Informe resultados obtenidos tras la administracion de NAP9 en cerdos
sometidos a infarto agudo de miocardio

La super-oxigenacion tras la reperfusion coronaria genera dafios por reperfusion, en
parte por la infiltracion macrofagica que contribuye a la activacion de enzimas
proteoliticos, incluyendo las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPS),
efectores principales de la necrosis ventricular. De entre los distintos estimulos, la
presencia de EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase INducer) ventricular es
un factor indispensable para la su activacién, que culmina con la necrosis final del
cariomiocito?. Nosotros hemos descrito en un modelo murino de isquemia/reperfusion
coronaria, la relevancia de EMMPRIN como diana frente al desarrollo del infarto agudo
de miocardio’, y mas recientemente, el uso de nanoparticulas conjugadas con un
péptido de unibn a EMMPRIN (AP9, figura 1), ha desvelado su potencial como
herramienta terapéutica en prevencion de la necrosis®. De forma previa a su estudio
clinico, hemos evaluado la capacidad del uso de nanotecnologia en un modelo porcino
de isquemia/reperfusion coronaria sobre la progresién de la necrosis miocéardica.

Hemos realizado un estudio porcino con 15 hembras Yorkshire albinas, 5 sin infartar, y
las restantes anestesiadas mediante administracion intravenosa de propofol (2
mi/kg/h) y fentanilo (50 mg/kg/h), y sometidas 45 minutos de oclusion de la
descendente anterior (DA) media mediante inflado de balén, tras lo que procedimos a
inyectar 10 mg/kg NAP9, o NAPSC (figura 1A), las cuales contienen el péptido AP9
(NAP9), de unién especifica a EMMPRIN® o un péptido “scramble” (NAPSC), utilizado
como control. Evaluamos la funcion miocéardica de forma previa y tras 7 dias post-
infarto mediante ecocardiografia, tras lo cual analizamos en el tejido la presencia de
las nanoparticulas (microscopia confocal), la integridad del miocardio (tincién
histolégica con eosina/hematoxilina), la extensién del area necrosada (Tincién con
trifenil tetrazolium (TTC)), la expresion de EMMPRIN, MMP-9 y MMP-13, como
marcadores de necrosis.

El efecto citotoxico de NAP9 se estudié en cerdos inyectados a las dosis de 0, 10 y 50
mg/kg, midiendo los niveles séricos de Aspartato Transaminasa (AST) y Alanina
Transaminasa (ALT) como marcadores de dafio hepatico, Creatinina (CRE) como
marcador renal y Creatinina quinasa-MB (CK-MB) como marcador de necrosis
cardiaca, mostrando la ausencia total de citotoxicidad a la dosis de 10 mg/kg (figura
1B). La biodistribucién de NAP9 se analizO mediante microscopia confocal en
secciones de corazon, higado, rifidén, pancreas, bazo, pulmén, vejiga e intestino, tras 7
dias de IR e inyectados con 10 mg/kg NAP9, observando la mayor captacion de NAP9
en los corazones y los pulmones de los cerdos inyectados (figura 1C).

El efecto de NAP9 sobre la progresion del IAM se estudié mediante inyeccion de 10
mg/kg NAP9 o NAPSC tras 15 minutos de reperfusion de la DA, observando cémo la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI, estimada en modo B Simpson
biplano y en modo M (Teichholz), con similares resultados) de los cerdos inyectados
con NAP9, result6 significativamente superior a la de los animales control (NAP9 IR7
(51.7% * 3.5) vs Control IR7 (45.2% =+ 2.2), p<0.05, figura 2A), mientras que la
extension del area necrosada expresada como porcentaje de la superficie total del
ventriculo izquierdo (Control (28.05% * 3.68) vs NAP9 (16.08% + 4.96), p<0.0003,
figura 2B), la expresion de MMP-9 y MMP-13, indicativos de necrosis por degradacion
de la matriz extracelular (figura 2C) se redujeron en los cerdos tratados con NAP9.

La visualizacién de las nanoparticulas inyectadas fué llevada a cabo en los animales
sometidos a isquemia/reperfusion coronaria e inyectados con NAP9 o NAPSC
mediante resonancia magnética nuclear en un equipo Philips 3Teslas, con secuencias
especificas en T1 y T2, detectando un realce de gadolinio del ventriculo izquierdo en



los animales sometidos a la administracion de NAP9 en las condiciones anteriomente
citadas (figura 3).

El uso de nanotecnologia aplicada al tratamiento y la prevencion de los dafios por
reperfusion es una disciplina con resultados prometedores para la clinica* °. En
conclusion, el tratamiento de cerdos sometidos a isquemia/reperfusion coronaria con
NAP9, reduce significativamente la extension del infarto mejorando la funcionalidad
ventricular, al menos, a través de la reduccion de la necrosis asociada a la
degradacion de la matriz extracelular.
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Figura 1. A. Estructura de las nanoparticulas que contienen AP9 (NAP9) o el péptido
control (scramble) (NAPSC). B. Produccion de Alanina Transaminasa (ALT), Aspartato
Transaminasa (AST), Creatinina (CRE) y Creatinina Quinasa-MB (CK-MB), tras
administrar 10 mg/kg NAP9. (N=5, media £ desviacion estandar). C. Panel izquierdo.
Deteccion de NAP9 y NAPSC por microscopia confocal en secciones de corazén y
pulmén tras 7 dias de isquemia/reperfusion coronaria e inyeccion de 10 mg/kg NAP9 o
NAPSC. Panel derecho: Distribucion de NAP9 tras 7 dias de isquemia/reperfusion
coronaria e inyeccion de 10 mg/kg NAP9, en los tejidos que se indica (N=10, media *
desviacion estandar, *p<0.05, corazén vs pulmén).
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Figura 2. A. Panel Superior. Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo de cerdos
sin infartar o infartados e inyectados o no con 10 mg/kg NAP9 o NAPSC. (N=15, media
+ desviacion estandar, *p<0.05 NAP9 IR 7 vs CONTROL IR 7). Panel Inferior. Tabla
de valores de la fraccion de eyeccion previa al procedimiento , tras la IR (IR0) y tras 7
dias de IR (IR7). B. Panel izquierdo. Secciones seriadas de 0.5 cm de los corazones
de cerdos inyectados con NAP9 o NAPSC. Panel derecho. Tabla de valores del area
infartada expresada como porcentaje respecto a la superficie total ventricular (N=15,
media £ desviacion estandar, *p<0.0003 NAP9 vs CONTROL). C. Detecciéon de MMP-
9 y MMP-13 en los corazones de cerdos inyectados con NAP9 o NAPSC tras 7 dias
de isquemia/reperfusion. GAPDH se ha utilizado como control (N=15)
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Figura 3. Resonancia magnética de cerdos infartados sometidos a la inyeccion de 10
mg/kg NAP9 o NAPSC, observando el realce de gadolinio en el eje corto parasternal
de los cerdos tratados con NAP9 en la pared del ventriculo izquierdo, como se
observa en la magnificacién (cuadro rojo), tras los 6 dias posteriores al tratamiento..



