular obstruction or LV systolic func-
tion but correlated with changes in LV volumes and
remodelling. As in many prior studies, the presence of
microvascular obstruction phenomenon was associated
with larger infarcts, low LVEF and larger baseline and
follow-up LV volumes but did not identify subjects who
developed marked increase in LV volumes over time.
Therefore, sAXL could represent a new player in heart
failure physiopathology following STEMI, indepen-
dently of the BNP and troponin pathway.

In summary, sAXL progressively increased following
STEMI and was found to be associated with heart failure.
In addition, sAXL was identified as an independent predic-
tor of adverse LV remodelling. On the contrary, GAS6 lev-
els were lower in STEMI patients than in controls, probably
reflecting their higher risk for cardiovascular events.
Further histological and experimental studies are needed to
characterize the role of the different components of this
system in inflammation and myocardial healing following
myocardial infarction and to elucidate whether it may
become a new therapeutic target.
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Limitations

GAS6 and AXL were measured from plasma using an
ELISA technique, so we had no information of protein
expression locally in injured myocardium. We cannot
assure whether the increase of sAXL observed is the cause
or a consequence of LV remodelling. To elucidate this
question, additional histological studies in experimental
models may be helpful. On the other hand, we studied a
population with a low prevalence of heart failure. The pres-
ence of overt heart failure, cardiogenic shock and electric
instability are limiting conditions to conduct a ce-CMR
study in the acute phase. Those subjects are likely the ones
who will benefit the most from potential new therapies.
Larger studies focusing on sicker patients, who are at a
higher risk for adverse events, are warranted.
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