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2. ABREVIATURES

ACXFA: aritmia complerta per fibril.lacio auricular

Apaf-1: apoptotic protease-activating factor-1

ARA-II: antagonistes del receptor de I’angiotensina II

BAX: bcl-2-associated X protein

BCL-2 protein: proteina que codifica pel gen del Limfoma de Cé¢l.lula B
HTA: hipertensio arterial

IA: index apoptotic

IC: insuficiéncia cardiaca

ICT: index cardio-toracic

IECA: inhibidor de I’enzim convertidor de 1’angiotensinogen
IGF-1: insulin growing factor-1

IMC: index de massa corporal

MCP: miocardiopatia

Mst-1: mammalian sterile 20-like 1

NYHA: New York Heart Association

PCR: proteina C reactiva

RNA: acid ribonucleic

TBP: TATA binding protein

TERT: enzim retro-transcriptor de la telomerasa / telomerasa transcriptasa inversa
TNF: factor de necrosi tumoral

TPM: transplantament i donacid d’organs

VE: ventricle esquerre

XIAP: X-lligat inhibidor de 1’apoptosi proteina
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3. INTRODUCCIO

3.1. JUSTIFICACIO PERSONAL DE LA TESI

Aquesta tesi s’emmarca dins la linia d’estudi patogenic de la Miocardiopatia
Alcoholica Cronica que el Grup de Recerca de Malalties Relacionades amb el consum
d’Alcohol 1 Patologia Muscular va iniciar el 1982. Aquest grup d’investigacid pertany al
Servei de Medicina Interna i al grup de Neurociéncies IDIBAPS (Grup de treball 7.04)
estant actualment integrat en el “nodo CIEN de Investigacion Neurologica”. Els treballs

realitzats per aquest grup han aprofondit sobre els segiients aspectes:

1. L’efecte nociu dosi-depenent del consum cronic d’alcohol en el desenvolupament
de toxicitat miocardica, amb relacid inversa entre consum acumulat d’alcohol i funcio
ventricular; I’associacid entre la miocardiopatia alcoholica (MCP alcoholica) i altres
patologies organiques per consum d’alcohol com la miopatia esqueletica, I’hepatopatia

cronica o les lesions neurologiques centrals 1 periferiques per consum d’alcohol.

2. La constatacid de la susceptibilitat de geénere a [’efecte toxic de 1’alcohol,
corroborant que les dones sén més sensibles que els homes al desenvolupament de

depressio de la funcid ventricular.

3. La susceptibilitat genetica, evidenciant que els individus amb genotip “DD” del
gen de la ECA presenten un risc 16 cops més gran de desenvolupar una MCP alcoholica

respecte els altres genotips.

4. La implicacié de I’apoptosi en els procesos de dany muscular induit per 1’alcohol.

5. L’objectivacié de les alteracions oxidatives tissulars al muscul miocardic per

consum d’alcohol.
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6. La parcial reversibilitat dosi-depenent de la repercussio clinica i funcional

cardiaques per consum d’alcohol.

Per a la realitzacié d’aquests projectes s’ha aconseguit un successiu finangament per
part de diferents entitats publiques com la Generalitat de Catalunya (CUIR 1999/SGR-
279 1 2001/SGR-379), el Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS 94/1114; 98/0330;
99/0115; 99/0318; P1020611; P1020533; P1041837); el Instituto de Salud Carlos III
(Red temdtica sobre nutricion y enfermedad cardiovascular V-2003-RED G140-0), el
Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)
(VINO1-006), la Unié Europea (Projecte FAIR de la Comissiéo Europea [exp.: CT97-
3261]) v el Ministerio de Ciencia y Tecnologia. (AGL2004-08378-C02-02/ALI).
Actualment esta en el grup Nutricion y Alcohol. Accion CIBER en el marco del plan

1+D 2004-2007 CB06/03/0019.

Altres linies d’investigacid que actualment estan en desenvolupament dins del Grup

son:

- Efecte toxic sobre el sistema nervids central i perifeéric

- Efectes beneficiosos del consum moderat de begudes alcoholiques

- Estudi dels parametres inflamatoris que poden predir 1’arteriosclerosi en els

pacients alcoholics

- Efecte dels polifenols que conté el vi respecte les altres begudes alcoholiques en

el risc cardiovascular

- Estudi de les mol.lécules d’adhesio endotelial relacionades amb 1’arteriosclerosi

1 amb la disminucio en 1’adhesid dels monocits circulants a 1’endoteli
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- Influéncia de la dieta mediterrania sobre el risc cardiovascular en prevencid

primaria (PREDIMED FAIR CT97-3261).

La doctoranda, MERITXELL LLU{S PADIERNA, es va incorporar a aquest grup
de recerca I’any 2002 col.laborant de forma regular en I’assisténcia dels pacients amb
consum cronic d’alcohol tant hospitalitzats com a nivel ambulatori, en la deteccid de
patologia organica relacionada amb [’alcohol i elaboraci6 1 suport a les linies
d’investigacié que des de llavors ha desenvolupat el grup; ha rebut preparacid teécnica
especifica sobre el processament de mostres biologiques procedents d’aquests malalts;
ha realitzat un curs especific de formacié en Transplantaments i Donacié d’Organs
(TPM), el que 1i ha facilitat el procés de recollida de mostres procedents de donants en
mort cerebral, fet fonamental pel desenvolupament d’aquesta tesi tal i com s’especifica
més endavant en I’apartat de Material 1 Métodes; coneix les técniques convencionals
d’immunohistoquimica muscular aplicables a I’estudi d’aquests pacients, aixi com els
treballs realitzats sobre apoptosi i susceptibilitat genctica a les lesions cardiaques per
consum d’alcohol. Finalment, ha col.laborat i és co-autora d’un treball sobre repercussid
tissular dels mecanismes d’oxidaci6 cel.lular en resposta al consum d’alcohol en un
grup de donants d’organs molt similar al que s’estudia en la present tesi. Ha col.laborat
com a co-investigadora en el projecte FISS Efecto de los polimorfismos genéticos del
sistema renina-angiotensina-aldosterona en la presentacion clinica y evolucion de la

miocardiopatia alcohdlica. 02/0535.

Se 1i va concedir el premi Final de Residéncia el 2005 per a iniciar el treball que ha
culminat en la present tesi doctoral, essent-ne I’aspecte més rellevant el paper de la

regeneracié miocardica en la MCP alcoholica.
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3.2. CONCEPTES SOBRE L’HOMEOSTASI CARDIACA

3.2.1.- Perspectiva historica

El cor és un organ postmitotic 1, per tant, constituit per un conjunt més o menys
estable de cel.lules des del naixement de I’individu fins la senectud (1). Aquest ha estat
el dogma imperant fins fa pocs anys, perd fent una ullada retrospectiva a la historia

veurem que no sempre ha estat aixi.

Entre els anys 1850 1 1911 es van dur a terme nombrosos estudis, principalment
a Alemanya, que postulaven que I’existéncia d’hipertrofia miocardica era conseqiiencia
de la suma de la hipertrofia i la hiperplasia dels miocardiocits existents al cor. Aquesta
teoria es va posar en dubte els anys 20, on s’atribuia la hipertrofia miocardica
exclusivament a la hipertrofia dels miocardiocits, sense contemplar la hiperplasia. Els
cientifics de 1’época basaren la seva teoria en ’abséncia de figures mitotiques en els
miocardis que estudiaren. Per tant, ’abséncia de mitosis en el miocardi equivalia a

absencia de proliferacié miocardica (2).

Entre els anys 40 1 ‘50 Linzbach postula ’existéncia d’hiperplasia a més de la
hipertrofia com a mecanismes que conduien a la hipertrofia miocardica. Aquest autor
sostenia que quan el cor assolia un pes igual o superior a 500g s’estimulaven en els
miocits mecanismes de proliferacid, convertint-se aquest en la principal forma de
creixement miocardic afegit a la hipertrofia ja existent (2). Les troballes de Linzbach es
dueren a terme en ventricle esquerre huma i posteriorment es realitzaren troballes
similars a ventricle dret (3). Els anys ‘70 es va contradir aquesta teoria pero els estudis
realitzats en la darrera década demostren que Linzbach tenia raé. Part de la confusio ve
donada per la coexisténcia de cel.lules mononucleades (3/4 parts) i binucleades (1/4

part) al miocardi. La preséncia de regeneracid miocardica s’ha de demostrar per la
14
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presencia de mitosi, evidenciant els fenomens de cariorexi (divisid nuclear) i de
citocinesi (divisid6 nuclear i plasmatica). Fins la década dels 90, només s’havia
evidenciat mitosi en estudis in vitro. L’estudi d’Anversa i cols el 1998 demostra, in
vivo, D’existéncia de figures mitotiques en cors humans adults afectes de cardiopatia
isquémica i d’insuficiéncia cardiaca en fase terminal. En aquest treball s’utilitza la
microscopia confocal que permeté mesurar I’index mitotic. Aquest index és tan baix i es
du a terme tan rapidament que no s’havia detectat en els estudis realitzats en décades
anteriors. Actualment disposem de la tecnologia adequada 1 és per aixd que s’ha pogut
constatar. El fet de que I’index mitotic sigui baix no implica que tingui un paper
marginal en la regeneracié de miocardiocits. Aixi, un home de 45 anys té 5°2 x 10°
nuclis al ventricle esquerre, amb un index mitotic de 11 nuclis x 10° i amb un temps

mitotic d’una hora, genera 10% de midcits nous en un any (2).

Definitivament, 1’estudi d’Anversa i cols ha posat de manifest la preséncia de
regeneracid miocardica en el cor adult dels humans i d’altres mamifers, fet que ha
estimulat la posada en marxa de multiples estudis els darrers 10 anys per a aprofundir 1
cone¢ixer millor els mecanismes que influeixen en 1’homeostasi miocardica del cor
huma, tant en condicions fisiologiques com patologiques. Per a fer-ho, s’han revisat
conceptes relacionats amb el funcionament del cicle cel.lular, la plasticitat i la capacitat

de remodelacié cardiaca, ’apoptosi 1 la regeneracio.

3.2.2.- El cicle cel.lular

Totes les cel.lules de 1’organisme experimenten fenomens de creixement i
divisio cel.lular, constituint el que anomenem cicle cel.lular. El cicle cel.lular es pot
dividir basicament en 2 moments: la interfase (I), on es duen a terme els fenomens de

replicacid i la mitosi o fase M, on té lloc la divisio cel.lular (Figura 1).
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Figura 1. Cicle cel.lular. Figura que il.lustra els
dos moments del cicle cel.lular: la mitosi i la
interfase; aquesta darrera esta subdividida en

tres subfases: G1, S 1 G2.

Cortesia de www.dialogica.com

La interfase esta subdividida en tres subfases que s’anomenen G1, S 1 G2. La G1 és la
més llarga 1 és en la que la cél.lula creix, augmenta la massa cel.lular. En aquest
moment la cel.lula és sensible a 1’accid dels mitogens 1 els factors de creixement. La S
¢s la fase de sintesi i de replicacidé del DNA. La subfase G2 és el moment on es realitza

la reparacié del DNA.

En la fase M té lloc la mitosi, on la ce¢l.lula mare reparteix el seu material genctic entre
les dues filles i la citocinesi, on la ce¢l.lula mare reparteix el citoplasma entre les dues
filles. La cel.lula pot sortir del cicle cel.lular i quedar en estat de quiescéncia 6 GO,

podent reentrar al cicle a G1 (4).

Molts teixits de mamifers tenen capacitat replicativa enfront un insult (i per tant,
capacitat de reentrar en el cicle cel.lular), perd el cor en té poca i és insuficient per a

combatre un insult greu o difts sobre el miocardi (5).

Els miocardiocits fetals pateixen un rapid creixement i replicacid, els
miocardiocits perinatals ja no proliferen perd presenten mitosis acitoquinétiques (sense
divisio cel.lular). En canvi, la gran majoria dels miocardiocits adults humans son
cel.lules que no reentren en el cicle cel.lular malgrat I’existéncia d’estimuls mitogenics

normals o d’estrés. Es aixi perque han sortit de forma permanent del cicle cel.lular i
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perque tenen caracteristiques especifiques que mostren la seva especialitzacié com a
cel.lula (5). La maduracié del miocardi s’atura en quant els miocardiocits surten del
cicle cel.lular en el periode post-natal i, per tant, queden detinguts en els cicles GO/G1
(85%) 1 G2/M (15%). Per aquest motiu, el cor té una capacitat limitada per a respondre
enfront un estrés agut sobre el miocardi, produint-se diferents tipus de dany sobre el
miocardiocit; per respondre enfront un estrés cronic activa els mecanismes d’hipertrofia

i remodelacié miocardics (6).

Novedoses linies d’investigacido desenvolupades en la darrera deécada van
dirigides a aprofundir i comprendre millor el funcionament del cicle cel.lular, ja que les
darreres hipotesis apunten a que els miocardiocits tenen la capacitat de reentrar-hi 1
que, per tant, hi ha cert grau de regeneracid6 demostrat gracies a l’existéncia de
progenitors de miocardiocits i stem cells que tenen una capacitat replicativa limitada.
Encara no es coneixen del cert quins son els factors que influeixen en la reentrada del

miocardiocit en el cicle cel.lular. (5,6).

3.2.3 - Mecanismes d’adaptacio cardiacs enfront estimuls fisiologics i

patologics

El cor és un organ plastic amb capacitat per adaptar-se als estimuls que reb ja
siguin fisiologics, com el creixement o I’embaras, o bé patologics com la hipertensio
arterial (HTA), els toxics o la isquémia. Aquests estimuls activen uns complexes
mecanismes de diferent etiologia (autocrina, paracrina, factors de creixement...) que
afavoreixen I’expressid genetica 1 la sintesi proteica de determinats factors que ajuden al
cor a adaptar-se a la nova situacid. Els canvis secundaris a estimuls fisiologics només
afecten el teixit miocardic, mentre que els patologics també afecten el teixit connectiu

produint un acimul de col.lagen (7).
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El principal mecanisme d’adaptacié del miocardi enfront un estimul cronic
(sigui fisiologic o patologic) €s la hipertrofia sense augment del n° de miocardiocits
(6,7). Segons la naturalesa de I’estimul el cor desenvolupa un o altre patrd adaptatiu; si
aquest estimul no es manté en el temps els canvis al miocardi poden ser reversibles. Si
I’estimul es manté, la hipertrofia progressa a dilatacié que, finalment, condueix a
I’aparicié d’insuficiencia cardiaca i/o d’aritmies. Per contra, en situacions d’enllitament

perllongat o cancer es produeix un fenomen d’atrofia miocardica (veure figura 2).

Figura 2. Condicions que condueixen a la remodelacié cardiaca, resultant en atrofia o hipertrofia

Normal

~ANUT N
Bed rest, ventricular \v’\‘--,,

assist device, cancer,
and weightlessness

l !

Atrophy Physiologic hypertrophy Pathologic hypertrophy

i vis o
g ‘ \ AU\
VRN

Heart failure

Hypertension,
myocardial infarction, and
neurchumoral activation

Exercise,
pregnancy

Ventricular
arrhythmia

(.\rr’\v 'Jﬁfﬁﬂlr{f'ﬁjwf

Segons les circumstancies, la remodelacié cardiaca pot ser normal o patologica. Aquesta darrera esta associada a una
tendéncia a la descompensacié clinica, la dilatacié ventricular, la disfuncidé sistolica i1 les alteracions
electrofisiologiques que poden conduir a 1’aparicié d’aritmies ventriculars malignes. Figura extreta de 1’article de Hill
i cols. N Engl J Med 2008;358:1370-80.

Sota un estimul patologic cronic, el cor se sotmet a un procés de remodelacio
miocardica. Aquest és un complex procés de canvis en el miocardi, ja sigui en una o en
les quatre cambres del cor, portant implicita la proliferacié del teixit connectiu, canvis

de la microcirculacio, hipertrofia, disfuncid, mort i regeneracié del miocardiocit.
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Figura 3. Adaptacid, mort i regeneracié del miocardiocit durant el process de remodelacié

miocardica degut a un estrés cronic.

Chronic Pathological Stimulus
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Increases in renin-angiotensin-aldosterone system, autonomic nervous system, cytokines,
stretch of muscle cells and wall stress lead to:
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Els estimuls cronics patologics estimulen la remodelacié miocardica la qual produeix una alteracié de la geometria
ventricular, canvis en la microcirculacid, proliferacié del teixit connectiu i una adaptacié del miocardiocit tal i com
il.lustra aquesta figura. Si els mecanismes d’hipertrofia (A) i regeneracid (D) predominen sobre la disfuncié (B) i la
mort (C) del miocardiocit s’aconseguira normalitzar 1’estres de la paret ventricular i compensar la funcid cardiaca. Si,
en canvi, la disfuncié (B) i la mort (C) del miocardiocit predominen sobre els mecanismes d’hipertrofia (A) i
regeneraci6 (D) es produira una dilatacié estructural cardiaca i apareixera clinica d’insuficiéncia cardiaca de forma
progressiva. Figura extreta de 1’article de Buja i cols. Cardiovascular Pathology 2008;17:349-374.

Tots aquests canvis que es produeixen en el teixit cardiac es duen a terme gracies a
I’acci6 de diferents reguladors que actiien en diversos punts del cicle cel.lular. Els més

destacats en el desenvolupament d’hipertrofia miocardica en 1’adult son: les ciclines 1
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les respectives kinases, el Myc i I’E2F (els dos darrers pertanyen al grup de factors de

transcripcio) (5).

3.2.4. L’apoptosi i com s’avalta

3.2.4.1. Introduccid: conceptes basics sobre mort cel.lular

Tot procés de mort cel.lular es du a terme en tres fases:

- Fase pre-letal: en aquesta primera fase es produeixen canvis en la cel.lula que
son potencialment reversibles. Si el procés segueix endavant, la conduira a dues

posibles vies: I’oncosi i 1’apoptosi.

- Fase letal: en aquesta fase la cel.lula entra en un punt de no retorn en el que es
produeix un increment del calci intracitosolic aixi com un augment inespecific

de la permeabilitat de la membrana cel.lular.

- Fase de necrosi: és la fase final on convergeixen les vies d’oncosi i d’apoptosi 1

on es produeix la lisi cel.lular (8).

A continuacid es defineixen els diferents tipus de mort cel.lular i s’il.lustren amb la

segiient figura.
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Figura 4. Diagrama que il.lustra els trets citologics dels principals tipus de dany i mort cel.lular.
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La céllula normal conté¢ un nucli (N) amb una minima marginacio de cromatina, filaments del
citoesquelet (estructures linials) i organel.les, incloent els elements del reticle sarcoplasmatic, lisosomes i
mitocondria. Aquesta figura il.lustra les principals caracteristiques de 1’oncosi, 1’apoptosi i1 ’autofagia. La
necrosi representa el darrer pas en el procés de degradacid de la cél.lula com a conseqiiéncia d’un dany
irreversible i és comu a tots els tipus de mort cel.lular. Figura extreta de 1’article de Buja i cols.
Cardiovascular Pathology 2008;17:349-374.

L’oncosi és un terme que va definir Joris com a conjunt de processos que
condueixen a la destruccid cel.lular després d’una lesio irreversible, essent 1’edema
cel.lular el fenomen més destacable i caracteristic. Aquest €s un tipus de mort cel.lular
passiu 1 accidental que sempre es produeix com a resposta a un estimul extern com ara
la hipoxia, la isquémia, els toxics i les drogues 1 els fenomens inflamatoris. En I’oncosi
es produeix un dany directe de la membrana cel.lular, un dany de I’aparell respiratori
mitocondrial, una proteolisi de les proteines del citoesquelet associades a la membrana

cel.lular i una degradacid dels fosfolipids de membrana. Tots aquests canvis tenen com
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a conseqliencia una alteracid del metabolisme energetic amb una depleccid de la
formacié d’ATP, alteracions ioniques essent les més destacables la inhibicio de
I’ATPasa Na'/K", I’augment de Ca’’,Na',Cl'ila pérdua de K"), la formaci6 de vactiols

1, finalment la inflamacié i el trencament de la membrana i de la cel.lula (6,9).

L’apoptosi és un tipus de mort cel.lular que es produeix de forma programada,
regulat per un programa genétic de la propia cél.lula. Es un procés actiu que requereix
energia 1 que es caracteritza principalment per una disrupcio nuclear i1 cel.lular amb
fragmentacio pero sense edema, a diferéncia de ’oncosi (6). Tot el procés de I’apoptosi

es pot resumir en els segiients passos:

1. Inici de la marginalitzacié de la cromatina amb acumuls focals de masses de

cromatina a la periferia del nucli.
2. Desintegracio dels nucleols i encongiment del nucli.
3. Fragmentacid nuclear.
4. Retraccio/disminucié del volum citoplasmatic.

5. Recol.locacié 1 compactacio de les organel.les, dilatacid del reticle

sarcoplasmatic i edema mitocondrial.
6. Convulsio de la superficie cel.lular.
7. Separacio de les cel.lules apoptotiques de les cel.lules veines.
8. Vacuolitzaci6 citoplasmatica: creacid dels cossos apoptotics.
9. Despreniment dels cossos apoptotics.

10. Fagocitosi dels cossos apoptotics per macrofags i cel.lules veines.

22



Introduccio

11. Abséncia de reaccid inflamatoria en la destruccio cel.lular (9,10).

Tots aquests fenomens es duen a terme mediats per dues vies d’accid: la via
externa, que representa la fase d’iniciacio de tot el procés d’apoptosi amb la implicacid
dels receptors de superficie de membrana i la via intrinseca que implica la mitocondria
1 el reticle sarcoplasmatic. Totes dues vies condueixen a 1’activacid de les caspases,

unes proteases especifiques del citosol (6).

En la via externa s’inicia I’apoptosi a través de dues vies principals: la via Fas 1
la via TNF. El Fas és un receptor de membrana de la familia del factor de necrosi
tumoral (TNF), el lligand del qual s’anomena FasL. La seva accié apoptotica ve
vehiculitzada per 1’0xid nitric. Té un paper rellevant en la regulacié immunologica de
manera que la seva inhibicié es troba en diferents malalties limfoproliferatives i
autoinmunes. EI TNF és el prototip d’una amplia familia de citoquines que
interaccionen amb una superfamilia de receptors, els TNF-R. La seva accid apoptotica
sovint ve mediada per un factor nuclear, el NF-kB, que també pot activar-se per altres
senyals com radicals superoxid o la proteincinasa C. La via externa t¢ com a resultat
final la formaci6 d’un complex macromol.lecular que constitueix un inductor d’apoptosi

a través de 1’activacio de les caspases, incloent el pas de procaspasa 8 a caspasa 8 activa

(6).

La via intrinseca s’activa en resposta a diversos estimuls intra i extracel.lulars 1

basicament es caracteritza per:

- Dalteracié de la mitocondria, on es forma un porus de transicié de permeabilitat
de la seva membrana interna que conduira a I’edema mitocondrial i I’activacid

de factors proapoptotics, i ’alliberament de citocrom C. Aquest darrer fet
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condueix a la formacidé de I’apoptosoma, un complex macromol.lecular de

citocrom C, Apaf-1, dATP i caspasa 9 (6,11).

- L’alliberament de calci del reticle sarcoplasmic i I’activacio de la caspasa 12. A
partir d’aqui, les caspases s’activen entre elles seguint un procés de cascada

(6,12).

Els passos de la via externa i la via intrinseca s’il.lustren amb les segiients figures

(Figures 51 6):
Figura 5. Passos de la via externa i de la via intrinseca en el procés d’apoptosi miocardica.
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Figura 6. Passos de la via externa i de la via intrinseca en el procés d’apoptosi miocardica.

Mitochondrial Apoptosis

Chemotherapeutic
Drugs

La caracteristica clau del procés de 1’apoptosi és el trencament del nucli amb la
condensacid i fragmentacido de la cromatina en forma de mitja lluna, seguit de la
fragmentacio del nucli i el citoplasma en cossos apoptotics que son rapidament

fagocitats per les cel.lules adjacents (6).

L’apoptosi esta regulada basicament per tres mecanismes: el BCL-2, el BAX i el
XIAP. E1 BCL-2 és una proteina d’accid anti-apoptotica que es localitza a la membrana
mitocondrial externa, el reticle sarcoplasmatic 1 la membrana nuclear interna. Entre les
seves funcions es troba protegir la membrana plasmatica dels radicals lliures 1 de la

peroxidacid, evitar la recaptacio de calci per part del nucli 1 inhibir la caspasa-3; el BAX
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és una proteina pro-apoptotica que augmenta la permeabilitat de la membrana
mitocondrial unint-se al porus de transicié de permeabilitat de la mateixa; el XIAP té un
efecte anti-apoptotic ja que és un potent inhibidor de les caspases gracies a la seva unid

amb Apaf-1 al citosol i I’activacid de la caspasa-9 (13).

La necrosi és el pas final en el que conflueixen 1’oncosi 1 1’apoptosi. Es
caracteritza per la preséncia d’hipereosinofilia, picnosi nuclear, cariorrexi i cariolisi
focal. El procés clau és el dany en la membrana cel.lular, secundari a ’augment de la
seva permeabilitat 1 a la seva disrupcid per 1’accio de les fosfolipases calci-depenents

(6,9).

L’autofagia és un tipus de mort cel.lular programada i és un dels principals
mecanismes implicats en els processos d’organogenesi 1 atrofia en resposta a
’envelliment i el deja sostingut. Es un procés intracel.lular de degradacié mitjancant la
formacio d’autofagosomes, peérdua nuclear que finalment condueixen a la desintegracid
cel.lular. No és un tipus de mort cel.lular que sigui rellevant en la fisiopatologia del

miocardi, tot i que s’han detectat de forma aillada alguns miocardiocits en aquest procés

(6).
3.2.4.2. L apoptosi

Actualment s’accepta que la pérdua de miocardiocits és un factor determinant en
I’aparicié de disfuncio ventricular i en I’evolucidé a una situacié de fallida cardiaca
terminal. (1, 14). En aquest procés el paper de 1’apoptosi miocardica ¢€s rellevant, fet
demostrat en diferents treballs que han evidenciat que les vies descrites en I’apoptosi en

I’apartat anterior son operatives en els miocardiocits (6).
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També es coneix que ¢s diferent el grau d’implicacié funcional que té la mort
cel.lular segons sigui difusa o segmentaria. Es considera que és necessaria una
destruccio del 40-50% de miocardiocits ventriculars per a que es produeixi insuficiéncia
cardiaca per isquémia coronaria (pérdua segmentaria de miocardiocits); en canvi, una
perdua difusa del 10-20% de miocardiocits pot suposar un deteriorament hemodinamic
similar (com en la MCP alcohdlica). L’apoptosi és especialment rellevant en aquest

darrer cas, destacant el paper activador que hi tenen les caspases 31 8 (1, 15, 16).

En models transgénics animals s’ha corroborat la importancia de 1’equilibri
necessari entre mort 1 regeneracié dels miocardiocits. La perdua d’aquest equilibri
condueix al desenvolupament de miocardiopatia, disfuncid ventricular progressiva i
insuficiencia cardiaca (1, 14, 15). En aquest procés s’han detectat alguns mecanismes
desencadenants com sén la sobreexpressio de tropomodulina o de Mstl (15) o
I’activacio d’IGF-1 (1). L’ablacio de la telomerasa resulta també en I’escurgament de

les telomeres, 1’activacio de p53 1 desencadenament de I’apoptosi (1).

Un dels fets més novedosos i contrastants €s 1’evidéncia de que un index elevat
de mort de miocardiocits activa el procés de regeneracid miocardica. En models
transgeénics animals, s’ha vist que 1’apoptosi miocardica difusa va seguida d’un procés
de reorganitzacié compartimental dels miocardiocits ventriculars amb un augment de
volum d’aquesta cavitat i un estrenyiment de la seva paret. Aixd comporta un increment
de la tensié de la paret i I’activacié de més apoptosi, establint un mecanisme de re-
entrada patologic que evoluciona a disfunci6 ventricular. Per tot aixd, no €s sorprenent
que la inhibici6 de la mort cel.lular per apoptosi ateniii I’evoluci6 a disfuncid
ventricular, la hipertrofia reactiva i I’estres diastolic, demostrant aixi el paper crucial de
I’apoptosi en aquest procés de remodelacio6 ventricular (1, 17, 18, 19).
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S’ha observat que en el cor sa existeix un cert grau d’apoptosi fisiologica que es
veu incrementada de forma similar en diferents models d’insuficiéncia cardiaca
d’etiologia diversa (isquémica o no) (1, 15, 20). A I’hora d’analitzar I’apoptosi s’ha de
fer des del punt de vista quantitatiu, emprant 1’index d’apoptosi (percentatge de cel.lules
amb apoptosi activa respecte el total en un moment donat) pero també tenint en compte
el temps en el desenvolupament d’aquest procés, variable poc coneguda. Experiments in
vitro estimen que el procés d’apoptosi es realitza en unes 2 hores i s’estima que in vivo
es perllonga fins a 4 hores (21). Aquestes dades no concorden amb la pérdua real de
massa ventricular en els models de miocardiopatia dilatada, en els que la meitat dels

miocardiocits es perdrien en uns 40 dies, quan en realitat aquest procés és molt més lent

(1).

Aquestes troballes permeten concloure que, en abséncia de fendomens
d’hipertrofia miocardica, s’ha de considerar el paper que tenen altres factors com la
regeneracid epimorfica (sense fibrosi) dels miocardiocits, que compensarien la pérdua
prevista dels mateixos secundariament a 1’apoptosi (21). Per aquest motiu, la
regeneracid miocardica ha passat a ser un factor determinant en |’homeostasi
miocardica en situacions de dany cel.lular sostingut, com en les miocardiopaties

dilatades idiopatiques o adquirides.

3.2.5. La regeneracid

La regeneracio cel.lular consisteix en substituir les cel.lules perdudes i/o
lesionades a conseqiiéncia de processos fisiologics o patologics, per unes altres de noves

de la mateixa estirp i amb les mateixes caracteristiques.
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El primer mecanisme en activar-se per a compensar un insult sobre el miocardi
(p.ex HTA) és la hipertrofia sense regeneracid, com ja va postular Linzbach els anys ‘50
i, més tard, s’inicia la regeneracio. Per tant, per a evidenciar la regeneraci6 en un

miocardi cal tenir en compte el factor temps (2).

Durant molts anys es consideraba que el cor era un organ format per cel.lules
terminals 1 diferenciades sense capacitat regenerativa. La mort cel.lular era I’tinic procés
al qual s’hi atribuia un paper en la patogenia de les malalties que cursaven amb lesid
miocardica, considerant que el cor no tenia capacitat de reparacid o compensacio
enfront I’insult més enlla de la hipertrofia. Qualsevol malaltia que comportés una
minima quantitat de necrosi miocardica persistent era susceptible de finalitzar amb la

viabilitat de 1’0rgan en poc temps. (15).

Troballes més recents indiquen que en el cor adult huma existeix una poblacid
de cel.lules miocardiques amb el potencial 1 les caracteristiques de les cel.lules mare
progenitores (stem cells) 1, per tant, amb capacitat regenerativa (15, 22, 23). Aquesta
evidencia ha canviat totalment el concepte d’homeostasi cardiaca i, per tant, al ja
conegut fenomen de mort cel.lular, s’hi ha d’afegir el de potencial regeneracio. Aquest

procés de regeneracid miocardica pot donar-se per dues vies:

- Per una banda, la diferenciacio de cel.lules primaries a miocits inmadurs
(mioblastes) que es divideixen de dos a quatre cops abans de convertir-se en
miocardiocits madurs en els que s’atura el cicle cel.lular replicatiu. Aquest
procés no té retorn, no existeix cap evidencia que els miocardiocits madurs
puguin de-diferenciar-se, re-entrar en el cicle cel.lular i proliferar de nou

(2,24).
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- Una atra possible procedéncia dels mioblastes és la implantaciéo miocardica
de stem cells sistémiques, fet que ha quedat demostrat en el model de

trasplantament cardiac entre persones de diferent sexe (22, 23).

En aquest context, els mecanismes de regulacié de necrosi, apoptosi 1 regeneracid

miocardica han adoptat una nova perspectiva i significat homeostatic (15, 25, 26).

El recent coneixement de que alguns miocits del cor adult poden entrar en cicle
replicatiu, dona suport a aquesta hipotesi. S’ha vist que en alguns miocardiocits
ventriculars existeix expressio dels antigens de superficie indiferenciats propis de
cel.lules mare progenitores medul.lars (22, 27, 28). Aquestes cel.lules es diferencien en
diverses linies cel.lulars en el cor adult 1 es poden trobar en successius estadis de
diferenciacié: des de la més primitiva cel.lula mare pluripotencial fins a estadis de
mioblast o cel.lula miocardica diferenciada. Cal destacar que aquestes cel.lules
indiferenciades que entren en procés de replicacid expressen factors de transcripcid
especifics per a miocardiocits 1 tenen positivitat per als marcadors d’activacio del cicle
cel.lular i de la telomerasa. De tot aix0 es despren la idea de que, malgrat existeixi algun
percentatge de miocardiocits que desapareix, el cor té capacitat de regeneracid 1 no és

un organ diferenciat terminal (29, 30-33).

El fenomen de regeneracié existeix de forma fisiologica al cor huma adult. El
que no queda tant clar és quin és 1’index de regeneracié dels miocardiocits, ja que
aquest esta en relaci6 a I’edat de 1’individu i a la preséncia o abséncia de miocardiopatia
(6, 34). En la revisio realitzada per Buja i cols es postula que el percentatge de
regeneracidé de miocardiocits en cors sans €és de 0°0014% (14 miocits per 1 milid), en
cors en situacid de fallida cardiaca terminal és de 0°013-0°015% 1 en les zones adjacents

a arees necrosades després d’un infart de miocardi €s de 0°03% (6). L’estudi realitzat
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per Bergmann i cols emprant la integraci6 del carboni 14 en el DNA dels individus va
permetre inferir que els miocardiocits es renoven un 0°2-2% anualment, decrementant el
percentatge a mesura que l’individu va envellint. Aixi, el percentatge anual de
regeneracid miocardica als 25 anys €s d’un 1% 1 als 75 anys és d’un 0°45%, essent

I’edat global dels miocardiocits uns 6 anys menys que 1’edat de I’individu (34).

Per tant, amb les dades obtingudes de tots aquests estudis, no hi ha dubte de
I’existencia de regeneracidé miocardica en el cor adult; la qiiesti6 és escollir un marcador
de la mateixa tenint en compte les caracteristiques fisiopatologiques de 1’individu com
son I’edat, si és sa o no, alcoholic o no, hipertens o no, afecte de cardiopatia isquémica o
no, afecte d’arterioesclerosi o no, ja que aquest index de regeneracio és susceptible de

ser modificat.

Existeixen marcadors de regeneracidé miocardica 1 es poden classificar en:
morfologics (figures de mitosis, cariorrexis), immunohistoquimics (positivitat nuclear

per a I’antigen Ki67) 1 mol.leculars (activitat de I’enzim telomerasa).

Anversa 1 cols foren els pioners en la visualitzacio de figures de mitosi en el
miocardi adult huma mitjangant la microscopia confocal, en individus afectes de
cardiopatia isqueémica i insuficiéncia cardiaca en fase terminal (figura 7). Tot i que
I’index mitotic evidenciat fou baix aixd no implica que tingui un paper marginal en la

regeneracid de miocardiocits (2).
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Figura 7. Mitosi en un miocit del ventricle esquerre en un pacient afecte de cardiopatia isquémica

Els cromosomes de la metafase (fletxes) s’il.lustren per fluorescéncia blava (A). Els miocits son
reconeguts per fluorescencia vermella d’un anticds per a actina sarcomerica del citoplasma (B). En
combinar aquestes dues imatges es demostra la localitzacié de la mitosi en el miocit (C). Augment
original x 1400 (per microscopia confocal). Figura extreta de 1’article de Anversa i cols. Circ Res. 1998
Jul 13;83(1):1-14.

L’index nuclear de positivitzacio pel marcador Ki67 1 la quantificacid i expressio
de I’enzim telomerasa s han utilitzat com a marcadors fiables de proliferacié miocardica
(29), recomanant sempre utilitzar més d’un tipus de marcador a 1’hora de fer estudis

(29, 35).

El Ki67 és un antigen que s’expressa al nucli cel.lular només quan aquesta es
troba dins el cicle, pel que es considera un marcador de divisio i replicacié cel.lular; no

s’ha trobat expressié de 1’antigen Ki67 en cel.lules fora del cicle cel.lular. Des de fa
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anys és ben coneguda la seva utilitat com a marcador d’index de replicacio de les

cel.lules tumorals (36).

Durant els darrers anys s’han publicat diferents treballs que avalen el seu s com a
marcador de regeneracidé miocardica ja que s’expressa en miocits que son dins el cicle
cel.lular en un moment determinat i que, per tant, tradueixen I’existéncia de proliferacid

miocardica (1, 17, 37) (Figura 8).

Figura 8. Miocits en procés de divisié en un cor huma afecte d’insuficiéncia cardiaca.

Figura A. Positivitat per a I’antigen nuclear
Ki67 que s’il.lustra amb fluorescéncia blava
(fletxes). La fluorescencia vermella correspon a
la tincié de les cadenes pesades de la miosina
cardiaca.

Figura B. La fluorescéncia blava reflexa la
tincié dels cromosomes en la metafase. Imatge
per microscopia confocal.

Figura extreta de l’article de Nadal-Ginard i
cols. Circulation Research 2003;92:139-50.
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La telomerasa és una DNA polimerasa constituida per dues subunitats: RNA +
telomerase-RT (TERT) la missié de la qual consisteix en mantenir la longitud de les

telomeres 1, aixi, donar estabilitat cromosomica a la c¢l.lula (figura 9).

Figura 9. Subunitats de ’enzim telomerasa
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Figura on s’il.lustra I’estructura de I’enzim telomerasa amb les seves dues subunitats: RNA + telomerase-
RT . Figura cortesia de www.mol-biol4masters.masters.grkraj.org

Les telomeres son els extrems finals dels cromosomes i la seva longitud és un
parametre clau per a I’estabilitat dels mateixos ja que protegeix els cromosomes dels
fenomens de degradacid i recombinacié mol.lecular. Si I’activitat de la telomerasa
disminueix, la longitud de les telomeres s’escurca fins a assolir una mida critica en la
que s’activen els mecanismes d’apoptosi que condueixen a la mort cel.lular. Aquest
procés té lloc de forma fisiologica en ’envelliment de I’individu, explicant 1’aparicié de
fenomens com la insuficiéncia cardiaca, la infertilitat i la pérdua de la massa muscular

. Per contra, aquest enzim, la telomerasa, exhibeix una gran activitat duran
38). P tra, t , la tel , exhib tivitat durant
I’embriogenesi en les stem cells, en les cel.lules progenitores i en els limfocits activats,

essent un marcador de replicacié i divisid cel.lular (32).
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Per altra banda, la seva elevada activitat en les cél.lules tumorals les hi confereix una
inestabilitat cromosomica que queda reflectida en una gran capacitat replicativa i en la

seva immortalitat.

L’expressio de Ki67 esta incrementada en els miocardiocits-stem cells adjacents a una
zona necrosada per isquémia (1) aixi com [’activitat de TERT; en canvi, trobem un
escurcament de les telomeres en els miocits de pacients afectes de cardiopatia
hipertrofica, cardiopaties dilatades greus en fase terminal, pacients ancians (31) 1 tamb¢é
en aquells afectes d’hipertrofia ventricular secundaria a estenosi aortica de més de 3
anys d’evolucid (39). En tots aquests casos I’escurcament de les telomeres activa els
mecanismes d’apoptosi que, al seu torn, estimulen 1’expressio6 de TERT com a

mecanisme compensador.

3.2.6.- La miostatina

La miostatina (inicialment denominada GDF-8, growth/differentiation factor-8)
¢s una molécula que pertany a la familia dels factors transformadors de creixement
cel.lular tipus beta (Transforming Growth Factor-f,) essent la seva principal missio la

regulacid negativa del creixement muscular (40, 41).

La seva accid és molt rellevant durant el periode de vida intrauterina de
I’individu, perod també s’ha demostrat la seva accid, encara que en menor mesura, en el
periode post-natal i en I’individu adult. EI muascul esquelétic es 1’0rgan diana d’aquest
factor de creixement, tot i que tamb¢ s’ha descrit preséncia de RNAm de miostatina al

cor (41), al teixit adipds, a la glandula mamaria i a les cel.lules hematopoictiques (40).

Diferents estudis han demostrat el seu paper en la supraregulacié negativa per a

diferents factors de proliferacié cel.lular, i positiva pel que fa a ’activacio de 1’apoptosi
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en el muscul esqueletic. D’aquesta manera, I’increment de la seva activitat s’ha
relacionat amb la disminucid de la replicacio i de la diferenciacié de mioblastes, amb la
conseqiient pérdua de massa muscular. Per tot aix0, és un factor a tenir en compte en

els processos que impliquen tant pérdua de massa com regeneraciéo muscular (42-44).

Estudis in vitro demostren que la miostatina inhibeix la proliferacio i la
diferenciacié del mioblaste. Per altra banda, afavoreix els fenomens d’apoptosi i pérdua
de proteines perd malgrat aquests efectes, en realitat sembla ser que actua com a factor
de superviveéncia durant el procés de transformacid dels mioblastes a microtibuls.
Aquest darrer efecte 1’aconsegueix fent sortir la cel.lula del cicle cel.lular de forma

irreversible 1 adquirint, en part, un fenotip de resisténcia a 1’apoptosi (40).

Estudis experimentals en musculatura esquelética, suggereixen que I’expressio

de miostatina s’incrementa en el miocit si hi ha una exposicid a 1’etanol (45).

Com es comenta anteriorment, s’ha detectat presencia de RNAm de miostatina
al cor, pero el seu efecte és poc conegut (40, 41). El treball realitzat per Sharma et al
mostra un increment considerable d’expressidé de miostatina en els miocardiocits
existents al voltant d’un area necrosada post-infart. Per tant, sembla que la miostatina
podria tenir un paper en tot el procés de recuperacid després d’un infart de miocardi

(46).

Tots els treballs que s’han anat publicant els darrers anys il.lustren la poca
coneixenca de I’efecte de la miostatina sobre el miocardi 1 la controveérsia de les
troballes d’aquests estudis. Per una banda, es postul.la que la miostatina inhibeix la
proliferacié i decrementa la massa muscular cardiaca (47, 48) i que en cas de que es

bloquegi la seva activitat, es causa un increment de la massa muscular amb hipertrofia i
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hiperplasia dels miocits i, per tant, amb un augment de la proliferaciéo i de la
diferenciacid dels miocardiocits (41). En canvi, el treball publicat per Cohn i cols

conclou que la miostatina no regula la hipertrofia ni la fibrosi miocardiques (49).

El treball de Wang i cols del 2008 aporta més llum a I’efecte de la miostatina sobre el
miocardi, demostrant que si actua com a regulador negatiu del creixement cel.lular,

protegint el miocardi d’un excés d’hipertrofia (50).

Totes aquestes troballes ens permeten intuir que la miostatina forma part d’una
xarxa de mecanismes reguladors 1 suprareguladors molt complexe 1 que requereix un

estudi més profund.

3.3. LA MIOCARDIOPATIA ALCOHOLICA

L’alcohol és un toxic que, si se’n realitza una ingesta excessiva, pot produir
disfuncions en diversos organs en 1’ésser huma. Es considera un consum excessiu

d’alcohol aquell que és superior a 60 g/d en homes i més de 40 g/d en dones.

A part de ser causant d’una miocardiopatia, motiu d’estudi d’aquesta tesi,
I’alcohol també té altres efectes sobre el sistema cardiovascular: afavoreix 1’aparicid
d’aritmies cardiaques (51-58) 1 HTA (59-63) i1 té un efecte protector en el
desenvolupament de malaltia coronaria (64-69). Aquest toxic també produeix afectacid
a nivell hepatic (esteatosi, cirrosi 1 hepatocarcinoma), cerebral (demencia, quadres
psiquiatrics), miopatia esquelctica, neuropatia periferica i desnutricio calorico-proteica

(70).

Tot i la disparitat de troballes en els estudis realitzats inicialment sobre
miocardiopatia (MCP) alcoholica (71-74), hi ha un acord en considerar que la minima

dosi acumulada d’alcohol ingerida per a desenvolupar MCP alcoholica és de 7kg i1 Skg
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d’etanol per kg de pes corporal en homes i en dones respectivament. A part de la
quantitat d’alcohol consumida, el temps durant el qual es sosté aquest consum també té

un pes rellevant, fixant-se un minim de 10 anys (75, 76).

La MCP alcoholica €s la causa més freqiient de miocardiopatia adquirida al mén
occidental després de la isqueémica. Representa fins a un 3°8% de totes les causes de
miocardiopatia (77) 1 afecta fins un 13% dels consumidors excessius d’alcohol al nostre
medi (76, 78). Comporta una elevada morbi-mortalitat en aquest col.lectiu degut al
potencial desenvolupament d’aritmies, disfuncié ventricular i mort sobtada, afectant fins

un 10% de pacients/any quan mantenen un consum excessiu d’alcohol (79).

S’ha corroborat la influéncia de la susceptibilitat personal i genctica en la
induccid d’aquesta malaltia, objectivant que les dones son més sensibles que els homes
a desenvolupar lesions funcionals miocardiques a dosis similars de consum (80, 81).
També s’ha vist que alguns genotips, com el “DD” del gen de ’enzim convertidor de
I’angiotensina, incrementen fins a 16 cops el risc de desenvolupar disfunci6 ventricular

per alcohol (82).

La patogenia de la MCP alcoholica és complexa i multifactorial: s’ha corroborat
una relacid dosi-depenent entre el consum acumulat i I’establiment de lesié funcional i
estructural miocardica (76), sobretot amb la necrosi dels miocardiocits (83). Aquest

efecte és independent de 1’estat nutricional del pacient i d’altres aspectes ambientals.

Els principals mecanismes responsables de la induccié de dany miocardic per
alcohol son [Dalteracié de la transduccié de senyals intracel.lulars calci-depenents,
I’alteracid oxidativa 1 energetica a nivell mitocondrial 1 la disrupcid de la sintesi proteica

(16, 84-86). Alguns autors també parlen de les alteracions del metabolisme del
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glucogen i la disregulacié del sistema neurohormonal. A més, s’ha evidenciat que el
desenvolupament d’apoptosi miocardica €s un factor a tenir en compte en els processos

de perdua de massa miocardica en consumidors cronics d’alcohol.

A continuacio es donen més detalls sobre cadascun d’aquests mecanismes

fisiopatologics:

- Alteracié de la sintesi de les proteines contractils: 1’alcohol disminueix la
sintesi de les proteines contractils, probablement com a conseqiiencia de la
degradaci6 del DNA. Aquest fet s’acompanya d’una disminuci6 de I’activitat

de ’ATP (83, 87-90).

- Alteracid transducci6 de senyals intracel.lulars calci-depenents: aquest és un
dels principals mecanismes fisiopatologics de la MCP alcoholica. L’alcohol
interacciona amb la composicid de les membranes cel.lular, mitocondrial i
del reticle sarcoplamic, alterant aixi el metabolisme i el flux intracel.lular de
calci 1, en conseqiiencia interferint en els processos de contraccid-relaxacid

musculars (16, 83, 91-97).

- Alteracid estres oxidatiu: 1’alcohol produeix un decrement de 1’estat oxidatiu
amb un consegiient augment de radicals lliures que indueixen dany muscular
(Muscle&Nerve 2004). De totes formes, sembla que 1’alteracido de 1’estat
oxidatiu cel.lular en la MCP alcoholica és més una conseqiiéncia que no pas

una causa de lesid miocardica, segons conclou I’estudi de Fatjo i cols (16).

- Disfuncié mitocondrial: 1’alcohol produeix una alteracié de la cadena

respiratoria mitocondrial, dels fluxes de calci i disminueix la sintesi de les
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proteines mitocondrials (98, 99). Tot aix0 es tradueix en aparicié d’edema,

augment de tamany i vactiols intramitocondrials (83).

Induccié de Dl’apoptosi: mecanisme ja comentat ampliament en apartats
anteriors. Val la pena destacar el treball de Fatjo i cols titulat “Evidence of
apoptosis in alcoholic cardiomyopathy”, on es compara 1’index apoptotic
(IA) entre mostres de miocardi obtingudes de pacients alcoholics, pacients
hipertensos i controls sans. L’IA no varia entre els alcoholics i hipertensos
pero si s’analitzen tots els miocardiopatics independentment de la seva causa
de MCP es mostra que I’IA ¢és superior en tots els miocardiopatics respecte
els controls sans. Es conclou, aixi, que I’apoptosi és un fenomen present tant
en els pacients afectes d’HTA com en els que presenten un consum excessiu
d’alcohol amb uns IA similars; el grau d’apoptosi esta en relacié amb el grau

de lesi6 estructural més que no pas en 1’origen de la miocardiopatia (100).

Alteracions del metabolisme del glucogen: mecanisme documentat en la
miopatia alcoholica esqueletica (83), perd que no ha demostrat tenir una

clara relaci6 amb el desenvolupament de la MCP alcoholica (101).

Sistema neurohormonal: hi ha alguns treballs que han demostrat un augment
en I’eliminacié urinaria de norepinefrina i epinefrina relacionant aquests
nivells amb les mesures morfomeétriques cardiaques, suggerint que aquestes
catecolamines juguen un paper destacat en la génesi de la hipertrofia induida
per alcohol (102-104). En aquesta linea, alguns autors han demostrat un
augment en l’activacié de receptors alfal-adrenergics que estimula la

hipertrofia dels miocits (105).
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Tots aquests mecanismes condueixen a la necrosi del miocit, la miocitolisi, essent

aquesta la caracteristica anatomopatologica més rellevant de la MCP alcoholica.

Com la resta de miocardiopaties dilatades, la MCP alcoholica es defineix per una
dilatacié del ventricle esquerre (VE) amb una paret del VE normal o aprimada i un
augment de la massa del VE. La dilataci6 del VE i ’increment de la seva massa son els
canvis més incipients. Posteriorment apareix la disfuncié diastolica com a signe més
preco¢c de MCP alcoholica subclinica. Aquesta ve definida per ecografia doppler, essent
les seves troballes més rellevants una alteracid de la relaxacid, I’ompliment, la
distensibilitat 1 la duresa del ventricle esquerre. Si la MCP alcoholica progressa es
produeix una disfuncid sistolica, caracteritzada per una reduccié de la fraccio d’ejeccio
del VE. Inicialment, tant la disfuncio sistolica com la diastolica poden ser totalment
asimptomatiques. En progressar la cardiopatia comencen a apareixer les manifestacions
cliniques, que no es diferencien de les que es produeixen en les altres miocardiopaties
dilatades. Apareix dispnea, inicialment amb I’exercici 1 en fases més avangades en
repos, juntament amb ortopnea, tos i dispnea paroxistica nocturna. A mesura que
empitjora el grau de cardiopatia s’evidencien signes i simptomes de fallida cardiaca
dreta com sén 1’aparicié d’edemes periferics, congestié hepatica i anasarca. A més,
aquests pacients afectes de MCP alcoholica tenen major risc de desenvolupar aritmies

que poden conduir a una mort sobtada (73, 74, 76, 77, 83).

El seu diagnostic €s per exclusié d’altres potencials causants de MCP dilatada i
no té cap troballa histologica o immunologica especifica més enlla de les que defineixen

les MCP dilatades: miocitolisi, hipertrofia del midcit i fibrosi intersticial (76).

La clinica 1 el tractament de la MCP alcoholica no es diferencien de la MCP

dilatada d’un altre origen. Cal remarcar que en tractar-se d’'una MCP dosi-depenent, si
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s’atura el consum excessiu d’alcohol pot existir una recuperacié funcional miocardica.
Quan no hi ha una aturada en el consum d’alcohol, el grup de no abstinents presenten
una mortalitat superior respecte els abstinents (75, 106). De totes formes existeix certa
dificultat per a explicar per qué alguns pacients alcoholics cronics amb un elevat grau de
necrosi i apoptosi miocardiques, aconsegueixen estabilitzar la seva malaltia clinicament
i funcional. Aquesta dada ens permet suposar que existeix una potencial capacitat de
reparacio del dany miocardic induit per ’efecte toxic de 1’alcohol. En altres casos,
pacients amb MCP alcoholica que abandonen completament el consum d’alcohol, no
presenten remissid de la malaltia en la seva totalitat, el que fa pensar que aquests
suposats mecanismes de reparacié funcional no sempre actuen de la mateixa manera i
que estan regulats per factors, com ara la miostatina, que influeixen sobre la
regeneracid. Per tot aix0, considerem que s’ha de contemplar el potencial paper que
tenen els processos de regeneracid miocardica en l’establiment del dany funcional i
estructural en la MCP alcoholica i la influéncia especifica que el consum d’etanol o

d’altres factors com I’apoptosi o la miostatina tenen sobre ells.

A més a més, la miostatina podria tenir un paper independent i significatiu en la
modulacié de la regeneracid miocardica, tot i que també es podria veure influenciada

directament per I’efecte toxic de I’alcohol.

L’alcohol pot tenir efectes diferencials sobre cadascun d’aquests processos (necrosi,
apoptosi 1 regeneracié miocardica) i també sobre la miostatina. Per aixo seria important
comparar l’efecte diferencial de 1’alcohol amb el que es produeix en altres

miocardiopaties dilatades como ara la hipertensiva.

En la MCP alcoholica, I’estudi dels factors que influencien en cadascun d’aquests

processos  (necrosi, apoptosi i1 regeneracid) ens permetra comprendre millor els
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parametres de lesio funcional i estructural miocardica, la seva estabilitat clinica, millora
o deteriorament funcional progressius, inclis amb possibilitat d’actuar terapeuticament

sobre ells.

3.4. LA MIOCARDIOPATIA HIPERTENSIVA

La hipertensié arterial (HTA) €s una malaltia molt freqiient a la poblacid6 mundial.
Pel que fa a Espanya, té una prevalenca del 35% en la poblaci6 adulta, incrementant-se

fins al 68% en els majors de 60 anys (107).

La HTA ¢és el principal estimul patologic causant d’hipertrofia i €s el factor de risc

més important que pot conduir al desenvolupament d’insuficiéncia cardiaca (7).

La preséncia d’HTA incrementa més de dos cops el risc de patir malaltia coronaria i
més de tres cops el risc de desenvolupar insuficiéncia cardiaca congestiva i de patir un
ictus cerebral. Si, a més a més, hi ha hipertrofia ventricular la mortalitat d’aquestes
malalties augmenta, aixi com el risc de patir una mort sobtada i aritmies, ja sigui aritmia

complerta per fibril.laci6 auricular (ACXFA) o aritmies ventriculars (108).

La MCP hipertensiva es defineix com a presencia d’hipertrofia ventricular esquerra

en absencia d’estenosi aortica i de MCP hipertrofica en un malalt hipertens (109).

Dues terceres parts dels pacients hipertensos presentan criteris ecocardiografics
d’hipertrofia ventricular. Aquesta cardiopatia és la primera causa d’insuficiencia

cardiaca en la poblacié espanyola, especialment en les dones ancianes (109).

En una primera fase, la HTA provoca una remodelacié hipertrofica del miocardi
seguint un patr6 d’hipertrofia conceéntrica. En el desenvolupament d’aquesta hipertrofia

també hi influeixen altres factors com son el sexe, 1’edat, la raga, I’index de massa
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corporal, els nivells de pressi6 arterial diastolica i les oscil.lacions de la pressid arterial
entre nit 1 dia (108). Aquest patrd d’hipertrofia concéntrica consisteix en 1’augment del
gruix relatiu de la paret ventricular i de la massa cardiaca perd sense alterar el volum
d’aquesta cambra cardiaca. El tipus de disfuncié ventricular que es produeix en aquest

cas ¢s de tipus diastolic.

Amb el pas del temps, s’acaba produint una dilataci6 de I’auricula esquerra i un
deteriorament de la funcid ventricular, desenvolupant-se finalment una MCP dilatada,
definida amb els mateixos criteris que es comentaven en 1’apartat de MCP alcoholica 1
que condueix, finalment, a I’aparicio d’insuficiéncia cardiaca de tipus sistolic. Tant la
MCP hipertensiva hipertrofica com la dilatada poden donar clinica d’insuficiéncia
cardiaca, essent la primera de tipus diastolic,i la segona de tipus sistolic i també poden

afavorir I’aparicié d’aritmies. (7).

El diagnostic de la MCPH es realitza com el de la resta de cardiopaties, mitjangant
un estudi electrocardiografic, ecocardiografic i inclis RM cardiaca. A nivell
histopatologic es troba proliferacié dels miocardiocits 1 aparicid de fibrosi per
I’estimulacid que es produeix dels fibroblastes, no essent aquestes troballes especifiques
d’aquest tipus de miocardiopatia. E1 que si es considera caracteristic de la MCP
hipertensiva és I’augment de la fibrosi perivascular i1 I’engruiximent de la paret de les

arterioles intramiocardiques (108).

L’ apoptosi és un fenomen descrit en la MCP hipertensiva aixi com en la resta de
miocardiopaties, considerant-se un factor clau en 1’aparicié d’insuficiéncia cardiaca

(108). L’apoptosi disminueix la massa contractil miocardica el que condueix a una
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disfunci6 sistolica. A més, a través de les caspases, provoca un dany en les proteines
contractils i en el citocrom C mitocondrial que condueix a un deficit de produccio

d’ATP, cosa que dificulta la contraccid miocardica (109).

L’estudi realitzat per Beaumont i cols el 2007 amb ratolins transgenics, compara
I’index apoptotic (IA) 1 la densitat miocardica en tres grups: hipertensos, hipertensos
amb MCP 1 hipertensos amb MCP que havien desenvolupat insuficiencia cardiaca (IC).
L’TA és major en el grup de MCP amb IC, seguit pel grup de MCP i finalment el
d’hipertensos solament. Per contra, la densitat miocardica era major en el grup
d’hipertensos, seguit pel de MCP i finalment assolia els seus valors més baixos en el

grup de MCP amb IC. Totes les diferéncies eren significatives. (109).

L’aparicié de MCP hipertensiva també es relaciona amb 1’alteracié del diposit de les
fibres de la matriu col.lagena. Hi ha una fibrosi difusa secundaria a una excessiva sintesi
de col.lagen 1 una disrupci6 excessiva al voltant del miocardiocit conseqiiencia d’una
degradacio excessiva del col.lagen. En el primer cas, predomina la disfuncié diastélica i
en el segon la disfuncid sistolica (109). Com a marcadors en plasma d’aquestes
alteracions de la matriu col.lagena en destaquen dos, encara en procés d’estudi: els
nivells del propeptid carboxi-terminal del procol.lagen-I (PICP) que augmenta quan
s’incrementa la sintesi de col.lagen 1 la metal.loproteinasa de matriu-1 (MMP-1) 1 el
seu inhibidor tisular (TIMP-1) que augmenten quan predomina la degradaci6 excessiva
de col.lagen. Recentment ha aparegut en aquesta escena un nou actor: una subfamilia
receptors nuclears anomenada receptors activats per proliferadors dels peroxisomes
(PPAR-alfa). Sembla ser que contribueixen al procés de remodelacié miocardica i de la
paret vascular en cardiopaties de diferents etiologies. Si s’expressa la forma truncada de

PPAR-alfa, s’afavoreix I’aparicié de fenomens apoptotics i de fibrosi miocardiques,
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provocant una depressio de la fraccid d’ejeccid i dilatacié del ventricle esquerre. Els
darrers estudis apunten a que el tractament amb fibrats i estatines estimulen la forma

complerta de PPAR-alfa produint aixi un decrement de la fibrosi miocardica (109).

El sistema renina-angiotensina-aldosterona té un paper clau en el desenvolupament
de la MCP hipertensiva. Es considera que 1’activacié de la fibrosi miocardica es realitza
a través de I’angiotensina i de I’aldosterona. Aquesta darrera és fonamental en el pas de
MCP hipertrofica compensada a descompensada 1, per tant, en 1’aparicié d’insuficiéncia
cardiaca. S’ha investigat en aquesta linea els polimorfismes del gen de I’ECA (enzim
convertidor de 1’agiotensina), evidenciant que el genotip DD incrementa 1’activitat de
I’ECA a plasma i1 augmenta, en conseqiiencia el grau d’hipertrofia ventricular esquerra
(108). Cal destacar que s’han efectuat les mateixes troballes en estudis realitzats en

MCP alcohdlica (82).

En base a aquestes dades, es prescriu tractament amb IECAS 1 ARA-II a aquests
pacients ja que aixi es redueix la hipertrofia del ventricle esquerre, es fa una prevencio

de la remodelacio del VE i es millora el pronostic post-infart (108).

En realitat, I’afectacio cardiaca per hipertensid arterial pot considerar-se part d’una
sindrome que inclou una hipertrofia ventricular subjacent, malaltia coronaria, activacid
neuroendocrina i resisténcia a la insulina. Moltes de les caracteristiques de la MCP
hipertensiva sén secundaries a 1’activacio del sistema renina-angiotensina-aldosterona, a
un excés de catecolamines, a una disfuncio diastolica i a la preseéncia de malaltia arterial
coronaria (108). Després de totes les troballes dels darrers estudis, s’intueix clarament
que la fisiopatologia de la MCP hipertensiva és complexa i multifactorial, requerint un

aprofundiment en I’estudi de les alteracions de ’homeostasi cel.lular-molecular. Només
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d’aquesta manera es podra avangar en el terreny diagnostic, terapéutic i, sobretot
preventiu per a que els pacients que ja tenen hipertrofia ventricular esquerra no

evolucionin a insuficiéncia cardiaca (109).
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4. HIPOTESI DE TREBALL

En la darrera década s’han fet grans avencgos pel que fa al coneixement de
I’homeostasi cardiaca, redescobrint aquest concepte i donant-li nous matissos. No
només s’ha demostrat que en els cors malalts hi ha apoptosi i regeneracio, sind també
que aquests dos fenomens son presents de forma fisiologica en els cors sans. La gran
majoria d’estudis s’han realitzat en animals i aquells que s’han fet en humans s’han dut

a terme en cors afectes de cardiopatia isquémica.

El Grup de de Recerca de Malalties Relacionades amb 1’Alcohol i1 Patologia
Muscular, pertanyent al Servei de Medicina Interna i al grup de Neurociéncies
IDIBAPS (Grup de treball 7.04) porta molts anys investigant sobre els efectes d’aquest
toxic en l’organisme huma. Pel que fa a la miocardiopatia alcoholica, ha quedat
demostrat en diversos treballs d’aquest grup i en d’altres, que la seva etiologia és
multifactorial destacant-ne les alteracions que es produeixen al miocit, la disfuncid dels
mitocondris, les alteracions de les proteines contractils i del metabolisme del calci, els
transtorns de la cadena oxidativa, les alteracions metaboliques i1 la disregulacié del
sistema neurohormonal. També esta clarament demostrada la importancia de 1’activacio

de I’apoptosi.

Malgrat tots aquests estudis hi ha aspectes encara no prou aclarits, com ara la
diferent evoluci6 funcional i clinica pel que fa al desenvolupament de la MCP
alcoholica dels pacients alcoholics cronics amb un mateix grau de consum. Aixi, no
tots els malalts que consumeixen una mateixa quantitat d’alcohol presenten el mateix
grau de lesid miocardica. Per tant, és possible que a part dels factors de lesid miocardica
dosi-dependents de I’alcohol hi hagi altres factors de reparaci6 o regeneracié miocardica
que compensin en part aquest grau de lesi6. D’aquesta manera s’establiria un equilibri
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entre lesid i regeneracid que podria variar en cada individu amb consum excessiu

d’alcohol segons el mecanisme predominant (veure figura 10).

Figura 10. Homeostasi miocardica. Per al manteniment de I’homeostasi miocardica ¢és necessari
I’equilibri entre necrosi i regeneracio cel.lulars. Aquest equilibri es pot veure influenciat per multiples
factors com ara I’edat, ’accid de toxics com I’alcohol i proteines com la miostatina.

REGENERACIO

*EDAT
*MIOSTATINA
*ALCOHOL

Aquest fet, juntament amb les novetats descrites en 1’homeostasi miocardica i la
possibilitat de poder estudiar tots aquests fendomens en miocardis humans gracies a
I’ampli banc que el grup ha creat en els darrers 15 anys, ens van conduir a elaborar la

nostra hipotesi de treball.

Aquesta tesi es centra en 1’estudi de la regeneracid miocardica en els malalts

alcoholics 1 la seva relacidé amb el dany funcional i estructural miocardic.

Per una banda, avaluem el fenomen de regeneracid6 miocardica en la MCP
alcoholica, postulant que a major grau d’afectacié miocardica hi haura més regeneracid
com a mecanisme compensador. En aquest treball s’empren dos marcadors de

regeneracid d’utilitat contrastada en estudis previs realitzats sobre altres tipus de
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miocardiopaties, com son I’expressié de 1’antigen nuclear Ki67 i de I’enzim telomerasa

1 en comparem la seva utilitat.

Per altra banda, aquesta tesi postula que la regulacid dels fenomens de
regeneracid 1 apoptosi en la MCP alcoholica pot estar influenciada per la miostatina, pel
que s’estudia la seva expressié en totes les mostres; aquesta podria tenir un paper

independent tot i que també podria veure’s influenciada directament per 1’efecte toxic

de I’alcohol.

Finalment es fa una correlacido entre els resultats obtinguts de 1’estudi de
regeneracid, d’apoptosi 1 de I’expressid de miostatina. Aquesta tesi pretén demostrar
que l’alcohol té un efecte propi i diferencial en aquests processos de regeneracio,
apoptosi 1 expressid de miostatina, pel que es comparen els resultats obtinguts en el grup

d’alcoholics amb els de mostres de pacients afectes d’HTA.

Creiem que en la MCP alcoholica, I’estudi dels factors que influencien en els
processos d’apoptosi i regeneracidé ens permetra comprendre millor els parametres de
lesio funcional i estructural miocardica, la seva estabilitat clinica, millora o
deteriorament funcional progressiu, incliis amb la possibilitat d’actuar terapeuticament

sobre ells.
En resum, la present tesi postula com a HIPOTESI DE TREBALL que:

1. En els pacients amb MCP alcoholica amb major grau de lesidé miocardica,
existeix un cert grau de regeneracidé miocardica que actua com a mecanisme

compensador.

2. La miostatina té un efecte regulador sobre I’apoptosi i la regeneracio en la

MCP alcoholica.
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3. L’acci6 de la miostatina es pot veure influenciada de forma directa per

I’efecte toxic de I’alcohol, que n’incrementa la seva activitat.

4. L’alcohol té un efecte propi directe sobre els fenomens d’apoptosi i
regeneracid 1 sobre I’expressido de miostatina al miocardi: actua com a
potenciador de I’apoptosi, inhibidor de la regeneracid 1, a més, regula

I’expressio de la miostatina que influeix sobre 1’apoptosi i la regeneracio.
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5. OBJECTIUS DE TREBALL

Aquest estudi es du a terme en mostres d’explants miocardics humans obtinguts
durant el procés de donacié d’Organs per a trasplantament. Amb aquestes mostres es

realitza un estudi cas-control els objectius del qual sén:

1. Estudi de la presencia de regeneracié miocardica mitjangant:

A.- L’estudi immunohistoquimic de 1’antigen nulear Ki67.

B.- La quantificaciéo de l’activitat telomerasa amplificada per PCR (protocol

TERT).

2. Estudi de la preséncia d’apoptosi miocardica mitjangant la técnica

immunohistoquimica TUNEL.

3.- Valoracié immunohistoquimica de I’activitat miostatina com a factor regulador de la

regeneracié miocardica.

4.- Correlacid dels parametres de regeneracié miocardica amb:

4.1.- Parametres de consum d’alcohol: comparacié amb un grup d’hipertensos

no consumidors d’alcohol i amb un grup de controls sans.

4.2.- Funcid ventricular i grau de miocardiopatia dels grups.

4.3.- Presencia d’apoptosi miocardica.

4.4 .- Activitat miocardica de miostatina.
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6.1. RESUM DEL TREBALL INCREASED MYOSTATIN ACTIVITY AND
DECREASED  MYOCYTE  PROLIFERATION IN CHRONIC ALCOHOLIC

CARDIOMYOPATHY.

Objectius: 1’apoptosi €s un procés que intervé en el dany miocardic produit per
I’alcohol, conduint al desenvolupament d’una cardiopatia. La proliferacié miocardica
pot compensar aquesta perdua de miocits. La miostatina esta supraregulada en produir-
se un dany miocardic i en relacié al consum d’alcohol, decrementant aixi la renovacio
dels miocits. En aquest treball avaluem el potencial paper de 1’alcohol en la induccié de
I’apoptosi miocardica aixi com en la inhibicid de la proliferacié dels miocits.

Mecétodes: es varen obtenir mostres miocardiques de donants d’organs, incloent 22
donants amb consum abusiu d’alcohol, 22 hipertensos, 8 afectes d’altres causes de
cardiopatia 1 10 donants sans. La seva avaluacidé va incloure un registre del consum
diari, recent i acumulat d’alcohol, radiografia de térax, funcidé ventricular mitjangant una
ecocardiografia bidimensional i un examen histologic 1 immunohistoquimic del
ventricle esquerre. El grau d’apoptosi es va avaluar mitjangant les técniques
immunohistoquimiques TUNEL, BAX i BCL-2. El grau de proliferacié6 miocardica es
va mesurar amb ’expressid de I’antigen nuclear Ki-67. L’activitat de la miostatina es va
avaluar amb un estudi immunohistoquimic especific. La preséncia de cardiopatia es va
avaluar per criteris histologics 1 funcionals.

Resultats: els donants alcoholics 1 hipertensos afectes de cardiopatia mostraren un index
apoptotic major que els respectius dels seus grups sense cardiopatia associada.
L’activitat de la miostatina va ser major en els donants alcoholics que en els controls
sans, principalment en aquells afectes de cardiopatia. L’increment en I’expressid de

miostatina fou major en els alcoholics amb cardiopatia que en els altres grups.
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L’expressio de ki-67 fou major en tots els grups afectes de cardiopatia respecte els grups
sense cardiopatia, essent els alcoholics els qui mostraren un menor increment de
resposta proliferativa.

Conclusions: I’alcohol indueix una peérdua de midcits a través de 1’apoptosi perd també
inhibeix, en part, la proliferacié miocardica gracies a la supraregulacié de la miostatina.
El resultat final comporta un desequilibri de 1’homeostasi miocardica amb una pérdua

neta de la massa total de miocits i una progressiva disfunci6 ventricular.
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6.2. EVALUATION OF MYOCYTE PROLIFERATION IN ALCOHOLIC
CARDIOMYOPATHY. TELOMERASE ENZYME ACTIVITY (TERT) COMPARED

TO Ki-67 EXPRESSION.

Lluis M, Fernandez-Sola J, Castellvi-Bel S, Sacanella E, Estruch R, Urbano-Marquez

A.

Alcohol and Alcoholism (Acceptat. In Press).

6.2. RESUM DEL TREBALL EVALUATION OF MYOCYTE PROLIFERATION IN
ALCOHOLIC CARDIOMYOPATHY. TELOMERASE ENZYME ACTIVITY (TERT)
COMPARED TO Ki-67 EXPRESSION.

Objectiu: El cor ha estat considerat classicament un organ amb una diferenciacid

terminal, pero estudis recents han evidenciat una resposta proliferativa dels miocits
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envers algunes agressions. Un consum excessiu d’alcohol indueix el desenvolupament
d’una cardiopatia a través de I’apoptosi dels miocits. En aquest treball s’ha avaluat la
resposta proliferativa miocardica en donants alcoholics afectes de cardiopatia,
comparant ’activitat de I’enzim telomerasa (TERT) amb I’expressio de 1’antigen
nuclear Ki-67.

Metodes: es varen obtenir mostres de teixit miocardic de donants d’organs de forma
prospectiva. Es varen incloure donants amb 1) elevat consum d’alcohol acumulat
(n=15), 2) hipertensio arterial de llarga evolucié (n=14), 3) altres causes de cardiopatia
(valvular, coronaria o idiopatica) (n=8), i 4) donants sans (n=6). Els grups 2 i 3 foren
subdividits en funcid de la preséncia de cardiopatia. S’avaluaren parametres de consum
d’alcohol, funcié ventricular per radiografia de térax i ecocardiografia bidimensional i
estudis histologics 1 immunohistoquimics. El grau de proliferacié miocardica fou
avaluat amb 1’estudi d’expressié de 1’antigen nuclear Ki-67 i mesurant 1’activitat de
TERT per PCR en temps real.

Resutats: es van incloure 43 donants en 1’estudi, estant 35 d’ells afectes de cardiopatia.
L’activitat de D’antigen nuclear Ki-67 va ser baixa en els controls sans i
significativament incrementada en els altres grups, principalment en els afectes de
cardiopatia. Els donants alcoholics amb cardiopatia presentaren un menor grau de
resposta proliferativa respecte que els altres grups afectes de cardiopatia, essent les
diferéncies no significatives. No es va detectar proliferacié en cap cas mesurant
I’activitat de TERT.

Conclusions: en els donants afectes de cardiopatia, independentment de la seva causa, es
detecta un increment de 1’activitat de Ki-67 en els miocits. Els donants alcoholics
presentaren, de forma no significativa, una menor capacitat de resposta proliferativa en

comparacio amb els altres grups afectes de cardiopatia. L’activitat de TERT no ha
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resultat un bon marcador de resposta proliferativa miocardica en aquest model.
L’expressio de 1’antigen nuclear Ki-67 ha resultat un millor marcador que I’activitat de

TER per a mesurar la proliferacié miocérdica en la cardiopatia induida per 1’alcohol.
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7. RESUM DE RESULTATS

Durant un periode de 4 anys (gener 2003-desembre 2006) el nostre grup
d’Alcohologia va estudiar cors de pacients en mort cerebral ja fos conseqiiencia d’un
event traumatic o cerebrovascular i que havien estat valorats per 1’equip de
transplantament de 1’Hospital Clinic de Barcelona i considerats aptes per a ser donants
d’organs. Per a la realitzacié d’aquests dos treballs, que estdn interelacionats, es
valoraren un total de 62 mostres de donants d’organs que complien els criteris de
seleccid. Es varen clasificar en donants alcoholics, donants hipertensos i controls sans.
Els dos primers grups de donants foren subdividits en funcid de la preséncia o abséncia

de cardiopatia quedant els grups conformats de la segiient manera:

1- Consumidors d’alcohol a altes dosis: 22 donants

- amb cardiopatia: 12 donants

- sense cardiopatia: 10 donants

2- Hipertensos essencials de llarga evolucio6 sense consum d’alcohol: 22 donants

- amb cardiopatia: 13 donants

- sense cardiopatia: 9 donants

3- Afectes d’altres causes de cardiopatia: 8 donants (3 de tipus isquémic, 3 de tipus

idiopatica 1 2 de tipus valvular).

4- Controls sans: 10 donants.

En tots els donants s’avalua el grau d’apoptosi, de regeneracid 1 d’expressid de

miostatina, obtenint els segiients resultats:
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1. ESTUDI DE L’APOPTOSI MIOCARDICA

Es va realizar un estudi de I’activitat apoptotica en totes les mostres mitjangant les

tecniques immunohistoquimiques TUNEL, BAX 1 BCL-2.

En analitzar I’index apoptotic miocardic en tots els casos i1 controls mitjancant I’estudi
immunohistoquimic TUNEL, no es trobaren diferéncies significatives intergrupals. Per
contra, 1’expressi6 de TUNEL fou significativament major en alcoholics amb
cardiopatia respecte els alcoholics sense cardiopatia, en canvi dins dels hipertensos no
s’evidenciaren diferéncies significatives entre els afectes de cardiopatia i els no afectes

de cardiopatia.

L’expressio de BAX (marcador pro-apoptotic) estava incrementada en els alcoholics i
en els hipertensos respecte el grup control, essent les diferéncies significatives en
ambdds casos. Dins el grup d’alcoholics, aquells afectes de MCP alcoholica presentaren
una major expressid6 de BAX respecte els no miocardiopatics, essent les diferéncies
significatives. Dins el grup d’hipertensos s’evidencia el mateix fenomen entre els

afectes de MCP i els que no.

Pel que fa als valors de BCL-2 (marcador anti-apoptotic) trobarem que la seva expressio
era significativament major en els grups de donants alcoholics, hipertensos 1 dels afectes
d’altres cardiopaties respecte el grup de controls sans. Els subgrups afectes de
cardiopatia, ja fos d’origen enolic o hipertensiu, mostraren una major expressio de

BCL-2 respecte els no afectes de MCP, essent les diferéncies significatives.

Els alcoholics amb MCP alcoholica foren el subgrup amb el quocient BCL2/BAX més

baix.
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2. ESTUDI DE L’ACTIVITAT MIOCARDICA DE MIOSTATINA

Es va realizar un estudi immunohistoquimic sobre teixit miocardic per a avaluar el

paper de la miostatina en la miocardiopatia alcohdlica.

El grup dels donants alcoholics presenta un increment significatiu de la reactivitat
perinuclear de miostatina respecte el grup de controls sans. Aquestes diferéncies no
s’observaren en els donants dels grups d’hipertensos ni el d’afectes d’altres cardiopaties
respecte els controls sans. L’activitat de miostatina fou significativament més alta en
tots els donants afectes de cardiopatia, ja fos aquesta d’origen enolic, hipertensiu o

d’altres, respecte els no afectes de cardiopatia.

Per a verificar I’especificitat de I’anticos emprat en la técnica immunohistoquimica, es

va realizar un control negatiu amb un ratoli myostatin knockout.

3. ESTUDI DE LA REGENERACIO MIOCARDICA

Per a estudiar la capacitat regenerativa del miocardi, es van emprar dos marcadors:

I’expressio de I’antigen nuclear Ki-67 i I’activitat de I’enzim telomerasa (TERT).

3.1. Expressio de Ki67

Es va detectar alguna reactivitat perinuclear per a Ki67 en controls sans, reflectint aixi
un cert grau de proliferacid miocardica basal. El grup de donants alcoholics, el
d’hipertensos 1 el d’afectes d’altres cardiopaties mostraren una significativa major
expressid de Ki67 respecte els controls sans. En analitzar els subgrups de pacients
alcoholics, trobarem que I’expressié de Ki67 era significativament més alta en aquells
donants afectes de cardiopatia en comparacid amb els no miocardiopatics. Pel que fa al

grup de donants hipertensos, aquells afectes de cardiopatia també mostraren un
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increment de 1’expressio de Ki67 respecte els no afectes de cardiopatia, tot i que de
manera no significativa. Aixi, la preséncia de cardiopatia, fos quina fos la seva causa,
es mostra com un factor independent clau en I’increment de 1’expressid nuclear
miocardica d’aquest antigen. En comparar tots els donants amb cardiopatia, els
alcoholics foren els que van evidenciar un menor increment de I’expressié de Ki67,
seguits pels hipertensos i finalment pels afectes d’altres tipus de cardiopaties, sense ser

significatives aquestes diferéncies.

3.2. Expressio de TERT

En cap de les mostres analitzades es va documentar expressié6 de TERT. En realitzar
I’amplificaci6 del gen cas i control per PCR en temps real, s’obtingué¢ una clara
expressio del gen control (TBP) en totes les mostres. En canvi, en cap mostra
s’evidencia expressio significativa del gen TERT. Per tal de corroborar aquestes
troballes, s’analitzaren tres mostres de cada especimen per TBP 1 TERT, obtenint els
mateixos resultats. A més, es realitzaren controls positius sobre teixit procedent
d’adenocarcinomes de colon, obtenint espressio de TERT. D’aquesta manera s’assegura
que el resultat negatiu obtingut era real 1 no pas fruit d’un error o d’una limitacié de la

técnica.
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8. DISCUSSIO

L’alcohol és un toxic multisisttmic amb un marcat tropisme per lesionar les
cel.lules miocardiques de manera dosi-dependent. Diversos autors han plantejat que la
fisiopatologia de la MCP alcoholica és multifactorial i complexa (76, 77, 79, 81, 82,
100). Estudis previs han corroborat clarament el paper de 1’alcohol en la induccid
d’apoptosi i mecanismes de mort cel.lular en els miocardiocits (86, 100). Tot i que s’ha
descrit un efecte dosi-dependent entre grau d’alcohol consumit i aparicié de disfuncio
ventricular esquerra, no tots els alcoholics acaben desenvolupant una miocardiopatia
dilatada. En conseqiiéncia, individus amb un consum d’alcohol acumulat similar poden
exhibir diferents graus de disfunci6 ventricular. Per tant, és logic pensar que a més del
conegut efecte toxic de 1’alcohol que indueix els fenomens d’apoptosi, necrosi i perdua
cel.lular, és posible que existeixin d’altres mecanismes que influeixin en el

desenvolupament del dany funcional 1 estructural miocardic (80, 82, 114).

Tot 1 que classicament s’havia afirmat que el cor era un organ diferenciat
terminal sense capacitat proliferativa, troballes d’estudis recents evidencien I’existéncia
d’un cert grau de proliferaci6 miocardica tant de forma fisiologica en subjectes sans
com en situacions patologiques. Aquest fet ens ha permes considerar la possibilitat de
que existeixin mecanismes de reparacié miocardica que podrien modular el grau de
dany ventricular induit per 1’alcohol. Els conceptes de plasticitat i homeostasi
cardiaques impliquen un equilibri entre els procesos d’apoptosi i regeneracié miocardica
que sovint actuen de forma sincronica (6,15). De fet, probablement la mateixa mort

cel.lular activaria els mecanismes de regeneracié (115).

El treball realitzat en el decurs d’aquesta tesi evidencia que hi ha un increment

d’expressio de 1’antigen nuclear Ki67 en els miocardiocits de pacients amb cardiopatia
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associada, ja fos aquesta d’origen enolic o d’un altre tipus com ara hipertensiva,
valvular, coronaria o idiopatica. En canvi, I’expressié de TERT als miocardiocits no ha

resultat util per a detectar activitat proliferativa en aquest model biologic concret.

Diversos estudis en models animals i humans, han evidenciat la rellevancia de
I’expressio de TERT i la funcio de les telomeres en el manteniment del potencial
replicatiu cel.lular (32, 116). La longitud de les telomeres humanes s’escurca en
diferents contextes com ara en les cel.lules endotelials de plaques d’aterosclerosi, en
teixit de miocardi hipertrofic, en cors en fallida cardiaca terminal i en leucocits de
pacients amb vasculopatia cerebral, hipertensio, diabetis o infart agut de miocardi (117).
Altres treballs realitzats en miocardiocits de gossos han mostrat una relacio entre

I’expressio de TERT, Ki67 i disfuncio cardiaca (29).

En la present tesi s hipotetitza que 1’expressié de TERT podria ser util per a
avaluar el grau de proliferacid miocardica. Tot i que I’expressio de TERT ha estat
emprada com a marcador de proliferaciéo cel.lular en diversos estudis clinics 1
experimentals (30-33, 118), cap d’ells s’ha realitzat sobre mostres de malalts alcoholics
amb miocardiopatia associada. La majoria de treballs que avaltien proliferacid
miocardica a través de 1’expressio de TERT 1 Ki67 ho fan emprant miocardis afectes de
cardiopatia isquémica, hipertensid arterial 1 arteriosclerosi, essent els resultats sovint
paradoxals. De fet esta en discussio si ’escurcament de les telomeres i 1’expressio de
TERT s6n factors de risc independents o bé si son una conseqiiencia del dany produit
sobre el miocardi (117). En existir aquestes discrepancies, Anversa i cols (2005)
suggereixen emprar més d’un marcador de proliferaci6 miocardica 1 aixi poder

comparar-ne els resultats (116).
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En miocardiocits humans embrionaris, mecanismes independents de TERT com
I’expressid de la proteina p16 i I’activitat de beta-galactosidasa han demostrat tenir la

capacitat d’accelerar o alentir els procesos d’envelliment i mort cel.lulars (119).

En teixit miocardic sa huma, I’expressi0 de TERT ¢és molt baixa o nul.la com a
conseqiiencia de la seva escassa capacitat de proliferaci6. L’index regeneratiu en el
miocardi huma no ha estat clarament establert. EI que si sembla clar és la seva
variabilitat en funcié de 1’edat de I’individu 1 la preséncia de cardiopatia entre altres

factors (120).

Bergman 1 cols (2009), en un interessant estudi calculen el percentatge de
regeneracié miocardica emprant C'* integrat en el DNA cel.lular i el situen al voltant de
0.2-2% per any en individus sans (34). Aquest percentatge disminueix clarament durant
tot el procés d’envelliment de 1’individu. Aixi, en un individu de 25 anys se situa en un
1%/any 1 en un altre individu de 75 anys ho fa en un 0°45%/any. Buja 1 Vela (2008)
aproximen I’index regeneratiu d’un individu sa en 0°0014% (14 miocits per cada milid).
En individus en situacio d’insuficiencia cardiaca terminal I’index és de 0°013-0.015% 1
en les arees veines a teixit necrotic després d’un infart agut de miocardi se situa en

0°03% (6).

Avaluant de forma global els resultats d’aquests estudis es pot concloure que es
corrobora I’existéncia d’un cert grau de resposta proliferativa del miocardi adult huma i
que la intensitat d’aquesta resposta vindra determinada per diferents factors com sén
I’edat de I’individu, els costums toxics, la presencia de cardiopatia, hipertensié o

malaltia coronaria entre d’altres (21, 22, 116).
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En aquest treball esperavem trobar un increment de la proliferacié miocardica, ja
fos reflectida en I’expressié de TERT o de Ki67, sobretot en els malalts afectes d’algun
tipus de cardiopatia. Hem evidenciat un augment de 1’expressio de Ki67 en aquells
individus afectes de cardiopatia fos quin fos el seu origen, destacant un menor
increment en aquelles d’origen enolic en comparacid amb totes les altres.
Sorprenentment per nosaltres, no es va detectar expressid de TERT en cap de les 43
mostres estudiades. El fet de que I’expressio del gen control TBP es detectés en tots els
casos ddna validesa al procediment técnic realitzat. L’analisi de PCR en temps real és
una técnica més sensible que 1’anteriorment emprada TRAP (telomeric repeat
amplification protocol) en estudis d’aquesta area de coneixement (33). La puresa,
quantitat 1 idoneitat de les mostres de RNA va ser corroborada i validada. Hi ha un
estudi relacionat amb aquesta tesi realitzat per de Kok i cols (2000) que avalua
I’expressid de TERT amb PCR en temps real en teixits humans. Detecta increment de
I’expressié de TERT en diversos teixits tumorals, baixa expressié de TERT en teixits
sans de pulmo, esofag i colon i nul.la en pancrees i bufeta urinaria (121). El teixit
miocardic ja té un index de proliferacié més baix que qualsevol d’aquests altres teixits
esmentats préviament, per tant es previsible que I’expressid de TERT en miocardi sa

sera també nul.la.

El fet que no es detectés expressio de TERT en cap de les mostres de miocardi
analitzades pot ser degut a diverses raons. Una és la possibilitat de que la regeneracio
sigui un mecanisme que s’esgota amb el temps si I’insult sobre el miocardi persisteix.
En el cas del dany miocardic secundari a ’acci6 toxica de 1’alcohol, intervenen diversos
mecanismes que regulen 1’equilibri entre la induccio de 1’apoptosi, la mort cel.lular i la

resposta reparativa en forma de regeneracio (86). Aquests mecanismes son complexos i
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¢s probable que fins i tot siguin contraposats. Aixi, 1’alcohol probablement disminueix
la resposta regenerativa compensatoria miocardica. Aquesta resposta regenerativa
miocardica també depén del tipus de lesid que s’hi produeix. Kubo i cols (2008), en un
estudi realitzat sobre miocardi huma, evidenciaren major nimero de stem cells en
aquells cors més lesionats. No obstant, en situacié d’isquémia miocardica, inflamacié o
estrés oxidatiu aquesta regeneracié endogena del miocardi estaba clarament limitada

(122).

Una de les limitacions clara de la present tesi és el relatiu poc numero de mostres, degut
a la dificultat que comporta obtenir mostres de miocardi huma. Probablement amb un
major nimero de mostres haguéssim obtingut resultats més evidents i significatius.
També cal remarcar que el model de malalt alcoholic en la present tesi és diferent del
definit en altres seéries cliniques on el consum d’alcohol i la rellevancia clinica de la
MCP alcoholica dels individus era major (76, 79, 81, 82). Per altra banda, aquesta tesi
analitza mostres de miocardi de pacients alcoholics i1 hipertensos, patologies que
produeixen un dany difus. En canvi, la gran majoria d’estudis publicats fins el moment
actual estan realitzats en miocardis afectes de cardiopatia isquémica, on el dany es

produeix de forma més intensa i focal.

En conclusio, amb els resultats obtinguts en aquest treball podem concloure que
I’expressio de TERT avaluada amb PCR en temps real no és un bon marcador per
estudiar la proliferacidé miocardica en aquest model biologic. No se’n va detectar
expressid en cap mostra, al contrari que ’expressid de Ki67, I’altre marcador de

proliferacié miocardica emprat, essent positiva en alguns dels individus.

L’antigen nuclear Ki67 només s’expressa quan la cél.lula esta dins el cicle

cel.lular, no hi ha cap cel.lula que expressi Ki67 sense estar dins el cicle cel.lular. Pot
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existir el dubte de si realment totes les cel.lules que expressen Ki67 s’estan dividint o
neoproliferant o regenerant (cariorrexi + citocinesi) o bé si simplement sén cél.lules
binucleades, €s a dir que han realitzat la cariorrexi perd sense citocinesi. Aquesta
reflexio és totalment valida i coherent, tenint en compte que en totes les especies de
mamifers s’han identificat ce¢l.lules mononucleades i també binucleades en diferent
proporcid (1). El cor huma, a les 3 setmanes del naixement de 1’individu, presenta entre
un 25 iun 57% de cel.lules binucleades, essent aquest percentatge en rates de la mateixa
edat de 85-90% (5). La utilitzacio de la microscopia confocal juntament amb la deteccid
d’expressié de Ki67 resol totalment aquest dubte, ja que demostra de forma simultania

la positivitat d’aquest antigen nuclear i la preséncia de mitosis (1,2).

En el nostre cas, no disposavem d’aquesta darrera técnica pel que varem optar
per emprar com a segon marcador de regeneracié ’activitat de TERT. El problema és
que els resultats que hem obtingut ens han fet concloure que TERT no ha resultat un

bon marcador per a avaluar la regeneracié miocardica en el nostre treball.

En aquest treball hem observat un increment de ’expressio de Ki67 en tots els
casos afectes de cardiopatia respecte els controls sans. Aquest ha estat un resultat
esperat 1 que concorda amb la hipotesi inicial ja que reflecteix 1’existéncia d’una certa
capacitat miocardica per a proliferar en resposta a una lesio persistent ja sigui de causa
toxica (alcohol), hipertensiva, isquémica o valvular (17,22). En el cas dels individus
alcoholics amb cardiopatia associada, aquesta capacitat proliferativa és menor si es
compara amb la dels individus hipertensos o amb els afectes d’altres cardiopaties.
Aquesta dada reflecteix una inhibici6 de la capacitat proliferativa miocardica en
exposar-se a un toxic com ¢€s I’alcohol (83). Tots els individus afectes de cardiopatia

mostren un increment d’expressio del Ki67 respecte els controls sans, perd en el cas
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dels individus alcoholics amb cardiopatia aquest increment €s un 67% menor que en la

resta de cardiopates d’altres origens.

Aquests resultats es podrien explicar per les seglients raons:

1) Per una banda, la proliferacié miocardica pot esdevenir un mecanisme compensatori

que s’esgota després d’un temps determinat de persistir la lesio.

2) Per altra banda, en el cas del dany miocardic induit per I’alcohol hi conflueixen
multiples mecanismes, més complexes que regulen el balang entre la induccié de

I’apoptosi i mort cel.lular i la resposta proliferativa reparadora (86).

Fins 1 tot alguns d’aquests mecanismes poden ser contraposats i d’accid paradoxal com

més endavant exposarem en relacié a 1’accio de la miostatina.

3) Finalment podem constatar que hi ha evidéncies de que I’etanol disminueix la

capacitat compensadora de la proliferacioé 1 que fins 1 tot pot estar inhibida.

A més a més, la capacitat proliferativa del miocardi també depen del tipus de lesid i
dels mecanismes fisiopatologics que hi intervenen. En aquest sentit, val la pena destacar
els resultats de 1’estudi realitzat per Kubo i cols (2008) on es posa de manifest que a
major grau de cardiopatia major ¢s el nombre de stem cells cardiaques. No obstant, en
situacio d’isquémia, inflamacié o estrés oxidatiu 1’éxit de la regeneracié endogena
miocardica es veu clarament limitada (122). No oblidem que I’estrés oxidatiu és un dels
mecanismes implicats en la fisiopatologia del desenvolupament de la MCP alcoholica

(16) 1 per aix0 pot limitar el grau de proliferacid dels miocardiocits.

En aquest estudi realitzat per técniques d’immunohistoquimica en teixit

miocardic s’evidencia un increment de 1’expressié de miostatina en aquells individus
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amb cardiopatia ja sigui d’origen enolic, hipertensiva, isquémica, valvular o idiopatica.
Aquest ha estat un resultat esperat ja que en preséncia de dany miocardic 1’expressié de
miostatina esta sobreregulada (46, 123). De tots els pacients amb cardiopatia, els
alcoholics son els malalts que han presentat una major expressié de miostatina en
comparacio a tota la resta. Aquesta dada corrobora la hipotesi prévia de que ’alcohol

sobreregula la miostatina i altres factors de creixement (45).

En els individus alcoholics, el relatiu increment que s’observa en 1’expressio de
miostatina i el decrement en la de Ki67 esta en concordanga amb els resultats obtinguts
en estudis experimentals previs (45). Aquests treballs suggereixen que 1’alcohol té
capacitat per sobreregular la miostatina en altres teixits com ara el muscul esqueletic
(45). Hi ha una clara relaci6 clinica, funcional i estructural entre el dany produit per
I’alcohol en muscul esquelétic i cardiac (78), per tant s’esperava un efecte similar pel

que fa a I’expressié de miostatina en aquests dos teixits.

L’activitat de la miostatina ha mostrat tenir un efecte protector sobre els
miocardiocits respecte 1’apoptosi (41). Per tant, un increment de la seva activitat podria
representar un mecanisme defensiu/compensatori desenvolupat pels miocardiocits
enfront I’agressid d’un toxic que actia persistentment com 1’alcohol. Una conseqiiéncia
negativa d’aquesta sobreregulacié de la miostatina per part de 1’alcohol, és un cert grau
d’inhibicidé dels mecanismes de proliferacié cel.lular, reflectit en una menor expressio
de Ki67 a causa de I’efecte negatiu sobre el creixement que té la miostatina (48). Els
resultats obtinguts en aquest treball evidencien que [’efecte negatiu de I’alcohol
predomina sobre l’efecte protector de la miostatina en la induccid de 1’apoptosi
miocardica. Resultats obtinguts en altres estudis en aquest camp, suggereixen que la

sobreregulacié de la miostatina no €s I'inic mecanisme que influeix en la resposta
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proliferativa miocardica. Altres factors com ara 1’activitat de IGF-1 podrien també tenir
un paper en aquests processos (45, 123). L’existéncia d’aquests multiples efectes
explicarien la diversitat de factors que poden induir canvis en ’homeostasi cardiaca en

els individus alcoholics.

Per tant, I’efecte que té el consum cronic d’alcohol sobre el miocardi abarca diferents
aspectes: no només indueix una perdua cel.lular a conseqiiencia de 1’activacié de
I’apoptosi, sino que també inhibeix la capacitat proliferativa dels miocardiocits a través
de la sobreregulacid de I’activitat de la miostatina o potser també d’altres factors de
creixement. El resultat final és un clar desequilibri en ’homeostasi miocardica induint
una perdua neta de la massa ventricular total amb una progressié a disfuncio ventricular
tal 1 com es reflecteix en la historia natural de la MCP alcoholica (124). Aquest efecte
global condueix a una menor capacitat dels individus afectes de MCP alcoholica per a
activar mecanismes de proliferacido cel.lular si els comparem amb altres individus
afectes d’altres causes de cardiopatia. La segiient figura il.lustra els factors que

influeixen en 1’homeostasi cardiaca en la MCP alcoholica:

Figura 11. Factors que influeixen en I’homeostasi cardiaca en la miocardiopatia alcoholica.

ALCOHOLIC CARDIOMYOPATHY
HEART HOMEOSTATIC BALANCE
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Pel que fa a I’activitat apoptotica al miocardi hem obtinguts resultats similars als
reportat en estudis previs (100). S’evidencia un augment de 1’apoptosi en aquells
individus afectes de MCPA essent mesurada per la técnica TUNEL. A més, s’observa
una activacid dels mecanismes pro i anti-apoptotics (BAX i BCL-2 respectivament) en
tots els individus afectes de cardiopatia, ja sigui d’origen endlic, hipertensiu o d’un altre
origen. El grau d’apoptosi en els pacients alcoholics fou similar al trobat en els afectes

de cardiopatia hipertensiva i d’altres origens.

Aquesta tesi avalia I’index apoptotic (IA) amb la técnica TUNEL. Aquesta
tecnica detecta DNA fragmentat i té les seves limitacions, amb possibilitat d’haver
sobrecalculat ’[A ja que pot detectar situacions de pro-apoptosi i fragmentacid
reversible del DNA segons ’equilibri dels factors controladors del procés (110-113). De
fet un IA molt elevat resultaria incompatible amb la viabilitat miocardica: si la durada
de I’apoptosi és de 2 hores in vitro 1 4 hores in vivo, la meitat de la massa miocardica
desapareixeria en 40 dies (21). Aquestes dades suggereixen que I’apoptosi €s un procés

probablement més lent i regulat per altres factors com ara BCL2 (1).

Per a tal de minimitzar els falsos positius s’han pres les segiients mesures en aquesta

tesi:

- Us de suficients camps microscopics 1 identificacidé del tipus cel.lular en

apoptosi.
- Evitar les cél.lules de I’intertici.

- Utilitzaci6é de seccions de teixits tractades amb deoxiribonucleasa (control
positiu per apoptosi) i comparar I’IA entre controls sans, alcoholics,
hipertensos 1 altres tipus de cardiopatia.
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Esta clar que tot 1 les precaucions seguides, la técnica pot resultar no del tot especifica
per I’estudi exclusiu de I’apoptosi, perd aquesta mateixa imprecissié técnica queda
aplicada homogéniament a tots els grups, tant en els casos com en els controls; per tant,
les diferéncies trobades tant intra com intergrupals son rellevants. A més, I’estudi
realitzat per Fernandez-Sola, Fatjé i cols el 2006 titulat Evidence of apoptosis in
alcoholic cardiomyopathy realitza un analisi de I’'TA en cardiomiocits humans emprant
la mateixa técnica immunohistoquimica (TUNEL) obtenint resultats similars (IA en

controls sans 2.7+/- 1.5%) 1 amb les mateixes limitacions (100).

Tot 1 que les diferéncies no foren significatives, els individus alcoholics
mostraren un valor del quocient BCL2/BAX menor que els altres grups, evidenciant aixi
un increment relatiu dels mecanismes pro-apoptotics. De totes formes, el grau
d’apoptosi fou significativament major en aquells individus afectes de MCP alcoholica
en comparacid amb els alcoholics sense cardiopatia. Per tant, podem afirmar que sigui
quin sigui ’origen de la cardiopatia, hi ha un mecanisme patogénic comu que condueix
al dany miocardic i que conflueix en I’activacié de les vies apoptotiques (15). En els
individus alcoholics, 1’apoptosi miocardica no depén unicament dels efectes directes de
I’alcohol sino també de la preséncia de dany estructural cardiac (84, 100). Per tant, és
logic plantejar que 1’apoptosi miocardica esta integrada per complexos mecanismes no
nom¢s relacionats amb 1’agent causal inicial (alcohol, hipertensio, etc) sino també amb
altres factors intermedis que causen dany miocardic activant mecanimes de lesid
cel.lular com ara D’activitat de les caspases mitocondrials, les alteracions en els
mecanismes de transduccio intracel.lular (125), en la sintesi proteica (114) o 1’ estrés

oxidatiu (16).
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Les dades obtingudes en aquesta tesi deixen entreveure la gran complexitat de
tot I’entramat fisiopatologic implicat en el desenvolupament de la MCP alcoholica, amb
la conviveéncia de multiples mecanismes d’accid fins i tot alguns d’ells contraposats. Per
aix0, és necessari el disseny i desenvolupament de més estudis que ens acostin a
I’enteniment d’aquests complexes mecanismes que regulen la mort i la resposta
proliferativa cel.lulars en els alcoholics amb miocardiopatia associada, que
aprofundeixin en ’accié de la miostatina i altres factors més novedosos intuint que
tenen un paper en el manteniment de 1’homeostasi i la plasticitat miocardiques en els
individus alcoholics, com ara I’activitat de IGF-1 (5). Aquells tractaments capagos
d’inhibir I’activitat de la miostatina (42, 43) i/o reduir 1’apoptosi miocardica —com el
anticossos monoclonals anti-miostatina- (27, 85) o la potenciacio de I’efecte de I'IGF-1
(2, 5) podrien ser utils per evitar la influencia negativa d’aquest mecanisme en la
resposta proliferativa miocardica i disminuir el dany miocardic progressiu que es
produeix en la cardiopatia alcohodlica. També cal un millor i més profund coneixement
del control del cicle cel.lular del miocit, fet que ens podria permetre en un futur 1’0s

exitds de stem cells per a potenciar la regeneracidé miocardica (26-28).
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9. CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts en els estudis que conformen la present tesi doctoral, ens

permeten extreure les segiients conclusions:

1) Els individus afectes de miocardiopatia, independentment de la seva etiologia,
presenten una major estimulacié de la regeneracid miocardica com a mecanisme
compensatori enfront el dany miocardic. Aquest fet es reflecteix en un augment
significatiu de I’expressid de ’antigen nuclear Ki67 en miocardiocits de donants afectes

de miocardiopatia de divers origen respecte als controls sans.

2) En la nostra experiéncia, 1’expressio de TERT no ha resultat un bon marcador
per a estudiar la regeneracié miocardica, essent indetectable la seva expressio en totes

les mostres estudiades en aquest treball.

3) Els individus afectes de cardiopatia, independentment del seu origen,

presenten un augment significatiu de 1’index d’apoptosi mesurat per la técnica TUNEL.

4) El grup d’alcoholics 1 el d’hipertensos presenten unes activitats de pro-
apoptotica (BAX) 1 anti-apoptotica (BCL-2) superiors a les del grup de controls sans.
Quan hi ha cardiopatia estructural aquests valors sén encara més elevats, essent els
individus amb miocardiopatia alcoholica els que presenten major activitat dels

mecanismes proapoptotics.

5) Els individus afectes de miocardiopatia alcoholica presenten un menor
increment de 1’expressio de Ki67 respecte els altres afectes de cardiopatia. Aquest fet

reflecteix que 1’alcohol inhibeix, per una altra banda, la proliferacié miocardica.
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6) Els individus afectes de cardiopatia, independentment del seu origen,
presenten un increment significatiu de 1’expressido de miostatina. Els individus amb
miocardiopatia alcoholica sén els que en mostren major expressié. Aquest fet,
juntament amb el menor increment de I’expressid de Ki67 que presenten els individus
amb miocardiopatia alcoholica respecte els altres individus afectes de cardiopatia, posa

en rellevancia que ’alcohol exerceix una sobreregulacid de 1’activitat de la miostatina.

De manera global, es pot concloure que ’alcohol té un efecte diferencial sobre
els processos de regeneraciod, apoptosi 1 activitat de la miostatina, reflectint aixi que la
fisiopatologia de la miocardiopatia alcoholica és complexa, multifactorial 1 amb molta

interrelacio dels processos esmentats.

Considerem que per a millorar els coneixements en aquest camp cal seguir
aprofundint sobre els mecanismes fisiopatologics de la miocardiopatia alcoholica. Les
linies d’investigacid més actuals i novedoses s’orienten cap al control del cicle cel.lular
del miocardiocit i el paper del IGF-1, suggerint alguns dels resultats obtinguts que en
un futur es podria plantejar el tractament de la miocardiopatia alcoholica amb stem cells

cardiaques.
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10. ANNEXES

- Annex . Imprés de Model de Consentiment Informat per a la Donacid
d’Organs i Teixits

- Annex 2. Sol.licitut d’Organs, Teixits i Cél.lules per recerca a UCR (Unitat
de Coordinaci6 d’organs i teixits per a la Recerca). Aquest és el que varem
haver d’omplir tu 1 jo 1 si que el tinc 1 te I’adjunto per mail.

- Annex 3. Qiiestionari estructurat omplert pels familiars del pacient ("time-
line follow-back method") ( Sobel 1979).

- Annex 4. Consum habitual d’alcohol (Urbano-Marquez ‘89 NEJM, Fdez-
Sola 94 Ann Intern Med). Formules de la DDA i DTA/Kg

o La dosi diaria consumida d’alcohol (DDA) s’expressa en grams
d’etanol/dia. La quantitat de grams consumits varia en funcié del
tipus de beguda alcohdlica que es consumeix.

o La dosi total acumulada d’alcohol consumida al llarg de la vida
(DTA) es calcula multiplicant el consum diari d’etanol pel numero
d’anys d’alcoholisme i després per 365. S expressa com Kg
d’etanol/Kg de pes.

- Annex 5. Escala de Goldman

TABLE 4. Summary of Criteria for Specific Activity Scale
Classifications

Class I: Patient can perform to completion any activ-
ity requiring = 7 metabolic equivalents

Class II: Patient can perform to completion any activ-
ity requiring = 5 metabolic equivalents but
cannot or does not perform to completion ac-
tivities requiring = 7 metabolic equivalents

Class III:  Patient can perform to completion any activ-
ity requiring = 2 metabolic equivalents but
cannot or does not perform to completion any
activities requiring = 5 metabolic equivalents

Class IV:  Patient cannot or does not perform to comple-
tion activities requiring = 2 metabolic equiv-
alents.

Extret de I’article de Goldman L, Hashimoto B, Cook EF, Loscalzo A. Comparative reproducibility and
validity of assessing cardiovascular functional class: advantages of a new specific activity scale.
Circulation 1981; 64:1227- 34.
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Annex 1. Imprés de Model de Consentiment Informat per a la Donacié d’Organs i
Teixits:
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Annex 2. Sol.licitut d’Organs, Teixits i Cél.lules per recerca a UCR (Unitat de
Coordinacid d’organs 1 teixits per a la Recerca):
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Corporacié Sanitaria Clinic
Villarroel 170, BCN 08036
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UCR
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Annexes

Annex 3. Qtuiestionari estructurat omplert pels familiars del pacient ("time-line follow-
back method") ( Sobel 1979):
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EVALUATION OF ALCOHOL CONSUMPTION IN ORGAN DONORS
ALCOHOL UNIT.

Alcohol consumption will be evaluated in all cases of organ donors either

in heart or liver transpalantation.

Questionnaire of alcohol consumption habits will be performed by an
expertise member of the Alcohol Unit, by interview with almost two

different familiar members of the donor subject.

Type, average quantity per year and frequency of ethanol intake will be
recorded, as well as and proportion of alcohol beverages. Recent (daily
alcohol consumption in the last month) and lifetime alcohol consumption

will be evaluated,

Live events such as marriage, military service and work will be used as
“anchor points” for recollection to prompt recall (time-line follow-back
method) according to Sobell LC, Maisto SA, Sobel MB, Cooper AM.
Reliability of alcohol alcohol reports on drinking behaviours. Behav Res

Ther 1979; 17: 157-160).

This method has been used at our Alcohol Unit for longtime, and, in our

experience is the most reliable in this situation.



- Daily alcohol intake (DDA) will be quantified in grams / day.

- Total lifetime dose of alcohol (TLDE) (Kg of ethanol per Kg of body
weight) will be estimated by multiplying the daily consumption of ethanol
by the number of years of each alcohol intake period times 365 and adding

the amounts of each period.

Patients with longstanding chronic diseases such as chronic liver disease,
neoplasia, chronic infections (B or C hepatitis or HIV virus) or heart failure

will be excluded from the study.

NON-ALCOHOLIC CONTROLS: In this group, subjects should have a

mean ethanol intake lower than 20 g per week.



EPIDEMIOLOGICAL VARIABLES:

N IT1E, .+ttt tet e e ee e s seseessnnaesossseeseanesnnnssessenannnnnss

PERIODS OF ALCOHOL CONSUMPTION:

FIRST PERIOD:
Anchor Point: ...

Type of consumption:

Daily [] Weekend ] Other

Starting at (age):
Ending at (age)
Duration (years):

Daily dose of Wine d/day:
Daily dose of Beer g/day:
Daily dose of Spirits g/day:

Number of drinks of Wine a day:
Number of drinks of Beer a day:
Number of drinks of Spirits a day:

00375111115 111 T PPN

......................................

....................

%



SECOND PERIOD:

Anchor Point: ...

Type of consumption:

Daily ] Weekend

Starting at (age):
Ending at (age)
Duration (years):

Daily dose of Wine d/day:
Daily dose of Beer g/day:
Daily dose of Spirits g/day:

Number of drinks of Wine a day:
Number of drinks of Beer a day:
Number of drinks of Spirits a day:

Comments...............coooveiuiineeiii

THIRD PERIOD:

Anchor Point: ...

Type of consumption:

Daily L[] Weekend

Starting at (age):
Ending at (age)
Duration (years):

Daily dose of Wine d/day:
Daily dose of Beer g/day:
Daily dose of Spirits g/day:

Number of drinks of Wine a day:
Number of drinks of Beer a day:
Number of drinks of Spirits a day:

Comments.....................o....

U

]

Other

Other

L



FOURTH_PERIOD:

Anchor Point: ...
Type of consumption:
Daily []  Weekend

Starting at (age):
Ending at (age)
Duration (years):

Daily dose of Wine d/day:
Daily dose of Beer g/day:
Daily dose of Spirits g/day:

Number of drinks of Wine a day:
Number of drinks of Beer a day:
Number of drinks of Spirits a day:

FIFTH PERIOD:

Anchor Point: ...

Type of consumption:

Daily ] Weekend

Starting at (age):
Ending at (age)
Duration (years):

Daily dose of Wine d/day:
Daily dose of Beer g/day:
Daily dose of Spirits g/day:

Number of drinks of Wine a day:
Number of drinks of Beer a day:
Number of drinks of Spirits a day:

D Other

D Other

[]
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