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1. Introduccion

Insuficiencia cardiaca

Sindrome clinico ocasionado por una anomalia estructural y/o funcional del ventriculo izquierdo, la cual provoca presiones
intracardiacas elevadas y/o gasto cardiaco inadecuado en reposo y/o durante el ejercicio (McDonagh et al., 2022).

Epidemiologia

& <,

Enfermedad  Afecta al 2% de adultos ~ 70% de los 50% mujeres,
cronicay  en paises desarrollados  pacientes >75  muchas de ellas con funcion
progresiva afios sistdlica preservada
+
1.2 causa de hospitalizacion 2% del gasto sanitario total

en >65 anos
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1. Introduccion

Ventriculo derecho
dilatado

Ventriculo izquierdo
dilatado

Adelgazamiento de la pared

Insuficiencia cardiaca

Corazén sano

Miocardiopatia isquémica

Arteria
bloqueada

muscular

https://cenitcardiologia.com/miocardiopatia-isquemica/#.Ys09M3ZBzIU
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1. Introduccion

Fibrosis cardiaca

+ Colageno

Proteinas
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1. Introduccion

Proteina de activacion de fibroblastos (FAP)

MCH
MCD
=

A

Control MCH MCD

FAP
THY1
POSTN
COL1A71 i=
WrT1
COL3A1
TCF21
VIM
ACTAZ
DDR2
S100A4
FN1
P4HA1
PDGFRA

FAP cTnT

FAP cTnT

Fibroblastos cardiacos activados P—
-4 0 4 Modificada de Aghajanian et al., 2019.
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2. Hipotesis y objetivos

Podria existir una alteracion en la expresion de los genes que codifican proteinas relacionadas con
la activacion de los fibroblastos y con el proceso de fibrosis en la insuficiencia cardiaca.

Identificacion y clasificacion de los genes implicados en el proceso de fibrosis cardiaca
mediante una revisidn bibliografica exhaustiva utilizando la base de datos Pubmed junto a
otros recursos webs como String, Genemania, Genecards, Uniprot y Ensembl|.

Evaluacion de los niveles de expresion del ARN mensajero (ARNm) de los genes relacionados
con el proceso de fibrosis cardiaca mediante la secuenciacion masiva del ARN (ARNm-seq) de
pacientes con insuficiencia cardiaca de etiologia dilatada e isquémica y CNT sanos.

Estudio de la localizacion de la proteina FAP por inmunofluorescencia mediante microscopia
confocal de alta resolucién en tejido de ventriculo izquierdo de pacientes con insuficiencia
cardiaca.

Evaluacion de la relacion entre la expresidon de los genes que coexpresan con FAP y la expresion
de FAP.
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3. Metodologia

Muestras humanas de tejido cardiaco
o) (ventriculo izquierdo) (n=36):
* 10 controles sanos (CNT)

& * 26 pacientes con insuficiencia cardiaca:

- 13 miocardiopatia dilatada (MCD)
- 13 miocardiopatia isquémica (MCl)

 Extraccién ARN

Kit PureLink

Analisis ARN-seq
SOLiD 5500 XL
GRchr37/hg19

Identificacion y clasificacion de
los genes

publ@ed (E) GeneCards uniprot 3

Andlisis de la expresion
diferencial del ARN

Miocardiopatia dilatada

184cm

19.5cm

Miocardiopatia isquémica

164 cm

25¢em
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3. Metodologia

Deteccidon de FAP por inmunofluorescencia

Fijacion con
paraformaldehido (4%)

Incubacion con
anticuerpos secundarios

Alexa Fluor 488
Alexa Fluor 594

Rescate antigénico
con citrato de sodio a
80°C

Bloqueo autofluorescencia

(sulfato de cobre 2mM +

Solucion de bloqueo

(2% de BSA en tampdn PBS
con Triton X-100 0.1% )

acetato de amonio 50 mM (pH 5))

Incubacidn overnight con
anticuerpos primarios

Anti-FAP
Anti-Tropinina T

https://www.microscope.healthcare.nikon.com/es AMS/products/confocal-microscopes/ax
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4. Resultados y discusion

Caracteristicas clinicas de los pacientes

MCI (n=13) MCD (n=13)
Edad (afios) 54=8 51=11
Sexo masculino (%o) 100 92
Clasificacion NYHA or-1v or-1v
IMC (kg/m®) 274 27+5
Hemoglobina (mg/dL) 14=3 13£3
Hematocrito (%) 416 39+7
Dhiabetes mellitus (%) 42 17
Hipertensién (%) 33 17
Exfumadores (%) 92+ 50
Hipercolesterolemia (%) 17 g
FEVT (%) 2545 18£8
DTSVI (mm) STER*** 7410
DTDVI (mm) GIR*** 81+8
IMVI (g/m™ 137£30%** 245264
Masa VI (g) 258£59%** 466=105
Duracién enfermedad (meses) 4540 75+68

MCI: miocardiopatia isquémica; MCD: miocardiopatia dilatada; NYHA: New York Heart Association; IMC: indice
de masa corporal; FEVI: fraccidn de eyeccidn del ventriculo izquierdo; DTSVI: diametro telesistolico del
ventriculo izquierdo; DTDVI: didmetro telediastélico del ventriculo izquierdo; IMVI: indice de masa del
ventriculo izquierdo; VI: ventriculo izquierdo. Para diferencias entre MCD y MCI en cada ensayo:
*p-valor<0,05; ***p-valor<0,001.
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4. Resultados y discusion

Publmed

Prot
166 Genes codificantes de proteinas

relacionadas con la fibrosis cardiaca

(29 %) 48 ARNm detectados

con expresion diferencial en
MCD y/o MCI

Subgrupos Genes alterados
Ensamblaje y sintesisde  FAP, POSTN, THY1, ELN, MFAP5, COL18A1, THBS4, BGN,
la matriz extracelular AEBP1, COL28A1, DDR2

Genes que se coexpresan
con FAP

COL8A1, COL16A1, COL9A1, COL21A1, COL5A1, COL1A2,
COL3A1, COL4A5, COL5A2, MMP2
Procesos inflamatorios

ADAMTS1, C3
Sistema inmune

CCL2, DPP8, SLC39A3, ACSM3, MSRB1
Desarrollo cardiaco TBX20, ACE2
Actividad catalitica PGD, RARRES1

Senalizacion celular

FZD2, TGFBR3, IL15RA, NR4A1, EGR1, FOS, CLU, NAMPT,
HUWEI, GLUL, FGF7, MEOX1, MEOX2

Adhesion celular

ITGB1, ITGA1, NEGR1
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4. Resultados y discusion

MCD MCI

* FAP * DDPS8 = COL18A1 = FZD2
= POSTN “ EGR1 2 o = DDR2 = HUWEI
= COL28A1 “ FOS (60.4%) 18.5%) = COL5AI = MEOX1
= MMP2 = CW = COL5A2 = NEGRI

= ADAMTS1 = ITGBI = SLC39A3
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4. Resultados y discusion

Deteccidon de FAP por inmunofluorescencia

Moléculas de fibroblastos activados

= CNT
= MCD
8= p=<0,01 mmm MCI
]
v 6
=Y
=
] p<0,05 p<0,05 p=0.01
S 44 1 1
~
3 i T
R T
9 -
T T T
0

FAP POSTN THYI
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4. Resultados y discusion

Componentes de la matriz extracelular Organizadores de la matriz extracelular
49 . =3 CNT 39 , .
p=<0,01 p<0,001 <(0.,01 <0,01 = (NT
| | | | p<0,01 = MCD | | = MCD
p=<0,001 | == MCI <0,01 ';ﬂgln == MCI
3 [ N
=(.05 0,001 -
R R B A 2 1
gc T 2 1 p<0,05 p<0,05
= 97— - 1
= T It
3 S
E S 1+
S Ry
o ﬂﬂ ﬁi
0 0 ﬁi_

ELN MFAPS  (COLI841 THBS4 BGN AEBP!I  COL2841 DDR2
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Genes que se coexpresan con FAP

4. Resultados y discusion

Coexpresion con FAP

— CNT
6— p=< 0,01 = MCD
— = MCI

4= p<005 p< 0,01 p< 0,05 p< 0,01 p< 0,01 p< 0,01 p< 0,05

[ | I | [ | | [ | I I [ |

p~< 0,01 pé 0,01 p< 0,01 p< 0,01 p< 0,01 p< 0,05 p< 0,01 p< 0,05  p<0,05
[ 1 | [

2_
0

COL8AT COLIoA! COL9AI COL21A!

COL5SA!I COLIA2 COL3AI COL44A5 COL5SA2 MMP2
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4. Resultados y discusion

Sanitaria La Fe

~ S000- ~ 6000~

3 N

§ 4000~ g

2 30 g 40007 Correlaciéon  observada

= .
MCD E 00 . z entre los niveles de
- .« 7

3 g 20007 expresion de ARNm de

£ 1000 =0,582 w

g {e <005 $ COLIA2 y COL3A1 con

g 0 ! ! ! z 0 T T 1 FAP

0 50 100 150 0 50 100 150
Niveles de ARNm de FAP Niveles de ARNm de FAP

~ 5000 - 6000—

= T

~ o)

S 40004 S

S S

< 30004 g 4 ifi
MCI g 5 Marcadores especificos y

é 2000 Z o establecidos en fibrosis

é r=0,622 . r=0,727
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el o vesadn Procesos inflamatorios y sistema inmune

4. Resultados y discusion

i i . . — CNT
Procesos inflamatorios Sistema inmune
— MCD
1 5 p<= 0,001 — (NT 4_ e
’ p< 0,05 p< 0,001 m— MCD p< 0,001
— — =M ]
34 p< 0,01
u W 7
gﬂ 190— —l_ T g‘o o< 001 _|_ p= 0,05
< 3
v‘g T g 2 p< 0,05 p< 0,01
d ~ p=< 0,01 p< 0,05 —
3 3 1 - .
0.5
T =~ 1- T - T— = 0T T
) [ — ) .
0,0 0 [

ADAMTS] C3 CCL?2 DPP8§ SLC39A3 ACSM3 MSRB]
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4. Resultados y discusion

|

Desarrollo cardiaco Actividad catalitica
p< 0,01 p< 0,05
3 p< 0,001 = CNT 1,5- p- 00 |< 0,05 = CNI
— = MCD 1 FI’_I == MCD
—|— _— MO p< 0,05 mEm MCI
1 T
< W
E‘U 9 p< 0,01 gj 1,0 T
= p< 0,05 = L
2 T <
~= ~
Py
LE 1- —|— T LE 0,5—
— 1
0 i 0,0

1BX20 ACE2 PGD RARRES]
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Fold change

4. Resultados y discusion

2,5
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Resultados y discusion

Fold change

Adhesion superficie celular

1,5 p< 0,01

p< 0,05 | 1

] p< 0,05

—|— —
1,0 L
-
0,5- =
0,0
ITGBI ITGAl NEGRI

—/ CNT
= MCD
== MCI

Adhesion celular
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5. Conclusiones

1- Existe una desregulacion de la expresion de diferentes genes relacionados con la activacion de los
fibroblastos. Estas alteraciones pueden ser relevantes en la fisiopatologia de |a insuficiencia cardiaca,
siendo los cambios mas importantes los observados en la expresion de FAP, POSTN y THY1. Asi como
las alteraciones de genes que codifican diferentes colagenos que coexpresan y correlacionan con
FAP, como el COL1A2 y COL3A1, ambos marcadores establecidos de fibrosis.

2- Se han observado en insuficiencia cardiaca alteraciones en la conformacion de la matriz
extracelular, tanto en su sintesis como organizacion, destacando los cambios observados en la
expresion de MFAP5 y THBS4.

3- Se han hallado mas de un 20% de genes alterados a nivel transcriptomico unicamente en
miocardiopatia dilatada, como los genes FAP, EGR1 y FOS. Por otro lado, en miocardiopatia
isquémica se observaron alteraciones especificas en mas del 18% de los genes, entre ellos se
encontraban los genes MEOX1y COL5A2.

4- Este estudio podria ser la base para la identificacion y analisis de nuevas dianas terapéuticas en
insuficiencia cardiaca, basadas en las alteraciones de los procesos moleculares involucrados directa o
indirectamente en el proceso de fibrosis.
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