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METODOS

Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion fueron: antecedentes de cardiopatia isquémica documentada, con el fin
de evitar sesgos en la determinacion de la extension de la necrosis miocardica en los estudios de
resonancia magnética cardiaca; estenosis significativa de cualquier arteria principal excepto la
causal del infarto en el estudio angiografico; evolucion del infarto agudo de miocardio sin
elevacion del segmento ST > 150 min desde el inicio del dolor o sintomas de sospecha y la
extraccion de la primera muestra sanguinea para el analisis molecular, para evitar que los procesos
moleculares de transcripcion de ARN y sintesis proteica interfirieran en la estimacion de la
expresion basal de las diferentes dianas génicas en el sujeto de estudio, y/o, finalmente, negativa
del paciente a participar en el estudio. Asimismo se excluyo a los pacientes con reinfarto en las
primeras 72 h, contraindicacion para el estudio de cardiorresonancia magnética o negativa del

paciente.

Recogida de datos

Durante el ingreso se recogieron los siguientes datos: historia clinica del paciente con todos los
factores de riesgo cardiovascular; valores analiticos que incluyeron glucosa en ayunas,
hemoglobina al ingreso, formula leucocitaria en urgencias y a las 72 h (leucocitos, linfocitos y
monocitos), proteina C reactiva en urgencias, creatinina al ingreso, perfil lipidico y
glucohemoglobina (HbA ;) y marcadores de dafio miocardico (curva seriada cada 6 h, utilizando
valores maximos para el analisis) como troponina I (Tnl), creatincinasa (CK) y su fraccion MB
masa (CK-MB), determinados mediante inmunoanalisis en el analizador UniCel® DxI 800 con Kits
Access AccuTnl®, Synchron LX-20" y Access CK-MB® respectivamente (Beckman Coulter Inc.),
y datos ecocardiograficos recogidos indistintamente por dos cardidlogos acreditados y
experimentados en la técnica: estudio en modo M y 2D (diametros y volimenes de ventriculo
izquierdo) y célculo de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo estimada por la formula de
Simpson y expresada en porcentaje. Se utilizaron los equipos Philips 133" y Philips Sonos 7500

(Philips Healthcare; Estados Unidos).

Estudios de cardiorresonancia magnética
Los estudios se llevaron a cabo con una unidad de 1,5 T (Magneton Sonata, Siemens; Erlangen,
Alemania). Las imagenes funcionales de eje largo y eje corto se obtuvieron utilizando secuencias

acopladas a ECG Steady State Free Precesion (SSFP), de 8 mm de grosor por corte, con 2 mm de
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distancia entre ellos. Se calcul6 el volumen telediastdlico del ventriculo izquierdo indexado
(VTDVIi) mediante el trazado manual del endocardio en cortes sucesivos en eje corto. Con base en
estudios ecocardiograficos', se definié remodelado ventricular como el incremento del VIDVIi

> 10% en el estudio de control a los 6 meses.

Se utilizé un modelo estandar de 17 segmentos cardiacos para la valoracion de la perfusion
miocardica y la determinacién de las areas de edema y realce tardio de gadolinio®.

Los defectos de perfusion se establecieron visualmente siguiendo este modelo basado en déficit
persistentes durante el primer paso de contraste. Las areas de alta sefial en T2 se identificaron por
inspeccion visual.

La deteccion de edema miocardico, como aproximacion al area miocardica en riesgo, se realizo a
través de cortes en eje corto en T2 siguiendo las mismas secuencias utilizadas en cine, mediante
cortes multiseccion en HASTE (Half-Fourier Acquisition Single-shot Turbo spin Echo).

Las imagenes de realce tardio de gadolinio para estimar el area necrotica se captaron tras
administracion intravenosa de gadobenato dimeglubina 0,5 molar a 0,15 ml/kg. Las areas con
realce tardio de gadolinio se identificaron por inspeccion visual. Se utilizaron secuencias precoces,
en apnea en eje corto sincronizadas con el ECG, de disparo unico Inversion Recovery-SSFP (IR-
SSFP), usando tiempo de inversion (IT) prolongado, para diferenciar miocardio normal, miocardio
necrotico y obstruccion microvascular. Tras 10 min, se repetieron las mismas secuencias en eje
corto ajustando el IT al miocardio normal y secuencias segmentadas turbo-FLASH (Fast Low
Angle Shot) 2D y 3D en apnea.

Las areas de obstruccion microvascular se definieron como areas hipointensas en las secuencias
precoces de supresion miocardica y con captacion periférica de contraste en las secuencias tardias
(doughnut-like).

Dado que no se dispone de software de calculo automatico, las areas de edema miocardico, realce
tardio de gadolinio y obstruccién microvascular las midid, mediante trazo manual en una estacion
de trabajo especifica (Argus, Siemens; Erlangen, Alemania), un investigador experimentado que no
tenia informacion sobre otros datos del estudio y expres6 los resultados en porcentaje relativo a la

masa miocardica total, estimada previamente por trazo manual endocardico y epicardico.

Preparacion de las muestras: extraccion de ARN y analisis de proteinas
Los aislados celulares resultantes tras centrifugacion se procesaron utilizando citocentrifugacion y
tincion rapida pandptica (Panreac). Solo se utilizaron para el analisis los preparados con mas del

90% de células mononucleares.
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El ARN total se aislé mediante Trizol™ (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
analizo la calidad del ARN mediante Bioanalyzer y se cuantificé en un Nanodrop. Se utilizé para
los analisis ARN con una tasa de absorbancia entre 260 y 280 > 1,8 y un niimero de integridad de
ARN (RIN) > 8.

La concentracion de proteina de PGC-1a se cuantifico por medio de microarrays especificos

(analisis por Zeptosens).

RESULTADOS

Respuesta inmunitaria y PGC-1a

Con el fin de evaluar si la induccion de PGC-1a forma parte de la respuesta inflamatoria
desencadenada tras el infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST, se monitorizaron
los valores absolutos y relativos de leucocitos, linfocitos y monocitos al ingreso y a las 72 h. Se
corroboro la existencia de leucocitosis ligera al ingreso en ambos grupos, con normalizacion de las
cifras a las 72 h, como parte de la respuesta inmunitaria aguda inespecifica producida por el infarto
agudo de miocardio con elevacion del segmento ST. El grupo de pacientes con induccion de
PGC-1a presento al ingreso cifras significativamente menores en el recuento absoluto y relativo
tanto de linfocitos como de monocitos. Sin embargo, en el control analitico a las 72 h, se pudo

observar un mayor incremento porcentual en sus cifras (tabla del material suplementario).

Actividad molecular de PGC-1a

Con el objetivo de monitorizar la actividad molecular de PGC-1a y comprobar si la induccion tras
infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST conlleva un incremento en su control
transcripcional, se determind el grado de expresion en forma de ARN de distintas dianas génicas de
PGC-1a: citC, MnSOD y GPx. Se encontré un incremento de citC y GPx a las 72 h en el grupo de
induccion de PGC-1a (13,6 frente a 1,07; p = 0,001 y 425,6 frente a 3,08; p = 0,046
respectivamente), que no fue significativo en el caso de MnSOD (figura de material
suplementario).

Asimismo, para confirmar la significacion funcional de estos hallazgos, se determin6 la
concentracion proteica de la PGC-1a, y se observo una correlacion positiva con la cantidad de
ARN (incremento relativo de la expresion proteica a las 72 h estimado por Zeptosens, 6,34 +£2,6 en

el grupo con induccion de PGC-1a frente a 1,7 = 0,8 en el grupo sin induccion; p = 0,04).
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DISCUSION

Respuesta inflamatoria en pacientes con induccion de PGC-1a

Los pacientes con induccion de PGC-1a presentaron cifras menores en valores absolutos y relativos
tanto de linfocitos como monocitos en el momento del ingreso, aunque después sufrieron un mayor
incremento relativo de sus cifras a las 72 h. Si bien varios trabajos han descrito la linfocitopenia
durante el infarto o la monocitosis reactiva como marcadores prondsticos cardiovasculares®”,

serian necesarios mas estudios para establecer la posible relacion entre esas variables.
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Tabla material suplementario

Subtipos celulares de leucocitos segun induccion de PGC-1a tras infarto agudo de miocardio con
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elevacion del segmento ST: muestra sanguinea al ingreso y a las 72 h
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Leucocitos, subtipos Induccion PGC-1a Sin induccién (n = 23) p
celulares (n=28)

Leucocitos totales O h 10.787 £1.336 11.830 £ 558 0,497
(x1.000/ml)

Leucocitos totales 72 h | 7.150 £ 657 8.256 + 443 0,185
(%x1.000/ml)

Linfocitos 0 h 1.437 +£244 2.443 £ 1.370 0,013
(x1.000/ml)

Linfocitos 72 h 1.800 £+ 162 2.126 £ 129 0,135
(%x1.000/ml)

Monocitos 0 h 475+ 61 823 + 44 < 0,001
(x1.000/ml)

Monocitos 72 h 612+ 74 856 £ 63 0,023
(%x1.000/ml)

Linfocitos 0 h (%) 15,15+ 3,1 21,35+2,3 0,132
Linfocitos 72 h (%) 2547+23 26,33+ 14 0,756
Variacion porcentual 46,86 £ 25,7 7,11 £11,2 0,187
linfocitos (%)

Monocitos 0 h (%) 4,60 £0,6 7,38 +£0.4 0,002
Monocitos 72 h (%) 8,32+0,8 10,23 £0,3 0,050
Variacion porcentual 38,27 £ 18,8 7,77+7,8 0,168

monocitos (%)
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Figura material suplementario. Expresion proteica de diferentes dianas moleculares de PGC-1a: citocromo C (citC), glutation peroxidasa

(GPx) y manganeso superoxido dismutasa (MnSOD). Analisis por microarrays de proteinas mediante tecnologia Zeptosens.
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