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1. ABREVIACIONES

ACE
Acil-CoA
ADMA
ADP
Akt
AMP
AMPK
ApoB
ATII
ATP
AVC
Bax
Bcl-2
BRCA1
C-HDL
C-LDL
cAMP
CaMKll
CCL2
CCR
CD
Cox
CPT
CT

Ccv
DAG
DALY

DAMP
DAPT
DASH

DGAT
DM
DNA

Enzima convertidora de angiotensina
Acil-Coenzima A

Dimetilarginina asimétrica

Difosfato de adenosina

Familia de proteinas quinasas B

Monofosfato de adenosina

Protein-quinasa activada por monofosfato de adenosina
Apolipoproteina B

Angiotensina I

Adenosin trifosfato

Accidente vascular cerebral

Proteina X asociada a Bcl-2

Proteina de células B-2

Gen relacionado al cancer de mama 1

Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
Monofosfato ciclico de adenosina
Calcio-calmodulina quinasa Il

Ligando 2 de quimioquina

Receptor de quimioquina

Cluster de diferenciacién

Ciclooxigenasa

Carnitin-palmitoltransferasa

Colesterol total

Cardiovascular

Diacilglicerol

Disability Adjusted Life Years (Afios de vida ajustados por
discapacidad)

Patrones moleculares de dafio celular

Doble antiagregacién plaquetaria

Dietary Approaches to Stop Hypertension (Enfoques Alimentarios
para Detener la Hipertension)

Diacilglicerol acil-transferasa

Diabetes mellitus

Acido desoxirribonucleico



ECV Enfermedad cardiovascular

ERK 1-2 Quinasa regulada por sefales extracelulares 1/2

FA Fibrilacién auricular

FEVI Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

GLP-1 Péptido simil-glucagon tipo 1

GLUT Transportador de glucosa regulado por insulina

GP lIb/llla Glicoproteina llb/llla

HbA1c Hemoglobina glicada Alc

HO-1 Hemo oxigenasa-1

HDL Lipoproteina de alta densidad

HIF-1a Factor inducible por hipoxia-1 alfa

HMG-CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A

HTA Hipertensién arterial

I/R Isquemia/reperfusion

IAM Infarto agudo de miocardio

IAMCEST Infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST

IC Insuficiencia cardiaca

IC 95% Intervalo de confianza 95%

ICAM-1 Molécula de adhesién intercelular 1

ICP Intervencion coronaria percutanea

IL Interleuquina

IMC indice de masa corporal

JAK-STAT Citoquina Janus quinasa/transductor de sefialy activador de
transcripcion

JNK Quinasa c-Jun N-terminal

KLF4 Factor 4 simil-Kruppel

LDL Lipoproteina de baja densidad

LDLac Lipoproteina de baja densidad acetilada

LDLag Lipoproteina de baja densidad agregada

LDLox Lipoproteina de baja densidad oxidada

LPL Lipoproteinlipasa

LRP1 Proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja
densidad

MAPK Proteina quinasa activada por mitégeno

MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1

MDR1 Mutacién de resistencia a multidrogas 1

MMP Metaloproteinasas de matriz
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mTOR Diana de rapamicina en células de mamifero

NAD Nicotinamida adenina dinucledtido

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NF-xB Factor nuclear kappa de células B activadas

NLRP3 Dominio de pirina de la familia NLR 3

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintetasa

NOX Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa

Nrf2 Factor nuclear eritroide 2

OMS Organizacién Mundial de la Salud

ORAI 1-3 Modulador de calcio activado por liberacion de calcio 1-3

P2Y Receptor purinérgico (purinoceptor) P2Y

PAR-1 Receptor de la trombina proteasa-activada tipo 1

PCRE Ecuacién de riesgo de cohorte agrupada

pH Potencial de hidrégeno

PPAR-y Receptor activado por proliferador peroxisomal gamma

PYLL Afios de vida potencialmente perdidos

RAAS Sistema renina-angiotensina-aldosterona

RIQ Rango intercuartilico

RISK Quinasa de salvamiento por injuria-reperfusion

ROS Especies reactivas de oxigeno

RR Riesgo relativo

SAFE Factor activador de supervivencia

SCA Sindrome coronario agudo

SCACEST Sindrome coronario agudo con elevacién del segmento ST

SCASEST Sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST

SCORE 2 Evaluacién sistematica del riesgo coronario 2

SCORE 2-OP Evaluacion sistematica del riesgo coronario 2 para personas mayores

SERCA Enzima sarco/reticulo endoplasmico ATPasa-dependiente de calcio

SIRT-1 Sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD

SMAD 2/3 Proteina pequefia derivada de MAD (madres contra la
decapentaplejia) 2/3

SNS Sistema nervioso simpatico

SOD Superéxido dismutasa

STIM-1 Molécula de interaccion estromal-1

TA Tensién arterial

TAD Tension arterial diastdlica
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TAS Tensién arterial sistdlica

TET2 Tet Metilcitosina Dioxigenasa 2

TGF-$ Factor de crecimiento transformante beta
TLR-4 Receptor simil-Toll 4

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TXA2 Tromboxano A2

VCAM-1 Proteina 1 de adhesién celular vascular

Vi Ventriculo izquierdo

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad

VLDL-R Receptor de lipoproteina de muy baja densidad
VWF Factor de Von Willebrand

Con la finalidad de facilitar la lectura de esta tesis doctoral, las abreviaciones de moléculas
y compuestos que resultan usualmente conocidas en inglés se han mantenido en dicho
idioma, con su correspondiente aclaracién en espanol, para homogeneizarlas respecto a
los trabajos originales publicados en inglés incluidos como parte de esta tesis. Por otro
lado, las siglas de patologias asi como la medicién de variables y parametros que
normalmente son utilizadas en espafiol han permanecido en ese idioma para preservar la

armonia del texto.
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3. INTRODUCCION

3.1. Epidemiologia de la enfermedad cardiovascular

El incremento sustancial de la poblacién mundial observado durante el dltimo siglo ha
promovido a nivel epidemiolégico un proceso de transicion caracterizado por una
significativa reduccién en la mortalidad por enfermedades comunicables a expensas de un
aumento en la incidencia de patologias no comunicables. Dentro de este ultimo grupo, la
enfermedad cardiovascular (CV) constituye actualmente la principal causa de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, representada fundamentalmente por la cardiopatia
isquémica y el accidente vascular cerebral (AVC) (1, 2). A nivel europeo, da cuenta del 45%
de la tasa de mortalidad total, y se estima que 113 millones de personas conviven con
diversos grados de enfermedad cardiovascular (ECV) (2). La Figura 1 ilustra la prevalencia

global de cardiopatia isquémica especificada segin regiones geograficas.

3000
2500 ZX
2000 21509 GLOBAL
................................. e | NEN S ————
821,2
! [
500 15416
.
12374
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2 g E 7 g 2 S 2 g E 2
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A1) o [S] & < i ] o (8]
5 u = 5 & =} % = <
z2 g " 2 ) <
@

Figura 1. Prevalencia mundial de cardiopatia isquémica. Estandarizada por edad, cada 100.000
personas (Intervalo de confianza 95%). Adaptado de (3).
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En este contexto, la enfermedad cardiaca de etiologia isquémica representa la primera
causa de muerte CV. El incremento significativo advertido en su prevalencia se debe, en
gran medida, al aumento en la media de edad poblacional derivado de una mayor
expectativa de vida (80,8 aflos en mujeres y 74,8 afios en hombres en paises desarrollados),
y a su vez, al incremento en la aparicién de patologia crénica asociada, inherente al
aumento etario, que contribuye asimismo a incrementar el riesgo CV total. (2, 4).

De esta manera, la ECV produce anualmente la muerte de 4 millones de personas en
Europa, con una proporcién ligeramente mayor en el sexo femenino (55% de mujeres), y
superando ampliamente las tasas de mortalidad por cancer y otras patologias crénicas
(Figura 2) (2, 5).

M Enfermedad cardiovascular
W Céncer

Enfermedad respiratoria

Traumatismos . . -
. Cardiopatia isquémica: 42%
B Demencia

M Otras causas

Accidente vascular cerebral: 24%

Cardiopatia hipertensiva: 6%
Cardiopatfa valvular: 2,5%

Otras causas cardiovasculares: 27%

Figura 2. Causas de mortalidad global, estratificadas por patologia cardiovascular. Modificado de

(6).

Mas aun, su impacto en la poblacién joven resulta incluso mas significativo, lo cual queda
evidenciado a través de dos indicadores de relevancia: la muerte prematura de origen CV,
que refleja una métrica de sobrevida potencial no cumplida, donde la ECV representa un
31% del total; y los afios de vida potencialmente perdidos (PYLL por sus siglas en inglés
Potential Years of Life Lost), una variable que estima los afios de vida que habria vivido una
persona de no haber tenido una muerte prematura (en base a la expectativa de vida
calculada), alcanzando la patologia CV los 37 millones de afios perdidos en Europa (un
37,5% del total, comparado al cancer que produce un 24,5%) (2).

No obstante, y contrariamente a estas cifras alarmantes, en las Ultimas décadas se ha
advertido una reduccion proporcional tanto en las tasas de mortalidad CV como en su
prevalencia total ajustada por edad (7, 8), derivado principalmente por una mejoria en el
prondstico de los pacientes que padecen cardiopatia isquémica, asi como una disminucion

en los casos de muerte subita extra-hospitalaria (1, 9).
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Igualmente, se observa una importante variabilidad en el manejo de la ECV entre distintas
zonas geogréficas, siendo un 30% mayor su impacto en personas provenientes de paises
de ingreso medio en comparacién a aquellos de altos ingresos (10). Esto queda expresado
en los anos de vida ajustados por discapacidad (DALYs de Disability Adjusted Life Years),
un parametro que brinda informacién combinada de muerte prematura y discapacidad, y

que resulta hasta 4 veces mas alto en los paises menos ricos (2).

El principal objetivo terapéutico en el abordaje de la ECV se centra en una adecuada
implementacion de los distintos niveles de prevencién a nivel poblacional (11, 12), descrito

en la Figura 3:

= Prevencién primordial: Representa el punto focal de transicién de la salud a la
enfermedad, también conocida como promocién de la salud, y consiste en impedir

la aparicion de los factores de riesgo que predisponen al desarrollo de la patologia.

= Prevencién primaria: Basada en métodos de control de los factores de riesgo que

buscan evitar el surgimiento de la enfermedad.

» Prevencién secundaria: Dirigida a diagnosticar la enfermedad una vez instaurada,

en un estadio lo mas precoz posible para disminuir su impacto y consecuencias.

» Prevencién terciaria: Cuya finalidad radica en limitar o reducir las complicaciones y
secuelas derivadas de la enfermedad y de esta forma, conseguir una disminucién
en su morbi-mortalidad, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes que la

padecen y optimizando su pronéstico (13).
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Historia natural de la enfermedad y niveles de prevencién

Periodo pre-patogénico Periodo post-patogénico
Prevencién primordial [ Prevencién primaria | Prevenciéon secundaria _
AN
Wi Face clini
N ase clinica

Medio ambiente

@ Agente Huésped m

Acciones poblacionales

Fase sub-clinica

Diagnéstico precoz Limitacién del dafio

Tratamiento dirigido Rehabilitacion
Control de factores de riesgo cardiovascular

Figura 3. Niveles de prevencién poblacional. En el periodo pre-patogénico, es importante identificar
la triada que da origen a la aparicién de la enfermedad, caracterizada por la interaccién entre el
huésped, los agentes y el medio ambiente. Dentro del periodo patogénico, se destacan las fases
sub-clinicas, previa al desarrollo de sintomas, y la fase clinica, con las distintas herramientas
terapéuticas aplicables en cada caso particular.

La Sociedad Europea de Cardiologia ha evaluado recientemente el grado y efectividad de
los programas de prevencion adoptados a nivel europeo a través del estudio EUROASPIRE
V (14). Se investigaron 6.321 casos (entre entrevistas a pacientes y registro de historias
clinicas), y se evidencié globalmente un regular control de los factores de riesgo CV, donde
solo el 47% de los pacientes alcanzaban las metas de tensién arterial, el 46% los objetivos
de lipidos y el 65% los de hemoglobina glicada (HbA1c) (14), demostrando que el potencial

de mejora en relacién al manejo clinico de los factores de riesgo es sustancial (13).

3.1.1. Factores de riesgo cardiovascular

Los factores de riesgo representan habitos especificos, comportamientos o condiciones
que incrementan el riesgo de padecer enfermedad CV. Las guias de prevencion clinica de
la ECV se basan esencialmente en el establecimiento de dos objetivos: por un lado, la
deteccién temprana de los distintos factores de riesgo, y por el otro, la estimacién del
riesgo CV global de un individuo, con la finalidad de desarrollar una serie de metas y
prioridades terapéuticas individualizando el tratamiento segin las caracteristicas y

preferencias de cada persona (4).
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La estimacion del riesgo cardiovascular se lleva a cabo empleando distintos subgrupos de
edad en combinacién con la presencia de factores de riesgo CV. Las escalas de riesgo més

utilizadas en la actualidad corresponden a:

1. La escala de riesgo de Framingham, derivada del clésico estudio poblacional

multigeneracional iniciado en 1948 en la ciudad homénima (15).

2. La evaluacién sistematica del riesgo coronario (SCORE 2) y su adaptacion para
personas de edad mayor de 70 afos de edad (SCORE 2-OP), disefiados por la
Sociedad Europea de Cardiologia (16, 17).

3. La ecuacién de riesgo de cohorte agrupada (PCRE) elaborada por la Asociacion

Americana del Corazdén (18).

Las recomendaciones de las escalas se encuentran clasificadas en bajo, moderado o alto
riesgo estimado en un plazo de tiempo especifico, y los factores de riesgo son ajustados a
la edad para evitar el sub-tratamiento en pacientes jovenes y la sobre-indicacién en
pacientes mas ancianos. Un concepto importante a remarcar es que, si bien como se ha
visto el riesgo CV aumenta en forma proporcional a la edad, el beneficio total obtenido
por una intervencion resultard considerablemente mayor en individuos més jovenes debido

a que poseeran un tiempo de tratamiento efectivo mas prolongado.

Los factores de riesgo CV, a su vez, han sido clasificados en no modificables, es decir,
aquellos que no son pasibles de ser alterados por ninguna intervencién; y modificables, en
los que la instauracion de una terapéutica especifica puede controlar o corregir el mismo
(19):

* No modificables: Edad, genética, sexo.

* Modificables: Hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipemia, tabaquismo,

dieta, sedentarismo, obesidad y factores psico-sociales.

El estudio de casos y controles INTERHEART realizado en 15.152 pacientes a través de 52
paises demostré que un 92% de los casos de cardiopatia isquémica se asociaban
directamente con alguno o varios de estos factores de riesgo (1, 20). A su vez, numerosos
estudios también evidenciaron que la combinacién de factores de riesgo conductuales

como el tabaquismo, el sedentarismo, la dieta de pobre calidad y el consumo excesivo de
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alcohol contribuyen al 60% de todas las muertes prematuras, reduciendo entre 7 a 18 afios
la expectativa de vida global de un individuo (21-23). Asimismo, un estudio de cohortes
basado en dos investigaciones poblacionales a gran escala (The Nurses’ Health Study que
incluyé 73.196 individuos entre 1980 a 2014 y el Health Professionals Follow-Up Study con
un total de 38.366 personas desde 1986 hasta 2014) advirtié que la adopcion de un estilo
de vida saludable resultaba en una expectativa de vida libre de diabetes, cancer y ECV
sustancialmente mayor (24). En la misma linea, el Malmo Diet and Cancer Study realizado
en Suecia en 26.323 personas con un seguimiento a 18 afos, evidencié que la adopcién
de conductas de vida beneficiosas (definidas por no fumar, peso balanceado, actividad
fisica regular y dieta saludable) se asociaban a una disminucién del 44% en el riesgo de
desarrollar ECV (25).

Por su parte, el estudio Global Burden of Disease realiz6 una evaluacién comparativa del
riesgo CV a través de 195 paises entre 1990 y 2017, y objetivé que el 61% de las muertes
totales (intervalo de confianza - IC 95%, 59,6-62,4%) y el 48% de los DALYs (IC 95%, 46,3
50,2%) fueron debidas a factores de riesgo CV (26). Durante el periodo de tiempo
estudiado, se observé también una reduccién importante en la exposicion a riesgos
conductuales y ambientales, contrarrestado por un incremento en la aparicion de factores
de riesgo metabdlicos (encabezado por un aumento del 50% en la obesidad y 25% en la
DM) (7, 26). La Figura 4 detalla la contribuciéon particular de cada factor en el riesgo de

padecer cardiopatia isquémica.
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Figura 4. Contribucion relativa de factores de riesgo cardiovascular en el desarrollo de cardiopatia
isquémica, estratificada por sexo. Modificado de (27).

A continuacién, se desarrollaran la epidemiologia y caracteristicas esenciales de los

principales factores de riesgo CV establecidos.

3.1.1.1. Factores de riesgo cardiovascular no modificables
» Edad

En 2019, la poblacién mayor de 65 afos en la Unién Europea alcanzé el 17,2% del total
(rango intercuartilico — RIQ, 12,1-20,0%), nimero que se ha visto duplicar en las dltimas 5
décadas, con una expectativa de vida media actual de 77,5 afios (RIQ 74,9-81,7 afos) (2).
El 80% de las muertes CV se producen en personas mayores de 65 afos de edad, y la
mortalidad de causa cardiaca representa la primera causa de muerte en este segmento
poblacional (28). Esto podria explicarse, en parte, dado que la edad se asocia a la presencia
de varios factores de riesgo combinados, asi como también por trastornos a nivel de la
fisiologia vascular derivados del envejecimiento celular que predisponen directamente al
desarrollo de ECV (28).

Otro concepto importante relacionado a la edad resulta el de fragilidad, que responde a
un estado multi-dimensional caracterizado por una vulnerabilidad importante frente a

factores externos (4). Si bien éste no resulta equivalente a la edad biolégica, un nimero
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sustancial de individuos con fragilidad corresponden a personas de edad avanzada. Existe
una clara asociacion demostrada entre el grado de fragilidad y la aparicién de eventos CV
mayores y mortalidad CV (29-31). Pero, a diferencia de la edad, constituye un indicador

pasible de ser modificado mediante intervenciones en el estilo de vida.

= Genética

La herencia familiar en cardiopatia isquémica fue descrita por primera vez en 1939 (32), y
desde entonces se han descubierto numerosos genes relacionados con la aparicién de ECV
(33). Existen en la actualidad diversas escalas de riesgo poligénicas que incluyen la
identificacion de distintas variables genéticas relacionadas con el desarrollo de ECV, y
permiten mejorar la prediccién del riesgo CV de un individuo (tanto en prevencion primaria
como secundaria) (34, 35). Los estudios que evaluaron el riesgo CV utilizando la aplicacién
de escalas poligénicas, demostraron que aquellos pacientes con alto riesgo genético
posefan un incremento del 91% en el riesgo de padecer cardiopatia isquémica (36).

Sin embargo, es importante recalcar que la adopcién de habitos de vida saludable (como
el ejercicio fisico regular, control adecuado de factores de riesgo y una dieta saludable)
produce una disminucién del 46% en la aparicién de eventos CV en forma independiente
a la carga genética de un individuo (36), por lo que la incorporacién de estas variables y su

rendimiento dentro de las escalas continda siendo discutido (37).

= Sexo

Las guias de manejo clinico de la ECV reconocen la importancia de integrar
apropiadamente el sexo y género del individuo dentro de la toma de decisiones
terapéuticas, de la misma forma que resulta fundamental asegurar una apropiada
representacion y diversidad de éstos en el disefio de estudios clinicos (38, 39). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define al sexo de un individuo como las
caracteristicas bioldgicas y fisiolégicas que lo componen, mientras que género representa
la construccién y modelo social elaborado que define a la persona y sus relaciones con el
medio (40). Asi, este factor de riesgo presenta un comportamiento bimodal, donde por un
lado el sexo constituye un pardmetro fijo, mientras que el género es un factor que
promueve la aparicion de cambios funcionales a nivel epigenético pasibles de ser
modificados (4).

Actualmente, como se ha mencionado, el sexo femenino registra una mayor prevalencia
de ECV en Europa en comparacién al sexo masculino (60 millones vs. 53 millones,

respectivamente), asi como una mayor incidencia de nuevos casos (2). Sin embargo, la
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prevalencia media estandarizada por edad continda siendo menor para mujeres que
hombres (6.369 [RIQ 5.385-7.139] vs. 7.586 [RIQ 5.963-8.143] respectivamente) (2). El sexo
femenino se caracteriza por presentar una edad media mayor en la aparicién de ECV, con
una tasa superior de factores de riesgo asociados y una mayor proporciéon de
complicaciones derivadas tanto de la enfermedad como su tratamiento, todo lo cual

redunda en una tasa de mortalidad superior (41).

3.1.1.2. Factores de riesgo cardiovascular modificables

= Hipertensién arterial

La HTA constituye un factor de riesgo primario, presentando una relacién directa entre el
aumento en los valores de tensiéon arterial (TA) y el desarrollo de ECV (42). La prevalencia
de HTA en paises europeos es del 25% (RIQ 19,9-28,5%), habiéndose observado una
reduccion de la misma del 30% en los Gltimos 40 afios (2).

Un meta-andlisis de 61 estudios prospectivos con més de 1 millén de individuos incluidos
demostré que la HTA incrementa significativamente el riesgo de sufrir todos los espectros
de la enfermedad aterosclerética (42), siendo responsable de 9,4 millones de muertes a
nivel global y un 7% de DALYs (43).

Sin embargo, adn hoy la definicion actual de HTA resulta controvertida. La Asociacion
Americana del Corazén define la HTA como una TA sistélica (TAS)>130 mmHg y una TA
diastdlica (TAD)> 80 mmHg, mientras que la Sociedad Europea de Cardiologia lo hace con
valores de TAS>140 mmHg y TAD> 90 mmHg (4, 44). Esta diferencia radica principalmente
en los hallazgos del estudio SPRINT (45), donde un objetivo de TAS<120mmHg se asocid
a una disminucién significativa en los eventos CV en comparacién a TAS<140 mmHg,
aunque la presencia de confundidores tales como una incidencia menor de pacientes de
alto riesgo y el hecho que el tratamiento intensivo de la TA produjo una mayor tasa de
efectos adversos, limité sensiblemente los hallazgos obtenidos (46). Independientemente
de la meta de TA elegida, se ha calculado que la erradicaciéon de la HTA podria conseguir
una disminucion en la mortalidad CV total de un 34% (47).

» Diabetes mellitus
La DM es una patologia caracterizada por una desregulacién en la homeostasis de la
glucemia, clasificAndose en distintos subtipos de acuerdo con el mecanismo

fisiopatolégico que le da origen (tipo | por supresion de islotes pancreaticos de Langerhans

funcionales -5 a 10% del total-; tipo Il secundaria a una resistencia a la accién sistémica de
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la insulina -90 a 95% del total). Constituye un factor de riesgo mayor independiente para
el desarrollo de enfermedad vascular aterosclerética.

La prevalencia de diabetes se encuentra en franco ascenso a nivel global evidenciada a
través de un aumento del 189% en los Gltimos 30 afos (a expensas de la DM tipo 2)
principalmente derivada de una epidemia mundial de obesidad, sedentarismo vy
malnutricion (48, 49). Se estima que 422 millones de personas en todo el mundo conviven
con esta enfermedad (60 millones a nivel europeo), y proyectandose un incremento hasta
693 millones antes de mitad del siglo XXI (50).

En un meta-analisis de aproximadamente 1 millén de individuos, la DM presenté una
asociacion directa con mortalidad por cualquier causa tanto en hombres (riesgo relativo -
RR 1,59 [IC 95%, 1,54-1,65]) como mujeres (RR 2,00 [IC 95%, 1,90-2,11]) (51), asi como con
la aparicién de cardiopatia isquémica, AVC y mortalidad de causa CV (52). Adicionalmente,
las posibilidades de padecer enfermedad microvascular (especialmente neuropatia,
nefropatia y retinopatia) son significativamente mayores, impactando en la calidad de vida
de los pacientes que la padecen, y representando la sexta causa mundial de discapacidad
(53).

» Dislipemia

La dislipemia, particularmente la elevada carga de moléculas lipidicas pro-aterogénicas
que contienen apoB, tales como el colesterol total (CT) y el colesterol transportado por
lipoproteinas de baja densidad (C-LDL de low-density lipoprotein), han demostrado poseer
una fuerte asociacion con la aparicion de eventos CV. La prevalencia de
hipercolesterolemia en la poblacién general excede el 50% en paises de ingresos altos (2),
con valores promedio de CT en la Unién Europea de 188,3 mg/dl (RIQ 179,0-192,1 mg/dl),
y una tendencia actual en descenso (11% en las Ultimas décadas). A pesar de ello, se estima
que la dislipemia es responsable directa de 4,4 millones de muertes en todo el mundo (54).
La prevalencia de enfermedad aterosclerdtica se incrementa linealmente con el aumento
proporcional en los valores de C-LDL (55), en donde la exposicién prolongada aln a valores
modestos de colesterol (C-LDL >100 mg/dl) se relacionan con un aumento del 64% en el
riesgo de padecer ECV (56).

Por su parte, su tratamiento reduce significativamente el desarrollo de estos eventos,
donde por cada 1 mmol/L (39 mg/dL) de disminucién del C-LDL se reduce un 12% la
mortalidad total y un 23% el riesgo de cardiopatia isquémica (57). El estudio HOPE-3
demostré que el tratamiento de la dislipemia en pacientes sin ECV establecida redujo en
forma significativa un 24% la aparicién del punto final primario compuesto de mortalidad
CV, infarto agudo de miocardio (IAM) no fatal y AVC (IC 95%, 0,64-0,91) (58).
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» Tabaquismo

El tabaquismo, por si sélo, es responsable de un 50% de |la mortalidad total en fumadores,
siendo la mitad de éstas de causa CV (4). Se calcula que el tabaquismo reduce en hasta 10
afos la expectativa de vida de un fumador (59), incrementa en 5 veces el riesgo de padecer
cardiopatia isquémica (60) y duplica el riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca (IC) (61).
Luego de la HTA, el tabaquismo es el segundo factor principal causante de mortalidad y
productor de DALYs, siendo responsable de 8,7 millones de muertes anuales globalmente
(26).

La cesacion tabaquica ha demostrado reducir la tasa de eventos CV en un 39% a 5 afios,
aunque se estima que deberian pasar hasta 25 afios para que el riesgo se equipare al de
una persona no fumadora (62). Las estrategias de salud publica destinadas a reducir el
tabaquismo activo han evidenciado disminuir |a tasa de fumadores en la Unién Europea en

los Gltimos 15 afios (63), estimdndose su prevalencia actual en un 22,1% (RIQ 17,0-26,5%)

(2).
= Dieta

De acuerdo al estudio Global Burden of Disease, un 52% de todas las muertes de origen
CV serian atribuibles a condiciones directamente relacionadas con una dieta no saludable
(26). A nivel europeo, esta cifra se encuentra aproximadamente en 2,1 millones de personas
(un 49,2% de las muertes CV y un 22,4% de las muertes totales) (7, 26), calculandose que
una mejora en la calidad de patrones alimentarios evitaria 1 de cada 5 muertes actuales
(64).

En cuanto a la composiciéon de la dieta, un meta-analisis de mas de 200.000 personas
evidencié una asociacidn directa entre el consumo de grasas trans y mortalidad total (65),
mientras que su reemplazo por grasas poliinsaturadas reduciria el riesgo de desarrollar ECV
en un 13% (66). Por otra parte, el consumo excesivo de azlcar ha sido relacionado con el
desarrollo de obesidad y DM tipo 2, mientras que el exceso de sodio incrementa el riesgo
de HTA, ambos impactando directamente sobre el pronéstico CV (67, 68). Asimismo, el
empleo de patrones dietarios con propiedades beneficiosas ha generado una mejora
considerable en el riesgo CV de las personas. La dieta mediterranea consiste en un plan
de alimentacién saludable basado en el consumo de vegetales (frutas y verduras) asociado
a alimentos con alto contenido de fibra, siendo el aceite de oliva virgen extra la principal
fuente de grasas insaturadas. El empleo de este tipo de dieta ha evidenciado disminuir un
19% el riesgo de muerte CV, un 30% el riesgo de IAM y un 27% el riesgo de AVC (69). Por
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otro lado, la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension, es decir, enfoques
dietarios para detener la HTA) corresponde a una propuesta alimentaria basada en
alimentos reducidos en sodio. En un meta-analisis de 33 estudios controlados, se asocié a
una reduccién significativa tanto de la TAS como TAD, aunque también demostré impacto

sobre el CT, HbA1cy peso corporal (70).

= Sedentarismo

La actividad fisica regular promueve una disminucién del riesgo de padecer ECV a través
de varios mecanismos: reduccién en la TA y peso corporal, regulacién de los niveles
glucemia al mejorar la sensibilidad a la insulina, y modulacién del metabolismo lipidico
virando hacia un perfil menos aterogénico (71). La actividad fisica suficiente desde el punto
de vista cardioprotector ha sido definida como la realizacién de 150 minutos de ejercicio
de moderada intensidad o 75 minutos de ejercicio de alta intensidad por semana (72),
aunque igualmente tiempos menores de practica aerébica han demostrado tener efectos
beneficiosos (73).

El sedentarismo, por el contrario, incrementa el riesgo de sufrir diabetes, dislipemia y
aumenta el riesgo de aparicién de insuficiencia cardiaca y enfermedad aterosclerética (74),
siendo responsable de hasta el 30% de los casos de ECV y un 10% de la mortalidad global
(2, 75). Se estima actualmente que un 30% de la poblacién mundial adulta es inactiva (76),
mas pronunciado en mujeres que hombres (1), y la adopcién de actividad fisica periddica
ha evidenciado en un meta-andlisis disminuir en promedio un 20% el riesgo de desarrollar

cardiopatia isquémica y AVC (77).

= Obesidad

En las Ultimas décadas, se ha constatado un aumento progresivo en la media del indice de
masa corporal (IMC) de la poblacién a nivel mundial (78), en donde un 20% presenta algin
grado de obesidad, y habiéndose duplicado dicha tasa en los Ultimos 35 afos (2).

Varios meta-andlisis incluyendo mas de 30 millones de individuos han demostrado una
relaciéon lineal ente el aumento del IMC y mortalidad total, asi como con la aparicién de
DM tipo 2 y ECV (79-81). Asimismo, se ha encontrado una asociaciéon directa entre
obesidad y la apariciéon de muerte subita arritmica y el desarrollo de fibrilaciéon auricular
(FA) (82, 83).

No obstante, existe una contradiccién originada en el andlisis de revisiones sistematicas
previas denominada la “paradoja de la obesidad”, en donde niveles determinados de

obesidad han sido encontrados protectores frente a la ECV, aunque probablemente dichas
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conclusiones se deban a variabilidad y sesgos presentes en dichos estudios, no habiendo
podido ser corroborada fehacientemente (84, 85). A pesar de todo, las estrategias
destinadas al tratamiento de la obesidad son limitadas, y consisten principalmente en
farmacos miméticos de la incretina que promueve reducciones del peso corporal, y la

cirugia bariatrica, que ha demostrado reducir eventos CV mayores (86, 87).
= Factores psico-sociales

Los factores psico-sociales dan cuenta de un conjunto de trastornos relacionados con el
estrés psiquico, el comportamiento y las relaciones en sociedad (4). Los factores psiquicos
incluyen la depresidn, la sensacién de soledad y otros trastornos mentales, que se ha visto
incrementan el riesgo de padecer patologia CV (88), y predisponen a presentar una mayor
tasa de factores de riesgo conductuales (mala alimentacién, sedentarismo, tabaquismo),
asi como una mala adherencia al tratamiento, incrementando de por si el riesgo global (89).
De la misma manera, indicadores positivos de salud mental (como resiliencia y optimismo)
han demostrado comportarse como factores protectores frente a la ECV (90). Por su parte,
un nivel socioeconémico bajo y el estrés laboral han sido directamente asociados con la
aparicién temprana de eventos vasculares y mortalidad (91), en forma independiente al

resto de los factores de riesgo clasicos (92).

3.2. Fisiopatologia de la cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica representa el proceso evolutivo final producto de la influencia de
los factores de riesgo CV en el desarrollo de enfermedad aterosclerética a nivel cardiaco.
Se manifiesta a través de la progresién de placas de aterosclerosis en pared vascular de las
arterias coronarias, que en condiciones fisiolégicas son responsables del aporte sanguineo
al musculo cardiaco, y en este contexto, se compromete el flujo coronario en forma
creciente segun el avance de la enfermedad. De esta forma, se generan cuadros de hipoxia
celular que en situaciones mas avanzadas pueden llegar hasta la necrosis y apoptosis de
cardiomiocitos durante el curso de un IAM. Por lo tanto, la aterosclerosis serd el mecanismo

central que marcara el curso y prondstico de esta enfermedad.

3.2.1. Aterosclerosis

3.2.1.1. Mecanismos de disfuncién endotelial y respuesta inflamatoria local
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La aterosclerosis es un proceso inflamatorio sistémico, crénico y progresivo, que constituye
el mecanismo fisiopatolégico central de la enfermedad CV isquémica (93). La patologia
aterosclerética consiste en un proceso continuo desde la aparicién de las primeras placas
de aterosclerosis a nivel arterial en forma subclinica, hasta el desarrollo de isquemia
secundaria a obstruccién vascular, que se inicia en etapas tempranas en la vida de un
individuo y se manifiesta tardiamente en forma de eventos CV mayores (93). Por lo tanto,
su diagnostico precoz constituye un pilar fundamental en la prevencién y tratamiento de la
ECV (94).

La aterosclerosis se caracteriza por una acumulaciéon gradual y sostenida de particulas
lipidicas en la pared arterial vascular, que promueven la induccién de una respuesta pro-
inflamatoria asociada (95). El depdsito de ésteres de colesterol en las arterias fue
descubierto por Nikolai Anichkov a comienzos del siglo XX, y ha sido reconocido desde
entonces como un mecanismo esencial para el desarrollo de dicho proceso (96). En forma
anéloga, Rudolph Virchow propuso en el siglo pasado la participacion directa de la
respuesta inflamatoria sistémica en el establecimiento de las lesiones ateroscleréticas. (97).
Ambos factores confluyen y promueven un proceso inicial determinado principalmente por
la aparicién de disfuncion endotelial.

El endotelio representa la capa celular interna de la pared vascular, pero excede
ampliamente su funcién de barrera estableciéndose como un verdadero érgano endocrino
(98). Las células endoteliales cumplen multiples funciones basicas para el mantenimiento
de la homeostasis, regulando el flujo sanguineo selectivo, controlando el equilibrio entre
vasoconstriccion y vasodilatacién, interactuando directamente con el sistema inmune y de
coagulacién modulando asi su actividad, y permitiendo la internalizacion de
macromoléculas, hormonas y factores especificos para su procesamiento a nivel de las
distintas estirpes celulares (98).

Sin embargo, la exposicién vascular continua a los factores de riesgo CV mencionados
previamente induce progresivamente un dafio a nivel del endotelio que conlleva a una
alteraciéon en la funcién endotelial e incrementa la permeabilidad de esta capa,
favoreciendo la incorporacion de particulas de C-LDL al espacio subendotelial (99). Una vez
en el espacio intimal, estas particulas sufren un proceso de modificacion quimica y
estructural convirtiéndose en moléculas oxidadas (LDLox), agregadas (LDLag) o acetiladas
(LDLac) (97, 100). Estas LDL modificadas estimulan el desarrollo de una respuesta
inflamatoria mayor a ese nivel que promueve la progresién de la lesién aterosclerética.

La respuesta pro-inflamatoria se caracteriza por el reclutamiento de distintos tipos celulares
(principalmente monocitos y linfocitos) al lugar de la lesién (101). Inicialmente, los
monocitos reclutados transmigran hacia el espacio subendotelial donde se diferencian a

macroéfagos, células encargadas de captar las moléculas de LDLox y LDLac en forma de
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ésteres lipidicos, otorgandoles la caracteristica apariencia histolégica de células espumosas
(97). Estos macréfagos saturados de particulas lipidicas potencian a su vez una respuesta
inflamatoria tardia més sostenida que permite la activacion de células endoteliales. Estas
células endoteliales activadas estimulan la via de sefializacién mediada por el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (NF-kB), que promueve la
liberacion de mediadores quimicos especificos como endotelina, E-selectina, la proteina 1
de adhesién celular vascular (VCAM-1) y la molécula de adhesidn intercelular 1 (ICAM-1),
produciendo la adhesién de una mayor cantidad de células inflamatorias al endotelio
activado (102).

Por otro lado, la posterior formacién de cristales de colesterol por las moléculas de LDLag
desencadena en paralelo la activacion del sistema inmune innato a través del receptor de
cluster de diferenciacion 36 (CD-36), e induce la activaciéon del complejo inflamasoma
dominio de pirina de la familia NLR 3 (NLRP3), encargado de clivar los precursores de las
interleuquinas 1By 18 (IL-1pB e IL-18) hacia sus configuraciones activas (103, 104). Todo ello
desencadena una respuesta inmune especifica mediada por linfocitos T, liberando enzimas
que degradan la matriz extracelular e incrementando la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, de “reactive oxygen species”) (105).

Se estima que hasta un 25% de los leucocitos presentes en las lesiones ateroscleréticas
corresponden a linfocitos T CD3+, mientras que los linfocitos T CD3+CD4+ corresponden
a un 10% del total. Estos se encuentran predominantemente a nivel de la capa fibrosa de
la placa, y su reclutamiento ocurre a través de los receptores de quimioquinas 5y 6 (CCR
5y 6), cumpliendo una funcién regulatoria de la respuesta inflamatoria local (106). Este
proceso genera una mayor liberaciéon de factores pro-inflamatorios y de adhesion
leucocitaria que incrementan la infiltracion inmunitaria subintimal.

Por otro lado, las células musculares lisas inherentes a la capa media vascular son expuestas
a dichos factores inflamatorios, citoquinas y productos de oxidacién lipidica estimulando
una modificacion de su fenotipo contractil hacia un modo proliferativo, mediado por la via
del factor 4 simil-Kruppel (KLF4), con el objetivo de migrar hacia la capa intima vascular y
colaborar en la fagocitosis de los depdsitos de colesterol en su interior, adoptando asi un
estado similar a los macréfagos, al punto de expresar marcadores macrofagicos en su
superficie (107). De hecho, se considera que hasta el 50% de las células inflamatorias en las
lesiones aterosclerdticas corresponderian a este estado modificado de células musculares
lisas (108).

La acumulacién continua de ésteres de colesterol internalizados en células macrofagicas y
musculares genera una toxicidad celular progresiva, que termina por desencadenar una
respuesta de estrés mediada por el reticulo endoplasmico provocando la liberacion

intracelular de calcio e induciendo la activacién de caspasas que inician el programa de
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apoptosis celular y necroptosis (109). La apoptosis sucede principalmente en etapas
iniciales de la enfermedad y promueve asi la apropiada eliminacién de los restos celulares
dentro de las lesiones aterosclerdticas para limitar asi su crecimiento. La necroptosis, por
el contrario, ocurre en etapas mas avanzadas y suscita primordialmente un incremento en
la respuesta inflamatoria, que termina por perpetuar el avance de este proceso (110).

Por otro lado, las lipoproteinas oxidadas estimulan un mecanismo denominado
hematopoyesis clonal de potencial indeterminado en la médula ésea, que consisten en
cambios somaticos epigenéticos aleatorios en las células madre hematopoyéticas durante
el transcurso de la vida del individuo, y ha sido relacionado a una respuesta pro-inflamatoria
acelerada (111, 112). Se cree que estas alteraciones ocurren en todos los tipos celulares,
pero al ser las células madre hematopoyéticas una estirpe expuesta a una tasa superior de
divisiéon celular, sus modificaciones se producirian en forma més frecuente. Se ha visto que
estos cambios epigenéticos no conllevan de por si un riesgo aumentado de desarrollar
tumores, pero si han demostrado su asociacién con un incremento en la mortalidad total
cercana al 20%, a expensas predominantemente de la aparicion de ECV aterosclerética
(113, 114). Una de las mutaciones identificadas en este proceso corresponde al gen de la
enzima Tet Metilcitosina Dioxigenasa 2 (TET2), que induce la expresiéon del complejo
inflamasoma NLRP3y la subsecuente respuesta inflamatoria que contribuye a la progresion

del proceso aterosclerdtico (115).

3.2.1.2. Placa aterosclerética vulnerable y proceso de aterotrombosis

Durante el crecimiento de la placa aterosclerédtica, los procesos inflamatorios y de
oxidacién estimulan la accién de metaloproteinasas y fosfolipasas que producen la
degradacién del coldgeno y matriz extracelular (116). De esta forma, se reduce
paulatinamente el grosor de la capa fibrosa que recubre la lesiéon, volviendo asi la placa
vulnerable a ruptura o erosién (117, 118).

La Figura 5 esquematiza los procesos intervinientes en la formacién y crecimiento de la

placa de aterosclerosis a nivel vascular.
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Figura 5. Esquema de progresién de la enfermedad aterosclerdtica.

Una vez que se produce la pérdida de solucion de continuidad de la placa de aterosclerosis,
se genera la exposicion de estructuras vasculares o componentes de nicleo necrético a la
circulacion sanguinea desencadenando la activacién del factor tisular y la propia cascada
de la coagulaciéon, dando lugar al inicio de la respuesta hemostatica con la posterior
formaciéon de una monocapa de fibrina, para estimular el reclutamiento de plaquetas
circulantes y células inflamatorias al lugar de lesion.

En el proceso hemostasico, la interaccion del factor de von Willebrand (VWF) a través de
su domino A3 con el coldgeno vascular expuesto constituye el paso inicial en la respuesta
de adhesién plaquetar, proporcionando asi un punto de anclaje para las plaquetas a través
de la interaccion del receptor plaquetar glicoproteina (GP) Ib-IX-V con el dominio A1 del
VWEF. Este primer contacto plaquetar-vascular se ve reforzado por la interaccién directa del
colageno con los receptores plaquetares GPla y la GPVI (119, 120).

Una vez activadas, las plaquetas liberan difosfato de adenosina (ADP) y tromboxano A2
(TXA2), entre otros agonistas (121). El ADP puede unirse a dos receptores acoplados a
proteinas G presentes en la superficie de la plaqueta, el receptor purinérgico P2Y1y P2Y12
(119). Por un lado, la unién del ADP con el receptor P2Y1 deriva en un incremento en la
concentraciéon de calcio intracelular, asi como en un cambio conformacional de las
plaquetas, lo cual conlleva a una respuesta débil y transitoria de agregacién plaquetaria.
Por el contrario, la interaccion del ADP con el receptor plaquetar P2Y12, ademas de
perpetuar el aumento de calcio, disminuye los niveles de monofosfato ciclico de adenosina

(cAMP), con la consecuente agregacién plaquetaria irreversible (120).
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En cuanto al TXA2, éste se produce por la activacion de la enzima fosfolipasa A2 y la
resultante liberaciéon de acido araquidénico de la membrana de la plaqueta. El acido
araquidonico liberado interacciona con la enzima ciclooxigenasa-1 (Cox-1) dando lugar a
la formaciéon de TXA2 quien, a su vez, perpetia el incremento en los niveles intracelulares
de calcio.

Finalmente, la trombina, sintetizada en el plasma tras la activacién de la cascada de
coagulacién, interacciona con el receptor de la trombina proteasa-activada tipo 1 (PAR-1)
en la superficie de la plaqueta produciendo un aumento adicional en los niveles de calcio
y activacion de la fosfolipasa C (120). Todo ello deriva en el cambio conformacional y la
consiguiente activacion del receptor plaquetar GPllb/llla, que constituye el receptor
plaguetar mas abundante.

La unién del fibrinbgeno circulante con el receptor GPIlb/Illa da lugar a la formacién de
puentes entre las plaquetas activadas induciendo la formacién de agregados plaquetares
estables que actdan en conjunto con los factores de coagulacién activados en la formacion
del complejo trombético, terminando en una oclusién de la luz arterial y desencadena los

fenémenos de isquemia celular e infarto tisular (120).

La Figura 6 llustra el proceso completo de la enfermedad aterosclerética, desde sus inicios
con la activacién y disfuncion endotelial, el ingreso de lipoproteinas a la pared arterial;
seguido de la inducciéon de la respuesta inflamatoria, la remodelacion vascular y la
migracién de células musculares lisas modificadas; con la subsiguiente formacion de la capa
fibrosa y su evolucion hasta la desestabilizacion y exposicién de factores con activacion de

la respuesta aterotrombdtica.
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Figura 6. Fisiopatologia de la enfermedad aterosclerética. C-LDL: Colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad; CD: Clister de diferenciacion; CE: células endoteliales; CTK: citoquinas y
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quimioquinas; CXCL-2: Ligando 2 de quimioquina; GP: Glicoproteina; I-CAM: Molécula de adhesion
intercelular 1; IL: Interleuquina; NO: 6xido nitrico; LDL: lipoproteinas de baja densidad; oxLDL: LDL
oxidada; agLDL: LDL agregada; LOX-1: receptor de LDL oxidada tipo lectina 1; MCP-1: proteina
quimotactica de monocitos 1; MMP: metaloproteinasas; PSGL-1: ligando de selectina P 1; V-CAM:
Molécula de adhesidn vascular 1; VWF: Factor de Von Willebrand. Modificado de (121).

3.2.2. Cardiopatia isquémica e infarto agudo de miocardio

3.2.2.1. Diagnéstico y clasificacién

La cardiopatia isquémica constituye la patologia clinica final producto del desarrollo integro
de la enfermedad aterosclerética y la activacién de los fenédmenos aterotrombéticos a nivel
cardiaco. Estos procesos se generan de forma sibita provocando la sub-oclusion u
obstruccién completa de la circulacién coronaria en forma aguda, dando lugar asi a la
isquemia celular y el dafio miocérdico subsecuente. De esta forma, esta entidad da origen
a los sindromes coronarios, que, basados en sus patrones electrocardiograficos podran
clasificarse en dos fenotipos particulares con bases fisiopatolégicas propias y prondsticos

diferenciales (Figura 7):

= Sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST (SCASEST): responde al

desarrollo de isquemia miocardica intermitente por obstruccién coronaria parcial
(angina inestable), pudiendo progresar en grados mas avanzados hacia la injuria y

necrosis de cardiomiocitos (IAMSEST).

=  Sindrome coronario agudo con elevacién del segmento ST (SCACEST): se

caracteriza por una obstruccién aguda total que da lugar al IAM con elevacién del
segmento ST (IAMCEST), generalmente asociado a un monto isquémico miocérdico
sustancialmente mayor, cuya afectacién y prondstico dependera esencialmente del

territorio vascular comprometido y del tiempo de isquemia transcurrido (122).
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de miocardio con su correlacién histoldgica y

electrocardiogréfica (123, 124).

El IAM se caracteriza por la presencia de dafio miocérdico, definido por la elevacién de
biomarcadores de injuria cardiaca (principalmente troponina de alta sensibilidad) por
encima del percentilo 99 del valor de referencia, asociado a evidencia de isquemia
miocardica demostrable a través de la apariciéon de sintomas, hallazgos en estudios de
imagenes (invasivos y no invasivos) o en la evaluacién histopatolégica (125).

Segun el sustrato fisiopatoldgico, el IAM puede clasificarse en distintos subgrupos (125):

» Tipo |: desencadenado por la desestabilizacion de la placa aterosclerética
vulnerable con su consiguiente erosién/ruptura y establecimiento del proceso

aterotrombdtico coronario.

= Tipo ll: existencia de un desequilibrio entre el aporte y la demanda miocardica de
oxigeno y nutrientes, secundario a la aparicion de distintos fenémenos (i.e., anemia,
hemorragia, taquiarritmia) con la presencia o no de enfermedad aterosclerética no
complicada.

= Tipo lll: se caracteriza por la muerte slbita de origen cardiaco como primera
manifestacion del sindrome coronario, previo a la posibilidad de poder obtener
muestras de enzimas cardiacas para su analisis, con la presuncién de sintomatologia
de etiologia coronaria, cambios electrocardiogréficos, fibrilacion ventricular o

demostracion del IAM por autopsia.

» Tipo IV: secundario a procedimiento de intervencionismo percutaneo, producido

dentro de las 48 horas del evento. Estos pueden ser: 4a, relacionado a angioplastia
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coronaria; 4b, por la aparicién de trombosis intra-stent; 4c, por reestenosis intra-

stent.

= Tipo V: originado como complicacién de una intervenciéon quirdrgica de

revascularizacion coronaria mediante la técnica de by-pass aorto-coronario.

Es de destacar también que el IAM puede ocurrir en ausencia de demostracion de
trombosis o lesiones coronarias, entidad que ha sido denominada infarto de miocardio sin
lesiones coronarias obstructivas (125).

La cardiopatia isquémica en si constituye un sindrome clinico de compleja base
fisiopatolégica (126). Las arterias coronarias son las encargadas de aportar el flujo
sanguineo directamente hacia el tejido cardiaco. Las secciones proximales de las mismas
se denominan vasos epicardicos y corresponden al recorrido arterial desde su origen en
los senos de Valsalva de la aorta hasta su inserciéon dentro del musculo cardiaco para
continuar su trayecto intra-miocérdico. Se caracterizan por ser arterias de diametro entre
250 um a 5 mm, de baja resistencia, que regulan el flujo vascular a través de mecanismos
de vasoconstriccion y vasodilatacion (127). A este nivel, cuando la progresiéon de una placa
de aterosclerosis disminuye el drea transluminal en més de un 70% (con una reduccién del
50% en el didmetro coronario), se produce un aumento sustancial en las resistencias
proximales al sitio de la lesién, lo cual redunda en una disminucién de la presién de
perfusion coronaria (128). Esto se traduce en la apariciéon de isquemia miocardica,
inicialmente ante el aumento en las necesidades metabdlicas del tejido cardiaco afectado
(lo cual sucede habitualmente durante el ejercicio o esfuerzo fisico), para luego al progresar
el grado de obstruccién coronaria inducir una afectacién gradual en estado basal de

reposo.

3.2.2.2. Tratamiento de reperfusién y revascularizacién coronaria

Las estrategias de reperfusién tienen como objetivo alcanzar una restauracion del flujo
sanguineo coronario en forma temprana y completa (a nivel epicardico y microvascular)
para reducir asi el tamafio final del infarto, que refleja el grado de compromiso y monto de
tejido dafado durante el IAM, constituyendo uno de los principales pardmetros prondsticos
independientes en esta enfermedad.

Debido a las mejoras en el tratamiento farmacolégico asi como un aumento considerable
en el empleo de estrategias de reperfusion (la angiografia temprana se ha incrementado

en los Ultimos anos del 9% al 60% vy la intervencién coronaria percutanea -ICP- del 12,5%
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al 67%), la consecuencia fundamental ha sido una reduccién considerable de la mortalidad
CVen el IAM a 6 meses del 17,2% al 6,3% (129).

Las terapias de reperfusién se encuentran indicadas para el tratamiento primario del
IAMCEST, en donde la circulaciéon coronaria se detiene por completo y el dafo isquémico
resulta significativamente mayor de no restaurarse el flujo normal. La primera terapia de
reperfusion desarrollada consistié en la administracion de agentes fibrinoliticos (130), cuyos
principales farmacos son la estreptoquinasa, tenecteplasa, alteplasa y reteplasa. Su accion
consiste en convertir el plasminégeno en plasmina, que actia a nivel de la fibrina
produciendo una disolucién del trombo intracoronario y de esta forma favorecen la
reperfusion de los tejidos afectados (131). Numerosos ensayos clinicos randomizados y
controlados han demostrado el beneficio de esta terapia en el IAMCEST, alcanzando una
reduccion significativa de la morbi-mortalidad en estos pacientes y permitiendo salvar 30
vidas de cada 1000 pacientes tratados durante las primeras é horas del inicio de los
sintomas (132, 133).

No obstante, esta terapia ha sido gradualmente reemplazada por el ICP, dada su
superioridad en reduccién de eventos (re-infarto y AVC) y mortalidad (134-136), siendo ésta
la técnica recomendada en guias internacionales tanto para el IAM con o sin elevacién del
segmento ST (122, 133, 137, 138). El mecanismo se basa en la introduccién periférica de
forma percutdnea de catéteres dirigidos hacia el sitio de oclusién coronaria a través del
arbol vascular arterial, para interrumpir la obstruccion trombética y conseguir la reperfusion
del flujo sanguineo, realizdndose posteriormente una angioplastia mediante el implante de
mallas metdlicas (stents) recubiertos de sustancias farmacoactivas, con el fin de asegurar el
mantenimiento de la apertura coronaria y evitar una re-oclusion posterior.

Sin embargo, dado que la isquemia celular consiste en un proceso tiempo-dependiente,
en sitios donde no existe disponibilidad precoz de empleo de técnicas de reperfusion
percutaneas la terapia fibrinolitica continlda siendo una opcién vélida dentro de este
escenario clinico (139), y en paises de bajos o medianos ingresos, representan hasta el 75%
de las estrategias de reperfusion empleadas dada la demora en los tiempos de acceso a la
atencion médica especializada (140). Aln en paises de altos ingresos, un 50% de los casos
no cumplen los tiempos recomendados por guias para conseguir una reperfusion a través
de ICP, por lo que estos agentes contindian aln vigentes en el tratamiento de la cardiopatia
isquémica (141, 142). Se recomienda iniciar la terapia fibrinolitica dentro de los 10 minutos
desde el diagnéstico inicial del IAMCEST, tanto en ambito hospitalario como pre-
hospitalario (143, 144). La ICP, por su parte, deberia ser realizada en forma expeditiva
dentro de los 120 minutos desde el comienzo de sintomas, y en centros con un alto
volumen de casos, lo cual ha demostrado asociarse a una significativa reduccién de
mortalidad y eventos CV (134, 145).

35



En cuanto a la revascularizacion mediante cirugia de by-pass aorto-coronario, esta técnica
permite el injerto de puentes arteriales o venosos en forma quirdrgica para restaurar el flujo
hacia tejidos isquémicos distales al sitio de la lesion, siendo empleada principalmente en
casos de enfermedad coronaria difusa con afectacién de varias arterias coronarias en forma
simultanea, en donde si ha evidenciado ser superior al ICP en términos de reduccién de
mortalidad (146).

3.2.2.3. Tratamiento anti-trombético

La piedra angular del tratamiento farmacolégico en la cardiopatia isquémica
independientemente de la estrategia de reperfusion seleccionada corresponde a la terapia
antitrombotica, destinada a la inhibicién de los mecanismos de activacion plaquetar
(principalmente aspirina e inhibidores del receptor P2Y12) y del sistema de coagulacion
(inhibidores de la generaciéon y activacion de la trombina) que intervienen directa o
indirectamente en los fenémenos aterotrombédticos mencionados previamente. La eleccién
del farmaco o procedimiento, el momento de inicio y la duracién del tratamiento
dependeran de multiples variables intrinsecas y extrinsecas (122), por lo que resulta
fundamental adaptar estas estrategias a cada paciente y escenario clinico. Es importante
remarcar que tanto las complicaciones isquémicas de la enfermedad, como los eventos
hemorragicos que puedan surgir del uso de estas terapias pueden impactar negativamente
en el pronodstico de estos pacientes, por lo que una apropiada individualizacién de cada
terapia es esencial (147).

Dentro de los farmacos antiplaquetares, la aspirina (acido acetilsalicilico) fue descubierto
por Felix Hoffmann en 1897 (148), y actla a través de su grupo acetil provocando la
inactivacion irreversible de la enzima Cox-1, suprimiendo de esta manera la produccién de
prostaglandina H2, precursor del TXA2, potente vasoconstrictor y activador plaquetario
(149, 150). Tanto su actividad antitrombdtica como sus efectos adversos sobre la mucosa
gastrica se deben a la reduccién consiguiente en la accién de estas prostaglandinas (151).
La isoforma Cox-1 se encuentra en forma constitutiva en plaquetas e interviene en el
proceso de la formacién de TXA2, mientras que la isoforma Cox-2 se encuentra en el
endotelio y sintetiza prostaciclina 12 (un importante vasodilatador e inhibidor plaquetar)
(152). La aspirina a dosis reducidas produce una inactivacion sobre la enzima Cox-1 100
veces mas rapida que a nivel de Cox-2 (153), limitando la inhibicién de prostaciclina 12 por
Cox-2 a nivel endotelial y preservando asi las funciones vasculo y cardioprotectoras de
dicha enzima (154). Asimismo, la aspirina posee también un efecto antitrombético adicional

al producir la acetilacion del fibrinégeno, promoviendo una respuesta fibrinolitica
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especifica (155). La inhibicion selectiva de la aspirina sobre la Cox-1 a nivel plaquetario es
irreversible y se mantiene durante toda la vida media de éstas (de 8 a 10 dias) (156).

En base a varios estudios randomizados, la recomendaciéon de las guias en pacientes con
sindromes coronarios agudos e IAM es el inicio de un esquema terapéutico basado en la
doble antiagregaciéon plaquetaria (DAPT) con aspirina en combinaciéon a un farmaco
inhibidor del receptor plaquetar P2Y12 (146, 157, 158). Los tres farmacos principales
inhibidores orales del receptor P2Y12 disponibles en la actualidad son el clopidogrel, el
prasugrel y el ticagrelor. El ticagrelor o prasugrel han sido recomendados por sobre el
clopidogrel en pacientes con sindromes coronarios agudos debido a su mayor potencia
intrinseca, con un inicio de accién mas rapido y menor variabilidad interindividual (159). Un
meta-analisis de 12 estudios randomizados y controlados con un total de 52.816 pacientes
evidencié una mayor reduccién significativa de eventos isquémicos con ticagrelor y
prasugrel en comparacién a clopidogrel, a expensas de un aumento en la incidencia de
eventos hemorragicos, siendo ticagrelor el Unico inhibidor P2Y12 que alcanzé una
disminuciéon significativa en la mortalidad (160). Posteriormente fue desarrollado el
cangrelor, un inhibidor reversible endovenoso del receptor P2Y12, que ha demostrado en
3 ensayos randomizados y controlados una reduccién de eventos isquémicos peri-
procedimiento pero con una mayor tasa asociada de sangrados (161-163).

Por su parte, la anticoagulacién en contexto de un sindrome coronario agudo,
especialmente durante el manejo invasivo del mismo, resulta de vital importancia para
inhibir la generacién y actividad de la trombina (122). La heparina sédica representa el
tratamiento estdndar de anticoagulacién, aunque ha sido progresivamente reemplazada
por las heparinas de bajo peso molecular debido a la practicidad superior en su
administracién, y con una menor variabilidad de efecto, quedando la utilizacién de otros
anticoagulantes especificos como el fondaparinux, la bivalirudina y los inhibidores de la

GPlIb/Illa para situaciones seleccionadas (122).

3.3. Dafio por isquemia/reperfusién

El impacto de la enfermedad aterosclerética a nivel cardiaco tras sufrir un evento isquémico
dependera fundamentalmente del grado de afectacion del tejido miocardico, es decir, el
porcentaje de masa muscular que ha sufrido las consecuencias de la hipoxia celular
prolongada con necrosis/apoptosis de cardiomiocitos y el desarrollo posterior del
compromiso global de la funcién ventricular (164).

Las terapias de reperfusion, indistintamente del mecanismo de base, tienen como objetivo
final restaurar el flujo sanguineo en el corazén isquémico con la finalidad de limitar el dafo

miocardico y preservar asi la funcién contractil (165). A pesar de las mejoras observadas
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tanto en las técnicas de revascularizacién como en los tiempos para su implementacion,
todavia persiste un considerable riesgo residual de morbi-mortalidad en esta poblacién,
con una tasa anual media de mortalidad del 7% y una incidencia de IC luego de un
IAMCEST del 22% (166).

El nivel de disfuncién ventricular que se genera posterior a un infarto resultara
principalmente del grado de severidad y tiempo de duracién del IAM. Sin embargo, se ha
observado tanto en forma experimental como en el &mbito clinico que este monto final
puede ser agravado en forma tardia luego de la reperfusion de los tejidos, fenémeno que
ha sido denominado dafio por isquemia/reperfusion (I/R). Descrito en forma experimental
por primera vez en 1960, se caracteriza por el dafio cardiaco que tiene lugar tras la
restauracién del flujo sanguineo coronario (167).

Producto de la isquemia, la reduccién del aporte sanguineo (y por lo tanto oxigeno y
nutrientes) ocasiona una subita disminuciéon en los niveles disponibles de energia celular,
estimulandose como respuesta compensadora la activacién de la glicélisis anaerdbica, que
mantenida en forma sostenida induce una acidificacién progresiva y desencadena una
pérdida en la funcién de la bomba de sodio/potasio dependiente de adenosin-trifosfato
(ATP), con el consiguiente aumento intracelular en la concentracién de sodio. En
consecuencia, se ponen en marcha nuevos mecanismos para intentar mantener la
homeostasis celular, principalmente derivados de la activaciéon del intercambiador de
membrana de sodio/calcio que no requiere de ATP para su funcionamiento, liberdndose
de esta forma sodio al medio extracelular e introduciéndose calcio dentro de los
cardiomiocitos, comenzando asi un proceso de acumulacién gradual en su interior (168).
El retorno de la circulaciéon al tejido isquémico producto de las terapias de reperfusion
genera un rapido lavado de los iones de hidrégeno acumulados durante la acidificacion,
induciendo un nuevo gradiente de pH que promueve su compensacién mediante la
activacion de la bomba de sodio/hidrégeno. Esto provoca un mayor depédsito intracelular
de sodio y potencia a su vez el intercambiador de sodio/calcio, con un balance final que
resulta en la acumulacién desproporcionada de calcio dentro de la célula, llegando a
niveles que ponen en riesgo la supervivencia celular (169). El calcio libre en el citosol se
acopla en primera instancia a la troponina C, interactuando luego con la troponina | y
provocando el desplazamiento de las moléculas de tropomiosina T y troponina T. Esto
permitird la asociacién entre las cadenas de actina y miosina que tienen lugar durante el
proceso de contraccion muscular (169). La relajacién, por otra parte, que sucede
normalmente en cardiomiocitos a través del secuestro de calcio dentro de distintas
organelas como el reticulo sarcopldsmico, la mitocondria, y mediante su expulsién por
eflujo extracelular, se encuentra limitada en el contexto del dafio por I/R por la elevada

sobrecarga de calcio, que impide que estos mecanismos se lleven a cabo adecuadamente,
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y por tanto los cardiomiocitos permanecen en un estado de contraccién muscular sostenida
adoptando una forma de hipercontractura (169). Esto queda manifestado a nivel
histolégico por la aparicion de las caracteristicas bandas de necrosis por contraccién en el
tejido miocardico, producto de la desorganizacién de la estructura sarcomérica y la
contraccién celular exacerbada (170).

Estos mecanismos se encuentran, a su vez, agravados por condiciones adicionales que
tienen lugar durante el dafio por I/R, como la activaciéon de la enzima sarco/reticulo
endoplasmico ATPasa-dependiente de calcio-2 (SERCA-2), que induce la entrada de calcio
en el reticulo sarcoplasmico uniéndose a las proteinas fijadoras calreticulina 'y
calcecuestrina para reducir su acumulacion en el citosol. Esto genera su sobrecarga dentro
de esta organela, que, al superar su limite de almacenamiento, expulsa el exceso de calcio
nuevamente a través de los receptores de rianodina contribuyendo a incrementar su
depdsito citosélico y perpetuando los mecanismos de hipercontractura (171).

Este suceso, en combinacién con la induccién de la accidon de calpainas, que son proteasas
de cisteina dependientes de calcio activadas por la acumulacién intracelular de este ion,
promueve la degradacién de anquirina, soporte proteico del citoesqueleto sarcolémico e
histoarquitectura celular, contribuyendo a generar una mayor pérdida en la integridad de
los cardiomiocitos (172, 173).

De esta forma, estas alteraciones progresivas caracterizadas por el desequilibrio iénico y
de pH que perturban la homeostasis celular dan lugar a una pérdida en la integridad de la
membrana de la mitocondria debido a una transicién en la permeabilidad mitocondrial
(174), que conlleva un desacople de la cadena respiratoria de forma incompatible con la
supervivencia celular (175).

Asimismo, durante los primeros minutos del dafio por I/R se induce la formacion de estrés
oxidativo por la produccién de ROS y nitrégeno a nivel de los complejos | y lll de |la cadena
respiratoria mitocondrial, asi como también por cambios post-transcripcionales en la
enzima xantina oxidasa y la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa
(176). Las principales moléculas afectadas por esta respuesta pro-oxidativa pertenecen a la
via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK/ERK), las quinasas c-Jun N-
terminal (JNK) y la familia de proteinas quinasas B (Akt) (177). Otra proteina efectora
modificada directamente por el dafio oxidativo es la calcio-calmodulina kinasa Il (CaMKII),
contribuyendo a interferir con el proceso de manejo intracelular de calcio y agravando asi
su acumulacion citosélica (176).

A su vez, el dafio mitocondrial producido por las ROS genera la liberacion de patrones
moleculares de dafio celular (DAMPs), que establecen la activaciéon del sistema de
inmunidad innato mediante la via del factor NF-kB y promueven la instauraciéon de un

proceso inflamatorio asociado (178, 179) a través de la infiltraciéon leucocitaria
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(mayoritariamente neutréfilos y macréfagos) que inducen el desacople de la enzima éxido
nitrico sintetasa (NOS) y disfuncién endotelial, contribuyendo a exacerbar el dano celulary
estrés oxidativo (180).

La Figura 8 representa los cambios moleculares que tienen lugar durante el proceso de

dafio por I/R dentro de los cardiomiocitos.
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Figura 8. Mecanismos de dafio por isquemia/reperfusiéon. Durante la reperfusion, se produce una
répida normalizacién del pH intracelular, que genera cambios iénicos a nivel celular mediados
principalmente por la acumulacién intracelular de calcio, con la formacion de radicales libres y la
induccién de una respuesta inmunitaria e inflamatoria, produciéndose la apertura del poro de
transicion mitocondrial con la subsiguiente activacion del sistema de caspasas y los mecanismos de
muerte celular por apoptosis/necrosis. Ca**: Calcio; H*: Hidrégeno; K*: Potasio; mPTP: Poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial; Na*: Sodio. Adaptado de (181, 182).

Desde el punto de vista clinico, el dafio por I/R puede presentar distintas manifestaciones.
En primer lugar, es frecuente observar durante el periodo de reperfusién la apariciéon de
inestabilidad eléctrica en la forma de arritmias ventriculares, que habitualmente se
autolimitan espontaneamente y no requieren de un tratamiento especifico (166). Por otro
lado, el aturdimiento miocéardico es un proceso que se caracteriza por una afectacion
profunda en el metabolismo de los cardiomiocitos sobrevivientes, induciéndose cambios
intracelulares que mantienen a las células en un estado latente, usualmente por dias o
semanas, hasta que se restauran definitivamente los mecanismos de homeostasis celulary
recuperan su funcionalidad (183). En ultimo lugar, la obstrucciéon microvascular se produce
por la oclusién de vasos distales al evento coronario y puede ser agravado también por el
fenémeno de dafo por I/R, constituyendo uno de los pardmetros mas importantes
predictores de morbi-mortalidad y pronéstico de la enfermedad (184). Esta obstruccion
coronaria microvascular se ha estimado que sucede hasta en un 50% de los pacientes

sometidos a ICP (185) y su etiologia es multifactorial, comprendiendo la disfuncion
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endotelial, la micro-embolizacion de material en forma distal al sitio de la lesién, la
microtrombosis coronaria y el dafo capilar con atrapamiento neutrofilico (186). El
fenémeno de no-reflow constituye la representaciéon angiografica de este fenémeno, y se
manifiesta por una reduccién del flujo anterégrado con restriccién en la penetracién de
contraste hacia el tejido miocardico (grado de perfusiéon o “blush”) observado durante la
angiografia coronaria (187).

Cabe remarcar que el dafio oxidativo e inflamatorio desencadenado por la I/R no impacta
Unicamente en los cardiomiocitos, sino que también actia a nivel de fibroblastos
induciendo su transformaciéon fenotipica a miofibroblastos, los cuales estimulan la
produccién de coldgeno y el desarrollo de fibrosis intersticial, con la participacién activa
de metaloproteinasas de matriz (MMPs) que contribuyen a la degradacion y remodelado
de la matriz extracelular (188).

3.3.1. Metabolismo energético cardiaco y fenémeno de lipotoxicidad

El corazén representa un érgano de alta demanda metabdlica debido a su continua funcién
contractil, requiriendo en promedio 0.5 pmol/g/s de ATP, producido principalmente a
través de la fosforilacién oxidativa mitocondrial. El 70% de la energia consumida por el
tejido cardiaco proviene en condiciones fisiologicas del metabolismo de los acidos grasos,
aunque existen vias metabdlicas accesorias derivadas del consumo de la glucosa
(principalmente mediada por la proteina transportadora de glucosa de tipo 4 - GLUT-4),
los cuerpos ceténicos y el lactato (189, 190).

Los &cidos grasos pueden ser captados hacia el interior de los cardiomiocitos en forma
pasiva, aunque predomina su transporte activo a través de una traslocasa (CD-36) y
proteinas de unién a acidos grasos (FABP) (191). Una vez en el citosol, los acidos grasos
sufren una transformacién mediada por la enzima carnitin-palmitoltransferasa | (CPT-1)
hacia acil-carnitina de cadena larga, para luego atravesar la membrana mitocondrial. En el
interior de esta organela, pueden ser nuevamente modificados a acil-CoA por la CTP-2
iniciando el proceso de B-oxidacion para la sintesis de ATP, o ser esterificados y agrupados
en forma de triglicéridos para su depésito dentro de los cardiomiocitos (192). A pesar de
la alta dependencia del metabolismo energético cardiaco de la disponibilidad constante
de acidos grasos, los depodsitos miocardicos de triglicéridos resultan relativamente
limitados. Esto es debido principalmente a la importante regulacion existente en el
contenido lipidico intra-miocérdico para evitar situaciones de lipotoxicidad (193), que
consisten en fendmenos citotoxicos que tienen lugar al superarse la capacidad de
oxidacion de los acidos grasos acumulados, provocando de esta forma su depodsito

intracelular al punto de interferir con la homeostasis normal de los cardiomiocitos. Esta
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situacion puede ser observada en casos de alteraciones metabdlicas crénicas como en la
insulino-resistencia, en la DM tipo 2 o en la obesidad, aunque se produce en mayor medida
durante el proceso de dafio por I/R (194).

Asimismo, otro de los acidos grasos esenciales relacionados con los fendmenos de
lipotoxicidad es el diacil-glicerol (DAG). Este puede transformarse en triglicéridos mediante
la enzima DAG acil-transferasa (DGAT) contribuyendo asi a exacerbar la concentracion
intracelular de triglicéridos. Este proceso de lipotoxicidad cardiaca estimula una respuesta
pro-inflamatoria asociada (mediada por la activaciéon de vias de sefializacién como el
receptor simil-Toll 4 - TLR-4), con incremento del estrés oxidativo y disfunciéon mitocondrial,
impactando directamente sobre la funcionamiento fisiolégico de los cardiomiocitos y
activando en Ultima instancia los mecanismos de apoptosis celular (195, 196).

La Figura 9 ilustra los mecanismos celulares mencionados que intervienen en el

metabolismo energético celular cardiaco en condiciones fisioldgicas y durante la isquemia

celular.
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Figura 9. Metabolismo lipidico cardiaco en condiciones fisiolégicas y fenémeno de lipotoxicidad por
isquemia miocérdica. ACC: Acetil-CoA carboxilasa; AG: Acidos grasos; AMP: Monofosfato de
adenosina; AMPK: Protein-quinasa activada por AMP; ATGL: triglicérido lipasa adiposa; ATP:
Adenosin trifosfato; BCAA: Aminoéacido de cadena ramificada; CD: Cluster de diferenciacién; CoA:
Coenzima A; CPT: Carnitina palmitol-transterasa; DAG: Diacilglicerol; DGAT-1: Diacilglicerol O-
aciltransferasa 1; FABP: Proteina de unién a écidos grasos; FATP1: Proteina transportadora de &cidos
grasos 1; G6P: Glucosa 6-fosfato; GLUT: Transportador de glucosa; HBP: Via biosintética de
hexosamina; HGL: Lipasa gastrica humana; HSL: Lipasa sensible a hormonas; IMS: Espacio inter-
membrana mitocondrial; LPL: Lipoproteinlipasa; MAG: Monoacilglicerol; MCD: Malonil-CoA
decarboxilasa; MPC: Transportador de piruvato mitocondrial; PCSK9: Proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9; PDH: Piruvato deshidrogenasa; PDK: Piruvato deshidrogenasa kinasa;
PLINS: Perilipina 5; PPP: Via de fosfato de pentosa; TAG: Triglicéridos. Modlificado de (192).
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A nivel clinico, la esteatosis cardiaca se puede manifestar principalmente por alteraciones
a nivel de la relajacién y contractilidad miocérdica, que contribuyen al desarrollo de
insuficiencia cardiaca, inducen cambios en la geometria ventricular y promueven un estado
de sobrecarga de presiéon y volumen, condicionando la aparicion de remodelado

ventricular adverso y disfuncién sistélica (191).

3.4. Remodelado ventricular adverso e insuficiencia cardiaca

El remodelado cardiaco, descripto inicialmente a principios del siglo XX, involucra los
mecanismos celulares y estructurales que se ponen en marcha en el marco del dafo por
I/R y progresan durante la formacién de la cicatriz necrética del infarto, induciendo
modificaciones a nivel de la hemodinamia cardiaca y funcién ventricular (197). El
remodelado ventricular adverso, definido como un incremento >20% en el volumen de fin
de diastole del VI, constituye un predictor mayor independiente de eventos y mortalidad
CV (198, 199).

La IC, por su parte, es un sindrome clinico crénico que se ha convertido actualmente en
una verdadera epidemia a nivel global (200). Afecta al 1-2% de la poblaciéon mundial,
aunque su prevalencia aumenta proporcionalmente con la edad alcanzando hasta el 10%
en mayores de 70 afios, y constituye la primera causa de hospitalizacion dentro de este
segmento poblacional (201, 202). La enfermedad coronaria representa, a su vez, la principal
causa etiolégica de este sindrome, seguida por la cardiopatia valvular y diversas
miocardiopatias.

El crecimiento exponencial observado en la IC tiene como explicacion un fenémeno dual:
si bien, por un lado, un mayor nimero de personas consigue sobrevivir a un sindrome
coronario agudo gracias a los avances en el tratamiento farmacolégico y las terapias de
reperfusion, una proporcion cada vez mas alta de pacientes lo hacen a expensas de
diversos grados de disfuncién ventricular residual, que predisponen al desarrollo del
remodelado miocardico adverso y posteriormente promueven la aparicién de signos y
sintomas de IC. De esta forma, la incidencia de esta patologia se encuentra en franco
ascenso, estimandose un aumento del 50% en los casos para los préximos 25 afios, con
una mortalidad calculada del 50% a 5 afos (203, 204), superando ampliamente a la mayoria
de canceres y enfermedades crénicas.

La IC se caracteriza por presentar distintos fenotipos, clasificados en base al nivel de
alteracién de la funcién sistélica del VI (FSVI), determinada a través de la medicion de la
fraccion de eyeccion del VI (FEVI) (205):
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= |nsuficiencia cardiaca con FSVI reducida: FEVI<40%

= |nsuficiencia cardiaca con FSVI ligeramente reducida: FEVI entre 41-49%

» Insuficiencia cardiaca con FSVI preservada: FEVI>50%

Esta division en base a la FEVI proviene esencialmente del disefio clésico de los ensayos
clinicos en IC que tomaron como parametro principal a la FEVI, asi como del beneficio
secundario observado con terapias especificas definidas segun el nivel de FEVI, y por lo
tanto constituye un pardmetro con importante capacidad prondstico en pacientes con IC
(205). A pesar de ello, el proceso fisiopatolégico que tienen lugar durante el remodelado
cardiaco se encuentra determinado por una compleja interaccién de dafo progresivo a

nivel molecular, celular y Gltimamente estructural (206).

La Figura 10 ilustra las principales caracteristicas clinicas asociadas a la insuficiencia

cardiaca segun cada fenotipo de funcién ventricular.
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Figura 10. Fenotipos y caracteristicas de la insuficiencia cardiaca segun FSVI. Modificado de (207).

3.4.1. Mecanismos moleculares y celulares
El remodelado ventricular se inicia en el momento del infarto y con la posterior necrosis de

cardiomiocitos y el desarrollo de fibrosis intersticial, involucrando una serie de cambios que

implican tanto al musculo cardiaco isquémico como el tejido no isquémico. Debido a la
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muerte celular, se liberan una serie de factores moleculares como DAMPs, péptidos
natriuréticos (tipo B, tipo pro-B amino-terminal y atrial) y troponinas, en forma proporcional
al grado de afectacién cardiaca, y por lo tanto constituyen marcadores tanto diagndsticos
como prondsticos en pacientes con IAM e IC, predictores de hospitalizacién y mortalidad
CV (208). Estas moléculas inducen la migracién de (mio)fibroblastos cardiacos hacia el sitio
de la lesién, que a través de la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1, IL-6 y quimioquinas (principalmente el ligando 2 de
quimioquina, CCL2) establecen las formacién de un proceso pro-inflamatorio a nivel del
tejido dafiado (209-211).

A partir del tercer y cuarto dia del IAM, se incrementa aiin mas el reclutamiento de células
inflamatorias hacia el sitio del infarto (212), cuya actividad produce la degradacion de la
matriz extracelular de coldgeno mediante la activacion de metaloproteinasas y la re-
expresion de genes fetales, lo cual induce alteraciones en la homeostasis celular, genera
un adelgazamiento gradual de la pared ventricular, y posteriormente establece una
progresiva dilatacién del tejido isquémico-necrético (165, 213).

Asimismo, la migracién de (mio)fibroblastos en conjuncién con la activacion de
metaloproteinasas de matriz y colagenasas contribuiran a la formaciéon de una escara
necrética y fibrotica para estabilizar el tejido dafado (206). La matriz extracelular se
encuentra compuesta en un 95% por fibras de coldgeno tipo | y tipo lll, cuya funcién
primordial consiste en brindar soporte y sostén al tejido celular y vascular, a la vez que
regula funciones metabdlicas y mantiene la distensibilidad cardiaca necesaria para su
correcto funcionamiento (214).

Durante el proceso de remodelado adverso, se genera una acumulacién anormal
especialmente de fibras de coldgeno tipo |, inducidas por diversas vias de sefalizacion
incluyendo al factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), angiotensina Il, endotelina
1y factores de crecimiento tisulares y plaquetarios. Estas fibras resultan mas elongadas
que las de tipo Il alterando la relacién existente entre ellas y provocando una
desorganizacién de la citoarquitectura sarcomérica, lo cual conduce a una alteracién en la
relajacién normal de cardiomiocitos, incrementando la rigidez miocérdica y el grado de
disfuncién diastdlica (215). Los niveles de metaloproteinasas y colagenasas llegan a su pico
alrededor del dia 7 del IAM, siendo su actividad regulada estrictamente por inhibidores
tisulares de metaloproteinasas (213).

Diversos procesos adicionales tienen lugar durante el remodelado cardiaco, como un
cambio en la expresiéon de isoformas de miosina de cadena pesada (a expensas de una
reduccion en las cadenas B y un aumento de cadenas a), un incremento de ciertos factores
como el transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1), la galectina y la enzima convertidora de

angiotensina (ACE), con una disminuciéon concomitante en la enzima SERCA-2a, y una
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modificacion en el metabolismo energético virando de la B-oxidaciéon de acidos grasos
hacia el consumo de glucosa (216, 217), como se ha comentado previamente,
promoviendo la acumulacién progresiva de triglicéridos a nivel miocérdico y exacerbando

el fenédmeno de lipotoxicidad cardiaca (218, 219).

3.4.2. Activacién del sistema neuro-humoral

Los mecanismos celulares y moleculares anteriormente descritos se encuentran
estrechamente regulados por la activaciéon del sistema neuro-endocrino. Las principales
vias neuro-humorales relacionadas al proceso de remodelado ventricular e IC
corresponden a la activacion del sistema nervioso simpético (SNS) y el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS) (220).

El primero de estos participa activamente desde los inicios del evento isquémico mediante
la estimulacién cardiaca B-adrenérgica y la liberacion de noradrenalina, incrementando en
forma temprana la frecuencia cardiaca y TA para mantener el trabajo sistdlico en situaciones
de reduccion del volumen minuto (por deterioro del tejido contractil).

ElI RAAS, por su parte, se activa durante la primera semana del IAM a través de la induccién
de angiotensina Il (ATIl), que interactta con el receptor tipo 1 de ATIl promoviendo dafio
citotdxico y aumentando el nivel de hipertrofia y fibrosis intersticial miocardica (221, 222).
A nivel renal, una accién directa de la angiotensina Il y la aldosterona en el sistema tubular
(la primera a nivel del tibulo proximal y la segunda a nivel distal), genera un aumento en
la retencién de agua y sodio para mantener la volemia y compensar el estado de reduccién
del gasto cardiaco, lo cual termina conduciendo en forma crénica hacia una situacion de
congestion sistémica y pulmonar (223).

Una enzima intrinsicamente relacionada con la activacion del RAAS es la neprilisina, una
endopeptidasa dependiente de zinc que se encarga de degradar los péptidos natriuréticos
liberados durante el estrés de cardiomiocitos (224). Estos péptidos, en conjuncién con la
adrenomedulina, son los encargados de equilibrar esta respuesta neuro-humoral al
producir vasodilatacién periférica, incrementar la diuresis y reducir el proceso de
proliferacion celular a nivel miocardico (225).

En el corto plazo, los mecanismos puestos en marcha en la IC buscan promover una serie
de cambios a nivel cardiaco y sistémico cuya finalidad es sostener el gasto cardiaco para
soportar las necesidades metabdlicas del organismo. Sin embargo, su mantenimiento en
forma crénica produce efectos deletéreos tanto a nivel miocardico, vascular, como también
un impacto en la funcién de multiples érganos. Es por ello que la terapia farmacolégica
inhibitoria del sistema neuro-humoral se ha convertido en la piedra angular del tratamiento

médico de la IC (223), y ha conseguido demostrar una reduccién significativa de la
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mortalidad, disminuyendo la aparicién de eventos CV, ingresos hospitalarios, y mejorando

la capacidad funcional y calidad de vida de estos pacientes (205).

3.5. Estrategias de cardioproteccién

En pacientes que sufren un evento CV isquémico, el dafio acumulado generado tanto por
la hipoxia celular asi como el derivado de la I/R contribuye al compromiso final de infarto y
dltimamente de la funcién cardiaca global. (226). Por consiguiente, més alld de haberse
conseguido obtener un descenso sustancial en las tasas de mortalidad tras un IAM
secundario a la aplicaciéon efectiva de las estrategias de reperfusién y tratamiento
farmacoldgico combinado, el dafio miocardico residual continda siendo sustancial, lo cual
se traduce directamente en un incremento en la aparicién de complicaciones CV y eventos
clinicos (166). En este contexto, se han buscado desarrollar terapias novedosas destinadas
a limitar el tamano final del infarto y sus consecuencias, denominadas estrategias de
cardioproteccién. Estas estrategias pueden ser de tipo enddégeno (condicionamiento

isquémico) o de tipo exégeno (condicionamiento farmacolégico)

3.5.1. Proteccién miocardica endégena: condicionamiento isquémico

El condicionamiento isquémico mecdanico constituyéd una de las primeras técnicas
establecidas de cardioproteccion, desarrollada inicialmente por Murray y colaboradores en
1986, quienes demostraron en un modelo canino de IAM alcanzar una reduccién
significativa del 75% en el tamano final del infarto a través de la aplicacion de ciclos
repetitivos de isquemia y reperfusiéon en forma local, mediante la oclusién coronaria
transitoria previa a la induccion propia del infarto (227).

Las estrategias de cardioprotecciéon mediante condicionamiento isquémico se basan en
promover mecanismos de reparaciéon endégenos e inhibir los procesos de dafo cardiaco,
para hacer frente tanto al evento isquémico en si como al dafio por I/R mediante la
aplicacion de procedimientos mecénicos intermitentes de isquemia y reperfusion en el
marco del infarto.

Durante las Ultimas 4 décadas, diversas terapias de condicionamiento isquémico han sido
disefiadas con este fin, diferencidandose segin su modalidad de accién y tiempo de
aplicacion, asi como en los objetivos celulares y tisulares involucrados. Sin embargo, su
proceso de traslacién desde la investigacion experimental hacia el campo clinico ha
presentado considerables retos y continta siendo una de las areas de investigacion CV mas

desafiantes en la actualidad.
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Globalmente, las estrategias de condicionamiento isquémico pueden clasificarse en base

a su tiempo de aplicacion en (Figura 11) (228):

= Pre-condicionamiento isquémico: el estimulo condicionante se administra previo al

inicio del evento isquémico.

= Per-condicionamiento isquémico: el estimulo condicionante se aplica durante el

periodo de isquemia pero previo a la reperfusion.

Post-condicionamiento isquémico: el estimulo condicionante es realizado posterior

a la reperfusion.

Muerte celular

-~

—L L v » Cardioproteccién

ISQUEMIA REPERFUSION

A

a
>

| T (iempo

Pre-condicionamiento Per-condicionamiento Post-condicionamiento

Figura 11. Fases temporales de aplicacion del condicionamiento miocérdico en el dafio por
isquemia/reperfusién. Modificado de (229).

Por su parte, de acuerdo al sitio de aplicacién, el condicionamiento isquémico puede
emplearse en forma local al lugar donde ocurre la isquemia, o utilizarse en forma remota a

distancia de la misma en un érgano distinto al que sufre la isquemia.
3.5.1.1. Condicionamiento isquémico local

Tras su descubrimiento, el pre-condicionamiento isquémico ha sido replicado en multiples

especies animales y humanos, asi como en diversos o¢rganos (230). Las bases
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fisiopatolégicas de este proceso no se encuentran completamente dilucidadas, pero
involucran una actividad paracrina de los cardiomiocitos liberando factores bioactivos tras
el estimulo condicionante, tales como bradiquinina, adenosina, acetilcolina, éxido nitrico,
endotelina-1 y angiotensina 2 (231, 232). Estos mediadores actuarian a nivel mitocondrial
a través de factores como la tirosin-quinasa, la protein-quinasa C, y principalmente
activando las vias de sefializacion de la quinasa de salvamiento por injuria-reperfusion
(RISK) y el factor activador de supervivencia (SAFE). Asimismo, éstos también inducen
mediadores secundarios derivados de las vias de Erk1/2, Akt y el TNF-a, todo lo cual
permite establecer un efecto cardioprotector inmediato y de corta duracién (entre 2 a 3
horas) denominado primera ventana de cardioproteccion (166).

A continuacién, tiene lugar una actividad més tardia que se produce entre las 12 a 24 horas
del estimulo inicial conocida como segunda ventana de proteccién, caracterizada por la
induccién de factores transcripcionales que presentan latencia en su activacion y que
permiten mantener esta respuesta en forma sostenida (hasta 72 horas), destacandose el
factor inducible por hipoxia-1a (HIP-1a), JAK-STAT, proteinas de accién térmicas (HSP), la
enzima NOS y el FN-«B (233).

Esta técnica se ha aplicado tanto en protocolos asociados a cirugias de revascularizacién
quirdrgica (mediante clampeo intermitente de la aorta durante el procedimiento) como
también percutdnea (por inflado alternante del balén intra-coronario) para reducir las
consecuencias de los tiempos prolongados de isquemia y dafio por reperfusién, trayendo
aparejado una preservacion en los niveles de ATP miocérdico y menor propensién a las
arritmias ventriculares y disfuncién sistélica (234, 235).

Este proceso puede ser observado también en forma enddégena, en aquellos pacientes que
presentan episodios de dolor toracico anginoso por fenémenos de sub-oclusién coronaria
transitoria previo al infarto, que resultan protectores frente al desarrollo posterior de
isquemia reduciendo la aparicién de complicaciones asociadas (236).

Sin embargo, la mayor dificultad en el desarrollo del concepto de pre-condicionamiento
reside en que los eventos isquémicos suelen ser fendmenos agudos y subitos no
predecibles, por lo que no es posible su aplicacion en forma programada en la practica
clinica, a excepcién de los procedimientos de revascularizacion (percutdnea o quirdrgica)
realizados en forma electiva, pero que suelen tener un impacto menor en términos de
complicaciones isquémicas en comparacién a los cuadros de sindrome coronario agudo.
Para solventar dicho obstaculo, se desarrollaron en las ultimas décadas protocolos de
condicionamiento miocérdico tanto durante el propio periodo isquémico asi como en
forma posterior a la reperfusion del IAM, designandose como se ha visto antes per- y post-
condicionamiento isquémico local, respectivamente. Estas técnicas evidenciaron, a nivel

experimental, una reduccién de hasta un 44% en el tamafo final del infarto, preservando
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la funcién ventricular y limitando el grado de disfunciéon endotelial (237). De esta forma,
seria posible su utilizacién en contexto de pacientes que presenten cuadros agudos o
aquellos sometidos a revascularizaciéon en donde se observe evidencia activa de dafio por
I/R. Tanto el per- como el post- condicionamiento isquémico inducen cardioproteccién a
través de una disminucién en el edema miocérdico, desarrollando una respuesta anti-
inflamatoria y antioxidante (166), y utilizando vias fisiopatoldgicas similares a las activadas
durante el pre-condicionamiento, liberando bradiquinina, adenosina, e induciendo la
activacion de protein-quinasas, SAFE y RISK (166).

Este efecto ha sido probado en variados modelos animales como ratones, conejos, y
cerdos, aunque experimentalmente ha obtenido globalmente resultados inferiores y mas
heterogéneos respecto al pre-condicionamiento isquémico (238, 239). A nivel clinico, si
bien diversos meta-analisis demostraron una reduccién significativa en el tamafo final del
infarto con esta estrategia, con menor liberacién de marcadores de dafio miocéardico y una
mejoria en la perfusiéon coronaria (valorada por angiografia, gammagrafia y resonancia
magnética cardiaca) (240, 241), un estudio multicéntrico y randomizado que incluyé 700
pacientes sometidos a ICP no consiguié evidenciar efectos significativos en el grado de
reperfusion coronaria (242). Estas diferencias podrian deberse nuevamente a la seleccion
de pacientes, disefio de protocolos, asi como a la presencia de diversos condicionantes
clinicos que pudieran afectar los resultados obtenidos.

La principal desventaja de esta técnica radica en que requiere emplear maniobras sucesivas
a nivel local (clampeo adrtico en su variante quirlrgica o inflado de balén intra-coronario
en forma percutdnea), incrementando considerablemente el riesgo potencial de
embolizacién distal y afectacion de territorios vasculares adicionales, lo cual ha limitado

efectivamente su empleo en la practica clinica.

3.5.1.2. Condicionamiento isquémico remoto

Por lo tanto, comenzaron a investigarse protocolos de isquemia transitoria de aplicacion
en forma remota en distintos érganos (a través de la oclusion de la arteria renal,
mesentérica o femoral, entre otras) demostrando un efecto cardioprotector a nivel
miocardico al reducir el dafo por I/R (243, 244). Los mecanismos celulares y moleculares
responsables de esta actividad parecerian estar relacionados a su homdlogo local (245),
sefialandose la participacién tanto de factores humorales (termolabiles, hidrofébicos y con
peso molecular >3.5 kDa) asi como de vias neuronales especificas (dado que la denervacion
anula parcialmente el efecto cardioprotector) (245-247).

Posteriormente, el descubrimiento que la aplicacién del condicionamiento remoto podria

realizarse en forma no invasiva, mediante simplemente el inflado y desinflado de un

50



esfingomanémetro de medicién de TA, permitié difundir su utilizacion en forma extendida
y en multiples escenarios clinicos, tanto en forma de pre- como post- condicionamiento,
demostrandose una reduccién en el grado del dafio por I/R y disfuncién cardiaca asociada
(248-250).

La mayor parte de los ensayos clinicos en humanos mediante condicionamiento isquémico
remoto aplicados en cirugia cardiovascular e ICP evidenciaron un efecto cardioprotector a
través de una reduccién en el dafo miocardico peri-procedimiento, aunque estudios
randomizados y controlados con mayor muestra poblacional, asi como diversos meta-
analisis subsecuentes encontraron resultados contrapuestos, sin hallarse impacto
significativo a nivel de eventos CV mayores o mortalidad (251-254). De hecho, un reciente
estudio combinando dos protocolos clinicos de condicionamiento isquémico remoto en
contexto del ICP en mas de 5.000 pacientes con IAMCEST no demostré diferencias
significativas en torno a muerte CV u hospitalizacion por IC a 12 meses, y sin modificaciones
en el tamafio del infarto evaluado mediante biomarcadores (255). Por lo tanto, la
variabilidad en la evidencia observada asi como un efecto cardioprotector limitado

coartaron su aplicacién en forma mas generalizada.

3.5.2. Condicionamiento farmacolégico

Las estrategias farmacoldgicas de cardioprotecciéon han sido evaluadas en forma paralela
a las técnicas de condicionamiento isquémico, con variados resultados clinicos. El
desarrollo de compuestos farmacolégicos de condicionamiento se produjo histéricamente
a través de dos vias principales: por un lado, mediante el empleo de farmacos
especificamente disefiados para contrarrestar los efectos deletéreos del dafio por I/R; por
otro lado, diversas drogas aprobadas y utilizadas para otra indicacion clinica se emplearon
con esta finalidad, dada la evidencia observada en ensayos controlados de un beneficio en
cuanto a reduccién de eventos cardiovasculares.

La investigacion en este campo se ha focalizado principalmente en los siguientes farmacos:

= Péptido simil-glucagon tipo 1 (GLP-1): constituye una hormona incretina empleada

como hipoglucemiante oral para el tratamiento de la DM tipo 2. Estos agonistas
habian establecido su funcién cardioprotectora en estudios previos a gran escala
en pacientes diabéticos de alto riesgo, evidenciando una reduccién en los eventos
CV, y posteriormente en estudios de prueba de concepto con una disminucién en
el tamano del infarto y recuperacién de la funcién ventricular (256, 257). Este factor
ha demostrado producir cardioproteccion a través de las activaciéon de vias de

sefalizacion de RISK y SAFE (258). Sin embargo, resultados posteriores han
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observado un efecto CV neutro, por lo que su indicacién como cardioproteccién
actualmente es discutida (259, 260).

Adenosina: Un meta-analisis de 13 estudios randomizados y controlados evalué la
co-administraciéon de adenosina en contexto del tratamiento de reperfusion en el
IAMCEST, evidenciando un efecto beneficioso en términos de reducciéon de la
incidencia de insuficiencia cardiaca post-isquémica y fenémeno de no-reflow (261).
Su actividad cardioprotectora también se ha visto relacionada a una disminucién
tanto en el tamafio del infarto asi como de eventos CV (262), aunque otros estudios
han demostrado efectos neutros o discordantes (263, 264). Esta diferencia en
resultados puede haberse debido a la amplia variabilidad de dosis empleadas, a la
corta biodisponibilidad de accién de la adenosina, asi como en los tiempos y vias

de aplicacioén (siendo la intra-coronaria la mas efectiva en los ensayos clinicos).

Beta-blogueantes: Esta terapéutica ya indicada en pacientes con cardiopatia
isquémica e IC ha demostrado adicionalmente una reduccién en el tamafio final del
infarto siendo administrados en forma temprana por via intravenosa durante la
reperfusién, mediante la modulacién de la respuesta inflamatoria (principalmente
neutréfilos). Sin embargo, los ensayos clinicos realizados hasta la fecha han
evidenciado resultados discordantes posiblemente debidos a la diferencia de dosis

empleadas y a los tiempos de administracion utilizados (265, 266).

lvabradina: Es un inhibidor selectivo de la corriente If del nodo sinusal regulando
de esta manera la frecuencia cardiaca en pacientes con IC. En un modelo porcino
de dafio por I/R promovié una reduccién significativa del tamafio del infarto,
aunque investigada luego en humanos en forma de post-condicionamiento fallé en

establecer efectos significativos (267, 268).

Ciclosporina A: Es un farmaco que previene la apertura del poro de transicion de

permeabilidad mitocondrial, evitando las vias finales comunes de muerte celular
programada en el dafio por I/R. En forma similar a otras estrategias farmacoldgicas
evaluadas, la ciclosporina A presenté resultados iniciales favorables en un nimero
reducido de pacientes, que al ser extrapolados a ensayos clinicos en fase Ill no
evidencié beneficios en reducir el tamafio del infarto o eventos CV (269-271). Esta
ausencia de cardioproteccion fue adjudicada en primera instancia a la formulacién
de la ciclosporina administrada (propiedades del vehiculo), asi como otras variables

potencialmente confundidoras como tiempos de empleo y co-medicaciéon. Otros
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farmacos inhibidores de la apertura del poro de transicion fueron evaluados en

diversos escenarios clinicos pero sin resultados definitivos (272).
3.6. Nutracéuticos: potenciales estrategias de cardioproteccién

3.6.1. Definicién y usos

En respuesta a la busqueda de nuevas terapias con propiedades citoprotectoras que
pudieran inducir cardioproteccién en el contexto del dafio por I/R, han cobrado relevancia
una serie de productos medicinales con caracteristicas hibridas entre nutrientes y
“farmacos”, con demostradas propiedades beneficiosas a nivel metabdlico y celular. Este
grupo se refiere particularmente a los nutracéuticos, término designado por DeFelice en
1989 y que define a un alimento o fracciones del mismo que provee efectos positivos a
nivel de la salud, en la forma de prevencién o tratamiento de enfermedades (273, 274). No
obstante, esto deriva de un concepto histérico mas antiguo aun, formulado por Hipdcrates
en el ano 400 d.C. a través de la frase: “Deja que el alimento sea tu medicina, y la medicina
tu alimento” (275).

Se calcula que actualmente entre el 50 al 70% de la poblacién mundial consume algin
derivado de nutracéuticos o suplemento dietario (276, 277), y el mercado global de
nutracéuticos en 2021 fue de US$ 382 mil millones, estimdndose que ese numero se
duplique en los proximos 5 afnos (278). El aumento exponencial en su uso deriva de una
mayor adopcién de habitos de vida saludables, asi como su empleo en las fases iniciales
de diversas condiciones clinicas para evitar o diferir el uso de tratamiento farmacolégico
(277).

Sin embargo, su regulacién y legislacion sigue siendo variable dependiendo de las distintas
regiones, y no existe un término legal dentro de la Unién Europea para su definicion (279).
A pesar de su consumo en forma masiva, no se requieren estudios especificos que
investiguen su seguridad, lo cual constituye un desafio a la hora de poder difundir su
aplicacion de forma mas generalizada.

Los nutracéuticos pueden ser catalogados en tradicionales o no tradicionales, segun
deriven de compuestos naturales o sean modificados en forma artificial, respectivamente
(277), tal como se puede observar en la Figura 12. Dentro de los primeros se destacan los
nutrientes (vitaminas, acidos grasos poliinsaturados), productos herbaceos (tanto en forma
natural como los fitoquimicos extraidos de plantas) y probidticos, es decir, cultivos
bacterianos viables que optimizan las propiedades saludables de la flora bacteriana
endégena (280). Dentro del segundo sub-grupo, se encuentran los nutracéuticos

fortificados o recombinantes, aquellos en los que se adicionan artificialmente productos
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beneficiosos para incrementar sus propiedades nutritivas mediante el empleo de diversas

técnicas biotecnoldgicas (277).

Vitaminas

Nutrientes Minerales

Acidos grasos
poliinsaturados

Tradicionales Probiéticos

Fitoquimicos

Fortificados
No

tradicionales
Recombinantes

Figura 12. Divisién de nutracéuticos segun su origen y procesamiento.

Asimismo, los nutracéuticos se clasifican fundamentalmente segin su composicién o
estructura quimica, dado que es ésta quien le otorga sus propiedades terapéuticas
diferenciales, y le imprime caracteristicas farmacodinamicas y biodisponibilidad especificas
(Tabla 1).

54



Tabla 1. Clasificacion quimica y principales propiedades terapéuticas de los nutracéuticos.

CONSTITUYENTES QUIMICOS PROPIEDADES TERAPEUTICAS PROPUESTAS

Licopeno Hipolipemiante, anti-oxidante, anti-tumoral.

B-Caroteno Anti-oxidante.

Luteina/xantofila Proteccién ocular frente a degeneracion macular y cataratas.
Tocotrienol Anti-oxidante, hipolipemiante, anti-tumoral.

Saponinas Anti-tumoral, hipolipemiante.

Flavononas Anti-oxidante, anti-tumoral.

Flavonas Anti-oxidante, anti-tumoral.

Flavonoles Anti-oxidante.

Curcumina Anti-inflamatoria, anti-oxidante, anti-trombética, anti-tumoral.
Glucosinolatos Anti-tumoral.

Taninos Anti-oxidante.

Isoflavonas Hipolipemiante, anti-oxidante, anti-tumoral.
Lignanos Hipolipemiante, anti-oxidante, anti-tumoral.
Flavonolignanos Modulador metabdlico, anti-inflamatorio, anti-oxidante.

Fibras solubles Proteccién del tracto digestivo, anti-tumoral, hipolipemiante.
Fibras Insolubles Proteccién del tracto digestivo, anti-tumoral, hipolipemiante.
Sulfuros/Tioles Inmuno-modulador.

Prebidticos Proteccion del tracto digestivo.

Acidos grasos Omega-3 Anti-inflamatorio, hipolipemiante, neuro-protector.
Acidos grasos monoinsaturados Anti-inflamatorio, hipolipemiante.

Probidticos Protector del tracto digestivo, inmuno-modulador.
Zinc, calcio, potasio, magnesio Modulan el metabolismo celular.

Camptotecina Anti-tumoral.
Teobromina Diurético, vasodilatador.
Berberina Anti-oxidante, anti-inflamatoria, neuro-protector.

Mono-,di-, tri- tetra-,poli-terpenos Anti-inflamatorio, anti-tumoral, anti-microbiano.

3.6.2. Nutracéuticos, enfermedad cardiovascular y potencial de cardioproteccién

A nivel cardiovascular, los nutracéuticos han sido evaluados tanto en monoterapia como
en asociacion al tratamiento farmacoldgico estandar, con el objetivo de limitar el impacto
negativo de los factores de riesgo cardio-metabdlicos y prevenir la aparicién de eventos
clinicos (principalmente cardiopatia isquémica e IC). Su efectividad en el tratamiento de los

factores de riesgo CV ha sido analizada en numerosos ensayos controlados vy
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randomizados, y a través de distintas revisiones y meta-analisis sobre el tema (281-295).
Globalmente, han demostrado una tendencia favorable a promover un adecuado control
de los factores de riesgo, aunque con algunos resultados neutros o discordantes, derivado
de la elevada heterogeneidad presente entre los distintos estudios clinicos analizados.

La principal evidencia clinica en cuanto a la actividad hipolipemiante de los nutracéuticos
proviene principalmente de los fitoesteroles, la berberina y el arroz de levadura roja,
promoviendo una reduccién media de entre el 10-20% en los valores de colesterol total
(296-302). Este efecto es mediado por una inhibiciéon competitiva en la absorcién intestinal
de colesterol, asociada a una reduccién en la secrecién de moléculas de ApoB por los
hepatocitos y una induccién en la expresion del receptor de LDL que promueve una mayor
captacion del C-LDL y reduce sus concentraciones plasmaticas (299-303).

Anivel de su efecto sobre la HTA, los flavonoides, dentro del grupo de los polifenoles, han
demostrado inducir una significativa vasodilatacién arterial reduciendo los valores de HTA,
y asociandose también una disminucién significativa en los niveles de insulino-resistencia
(304, 305).

Por ello, dos meta-anélisis posteriores han investigado la terapia con flavonoides para el
tratamiento de la DM y la obesidad, demostrando una modulacién en la homeostasis del
metabolismo de la glucosa en conjuncién con una reduccién modesta en el indice de masa
corporal (306, 307).

Por el contrario, en cuanto a la evaluaciéon directa del efecto cardioprotector de los
nutracéuticos sobre la cardiopatia isquémica, la investigacién de su efectividad para
prevenir y limitar el avance tanto de la hipoxia celular asi como del dafio por I/R se ha
restringido primordialmente a estudios en animales en los que si ha demostrado beneficio,
pero sin haberse conseguido una correcta traslacién y extensién al campo clinico.

Una importante cantidad de nutracéuticos de multiples grupos quimicos ha sido empleada
para evaluar su capacidad de evitar o revertir los mecanismos de dafo por I/R, no sélo
limitado a nivel del sistema cardiovascular, sino también incluyendo otras condiciones
clinicas variadas y drganos adicionales (308-310). No obstante, si bien el nimero de
nutraceuticos valorados en este contexto ha sido extenso, sélo un grupo reducido y
especifico ha demostrado un efecto cardioprotector significativo.

Dentro de los mecanismos postulados de cardioproteccion por los nutracéuticos (Tabla 2),
se ha observado que éstos actuan a nivel de multiples vias de sefializacién celular, derivado
principalmente de la presencia de varios grupos quimicos en cada compuesto.

Se ha descrito una inhibicién de la via del NF-kB regulada a través del gen BRCA1 (gen
supresor de tumores relacionado con el cancer de mama), asi como una disminucién en los
niveles de mediadores inflamatorios como IL-18, IL-6 y TNF-a, lo cual deriva en una

importante actividad anti-inflamatoria, expandida adicionalmente por una supresién del

56



complejo inflamasoma NLRP3 (311, 312). A su vez, los nutracéuticos han demostrado
ejercer propiedades citoprotectoras mediante una modulacién de la fosforilacién de las
vias de PI3K/Akt/eNOS, junto a la proteina X asociada a Bcl-2 (Bax), y estimulando mTOR,
que representa un quinasa ubicua involucrada en los mecanismos de proliferacion y
apoptosis celular, aunque su rol en el contexto del dafo por I/R resulta controvertida (313-
315). También se les ha atribuido propiedades anti-oxidantes derivadas de la activacion
del factor de transcripcion Nrf2 y la enzima hemo oxigenasa-1 (HO-1), asi como la via de
SIRT-1 (sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD) (316, 317).

Asimismo, otra de las vias esenciales relacionada con la actividad de los nutracéuticos
constituye la via de sefializacion JAK-STAT. En este aspecto, cabe tener en cuenta que el
dafio por I/R activa rédpidamente JAK1 y subsecuentemente JAK2, catalizando su
fosforilacion y permitiendo el acoplamiento del dominio SH2 de STAT, en donde STAT1 se
ha visto promueve la apoptosis celular mientras que STAT3 induce proteccién de los
cardiomiocitos isquémicos a través de su activacion por IL-10 (318-320).

Por su parte, una reduccion en la fibrosis miocardica y posterior remodelado ventricular ha
sido evidenciada por la inhibiciéon de AMPK, asi como producto de la activacion del factor
inducible por hipoxia-1 alfa (HIF-1a) (315, 321). De la misma forma, algunos nutracéuticos
inducen una actividad citoprotectora mediante la activaciéon de ERK 1-2 y de la via RISK,

especialmente aquellos pertenecientes al grupo de fitoquimicos (322-324).
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Tabla 2. Mecanismos moleculares de cardioproteccion por nutracéuticos.

Anti-inflamatorio
Inhibicion NF-kB

Supresién inflamasoma NLRP3
Reduccion IL-1B

Reduccion IL-6

Reduccion TNF-a

Inhibicién JAK/STAT
Anti-apoptdtico

Inhibicion ERK 1-2
Regulacion PI3K/Akt/e-NOS
Modulacién mTOR
Modulacion BAX

Activacion STIM-1/0ORAI 1-3
Activacion RISK
Modulacién HIF-1a
Anti-oxidante

Activacion Nrf2

Activacion HO-1
Anti-fibrético

Activacion AMPK

Por su parte, dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides han sido evaluados en
varios ensayos pre-clinicos dadas sus probadas propiedades anti-oxidantes y anti-
inflamatorias. Los principales representantes han sido el resveratrol y el floroglucinol,
evidenciando una importante actividad anti-aterosclerética tanto en modelos de pequefios
como grandes animales, demostrando a través de un anélisis protedmico preservar la
deplecién de enzimas anti-oxidantes que ocurre durante la reperfusion, y consiguiendo asi
una reduccién en la aparicién de nuevos eventos isquémicos y una mayor supervivencia
final (325-327).

Los acidos grasos pertenecen a otro grupo quimico con efecto cardioprotector.
Especificamente, los &cidos grasos Omega-3, que han demostrado reducir el area del
infarto en un modelo murino de |IAM a través de multiples mecanismos, como su capacidad
de optimizar la funcién endotelial, sus propiedades anti-inflamatorias, y su actividad como
inhibidor plaquetar, todo lo cual también le confiere un efecto estabilizador de las placas
de aterosclerosis (328-330). Sin embargo, un metaanalisis en pacientes con |AM no detectd

efectos significativos a nivel de reduccién de eventos clinicos o mortalidad CV (331).



Otro de los acidos grasos que ha tenido resultados positivos en ensayos pre-clinicos ha
sido el acido a-lipoico, gracias a sus propiedades anti-oxidantes e inhibitorias de la sintesis
enddégena de ROS. A su vez, el 4cido a-lipoico se encuentra involucrado en el metabolismo
energético cardiaco, permitiendo la oxidacién de diversos cetoacidos dentro de los
cardiomiocitos limitando el proceso de lipotoxicidad (332). Sin embargo, su efectividad en
el dmbito clinico no ha sido valorada en profundidad.

Por su parte, la carnitina, que representa un sustrato indispensable para la correcta
transferencia de acidos grasos a través de la membrana mitocondrial para su B-oxidacion,
ha sido administrada en diversos estudios en modelos murinos de dafio por I/R, probando
su efectividad al optimizar el metabolismo energético sometido a isquemia, mediante la
estimulacién del transporte de 4cidos grasos acumulados dentro de los cardiomiocitos
durante la reperfusién para su procesamiento, y disminuyendo asi el dafio oxidativo e
inflamatorio derivado de la cardio-lipotoxicidad (333). No obstante, su traslacion a ensayos
con humanos nuevamente ha demostrado resultados discordantes. En un grupo de
pacientes con cardiopatia isquémica sometidos a cirugia de revascularizacién miocardica,
la suplementacion con este nutracéutico no redujo pardmetros de remodelado ventricular
adverso aunque si se observé una mejoria estadisticamente significativa de la funcion
sistélica del VI (334). Por otro lado, su administraciéon en forma crénica a pacientes con
diagnéstico de miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca avanzada se asocié con una
mayor supervivencia del grupo tratado con un seguimiento a 3 afos, aunque teniendo en
cuenta que dicho estudio fue desarrollado previo a la adopcién del tratamiento
farmacolégico modemo, lo cual podria influir en el impacto real obtenido (335).
Asimismo, la suplementacién crénica de diversos aminoacidos, y en particular la taurina, ha
probado un efecto cardioprotector mediado por su inhibiciéon del RAAS, evitando las
consecuencias clinicas derivadas de su activacién, y preservando la funcién mitocondrial en
el dafio por I/R, todo lo cual redundaria en una mejoria de la sobrevida celular (336, 337).
Dentro del grupo de los minerales, los principales compuestos utilizados como terapia
frente al dafio por I/R han sido el zinc y el magnesio. Estos minerales participan activamente
en numerosos procesos enzimaticos e intervienen directamente en la homeostasis celular.
La administracion de ambos minerales en forma de post-condicionamiento en modelos
animales de cardiopatia isquémica ha demostrado reducir el area final del infarto y mejorar
la recuperacién de la funcién ventricular (338-340).

Por dltimo, la administracion de la coenzima Q10 ha permitido limitar la disfuncién
endotelial asociada a los procesos de isquemia y reperfusion, optimizando la contractilidad
miocéardica en modelos animales de IAM (341), y demostrando ser eficaz en reducir el dafo

por I/R a través de un incremento en la capacidad enzimatica de las enzimas superdxido
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dismutasa (SOD) y catalasa, para prevenir efectivamente el dafo celular por estrés oxidativo
(342).

Anivel de la utilizacién de nutracéuticos en el tratamiento de la IC post-infarto, una revision
sistemética de 40 estudios evalud su efectividad en forma complementaria a la terapia
médica recomendada por guias de practica clinica. La mayor evidencia provino
principalmente de un Unico estudio, el Gruppo lItaliano per lo Studio della Sopravvivenza
nell'Insufficienza cardiaca (GISSI-HF), randomizado, controlado y doble-ciego que evalué
en mas de 7.000 pacientes el uso de acidos grasos poli-insaturados en pacientes con IC en
clase funcional Il-lll, demostrando una modesta pero significativa reducciéon de la
mortalidad del 8% (IC 99%, 0,84-0,99) y de hospitalizaciones CV en un 7% (IC 99%, 0,87-
0,99) en todo el espectro de la funcién ventricular (aunque mas del 90% poseian una
FEVI<40%) (343). Sin embargo, otras revisiones sistematicas del tema han evidenciado un
efecto nulo con diversos nutracéuticos a nivel de aparicion de eventos y mortalidad total
(289). Esta variabilidad observada podria deberse a estudios con muestras muy limitadas
de pacientes, con disefios metodoldgicos heterogéneos, y muchos de los cuales se habian
implementado previo a la utilizacién del bloqueo neuro-humoral empleado en la actualidad
(344).

Una estrategia adicional de relevancia para mejorar la efectividad de la terapia con
nutracéuticos en el ambito de la proteccién cardiovascular consistié en administrar una
suplementacion combinada de estos compuestos, derivados de distintos grupos quimicos.
El objetivo final consistié en emplear diversos mecanismos de acciéon y dianas moleculares,
para obtener un efecto aditivo producto de su asociacién, teniendo una actividad sinérgica
sobre diversos procesos enzimaticos, y de esta forma conseguir utilizar dosis menores de
cada nutracéutico individual y limitar sus potenciales efectos adversos (283). En su mayor
parte, para investigar su actividad cardioprotectora se emplearon una combinacién de
levadura de arroz rojo (con diversas concentraciones de monacolina K), junto a
nutracéuticos del grupo de los compuestos fendlicos, fitoestrégenos, minerales, vitaminas,
e incluyendo a también Silybum marianum (345-348). En estudios pre-clinicos y en
humanos se evidencié una mayor actividad ateroprotectora, con reducciéon del dafio
endotelial y promocién de un efecto anti-inflamatorio, aunque sin traducirse esto en un
impacto significativo sobre eventos CV mayores. Por otro lado, la quercetina, en asociacion
con diversos flavonoides, demostré un importante efecto de inhibicién plaquetar, mediada
a través de un incremento en la produccién de dxido nitrico, disminuyendo el potencial
oxidativo del perdxido de hidrégeno y superdxido, y estimulando una reduccion en la
produccion de TXA2 derivada de la inhibicién de la protein-quinasa C y Cox 2 (349, 350),

tanto a nivel in vivo como in vitro (351, 352).
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Esta tesis se ha centrado sobre dos nutracéuticos especificos que se desarrollan a

continuacion.

3.6.3. Espirulina

La espirulina corresponde a un nutracéutico derivado de una microalga espiral miembro
de las cianobacterias (353). Las principales especies en la actualidad corresponden a
espirulina platensis, espirulina maxima y espirulina fusiforme. Constituye un nutracéutico
con un elevado contenido proteico de alta calidad incluyendo a la mayoria de los
aminoéacidos esenciales, y es una fuente rica de minerales, vitaminas y anti-oxidantes
(conteniendo ficocianinas, carotenoides, tocoferoles y compuestos fendlicos) (354).
Adicionalmente, posee aproximadamente un 5% de acidos grasos poli-insaturados, entre
los que se encuentran el acido linoleico, acido eicosapentaenoico y docosahexaenoico
(353, 355). La espirulina es considerada un nutracéutico seguro para el consumo humano
con un perfil de bioseguridad favorable en diversos estudios pre-clinicos (355).

En cuanto a su actividad metabdlica, la espirulina ha demostrado mudltiples efectos
positivos. En pacientes obesos, evidencié un impacto significativo sobre el peso corporal,
consiguiendo una reduccién del indice de masa corporal y del perimetro de cintura (356,
357). Esta actividad podria estar mediada por una inhibicién en la diferenciacion
adipocitaria, asociada a una disminucién en la acumulacién intra-hepética de lipidos y una
modulacién del centro cerebral del apetito promovida por la colecistoquinina, una
hormona liberada por la accién de la fenilalanina, aminoacido presente en la composicién
quimica de la espirulina (358, 359).

En tanto a su actividad sobre el tono vasomotor, la suplementacién con espirulina en
pacientes de riesgo CV elevado se acompafié de una disminucién significativa en los
valores de TA (360, 361). Uno de los principales componentes de la espirulina, la
ficocianina, seria la responsable de este efecto al inducir un incremento en la funcién de la
NOS endotelial y limitar directamente la funcionalidad de la enzima convertidora de
angiotensina, bloqueando asi la actividad del RAAS (362).

De la misma forma, la espirulina ha sido evaluada para el tratamiento de la dislipemia en
distintos ensayos clinicos, consiguiendo una significativa reducciéon en los niveles de
colesterol total (entre un 10-33% dependiendo de la dosis empleada), C-LDL (15-45%) y
triglicéridos (23-28%), con un incremento en los valores del colesterol de lipoproteinas de
alta densidad (C-HDL) (del 11,5 al 15%) (355, 356, 360, 363). Sus mecanismos
fisiopatolégicos han sido investigados a nivel experimental, donde se ha demostrado una
inhibicion en la absorcién yeyunal de colesterol y en la reabsorcién del acido biliar (364),

aumentando la excrecién lipidica fecal (365). A su vez, limita la funcién de la enzima 3-
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hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) reductasa e incrementa la actividad de la
lipoprotein-lipasa (LPL), produciendo un efecto hipocolesterolémico al reducir el C-LDL y
triglicéridos (366).

Respecto al metabolismo de la glucosa, ensayos clinicos con espirulina en pacientes
obesos y con DM tipo 2 han evidenciado una disminucién en los niveles plasmaticos de
glucosa y de la HbA1c (363). El mecanismo estaria relacionado en parte con el alto
contenido proteico de espirulina, que reduciria la absorcién intestinal de glicidos, a la vez
que estimula la secreciéon endégena de insulina pancreatica (363). Sin embargo, de forma
similar a lo observado con otros tipos de nutracéuticos, algunos estudios han presentado
resultados disimiles, con un efecto neutro a nivel metabdlico y sin demostrar un impacto
significativo en los factores de riesgo investigados (360, 361).

Por ultimo, el efecto cardioprotector de la espirulina, y en especial sobre el dafio por I/R,
no ha sido practicamente evaluado previamente. Su potencial efecto sobre el corazén se
ha analizado Unicamente en un modelo de cardiotoxicidad por doxorrubicina, tanto en
animales pequefios (ratén) como in vitro en cardiomiocitos humanos, observandose una
reduccion significativa en los puntos finales de lipoperoxidacion, IC y mortalidad (367, 368).
A su vez, la espirulina ha demostrado efectos citoprotectores tanto en modelos animales
como humanos y ha mejorado los pardmetros de disfuncion vascular y endotelial (369, 370).
Esto es debido a su importante actividad antiinflamatoria y anti-oxidante, evidenciadas a
través de un aumento en los niveles de IL-2 y reduccién de IL-6, e induciendo la funcién de
la enzima SOD (361, 371). La ficocianina, junto al B-caroteno, tendrian un papel principal
en esta accion, reduciendo la presencia de ROS, la produccién de nitritos y
lipoperoxidacion hepatica, a la vez que inhiben la actividad de la enzima NOS inducible
(INOS), Cox-2, TNF-a. y NF-xB (355, 372, 373),

Por lo tanto, la espirulina constituiria un candidato nutracéutico de gran interés para evaluar
su impacto en la prevencion del dafo por I/R en un modelo con adecuado potencial

traslacional.

3.6.4. Silybum marianum

La planta Silybum marianum, méas cominmente conocida como Cardo mariano, es un
nutracéutico fitoquimico perteneciente a la familia Asteraceae, utilizada desde hace mas
de dos mil afos para el tratamiento de diversas condiciones clinicas. Se encuentra
compuesta por un conjunto de biomoléculas activas, de las cuales el 60 a 80% de ellas
corresponden a flavonolignanos, fenoles naturales hibridos (parte flavonoide y parte
lignano). Los flavonoides mas abundantes corresponden a la silibinina A y silibinina B, que

constituyen los componentes funcionales basicos de su principal compuesto, la silimarina
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(374). El porcentaje restante se encuentra representado principalmente por acidos grasos
poliinsaturados (50% linoleico, 30% oleico) (375).

Silybum marianum ha demostrado un adecuado perfil de seguridad, y se encuentra
comercializada en forma de capsulas en dosis variables. Su biodisponibilidad es baja y
dependiente en gran medida de las sustancias complementarias utilizadas como vehiculo
del nutracéutico (376).

Estudios iniciales pre-clinicos y posteriormente en humanos han evidenciado propiedades
beneficiosas a nivel CV derivadas de su potente actividad anti-inflamatoria y anti-oxidante
(377, 378). Estos efectos se encuentran mediados, por un lado, por sus propiedades
inmunomoduladoras al inhibir la via de las proteina cinasas activadas por mitégenos
(MAPK) y el NF-kB, y por el otro, al inducir una importante capacidad anti-oxidante a través
de distintos mecanismos complementarios: restituyendo la accién del factor nuclear 2 (376,
379), induciendo la activacion de la SOD, asi como una reduccién en la peroxidacion
lipidica y una mayor quelacién de metales pesados (380-383).

Adicionalmente, Silybum marianum ha probado tener un impacto beneficioso sobre los
principales factores de riesgo CV: consigue una disminucién en los niveles plasméticos de
glucemia a través de un incremento en la insulino-sensibilidad y proteccién frente al dafo
de células-f pancreaticas; promueve la vasodilatacién regulando los valores de TA,; reduce
la albuminuria previniendo el dafio nefrético; y modula el perfil lipidico disminuyendo el
grado de esteatosis hepatica (378, 384-387). Los mecanismos principales responsables de
esta actividad metabdlica corresponden a una reduccién en los niveles de IL-1p y Cox-2,
asi como una disminucién en la produccién de colesterol mediada por una inhibicién en la
actividad de la enzima HMG-CoA reductasa, paso limitante en la sintesis endégena de
colesterol (388-391).

Por lo tanto, derivado de su importante actividad citoprotectora, Silybum marianum ha sido
utilizada para el tratamiento de los procesos de dafo por I/R a nivel de distintos érganos,
con una adecuada efectividad global (382, 392-394). En este contexto, nuestro grupo ha
demostrado previamente en un modelo con alto impacto traslacional (i.e., porcino) los
beneficios cardioprotectores de Silybum marianum en el marco del IAM. Concretamente,
se ha evidenciado por vez primera que la ingesta de Silybum marianum reduce el dafio por
I/R preservando la funcién mitocondrial e incrementando el tejido miocardico viable post-
infarto (395). Asimismo, se ha detectado una disminucién significativa en la activacion de
las vias del factor de crecimiento transformante 1 (TGF-p1) y SMAD 2/3 (implicadas en la
fibrosis miocardica), e inhibicién de las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2/9). Todo ello se
asocio finalmente a una mejoria en la funcién ventricular posterior a un IAMCEST (395). Sin
embargo, aun queda por determinar un posible efecto protector sobre el remodelado

ventricular adverso y sus consecuencias deletéreas.
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3.7. Modelo animal de infarto agudo de miocardio

El primer y principal desafio en la investigaciéon traslacional lo representa la apropiada
seleccion y establecimiento de un modelo animal acorde de enfermedad, que permita
reproducir la fisiopatologia humana de la forma mas semejante posible, y considerando los
tratamientos concomitantes y situaciones clinicas asociadas (396). Esto, a su vez, debera
establecerse dentro del marco de los estandares de experimentacién animal, adecudndose
a las recomendaciones de las guias ARRIVE y en respeto de las 3Rs desarrolladas en 1959
por Russell y Burch: reemplazo, refinamiento y reduccién de animales en investigacion (397,
398). Regularmente, es necesario encontrar un equilibrio entre el empleo de un modelo
animal adecuadamente reproducible y al mismo tiempo costo-efectivo, que tenga la
relevancia necesaria para su traslacion a humanos.

Sin embargo, la alta complejidad de la enfermedad aterotrombética, asi como la etiologia
multifactorial de la patologia CV y en especial de los mecanismos de dafio por I/R dificultan
enormemente la instauracion de un modelo animal conveniente. Del mismo modo, las
diferencias inter-especies, la variabilidad en las técnicas y protocolos utilizados y la
heterogeneidad en el disefio metodoldégico de los estudios pre-clinicos han contribuido

aun mas a limitar la traslacion humana de los hallazgos experimentales. (399).

3.7.1. Caracteristicas y potencial traslacional de modelos animales

Los roedores habitualmente constituyen el modelo animal inicial para la fase exploratoria
de la investigacién pre-clinica. El uso de ratas y ratones se ve favorecido por el amplio
conocimiento de su informacién genética, la posibilidad de introducir modificaciones
particulares en genes, su corto periodo de gestacién y los bajos costos asociados a su
mantenimiento (396). Por su parte, los conejos constituyen animales de transicion entre
pequefios modelos a grandes animales, debido a que su relativo tamano permite la
realizacion mas definida de IAM quirlrgicos, a la vez que presentan una funcionalidad
electrofisioldgica semejante a los humanos (400). Sin embargo, el sistema cardiovascular
global de estos modelos dista en gran medida de la condicién humana.

De los modelos animales de ECV empleados en la actualidad, el modelo porcino ha sido
establecido por la comunidad cientifica internacional como el mas relevante vy
representativo en investigacion pre-clinica y traslacional (401), debido a las mdltiples
caracteristicas que lo definen. Por un lado, tanto la anatomia coronaria, el tamafio de los
vasos sanguineos, y la estructura y funciéon cardiacas se correlacionan apropiadamente a su

homodlogo humano (402). A diferencia del modelo canino, los cerdos exhiben dominancia
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coronaria derecha en forma similar a humanos, con una clara separacién entre los diferentes
territorios coronarios, lo cual permite la induccién de infartos precisos y bien localizados
dada la escasez de circulacién colateral que si se encuentra presente en perros (403, 404).
Adicionalmente, la oclusién experimental de una arteria coronaria en cerdos induce un IAM
en forma anéloga a los territorios afectados en humanos y con un proceso de remodelado
ventricular adverso comparable (401).

En este sentido, la principal mas frecuentemente intervenida en los modelos de cardiopatia
isquémica corresponde a la arteria coronaria izquierda, especialmente ambas ramas
principales correspondientes a la arteria circunfleja y descendente anterior. La afectacion
de la primera permite generar infartos mas pequefos y localizados en la pared lateral del
ventriculo izquierdo, lo cual reduce considerablemente la apariciéon de complicaciones y
mortalidad intra-procedimiento y presenta un menor impacto a nivel de la disfuncion
cardiaca. Por el contrario, la oclusién de la arteria descendente anterior produce infartos
antero-apicales y septales con mayor compromiso de tejido miocardico dafiado, lo cual
redunda en un aumento de las eventos arritmicos e IC aguda durante la intervencién, y
produce un deterioro més importante de la funcién ventricular (401). Si bien esto implica
una mayor tasa de mortalidad inmediata o en el corto plazo, genera zonas de infarto mas
significativas y a la vez severas que resultan fundamentales para evaluar adecuadamente la
eficacia de las estrategias terapéuticas investigadas, ya que impactos menores en la funcion
y remodelado tendrian menor potencia para demostrar la efectividad de una nueva terapia
en estudio. Asimismo, el modelo porcino presenta una alta tasa de supervivencia (>70%)
con técnicas percutaneas y protocolos de intervencién modernos, permitiendo la induccion
de un infarto graduable segln la necesidad, dependiendo del sitio de oclusién coronaria 'y

el tiempo relativo de isquemia (405).

3.7.2. Modelo porcino de infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento
ST

En consecuencia, el modelo porcino de IAM representa el estandar en investigacion animal
traslacional, y puede ser establecido a través de la oclusién coronaria tanto en forma
quirdrgica como percutdnea. Los modelos quirdrgicos implican la realizaciéon de
toracotomia mediana y ligadura coronaria directa. Sus ventajas radican en asegurar una
visualizacién amplia y abierta del territorio estudiado asi como la posibilidad de evaluar
directamente la funcién contréctil cardiaca durante el procedimiento, aunque en
contraparte presentan una mas elevada mortalidad peri-intervencién, con mayor tasa de

complicaciones asociadas (inflamacién, infecciones, sangrado) asi como un importante
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dafio muscular y tisular residual (derivado de la apertura mecénica de térax) que puede
desencadenar una respuesta inflamatoria adicional al del propio evento isquémico.

Para solventar dichas dificultades, el modelo percutdneo de IAM ha sido desarrollado,
habiéndose observado un incremento sustancial en su utilizaciéon en forma paralela al
empleo mas generalizado de la ICP en humanos. Inicialmente, distintas estrategias
percutaneas fueron empleadas para el establecimiento del proceso isquémico, como la
ablacién alcohdlica intra-coronaria o intra-miocérdica (406, 407), la inyeccién de distintos
materiales (gel de agarosa, mezclas de trombina/fibrinégeno, esponjas de espuma vy
microesferas) (408-411) o la administracién de sustancias trombogénicas para inducir
trombosis intracoronaria in situ (412). Sin embargo, todas estas estrategias se
acompafnaban de varias complicaciones que limitaban su aplicabilidad. Tanto la
embolizacién con alcohol como la utilizacién de sustancias quimicas producian una clase
de infarto que no reproducia integramente al que se hubiese generado por oclusién de la
circulacion coronaria nativa, a la vez que dichas sustancias podian refluir hacia otros
territorios impidiendo delimitar adecuadamente el sitio concreto del infarto.
Posteriormente, se implementd el inflado de balén intra-coronario para la obstruccion
transitoria del flujo sanguineo, lo cual permiti6 demarcar con detalle el sitio de oclusién
propuesto asi como el territorio afectado, sin las complicaciones derivadas de la cirugia
cardiaca. Este método no sélo incrementé la fiabilidad de los datos obtenidos sino que
ademas permitié un seguimiento a mediano/largo plazo, algo que con los métodos
quirdrgicos resultaba menos viable (413). Los estudios realizados en nuestro grupo y en
otros han evidenciado que la oclusién con balén intra-coronario a nivel proximal de la
arteria descendente anterior en conjuncién a un tiempo de isquemia mas prolongado (90
minutos) se asocié con un mayor tamano final del infarto (414), equivalente a hasta un 75%

del total del corazén isquémico en riesgo (415, 416).

66



4. HIPOTESIS

La cardiopatia isquémica representa la primera causa de mortalidad en el mundo, con un
considerable impacto en la calidad de vida y pronéstico de los pacientes que la padecen,
y una elevada carga econémica y social para los sistemas de salud.

En el dltimo tiempo ha quedado en relevancia que un amplio nimero de pacientes que
sufren un IAMCEST (oclusién coronaria completa), pese a recibir una terapia de reperfusion
efectiva de forma temprana, presentan éareas de infarto de gran tamafio que contribuyen
al desarrollo posterior de un remodelado ventricular adverso y progresan en etapas
subsiguientes a diversos grados de disfuncién ventricular e insuficiencia cardiaca. De
hecho, el tamario final del infarto es uno de los principales determinantes del pronéstico
global de esta patologia.

A pesar de los intensos esfuerzos destinados a la busqueda de estrategias terapéuticas
capaces de mitigar las consecuencias deletéreas derivadas tanto del propio infarto en si,
asi como del dafno establecido por el proceso de isquemia/reperfusion, actualmente no
existen terapias de cardioproteccién que se implementen a nivel clinico lo que refuerza la
necesidad de buscar posibles estrategias o nuevos compuestos capaces de proteger el
corazon infartado.

Los nutracéuticos corresponden a un grupo de compuestos bioactivos de origen natural,
que ademas de ser ricos en determinados nutrientes poseen comprobados beneficios para
la salud cardiovascular al ejercer potentes efectos anti-inflamatorios y antioxidantes,
favoreciendo la supervivencia celular y modulando positivamente diversos estados
metabdlicos. Sin embargo, su utilidad y efectividad como potenciales agentes

cardioprotectores en el marco de un IAMCEST queda aln por ser investigado.

En base a lo anteriormente expuesto, nuestra hipétesis de trabajo es la siguiente:

La ingesta regular de espirulina y Silybum marianum (nutracéuticos) ejercerd efectos
cardioprotectores directos que limitaran el dafio estructural y funcional desencadenados
en el marco de un IAMCEST.
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5. OBJETIVOS

Esta hipotesis se abordara con_los siguientes dos objetivos:

5.1. Objetivo 1

Estudios previos han evidenciado que la espirulina produce efectos anti-ateroscleréticos y
reduce la cardiotoxicidad inducida por el tratamiento quimioterapico con antraciclinas
(doxorrubicina). Sin embargo, el potencial de la espirulina para limitar el dafio miocérdico
y mejorar la disfunciéon ventricular en el contexto del infarto agudo de miocardio (dafio por

I/R) aiin no ha sido determinado.

En base a estas observaciones, y teniendo en cuenta las propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y citoprotectoras de este nutracéutico, en nuestro primer objetivo
investigamos si la suplementacién oral diaria con espirulina reduce el tamafio de infarto y

mejora la funcién cardiaca post-IAMCEST.

5.2. Objetivo 2

Hemos demostrado previamente que la ingesta de Silybum marianum (Cardo mariano)
durante 10 dias previa induccion de un IAMCEST limita el tamafio de infarto y mejora la
contractibilidad cardiaca. Estos beneficios se asociaron, a nivel molecular y celular, con un
menor estrés oxidativo, una preservacién de la funciéon mitocondrial y una mayor
supervivencia del miocardio dafiado (336). Asimismo, también hemos descrito, en el marco
del IAMCEST, que la revascularizacién del miocardio isquémico induce la acumulacién de
triglicéridos a nivel cardiaco (cardiolipotoxicidad), lo cual favorece el remodelado

ventricular adverso post-infarto (376).

En base a esta evidencia, y teniendo en cuenta las propiedades metabdlicas beneficiosas
atribuidas a Silybum marianum, en nuestro segundo objetivo analizamos si la ingesta
regular de este nutracéutico previene de los efectos deletéreos asociados a la
cardiolipotoxicidad post-infarto contribuyendo asi a atenuar el remodelado ventricular

adverso y preservar la funcién miocérdica.

Ambos objetivos se llevaron a cabo utilizando un modelo porcino altamente traslacional

mediante la inducciéon percutdnea transcatéter de un IAMCEST, en el que se combinaron
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la evaluacion de pardmetros cardiacos estructurales y funcionales, estudios moleculares en

distintos tejidos junto a analisis hematoldgicos y bioquimicos.
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6. MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Los materiales y métodos utilizados se encuentran detallados en los articulos publicados
como parte del proyecto de esta tesis doctoral. El articulo 1 concierne la investigacion
relacionada al objetivo 1 de estudio, mientras que el articulo 2 desarrolla la hipotesis
correspondiente al objetivo 2.

=  Articulo 1:

Vilahur G*, Sutelman P*, Ben-Aicha S, Mendieta G, Radiké M, Schoch L, Casani L, Borrell-
Pagés M, Padro T, Badimon L.

* both authors contributed equally

Supplementation With Spirulina Reduces Infarct Size and Ameliorates Cardiac Function in
a Pig Model of STEMI.

Frontiers in Pharmacology. 2022 May 3; 13: 891801. DOI: 10.3389/fphar.2022.891801.

=  Articulo 2:

Vilahur G, Sutelman P, Mendieta G, Ben-Aicha S, Borrell-Pages M, Pefia E, Crespo J, Casani
L, Badimon L.

Triglyceride-induced cardiac lipotoxicity is mitigated by Silybum marianum.

Atherosclerosis. 2021 May; 324: 91-101. DOI: 10.1016/j.atherosclerosis.2021.03.014.
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6.1. Articulo 1

La espirulina constituye un nutracéutico con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
citoprotectoras. El presente trabajo investigd si la administracion de espirulina induce un
efecto cardioprotector en un modelo porcino de IAMCEST. Con esa finalidad, dicho
nutracéutico fue administrado por un periodo de 10 dias, y posteriormente se llevé a cabo
la induccion de un IAMCEST mediante oclusién coronaria percutanea por 1,5 horas seguido
de un periodo de 2,5 horas de reperfusién. La espirulina demostré ejercer efectos
protectores frente al dafio por I/R que se asociaron a una reduccién significativa en el

tamafio final del infarto y una mejora en la funcién ventricular.
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Background and Aims: Myocardial infarction (M) is the clinical manifestation of
atherosclerotic coronary artery disease. Spirulina is an algae known to ameliorate
cardiometabolic disorders and with proven anti-inflammatory and anti-oxidant effects.
We investigated, in a highly translatable animal model, whether oral supplementation with
spirulina protects against the deleterious effects triggered by ST-elevation MI (STEMI).

Methods: Pigs were fed a regular diet supplemented with spirulina (1 g/animal/bid) or
placebo-control for 10 days. Thereafter, animals were subjected to 1.5 h percutaneous
balloon-induced coronary occlusion (STEMI) followed by 2.5h reperfusion and then
sacrificed. We assessed infarct size and cardiac function. Blood samples and infarcted
and remote myocardial tissue were obtained.

Results: Spirulina supplementation reduced infarct size by 64%, increased myocardial
salvage by 18%, and improved cardiac function by 30% vs. controls {po < 0.05). These
benefits were associated with attenuation in DNA-oxidative damage and apoptotic
markers and increased INOS in the infarcted myocardium, higher AMPK activation in
the remote myocardium, and lower myocardial MCP-1 expression. Systemically, spirulina
attenuated Cox-2 expression in STEMI-activated peripheral blood mononuclear cells and
enhanced TNF-a release acutely post-STEMI. Additionally, spirulina decreased weight gain
progression over time {o < 0.05) without changes in lipids, glucose, liver or kidney
parameters.

Conclusion: A 10-day supplementation with spirulina exerts cardioprotection in a
preclinical setting of STEMI by limiting cardiac damage and improving ventricular
contractility through anti-oxidative, anti-inflammatory, and anti-apoptotic mechanisms.

Key irulina, STEMI, cardioprotecti ioxidati ti-i y, anti-apoptotic, weight
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INTRODUCTION

Despite significant improvement in the treatment of
atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD), cardiovascular
mortality remains the leading cause of death in developed
countries (Badimon et al, 2017). Rupture of coronary
atherosclerotic plaques and subsequent thrombus formation
leads to coronary vessel occlusion and ensuing myocardial
infarction (MI). Following an acute ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI), the size of the resultant
infarction is the major determinant of post-infarct left
ventricalar dysfunction and the subsequent development of
heart failure (Heusch and Gersh, 2017), a condition which
exerts a considerable global burden on healthcare and
economic resources (Moran et al, 2014). New treatment
strategies are needed in order to limit myocardial injury and
improve clinical outcomes in patients presenting with acute
STEML

Nutraceuticals are a group of naturally produced bioactive
compounds that have proven health benefits besides their
nutritive properties (Badimon et al,, 2010; Vilahur et al., 2018;
Carrizzo et al, 2020). In this specific cluster, microalgae have
stood out as photosynthetic microorganisms capable of
generating biofunctional molecules with several cytoprotective
activities. Particularly, spirulina, a filamentous cyanobacterium
which accounts for up to 30% of the overall microalgal biomass
produced worldwide (Costa et al., 2019). Spirulina is primarily
comprised of proteins and essential aminoacids providing high
nutritional ~ value, but additionally contains phenolic
phytochemicals  including ~ C-phycocyanin,  vitamins,
polyunsaturated fatty acids, and an elevated concentration of
beta-carotene, delivering substantial antioxidative, anti-
inflammatory, and anti-atherosclerotic properties beyond its
beneficial ~effects in metabolic-associated cardiovascular
disorders (Finamore et al., 2017; DiNicolantonio et al,, 2020).
A systematic review including 18 randomized controlled trials
has reported that spirulina supplementation is safe and displays
positive effects in multiple metabolic syndrome components
(Yousefi et al,, 2019). As such, spirulina has shown to exert a
noteworthy weight management capacity eliciting a reduction in
both waist circumference and body mass index in several clinical
trials (DiNicolantonio et al., 2020; Grosshagauer et al., 2020).
Besides, several studies with spirulina have shown an
improvement in insulin sensitivity and glucose uptake
mediated by C-phycocyanin activity, and, in some studies
spirulina has displayed hypolipidemic properties (Park et al.,
2008; Mazokopakis et al., 2014b; Serban et al., 2016). On the other
hand, cell culture approaches have demonstrated the ability of
spirdlina to exhibit anti-atherosclerotic effects by preventing
monocyte migration through direct inhibition of P- and E-
selectin adhesion molecules (Vo and Kim, 2013; Ren et al,
2018), and to effectively inhibit doxorubicin-induced cardiac
damage (Khan et al, 2005; Khan et al, 2006a). However,
whether oral supplementation with spirulina is able to limit
infarct size and ameliorate cardiac dysfunction in the setting
of myocardial infarction remains to be addressed. With this in
mind, we sought to examine the potential cardioprotective effects

associated with oral daily supplementation with spirulina in a
highly translatable preclinical animal model of STEMI.

MATERIALS AND METHODS

Animal Procedures

Animal management was performed following European
Directive 2010/63/EU and in accordance with the ARRIVE 2.0
guidelines (Percie du Sert et al., 2020) and complies with the 3Rs
(Animal Ethics Infolink, 2019). Experimental protocols were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committees.

Study Design

The experimental design involved crossbred commercial female
swine (n = 12; Landrace x Largewhite) fed a regular pig chow diet
randomly supplemented with spiralina (1 g/animal/bid; n = 6) or
placebo-control (n = 6) for 10days. Animals were fed a
normocholesterolemic diet dosed at 3.5% of pig’s body weight
adjusted on a daily basis. The regular chow included: gross
protein 15.1%; gross fat 3.40%; gross fiber 4.00%; gross ash
5.50%; calcium 0.81%; phosphorus 0.57%; sodium 0.15%;
lysine 0.89%; methionine 0.24%. All pigs were monitored to
ensure intake of their chow and exclude any potential bias due
to a decrease in food intake. Spirulina capsules were composed of
100% spirulina platensis (Pranarom, ACL 7846467). Placebo
tablets were comprised of standard commercially available
gelatin capsules. At the end of the treatment period and 2h
after the last dosage, pigs were subjected to a 1.5 h experimental
STEMI induction followed by 2.5 h phase of complete reperfusion
(ie., ischemia/reperfusion). Thereafter pigs were sacrificed and
cardiac tissue samples collected. The dosage of spirulina
administered in this study was selected according to the use in
both pigs (Yordanova et al., 2015) and clinical trials (Huang et al,
2018).

Closed-Chest Animal Model of ST-Segment

Elevation Myocardial Infarction

STEMI was experimentally induced by fluoroscopy-guided
percutaneous coronary intervention as previously described
(Vilahur et al., 2009; Mendieta et al.,, 2019a; Mendieta et al,
2020) in a preclinical animal model with human resemblance.
Briefly, prior to the procedure, pigs were anesthetized with a
combination of intramuscular tiletamine + zolazepam (7 mg/kg)
+ medetomidine (0.07 mg/kg). Animals received a continuous
and stable flow of oxygen (inspired fraction 0f0.5%) during all the
intervention with permanent control of arterial saturation.
Anesthesia was maintained with inhalatory isofluorane (2%)
throughout the entire procedure (both in the course of
myocardial infarction induction as well as in the reperfusion
period). Continuous electrocardiographic monitoring with
hemodynamic parameters was performed. Coronary occlusion
of the mid left anterior descending artery posterior to the
emergence of the first diagonal branch was induced by balloon
inflation, verifying a Thrombolysis In Myocardial Infarction
(TIMI) 0 flow downwards. A period of 1.5h was sustained
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with complete coronary obstruction and subsequently
reperfusion was achieved by balloon deflation confirming
TIMI 3 flow restoration.

Cardiac Function Evaluation

A Phillips iE33 echocardiography system equipped with a 85-1
Sector Array transducer was employed for the attainment of
transthoracic echocardiography in every animal prior to STEMI
induction, post-STEMI, and after 25h of reperfusion as
previously performed (Vilahur et al, 2014b). Left ventricle
¢jection fraction (LVEF) was assessed as a surrogate for LV
global systolic function. All measurements were acquired by
an independent operator blinded to treatment group.

Cardiac Sample Collection and Myocardial

Damage Assessment

After the 2.5 h reperfusion period animals were injected with
Evan’s Blue dye to properly define the area-at-risk (AAR) in order
to ensure comparable degree of jeopardized myocardium
(i.e, ischemic heart). Subsequently, pigs were sacrificed during
anesthesia with an intravenous administration of 10 ml KCl 2M.
Hearts were carefully excised and segmented in six transverse
divisions (1 cm width) in order to alternatively collect slices for
2,3,5-triphenyltetrazolium  (TTC) staining (infarct size
assessment) or molecular/immunochistochemical analyses. In
this latter regard, myocardial samples from both infarcted and
remote regions were obtained, frozen, pulverized in liquid
nitrogen and minced in Tripure” or lysis buffer for RNA and
protein isolation, respectively. The AAR and TTC staining were
appraised by an independent blinded observer through
planimetry assessment employing Image]m software analysis
(NIH). Infarct size was expressed as % AAR.

Myocardial Oxidative Damage

Paraffin-embedded myocardial tissue from the infarcted region
was cut and placed on poly-L-lysine-coated slides and
deparaffinized. Antigen removal was required before staining
for 8-hydroxyguanosine (80H-G, mouse monoclonal antibody;
Abcam ab48508), a sensitive biomarker of intracellular DNA
damage induced by oxidative stress. Four images per animal were
captured by Nikon Edlipse 80i microscope and digitized by Retiga
1300i Fast camera, and staining of the myocardial tissue was
quantified and expressed as % stained area.

Molecular Footprint of the Infarcted Heart

We assessed in both the infarcted and remote myocardium
protein expression levels of: 1) inducible nitric oxide synthase
(iNOS); 2) monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), an
inflammatory chemokine; 3) adenosine monophosphate
activated protein kinase (AMPK) phosphorylation, a key
marker of cardiac metabolism and autophagy; and 4) total and
truncated caspase-3, a marker for apoptotic cell death execution.
Besides, we also investigated caspase-3 transcript levels by real-
time PCR-7000 Sequence Detection System of ABIPRISM
(Applied Biosystems) by an assay-on demand. Protein
expression was normalized to fB-actin and presented in

arbitrary density units (AU) whereas for gene expression
analyses, the threshold cycle (Ct) values were determined and
normalized to the housekeeping 18SrRNA.

Systemic Inflammatory Response:
Peripheral Blood Mononuclear Cells and

Circulating Cytokine Levels

We assessed the impact of spirulina supplementation on
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) activation and
cytokine release. For this purpose, 20ml of blood were
collected into EDTA tubes at the three tested time points
(prior-STEMI, post-STEMI, and 2.5h post-reperfusion) from
all animals. Blood samples were immediately subjected to
Ficoll-paque Plus (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
United States) density gradient centrifugations to isolate
PBMCs. PBMC were processed for protein analyses of
cyclooxygenase 2 (Cox-2) which was normalized to Ponceau
staining. We also analyzed tumor necrosis factor-a (TNF-a)
and interleukin-1p (IL-1p) levels in plasma using commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay kits (porcine
TNF-a and IL-1f from Quantikine Porcine Kits from R&D
Systems). According to the manufacturers, the minimum
detection limits for TNF-« and IL-1B were 23.4 and 39.1 pg/
ml™, respectively.

Biochemical Plasma Analysis

Blood samples were obtained at baseline, day 10, prior-STEMI,
acutely post-STEMI (5 min following coronary occlusion) and
after 2.5h of reperfusion (sacrifice) for haematological (System
9000, Serono-Baker Diagnostics) and biochemical analysis
(glucose and lipid levels, and kidney and liver function
parameters; Clima MC-15 RAL Biotechnologies).

Weight Control
Animals were subjected to weight assessment at baseline and after
completion of the 10-day experimental period.

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as mean * standard
deviation (SD). After testing for normal distribution
(Shapiro-Wilk test), repeated ANOVA measures and
paired t-test as appropriate were used to analyze variables
within each group, whereas unpaired t-test was used for all
single time-point measurements. A cut-off value of p < 0.05
was used to consider statistical significance. Statistical
analyses were performed with the GraphPad Prism
software package.

RESULTS

Spirulina Supplementation Limits Weight
Gain

Weight gain was significantly lower in animals receiving spirulina
supplementation as compared to controls (19% vs. 29%,
respectively; p = 0.01; Figure 1).
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FIGURE 1 | Effects of Spirulina supplementation on weight.#p < 0.05 vs. control; o < 0.05 vs. baseline. Data expressed as mean + SD.
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FIGURE 2 | Effect of Spirulina supplementation on cardiac damage and function. (A) Effect of Spirulina on infarct size. (B) Effect of Spirulina on cardiac function
assessed by echocardiography. AAR, area at risk; LV, left ventricle; LVEF, left ventricular ejection fraction; STEMI, ST-elevation myocardial infarction.=p < 0.05 vs.
control. Data expressed as mean + SD.
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FIGURE 3 | Antioxidant effects of Spirulina on the infarcted myocardium. Effects of Spirulina on DNA oxidative damage assessed by 8 hydroxydeoxyguanosine
(8OH-dG) staining.*p < 0.05 vs. control. Data expressed as mean + SD. Arrow heads depict 8-OH-dG statining.

Spirulina Supplementation Reduces
Myocardial Damage and Improves Cardiac
Function Acutely Post-ST-Segment
Elevation Myocardial Infarction

Both placebo-control and spirulina-treated animals displayed a
similar extent of jeopardized myocardium (AAR/LV) (67.7% +
3.5% vs. 69.4% + 4.9%, respectively; p = 0.5) indicating a
comparable severity of balloon-induced myocardial ischemic
damage (Figure 2A).

A 10-day supplementation regime with spirulina markedly
limited infarct size by 64% as compared to placebo-control
animals (29.8% + 11.5% vs. 10.5% + 3.7% AAR, respectively; p =
0.007). Accordingly, myocardial salvage was 19% greater in the
spirulina group as compared to placebo-control animals (p < 0.05).

The overall reduction in myocardial damage was associated with a
38% improvement in LVEF vs. controls, an effect already detected post-
STEMI that persisted up to 2.5 h post-reperfusion (p < 0.05; Figure 2B).

Spirulina Supplementation Attenuates
Myocardial DNA-Oxidative Damage

Spirulina supplemented-animals displayed a marked 58%
reduction in oxidative DNA damage in the infarcted
myocardium as compared to placebo-control animals (p <

0.05; seen in dark-brown in Figure 3). 80OH-dG staining was
barely detected in the remote myocardium of all pigs.

Effects of Spirulina on Myocardial
Molecular Footprint

We assessed protein levels of iNOS, MCP-1, and P-AMPK. As
observed in Figures 4A, D, spirulina supplementation led to a
significantly higher iNOS protein level in the infarcted region (p <
0.05 vs. control animals) whereas exerted no impact on the
remote myocardial tissue. Regarding MCP-1, spirulina
supplemented-animals showed a significant reduction in both
the infarcted and remote myocardium as compared to the control
arm (p < 0.05; Figures 4B-D). P-AMPK showed higher levels in
the infarcted myocardium of control pigs as compared to the
remote myocardial region (p < 0.05) whereas levels were higher in
the entire left ventricle of spirulina supplemented pigs (p < 0.05
vs. remote cardiac tissue from control pigs; Figures 4C,D).

Spirulina Supplementation Reduces
Apoptosis Execution in the Infarcted

Cardiac Region
Caspase-3 mRNA was found to be upregulated in the infarcted
tissue of all animals as compared to remote cardiac regions;
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FIGURE 4 | Effect of Spirulina on myocardial molecular footprint. Myocardial protein expression of inducible nitric oxide synthase iINOS; (A) monocyte
chemoattractan protein-1 MCP-1; (B) and Phosphorylated AMP protein kinase P-AMPK; (C) in the infarcted and remote myocardium. (D) Representative Western Blot
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yet, no differences were detected in caspase-3 protein
expression (Figures 5A,B). In contrast, spirulina
supplementation was associated with a significant lower
levels of truncated caspase-3 in the infarcted cardiac region
as compared to controls (p < 0.05; Figure 5C). No changes
were observed in active caspase-3 in the remote myocardium
of both animal groups.

Spirulina Supplementation Exerts Systemic

Anti-Inflammatory Effects

Control animals showed an induction of Cox-2 protein
expression in PBMCs acutely post-STEMI that was not found
in spirulina supplemented animals (Figure 6A). All animals
showed higher circulating levels of TNF-a 2.5h post-
reperfusion as compared to baseline, although these levels
were significantly higher in the spirulina supplemented
subgroup as compared to controls (p < 0.05). No changes

were detected in IL-1p circulating levels in both groups at all
tested time points (Figure 6B).

Spirulina Effects on the Metabolic Profile,
and Hematological and Biochemical
Parameters

Liver, kidney, lipid and glucose levels and hematological
parameters were all within physiological ranges throughout the
entire study (Table 1).

DISCUSSION

Atherosclerotic plaque rupture is the most common cause of MI
(Vilahur et al, 2014a). MI-size largely determines patient’s
outcome. Hence, efforts have focused on the identification of
strategies able to limit myocardial damage. In the following study

Frontiers in Pharmacology | www.frontiersin.org

May 2022 | Volume 13 | Article 891801

77



Vilahur et al

Spirulina Limits Infarct Size Post-STEMI

mRNA Caspase-3

mControl O Spirulina

<

4

Z

12

=

2

4

4

[5

Infarcted Remote
myocardium  myocardium

Protein ex
Caspase-3

mControl O Spirulina

vs. Spirulina; Tp < 0.05 vs. remote myocardium. Data expressed as mean + SD.

=¥
5 <
3 7 2
k4 ]
& S ZE ZE
& 2 S& 8 &
H Casp-3 [ w [
g (35kDa) l ]
Cleaved | _ ] |
oo [ ][ ]
(17kDa)
Infarcted Remote Infarcted Remote
myocardium  myocardium myocardium  myocardium

FIGURE 5 | Effect of Spirulina on myocardial apoptosis execution. (A) Caspase-3 transcript levels. (B) Protein expression of total and cleaved caspase-3.#p < 0.05

Protein expressi
Cleaved Caspase-3

®Control O Spirulina

ote
yocardium

we demonstrate for the first time that a 10-day oral
supplementation with spirulina exerts cardioprotection in a
preclinical setting of STEMI by enhancing myocardial salvage
and improving ventricular contractility through antioxidative,
anti-inflammatory, and anti-apoptotic mechanisms.

Spirulina is a blue-green algae increasingly employed as a
nutritional supplement because of the health outcomes associated
to its regular intake, particularly regarding metabolic syndrome
components (Khan et al., 2006b; Stone et al., 2016). Herein, we
further prove that a 10-day supplementation with spirulina
significantly limits coronary artery occlusion-related cardiac
damage (i.e., infarct size). The size of infarction is strongly
related to mortality and heart failure development in STEMI
patients (Heusch et al, 2014). Despite efforts have focused on
testing therapies to promote myocardial salvage, currently there is
no therapy routinely used in the clinical setting (ITeusch and
Gersh, 2020).

So far, the in vivo effects of spirulina on the myocardium have
been only investigated in a mice model of doxorubicin-induced
cardiotoxicity where oral spirulina supplementation for 7 weeks
elicited a decrease in lipid peroxidation, normalized antioxidant
enzymes, and limited doxorubicin-induced myocardial
ultrastructural changes leading to an overall significant

reduction in mortality (Khan et al, 2005). In our study we
further expand spirulina-related cardioprotective properties to
the setting of coronary artery total occlusion and elucidate the
mechanisms behind its action. As such, we have evidenced that
animals receiving spirulina supplementation have significantly
higher iNOS protein levels and a diminished myocardial
oxidative injury in the infarcted heart and a higher AMPK
activation levels in the entire myocardial tissue. Activation of
iNOS/NO signaling in the setting of MI has shown to exert both
protective and detrimental effects (Yu et al., 2018). On the one
hand, there is overwhelming evidence supporting the ability of
NO-derived iNOS to mediate the anti-stunning, vasodilator and
anti-infarct effects in preconditioned hearts (i.e., hearts more
resistant to sustained ischemia-related damage because of the
previous exposure to multiple short episodes of ischemia and
reperfusion) (Xi et al., 1999; Bolli, 2001). In fact, iNOS was the
first gene identified to mediate late ischemic pre-conditioning
(Madonna et al,, 2015), and gene therapy with iNOS, either 3 days
or up to 2 months prior-MI induction (Li et al., 2006; Li et al.,
2011), has shown to exert cardioprotection. Yet, it should also be
considered that enhanced iNOS/NO may lead to peroxynitrite
formation and subsequently associated oxidative damage.
However, in such scenario, the powerful antioxidant properties
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FIGURE 6 | Effect of espirulina on the systemic inflammatory response. (A) Cox-2 protein expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Circulating
levels of (B) TNF-a and (C) IL-1f.#p < 0.05 vs. control; 'p < 0.05 vs. prior-MI. Data expressed as mean + SD.

of spirulina might have blunted iNOS-related oxidative stress
thereby switching iNOS from detrimental to protective and
consequently enhancing the ability of the heart to withstand
STEMI-related injury. Nevertheless, further research is warranted
to determine the mechanism by which spirulina acutely induces a
higher iNOS expression in the ischemic myocardium in the
setting of MI. TNF-a, a cytokine known to acutely protect
against infarction and contractile dysfunction, has shown to
regulate iNOS (Lecour et al, 2002). Here, we detect a
significant and acute increase in TNF-a plasma levels with an
enhanced iNOS expression and reduced oxidative damage in the
infarcted heart of spirulina supplemented animals. TNF-a has an
ambivalent role in MI. Transient increase in TNF-a has shown to
protect against ischemia-reperfusion injury by interacting with
myocardial TNF receptor type 2 and consequent downstream
activation of the cardioprotective SAFE pathway (Lecour el al.,
2005) whereas excessive and long-lasting release of TNF-a has
shown to exert detrimental effects (Schulz and ITeusch, 2009).
Moreover, we also evidence higher AMPK activation in the
remote myocardium of spirulina supplemented animals

indicating that spirulina cardioprotective benefits are not only
confined to the infarcted region but to the entire left ventricle. We
and others have reported that AMPK signaling, besides being
essential to maintain cardiac energy metabolism under ischemic
stress, induces autophagy protecting against the progression of
post-STEMI adverse cardiac remodeling (Kanamori et al., 2011;
Vilahur et al., 2016; Mendieta et al,, 2019b). A recent study has
demonstrated the ability of spirulina to induce mRNA expression
levels of autophagy-associated genes (i.e, AMPK and ULKI) in
the liver of growing lambs, supporting our findings in the heart
tissue (Liang et al., 2020). We also identify lower levels of the
inflammatory marker MCP-1 in the entire myocardium of
spirulina supplemented pigs. Furthermore, spirulina anti-
inflammatory effects are also evident systemically by a reduced
Cox-2 expression in the acute phase after coronary occlusion in
PBMCs. Of note, no changes were observed in IL-1p plasma
values among all animals at the different tested time points. In
this regard, a low intrinsic expression of myocardial NLRP3
inflammasome (involved in processing of pro-IL-1f into its
active form) has been detected in the acute phase of infarcted
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TABLE 1 | Haematological parameters, (A} liver and Kidney function markers, (B} plasma glucose levels and lipid profile (C} at baseline, 10 days, prior-STEMI (ST-elevation
myocardial infarction), 5 min post-STEMI and at 2.5 h post-reperfusion (sacrifice).

Time Control Spirulina p value
A. Haematological parameters
Hematocrit {vol %) Baseline 27009 256 £ 05 0.20
10 days 258+ 12 248+14 0.60
Prior-STEMI 25.7 0.1 238+09 0.09
Post-STEMI 269 +16 222+09 0.03
Sacrifice 258+1.2 248+1.4 0.60
Hemoglobin {g/cl) Baseline 9.7 +06 93 +04 063
10 days 9.7 + 054 91 £05 045
Prior-STEMI 10.8 0.1 89+06 0.03
Post-STEMI 95 + 05 83+04 0.08
Sacrifice 97 £05 9105 0.45
White blood cells (10%1) Baseline 150+ 19 144 £13 0.81
10 days 165+ 24 11.3+15 0.10
Prior-STEMI 202+72 143+18 0.27
Post-STEMI 148+23 118 +21 0.36
Sacrifice 16524 113+15 0.10
Platelet count (10°1) Baseline 2455 + 27.5 354.2 + 28.2 0.02
10 days 232.1 + 28.6 3248 + 31.6 0.06
Prior-STEMI 291.5+ 795 362.7 £ 33.6 0.53
Post-STEMI 236.8 + 29.8 3171 £ 267 007
Sacrifice 232.1 +28.6 3248 £31.6 0.06
B. Kidney and liver function markers
Blood urea nitrogen {mg/dl) Baseline 1.0+ 241 171 £ 4.0 0.22
10 days 15778 157 £ 47 0.99
Prior-STEMI 248+28 17,2+23 0.14
Post-STEMI 15.0 = 3.1 176 + 3.1 0.56
Sacrifice 15778 157 £ 4.7 0.99
Creatinine (mg/dl) Baseline 1.0+01 12 04 0.12
10 days 1.2 £0.1 13 +01 0.44
Prior-STEMI 10£02 13+01 053
Post-STEMI 12 +01 15 +0.2 0.15
Sacrifice 1.2 +01 13 +0.1 0.44
Alanine aminotransferase (UL} Baseline 393118 359:26 0.78
10 days 37.2+03 352 +17.0 091
Prior-STEMI 459 22 50.0 + 16.9 0.81
Post-STEMI 2717+ 44 266 + 4.0 0.85
Sacrifice 37.2+03 352 £17.0 0.91
C. Plasma glucose levels and lipid profile
Glucose (mg/d) Baseline 856 +11.9 1185+ 7.2 0.13
10 days 956 +11.9 1128 £23.2 0.56
Prior-STEMI 76.2 = 10.1 108.7 £ 8.6 0.09
Post-STEMI 1298 + 145 1402 + 121 0.59
Sacrifice 956 +11.9 1128 £ 231 0.56
Total cholesterol (mg/dl) Baseline 975+ 39 82469 0.10
10 days 956 + 129 76.7 £5.7 0.27
Prior-STEMI 785 +17.5 845+6.2 0.78
Post-STEMI 0676 83.1+£54 0.44
Sacrifice 9656 £ 129 76.7 £5.7 027
Triglycerides (mg/dl) Baseline 258+ 3.9 350+£7.3 037
10 days 283+43 325+25 0.49
Prior-STEMI 22505 23.6 £ 3.1 083
Post-STEMI 26.8 £2.4 29.6 £ 3.6 0867
Sacrifice 283+£43 325+25 0.49
High-density lipoprotein cholesterol (mg/dl) Baseline 359+ 42 47.9 + 13.2 043
10 days 57.8 £ 8.0 645+ 4.4 051
Prior-STEMI 216 +£47 429+7.4 0.06

(Continued on following page)
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TABLE 1 | (Continued) Haematological parameters, (A) liver and kidney function markers, (B) plasma glucose levels and lipid profile (C) at baseline, 10 days, prior-STEMI
(ST-elevation myocardial infarction), 5 min post-STEMI and at 2.5 h post-reperfusion (sacrifice).

Time

Post-STEMI
Sacrifice

Baseline
10 days
Prior-STEMI
Post-STEMI
Sacrifice

Low-density lipoprotein colesterol (mg/dl)

Control Spirulina p value
31.0+68 474+ 75 0.13
578 +8.0 6451+ 4.4 0.51
85.2 + 16.2 56.2 + 16.5 0.25
96.2 + 121 51.0+ 14.22 0.06
523+ 128 583+87 0.73
788 £ 17.0 64.1 £ 10.2 0.47
96.2 + 12.1 51.0+ 142 0.06

Data are expressed as mean + SD. p value denotes differences between control pigs and spirulina-treated animals. All values are within physiological ranges based on ourin-house data for

young healhy pigs.
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FIGURE 7 | Study design and spirulina’s cardioprotective effects in a pig model of STEMI.

hearts (Jong et al., 2014), and could potentially support the
detected low IL-1f levels. Nevertheless, the overall antioxidant
and anti-inflammatory effects may explain the reduction in
caspase-3 activation observed in the infarcted myocardium of
spirulina supplemented pigs which, in turn, has likely contributed
to promote myocardial salvage and limit cardiac dysfunction in
the setting of STEMIL.

It has been claimed that spirulina improves several well-
established cardiovascular risk factors providing benefits
around weight loss and hyperlipidaemia. A recent systematic
review and meta-analysis of five randomized clinical trials
assessing spirulina effect on weight loss found that spirulina
supplementation significantly decreases total weight, body fat
percentage, and waist circumference in obese subjects (Moradi
et al., 2019). Of note, there is no clinical evidence to support a
potential modulation of spirulina in food intake (Moradi et al.,
2019) and, in line with our observations, spirulina has shown to
exert no effects in food intake in mice (Zhao et al, 2019). We
observe that animals supplemented with spirulina for 10 days
displayed a significant decrease in the rate of weight gain
progression in comparison to control pigs. Several mechanistic
pathways have been proposed to explain spirulina’s ability to
improve weight management. As such, spirulina high content of

anti-oxidative molecules has shown to partly inhibit lipase
activity while modulating appetite and food intake (Fujimoto
et al,, 2012; Hassan and El-Gharib, 2015). Besides, phenylalanine,
one of the essential aminoacids comprised in spirulina structure,
has also shown to directly inhibit the brain appetite center
(Mazokopakis et al, 2014a). Regarding the hypolipidemic
response to spirulina supplementation, this has been observed
to differ in clinical trials based on the dosage, duration of
treatment, and the presence of comorbidities (Finamore et al.,
2017; Hernandez-Lepe et al,, 2019). A small trial in 30 healthy
volunteers with mild hyperlipidaemia demonstrated a notable
reduction in total cholesterol after an 8 week supplementation
with 4.2 g spirulina, although no changes were reported for HDL-
cholesterol or triglyceride levels (Nakaya and Goto, 1988).
Another clinical trial in Korean patients demonstrated that a
12 week supplementation with spirulina 8 g/day significantly
displayed lipid-lowering activity in non-obese subjects, while
in the obese subgroup no substantial change in lipid
metabolism was found (Park and Lee, 2016). Moreover,
spirulina supplementation for long periods has recently shown
to alter the gut microbiota that ultimately affect lipid metabolism
and weight (Li et al, 2021). Conversely, a study in obese
individuals observed no changes in lipid profile after a 12-
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week supplementation of spirulina 1 g/day despite a reduction in
weight gain. We do not observe any changes in lipid profile or
glucose levels after this short-term spirulina administration at
doses of 1 gr/animal/bid. Further research is warranted to
determine the optimal spirulina dose and timing required to
improve glucose metabolism and lipid profile in each specific
setting and whether these benefits are associated with changes in
the gut microbiome. Importantly, it deserves to be stated that
spiralina supplementation for 10 days confirmed its adequate
safety profile, and no adverse events were registered, with kidney
and liver function remaining unmodified throughout the entire
experimental period.

This study was carried out in young and healthy pigs without
comorbidities and/or associated medication. We intended to
address spirulina’s cardioprotective activity based on its
nutraceatical profile and its consumption as a dietary
supplement in subjects with no overt cardiovascular diseases
exposed to a sudden ischemic event. In fact, spirulina has
been proposed as a supplementary nutritional additive in
healthy subjects with the aim to improve their overall health
status (Karkos et al., 2011). Future studies should investigate the
effects of spirulina in normal healthy hearts as well as in clinical
scenarios combining metabolic comorbidities and ischemic heart
disease.

In conclusion, dietary spirulina supplementation for only
10 days has proven to elicit a cardioprotective effect in case of
presentation of an ischemic event, through antioxidative, anti-
inflammatory, and anti-apoptotic mechanisms that leads to a
reduced size of infarction an improved cardiac function
(Figure 7). Because of the absence of adverse effects, spirulina
supplementation may represent a simple way to counteract the
deleterious mechanism triggered during STEMI and may be a
promising novel strategy to enhance myocardial salvage in the
setting of ML
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6.1.1. Material suplementario

'.\' frontiers

Supplementary Material

1 Supplemental Table 1. Haematological parameters (A), liver and kidney function markers (B), plasma
2 glucose levels and lipid profile (C).
3 Data are expressed as mean = SD. All values are within the physiological range.
4
5 A. Haematological parameters
6
Time Control Spirulina p Value
Baseline 27.0+0.9 25.6+0.5 0.20
Hematocrit (vol %)
10days 258+1.2 248+ 1.4 0.60
Baseline 9.7 +0.59 9.3+0.4 0.63
Hemoglobin (g/dL)
10days 9.7 +0.54 9.1+0.5 0.45
Baseline 15.0+1.9 144+1.3 0.81
White Blood Cells (10°/L)
10days 16.5+2.4 11.3+1.5 0.10
Baseline | 245.5+27.5 | 354.2+28.2 0.02
Platelet count (10°/L)
10days 232.1+28.6 | 324.8+31.6 0.06
7
8 B. Kidney and liver function markers
9
Time Control Spirulina | p Value
Baseline | 11.0£2.1 17.1£4.0 0.22
Blood wurea nitrogen
(mg/dL)
10days | 15.7+7.8 15.7+4.7 0.99
Baseline | 1.0%0.1 1.2+0.1 0.12
Creatinine (mg/dL)
10days 1.2+0.1 1.3+0.1 0.44
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11
12

13

Baseline | 39.3+11.8 | 35.9+26 0.78
Alanine
aminotransferase (U/L)
10days | 372+03 | 352+17.0 0.91
C. Plasma glucose levels and lipid profile
Time Control Spirulina p Value
Baseline | 95.6+11.9 | 1185+72 0.13
Glucose (mg/dL)
10days 95.6+11.9 | 112.8+23.2 0.56
Baseline 97.5+£3.9 82.4+6.9 0.10
Total cholesterol (mg/dL)
10days 95.6+12.9 76.7+5.7 0.27
Baseline 25.8+3.9 35.0+73 0.37
Triglycerides (mg/dL)
10days 283+43 32.5+£25 0.49
Baseline 359+42 479+ 13.2 0.43
High-density lipoprotein
cholesterol (mg/dL)
10days 57.8+ 8.0 64.5+4.4 0.51
Baseline | 85.2+16.2 | 56.2+ 16.5 0.25
Low-density  lipoprotein
colesterol (mg/dL)
10days 96.2+12.1 | 51.0+14.22 0.06
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6.2. Articulo 2

Hemos demostrado en el modelo porcino de IAMCEST el potencial de Silybum marianum
de reducir el tamano de infarto de manera aguda tras el evento. En este segundo estudio
evaluamos el potencial de Silybum marianum de limitar el remodelado ventricular adverso
que se desencadena tras inducir un IAMCEST. La administracion oral de Silybum marianum
redujo de manera significativa y temprana la absorcién intestinal de triglicéridos con la
consiguiente reduccién en sus niveles plasmaticos. Tras 3 semanas de ingesta post-
IAMCEST se observé una atenuacién significativa del remodelado ventricular adverso y una
mejora en la funcién ventricular que se asocié con una menor acumulacién de triglicéridos
en el miocardio infartado (i.e., cardiolipotoxicidad) y un aumento en los receptores

encargados de la eliminacién lipidica a nivel cardiaco.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background and aims: Silybum marianum (SM) is an herbal product with cytoprotective and antioxidant proper-

sfl)"’“"" nanaan. ties. We have previously d d that SM a ventricular deling and improves cardiac per-

_II‘_‘F;‘OX'C_';" formance. Here, we evaluated whether SM could exert beneficial effects against cardiac lipotoxicity in a pig
riglyceride

model of closed-chest myocardial infarction (MI).

Methods: Study 1 investigated the effect of SM administration on lipid profile and any potential SM-related
adverse effects. Animals received SM or placebo during 10 days and were afterward sacrificed. Study 2 evalu-
ated the effectiveness of SM daily administration in reducing cardiac lipotoxicity in animals subjected to a 1.5h
myocardial infarction (MI), who were subsequently reperfused for 2.5h and euthanized or kept under study for
three weeks and then sacrificed.

Results: Animals administered a 10-day SM regime presented a sharp decline in plasma triglyceride levels vs.
controls, with no other modifications in lipid profile. The decrease in triglyceride concentration was accompa-
nied by a marked reduction in triglyceride intestinal absorption and glycoprotein-P expression. Three weeks post-
MI the triglyceride content in the ischemic myocardium of the SM-treated animals was significantly lower than in
the ischemic myocardium of placeb rols. This effect was d with an enh d cardiac exp ion of
PPARy and triglyceride clearance receptors. This long-term SM-administration induced a lower expression of
lipid receptors in subcutaneous adipose tissue. No SM-related side-effects were registered.

Conclusion: SM administration reduces plasma triglyceride levels through attenuation of triglyceride intestinal
absorption and modulates cardiac lipotoxicity in the ischemic myocardium, likely contributing to improve
ventricular remodeling.

Myocardial infarction
Lipid receptors

1. Introduction

Herbal products have been employed as therapeutic agents for cen-
turies in various pathologies. Silybum marianum (SM), commonly
known as milk thistle, is a member of the Asteraceae family bearing high
antioxidant potential and anti-inflammatory effects [1,2]. SM seed ex-
tracts are a rich source of polyphenol compounds, primarily silymarin,
which comprise its main bioactive molecule, silibinin. SM has demon-
strated to be a useful resource for the treatment of gastrointestinal and
hepatic disorders and mushroom poisoning by Amanita phalloides [3].
Additionally, it has also proven to ameliorate chemotherapy-related
adverse events and to modulate metabolic syndrome conditions [4,5].
In this latter regard, SM-amelioration on metabolic disturbances is

* Corresponding author. ¢/Sant Antoni M* Claret 167, 08025, Barcelona, Spain.

E-mail address: lbadimon@santpau.cat (L. Badimon).

https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2021.03.014

thought to be related to silymarin’s potential to enhance PPARy pathway
mediated by isosilybin A and through induction of farnesyl X receptor
(FXR) transactivity, thereby inhibiting NF-xB signaling with the conse-
quent reduction in the inflammatory process [6-8]. Due to its beneficial
properties, SM has also shown to confer protection in the setting of
ischemia/reperfusion (I/R) injury in different organs (e.g., gastric mu-
cosa [9], liver [10], kidney [11], and brain [12]) likely through a
pre-conditioning-effect [13], as well as to reduce infarct size in a rat
model of open-chest myocardial infarction (MI) [14]. We have recently
evidenced SM potential to exert cardioprotection and limit post-MI
adverse left ventricular remodeling in a pig model of closed-chest MI.
These benefits were associated with lower oxidative stress, better pres-
ervation of mitochondrial function and improved tissue survival,
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favouring overall reparative fibrosis and enhanced cardiac contractility
[15,16].

Elevated triglyceride plasma levels have been linked to an increased
risk of cardiovascular disease [17], and myocardial triglyceride accu-
mulation has been associated with impaired cardiac function and car-
diomyocyte death [18]. We have proven that MI per se elicits cardiac
triglyceride deposition and lipotoxicity [19]. So far, fibrates, by pri-
marily targeting hyperwriglyceridemic disorders have demonstrated to
significantly reduce major adverse cardiovascular events (MACE)
without impacting all-cause and cardiovascular (CV) mortality [20].
Additionally, omega-3 fatty acids (n-3 FAs) such as eicosapentaenoic
acid (EPA) in monotherapy or associated with docosahexaenoic acid
(DHA) are currently recommended for patients with hyper-
triglyceridemia [21]. Relevantly, EPA-only therapy at 4 g/d in the
randomized placebo-controlled REDUCE-IT trial displayed a significant
25% reduction in the primary end-point of a composite of CV death,
nonfatal MI or stroke, coronary revascularization, or unstable angina
[22]. Nonetheless, the STRENGTH trial testing a new formulation of
EPA-DHA has shown no beneficial effect [23] and a previous
meta-analysis involving 77,917 high-risk patients treated with n-3 FA
supplementation exhibited no significant association with coronary
heart disease or MACE [24]. Several mechanistic approaches have been
proposed for n-3 FAs activity on triglyceride levels, in particular a
reduction in hepatic triglyceride production through diacyl-glycerol
acyl transferase as well as a decrease in triglyceride availability by
ApoB inhibition and cellular lipogenesis [21]. However, their effects on
triglyceride are still a matter of controversy. Finally, dietary guidance
including the Mediterranean diet, the Dietary Approaches to Stop Hy-
pertension (DASH) diet, and paleolithic diets has shown a modest impact
on lipid profile and triglyceride levels [25,26].

In the present study, we aimed to evaluate the efficacy of SM on
reducing triglyceride levels and preventing cardiac lipid infilration
post-MIL

2. Materials and methods

Experimental procedures were reviewed and approved by the Insti-
tutional Animal Care and Use Committees (CEEA-IR) and authorized by
the Animal Experimental Committee of the local government (#5601)
following the Spanish law (RD 53/2013), the European Directive 2010/
63/EU and the ARRIVE guidelines [27].

2.1. Study design

The experimental protocol was conducted in healthy cross-bred
commercial swine (n = 36; 4-month old Landrace x Largewhite) fed a
regular (normocholesterolemic) pig chow diet. Animals were randomly
allocated to the different arms and treatments and blindly received
standard gelatin capsules (placebo pills) or SM (Simafit Capsules; Sanct
Berhard) before MI-induction.

The experimental design was divided into 2 studies (Supplemental
Fig. 1):

¢ Study 1 aimed to evaluate the effect of SM administration on tri-
glyceride absorption and lipid profile and to exclude any potential
effect elicited by SM-administration on healthy hearts (i.e., without
MI-induction). To that end, animals were administered SM for 10
days (Daily-SM; 15 mg/kg; 70% silibinin, equivalent to 10.5 mg/kg
of silibinin extract/day; n = 6) or gelatin placebo capsules (Control;
n = 6). At day 10 and 2h after SM administration, all pigs were
sacrificed, and samples from the small intestine, liver, and myocar-
dium were obtained from the anterior left ventricular wall (as done
in the ischemic myocardium) and the posterior left ventricular wall
(as done in the non-ischemic myocardium).

Study 2 examined whether the administration of SM attenuates
cardiac lipotoxicity in the setting of acute MI. For this purpose, pigs
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(n = 24) were administered SM for 10 days (15 mg/kg; n = 12) or
placebo to serve as controls (n = 12). At day 10 and 2h after SM
administration, all pigs were subjected to 1.5h of complete percu-
taneous balloon occlusion of the mid-left anterior descending coro-
nary artery. After the ischemic period, animals were reperfused for
2.5h and then either directly sacrificed (Control, n= 6; SM, n = 6) or
allowed to recover and kept for three weeks with the same treatment
regime (post-MI-SM, n = 6; post-MI-control, n = 6).

The daily dosage of SM used was comparable to those in clinical trials
where SM was tested for tissue-protective effects [28].

2.2. Effect of SM on plasma lipids, liver and renal function

Blood samples were collected at baseline (prior SM administration),
at day 10 (MI-induction), and sacrifice (3 weeks post-MI) for haemato-
logical (System 9000, Serono-Baker Diagnostics) and biochemical
analysis (lipids, and liver and kidney parameters; Clima MC-15 RAL
biotechnologies). Besides, a proof-of-concept study was carried out to
monitor the effect of SM on lipid profile over time (48h period). For this
purpose, pigs (n = 3) were orally administered SM at the same tested
dose (15 mg/kg/day) for two consecutive days (t = Oh and t = 24h).
Blood was drawn from the marginal ear from mildly sedated animals 1,
2, 4, 8, and 24h after SM ingestion for lipid panel assessment.

2.3. Analysis of SM effects on intestine and liver: lipid characterization by
thin-layer chromatography (TLC)

Intestinal and liver samples were obtained at sacrifice (10 days;
Study 1; Supplemental Fig. 1), immediately washed with PBS, and
frozen in liquid N> for further analysis. Cholesteryl esters, riglyceride,
and free cholesterol content were evaluated in the small intestine and
liver following previously reported protocols, according to the method
of Bligh and Dyer with minor modifications [29]. Briefly, one aliquot of
the sample suspension was extracted with methanol/dichloromethane
(2:1, vol/vol). After solvent removal under an N, stream, the lipid
extract was re-dissolved in dichloromethane and one aliquot partitioned
for TLC, which was performed on silica G-24 plates. Three different
concentrations of standards (a mixture of cholesterol and cholesterol
palmitate) were applied to each plate. The chromatographic developing
solution was heptane/diethyl ether/acetic acid (74:21:4, vol/vol/vol).
The spots corresponding to free cholesterol, cholesteryl esters, and tri-
glycerides were quantified by densitometry against the standard curve
of cholesterol and cholesterol palmitate, respectively, using a computing
densitometer (Molecular Dynamics).

2.4. Myocardial sample collection in MI-induced animals

Myocardial tissues were obtained from our study in pigs as detailed
in our recent paper by Vilahur et al. [15] and in Study 2 (Supplemental
Fig. 1). At sacrifice (2.5h post-reperfusion or 3 weeks post-MI) animals
were tranquillized, anesthetized, and sacrificed with an intravenous
injection of 10 mL KCl 2 M. Hearts were rapidly excised and weighted.
Myocardial tissue samples from the ischemic- and non-ischemic
myocardium were obtained, frozen in liquid N, pulverized and ho-
mogenized in Tripure® or lysis buffer for RNA and protein isolation.

2.5. Analysis of myocardial lipids and cardiac lipid receptors

We characterized myocardial lipids by TLC within the ischemic and
non-ischemic myocardium as detailed above. In addition, we assessed
gene and protein expression of lipid scavenger receptors low-density
lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1), LRP5, and very low-
density lipoprotein receptor (VLDLR), as well as protein levels of lipo-
protein lipase (LPL), and a cluster of differentiation 36 (CD36). Gene
levels were assessed by real-time PCR-7000 Sequence Detection System



G. Vilahur et al.

Table 1

SM effects on lipids, glucose levels, liver and renal function.

Follow-up of plasma lipids and glucose (A), liver enzymes (B) and renal function
(C) in animals administered Silybum mariamum (SM) or control for 10 days. *p <
0.05 vs. baseline.

A. Plasma lipids and glucose levels

Parameter Timing Heatlhy-Control Heatlhy-SM
Cholesterd (mg/dL) Baseline 84.7 £ 7.5 71.6 £10.1
10 days 797 £7.5 85.6 + 20.1
LDL-cholesterd (mg/dL) Basdine 451 £ 2.0 359£76
10 days 39.7 £8.7 41.6 £ 6.1
HDL-cholesterol (mg/dL) Baseline 34.6 £ 5.6 30.4+53
10 days 331 £29 30.1+£29
Total -chol esterol /HDL Basdine 25+02 2402
10 days 24+04 24+0.2
Triglycerides (mg/dL) Baseline 28.7 £2.5 258+ 158
10 days 340£75 8.6 + 1.5%
HDL/LDL Baseline 0.7 £0.1 0.9£0.1
10 days 0.86 £ 0.1 0.75+0.1
Glucose (mg/dL) Baseine 84.7 +20.8 94.2 £ 21.0
10 days 76.3 £23.1 89.0£11.8
B. Liver enzymes
Parameter Timing Heatihy-Control Healthy-SM
GOT (U/L) Baseline 223 £9.0 358+8.0
10 days 25.0 £6.5 35084
GPT (U/L) Basdine 28.5 £121 43.1+14.7
10 days 37.1£111 37.1+£127
C. Renal function
Parameter Timing Heatlhy-Control Healthy- SM
Urea (mg/dL) Basdine 20.2 £3.6 18.6 + 4.0
10 days 18.0 £2.5 17.5£27
Creatinine (mg/dL) Baseine 1.4+04 1.5+02
10 days 1.5+£02 1.5+£0.2

of ABIPRISM (Applied Biosystems) by an assay-on demand. The
threshold cycle (Ct) values were determined and normalized to the
housekeeping gene 18SrRNA to adjust for equal amounts of RNA. Pro-
tein expression was normalized to f-actin or Ponceau staining and pre-
sented in arbitrary density units (AU). WB antibodies and RT-PCR
primers are detailed in Supplemental Table 1. Additionally, immuno-
staining against peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
(PPARY) was performed in myocardial samples at 3 weeks post-MI in
both SM-treated animals and placebo-control animals.

2.6. Molecular analyses in the liver and small intestine
In animals from study 1, we assessed transcript and protein levels of
lipid receptors in the liver and small intestine. Besides, we also evaluated

liver levels of glycoprotein P and hypoxia-inducible factor 1-alpha
(HIF1a).

Table 2
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2.7. Molecular analyses in peripheral fat tissue

Based on the data obtained in the myocardium 3 weeks post-MI and
to determine any effect of SM on peripheral tissues post-MI, we evalu-
ated the expression of lipid-related receptors in all pigs’ subcutaneous
adipose tissue.

2.8. Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean =+ standard deviation.
After testing for normal distribution (Shapiro-Wilk test) repeated mea-
sures ANOVA and paired t-test as appropriate were used to analyze
variables within each group whereas unpaired t-test was used for all
single time-point measurements to compare between SM-supplemented
and control animals. A value of p < 0.05 was considered significant. The
statistical analyses were performed with the statistical software package
Statview.

3. Results
3.1. SM reduces triglyceride plasma levels

As shown in Table 1A, a 10-day administration of SM in normolipi-
demic animals was associated with a significant drop in plasma tri-
glyceride levels (from a baseline value of 25.8 + 15.8 mg/dL to 8.6 +
1.5 mg/dL; p<0.05). No changes in triglyceride levels were detected in
control pigs (28.7 + 2.5 mg/dl to 34.0 + 7.5 mg/dL). As per the other
lipid parameters, we observed no differences in total cholesterol, high-
density lipoprotein (HDL)-cholesterol or low-density lipoprotein
(LDL)-cholesterol after the 10-day regimen period and no modifications
were detected neither in glucose levels (Table 1A), liver enzymes
(Table 1B), nor renal function parameters (Table 1C). All animals
showed comparable weight (37.9 & 1.2 kg in SM vs 40.2 + 1.5 kg in
Controls).

The proof-of-concept 48 h kinetic study showed that cholesterol
levels (total, HDL- and LDL-cholesterol) remained unchanged
throughout the entire testing period (Table 2). In contrast, riglyceride
concentration was sharply diminished 1h after SM intake, remaining
significantly lower up to 4h (50% reduction; p < 0.05 vs. t = 0) and
returning to baseline values 8h post-intake. The same metabolic profile
was detected after the second SM-dose at 24h (Table 2).

3.2. SM reduces triglyceride content and glycoprotein-P expression in the
small intestine

Neutral lipid content in the small intestine of animals from study 1 is
shown in Fig. 1A. Triglycerides are the major neutral lipid component in
the small intestine, being in the duodenum of control animals three-
times the amount detected in the jejunum. Interestingly, there was a
55% reduction in triglyceride content in the small intestine of SM-

Proof of concept study on the effects of Silybum mariaen (SM) on plasma lipid profile over time.

Hours Triglycerides (mg/dL) Total -cholesterd (mg/dL) HDL-cholesterd (mg/dL) LDL-chol esterol (mg/dL)
SM-intake 0 336 £7.0 68.7 £ 1.6 41.1+11.4 20.7 £11.4
1 9.0 £ 1.7* 65.6 £10.9 433+ 42 138 +58
2 6.2 = 1.0% 64.3 £10.0 38.67 £10.5 244 +£187
4 17.6 = 6.0* 583 £11.2 46.2 + 16.4 8.6 £6.9
8 30.3 £12.8 66.3 £ 5.5 302+ 4.4 30.1 £4.2
SM-intake 24 33+25 33.0+6.6 323+£15 3204118
25 17.0 £ 1.7* 60.6 £ 7.5 45.0 £16.7 29.6 £ 21.0
26 7.1 £1.0* 60.7 £ 5.6 38.9+20 20.3+83
28 20.2 £1.9* 64.0 £ 1.7 44.9 £ 8.5 141 £ 10.1
32 26315 62.3 £4.9 39.7 £ 4.9 18.1 £10.7
48 343 £32 643£1.1 445+ 4.2 13.3+ 5.0
n 3 animals. *p <0.05 ys. SM-intake.
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treated animals compared to levels in the same small intestine section of
control animals (duodenum and jejunum; p < 0.05). Intestinal choles-
teryl esters and free-cholesterol content remained unchanged among all

animal groups.

Protein levels of glycoprotein-P (Fig. 1B) were found to be signifi-
cantly reduced in the jejunum of SM supplemented animals, which was
accompanied by the consequent induction of its transcript levels
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(Fig. 1C). No changes in glycoprotein-P expression were observed in the
duodenum between groups (Fig. 1B and C).

3.3. SM reduces triglyceride circulating levels without affecting
lipotoxicity after ischemia/reperfusion (I/R) injury

We further investigated the impact of SM intake on circulating lipid



G. Vilahur et al.

A,

20

pg/mg protein

04—

Techami Nonicch

1R Control

60 LRP1
50

40

AU
"%
AU

30 4

OJCE
aTG
BFC

LRPS

Atherosclerosis 324 (2021) 91-101

I/R Control I/RSM
LR
MR L e
Folaw W [ mn| o oelee

- VLDL-R

%

# R SM

AU

" |
2 - 1 2 1 |
10 -
0 0

0

Ischemic Non-ischemic Ischemic Non-ischemic Ischemic Non-ischemic
LRP] | G| |~ v LRPS | s e ViDL S |
Bractin [N — — — B-actin | e ] | —— PO i | | —
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(n

levels in the setting of I/R. In line with our observations, administration
of SM prior MI resulted in a significant acute drop in plasma triglyceride
levels post SM-intake (Supplemental Table 2). We then investigated
cardiac lipid content in the experimental I/R model (1.5h of complete
ischemia and 2.5 h reperfusion) that resulted in an impairment of left
ventricular ejection fraction (LVEF) of approximately 30%, as previ-
ously reported [20]. As shown in Fig. 2A triglyceride was the highest
neutral lipid in the ischemic and non-ischemic myocardium of all ani-
mals. However, it was higher in the ischemic region as compared to
non-ischemic myocardium (p < 0.05). Protein expression of lipid re-
ceptors was also significantly higher in the ischemic area vs
non-ischemic region (Fig. 2B). During acute reperfusion, SM regimen did
not result in an increased TG deposit in myocardial tissue, nor demon-
strated a significant impact on lipid receptors expression (Fig. 2A and B).

3.4. Chronic SM administration a
intramyocardial triglyceride infiltration and increases carduzc expression
of triglyceride clearance receptors

er MI-indi

As shown in Supplemental Table 2, triglyceride plasma levels
returned to baseline at three weeks post-MI. Of note, blood extractions
were performed 12h after the last daily dose of SM. Similar to previous
findings, SM-intake induced no changes in total, HDL- or LDL-
cholesterol (Supplemental Table 2), liver enzymes (Supplemental
Table 3A), renal function markers (Supplemental Table 3B) and hae-
matological parameters (Supplemental Table 4) after the 3-week
administration period.

At three weeks post-M]J, triglyceride content at a cardiac level was
significantly augmented in the ischemia region as compared to the non-
infarcted myocardium of control animals (Fig. 3; p < 0.05). SM
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6 animals/group). *p < 0.05 vs non-ischemic. CE: cholesteryl esters; TG: triglycerides; FC: free cholesterol.
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administration significantly reduced triglyceride levels in the ischemic
area to values similar to the non-ischemic zone (Fig. 3).

As previously reported [20], post-MI-SM-administered animals
showed a greater improvement in left ventricle ejection fraction (LVEF)
as compared to post-MI-controls (post-MI vs. 3 weeks: 43 + 4% vs. 54 +
3% post-MI-controls and 41 + 2% vs. 63 + 2% post-MI-SM; p < 0.05).
Yet, no significant correlation was detected between cardiac triglyceride
content and LVEF at this time point 12=0.13; y = 61.9-0.3x).

Gene transcription (Fig. 4A) of lipid receptors LRP1, LRP5, and
VLDL-R was significantly increased by SM in the entire left ventricle
(LV). Protein levels of LRP-1, VLDL-R (Fig. 4B) were found to be higher
in the entire LV of post-MI-SM animals as compared to post-MI-control
animals, whereas no changes were detected for LRP5. Within the post-
MlI-control animals, LRP1 was enhanced in the infarcted tissue as
compared to non-ischemic myocardium. Yet, expression levels were
always significantly lower than those displayed in post-MI SM-treated
animals.

Glycoprotein-P protein expression was significantly increased in the
ischemic myocardium of SM-treated pigs compared to both control an-
imals and the non-ischemic cardiac region (Fig. 4C). SM-treated animals
had higher expression of PPAR-y in the entire myocardial tissue
(ischemic and non-ischemic regions) than placebo-tweated animals
(Fig. 5A). We further assessed the cardiac expression of LPL and CD36,
involved in wiglyceride breakdown and fatty acid (FA) uptake. As shown
in Fig. 5B, protein levels of LPL were significantly reduced in the
ischemic myocardium of post-MI-control compared to post-MI-SM ani-
mals. In fact, LPL levels in post-MI-SM animals were comparable to those
found in non-ischemic cardiac tissue. As per CD36, SM administration
for three weeks enhanced CD36 protein expression in the entire LV as
compared to post-MI-controls (Fig. 5C).
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3.5. SM administration does not display lipid adverse effects on healthy
hearts

In animals not subjected to MI (Study 1) myocardial neutral lipids
(Supplemental Fig. 2A), protein expression of CD36, LRP1, LRP5, VLDL-
R, and glycoprotein-P (Supplemental Fig. 2B) were similar in the SM and
control groups throughout the entire myocardium.

3.6. SM does not affect lipid content nor the expression of lipid receptors,
glycoprotein-P and HIF1q in the healthy liver

No variations were detected in the content of neutral lipids within
the liver in SM-supplemented animals with respect to controls on day 10
(Supplemental Fig. 3A). Interestingly, transcript levels of LRP1, LRP5,
VLDL-R, and glycoprotein-P were significantly increased in SM-treated
animals (Supplemental Fig. 3B), but no differences were detected in
protein levels of these receptors in unchallenged animals (Supplemental
Fig. 3C). No differences were neither detected as per HIF1-o expression
in both animal groups (Supplemental Fig. 3D).

il

37. SM
intestine

G T protein expression in the small

& P

No changes were detected in LRP1, LRP5, VLDL-R, CD36, and FABP1
transcript levels between all animals, neither in duodenum nor jejunum
(Fig. 6A). In control animals, protein levels of LRP1 and VLDL-R were
found to be enhanced in the duodenum as compared to the jejunum
(Fig. 6B). SM was able to significantly reduce LRP1 and VLDL-R protein
expression in the duodenum, whereas it enhanced its expression in the
jejunum (Fig. 6B). LRP5 and CD36 levels were unaffected by SM.
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3.8. SM elicits a reduction of lipid receptors in subcutaneous adipose
tissue in animals treated for three weeks post-MI

As shown in Fig. 7, SM-administered animals showed a significant
decrease in VLDL-R and LPL expression in subcutaneous adipose tissue
three weeks post-MI as compared to post-MI-controls. No differences
were observed in LRP5 and CD36 expression within all animals over
time.

4. Discussion

In the present study, we report that SM administration markedly
reduces plasma triglyceride levels through attenuation of triglyceride
intestinal absorption and modulates cardiac lipotoxicity in the ischemic
myocardium three weeks post-infarction. So far, pre-clinical and human
trials have supported SM ability to decrease triglyceride serum levels, in
particular in the setting of type II diabetes and metabolic syndrome [30].
Our data suggests that SM interferes with the process of triglyceride
intestinal absorption leading to a sharp decline in triglyceride plasma
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levels, an effect that remains up to 4h post-ingestion. In this regard,
experimental models employing specialized techniques developed to
assess intestinal function, mainly Caco-2 cell permeability and
single-pass intestinal perfusion, have determined that SM uptake is
predominantly achieved in the small intestine [31]. Due to its high
flavonoid composition, SM presents low intestinal absorption with poor
bioavailability evidencing its effects mainly in the intestinal region [32,
33]. Yet, research into novel formulations to enhance its activity in
targeted tissues such as liquisolid compounds, bioengineered nano-
particle delivery systems and liposomal carriers is under development
[34,35]. Interestingly, in subcutaneous adipose tissue we observe a
significant reduction in VLDL-R and LPL protein expression at 3 weeks
post-MI allowing us to discard potential confounding mechanisms of
decrease wiglyceride plasma levels through adipose tissue uptake.
Moreover, in the small intestine of SM-treated animals we demonstrate a
reduction in glycoprotein-P levels. Conflicting evidence exists as per SM
effect on glycoprotein-P activity. In some clinical studies, SM has shown
to hinder glycoprotein-P mediated clearance of chemotherapy drugs
[36], while other findings related to the co-administration of SM with
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digoxin, a substrate of P-glycoprotein, displayed no variations in its
pharmacokinetic profile [37]. Of note, SM has shown to impact the
multidrug resistance 1 (MDR1) signaling pathway mainly through
glycoprotein-P inhibition [38,39]. In fact, a study in healthy human
volunteers evidenced an association between SM administration and
inhibition of the MDR1 pathway [40]. Several studies, however, have
pointed out the highly polymorphic condition of the MDR1 gene
encoding for P-glycoprotein [41] which could result in a fluctuating in
vivo response. Undoubtedly, further research on SM effects on MDR1 are
still required.

At a cardiac level, both autopsies and imaging modalities [42] have
supported the presence of excess lipid content in the infarcted area of
ischemic heart disease patients, directly relating myocardial triglyceride
content with ventricular dysfunction [43]. We demonstrated in a
pre-clinical animal model that MI induces lipid infiltration within the
jeopardized myocardium, which in turn impairs myofibroblast-induced
healing of the evolving scar [19]. Besides, triglyceride accumulation in
the heart has been shown to play an important role in the development
of cardiac fibrosis in type II-diabetes [43]. Pre-clinical trials evaluating
mitochondria-targeted antioxidants have demonstrated a crosstalk be-
tween cardiac lipotoxicity and mitochondrial oxidative stress, proving to
reduce cardiac lipid damage in diet-induced obesity in rats [44].
Meanwhile, in the clinical setting, the administration of compounds
known to modulate mitochondrial activity by blocking FA oxidation
have decreased myocardial oxidized-FA content and insulin-resistance,
ultimately enhancing cardiac function [45]. Here, we have evidence

@ Post-Ml-control

\%

Fig. 7. Effect of SM administration on adipose
tissue-related lipid receptors.

Administration of SM for 3 weeks post-MI led to a
significant reduction in VLDL-R and LPL expression
in the peripheral adipose tissue as compared to
control animals.VLDL-R: very low density lipo-
protein receptor; LPL: lipoprotein-lipase; LRP: li-
poprotein receptor-related protein; CD: cluster of
differentiation. *p < 0.05 vs Post-MI Control.

Post-MI Post-MI
Control SM

LRP5
toi-r [
D36 [~ -

98

95

that SM intake is not able to change cardiac triglyceride content acutely
after reperfusion (2.5 h after infarction), yet, at 3-weeks after MI the
daily administration of SM did result in a significant attenuation of
cardiac lipotoxicity. In an earlier study [15], we detected an improve-
ment of global ventricular performance at 3 weeks post-MI. Although we
do not observe a direct correlation between cardiac triglyceride levels
and cardiac performance at this time point, left ventricular remodeling
remains a complex molecular and stuctural process extending beyond
lipid deposition. Indeed, the additional benefits of SM on oxidative
stress, tissue survival, and reparative fibrosis may have synergistically
contributed to the general functional benefits observed on LVEF [15].
Regarding the effect on cardiac lipid receptors, these triglyceride-related
structural benefits associated with SM intake were accompanied by an
overall positive induction of VLDL-R and LRP1 expression within the
entire LV. A study in VLDL-R and LDL-R knockout transgenic mice model
has demonstrated that VLDL-R plays a key role in the peripheral uptake
of triglycerides and that its deletion contributes to lipotoxicity and
increased mortality [46]. Regarding SM effect on LRP1, we have earlier
established that ischemia stimulates LRP1 expression in cardiomyocytes
likely influencing lipid homeostasis [47]. At this time, we expand this
evidence by exhibiting SM ability to further increase LRP1 activity in the
injured heart. As per the role of LRP5, we do not detect changes in this
receptor’s expression in chronic stages post-M], in line with our previous
work [48]. However, we demonstrate that LPR5 is markedly enhanced
in the ischemic myocardium in both animal groups early after reperfu-
sion, although not being affected by SM administration. Hence, we
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evidence that LRP5 seems to modulate myocardial lipid toxicity post-MI
beyond its role in preventing vascular lipid infiltration [49]. Moreover,
we also identify a recovery in the cardiac expression of LPL in the
ischemic myocardium and higher CD36 protein expression in the entire
LV of SM administered animals. LPL, through triglyceride hydrolysis,
releases FAs which, upon beta-oxidation, are considered the predomi-
nant source of energy for the heart [50].

Interestingly, the hypowriglyceridemic activity of PPARy has been
directly related to LPL induction, eventually contributing to modulate
cardiac lipid metabolism [51]. In this study, we have demonstrated an
enhanced expression of PPARy in the entire cardiac tissue of SM-treated
animals in comparison to control further supporting SM-related car-
diometabolic beneficial effects. At the same time, CD36 represents a key
FA translocase responsible for FA cardiac uptake [52]. Of note, several
studies have evaluated cardiac lipid metabolism in both LPL and CD36
knock-out mice models, displaying a significant reduction in car-
diomyocyte FA uptake which is associated with an increase in plasma
triglycerides levels [53,54]. Finally, we also detect an enhancement in
glycoprotein-P levels in the infarcted tissue of animals under chronic SM
administration. So far, an experimental study in a rat model of apnea has
evidenced a significant raise in myocardial glycoprotein-P activity two
weeks after intermittent exposure to hypoxia [55]. Further studies are
required to determine the mechanisms by which SM may modulate
glycoprotein-P expression in the cardiac tissue subjected to ischemia.

In conclusion, Silyburn marianum acutely reduces plasma triglyceride
levels as a result of decrease intestinal triglyceride absorption. More-
over, daily intake of SM for 3 weeks post-MI enhances cardiac receptors
related to triglyceride metabolism and PPARy, ultimately leading to a
reduction in myocardial triglyceride-infiltration. Because SM did not
exert any effect on healthy hearts, we can postulate that SM effects on
cardiac lipotoxicity in the remodeled myocardium post-MI are the result
of not only lowering plasma levels but of a direct effect on triglyceride
clearance in the damaged myocardium due to lipid receptors up-
regulation, MI-derived tissue disruption could have passively induced
the accumulation of triglycerides; however, the effects are not seen in
the acute phase of MI (2.5 h reperfusion animals), when the injury is
inflicted in the cardiac tissue.

It is of interest that there were no safety concerns detected during the
study, as well as liver and kidney functions remained within normal
range. Likewise, SM inhibition of triglyceride intestinal absorption was
accompanied by differential modulation of LRP1 and VLDL-R in the
different regions of the small intestine, which will require additional
research to identify the significance and correlation in this finding.

Adding to our prior evidence of SM effectiveness in reducing
myocardial oxidative damage, preserving mitochondrial function and
improving reparative fibrosis in the heart [21], SM seems a cost-effective
and promising novel therapeutic strategy not only to diminish systemic
triglyceride concentrations but to prevent adverse ischemic left ven-
tricular remodeling and the subsequent development of heart failure.
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6.2.1. Material suplementario

Supplemental Table 1. Western Blot and RT-PCR data
Data regarding WB antibodies and RT-PCR primers employed in the study.

A. Western Blot

Antibody Product code
CD36 LS-C81154
Glycoprotein P/ABCB-1/ MDR-1 #13978S
Lipoprotein lipase (LPL) sc-373759
Lipoprotein receptor protein 1 (LRP-1) ab92544
Lipoprotein receptor protein 5 (LRP-5) abl01845
Very low density lipoprotein receptor (VLDLr) sc-18824
Fatty Acid-Binding Protein 1 (FABP1) sc-374482
Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF1-a) sc-13515

A. RT-PCR
Gene expression assay Product code
CD36 $s03388560 ml
ABCB-1/ MDR-1 Ss03373435_ml
Lipoprotein lipase (LPL) Ss03394612 ml
Lipoprotein receptor protein 1 (LRP-1) Ss06917033 ml
Lipoprotein receptor protein 5 (LRP-5) Ss06935750 ml
Very low density lipoprotein receptor (VLDLr) Ss03374049 ml
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Supplemental Table 2. Animals follow-up.

Follow-up of plasma lipid levels up to 3 weeks post-myocardial infarction (n=6
animals/group) either maintained with Silybum Marianum (SM) or placebo-control.
MI: myocardial infarction; Sac: sacrifice; *p<0.05 vs baseline control and post-MI-

control.
Plasma lipids
Parameter Timing Post-MI Control Post-MI SM
Chalestexdl Baseline 96.1+£20.9 87.0+£13.2
A ‘/’d"Lj SED MI 94.6+20.1 105.7£19.8
- Sac (31 days) 92.0+8.9 100.2+18.2
LDL-cholesterol Baseline 64.5+£9.8 33.2+£5.0
(mg/dL) MI 31.5+11.7 58.8+18.5
Sac (31 days) 41.0+4.0 50.1£22.1
HDL-cholesterol Baseline 35.9+8.2 24.2+6.0
(mg/dL) MI 32.146.9 29.6+7.1
Sac (31 days) 28.849.1 26.9+4.3
Baseline 2.8+10.0 3.5+0.9
Total-cholesterol/HDL MI 3.120.9 36+13
Sac (31 days) 3.2+0.5 4.1+£1.3
Triglycerides Baseline 26.4+17.8 30.3+5.0
(mg/dL) MI 23.8+36.8 7.54£2.7*%
Sac (31 days) 25.2+14.0 25.7£2.0
Baseline 1.1+0.5 0.7+0.1
HDLADL M1 1.1£0.6 0.5:0.1
Sac (31 days) 0.71+0.1 0.5+0.6
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Supplemental Table 3. Liver and renal parameters.
Liver enzymes (A) and renal function (B) in animals maintained for 3 weeks post-
myocardial infarction (MI; n=6 animals/group) with either Silybum marianum (SM) or

control.

A. Liver enzymes

Parameter | Timing Post-MI-control Post-MI-SM

GOT Baseline 24.546.1 33.245.3
Sac (31 days) 27.7+5.8 34.947.1

GPT Baseline 26.3+9.0 38.4+7.5
Sac (31 days) 30.248.1 32.049.3

B. Renal function

Parameter | Timing Post-MI-control Post-MI-SM

Urea Baseline 19.1£2.9 12.7+6.0
Sac (31 days) 17.9+3.1 16.0+3.4

Creatinine | Baseline 1.2+0.3 1.4£0.3
Sac (31 days) 1.4+0.2 1.5+0.2
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Supplemental Table 4. Follow-up of haematological parameters in animals at
baseline, after a 10 day and 3-week administration of Silybum marianum (SM).
Sac: sacrifice

Parameter Timing Control SM
Red Blood Cells (x10°/mm?) Baseline 4.8+0.5 5.4+0.4
M1 5.0+0.4 5.38+0.4
Sac (31days) 5.1+0.4 5.1+£0.3
Hematocrit (%) Baseline 18.0+£2.6 24.2+1.9
M1 20.5+1.6 2442.1
Sac (31days) 22.0£1.9 23.3+23.0
Hemoglobin (gr/dL) Baseline 7.0+£1.2 8.4+1.3
M1 13.6+2.0 8.3+1.4
Sac (31days) 12.8+1.4 8.0£1.0
Platelets (x10*/mm3) Baseline 469.0+73.0 346+36.0
M1 355.3+£80.0 372+51.0
Sac (31days)  355.7+62.0 333+£51.0
White Blood Cells (x10°/mm®) | Baseline 13.4+2.5 12.3+2.0
MI 13.6+1.8 14.3£1.9
Sac (31days)  12.8+1.6 10.7+1.7
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Supplemental Figure 1. Experimental design.

Study 1: effect of daily intake of Silybum Marianum (SM) for 10 days on lipid levels, lipid characterization and analyses of potential side-effects.
Study 2: administration of SM 2 hours prior to ischemia (myocardial infarction; MI-induction) and its effects on myocardial lipid infiltration and
glycoprotein P expression shortly after reperfusion (2.5 h) or after a 3-week period.

STUDY 1

10 days i Lipid profile / Small intestine
T% Outcome Lipid characterization, molecular analysis of lipid receptors and glycoprotein P i: Liver

\ Side effects of SM Healthy (non-infarcted) myocardium Myocardium
Treatment control q.d. Kidney and liver
Treatment SM (15 mg/kg) q.d.

STUDY 2

MI induction (1.5h ischemia)

10days | 25h Lipid ch: izati lecul 1 f lipid M di
. . __, Lipid characterization, molecular analyses of lipid receptors, — Myocardium
Reperfusion < 3 weeks } glycoprotein P, and PPARy (3weeks).
Pre-treatment control (n=12) q.d. L Post-MI control (n=6) q.d.

Pre-treatment SM (15 mg/kg; n=12) q.d. Post-MI SM (15 mg/kg/day; n=6) q.d.

Supplemental Figure 2. Effect of Silybum Marianum (SM) on myocardial lipid characterization (A) and expression of myocardial lipid
receptors and glycoprotein-P (B) in non-infarcted hearts (not subjected to myocardial infarction but supplemented for 10 days with
Silybum Marianum (SM) or control animals). LV: lefi ventricle; CE: cholesteryl esters; TG: triglycerides; FC: free choleserol; LRP: lipoprotein
receptor-related protein; VLDL-R: very low density lipoprotein receptor. N=6 animals/group.
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Supplemental Figure 3. Liver lipid characterization. Neutral lipid content 10 days after SM
supplementation in healthy animals (A), lipid-receptors gene (B) and protein (C) expression, and HIF1-alpha
protein expression (D). CE: cholesteryl esters, TG: triglycerides; FC: free cholesterol; LRP: lipoprotein receptor-
related protein; VLDL-R: very low density lipoprotein receptor;, HIF: Hypoxia-inducible factor. *p<0.05 vs Control;
Black squares: control; White Squares : SM.
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7. DISCUSION

El objetivo central de esta tesis consistié en investigar e identificar nuevas terapias de
cardioproteccién que limiten el dafio miocéardico desencadenado tras un IAM y permitan
desarrollar respuestas citoprotectoras para favorecer la recuperacién estructural y funcional

de los tejidos involucrados.

Para dicha tarea se plantearon dos objetivos principales que consistieron en evaluar la
actividad de dos nutracéuticos especificamente seleccionados, a través del desarrollo de
sendos trabajos de investigacion en forma independiente pero inter-relacionada, mediante
el empleo de protocolos de estudio, vias y tiempos de administracién semejantes asi como

la utilizacién de un modelo animal consistente.

7.1. Cardioproteccién mediante condicionamiento miocéardico

El condicionamiento miocérdico en sus diversos tiempos (previo al dafio celular, durante el
mismo o posterior) y formas (mecénico o farmacolégico, remoto o a distancia) ha resultado
una herramienta efectiva y facilmente adaptable a las variables situaciones clinicas a las que
fue empleado, logrando una aplicabilidad y reproducibilidad considerable. Particularmente
en la patologia cardiovascular de etiologia aterotrombética, su forma de presentacion
sUbita supone la necesidad de contar con terapias que se encuentren rapidamente
disponibles y puedan ser empleadas con efectividad una vez acaecido el evento isquémico,
o luego de haberse instaurado los tratamientos de reperfusion correspondientes. En ese
contexto, el condicionamiento farmacoldgico resulta la estrategia mas conveniente al
utilizar compuestos que puedan estar disponibles en cualquier ambito y que no dependan
del uso de herramientas mecénicas en ciclos repetitivos que podrian no ser aplicables en
todos los escenarios clinicos. Para tal fin, resulta esencial seleccionar adecuadamente los
compuestos quimicos, siendo de eleccién aquellos que no requiriesen de una preparacion
sustancial antes de ser utilizados, pudiendo ser almacenados en su forma activa y

administrados al momento de ser necesarios.

7.2. Nutracéuticos como vehiculos terapéuticos
Los nutracéuticos representan un conjunto de macromoléculas presentes naturalmente en

su mayoria en formas biolégicamente activas, capaces de ser formulados en preparaciones

relativamente sencillas de desarrollar, guardar y distribuir. De esta forma, han sido
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postulados a través de las Ultimas décadas como potenciales candidatos para contrarrestar
los efetos deletéreos de numerosas condiciones. Debido a los multiples grupos quimicos
presentes en su composicion, demuestran una gran variedad de funciones y actividades
muy diferenciadas, habiéndose demostrado considerables propiedades moduladoras y
citoprotectoras. Sin embargo, dada su utilizacién sisteméatica en ensayos no
metodolégicamente comparables, no se ha conseguido hasta la actualidad avanzar en el

desarrollo de estudio que demuestren un efecto consistente y sostenido en humanos.

El disefio de tesis doctoral ha buscado mitigar estas disparidades observadas
histéricamente en el empleo de nutracéuticas como armas terapéuticas. Por un lado, se
han seleccionado nutracéuticos que contengan mas de un grupo quimico en su
composicién, lo que permitiria hacer uso de varios mecanismos de accién simultaneos y
coadyuvantes para potenciar su efecto local y sistémico. Asimismo, se han elaborado
protocolos de investigacion pre-clinicos comparables y reproducibles que permitan evitar
la aparicion de sesgos y factores confundidores, reduciendo asi la marcada heterogeneidad
presente hasta el momento. Finalmente, la utilizacién de modelos animales més cercanos
a la anatomia y fisiopatologia humanas lograrian obtener resultados mas directamente
extrapolables capaces de ser validables en cohortes humanas, por lo que se ha
seleccionado al modelo porcino para investigar las propiedades terapéuticas de la

espirulina y el Silybum marianum en el IAM.

7.3. Modulacién metabdlica de espirulina y Silybum marianum

Los efectos beneficiosos de la espirulina sobre los factores de riesgo CV han sido descriptos
previamente. En este trabajo, hemos observado que la suplementacién con espirulina no
indujo cambios sustanciales en el perfil lipidico o glucémico de los animales tratados, pero
si trajo aparejada una disminucién significativa en la tasa de incremento de peso en
comparacién a controles.

Es importante tener presente que existe evidencia conflictiva respecto al efecto metabdlico
real de la espirulina, especificamente sobre los valores de colesterol y glucemia, lo cual
podria deberse como se ha mencionado a la extensa heterogeneidad presente en los
protocolos de estudios tanto a nivel basico como clinico, con una importante variabilidad
en el tiempo de tratamiento, dosis empleadas y momento de aplicacion, confluyendo asi
en una escasez de resultados consistentes y extrapolables.

En cuanto a la modulacién del peso corporal, su efecto se postula estaria mediado por una
inhibicion directa de la actividad de la lipasa, y a través de un bloqueo en los mecanismos

neurolégicos relacionados al centro cerebral del apetito (358, 359, 417). Un metaanalisis
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reciente demostré que el consumo regular de espirulina produjo una reduccién significativa
en el peso corporal total, sin haberse constatado que sea producto de una disminucién
asociada en el consumo calérico (418). Adicionalmente, se observé que la suplementacion
con espirulina promovié cambios beneficiosos sinérgicos en la microbiota intestinal (419,
420), reduciendo el efecto negativo de las dietas hipercolesterolémicas en los animales
suplementados y ejerciendo efectos anti-inflamatorios tanto a nivel intestinal como
sistémico.

Se requerird de un mayor nimero de estudios en el tema con disefio metodolégicos
comparables para identificar adecuadamente el tiempo necesario de utilizacién asi como
la dosis de espirulina a administrar.

Por su parte, la administracién crénica de Silybum marianum ha demostrado inducir un
significativo efecto hipolipemiante a nivel sistémico derivado de una reduccién en la
absorcién intestinal de colesterol, mediada principalmente por su efecto a nivel del
metabolismo de los triglicéridos. Esta actividad se ha traducido en un impacto directo
sobre el miocardio isquémico en el curso de un IAM, reduciendo la infiltracion lipidica y la
toxicidad derivada de la misma.

De la misma forma observada con el empleo de espirulina, la evidencia relacionada a los
efectos de Silybum marianum sobre los factores de riesgo cardiovascular es abundante con
un resultado neto a favor de su modulacién lipidica, pero con resultados disimiles que no

permiten validar adecuadamente su efectividad.

7.4. Cardioproteccién mediante condicionamiento por espirulina y Silybum

marianum

El primer articulo de esta tesis evidencié que la suplementacién dietaria con espirulina
durante 10 dias promueve un efecto cardioprotector frente a un evento isquémico agudo
por oclusién coronaria completa (IAMCEST), que se asocia a una reduccién en el tamafio

final del infarto y una mejoria en la funcién ventricular.

Por primera vez, hemos demostrado el efecto cardioprotector de espirulina para reducir el
dafio por I/R secundario a un IAMCEST. La actividad cardioprotectora de espirulina se
establecié en base a la inhibicion de mecanismos inflamatorios, oxidativos y de muerte
celular por apoptosis que constituyen la base fisiopatoldgica esencial del dafo por I/R que
se desencadena tras un |AM.

En nuestro estudio, hemos sefialado los efectos directos de la accion de espirulina a nivel
cardiaco al detectar una reduccién del 64% en el tamafio final del infarto y un incremento
del 30% en la funcion sistélica del VI en comparacién a controles sometidos al mismo

evento isquémico.
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Como se ha mencionado anteriormente, los estudios mas cercanos a evaluar los efectos
de cardioproteccién por espirulina han sido en base a un modelo animal de cardiotoxicidad
por la administracién de doxorrubicina, un agente quimioterdpico familia de las
antraciclinas empleado en el tratamiento de diversas neoplasias, que genera una inhibicion
de la enzima topoisomerasa Il impidiendo la sintesis normal del ADN y presenta un efecto
cardiotéxico directo a nivel miocérdico. La espirulina fue evaluada tanto en cardiomiocitos
de rata como de humanos, asi como en un modelo murino, bajo un protocolo de
administracién de espirulina los 3 dias previos a la terapia con doxorrubicina y por 7
semanas posteriormente (367, 421). El tratamiento con espirulina provocé una marcada
atenuacion de la respuesta oxidativa, con una reduccion del dafio al ADN, limitando la
liberacion del citocromo ¢ mitocondrial y disminuyendo la actividad de caspasas,
redundando en una menor tasa de apoptosis de cardiomiocitos. A nivel clinico, esto se
tradujo en una reduccién significativa del riesgo de desarrollar IC asi como en la mortalidad
CV. Notoriamente, este efecto protector de la espirulina no fue contrabalanceado por una
menor actividad anti-tumoral de la doxorrubicina, que mantuvo intacta su efectividad
clinica.

En nuestro estudio, hemos expandido esta evidencia al demostrar los mecanismos
responsables de la actividad cardioprotectora de espirulina en el contexto de un IAMCEST,
asociandose a una reduccion significativa en el dafio oxidativo relacionado al ADN, y a una
modulacién de la actividad pro-inflamatoria con una menor expresién miocardica de MCP-
1. Estos efectos anti-oxidante y anti-inflamatorio observados tras el tratamiento con
espirulina podrian haber contribuido a la menor expresién de caspasa-3 detectada en
tejido miocardico isquémico, un claro indicador de reduccién de muerte celular por
apoptosis, promoviendo asi una mayor preservacién de miocardio viable post-IAM.
Asimismo, hemos identificado una induccién significativa en la activacién de iNOS,
mediada por la via de sefializacion celular INOS/NO. Esta via, sin embargo, ha demostrado
una actividad dual, promoviendo por un lado vasodilatacién coronaria mejorando asi el
flujo sanguineo y limitando el dafio isquémico (422, 423); mientras que por otro lado,
contribuiria con la formacion de especies reactivas de nitrégeno que potenciarian el dafo
oxidativo celular durante el periodo de reperfusion. En nuestro trabajo, la actividad anti-
oxidante de espirulina podria haber influenciado en limitar este dafio oxidativo permitiendo
mantener los efectos positivos derivados de la activacion de iINOS/NO.

Igualmente, hemos evidenciado posibles mecanismos adicionales de cardioproteccion al
exhibir un incremento en la actividad de TNF-a en los animales tratados con espirulina.
TNF-o es un importante modulador de la actividad de iNOS, e interactia con el receptor
de TNF tipo 2 y modula la via cardioprotectora mediada por SAFE, lo que podria redundar

en una mayor capacidad del tejido cardiaco isquémico para atenuar el dafio por I/Ry limitar
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asi sus consecuencias deletéreas (424). No obstante, la induccidon de TNF-a a nivel crénico
podria ejercer un efecto adicional, simil al mencionado previamente por iNOS, provocando
un impacto negativo a nivel del musculo cardiaco (425), por lo que se requeriria de
informacién adicional para dilucidar la contribucion global de TNF-a en la actividad de
espirulina.

Es importante remarcar que la accién de espirulina a nivel miocardico se ha centrado no
solamente en el tejido miocérdico sometido a isquemia, sino que también actian de forma
sinérgica sobre los cardiomiocitos remotos al area de lesion, demostrado a través de la
mayor expresion y actividad de AMPK en todo el corazén de los animales tratados
(isquémico y no isquémico). Esta via de activacion de AMPK ha sido asociada con una
modulacién positiva del metabolismo energético cardiaco en corazones bajo un evento
isquémico (426-428), pudiendo contribuir a optimizar la reserva energética durante un
sindrome coronario mejorando asi la capacidad del tejido cardiaco para contrarrestar el
dafio por I/R.

A nivel sistémico, los animales suplementados con espirulina demostraron un efecto anti-
inflamatorio aditivo secundario a una menor expresion de Cox-2 en forma aguda post-lIAM,
sin observarse cambios significativos en los niveles de IL-1B, aunque esta actividad podria
haberse debido a una menor presencia del complejo inflamasoma NLRP3 en la lesion post-

infarto encargado de procesar las formas activas de IL-1p (429).

ESPIRULINA

8-ox0-2'-desoxiguanosina Reduce el dafio oxidativo del ADN

Expresion miocérdica de MCP-1

Efecto anti-inflamatorio

Expresion sistémica Cox-2

Actividad de TNF-a. en miocardio Limita el dafio por isquemia-reperfusion
Expresién miocérdica de AMPK Modulador del metabolismo energético
Actividad iNOS en miocardio Mejoria del flujo coronario

Figura 13. Mecanismos de accion de espirulina. AMPK: Protein-quinasa activada por monofosfato
de adenosina; Cox-2: Ciclooxigenasa-2; iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible; TNF-a: Factor de
necrosis tumoral alfa.
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El segundo objetivo consistié en investigar si la administraciéon de Silybum marianum es

capaz de mitigar el remodelado ventricular adverso desencadenado tras un IAMCEST.

Como se ha podido evidenciar, hemos demostrado que la suplementacién regular con
Silybum marianum produjo una reduccién significativa en los niveles de triglicéridos a nivel
sistémico mediada por una disminucién en su absorcion intestinal, que a su vez se asocié
a una reduccion en la acumulacién de triglicéridos a nivel miocérdico (lipotoxicidad
cardiaca) limitando asi los cambios celulares y estructurales que redundan en un mayor

grado de disfuncién ventricular y remodelado ventricular adverso.

En este trabajo, primeramente reportamos que la suplementacién con Silybum marianum
induce una disminucién significativa y selectiva de los niveles plasmaticos de triglicéridos,
sin afectar el resto de lipoproteinas especificas. Este efecto hipotrigliceridémico selectivo,
observado en forma aguda desde 1 hora post-administracién de Silybum marianum, fue
secundario a una reduccién superior al 50% en la absorcién intestinal de triglicéridos,
nuevamente sin afectar el contenido de otros lipidos neutros en el intestino delgado (i.e.,
ésteres del colesterol intestinal y colesterol libre). A su vez, descartamos otros potenciales
mecanismos de reduccién de triglicéridos, como aquellos derivados de una mayor
captacion en el tejido adiposo periférico, dada la disminucién registrada en el receptor de
la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL-R) y LPL a 3 semanas post-infarto.

Este fenémeno, a su vez, se asocid con una disminucién significativa en la expresion
proteica de la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LRP1) y VLDL-R en el duodeno, junto a su incremento compensatorio en el yeyuno,
permitiendo identificar las vias posiblemente involucradas en la reduccién de la absorcion
intestinal del triglicéridos. Asimismo, se observd una disminucion significativa en la
expresion proteica de la glicoproteina P. Esta glicoproteina se encuentra codificada dentro
del gen de mutacién de resistencia a multidrogas 1 (MDR1 por sus siglas en inglés),
responsable del metabolismo de multiples compuestos y farmacos. La utilizaciéon de
Silybum marianum ha sido relacionada previamente con la activaciéon de esta via
metabdlica (430-432), aunque dada la condicién altamente polimérfica de este gen y la
variabilidad en la expresién de la glicoproteina P (433), su real significado clinico resulta
incierto, y se requiere de informacién adicional para valorar las potenciales interacciones
entre este nutracéutico y el tratamiento farmacolégico complementario presente en esta

poblacion.

Posteriormente, analizamos el impacto de la ingesta regular de Silybum marianum sobre la
esteatosis cardiaca a 3 semanas post-infarto. Nuestros datos evidencian un claro papel
cardioprotector de Silybum marianum para limitar la lipotoxicidad miocérdica y reducir el

grado de disfuncién ventricular post-infarto. Se ha descrito con anterioridad que un evento
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coronario agudo da lugar a un proceso de infiltracién lipidica a nivel cardiaco que induce
la expansién de la cicatriz necrética del infarto y contribuye asi, secundariamente, a la
disfuncion sistdlica isquémica (434-436). A su vez, esta toxicidad lipidica se encuentra
mediada directamente por la acumulacién de triglicéridos en tejido miocérdico,
inicialmente viable, favoreciendo el desarrollo de fibrosis ventricular y el remodelado
cardiaco adverso (436). En nuestro trabajo, la administracién regular de Silybum marianum
no evidencié cambios significativos respecto al contenido miocérdico de triglicéridos en
forma aguda post-reperfusiéon (a 2,5 horas luego de un IAMCEST). Sin embargo, si
consiguié modificar en forma significativa la acumulacién de triglicéridos a nivel del tejido
cardiaco isquémico a las 3 semanas del evento. Aunque no se observé correlacién directa
entre el grado de infiltracién de triglicéridos con la funcién ventricular, estos efectos
beneficiosos se asociaron con una recuperacion de la contractilidad cardiaca y limitacion
del remodelado ventricular post-infarto, por lo que las propiedades citoprotectoras y anti-
oxidantes de Silybum marianum podrian haber contribuido directamente al incremento

observado en la FEVI.

La actividad cardioprotectora de Silybum marianum ha sido valorada en varios estudios
previos, aungue en su mayor proporcion las investigaciones han sido llevadas a cabo in
vitro o en modelos de pequefos animales. Por un lado, el empleo de Silybum marianum
ha demostrado en un modelo murino optimizar la funcién cardiaca y reducir el tamano final
del infarto asi como la fibrosis intersticial a través de una atenuacién en la disfuncion
mitocondrial, reduciendo la apoptosis de cardiomiocitos y ejerciendo una actividad anti-
inflamatoria y anti-oxidante durante el dafio por I/R (437). A nivel mecanistico, Silybum
marianum también ha evidenciado un efecto citoprotector al reducir la activacién de las
caspasas 9 y 12, responsables de los mecanismos de apoptosis celular, y por otro lado
atenuar el efecto de la enzima catalasa y la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidasa 2 y 4 (NOX 2-4), estimulando a la vez la citoquina relacionada con el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf2), todo lo cual contribuye a limitar la respuesta pro-oxidativa post-IAM.
Asimismo, ha probado mejorar la capacidad mitocondrial y del reticulo endoplasmico de
respuesta al estrés, induciendo una intensa actividad anti-inflamatoria basada en la
inhibicion final de NF-kB, atenuando la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 y
disminuyendo los niveles de TNF-a e IL-6 (437-439), de esta forma restringiendo
efectivamente la progresién de la respuesta pro-inflamatoria.

Adicionalmente, Silybum marianum ha demostrado una actividad sinérgica al régimen anti-
trombodtico con clopidogrel, disminuyendo la inflamacién y disfuncién endotelial, y
reduciendo el progreso de la lesién aterosclerética en un modelo murino (440). Se ha

postulado que este fenédmeno ocurriria por una disminucién en la oxidacién de moléculas
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de C-LDL (441, 442), asi como por una reduccién en los niveles de dimetilarginina
asimétrica (ADMA) vascular y plasmatica, aumentando los niveles de NO disponible con la
consiguiente vasodilatacién y citoproteccion asociada (443, 444). Igualmente, en un
modelo de conejo hipercolesterolémico, Silybum marianum ha evidenciado un efecto anti-
aterogénico al reducir el crecimiento y desarrollo de las placas de aterosclerosis, en forma
dosis-dependiente (hasta 200 mg/kg/dia de silimarina administrada) (445). Por dltimo, en
el campo clinico Silybum marianum se ha empleado en forma de condicionamiento
farmacolégico en 140 pacientes sometidos a cirugia de revascularizacién miocérdica,
demostrando una reducciéon significativa en la inflamacién post-quirdrgica, con una
modulacién positiva a nivel del metabolismo lipidico y glucémico, aunque dichos hallazgos

no se asociaron a una disminucién en eventos clinicos mayores (446).

Nuestros hallazgos demuestran que Silypum marianum es capaz de limitar la
cardiolipotoxicidad a través de dos mecanismos fundamentales: la induccién en la
expresion de receptores encargados de prevenir la acumulaciéon intra-miocéardica de
triglicéridos (principalmente derivada de la activacion de LRP1 y VLDL-R), y un efecto
positivo sobre el metabolismo lipidico cardiaco mediante la induccién de receptores con
actividad hipotrigliceridémica como CD-36, LPL y el receptor activado por proliferador
peroxisomal gamma (PPAR-y). Tanto la inhibicién de VLDL-R como LRP1 han sido
relacionados con un incremento en la infiltracién cardiaca de triglicéridos y mayor
mortalidad post-infarto (447, 448) por lo que su modulacion por Silybum marianum
promoveria una optimizaciéon en el metabolismo lipidico cardiaco reduciendo asi las
consecuencias deletéreas de la lipotoxicidad. Adicionalmente, la participacion de CD-36 'y
LPL, que en condiciones fisiolégicas promueven la beta-oxidacion de acidos grasos como
fuente de energia principal para el mantenimiento de la funcién cardiaca, ha sido analizada
en modelos animales de pérdida de funcién demostrando un dafio directo derivado de la
acumulaciéon lipidica de triglicéridos (449, 450). En este trabajo, los animales
suplementados con Silybum marianum demostraron un aumento en la expresién de LPLy
CD-36 a nivel del tejido miocardico isquémico y de todo el VI, respectivamente, atenuando
la toxicidad cardiaca por triglicéridos. Por su parte, la actividad de PPAR-y en los animales
suplementados con Silybum marianum se incrementé en forma significativa en todo el
tejido miocardico en comparacién a controles. La actividad de PPAR-y consiste en limitar
la infiltracién de triglicéridos, cuya capacidad se ha observado que depende en gran
medida de la induccién complementaria de LPL (451), habiéndose registrado en nuestro
trabajo una activacion sinérgica de ambos receptores. Nuevamente, en forma analoga a lo

descripto por la espirulina, Silybum marianum actio sobre todo el miocardio y no sélo en
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los cardiomiocitos isquémicos en riesgo, lo cual demuestra el perfil integral de este
nutracéutico en influenciar positivamente todo el tejido cardiaco.

Estas modificaciones también se asociaron con un incremento en la expresion de
glicoproteina P a nivel del tejido infartado en animales bajo efecto de Silybum marianum.
Esta glicoproteina ha sido sefialada como responsable de un potencial mecanismo
compensador frente a la hipoxia celular (452), por lo que su induccién en este caso podria
contribuir a la resistencia de los cardiomiocitos sometidos a isquemia y dafio por I/R.

Por ultimo, dado que la suplementacién con Silybum marianum no indujo cambios
significativos en corazones sanos no sometidos a la induccién del IAM, se podria inferir que
la actividad global de este nutracéutico no sélo derivaria de la debida reduccién en los
niveles plasmaticos de triglicéridos sino a un efecto directo sobre el tejido miocérdico para

limitar la lipotoxicidad y mejorar de esta forma la funcién ventricular post-infarto.

SILYBUM MARIANUM

Expresién LRP1 y VDLD-R en duodeno Reduce la absorcion intestinal de triglicéridos

Actividad CD-36, LPL y PPAR-y en miocardio

Previene la lipotoxicidad cardiaca
Expresién LRP1 y VLDL-R en miocardio

Actividad glicoproteina-P en miocardio Limita los mecanismos de hipoxia celular

Figura 14. Mecanismos de accién de Silybum marianum. CD-36: Cldster de diferenciacién-36; LPL:
Lipoproteinlipasa; LRP1: Proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad;
PPAR-y: Receptor activado por proliferador peroxisomal gamma; VLDL-R: Receptor de lipoproteina
de muy baja densidad.

7.5. Perfil de bioseguridad de Espirulina y Silybum marianum

La suplementacién de animales con preparados nutracéuticos correspondié en ambos
casos a versiones comercialmente disponibles, sin requerir de formulaciones especiales y
siendo administradas por via oral. Tanto espirulina como Silybum marianum demostraron
una adecuada tolerancia oral, con ausencia de efecto sobre el metabolismo glucémico y el
perfil lipidico (a excepcién de la actividad hipotrigliceridémica de Silybum marianum). A
diferencia de este ultimo, la espirulina produjo un impacto en el peso corporal de los
animales tratados reduciendo significativamente la progresién de la ganancia de peso

esperada.
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Globalmente, ambos nutracéuticos probaron exhibir un correcto perfil de bioseguridad sin
haberse demostrado la aparicion de efectos adversos, y sin producir alteraciones
significativas a nivel de la funcién hepatica o renal, en un modelo porcino homoélogo en

gran medida a la fisiopatologia humana.

7.6. Limitaciones

Esta tesis doctoral, teniendo en cuenta los estudios de investigacién previos y la evidencia
disponible, ha buscado reducir al minimo la presencia de limitantes que impidan su
apropiada interpretacion y posterior traslacion al ambito clinico. Sin embargo, es necesario
dejar constancia la presencia de determinados factores que puedan tener un rol en limitar
los resultados desarrollados previamente.

Por un lado, si bien existe una estrecha correlacién entre el modelo porcino y la
fisiopatologia humana, en donde en ambos sistemas la induccién de una oclusién a nivel
coronaria mediante el inflado de un balén percutdneo permite generar areas de tejido
isquémico, estos mecanismos distan de poseer los mismas bases moleculares y celulares
sobrevenidas durante la apariciéon de un evento aterotrombatico, que consisten en lesiones
ateroscleréticas que sufren un evento de rotura/erosion de la placa y estimulan respuestas
pro-tromboéticas e inflamatorias a dicho nivel, como se ha mencionado previamente.
Asimismo, en forma semejante a los humanos, la complicacién mas frecuentemente
presentada en el modelo porcino durante la induccién de un infarto agudo de miocardio
en forma percutanea lo constituye la apariciéon de arritmias ventriculares malignas, que
pueden manifestarse tempranamente luego de a oclusién coronaria y se extienden durante
todo el periodo de isquemia y reperfusion (413, 453). Por lo tanto, se han establecido
diversos protocolos de profilaxis anti-arritmica para prevenir su aparicién, basados
principalmente en la administracién en perfusién endovenosa de amiodarona (454, 455).
Sin embargo, esta técnica se ha visto que podria inducir un efecto cardioprotector
promoviendo una reduccion en el area final del infarto al disminuir la demanda miocardica
de oxigeno (456, 457), lo cual podria interferir con los resultados obtenidos, aunque esta
evidencia proviene de estudios antiguos sin haber podido ser corroborados en el contexto
del tratamiento farmacolégico actual.

En forma analoga, los anestésicos utilizados durante el procedimiento podrian ofrecer
cierto grado de proteccién adicional. Principalmente el isoflurano inhalatorio, que ha
demostrado disminuir el tamafio del infarto mediante la activacién de canales de potasio
dependientes de ATP (411, 458). Sin embargo, al utilizar la misma aproximacién anestésica
y anti-arritmica en todos los animales control y tratados, se ha buscado homogeneizar asi

un posible efecto protector para reducir la posibilidad de un potencial factor confundidor.
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A su vez, existen algunas otras consideraciones a tener en cuenta al evaluar los modelos
experimentales de cardiopatia isquémica. Primero, a diferencia de los humanos, los
animales en investigacion suelen ser de edad joven, lo cual implicaria una mayor capacidad
de recuperacion, y a su vez, no existiria la influencia multifactorial de los distintos factores
de riesgo CV presentes en el desarrollo de los procesos de aterosclerosis y enfermedad
coronaria (459). Por tanto, existe todavia una brecha a considerar entre los modelos
animales disponibles en la actualidad, mas enfocados en procesos trombogénicos y sus
consecuencias isquémicas, frente a la compleja realidad de la enfermedad aterosclerética
humana de etiologia multifactorial, lo que demandaria el desarrollo de prototipos de
enfermedad mas fidedignos que permitan obtener resultados consistentes y posibiliten su
traslacion con el menor nivel de error posible.

Por dltimo, la induccidon de un IAMCEST sin la influencia del tratamiento médico
farmacolégico coadyuvante no permite excluir la posibilidad de interacciones entre los
nutracéuticos administrados y las medicaciones presentes en estas situaciones clinicas,
aunque ambos nutracéuticos particularmente han sido analizados en pacientes de riesgo
CVy no se ha encontrado evidencia de efectos adversos derivados de la posible interaccion

con la medicacién presente.
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8. CONCLUSIONES

En conclusién, esta tesis doctoral ha tenido como objetivo principal evaluar el potencial
cardioprotector derivado mediante la administraciéon de dos nutracéuticos, la espirulina y

Silybum marianum, en un modelo porcino de IAMCEST.
En dicho escenario clinico, se han demostrado las siguientes conclusiones:

La suplementacién con espirulina induce un significativo efecto anti-inflamatorio,
antioxidante y anti-apoptdtico a nivel de tejido miocardico isquémico permitiendo reducir

el tamano final del infarto y consiguiendo una mejoria significativa en la funcién ventricular.

A pesar de no producir impacto metabdlico significativo, los animales suplementados con
espirulina evidenciaron una menor progresién de aumento de peso, no derivada de una
menor ingesta caldrica, lo cual podria tener potenciales implicaciones en el manejo de la

obesidad asociada al resto de los factores de riesgo cardiovascular.

Por su parte, la administracién de Silybum marianum permitié evidenciar una disminucién
aguda y significativa en los niveles plasmaticos de triglicéridos, sin impacto en el resto de
lipoproteinas circulantes.

Esta actividad hipotrigliceridémica fue mediada por una reducciéon en la absorcién
intestinal de triglicéridos, sin haberse visto modificados el contenido remanente de ésteres

de colesterol y colesterol libre intestinal.

Asimismo, la suplementacion con Silybum marianum mitigd las consecuencias deletéreas
de la cardiolipotoxicidad a 3 semanas del evento isquémico coronario. Este beneficio se
asocié a un aumento en los receptores encargados de la eliminacion lipidica a nivel
cardiaco y condujo a la atenuacién de remodelado ventricular adverso y a una mejora de

la funcién contractil miocardica.

Es importante remarcar que la administracion de ambos nutracéuticos (espirulina y Silybum
marianum) exhibieron un adecuado perfil de bioseguridad, no registrandose eventos
adversos en los animales suplementados y sin afectar significativamente los parametros

hematoldgicos ni la funcién hepética o renal.
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Por lo tanto, el trabajo de investigacion de esta tesis doctoral ha demostrado que el
condicionamiento miocardico con nutracéuticos (i.e., espirulina y Silybum marianum)
puede representar una estrategia novedosa, efectiva, segura y de bajo coste capaz de
ejercer efectos cardioprotectores directos en el marco de un IAMCEST, limitando asi el
remodelado ventricular adverso y favoreciendo la recuperacién de la funcién cardiaca post-
infarto.
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