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Esta tesis doctoral titulada “Dilatacién adrtica y miocardiopatia por sobrecarga de presion
en el sindrome de Marfan: impacto del entrenamiento y del género” estd dedicada a una
enfermedad minoritaria, pero con una alta incidencia de diferentes patologias cardiovasculares

gue aquejan los pacientes a lo largo de la vida.

El enfoque novedoso de esta tesis consiste en una extension considerable del estudio de la
funcién miocardica y no tanto adrtica, la cual, hasta ahora, solia preocupar mas a los
investigadores y médicos tratantes. Demostramos que el miocardio del ventriculo izquierdo
presenta signos de afectacion de su trabajo efectivo en las edades tempranas de la vida adulta
pudiendo predisponer a la disfuncion y desarrollo de la sintomatologia clinica. El hecho
interesante referente a este punto de investigacion es que la deteccion y posterior seguimiento
de estos signos de lesidon miocardica se puede realizar mediante una técnica de imagen cardiaca

ampliamente extendida en la practica clinica como es la ecocardiografia avanzada.

Otro enfoque novedoso es el experimento en el modelo murino del sindrome de Marfan
con el entrenamiento fisico. El hecho de que la actividad fisica ha sido desaconsejada hasta hace
poco a los sujetos afectos de esta patologia minoritaria ha podido tener, entre otras dolencias,
implicaciones en su calidad de vida y bienestar psicoldgico. Nuestro resultado en el que no se
encontré efecto deletéreo de ejercicio fisico en la aorta ni el miocardio, sino mas bien al revés,
alienta a realizar similares estudios en humanos y establecer bases a la reconsideracion de dicha

prohibicion.

El tercer enfoque novedoso es ver si la funcion miocardica del ventriculo izquierdo esta mas
afectada segln el sexo e investigar si el sexo —es un modificador del manejo clinico— se asocia a
diferentes estrategias terapéuticas por parte de los profesionales de salud involucrados en el
seguimiento de estos sujetos. Haber demostrado en nuestra serie que las enfermas femeninas
tienen una menor probabilidad a ser tratadas y la existencia de una mayor incidencia de la
afectacién miocardica entre ellas puede alentar a realizar mayores esfuerzos en investigar esta
problemdtica en un grupo numeroso de sujetos y dar un siguiente paso hacia una mayor

sensibilizacidn actual al problema de salud cardiovascular en la mujer.

Confiamos en que las aportaciones cientificas de esta tesis den base a nuevas hipdtesis y
experimentos, sirvan para la ampliacién de conocimientos sobre el tema vy, por ultimo, animen
a valorar posibles modificaciones del manejo de esta patologia, resultando, especialmente, en

un enfoque mds individualizado en cada sujeto.



RESUMEN

Dilatacion adrtica y miocardiopatia por sobrecarga de presion en el sindrome de Marfan:

impacto del entrenamiento y del género.

Introduccion

Estudios recientes sugieren la existencia de una afectacién miocardica propia en el

sindrome de Marfan (SM). Se observan alteraciones tales como leve disfuncidon auricular,

hipertrofia del ventriculo izquierdo (VI), dilatacion y disfuncidn sistélica del VI y alteracién en la
relajacién diastdlica. No obstante, la fisiopatologia de esta lesién miocardica y los mecanismos
en los que se produce precisan de mas aclaracién. Cabe mencionar que no hay datos sobre el
potencial impacto diferencial del sexo en la manifestacién de los signos de la miocardiopatia en
SM. La deteccidén precoz de la lesion miocardica podria ayudar en la toma de decisiones
terapéuticas y preventivas permitiendo aplicar terapias mas dirigidas y de manera precoz. Una
de las estrategias dirigidas podria ser hacia la reduccién mas intensiva de la postcarga, siendo
mas agresivos con el tratamiento vasodilatador. Tampoco se dispone de suficiente evidencia
para apoyar el hecho de que el deporte con una carga mayor que baja siempre se haya

desaconsejado en pacientes con el SM. Los efectos del entrenamiento en pacientes con SM son,

en realidad, ampliamente desconocidos.

Hipétesis

La hipdtesis global de esta tesis es que los sujetos con el SM sufren precozmente de
miocardiopatia con caracteristicas compatibles con miocardiopatia por sobrecarga de presion.
Como una hipétesis mas concreta postulamos que los pacientes con el SM pueden tener un
miocardio ventricular mas sensible a la postcarga y por consiguiente pueden desarrollar una
mayor heterogeneidad segmentaria de estrés de la pared del VI debido al tejido anormal
subyacente de la pared arterial y/o miocardica. En ese sentido, planteamos que el
entrenamiento crénico a cargas no elevadas podria ayudar a reducir la presidn arterial y la
postcarga en estos sujetos, y a mejorar la funcionalidad adrtica, disminuyendo eventualmente
la progresidn de la dilatacién aortica. Concomitantemente, planteamos la hipdtesis de que exista
un impacto diferencial del género en la manifestacion de los signos de la miocardiopatia en el

SM.



Objetivos

Los objetivos de la tesis son determinar si existe una respuesta funcional miocardica
anormal en el SM mediante la deteccidon de la deformacién miocardica alterada y si ésta
presenta patrones de deformacién regional alterados tipicos de los estados de incremento de
postcarga. Adicionalmente, la tesis pretende evaluar el impacto del ejercicio fisico en la
dilatacion de aorta ascendente y la miocardiopatia en el SM. Asimismo, el objetivo final de la
tesis es examinar diferencias de género en la presentacion de dicha deformacién alterada y los

factores asociados a la misma.

Métodos

En el primer proyecto se han estudiado tres poblaciones: ratones de 4 y 9 meses de edad vy
pacientes humanos. Se les ha realizado la medicidn de la presién arterial y la ecocardiografia
avanzada con el Modo 2D, M y Doppler Tisular. En la ecocardiografia se ha determinado la
prevalencia del signo de engrosamiento postsistdlico y se han evaluado mediciones de las

dimensiones adrticas, ventriculares y la funcidn sistélica del ventriculo izquierdo.

En el segundo proyecto se han analizado datos de la presidon arterial y analisis de la
ecocardiografia avanzada en la poblacion de los ratones de 4 meses antes y después de la
intervencién en forma del programa del entreno fisico controlado a moderada carga durante 5

meses.

En el tercer proyecto se han analizado y correlacionado los datos clinico-farmacoldgicos con

los datos ecocardiograficos de los pacientes humanos segun el sexo femenino-masculino.

Principales resultados

El principal hallazgo del primer subproyecto fue la alta prevalencia de engrosamiento
postsistélico (EPS) en el sindrome de Marfan (SM), detectado, tanto en un modelo experimental
murino, como en una cohorte de pacientes con SM. En los ratones de 4 meses de edad, la
presencia de EPS se asocio a la dilatacidn de la raiz adrtica a pesar de que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la presidn arterial entre el grupo de ratones con EPSy aquellos
sin EPS. Curiosamente, los pacientes con EPS muestran una presion arterial sistdlica mas baja
que los controles y se observa una asociacién entre el aumento de la prevalencia de EPS y la

dilatacion adrtica en pacientes muy jévenes.



El experimento del segundo proyecto evidencia que el ejercicio regular de intensidad
moderada no acelera la tasa de dilatacién adrtica, sino que mas bien normaliza su progresién a
valores comparables al observado en los animales sanos. Los ratones con SM del grupo
entrenado mostraron un ligero aumento de la presién arterial sistdlica, en comparacion con los
ratones sin SM. Sin embargo, vimos que a pesar de este incremento en la presidn arterial, hubo

una menor dilatacidn adrtica y una menor hipertrofia de ventriculo izquierdo.

Nuestro tercer proyecto revela un claro impacto diferencial del género, siendo
significativamente mas frecuente el EPS en las mujeres. Esta caracteristica se asocia al hecho de
que las mujeres reciben con menor frecuencia tratamiento con betabloqueadores y losartan, a
pesar de que los diametros adrticos y ventriculares son muy similares entre ambos géneros.
Cabe destacar que la presion arterial es mas alta en el caso de mujeres con EPS presente, en

comparacién con las que no presentan este signo.

Conclusiones

La alta prevalencia del signo de engrosamiento postsistdlico (EPS), tanto en ratones como
en pacientes con sindrome de Marfan (SM), sugiere la existencia de miocardiopatia por
sobrecarga de presidn. Este marcador puede proporcionar una herramienta de deteccion y
monitorizacién del remodelado cardiaco y puede apoyar la decisién de iniciar terapias
preventivas en pacientes con SM, incluso con niveles normales de presién arterial. En un modelo
murino de SM, el ejercicio dindmico de intensidad moderada se asocia a una menor dilatacion
adrtica, menor hipertrofia cardiaca y menor frecuencia de EPS. La presencia de EPS se observa
con mayor frecuencia en pacientes mujeres con SM que en pacientes de sexo masculino; sin
embargo, las mujeres con SM reciben con menor frecuencia tratamiento vasodilatador a pesar

de que su presion es significativamente mas alta.



SUMMARY

Aortic dilatation and pressure overload cardiomyopathy in Marfan syndrome: impact of

training and gender.

Introduction

Several studies have observed myocardial abnormalities in Marfan syndrome (MS).
Findings such as mild atrial dysfunction, left ventricular (LV) hypertrophy, LV dilation, and
impaired LV function with decreased biventricular ejection fraction and abnormal diastolic
ventricular relaxation have been reported. However, the pathophysiology and the mechanisms
that influence the myocardial injury are not fully understood. Moreover there are no data on
the potential differential impact of gender on manifestation of the signs of cardiomyopathy in
MS. The early detection of myocardial injury could help in the process of therapeutic and
preventive decisions, allowing the application of more targeted and prompt therapies. One of
the directed strategies could be a more intensive reduction of afterload with more aggressive
pharmacological treatment. There is not enough evidence to support the fact that sport with a
load greater than low has always been discouraged in patients with MS. Indeed, the effects of

training in MS patients are currently unknown.

Hypotheses

The main hypothesis of this thesis is that subjects with MS suffer early from
cardiomyopathy with features of pressure overload cardiac lesion. As a more concrete
hypothesis, we postulate that patients with MS may have the ventricular myocardium more
susceptible to afterload and therefore may develop greater segmental LV wall stress
heterogeneity due to underlying abnormal tissue of the arterial wall and/or myocardium. In this
regard, we hypothesize that physical training at intermediate loads could help reduce blood
pressure and afterload in these subjects, and furthermore it could improve aortic functionality,
eventually reducing the progression of aortic dilatation. Additionally we hypothesize that there

is a differential impact of gender on the manifestation of signs of cardiomyopathy in MS.



Objectives

The objectives of the thesis are mainly to determine if there is an abnormal myocardial
functional response in MS by detecting altered myocardial deformation and if it shows typical
patterns of altered deformation in the increased afterload scenarios. Moreover, the thesis aims
to evaluate the impact of physical exercise on ascending aortic dilatation and cardiomyopathy
in MS. Likewise, the final objective of the thesis is to examine gender differences in the

manifestation and associated factors with the altered deformation.

Methods

In the first project, three populations have been studied: 4- and 9-month-old mice and
human patients. Blood pressure measurement and advanced echocardiography with 2D, M and
Tissue Doppler mode have been performed. The prevalence of the postsystolic thickening sign
and measurements of aortic and ventricular dimensions and left ventricular systolic function

have has been analyzed.

In the second project, blood pressure data and advanced echocardiography analysis were
analyzed in the population of 4 month-old mice before and after the controlled physical training

program at moderate load during 5 months.

In the third project, the clinical and pharmacological data have been analyzed and

correlated with the echocardiographic data of human patients according to female-male sex.

Main results

The main finding of the first project was the high prevalence of postsystolic thickening (PST)
in Marfan syndrome (MS), detected both in the experimental murine model and in a cohort of
patients with MS. In 4-month-old mice, the presence of PST was associated with aortic root
dilatation despite the fact that there were no statistically significant differences in blood
pressure between the group of mice with PST and those without PST. Interestingly, human
patients with PST show lower systolic blood pressure than controls and an association between

increased prevalence of PST and aortic dilatation was observed in very young patients.

The experiment of the second project show that regular exercise of moderate intensity
does not accelerate the rate of aortic dilatation, but rather normalizes its progression to values

comparable to those observed in healthy animals. The MS mice in the trained group showed a



slight increase in systolic blood pressure, compared to the wild type mice. However, we found
that despite this increase in blood pressure, there was less aortic dilation and less left ventricular

hypertrophy.

Our third project reveals a clear differential impact of gender, the PST being significantly
more frequent in women. This finding is associated with the fact that women receive treatment
with beta-blockers and losartan less frequently, despite the fact that aortic and ventricular
diameters are very similar between both genders. Noticeably the blood pressure is higher in

women with PST present, compared to those without this sign.

Conclusions

The high prevalence of the postsystolic thickening (PST), both in mice and in patients with
Marfan syndrome (MS), suggests the finding of pressure overload cardiomyopathy. The
postsystolic thickening can provide a tool for detection and monitoring of cardiac remodeling
and can support the decision to start preventive therapies in patients with MS, even with normal
blood pressure levels. In a murine model of MS, moderate-intensity dynamic exercise is
associated with less aortic dilation, less cardiac hypertrophy, and lower PST prevalence. The
presence of PST is observed more frequently in female patients with MS than in male patients;
however, women with MS receive vasodilator treatment less frequently despite the fact that

their pressure is significantly higher.



1. Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia y diagndstico

El sindrome de Marfan (SM, OMIM #154700) es una de las enfermedades de colageno
hereditarias, transmitida de forma autosémica dominante y causada principalmente por una
mutacion heterocigota en el gen que codifica la fibrilina 1 (FBN1) en el cromosoma 15, con una
incidencia aproximada de 1-3 por cada 10.000 personas vivas segun las series (1,2,3,4). Afecta
por igual a ambos sexos y su distribucidn es mundial. En 1896, Antoine-Bernard-Jean Marfan
describié por primera vez esta entidad en una nifia de 5 afios con varias anomalias esqueléticas
(5). En 1995, McKusick incluyé el SM en la categoria de enfermedades del colageno hereditarias
(6). Desde entonces el conocimiento de la enfermedad se ha ampliado de forma progresiva, con
la descripcion de afectaciones oculares, esqueléticas, cardiovasculares, pulmonares, cutaneas y
en los tegumentos que definen la enfermedad, recopiladas en los criterios de Ghent, que en la
actualidad conforman la base del diagnéstico de la enfermedad en adultos (7). El SM se
caracteriza por una alta penetrancia, de forma que todos los portadores virtualmente

desarrollan la enfermedad, aunque con marcada heterogeneidad fenotipica (8).

En la mayoria de los casos del sindrome de Marfan (75%) existen antecedentes familiares.
No obstante, en alrededor del 25% de los casos se detectan mutaciones de novo (9). Se han
descrito mas de 1.000 mutaciones distintas siendo la mayoria de ellas del tipo de cambio de
sentido (missense-type), alterando alguno de los 2.871 aminodcidos que constituyen la proteina,
usualmente en los dominios homdlogos a los del factor de crecimiento epidérmico (EGF), y
afectando residuos de cisteina o aminoacidos implicados en el transporte de calcio y, ademas,
exclusivos de cada caso indice o familiar (10,11,12). A nivel molecular, el gen de la FBN1 que
estd localizado en el cromosoma 15¢g21.1 codifica una glicoproteina (profibrilina 1) que se
convierte en FBN1. Estd constituido principalmente por la repeticion de dominios homélogos de
factor de crecimiento transportador de calcio (cbEGF) y dominios que contienen 8 residuos de
cisteina (13). A pesar de que algunas mutaciones parecen predecir un fenotipo mas agresivo, en
general no existe una clara correlacién entre el genotipo detectado y el fenotipo expresado. La
variabilidad fenotipica intrafamiliar también es importante en el SM (6,8). Asimismo, las
mutaciones en el gen de la FBN1 no son especificas del SM y se han detectado también en otras

fibrilinopatias (9).

La FBN1 ejerce control sobre la via de sefializacién del factor de crecimiento transformador
beta (TGF-beta) alterando su activacién y puede provocar su sefializacién y activacidn excesivas.

Cabe destacar que en el sindrome de Loeys-Dietz y en algunos pacientes con aneurismas
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familiares y diseccién adrtica, entidades que comparten muchas manifestaciones fenotipicas
con el SM, se detectan mutaciones en los genes del receptor del factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGFBR1) y beta 2 (TGFBR2) (14,15). La identificacion de mutaciones del
gen FBN1, del gen FBN2 en el sindrome de Beals y de los receptores TGFBR1 y TGFBR2 ha
aumentado el conocimiento sobre la patogenia del SM y de otras enfermedades relacionadas,
y podria ayudar en la caracterizacién de un mayor espectro de mutaciones asociadas a las

enfermedades genéticas de colageno.

Puesto que el SM se asocia a una muerte prematura por diseccion adrtica en pacientes sin
tratamiento, la realizacion de un diagnéstico correcto y precoz es de gran importancia. En la
actualidad el diagndstico no se realiza de forma exclusiva con el andlisis genético molecular, ya
que a veces no esta disponible; ademas, la deteccidn de la mutacion no es de alta rentabilidad
y no todas las mutaciones del gen de la FBN1 se asocian al SM. En la actualidad el diagnéstico
de SM se realiza por criterios clinicos (criterios de Ghent modificados), que en la mayoria de los
casos son suficientes para establecer el diagndstico (Tabla 1) (1). En los pacientes que cumplen
los criterios de Ghent modificados se puede establecer un diagndstico certero, pero los que no
lo hagan y presenten manifestaciones sistémicas compatibles, precisaran de evaluacién clinica
completa, asi como seguimiento oftalmoldgico y ecocardiografico en la mayoria de los casos. En
estas situaciones de diagndstico clinico dudoso, el andlisis genético del FBN1 podria ayudar en

la confirmacién del diagnéstico (16) (Figura 1).

Figura 1. Manifestaciones sistémicas del SM. a: pectus carinatum; b: pectus excavatum; c:
hipermotilidad articular; d: luxacidn de cristalino; e: dientes apifiados; f: dedos largos; g:
extremidades largas. Modificado de: Zapata Mendo, P. Abraham Lincoln y el Sindrome de

Marfan. Monografias, S.A. 2011.
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Tabla 1. Criterios de Ghent modificados

CRITERIOS DE GHENT MODIFICADOS

Ausencia de historia familiar Presencia de historia familiar
e Ao(Zz2)yLC=SM e LCe historia familiar SM = SM
e Ao (Z=2)ybonafide FBN1 =SM e  Puntuacidn sistémica (= 7) e historia familiar SM = SM

e Ao (Z=2)y puntuacion sistémica (> 7) =SM

e LCyFBNI1 con conocida asociacién a Ao = SM

e LCcon osin afectacidn sistémica y con FBM1 no asociada a afectacion aértica o ausencia
FBM1 = luxacion del cristalino familiar

e Ao (Z=2)y puntuacion sistémica (=5 con al menos un hallazgo esquelético) sin LC = fenotipo

Ao (Z=2) en>20afios 0 Ao (Z = 3) en <20 afios e historia familiar SM

MASS
e PVMy Ao (Z<2)y puntuacién sistémica (< 5) sin LC = sindrome de prolapso de la valvula
mitral
Hallazgos sistémicos Puntuacion Hallazgos sistémicos Puntuacion
e Signo de Wrist y Thumb 3 e Signo de Wrist y Thumb -1
e Pectum carinatum 2 e  Pectum excavatum o asimetria tordcica -1
e Deformidad en el retropié 2 e Pies planos -1
e Neumotdrax 2
e  Ectasia dural 2
e Protusion acetabular 2
e  Reduccion del segmento superior/inferior y aumento de la brazada sin 1
escoliosis severa
e Escoliosis y/o cifosis toracolumbar
e Hallazgos faciales (3/5): Dolicocefalia, enoftalmos, fisura palpebral con 1
inclinacién inferior, hipoplasia malar, retrognatia
e Estrias en la piel 1
e  Miopia > 3 dioptrias 1
e Prolapso valvula mitral 1

SM: diagndstico en ausencia de datos de SLD, ED tipo IV y SGS, realizando si procede TGF-BR1 y 2, COI3a o estudio del colageno; Ao: diametro adrtico desde los senos de
Valsalva medido con Z score o diseccién de la aorta; LC: luxacidn del cristalino; SM: sindrome de Marfan; PVM; prolapso de la valvula mitral; SLD: sindrome de Loeys-Dietz;
SGS: sindrome de Shprintzen-Goldberg; ED: sindrome de Ehlers-Danlos. Maximo total: 20 puntos; score > 7 indica afectacion sistémica. Modificado de (1).
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1.2 Bases moleculares de la fisiopatogenia

A pesar de los avances en el conocimiento de la biologia molecular en el SM y en otros
sindromes relacionados, el mecanismo molecular que conduce al desarrollo del fenotipo no se
conoce de forma clara. El hallazgo de degeneracién de la tunica media de la pared adrtica de
pacientes con el SM ocurre de forma mas precoz que en otros pacientes con aneurismas
tordcicos. La proteina mutada en el SM, FBN1, es una glicoproteina extracelular de 350
kilodaltons, muy parecida entre las diferentes especies animales. La polimerizacion extracelular
de las fibrilinas en mondmeros forma, en asociacidon con otras proteinas como el TGF-beta,
macroagregados llamados microfibrillas. Las microfibrillas proveen un fuerte soporte estructural
y, en asociacién con la elastina, forman las laminas eldsticas, que aportan elasticidad a la
estructura, normalmente de forma temporal dependiendo del tejido (9). La lesidén histoldgica
mas representativa en el SM es el aumento de la ruptura de ldaminas elasticas en la tunica media
de la aorta ascendente. Ademas, se observa un aumento del contenido de coldageno como
mecanismo compensatorio de la rotura de la fibra elastica, lo que origina, a su vez, fibrosis por

reemplazo en la tunica media aortica (Figura 2).

._ w1

Figura 2. Rupturas de laminas eldsticas en la tunica media de la aorta ascendente. Las flechas
amarillas ensefian l[dminas rotas. Cortesia de: Jiménez-Altayé F, Siegert A-M, Bonorino F,
Meirelles T, Barbera L, Dantas AP, Vila E and Egea G. Differences in the Thoracic Aorta by Region
and Sex in a Murine Model of Marfan Syndrome. Front. Physiol. 2017;8:933. doi:
10.3389/fphys.2017.00933.
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Durante mucho tiempo se pensé que la base exclusiva de la enfermedad era la pérdida de
la integridad del tejido conectivo con la reduccion y la fragmentacion de las fibras elasticas y
aumento de la fibrosis en los tejidos afectados. Esto ofrece una explicacién parcial de la
patologia adrtica y no de otras manifestaciones de la enfermedad como el sobrecrecimiento del
hueso largo, el engrosamiento valvular y la hipoplasia muscular (13). El modelo fisiopatoldgico
actual ha cambiado gracias a estudios experimentales con ratones con deficiencia de FBN1. El
siguiente mecanismo fisiopatoldgico mas barajado actualmente constituye el incremento de la
via de sefializacién TGF-beta. En los modelos murinos experimentales, la deficiencia estructural
de FBN1 conduce a una activacién de la citocina TGF-beta, la cual tiene un papel fundamental
en el desarrollo y el mantenimiento de varios tejidos. La activacién de la TGF-beta parece
contribuir al desarrollo de enfisema pulmonar, dilatacidén adrtica e hipoplasia muscular que se
observa en el SM (17,18). Habashi et al (2006) compararon el efecto del farmaco losartan
(blogueador del TGF-beta) y los farmacos betabloqueadores en unos ratones heterocigotos para
la mutacion del gen de la FBN1 (18). Al final del experimento, se observé que la pared adrtica
presentaba una arquitectura mejor conservada exclusivamente en el grupo tratado con losartan,
por lo que, al menos en el modelo murino, los cambios en la aorta podrian ser inhibidos de forma
efectiva por la administraciéon de este farmaco antagonista del TGF-beta. Otro mecanismo
patogénico estudiado apunta a la activacidon de las metaloproteinasas (MMP), las cuales
constituyen una gran familia de enzimas que procesan y degradan un gran numero de sustratos,
como el colageno y la elastina. La remodelacidn progresiva de los vasos arteriales en el SM se
correlaciona con el aumento de la actividad de la MMP-2 y MMP-9 favoreciendo la protedlisis
de la matriz extracelular. Este concepto de SM como un trastorno estructural del tejido
conectivo que se manifiesta como anormalidades en el desarrollo que alteran la senal de las

citocinas, abriria nuevas e inesperadas dianas terapéuticas (19,20,21).
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1.3 Sintomatologia. Manifestaciones cardiovasculares

1.3.1 Aorta

Las principales manifestaciones cardiovasculares en el SM incluyen la dilatacién de la aorta,
especialmente localizada a nivel de los senos de Valsalva, insuficiencia valvular adrtica y el
prolapso de la vélvula mitral, siendo la mds temida la dilatacién de aorta por su predisposicion
a la diseccion y rotura y, en muchas ocasiones, a la muerte subita consecuente. La mayoria de
las series experimentales y clinicas no encuentran diferencias de género en la presentacion de
las manifestaciones cardiovasculares (22,23). La dilatacién de la raiz adrtica se manifiesta ya a
edad temprana con una prevalencia del 70-80%. Comprensiblemente, los principales esfuerzos
se han centrado en descubrir los mecanismos de dilatacion adrtica que conducen a la diseccidn
y ruptura, una sello distintivo del SM que determina criticamente la supervivencia. Se han
estudiado las caracteristicas y la velocidad de la progresion de la dilatacidn y se ha identificado
que el riesgo de la rotura aumenta significativamente a partir de un cierto didametro de aorta (en
la mayoria de los casos a partir de 50 mm, o de 45 mm en casos de otros factores de riesgos
adicionales), estableciéndose ese valor como indicacién para cirugia de reemplazo o reparacion
adrtica. Estos avances en la investigaciéon basica se han traducido recientemente a ensayos
clinicos cuyo objetivo era intervenir en la progresion de la dilatacién adrtica,
predominantemente probando farmacos de los grupos de bloqueadores beta y antagonistas de
los receptores de angiotensina Il como losartan (24). Desafortunadamente, la mayoria de los
ensayos no han podido demostrar una significativa mejora en la profilaxis de la muerte subita
por diseccién adrtica y la intervencidn quirdrgica sigue siendo la Unica medida que mejora el

prondstico vital (25) (Figura 3).
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Figura 3. Dilatacion de la raiz adrtica. Las llaves ensefian el segmento proximal afectado.
Cortesia de: LeMaire SA, Weldon SA, Coselli JS. Total aortic arch replacement: current approach
using the trifurcated graft technique. Ann Cardiothorac Surg. 2013;2(3):347-52. doi:
10.3978/j.issn.2225-319X.2013.05.02.
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1.3.2 Técnicas de imagen cardiovascular en la deteccion de patologia adrtica en el SM

La ecocardiografia transtoracica es la prueba fundamental para la evaluacién y el
seguimiento de la afectacidon cardiovascular en el SM. Para la evaluacidn de la dilatacién adrtica,
la proyeccién de eleccidn es el eje largo de la ventana paraesternal; todas las medidas deben ser
estrictamente perpendiculares al eje de la aorta y comparadas con normogramas dependiendo

de la edad y de la superficie corporal del paciente (26) (Figura 4).

Figura 4. Medicidon del diametro de raiz adrtica en la ecocardiografia, a: en un ratén afecto de

SM; b: en un paciente con SM.

La dilatacion adrtica se define como un didametro normalizado mayor a la media en mas dos
desviaciones estandar (Z score > 2). No obstante, a veces, los nomogramas no son validos en
pacientes con tallas superiores al percentil 95, pudiéndose sobreestimar en estos pacientes el
didmetro de la aorta. En estos casos, algunos autores proponen la medicion del ratio entre el
didmetro de los senos de Valsalva y del anillo adrtico (8,27,28). Por lo general, este ratio
permanece constante en personas sanas y es independiente de la edad y de la superficie
corporal, pudiendo ser de ayuda en la evaluacién en nifios (un ratio > 1,45 predeciria la
existencia de dilatacion adrtica con una sensibilidad del 82% y una especificidad del 100%) (22).
No obstante, este ratio, aun siendo de ayuda, no estd suficientemente validado y tiene falsos
positivos, como p. ej. en los pacientes con anillo adrtico pequefio. En pacientes con mala ventana
ecocardiografica, tanto la tomografia computarizada (TC) como la resonancia magnética (RM)
son de ayuda para el diagndstico y seguimiento de pacientes, asi como para evaluar el resto de

la aorta (que puede estar afectada hasta en el 10% de los pacientes).
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Los esfuerzos cientificos en encontrar los predictores de la progresidn de la dilatacién de
aorta han resultado en la identificacidn de unos patrones caracteristicos de comportamiento de
aorta, tales como baja distensibilidad y alta rigidez de la pared adrtica como marcadores
estigmas de la aorta en el SM (29). Estas propiedades mecdanicas de la aorta se evalian mediante
la combinacién de datos in vivo obtenidos de las mediciones de la tensién arterial (TA) y de los
didmetros ecocardiograficos mdaximos y minimos de la aorta. Se observan importantes
diferencias en la pulsatilidad de la raiz adrtica entre sujetos sanos y con el SM, lo cual es
indicativo de una pérdida de elasticidad. El calculo del llamado indice beta predice el aumento
de la rigidez de la raiz adrtica en sujetos con el SM. La pulsatilidad de la aorta se utiliza como
marcador de distensibilidad y se calcula al disponer de datos medidos en la ecocardiografia
mediante la siguiente férmula: Pulsatilidad (%): [(Ao max— Ao min)/Ao min] *100 donde Ao max
significa diametro maximo de aorta en la ecocardiografia y Ao min significa didametro minimo de
aorta en la ecocardiografia. La rigidez adrtica (estimada mediante el indice beta) se calcula
utilizando la tensién arterial (TA) y el diametro de la aorta medida en la ecocardiografia segun
la siguiente férmula: indice BETA = log (TAS/ TAD)/[(Ao max-Ao min)/Ao min] donde TAS significa

tensidn arterial sistélica y TAD significa tensidn arterial diastdlica (Figura 5).

Figura 5. Ecocardiografia, plano parasternal longitudinal. A la izquierda: medicion del didametro

minimo de la raiz adrtica (en diastole); a la derecha: medicién del diametro maximo de la raiz

adrtica (en sistole).
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La rigidez arterial se ha asociado con la progresién de la dilatacion adértica en el SM en
estudios por ecocardiografia transesofagica y resonancia magnética en humanos, asi como a
través de la medicién de la velocidad de la onda de pulso en modelos animales (30-33). Se
postula que la rigidez adrtica reflejada mediante estas mediciones es efecto sumatorio del
estado funcional de todas las capas de la pared vascular adrtica. La aorta expuesta a la
sobrecarga mecdnica continua sufre procesos de mala adaptacién tisular, entre los que se
identifica el aumento de fibras de colageno que da origen a la rigidez parietal como uno de los

predominantes (32).

Otras alteraciones del sistema cardiovascular que conforman los criterios menores de
Ghent incluyen: prolapso de valvula mitral (prevalencia del 55-69% en el SM frente al 2% de la
poblacién general), dilatacién proximal de la arteria pulmonar principal en ausencia de estenosis
de ramas pulmonares periféricas u otra causa que lo explique, calcificacién del anillo mitral
(pacientes < 40 anos) y dilatacion de la aorta abdominal o toracica descendente (pacientes < 50
afios), que afecta al 10% de los pacientes con el SM y es, en la actualidad, la causa mas
importante de mortalidad en ellos, tras los avances en el tratamiento médico y la cirugia

profilactica de la aorta ascendente (4,8,34).

10



1. Introduccion

1.3.3 Corazdn

La manifestacién cardiaca mads frecuente y conocida del SM es el prolapso de la vélvula

mitral (12). Si el prolapso mitral y la regurgitacion son severos, pueden evolucionar a la dilatacion

progresiva del ventriculo izquierdo (VI) y su disfuncidn con la consecuente clinica de insuficiencia
cardiaca. Sin embargo, datos recientes apoyan la existencia de una afectacién primaria del
miocardio en pacientes con el SM, incluso en presencia de valvulas normofuncionantes (35-38).
A partir de principios del siglo XXI, varias investigaciones describen que la dilatacién de la raiz
adrtica y de la aorta ascendente se acompana de remodelado miocardico patoldgico. Los
experimentos relacionados con la funcion cardiaca en el SM se realizaron de manera
practicamente paralela tanto en el mundo animal como en los humanos. En los sujetos con SM
y sin insuficiencia valvular significativa se observaban alteraciones tales como como hipertrofia
del VI, dilatacion del VI y el deterioro de la funcién VI (37,39). De Witte P et al y Alpendurada F
et al demostraron, mediante resonancia magnética cardiaca, una disminucion de la fraccidn de
eyeccion biventricular en pacientes con SM independientemente de la elasticidad adrtica y la

toma de farmacos R-adrenaliticos (De Witte P et al: fraccidon de eyeccién del VI 53% + 7% vs 57%

+ 4%, p < 0,005 en el SM vs controles sanos) (40,41).

La disfuncidn sistdlica que acompafia las anomalias estructurales encontradas en la
miocardiopatia del SM presenta grados variables y, ocasionalmente, permanece subclinica,
detectandose Unicamente a través del analisis de los pardmetros de la deformacién miocardica
(strain miocardico) en las técnicas de imagen cardiovascular. EIl empeoramiento de la
deformacién miocdrdica origina consecuentemente una reduccién de la funcion sistélica
longitudinal y una leve disfuncién diastdlica biventricular y auricular (42). No obstante,
actualmente, falta evidencia certera que relacione esta miocardiopatia con un peor prondstico

clinico.

Tae y col. demostraron que, ya a edades tempranas, el remodelado ventricular expresado
como hipertrofia miocdrdica en ratones con el SM de 2 y 4 meses de edad no se asociaba a una
sobrecarga hemodinamica de volumen (como en la insuficiencia valvular), sino que podria estar
desencadenada por un probable mecanismo intrinseco relacionado con el estrés mecanico
persistente originado en la matriz extracelular miocardica alterada. Este remodelado en forma
de hipertrofia fue expresado a nivel histopatoldgico por un aumento del colageno, hallazgo que
en su estudio no alcanzd significacion estadistica probablemente debido al tamafio limitado de
la muestra y su gran variabilidad intrinseca (38). En un experimento con constriccion adrtica

transversal leve, Rouf et al demostraron que los ratones Fbn1C1039G/+ eran mas
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predisponentes a desarrollar insuficiencia cardiaca inducida por la sobrecarga que sus
companferos de camada genéticamente no modificados (43). Ademds, su investigacién apoya la
hipétesis previamente reportada que defiende que la sefializacién candnica de TGF- contribuye
a la descompensacion cardiaca inducida por la sobrecarga (37). Un interesante y novedoso
modelo de ratdn in vivo de Cavanaugh et al mostraba que la administracién de la angiotensina
Il por via subcutdnea a los ratones con el SM, provoca el desarrollo acelerado de dilatacion
adrtica y miocardiopatia dilatada incluso sin insuficiencia adrtica, lo que sugiere una posible

etiologia intrinseca de la lesion miocardica (44).

El aumento de coldgeno es un sustrato morfolégico de la fibrosis cardiaca. Se desconoce
la importancia clinica y fisioldgica de dicha fibrosis, pero podria contribuir a algunas
caracteristicas de la miocardiopatia del SM. Es posible que tanto la fibrosis miocardica como la
hipertrofia subyazcan a la disfuncién diastélica observada en pacientes con el SM (45). Ademas,
la fibrosis es una caracteristica de la arritmogénesis cardiaca y probablemente contribuya al
aumento de prevalencia de arritmias ventriculares en estos pacientes (46). En el estudio de
Yetman et al, el 11% de los pacientes con SM tenia disfuncidn sistélica del VI (47). Incluso en
ausencia de insuficiencia valvular adrtica, la dilatacién del ventriculo izquierdo ocurre
comunmente en pacientes con el SM y se asocia con una repolarizacidn ventricular alterada que
puede conducir a una arritmia ventricular. Desde finales del siglo pasado y gracias a unos
experimentos de Reiter et al y Franz et al, se conocia que el estiramiento del miocardio produce
varios cambios electrofisiolégicos proarritmicos que conducen a arritmias ventriculares y
muerte subita cardiaca, incluida la conduccidon intraventricular mas lenta y la aparicidon de

contracciones ventriculares prematuras (48,49).

Los factores considerados hasta ahora como claves en la funcidn diastdlica y sistélica del VI
en el SM solo se conocen parcialmente. Una de las explicaciones plausibles es que en el SM un
porcentaje reducido de microfibrillas ricas en fibrilina 1 puede resultar en la pérdida de la
integridad estructural de la matriz extracelular, lo que a su vez deterioraria la coordinacidn de

las fuerzas contractiles y eldsticas (13,50). No obstante, la relajacidn ventricular diastdlica

anormal y la contractilidad sistélica alterada observadas en pacientes con el SM podrian
explicarse también por el remodelado de la matriz extracelular y una excesiva activacion de la
via de sefializacién bioldgica TGF-B debido a un ambiente deficiente en fibrilina 1 (46). Lo que
adquiere interés de punto de vista clinico es que los cambios estructurales en la matriz
miocdrdica en ciertos pacientes con el SM que conducen a deterioro diastélico y sistélico del VI

consecuentemente conducen a un aumento del nivel sérico de NT-proBNP (45,50-51).

Hoffmann et al establecieron la relacion entre el NT-proBNP y el riesgo arritmogénico de muerte
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subita cardiaca en los pacientes con el SM, demostrando igualmente que el grupo con los
factores arritmogénicos presentaba una funcidn sistdlica del VI inferior al grupo sin eventos

arritmicos (52).

Varios autores han relacionado sus experiencias en los Gltimos afios planteando la hipdtesis
de la existencia de patologia estructural primaria del miocardio en el SM (36,42,45,52,53,54).
Asi, los pacientes con el SM potencialmente tanto pueden desarrollar una lesién miocardica
consistente en fibrosis y alteracidn en la arquitectura miocardica causada por depésito
anormalmente aumentado y desorganizado de coldgeno, como también podrian ser mas
susceptibles a cambios en la tensidn arterial, dando como resultado mayor estrés de la pared
adrtica anormal y, en consecuencia, aumento de postcarga del ventriculo izquierdo. El efecto de
la sobrecarga de presidn sobre la estructura y la funcién del miocardio en el SM sigue siendo

una pregunta que precisa de mas aclaracién.
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1.3.4 Técnicas de imagen cardiovascular en la deteccion de las manifestaciones

cardiacas

La misma técnica de imagen cardiaca en la que se evalla el didmetro de aorta en los
pacientes con el SM, la ecocardiografia, puede aportar la evaluacidn de la mecanica del corazon.
Un fendmeno de la mecanica de corazdn alterada llamado engrosamiento postsistélico (EPS) se
determina en el mismo plano de la ecocardiografia 2D que la dimensidn de la aorta ascendente.
El EPS consiste en una deformacion anormal en forma de engrosamiento miocardico
longitudinal producido después de la sistole, es decir, después del cierre de la valvula aértica. El
EPS es ampliamente reconocido como un marcador de heterogeneidad regional de presion y/o
heterogeneidad en la contractilidad segmentaria, principalmente en estados de sobrecarga de
presion o isquemia miocdrdica, e indica un remodelado miocardico funcional adverso (65-58).
El EPS se puede observar en la ecocardiografia, tanto en el registro en modo M como en otras
modalidades mads avanzadas, como Doppler Tisular o Speckle Tracking 2D, en el contexto de
condiciones de postcarga alterada como, por ejemplo, en la hipertensién arterial (55). Varios
estudios clinicos en pacientes hipertensos e isquémicos han demostrado la presencia de EPS en
el septo interventricular basal como marcador de sobrecarga de presiéon (55,59).
Concretamente, se ha demostrado una asociacion de EPS con estadios mas avanzados de
disfuncidn auricular y ventricular izquierda en pacientes con hipertension arterial sistémica bien
controlada (60). Segun la geometria del VI, es de esperar que la mayor sobrecarga de presion
recaiga en el segmento basal del SIV, ya que a ese nivel se localiza una curvatura anatémica con
mayor radio en comparacion con la pared libre y el apex del VI. Un aumento regional en el estrés
parietal ocurre en esa localizacién, lo que resulta en la interaccion entre los segmentos vy, por lo
consiguiente, en el EPS. En caso de sobrecarga de presion, el septum interventricular basal,
debido a su geometria mas plana, es el primer segmento que evidenciard la reduccién de la
deformacién sistélica (61,62). El desarrollo de deformacion postsistdlica, junto con una
hipertrofia localizada, se puede observar incluso antes de la estimacidn visual de la disminucion

del engrosamiento parietal (Figura 6).

14



1. Introduccion

(-] o+
Sivd 1.2cm

Figura 6. Medicion de la hipertrofia del septo interventricular basal en diastole (SIvd).

Ecocardiografia. Plano parasternal longitudinal.

El EPS es un parametro facil de obtener y evaluar, clinica y experimentalmente. En
condiciones éptimas de estudios experimentales, suele existir una buena correlacion entre las
dos modalidades ecocardiograficas mencionadas, el Modo M y la deformacidn miocardica (ya
sea por Doppler tisular o por speckle tracking) (59). No obstante, el modo M posee la ventaja de
una resolucién temporal mayor, por lo que proporciona una alta sensibilidad para detectar ESP,
incluso cuando la calidad de la imagen sea limitada o en etapas muy iniciales de disfuncion

miocardica (Figura 7).
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Figura 7. Signo de engrosamiento postsistélico (EPS). A la izquierda: ecocardiografia, modo M,

plano paresternal longitudinal; a la derecha: ecocardiografia, modo Doppler Tisular, plano
paresternal longitudinal. En ambos, las flechas verdes ensefian el signo de engrosamiento

postsistolico.
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1.4 Prondstico y tratamiento

La expectativa de vida en el SM, condicionada fundamentalmente por el prondstico
cardiovascular, ha pasado de los 45 afios en 1972, a los 72 afos en 1995 (62,63) y a los 80 afos
en el 2020 (64). La diseccion de la aorta fue la causa principal de mortalidad en los pacientes con
SM hasta la introduccion del tratamiento con betabloqueadores de forma precoz a partir de
1971y la implantacién de la cirugia profilactica de la aorta principalmente con la técnica Bentall-
Bono, asi como los resultados de ensayos con losartan (65-69). La aparicion de un tratamiento
médico, y sobre todo del quirdrgico agresivo, ha cambiado de forma radical el prondstico de la

enfermedad (64).

1.4.1 Tratamiento farmacolégico

Los ensayos clinicos, con el objetivo de interferir farmacoldgicamente en la progresion de
la dilatacion adrtica, se centraron predominantemente en los bloqueadores beta y antagonistas
de los receptores de angiotensina Il (24). Desde 1971, afio en que se publicd el primer ensayo
con betabloqueadores en pacientes con SM, se han realizado varios estudios en adultos sobre
la eficacia de los betabloqueadores, basandose en las caracteristicas de estos farmacos, los
cuales disminuyen la presion del pulso y la contractilidad miocardica y mejoran las propiedades
eldsticas de la aorta, sobre todo con didmetros menores de 40 mm (30,63,66,68,70,71). En la
actualidad, a pesar de las escasas evidencias y el leve impacto en la supervivencia, el tratamiento
profilactico con betabloqueadores estd indicado de forma precoz tanto antes como después de
la cirugia adrtica en adultos y en nifios (67). Desde hace 10-15 afios existen evidencias de que el
tratamiento con antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (sobre todo losartan) es una
alternativa a los betabloqueadores, teniendo un papel adicional protector sobre la pared
aortica. A continuacion, se muestra una tabla con el resumen de los estudios mas relevantes
acerca del tratamiento farmacoldgico en la prevencién de la progresién de la dilatacion de aorta

en el SM (Tabla 2):
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Tabla 2. Ensayos clinicos aleatorizados que evaluian losartan y B-bloqueantes en el sindrome de Marfan.

Estudio Diseifio Tratamiento Seguimiento Media de edad Numero de Técnica de Dilatacion de la Muerte y
(meses) (afhos) pacientes* Imagen raiz adrtica diseccion
(mm por aino) adrtica (n)
Chiu H. H. et al. Disefio abierto Losartan y 35 13+6,3 29 (28) Ecografia 0,10 wvs 0,89 1vsO
(72) (variable B-blogueantes (P=0,02)
principal de s
valoracion B-blogueantes
ciega)
Groenink, M. et Disefio abierto Losartan vs no 37 38 (rango 18-71) 233 (145) RMN/ 0,26 vs 0,45 O0Ovs2
al. (73) (variable losartan® Ecografia (P=0,014)
principal de
valoracion
ciega)
Lacro, R.V.etal. Doble ciego Losartan vs 36 11 (rango 0,5-25) 608 (535) Ecografia 0,75 vs 0,69 3vsO
(71) atenolol (P=0,20)
Milleron, O. et Doble ciego Losartan vs 42 30 (todos >10) 297 (292) Ecografia 0,44 vs 0,51 1vs5
al. (74) placebo (P=0,36)
Bélgica® Doble ciego Losartan vs 36 >10 No RMN/ No disponible No disponible
placebo disponible Ecografia
Reino Unido” Doble ciego Irbesartan vs 48 6-40 490 Ecografia No disponible No disponible
placebo
Italia” Disefio abierto Losartan vs 48 1-55 291 Ecografia No disponible No disponible
(variable nebivolol  vs
principal de ambos
valoracion
ciega)
Espafia” Doble ciego Losartan vs 36 5-60 150 RMN/ No disponible No disponible
atenolol Ecografia
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El tratamiento con B-bloqueantes fue con atenolol o propranolol. *Numero total (nimero en el andlisis de la tasa de dilatacidn de la raiz adrtica). *Tratamiento
ademds de la medicacidn prescrita, en su mayoria B-bloqueantes. *Estudio terminado prematuramente debido a dificultades de inclusidn; los participantes se
agregaron al Pediatric Heart Network Study. “Estudios en curso o no informados. Modificado de: Franken R, Mulder BJ. Aortic disease: Losartan versus atenolol
in the Marfan aorta-how to treat? Nat Rev Cardiol. 2015;12(8):447-8.
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Habashi et al encontraron, en ratones con mutacion en el gen de la FBN1, que el losartan
podia prevenir la dilatacidn de la aorta (18). A continuacién, varios ensayos clinicos confirmaron
también su eficacia (69,70). La posible razén fundamental del uso del losartan se basa en su
efecto antagonista a los estados de sobrecarga de presion. Durante los estados de sobrecarga
de presidn, se produce un aumento de la actividad del receptor de la angiotensina Il tipo | (ATR-
1), asi como de muchos otros componentes del sistema renina-angiotensina que se expresan
en los cardiomiocitos, como el angiotensindgeno, la renina, la angiotensina ll (AngIl) y la enzima
convertidora de la angiotensina. De aqui emerge, entre otros mecanismos, la gran eficacia de
los antagonistas del receptor de angiotensina 2 (ARA2), entre ellos losartan, que reducen los
efectos producidos por la sobrecarga de presidn. La sobrecarga de presidn ocurre durante la
sistole (postcarga) y a nivel cardiaco induce hipertrofia cardiaca concéntrica, mientras que la
sobrecarga de volumen impacta principalmente durante la diastole (precarga) y produce
hipertrofia cardiaca excéntrica. Los hallazgos de estudios experimentales y clinicos indican que
los ARA2 mejoran el remodelado cardiaco provocado por ambos tipos de sobrecarga. No
obstante, los ARA2 inhiben el efecto deletéreo de Angiotensina Il por inhibir eficazmente la
activacion inducida de AT1-R y, de esa manera, reducen las resistencias vasculares periféricas,
la hiperplasia cardiovascular y la hipertrofia ventricular. Ademas, el bloqueo directo del AT1-R
causa vasodilatacién y reduce la secrecién de vasopresina y aldosterona, lo que conduce a una
reduccion de la presion arterial. Los ARA2 que suprimen la actividad basal del AT1-R se definen
como agonistas inversos y son capaces de estabilizar la configuracién inactiva del AT1-R (77). Los
efectos descritos no son propios de toda la clase de farmacos ARA 2, sino los que funcionan
como agonistas inversos (75). Los ARA 2 agonistas inversos, como candesartan, olmesartan y
losartan, son capaces de inhibir eficazmente la hipertrofia cardiaca inducida por la sobrecarga
de presién, incluso en ausencia de Angiotensina Il enddégena, mientras que los agonistas no
inversos, como el telmisartan y valsartan, no ejercen tales efectos inhibidores (76). Por tanto,
los ARA2 con efecto agonistico inverso tienen, potencialmente, grandes beneficios terapéuticos
en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, especialmente las causadas por la
actividad del AT1-R. Asimismo, se describen efectos en prevencion de la insuficiencia cardiaca a
nivel molecular con el uso de otros ARA 2. Concretamente, el olmesartan activa eficazmente la
via de sefializacion ECA2-Angl-7-Mas, lo que resulta en la disminucién de la vasoconstriccion,
inflamacién, estrés oxidativo, apoptosis y otras vias de sefalizacidn asociadas a la insuficiencia
cardiaca (76). No obstante, en el escenario del SM, el losartan incita un interés especial entre
todos los ARA 2 (74). Losartan es un ARA2 frecuentemente administrado en el tratamiento de la
hipertension y, ademas, presenta la propiedad de antagonizar la actividad del factor de

crecimiento transformador beta (TGF-R), proteina que se encuentra en niveles elevados en
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pacientes con SM y esta asociada con la severidad de la afectacion cardiovascular (78,79). La
expresion excesiva del TGF-B es la consecuencia directa de la desestructuracion de la red
microfibrilar, lo que promueve, a su vez, una degradacién del tejido vascular adrtico (79). El
tratamiento con losartan en ratones con SM ha mostrado un retraso en la diseccion y rotura
adrtica y una mejora en la supervivencia media (18,33). En estudios clinicos también se mostro
la eficacia de losartan (50 mg en nifios, 100 mg en adultos) combinado con bloqueadores beta
(2 mg / kg en nifios, maximo de 150 mg en adultos) en la reduccidn significativa de la dilatacidn
de aorta (80). El ensayo neerlandés COMPARE demostrd el efecto beneficioso de losartan
afiadido a la terapia convencional (principalmente betabloqueantes [74%], 50-100 mg) en
comparacion con betabloquentes solos (81). Por ultimo, el ensayo Pediatric Network Study, que
comparo losartan versus atenolol, en modo doble ciego, en un grupo de 608 nifos (edad media
11 afios, rango 0,5-25,0 afios) con seguimiento por ecocardiografia durante 36 meses, demostro
que losartan (1,3 mg / kg, maximo de 100 mg) y betabloqueantes (2,7 mg / kg, maximo de 250

mg) fueron igual de eficaces en la reduccién o en la progresion del score Z adrtico (79).

A pesar de estos resultados esperanzadores de los ensayos con farmacos sobre la
progresion y complicaciones de la dilatacién adrtica, la naturaleza multisistémica de Ia
enfermedad precisa de un manejo multidisciplinar, sobre todo en la prevencién del deterioro de

la funcién cardiaca y otras manifestaciones no adrticas en el SM.

1.4.2 Actividad fisica

Entre las manifestaciones sistémicas conocidas del SM se encuentra el sobrecrecimiento
6seo, el enfisema pulmonar y la miopatia debidas a la incapacidad de reparar las lesiones
musculares y aumentar la masa muscular (82). La actividad fisica regular es una terapia eficaz
enfocada a reducir las enfermedades cardiovasculares en la poblacidén general y sobre todo en
los cardidpatas. Los beneficios del ejercicio fisico regular se han demostrado en estudios
epidemioldgicos, con una reduccion de eventos cardiovasculares en torno al 50%. La carga de
ejercicio necesaria para lograr estos beneficios es en general modesta (aprox. 2 horas de
ejercicio por semana a una intensidad de 6-10 MET). Entre otros beneficios, mejora la funcion
ventricular izquierda, la perfusidn tisular, asi como reduce la tensién arterial y la inflamacion
crénica (83). Ademas de los beneficios cardiovasculares, el ejercicio fisico presenta un efecto
pleiotrépico con beneficios desde el punto de vista cognitivo, endocrino, osteomuscular y
oncoldgico. No obstante, el aumento de la precarga y de la postcarga asociado al entrenamiento

crénico intensivo ocasionan cambios morfolégicos y estructurales (dilatacion de las cdmaras

21



1. Introduccion

cardiacas, aumento del grosor parietal ventricular, aumento del llenado diastélico y del volumen
sistdlico), ademas de inducir cambios electrocardiograficos y de la musculatura periférica que
aumenta el nimero de fibras y capilares, nimero de mitocondrias, capacidad oxidativa y el pico

de consumo de oxigeno (84).

Para satisfacer las demandas metabdlicas incrementadas que conlleva el ejercicio, el
sistema cardiovascular desarrolla cambios funcionales y estructurales hacia un remodelado
cardiaco denominado corazén de atleta, cuyas caracteristicas estdn marcadamente
influenciadas por el tipo de deporte que se practica. La clasificacién de Mitchell divide los
deportes segln el porcentaje de su componente estdtico y dinamico. Los deportes
predominantemente dindamicos se caracterizan por la contraccidn isoténica de las fibras
musculares (es tipico de los deportes de fondo, como futbol, running...), estan asociados a mayor
demanda de oxigeno y, consecuentemente, a una sobrecarga de volumen y una mayor
dilatacion de las cavidades. Por el contrario, los deportes predominantemente estaticos se
asocian a un aumento de la post carga y de la fuerza de contraccion y como consecuencia, un
aumento del grosor parietal y consumo de oxigeno anaerobio (judo, halterofilia) (85). Aunque
la mayoria de los deportes incluyen una mezcla de ambos componentes, el ejercicio estatico
induce en general, un aumento de la presidn arterial y desarrollo de hipertrofia concéntrica del
VI, mientras que la sobrecarga de volumen y la hipertrofia excéntrica son tipicos en el ejercicio
dindmico (86). El remodelado inducido por el ejercicio también afecta la aorta ascendente. En
este sentido, en la poblacion general la actividad fisica regular predispone a dilatacién leve
aunque significativa, de la raiz adrtica, que es mayor en deportes mas dindmicos, en
comparacion con estaticos (87). Dado que el entrenamiento fisico dindmico promueve el
remodelado de la matriz extracelular, los mencionados cambios en los parametros
cardiovasculares inducidos por el ejercicio podrian tener un impacto especial en pacientes con
enfermedades hereditarias del coldageno como el SM, y podria conducir a un remodelado
anormal de la matriz extracelular. En consecuencia, hasta ahora se asumia que el remodelado
de la matriz extracelular inducido por el ejercicio seria adverso en los pacientes con el SM y
empeoraria la progresidn de la dilatacion adrtica y la miocardiopatia. Ademas, la situacion de
incremento mas o menos rapido de la postcarga que ocurre durante el ejercicio (especialmente
si es estatico) podria resultar en un incremento de la tensién arterial, la cual, afiadida al

incremento de la postcarga hemodindmica, aceleraria el deterioro de la matriz extracelular.
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Para intentar entender mejor las respuestas fisioldgicas de los pacientes con dilatacién o
diseccién adrtica a una sesidn aguda de ejercicio, es importante revisar primero las adaptaciones
al ejercicio de una aorta normal y de una aorta envejecida. Durante una sesidn de ejercicio
dindmico, la aorta ascendente y el arco adrtico acomodan un aumento de 23 a 6 veces en el flujo
sanguineo y un aumento del 40-55% en la presion del pulso central (presiones sistdlica -
diastélica). Ademas, entre las personas sin enfermedad de aorta, la velocidad de la onda del
pulso central aumenta durante el ejercicio, lo que es consistente con un aumento de la rigidez

arterial (pérdida de la distensibilidad), tan caracteristica per se en pacientes con el SM.

Hay datos limitados en la literatura sobre la aplicacidn del entrenamiento fisico en
pacientes con dilatacién de aorta tordcica. Este hecho, probablemente, se deba a Ia
preocupacién de que un aumento de la TA con el ejercicio podria estar asociado con el riesgo de
ruptura aodrtica. A menudo, las restricciones de actividad fisica en los pacientes con
enfermedades de aorta se deben a la falta de conocimiento sobre los cambios exactos en la TA
durante el ejercicio. No obstante, un estudio retrospectivo (88) describié las respuestas de la TA
de ejercicioy la capacidad de ejercicio en 10 pacientes que se sometieron a correccion quirurgica
por diseccion adrtica tipo A. Durante el ejercicio, la TA sistélica media aumenté de 143 mm Hg
en reposo a 200 mm Hg en el ejercicio maximo, en consonancia con el aumento de ~8-10 mm
Hg/MET esperado en personas sanas durante el ejercicio dinamico (87). Por lo tanto, no fue
mayor que en sujetos sanos. Sin embargo, se desconoce el efecto de este aumento fisioldgico

de la TA en la aorta de pacientes con el SM, sobre todo a largo término.

A continuacién, se muestra una tabla con el resumen de los estudios realizados para
investigar el efecto de ejercicio en la dilatacién de aorta abdominal, ya que, en la aorta toracica,

la evidencia es muy escasa (Tabla 3) (88):
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Tabla 3. Estudios de entrenamiento fisico en personas con aneurisma adrtico abdominal

Poblacion de estudio

Frecuencia
(dias/semana)

Duracién
(min/sesion)

Intensidad

Semanas (n)

Comentarios

Myers et al (2014); AAA
leve (2,5-5,0 cm); n =140

3

45

60-80% RRC
RPE 12-14

Hasta 156

Prueba controlada aleatorizada; entrenamiento aerdbico y
de resistencia hibrido en el hogar y en un centro; ejercicio
diario recomendado durante 1 afo

Meta de gasto de 1000-2000 kcal/semana

También entrenamiento de resistencia: 10 min/sesion

Sin eventos adversos

10% 1 en Vo, en el umbral ventilatorio

Tew et al (2012); AAA (30-
50 mm); n=28

3

35-45

RPE 12-14

12

Prueba controlada aleatorizada; entrenamiento de
resistencia moderado de 12 semanas; pruebas previas y
posteriores solo hasta el umbral ventilatorio

Sin eventos adversos

94% de adherencia a la sesidon de ejercicio

Vo, en el umbral ventilatorio 1 2,5 ml-kgtmin™;
reducciones en hs-CRP y TA sistdlica

Barakat et al (2014);
preoperatorio de AAA
infrarenal; n = 20

60

No
proporcionado

Entrenamiento aerdbico y de resistencia durante 6
semanas.

Sin eventos adversos

70% de adherencia a la sesidon de ejercicio

M en el pico Voz (9%); Vo, hasta el umbral ventilatorio
(18%); y tiempo de ejercicio (59%)

Nakayama et al (2018);
AAA leve (30-55 mm); n =
212

1-3

30

En el umbral
anaerobico,

nivel de factor
de Karvonen de
0,2, que es £ 50
% de la FCmax;

21

Entrenamiento aerébico moderado, sesiones de 30 min, 1-
3 dias/semana durante 3 meses; sesion de ejercicio no
iniciada cuando la TA en reposo >130/90 mm Hg

Sin entrenamiento de fuerza

Sin mencidn de posibles eventos adversos

24



1. Introduccion

TA  <150/100 e Tasa de crecimiento de aneurisma aértico abdominal mas
mm Hg lenta en el grupo de ejercicio vs seguimiento usual
Kothmann et al (2009); 2 30 RPE 12-14 o 6 e Prueba aleatoria; entrenamiento moderado durante 7
AAA<5,5cm; n=30 intensidad semanas; pruebas previas y posteriores solo hasta el
moderada

umbral ventilatorio

3 abandonos, uno fue paro cardiaco durante el ejercicio;
ningun otro evento adverso

10% 1 en Vo, en el umbral ventilatorio

AAA: aneurisma adrtico abdominal. TA: tensidn arterial. RRC: Ritmo de reserva cardiaca o frecuencia cardiaca de reserva. hs-CRP: prueba de proteina C-

reactiva de alta sensibilidad. RPE: indice de esfuerzo percibido. Vo,: consumo de oxigeno.
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Basandose en el razonamiento mencionado arriba y ajustando las precauciones mas bien
al alza, el deporte con carga estatica mayor que baja-moderada y carga dindmica mas que baja
siempre se ha desaconsejado en pacientes con el SM, pudiendo estos pacientes sélo realizar
deportes como: billar, criquet, curling, bolos, golf, tiro al blanco y tiro con arco (89). Sin embargo,
no disponemos de suficiente evidencia para apoyar esta precaucion y los efectos del

entrenamiento en pacientes con SM son, en realidad, ampliamente desconocidos (90).

1.5 Impacto diferencial del género en la presentacion del SM.

A pesar de una menor prevalencia de enfermedades cardiovasculares (ECV) en mujeres que
en hombres, se observa peor tasa de mortalidad y peor prondstico en ellas (91). Las mujeres han
sido convencionalmente consideradas mas protegidas y, por lo tanto, su riesgo real de ECV ha
sido en gran medida subestimado. Como resultado, es mas probable que se utilicen estrategias
menos agresivas en mujeres que en hombres, como lo demuestra la menor tasa de
procedimientos diagndsticos e intervencionistas realizados en mujeres (89). Ademas, las
mujeres son generalmente infrarrepresentadas en la mayoria de los ensayos clinicos. Han sido
ampliamente demostradas diferencias relacionadas con el género en la fisiologia del corazén, lo
cual provoca que la ECV presente diferencias segun el género, hecho que deberia influir

significativamente en estrategias de tratamiento (92).

La escasa literatura existente sobre el impacto del género en la dilatacidn y eventos adrticos
en el SM presenta resultados aldn controvertidos. Mientras algunos autores defienden bajar en
5 mm el punto de corte de dilatacién adrtica para la indicacién quirdrgica para las mujeres al
observar un mayor riesgo de diseccién (93), otros autores postulan que los hombres tienen mas
riesgo de diseccion adrtica; en cambio, otros también afirman que, aunque los hombres sean
tratados con mas frecuencia con cirugia, no presentan mas incidencia de la diseccion aortica y
muerte cardiovascular (94,95,96). No hay datos sobre el potencial impacto diferencial del sexo

en la manifestacion de los signos de la miocardiopatia en SM.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipétesis:

La hipétesis global de esta tesis es que los sujetos con el SM sufren de miocardiopatia que,
de manera precoz, presenta caracteristicas compatibles con miocardiopatia por sobrecarga de

presion.

Postulamos que los pacientes con el SM pueden tener un miocardio ventricular mas
sensible a la postcarga, a pesar de que sus presiones arteriales se encuentren en el rango normal.
En consecuencia a esta posible susceptibilidad a la presion arterial pueden desarrollan una
mayor heterogeneidad segmentaria de estrés de la pared del VI debido al tejido anormal

subyacente de la pared arterial y/o miocardica.

Por el otro lado, el deporte mas que de baja-moderada carga estatica y de baja carga
dindmica se desaconsejd en pacientes con el SM. No obstante, en realidad, no disponemos de
suficiente evidencia para apoyar esta precaucién. Formulamos la hipdtesis de que el
entrenamiento fisico dindmico de intensidad moderada aportard beneficios a largo plazo en las

manifestaciones cardiovasculares del SM.

Son bien conocidas las diferencias relacionadas con el género en la fisiologia del corazon,
lo cual provoca que la ECV puede manifestarse de diferente manera segun el género. Nuestra
ultima hipdtesis es que existen diferencias de género en la incidencia de los signos de la lesion

miocardica en el SM.

Los indicios de la miocardiopatia en el SM parecen ser tempranos y su deteccion precoz
podria ayudar en la toma de decisiones terapéuticas y preventivas permitiendo aplicar terapias
mas dirigidas —como, por ejemplo, por el género del enfermo—y de manera precoz. Una de las
estrategias dirigidas podria ser hacia la reduccién mas intensiva de la postcarga, siendo mas
agresivos con el tratamiento vasodilatador, independientemente de los valores de presidn
arterial (siempre y cuando no contraindicara el tratamiento). En ese sentido, el entrenamiento
crénico a cargas no elevadas también podria ayudar a reducir la presién arterial y la postcarga
en estos sujetos, y a mejorar la funcionalidad aodrtica, disminuyendo eventualmente la
progresion de la dilatacidn adrtica. Esta estrategia implicaria, de hecho, cambiar el paradigma
en direccién a la prescripcién individualizada del ejercicio fisico dindmico en el manejo temprano

de los individuos con el SM, inmediatamente después de establecer el diagndstico.
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Esta tesis pretende romper mitos en el SM tanto acerca del enfoque clasico en la dilatacién
de la aorta basado en la monitorizacién de la presion arterial, como en el consejo de poca

actividad fisica dinamica en la vida diaria de los pacientes.

Para responder a esta hipdtesis se han planteado los objetivos concretos descritos en el
apartado 2.2 y se han disefiado diversos proyectos de investigacién, tanto en pacientes con SM

como en el modelo murino de SM.
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2.2 Objetivos:

1. Determinar si existe o no una respuesta funcional miocardica anormal en el sindrome de

Marfan (SM) mediante la deteccion del engrosamiento postsistdlico en Ia

ecocardiografia.

2. Estudiar si el engrosamiento postsistélico esta relacionado o no con los patrones de

deformacién regional alterados tipicos de los estados de incremento de postcarga.

3. Evaluar el impacto del ejercicio fisico dindmico de intensidad moderada en la dilatacion

de aorta ascendente y la miocardiopatia en el SM.

4. Detectar diferencias de género en la presentacion de engrosamiento postsistdlico y los

factores asociados al mismo como la tension arterial y el tratamiento farmacolégico.
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3. MATERIAL Y METODOS Y RESULTADOS

3.1 Esquemas de las poblaciones incluidas en la investigacion de la tesis:

Poblacion A

Ratones

9 meses
N=108
|

Sanos
N=55
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Poblacion B
Ratones
4 meses
N=39
| |
f 1
NS
I 1 1
I 1 | 1 | 1 | 1
Sedentarias Activas edentarios m Sedentarias Activas edentarios m
N=6 N=5 N=5 N=4 N=5 N=4
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Poblacion C
A\
Humanos
N=80
| |
1 1
Sanos
N=35
§
1 1 1 1
N )
Mujeres Mujeres
N=21 N=24
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Articulo 1 (poblaciones A, B, C)

Objetivos:

1. Determinar si existe o no una respuesta funcional miocardica anormal en el sindrome de

Marfan (SM) mediante la deteccion del engrosamiento postsistélico en la ecocardiografia.

2. Determinar si el engrosamiento postsistélico estd relacionado o no con los patrones de

deformacion regionales alterados tipicos de los estados de incremento de postcarga.

Mas-Stachurska A, Egea G, de Bruin-Bon R, Rudenick P, Sanchis L, Bouma BJ, Mulder BJ, Bijnens
B, Sitges M. Postsystolic thickening is a potential new clinical sign of injured myocardium in
marfan syndrome. Sci Rep. 2021 Aug 4;11(1):15790. doi: 10.1038/s41598-021-95263-5.

Factor de impacto: 4,380. Cuartil: Q1. Area de conocimiento: Multidisciplinary.
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Postsystolic thickening

Is a potential new clinical sign

of injured myocardium in marfan
syndrome

Aleksandra Mas-Stachurska'?~, Gustavo Egea®, Rianne de Bruin-Bon*, Paula Rudenick®,
Laura Sanchis?, Berto J. Bouma*, Barbara J. Mulder*, Bart Bijnens’*? & Marta Sitges®’

The mechanisms leading to cardiac remodeling in Marfan syndrome (MFS) are a matter of debate since
it could be either due to structural dysfunction of the myocardial extracellular matrix or to increased
afterload caused by the dilated aorta. We aim to characterize the presence of abnormal myocardial
function in MFS and to investigate its potential association with increased afterload. Aorta, left
ventricle (LV) and the postsystolic thickening (PST) were analyzed in echocardiography in Fbn1<0396/+
mice and in patients with MFS in comparison with wild type (WT) mice and healthy humans. PST was
more frequent in MFS than in WT mice (p < 0.05). MFS mice with PST showed larger aorta than those
without PST. Patients with MFS showed larger aorta, poorer LV function and a higher prevalence

of PST (56%) than did the healthy controls (23%); p = 0.003. Blood pressure was similar. The higher
prevalence of PST in an experimental murine model and in MFS patients, regardless of systemic
arterial pressure, suggests an increased afterload on the LV myocardium. This finding supports the
use of PST as an indicator of myocardial damage and encourage searching for novel early preventive
therapy.

Marfan syndrome (MFS) is an autosomal dominant inherited disorder that affects skeletal, ocular and cardiovas-
cular tissues. The main cardiovascular manifestations in MFS are ascending aorta dilation, especially localized at
the level of the aortic root sinuses, aortic regurgitation and mitral valve prolapse with or without regurgitation’.
Previous clinical’~ and animal experimental® studies in MFS have also reported intrinsic cardiac remodeling and
mildly impaired ventricular function in the absence of significant valvular insufficiencies, raising the potential
hypothesis of the existence of structural dysfunction of the extracellular matrix of the myocardium. Nonethe-
less, MFS patients with abnormal aortic wall could also be more susceptible to changes in pressure, showing
more aortic wall stress and, consequently, increased myocardial afterload. The effect of pressure overload on the
myocardial structure and function in MFS remains an open question.

Postsystolic thickening (PST) is an abnormal longitudinal myocardial thickening/shortening occurring after
the closure of the aortic valve, It has been well described as a marker of segmental heterogeneity of loading or
contractility, mainly in the setting of pressure overload and myocardial ischaemia” ", and involves adverse func-
tional myocardial remodeling. PST can be observed in the setting of altered loading conditions as hypertension
in M-mode’, Tissue Doppler and 2D Speckle Tracking modalities of echocardiography. There is usually good
correlation between those modalities in optimal conditions of experimental studies''. M-mode has the advantage
of a higher temporal resolution which provides additional sensitivity to detect PST when image quality is limited
or at situations of very initial stages of myocardial dysfunction.
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We hypothesize that MFS patients may be more sensitive to blood pressure, despite their basal arterial pres-
sures being in the normal range, and consequently they develop more segmental wall stress heterogeneity due to
underlying abnormal arterial and/or myocardial wall tissue. Our purpose is to determine whether or not there
is abnormal myocardial deformation in MFS and whether or not this deformation is related to typical altered
regional deformation patterns that occur in response to increased afterload. As a first approach to this aim, we
have chosen an experimental murine model of MFS mice (Fbn1€19%96/ ), a well-established animal model of
MFS'. In addition, an analysis has been conducted on a group of young humans affected from Marfan syndrome
and healthy controls. We have examined the presence of PST in both experimental and clinical groups and its
potential relationship with blood pressure and the development of aortic aneurysm.

Methods

Animal model.  Fbn1'%%" mice and wild type (WT) mice were obtained from Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME 04,609, USA) and used as a validated MFS animal model. Both Wild Type (WT) and Fbn 11039/
mice (hereafter, Marfan [MFS] mice) were bred on a C57BL/6 background. Comparisons were made between
contemporary littermates. All mice were housed in a controlled environment (12/12-h light/dark cycle) and pro-
vided with ad libitum access to food and water. Animal care and experimentation conformed to the European
Union (Directive 2010/63/EU) ARRIVE and Spanish guidelines (RD 53/2013) for the use of experimental ani-
mals. For the animal experiments, ethical approval was obtained from the local animal ethics committee (Ethics
Committee on Animal Experimentation [CEEA], University of Barcelona).

The animal population consisted of two groups: group 1, consisting of 108 9 months (mo) age mice (53 MFS
and 55 WT mice) in order to analyze the prevalence of PST as a marker of increased afterload in a large number
of animals, and group 2, consisting of 39 4 mo-age mice (18 MFS and 21 WT mice) in a controlled study, with sys-
tematic determinations of arterial pressure in order to explore the association of PST with blood pressure levels.

Systemic blood pressure (BP) was noninvasively measured in the group of 4 mo-age mice by a tail cuff sys-
tem (Panlab NIBP system, consisting of control unit LE5007 and the automatic heater and scanner for 6 mice,
LE56506). Briefly, mice were placed in a warming/restraining box (34 °C), with the tail carefully inserted into an
inflatable cuff. Systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were automatically measured.
Before the final BP measurements, all mice were placed in the setup as many times as needed until they became
adapted, thereby minimizing stress associated with the procedure.

Clinical study patients. 'The group of Marfan patients consisted of 45 patients with established diagnoses
of MFS by specialized cardiologists and according to the revised Ghent criteria. The healthy controls included
35 subjects examined by cardiac ultrasound as part of a familial screening for MFS disease and bicuspid aortic
valve. Human subjects with more than mild valvular insufficiency or other significant forms of cardiomyopathy
were excluded from the study. Clinical data was obtained from clinical records. The protocol was approved by
the ethics committee of our institution (Medical Ethics Review Committee of the Academic Medical Center, ref-
erence number: W17_103 # 17.122app) in accordance with relevant guidelines and regulations. All participants
gave informed consent. The data which supports the findings of this study is available upon reasonable request.

Echocardiography and assessment of PST. A two-dimensional transthoracic echocardiogram was
performed on all animals, mildly anesthetized, with 1.5% inhaled isoflurane'’, and on conscious humans. Images
were obtained from mice using a 10 to 13-MHz phased-array linear transducer (IL12i GE Healthcare, Mil-
waukee, US) with a Vivid Q system (GE Healthcare, Milwaukee, US) and from humans using a Vivid E9 (GE
Healthcare, Oslo, Norway) with a transthoracic probe. All images were recorded and analyzed offline using com-
mercially available software (EchoPac v. 108.1.6, GE Healthcare, Madrid, Spain). The aortic root and ascending
thoracic aorta were measured in the parasternal long axis view. End-diastolic diameters were measured from
inner to inner edge in mice and from leading edge to leading edge in humans at the aortic sinus level (for the
aortic root) and at 1 mm and 1 cm above the sinotubular junction (for the ascending aorta) in mice and humans,
respectively.

In the case of mice, an M-mode echocardiographic trace was acquired at the papillary muscle level in a
parasternal short axis view, where LV dimensions at both end-diastole (LVDD) and end-systole (LVSD) were
measured. The same M-mode trace was performed on humans in the basal parasternal long axis view. The inter-
ventricular septum and posterior wall thickness at end-diastole were measured at the same level as the LV cham-
ber dimensions. LV ejection fraction (LVEF) was subsequently calculated as follows: LVEF =((LVEDV-LVESV)/
LVEDV)*100 where LVEDV = 7*LVEDD?/2.4 + LVEDD and LVESV =7*LVESD?/2.4 + LVESD were computed by
the Teichholz formula and used as surrogates for LV systolic function. LV mass was calculated from the Devereux
formula for LV mass (g) =0.8{1.04[([LVEDD +1VSd + PWd]3-LVEDD3)]} + 0.6.

The blood pressure value in human subjects was registered the day of the echocardiography examination.
Body surface area (BSA) was calculated using the DuBois method: BSA = (W®*2* x H%72%) x 0.007184 where the
weight (W) is in kilograms and the height (H) is in centimeters.

The presence of PST was assessed in the offline M-mode analysis of the basal septum from the parasternal
long axis view. It was defined by the presence of a “double peak sign”, consisting of a normal shaped deformation
pattern (first peak) during the ejection period, followed by an ongoing deformation (second peak) after aortic
valve closure and within the isovolumic relaxation time period in the entire recording with at least 10 beats
(AVC) (Fig. 1a). AVC was indicated manually from the M-mode of the aortic valve movement in the parasternal
long axis view. In the murine model, the reproducibility of PST presence at the basal septum was confirmed
and assessed using color-coded tissue Doppler images (TDI) from the parasternal long axis view in randomly
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Figure 1. Echocardiographic assessment of PST. (a,b) Examples of PST in murine model. (a) M-mode of
parasternal long axis view. White arrow: PST in the interventricular septum. (b) Tissue Doppler Imaging (TDI)
of the parasternal long axis view. Green hollow arrows: PST in the interventricular septum (IVS). (c) example of
PST in patient with MFS. M-mode of the parasternal long axis view. Green hollow arrows: PST in the IVS.

chosen MFS (n=21) and WT (n=14) mice (Fig. 1b). The agreement between M-mode and TDI measurements
was assessed by the Kappa statistics.

In humans, the presence of PST was similarly assessed in M-mode recordings obtained with the cursor
positioned in the LV basal septum in a parasternal long axis view. A subject was considered to have PST if a
“double peak sign” was consistently identified in the entire recording with at least 3 beats. In the human group,
PST was assessed in a similar way, considered present if the PST curve was 5% bigger than systolic thickening
curve staring the metric measurement [mm] from the baseline of interventricular septum in the end-diastole
phase'® (Fig. 1c). In humans PST was not assessed using color-coded tissue Doppler images (TDI) because of

low signal-to-noise ratio.
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N=21 N=18 P

Male gender[%)] 48 50 0.88
Weight [g] 2434238 257435 0.16
AoR [mm)] 1.48+0.11 1.8410.12 <0.001
LVEDD [mm] 3754038 3961031 0.11
LVESD [mm] 2.54+0.38 2.73+£0.27 0.06
LV EF [%] 617 50+6 0.36
IVS [mm] 0.59+0.07 0.64+0.05 0.01
PW [mm] 0.57+0.07 0.63+£0.07 0.02
LV mass [mg] 56.9+17 68.7+16 0.02
SBP [mmHg] 130+11 134+11 0.6
DBP [mmHg] 799 78.7+7 0.99
HR [bpm] 364141 360+43 0.74

Table 1. Left ventricular and aortic remodeling in 4 mo-age mice. AoR aortic root diameter, LVEDD left
ventricular end-diastolic diameter, LVESD left ventricular end-systolic diameter, LVEF left ventricular ejection
fraction, IVS interventricular septum thickness, PW posterior wall thickness, SBP systolic blood pressure, DBP
diastolic blood pressure, HR heart rate. Continuous variables data is presented as mean + SD. Independent two-
sample t-test for normally distributed continuous variables and the Mann-Whitney U test for non-parametric
distribution. Categorical variable (male gender) is presented as percentage (%) and compared using x? test.
P<0.05, in bold, denote statistical significance.

Statistical analysis. Continuous variables were expressed as mean +standard deviation (SD). Assessment
of normal distribution was performed using the Kolmogorov-Smirnov test or Shapiro-Wilk test, depending
on the size of the group assessed. Categorical variables were expressed as percentages and absolute values. To
assess the presence of any difference between MFS and WT groups, the two-sample ¢-test (adjusting for unequal
variances) was used to compare continuous variables if normally distributed and the Mann-Whitney U test was
used otherwise. Categorical variables were compared using the x? test. The inter-observer and intra-observer

renraducibility of PST valizes was assesge. d 1gin chen’s Kanna statistice on ten randomly selectod cases cid.
TeproqGucionily Of r'S1 Vailues was assessed ucunxs Cohen’s Aappa stalistics On ten ranGomuy s€ieCied cases, Consia

ering Kappa values<0.2 as poor, 0.2-0.4 as fair, 0.4-0.6 as moderate, 0.6-0.8 as good, and 0.8-1.0 as very good
concordance. Statistical significance was set at 5% for all the tests. The statistical analysis was conducted using
SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

PST presence in a mouse model of MFS. Table 1 shows the characteristics of the 4 mo-age mice, while
those from the 9 mo-age mice are shown in the Supplementary Table 1 (Table 15). No differences were found in
weight, gender or heart rate between MFS and WT animal groups (Table 1 and 1S).

Among the 9 mo-age mice, the aortic and LV dimensions were significantly larger in MFS mice than they
were in WT mice, while LV performance, assessed through the LV ejection fraction, was lower in the MFS mice.
In the 4 mo-age mice, the aortic dimensions were larger, and LV walls thicker, in MFS mice as compared to those
observed in the WT mice. This was in agreement with the observations from the 9 mo-age mice, although no
differences in LV chamber dimensions or function were present in the 4 mo-age mice (both MFS and WT mice
showed similar LV ejection fraction). No significant differences in blood pressure were observed between MFS
and WT animals at the 4 mo-age (Table 1).

PST was present in both MFS and WT mice, but it was significantly more frequent in MFS than it was in
WT mice (Fig. 2). A high concordance was found between M-mode and TDI methods to detect the presence of
PST (kappa value=0.77) in the murine population (kappa 0.85; p <0.01). Inter-observer reliability was high for
the measurement of PST (M-mode assessment: kappa=0.78, P=0.011; TDI assessment: kappa=0.8 P=0.01)
in the murine model.

PST presence in human patients with MFS. Table 2 depicts the characteristics of the clinical group
regarding left ventricular and aortic remodeling. Subjects with MFS showed higher body surface area and height
than did controls (2.05 vs 1.88 P< 0,001 and 187 vs 175 P <0,001 respectively). As expected, the aorta was larger
in patients with MES than in controls. Although falling within the normal range, the left ventricular ejection
fraction was lower in patients with MFS as compared to healthy controls. Conversely, systolic blood pressure
was higher in healthy control subjects than in subjects with MFS (126 vs 119 mmHg, P=0,009). Thirty patients
(67%) with MFS were receiving blood pressure lowering treatment. Half of the patients (N =23, 51%) received
beta blockers and 29% losartan (N =13), 6 were on both drugs and 33% (N = 15) received no treatment. Despite
having even lower blood pressure, the presence of PST was also significantly more frequent in MFS patients as
compared to healthy controls: prevalence of PST was 56% vs 23%, respectively (p=0.003) (Fig. 2).
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Figure 2. PST +prevalence in 4 month-old mice, 9 month-old mice and humans comparing MFS and No MFS
groups. Data presented as percentage (%). Compared using the ? test. Significance P<0.005.

Age [yo] 32+7.8 29+7,6 0.09
Male gender [%] 41 46 0.63
Height [cm] 175£11 187+11 <0,001
Weight [kg] 72+12 80+15 0.02
BSA [m?] 1.88+0.19 2.0540.2 <0.001
AoR ind. [mm/m?] 16.4%2 207429 <0.001
Asc Ao ind. [mm/m?] 14.4+1.64 16.2+2.34 0.001
LVEDD ind. [mm/m?] 26.6+2.4 257436 0.22
LVESD ind. [mm/m?] 17.4x1.5 16.213.1 0.05
IVS ind. [mm/m?] 4.6+0.7 4.9+0.8 0.12
PW ind. [mm/m?] 4.140.6 39404 0.13
LV EF [%] 645 61%5 0.01
SBP [mm/Hg] 126410 119+12 0.00
DBP [mm/Hg] 76+10 7249 0.15

Table 2. Left ventricular and aortic remodeling in humans. BSA body surface area, AoR aortic root diameter,
Asc Ao ascending aorta diameter, LVEDD left ventricular end-diastolic diameter, LVESD left ventricular
end-systolic diameter, LVEF left ventricular ejection fraction, IVS interventricular septum thickness, PW left
ventricular posterior wall thickness, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic blood pressure, ind. indexed
by BSA. Continuous variables data is presented as mean + SD. Independent two-sample t-test for normally
distributed continuous variables and the Mann-Whitney U test for non-parametric distribution. Categorical
variable (male gender) is presented as percentage (%) and compared using x* test. P<0.05, in bold, denote
statistical significance.

Association of PST with aorta dilation. Table 3 shows the differences in 4 mo-age mice with and with-
out PST. Aortic root diameter was larger in MFS mice with PST than it was in those without, despite showing
similar blood pressures. Similar results were also observed in 9 mo-age mice, with larger aortas in those with PST
despite blood pressure not being assessed (Table 25).

Table 4 depicts human subjects’ characteristics according to the presence of PST. In the study’s human group,
the presence of PST was only related to the subjects’ older age. There was no difference determined by the PST
presence in the aorta dimensions or blood pressure.

As PST has been described in older healthy individuals'!, we focused on the youngest group of MFS subjects,
from the first age tertile of the MFS population (under 24 years old, N =16). In this MFS patient subgroup, PST
was indeed associated with larger aortic dimensions: 19.4+3 vs 15.5+ 3 in PST (+) vs PST (-) youngest MFS,
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Weight [g] 23.05+2.36 2694+ 1.5 0.001 22913 262+34 0.13

AoR [mm)] 1.485+0.12 1.48+0.09 0.92 1.69+0.06 1.8840.1 0.01
LVEDD [mm] 3.65+0.35 3.96+0.38 0.17 4403 3.95+0.3 0.82
LVESD [mm] 2.45+0.34 2.75+042 0.12 2.85+0.1 2703 0.43
LVEF [%] 6248 60+7 0.48 56+6 60+6 0.57
VS [mm] 0.58+0.08 0.6+0.06 0.54 0.64+0.06 0.64+0.05 0.82
PW [mm) 0.56+0.07 0.61+0.07 0.13 0.64+0.05 0.62+0.07 0.74
LV mass [mg] 5315 65+19 0.2 7116 68+17 0.8
HR [bpm] 362445 368437 0.75 34217 363445 0.19
SBP [mm/Hg] 131411 129411 0.66 133411 134+11 1

DBP [mm/Hg| 7810 818 0.43 77,59 79+6 0.9

Table 3. Left ventricular and aortic remodeling in the 4 mo-age mice according to the presence of PST.
AoR aortic root diameter, LVEDD left ventricular end-diastolic diameter, LVESD left ventricular end-systolic
diameter, LVEF left ventricular ejection fraction, I'VS interventricular septum thickness, PW posterior wall
thickness, HR heart rate, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic blood pressure. Data is presented as
mean + SD. Independent two-sample t-test for normally distributed variables and the Mann-Whitney U test
for non-parametric distribution. SP<0.05, in bold, denote statistical significance.

Age [yo] 31+7 359 0.21 2517 31x7 0.01

Male gender [%)] 44 50 0.78 55 48 0.64
BSA [m?] 1.9+02 1.9+0.2 0.9 2,07+0,2 2.03+0.2 0.46
AoR ind. [mm/m?) 16.6+2 159422 0.44 20.6+3 20.8+2.9 093
Asc Ao ind. [mm/m?] 143+1.6 148+1.9 0.5 16.6+2.8 159+1.9 0.66
LVEDD ind. [mm/m?] 266123 266129 098 259136 255138 0.68
LVESD ind. [mm/m?] 17.2+1.5 17.7£1.6 041 16.4+2.8 16.1£3.3 0.56
IVS ind. [mm/m?] 4.6+0.7 4.6+0.5 0.8 4.9+0.9 4.8+0.8 0.7

PW ind. [mm/m?] 4.1+£0.6 4+0,6 0.88 3.9+05 39+0.4 0.82
LV mass ind. [glm'!] 73+17 73+19 097 859+18 79.8+18 022
LVEF[%] 65+4 62+5 0.09 616 61+5 0.73
SBP[mm/Hg] 125+ 10 127+10 0.55 119+10 119+13 095
DBP[mm/Hg] 7411 809 0.15 72+8 73+10 0.57

Table 4. Left ventricular and aortic remodeling in humans according to the presence of PST. BSA body
surface area, AoR aortic root diameter, Asc Ao ascending aorta diameter, LVEDD left ventricular end-diastolic
diameter, LVESD left ventricular end-systolic diameter, LVEF ejection fraction, IVS interventricular septum
thickness, PW posterior wall thickness, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic blood pressure, ind. indexed
by BSA. Continuous variables data is presented as mean + SD. Independent two-sample t-test for normally
distributed continuous variables and the Mann-Whitney U test for non-parametric distribution. Categorical
variable (male gender) is presented as percentage (%) and compared using * test. P<0.05, in bold, denote
statistical significance.

respectively ((mm/m?], P=0.04). Blood pressure was similar in the two groups of youngest MFS patients, both
without PST (n=11) and with PST (n=5): 115+9 vs 106 + 10 ([mmHg], p=0.07) for SBP and 69+7 vs 63+9
([mmHg], p=0.17) for DBP.

Impact of blood pressure lowering therapy. None of the healthy controls received blood pressure low-
ering treatment. Conversely, 67% of patients with MFS were on medical therapy with losartan or beta-blockers.
Age, blood pressure and LV cavity dimensions were similar in those with and without medication, but the aortic
root was larger in those receiving medical treatment. Finally, those two groups of patients with MFS had a simi-
lar prevalence of PST (Table 5). Because of the transversal nature of the study we have no data on the duration
of the medical treatment in each patient.
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MFS without drugs MFS with drugs

N=15 N=30 P
Age [yo] 2748 3048 033
Weight [kg] 76+ 14 8115 0.26
High [cm] 1839 18912 0.08
BSA [m?] 197102 2.08£0.2 0.12
Aorlic root ind. [mm/m?] 19.5+3 21.3+3 0.04
Asc Ao ind. [mm/m?] 163 16+2 0.95
LVEDD ind. [mm/m?’] 2745 25£3 0.13
LVESD ind. [mm/m?] 1744 16£2 0.18
IVS ind. [mm/m?] 4.6+1 5+0,7 0.09
PW ind. [mm/m?] 39+04 39+04 0.56
LV mass ind. [g/m’] 8120 83+18 0.63
LVEF[%] 6215 61£6 0.66
SBP [mmHg] 120+12 118411 0.49
DBP [mmHg] 7429 729 0.52
PST + 8(53%) 17 (57%) 0.832

Table 5. Left ventricular and aortic remodeling in humans according to medical treatment. BSA body
surface area, AoR aortic root diameter, Asc Ao ascending aorta diameter, LVEDD left ventricular end-
diastolic diameter, LVESD left ventricular end-systolic diameter, LVEF left ventricular ejection fraction, IVS
interventricular septum thickness, PW posterior wall thickness, SBP systolic blood pressure, DBP diastolic
blood pressure, PST: postsystolic thickening, ind.: indexed by BSA. Data is presented as mean + SD for
continuous variables. Independent two-sample t-test for normally distributed continuous variables and the
Mann-Whitney U test for non-parametric distribution were used. Categorical variable (PST) is presented as
percentage (%) and compared using x test. P<0.05, in bold, denote statistical significance.

Discussion

The study’s main finding was the increased prevalence of PST in MFS. These findings were detected both in a
murine experimental model and in a cohort of patients with MFS. In humans we have set the presence of PST at
the level of 5% bigger than the systolic curve in order to detect myocardial dysfunction in early stage of the disease
despite the majority of experiments differentiate the physiologic PST from pathologic PST if it is approximately
10-20% bigger than the systolic curve®'’. In the controlled murine group of 4 mo-age the PST presence was
associated with the aortic root dilation despite no difference in blood pressure. Interestingly, the MFS human
subjects show lower systolic blood pressure than the controls and association of PST with the age. Due to the
natural increasing stiffness of the aorta with aging, the presence of PST has been described to increase in the
elder population'>. Accordingly, and in order to avoid, at least to some extent, the potential influence of aging
on PST prevalence, the youngest tertile (18-24 years-old) of our group of MFS patients was selected. Notably,
humans under 24 years of age would seem to be the most comparable, in terms of age, with the 4 mo-age mice
group, considering the usual life-span of mice (18-20 mo-age.). Therefore, we sought to analyze the presence
of PST and its relationship with blood pressure and aortic dilation in that young adult individuals. Notably,
despite the small number of subjects (N =16, with 5 subjects having PST +), a significant association between
the presence of PST (PST +) and aortic dilation was observed in the youngest patients with MFS. Both groups
of young subjects (young MFS mice and young patients) showed the same association between PST and aortic
root dilation. With aging, other confounding factors might influence aortic wall stress potentially explaining
that this association was not observed in older subjects with MFS. Further longitudinal and controlled clinical
studies will shed more light on this potential association.

Several investigators have demonstrated that dilation of the aortic root and ascending aorta is accompanied
by LV dilation and impaired left ventricular function in MFS mice'® as well as in humans'’. The myocardial
involvement in MFS includes impaired biventricular deformation with a subsequent reduction in long axis
systolic function, as well as biventricular and atrial mild diastolic dysfunction. Altogether this has raised the
hypothesis of the existence of a primary cardiomyopathy in MFS'®. Patients with MFS can potentially develop
myocardial injury such as fibrosis and myocardial architecture disorder caused by abnormal collagen deposition
and organization. Tae et al. reported that the early remodeling expressed as myocardial hypertrophy in 2- and 4
mo-age MFS mice was not associated with hemodynamic overload (as valvular insufficiency), but likely triggered
by an intrinsic mechanism related to the altered myocardial matrix causing persistent mechanical stress'®. In an
experiment with mild transverse aortic constriction, Rouf et al. demonstrated that Fbn1¢'%°"* mice are more
predisposed to load-induced heart failure than their WT littermates®. Likewise, they support the hypothesis pre-
viously reported that the canonical TGF-p signaling contributes to this load-induced cardiac decompensation'®.
An interesting novel in vivo mouse model of Cavanaugh et al. consisting of subcutaneously delivered angiotensin
II in MFS mice causes accelerated aortic aneurysm formation and dilated cardiomyopathy even without aortic
insufficiency; suggesting a potential intrinsic aetiology for the diseased myocardium®'.

PST is an easy parameter to be clinically and experimentally obtained and evaluated. The data included in this
study can demonstrably be reproduced using two different methodologies: DTI and M-mode echocardiography.
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PST in the basal septum is a marker of pressure overload that can be easily detected by conventional echocardi-
ography as several clinical study show in hypertensive and ischemic patients”'!. According to the geometry of
the LV, the greatest pressure overload can be expected to occur in the basal segment of the IVS as it has a greater
local radius of anatomic curvature in comparison with the free wall or the apex of the LV. A regional increase
in parietal stress occurs at that location, resulting both in segment interaction and PST. In the event of pressure
overload, the basal IVS segment is the first parameter to evidence the associated systolic deformation reduction
due to its flatter geometry'***. The development of postsystolic deformation, along with localized hypertrophy,
can even be observed before visual assessment of wall thickening. Previous studies have shown an association
of PST with more advanced left ventricular and atrial dysfunction among patients with well-controlled systemic
hypertension®.

From the observations gathered on LV remodeling, PST, and its association with aortic dilation in very young
subjects, we would conclude that individuals with MES show the same sign that is observed in hypertensive
cardiac remodeling despite having normal blood pressures, There are two possible explanations. First, the poten-
tially abnormal arterial wall composition in MFS, and its associated stiffening, would alter flow propagation and
pressure wave reflections, thus impacting the LV performance, even though peripheral blood pressure values
remain within normal ranges. The mechanism of this effect remains still not elucidated. Second, extracellular
matrix assembly alterations caused by mutated fibrillin-1, altered TGFp signaling, and associated cardiac fibrosis™*
altogether contribute to the local wall stress mainly on cardiomyocytes, finally leading to pressure overload signs
such as high LV mass and PST. Our findings suggest that the LV myocardial tissue of patients with MFS is at
risk despite these patients having ‘normal blood pressures, and would encourage searching for novel preventive
therapies especially at very young age.

Clinical implications

Preventing aortic dilation and rupture in patients with hypertension and aortic dilation is of vital importance
and the benefits of vasodilator drugs in this scenario are well established. However, the role of vasodilation in
preventing aortic remodeling in MFS without classical hypertension remains unclear®®. While agents such as
losartan have a vasodilator effect, its cardiovascular impact likely also occurs via non-hemodynamic modula-
tion of TGFp and fibrotic pathways, which has been evidenced in multiple animal studies but in clinics is much
less known. Unfortunately, our study does not provide new data in this respect. Nevertheless, the ultrasound
analysis of LV regional deformation patterns (as shown by PST) can easily be integrated into the clinical setting
(by using M-mode or DTT) and detect signs of myocardial injury even in early stages of the disease (as in very
young adults). Elucidating the mechanisms of cardiac dysfunction in MFS has important implications for the
timing of surgical valve repair and for the development of novel medical therapies to prevent heart failure. The
demonstration of mechanistic evidence of myocardial susceptibility in MFS heart would support the rationale
for more intensive preventive therapy in still-early, asymptomatic stages of the disease, even when patients show
normal peripheral blood pressure.

Limitations of the study
The study has several strengths and limitations. Murine heart evaluation is challenging because of the smallness
and high heart rate of the mice. Despite these limitations, evaluation of cardiac function has demonstrated to
be feasible and reproducible in most mice following a strict methodology with high frame rate acquisitions.
Despite a higher mean arterial pressure has been reported in mice using the tail cuff method as compared to the
more robust methods of either intra-arterial catheter or telemetry, we chose the tail cuff measurements because
of their non-invasiveness to avoid complications. The absolute number of systolic or especially diastolic blood
pressure cannot be taken into account as referential for the small animals. However, we believe that it can be
used to compare the values in a group of animals that are being exposed to the same conditions of assessment.
The inherent higher noise level in tissue Doppler assessment encouraged us establishing the M-mode modal-
ity as a referential of PST presence. Although we are conscious that the very sensitive level of PST detection (5%
of difference) could provide some percentage of physiological examples we believe that it would not change the
overall message of the study in such high difference between PST presence in MFS subjects and healthy subjects.
We also acknowledge the limited sample size of the very young human population limiting the confidence of
some conclusions. The transversal nature of this observational study and the absence of follow-up data make it
impossible to demonstrate the impact of blood pressure lowering drugs on LV performance or whether or not
these drugs can modulate the association of PST with an aortic aneurysm. The role of vasodilator therapy as a
modifier of myocardial remodeling in murine MFS models is an objective of our upcoming studies. Regarding
the mechanism leading to the presence of PST, data from cardiac MRI to depict myocardial fibrosis and gain a
better estimation of aortic stiffness with 4D flow sequences, as well as histological studies on aorta and myocardial
wall structure, will shed more light on this important topic. Further studies are needed to confirm our findings
and to support our mechanistic hypothesis of an increased prevalence of PST in MFS patients. Follow-up studies
are needed to evaluate the impact of vasodilator drugs on LV performance and whether or not these drugs can
modulate the association of PST with an aortic aneurysm.

Conclusions

The prevalence of PST is significantly increased both in MFS mice and patients, suggesting early LV damage.
It provides a potential diagnostic tool to monitor and potentially to interfere with cardiac programming. This
observation suggests the suitability of initiating early preventive therapy in patients with MFS even having normal
bleod pressure levels. In any case, further prospective and controlled studies are needed to examine the impact of
vasodilator therapy and particularly its titration, on PST and myocardial function and aortic stiffness in patients
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with MFS. Mice models represent also a perfect controlled experimental setting to prove this, once that we have
shown in the current study that PST measurement is feasible and reproducible in them.
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Cardiovascular Benefits of Moderate Exercise Training in Marfan

Syndrome: Insights From an Animal Model

Aleksandra Mas-Stachurska, MD, MSc;* Anna-Maria Siegert, MSc;* Monsterrat Batlle, PhD; Darya Gorbenko del Blanco, PhD;
Thayna Meirelles, PhD; Cira Rubies, PhD; Fabio Bonorino, MSc; Carla Serra-Peinado, PhD; Bart Bijnens, PhD; Julio Baudin, BSc;
Marta Sitges, MD, PhD; Llufs Mont, MD, PhD; Eduard Guasch, MD, PhDT Gustavo Egea, PhD'

Background—Marfan syndrome (MF) leads to aortic root dilatation and a predisposition to aortic dissection, mitral valve prolapse,
and primary and secondary cardiomyopathy. Overall, regular physical exercise is recommended for a healthy lifestyle, but dynamic
sports are strongly discouraged in MF patients. Nonetheless, evidence supporting this recommendation is lacking. Therefore, we
studied the role of long-term dynamic exercise of moderate intensity on the MF cardiovascular phenotype.

Methods and Results—In a transgenic mouse model of MF (Fbn1°"%3%%/") 4-month-old wild-type and MF mice were subjected to
training on a treadmill for 5 months; sedentary littermates served as controls for each group. Aortic and cardiac remodeling was
assessed by echocardiography and histology. The 4-month-old MF mice showed aortic root dilatation, elastic lamina rupture, and
tunica media fibrosis, as well as cardiac hypertrophy, left ventricular fibrosis, and intramyocardial vessel remodeling. Over the 5-
month experimental period, aortic root dilation rate was significantly greater in the sedentary MF group, compared with the wild-
type group (Amm, 0.2740.07 versus 0.1340.02, respectively). Exercise significantly blunted the aortic root dilation rate in MF
mice compared with sedentary MF littermates (Amm, 0.10-+0.04 versus 0.2740.07, respectively). However, these 2 groups were
indistinguishable by aortic root stiffness, tunica media fibrosis, and elastic lamina ruptures. In MF mice, exercise also produced
cardiac hypertrophy regression without changes in left ventricular fibrosis.

Conclusions—Our results in a transgenic mouse model of MF indicate that moderate dynamic exercise mitigates the progression
of the MF cardiovascular phenotype. (/ Am Heart Assoc. 2017;6:e006438. DOI: 10.1161/JAHA.117.006438.)

Key Words: aortic disease * endurance exercise * fibrosis * Marfan syndrome * myocardiopathy

arfan syndrome (MF) is a connective tissue disorder
M caused by mutations in the gene encoding fibrilin-1
(FBNT), a connective tissue protein.' FBN7 provides structural
and elastic support to a variety of tissues by modulating the
biogenesis and homeostasis of elastic fibers as well as the
availability and activity of transforming growth factor-§ family
members.” Important insights on the molecular mechanisms
involved in the pathogenesis of MF have been reported.?
Major efforts have focused on uncovering the mechanisms of

aortic root dilation leading to dissection and rupture, a
hallmark of MF that critically determines survival. Advances in
basic research have recently been translated into clinical trials
with the aim of pharmacological interference with the
progression of aneurysm, predominantly testing PB-blockers
and angiotensin Il receptor antagonists.” Unfortunately, most
trials have failed to demonstrate improvement in the
progression of aortic dilation, and prophylactic and timely
surgical intervention remains the only lifesaving measure.’
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Clinical Perspective

What Is New?

Dynamic sports are strongly discouraged in Marfan patients
on the basis of potential deleterious cardiovascular effects,
but evidence supporting this recommendation is lacking.
Our study in a murine model of Marfan syndrome suggests
that moderate, endurance exercise for 5 months blunts
aortic dilation and Marfan-associated cardiomyopathy.

What Are the Clinical Implications?

If confirmed in well-designed studies in humans, the
inclusion of cardiac rehabilitation programs in the thera-
peutic approach for patients with Marfan syndrome.

The effects of more intense exercise or other types of sport
other than endurance training still need to be studied.

Mitral valve prolapse often accompanies MF and could
evolve into a secondary cardiomyopathy. However, recent
reports suggest that cardiomyopathy could also be a primary
manifestation of MF.%” Other well-known systemic manifes-
tations of MF include bone overgrowth, pulmonary emphy-
sema, and evident myopathy, the latter being a consequence
of the inability to repair muscle tissue injury and to increase
skeletal muscle mass despite physical exercise.?

Regular physical activity is an efficient therapeutic
approach to reduce the burden of cardiovascular diseases in
the general population. Among other benefits, it improves left
ventricular (LV) function and tissue perfusion, lowers blood
pressure (BP), and reduces chronic low-grade inflammation.’
To meet the higher metabolic demands that exercise entails,
the cardiovascular system develops remarkable structural and
functional changes in a remodeling process termed athlete’s
heart, whose features are markedly influenced by which sport
is practiced. Exercise can be categorized as static (eg,
weightlifting) and dynamic (eg, distance running), with very
different physiological responses to each type of exercise.
Although most sports include a mixture of both components,
static exercise is characterized by increased BP and concen-
tric LV hypertrophy, while volume overload and eccentric LV
hypertrophy is typical in dynamic exercise.'® Importantly, the
exercise-induced remodeling process also affects the ascend-
ing aorta. In this respect, regular physical activity prompts a
mild but significant aortic root dilatation, which is greater for
practitioners of more dynamic sports, compared with static
sports. '

Since dynamic physical training promotes cardiovascular
extracellular matrix remodeling, changes in the aforemen-
tioned exercise-induced cardiovascular parameters will have a
special impact on patients with inherited diseases, such as
MF, that lead to abnormal extracellular matrix remodeling.

Consequently, it is assumed that exercise-induced extracel-
lular matrix remodeling is adverse in these patients and
worsens the progression of the aortic dilatation and car-
diomyopathy. On the basis of this reasoning, dynamic physical
activity has been strongly discouraged in MF patients.12
However, no evidence is available to support this recommen-
dation.'?

Our aim was to evaluate the impact of dynamic exercise on
the ascending aortic dilation and the cardiomyopathy in MF.
We implemented a modest-to-moderate endurance exercise
model, as this is the level of exercise most widely practiced by
the general population. The experimental working model we
selected was a heterozygous mouse line carrying a targeted
mutation (C1039G) in exon 25 of the Fbn7 gene,'* represen-
tative of the most common class of mutations causing human
MF. This murine model captures many of the clinical
manifestations of MF, including aortic dilatation, cardiomy-
opathy, lung abnormalities, and skeletal deformations and
myopathy.

Methods

Animals and Experimental Design

Fbn1°19%96/* mice were obtained from Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME 04609, EE UU) and used as a validated MFS
animal model. Both Wild Type (WT) and Fbn1¢'%37%/" mice
(hereinafter, Marfan [MF] mice) were bred on a C57BL/6
background. Comparisons were made between contemporary
littermates. All mice were housed in a controlled environment
(12/12-hour light/dark cycle) and provided with ad libitum
access to food and water. All animals were weighed once a
week throughout the duration of the experiment. Animal care
and experimentation conformed to the European Union
(Directive 2010/63/UE) and Spanish guidelines (RD 53/
2013) for the use of experimental animals. Ethical approval
was obtained from the local animal ethical committee (Comite
Etic d’Experimentacié Animal CEEA).

Training Protocol

A group of WT and MF mice were randomly conditioned to run
in a treadmill (Ex groups). After a 2-week adaptation period in
which treadmill speed and slope and training duration were
progressively increased, stable regimens were reached.
Eventually, Ex mice ran at 20 cm/s, with a 12° positive
slope for 60 minutes/d, 5 days/wk (Monday—Friday) for
5 months (from the age of 4 to 9 months). Training was
performed in the afternoon, as close as possible to the dark
(active) cycle to allow animals to rest during the light phase
before training. A metallic grid at the back of the treadmill
delivered a constant intensity (=2 mA) electric shock upon
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contact and motivated mice to keep running. In this training
protocol, electric shocks were virtually absent in all animals.
All training sessions were monitored by an experienced
investigator to ensure proper running and lack of stress.
Parallel WT and MF groups not undergoing training served as
sedentary (Sed) controls. Sample size at the beginning of the
experimental protocol was WT-Sed n=11 (5 male, 6 female);
MF-Sed n=9 (5 male, 4 female); WT-Ex n=10 (5 male, 5
female); MF-Ex n=10 (5 male, 5 female).

Blood Pressure Assessment

Systemic blood pressure was noninvasively measured in all
mice by a tail cuff system (Panlab NIPB system, consisting of
control unit LE5007 and the automatic heater and scanner for
6 mice, LE56506). Briefly, mice were placed in a warming
restrainer (34°C), with the tail carefully inserted into an
inflatable cuff. Systolic blood pressure (SBP) and diastolic
blood pressure (DBP) were automatically measured. Mean BP
was calculated as 1/3xSBP+2/3xDBP.

Before initiating the exercise protocol, all mice were placed
in the setup as many times as needed until they became
adapted, thereby minimizing stress associated with the
procedure. BP was thereafter measured at baseline, and after
1, 2, 3, and 5 months of training.

Echocardiography

Two-dimensional transthoracic echocardiography was per-
formed in all animals, with 1.5% inhaled isoflurane adminis-
tered to the animals. Each animal was scanned twice: at
baseline and at the end of the experiment, at least 24 hours
after the final exercise session. Images were obtained with a
10 to 13-MHz phased-array linear transducer (IL12i GE
Healthcare, Madrid, Spain) in a Vivid Q system (GE Healthcare,
Madrid, Spain). Images were all recorded and later analyzed
offline using commercially available software (EchoPac v.
108.1.6, GE Healthcare, Madrid, Spain).

The aortic root and ascending thoracic aorta were
measured in a parasternal long-axis view. Both the maximum
and minimum diameters (inner edge to inner edge) were
measured at the aortic sinus level (for the aortic root) and at
1 mm above the sinotubular junction (for the ascending
aorta). The aortic root dilation rate was calculated as the
diastolic aortic root diameter at the 9-month time-point minus
the diastolic aortic root diameter at the 4-month time-point.

The M-mode spectrum was traced at the papillary muscle
level in a parasternal short axis view, where LV dimensions at
both end-diastole (LVDD) and end-systole (LVSD) were
measured. The anterior wall and posterior wall thickness at
end-cardiac diastole were also measured. LV ejection fraction
(LVEF) was subsequently calculated as follows:

3. Material y métodos y resultados

3 _ 3
LVEF — M « 100
LVDD

The presence of postsystolic shortening (PSS) was
assessed in M-mode recordings obtained with the cursor
positioned in the LV basal septum in a parasternal long-axis
view. An animal was considered to have PSS if a “double peak
sign” was consistently identified. The “double peak sign”
consists of a normal-shaped deformation pattern (first peak)
during the ejection period followed by an ongoing deformation
(second peak) after aortic valve closure.

Aortic Pulsatility and Aortic Stiffness Estimation

Aortic pulsatility was used as a distensibility estimator, and
calculated as follows:

Pulsatilty = Aomex—A%min . 40

Aomin

where Ao, stands for maximum aortic diameter, and Ao,
stands for minimum aortic diameter. The final result is shown
as percentage (%).

Aortic stiffness was calculated using the BP and echocar-
diographic aorta diameter in vivo. For each animal, the
following formula was used to calculate the B-index:

log (SBP\

Te\bBP/

(Aomax*AOmin)
Onvin

=

where SBP stands for systolic blood pressure, DBP stands for
diastolic blood pressure, Ao, Stands for maximum aortic
diameter, and Ao, stands for minimum aortic diameter. The
final result is dimensionless.

Euthanasia and Sample Collection

Nine-month-old mice were euthanized with an overdose of
isoflurane inhalation and ascending aorta, heart samples and
the vastus medialis muscle were guickly excised, immersed in
cold physiological serum, and processed as described below.

Aortic Collagen Deposition and Elastic Fiber
Ruptures

The thoracic aorta was cut just above the aortic valve, and the
ascending aorta was subsequently fixed in formaldehyde and
embedded in paraffin. Four-micron-thick sections were
obtained and stained with Verhoeff-Van Gieson stain. Sec-
tions were examined using a Leica DMRB microscope (x40).
Two blinded investigators quantified aortic elastic fiber
ruptures by fiber discontinuities per longitude in at least 4
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representative images in each animal, and the average was
calculated for each animal.

Furthermore, sections were stained with picrosirius red to
analyze collagen deposition. Six representative images were
taken of each animal using the brightfield and polarized light
of a Leica DMRB microscope. The tunica media was delimited
using the brightfield images and corresponding polarized light
images were used to quantify picrosirius red—stained collagen
deposition.

Left Ventricle Histological Study

The whole heart was fixed in formaldehyde and transversally
cut through midventricle in 2 blocks (basal and apical blocks).
Both blocks were embedded in paraffin wax and 4-pm-thick
sections were obtained from the basal block and layered in
poly-L-lysine—coated glass slides. The slides were stained with
picrosirius red. Intramyocardial collagen deposit was quanti-
fied, excluding the endomyocardial, epicardial, and perivas-
cular fibrosis. Pictures (x40) of 3 different representative
areas of left ventricle (LV) were taken from each sample and
the mean percentage of collagen deposition was calculated.
In order to assess intramyocardial vessel remodeling,
pictures of both right ventricle and LV were taken (x 100)
whenever a vessel was identified. Approximately 10 intramy-
ocardial arteries were localized and different measurements
were taken: perivascular area (A), limited by perivascular
fibrosis; external area (Ae), limited by outer tunica adventitia;
and internal area (Ai), limited by internal elastic lamina
(Figure S1). The area of the lumen, tunica media, and
perivascular fibrosis were all normalized to the vessel size (Ae)
to exclude any bias in selecting vessels. All pictures were
taken with an Olympus BX41TF microscope and DP73
camera. Blinded quantification of vascular remodeling and
collagen deposition was performed with Image) 1.48v.

Skeletal Muscle Histochemistry

At the euthanasia, the vastus medialis was excised by
transecting the muscle origins and insertions. Muscles were
placed on a mounting block and frozen in liquid nitrogen—
cooled isopentane (2-methylbutane). Samples were sectioned
at 5 um at —20°C. Cross-cryosections were stained with
NADH-tetrazolium reductase to examine the oxidative capac-
ity of muscle fibers. Based on their NADH content, fibers were
classified as type | (oxidative), type IIA (aerobic glycolytic), and
type 1B (anaerobic glycolytic). Fiber types of the whole muscle
section were counted using an Olympus BX51 microscope
connected to a movable platform and the computer-assisted
stereological toolbox (CAST) software count tool.

Capillaries were identified with the endothelial-specific
marker CD31. Briefly, muscle sections were incubated with

rat anti-CD31 monoclonal antibody, clone MEC 13.3 (BD
Biosciences) and a donkey anti-rat IgG secondary antibody
(Jackson Immunoresearch). CD31-positive structures of mus-
cle cryosections were counted using an Olympus BX51
microscope connected to a movable platform and the
computer-assisted stereological toolbox (CAST) software
count tool.

Exploration of Sex Differences

After conducting main analyses, the effect of sex was
explored in further statistical analyses. The effect of sex
was explored in BP, histological analyses (aortic fibrosis and
elastic fiber ruptures, LV fibrosis, intramyocardial arteries
assessment), and in most echocardiographic variables (aortic
root diameter, LVSD, LVDD, anterior wall, posterior wall, and
LVEF). The effect of sex in PSS was not studied because the
low sample size in each of the groups made analyses of a
categorical variable meaningless. Because sex is known to
heavily influence body weight, only de-aggregated data are
shown.

Statistical Analysis

All results for continuous variables are reported as mean
+SEM. Because no mice had yet been trained, only the
effect of genotype (ie, WT versus MF) was analyzed at the 4-
month time-point; a nonpaired ¢ test was used for compar-
isons in these cases. When 2 main factors were present in the
study design (eg, genotype xtraining), data were modeled in a
2-way ANOVA that included the 2 main factors and their
interaction. Data with a repeated measurement factor (eg,
several measurements over time) were analyzed with a linear
mixed-effects model. For intramyocardial vascular remodeling,
each analyzed vessel was nested within mouse and a random
effect was included in the model. When a significant
interaction was found, least significant differences (LSD)-
adjusted pairwise comparisons are reported. In the absence
of a significant interaction, significant main effects, if present,
are reported. A normal distribution of the residuals (O-Q plot
and Shapiro—Wilks) was checked for all analyses.

Categorical variables (eg, PSS presence) are reported as
percentages. The propaortion of mice with PSS in all groups at
baseline was compared with a Fisher exact test. Change of
PSS over time (from 4- to 9-month time-points) in MF was
assessed through a McNemar test.

Mouse survival is shown on a survival curve and compar-
isons carried out with a log-rank test.

After main analyses were conducted, the effect of sex was
tested for all analyzed parameters by adding the Sex factor
and all their interactions. In the case that the Sex factor or
any of its interactions was significant, this is reported.
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A P<0.05 was considered significant. Statistical analysis
was carried out with Stata v13 (College Station, TX, USA) and
Graphpad Prism v6.0 (GraphPad Software, Inc, USA).

All echocardiogram and histological measurements were
carried out in a blinded manner of genotype and treatment

group.

Results

All mice subjected to exercise adequately adapted to the
training protocol. Two MF mice allocated to the Sed group (1
male and 1 female mouse) died early in the experimental
protocol; no other deaths occurred in any other group
(Figure S2). Necropsy was not performed and the cause of
death remained unknown for both dead animals. The differ-
ence in mortality between groups did not reach significance
(P=0.063).

We next tested whether the intensity of physical activity
promoted peripheral muscle adaptation. In vastus medialis, we

3. Material y métodos y resultados

found a switch in the oxidative status of muscular fibers in
trained WT mice in comparison to sedentary WT mice.
However, capillary density evidenced by CD31-positive
endothelial cells staining did not differ among groups, most
likely because of the large variability observed in the trained
group (Figure S3).

Because sex critically determines weight, results are
shown after sex-stratification. Over the 5-month training
period, weight gain was similar in all groups, both for male and
female mice (Figure 1A). There were no differences in BP
measurements at baseline between WT and MF mice (SBP
was 130+2 versus 134+3; DBP was 79+2 versus 79+2; WT
versus MF). In Sed animals, BP remained similar throughout
the experimental period. In contrast, MF-Ex mice developed a
higher SBP compared with WT-Ex, with no changes in DBP or
mean BP (Figure 1B). However, there were no significant
differences between trained WT and MF mice and their Sed
littermates, likely because the statistical power was too low to
uncover whether these differences arose from a decreased BP
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Figure 1. Weight and blood pressure measurements in sedentary and trained WT and MF mice. A, Weight
measurement during the experimental protocol (weeks 1—-14) in all animals; results are shown separately
for male and female mice (beginning the experiment, for male animals: n=5 for WT-Sed, MF-Sed, MF-Sed
and MF-Ex; for female animals: n= 6 for WT-Sed; n=4 for MF-Sed; n=5 for WT-Ex; n=5 for MF-Ex). Analysis
was performed with mixed-effects models; no significant differences were found between groups. B, Blood
pressure was measured in all groups at 1, 2, 4, and 5 mo (beginning the experiment: n=11 for WT-Sed, n=9
for MF-Sed, n=10 for WT-Ex, n=10 for MF-Ex). Analysis was performed with mixed-effects models. No
differences were found in Sed animals. In trained mice, a significant genotype effect was observed
(P<0.05). *P<0.05. Ex indicates trained group; MF, Marfan; Sed, sedentary group; WT, wild-type.
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Figure 2. Echocardiographic measurements in sedentary and trained WT and MF mice. A, Average aortic
root size at the 4-mo time-point in WT and MF mice (n=21 for WT, n=19 for MF). Analysis used a nonpaired ¢
test. B, Aortic root size after the experimental protocol (9 mo) in all groups (n=11 for WT-Sed, n=7 for MF-
Sed, n=10 for WT-Ex, n=10 for MF-Ex). Representative echocardiographic images of the aortic root size in
all groups (left panel). Quantitative analysis (right panel) was done with 2-way ANOVA. A significant
(genotypextraining group) interaction was found (P<0.05); pairwise comparisons (training group within
genotype and genotype within training group) are shown. C, Dilation rate in all groups (n=11 for WT-Sed,
n=7 for MF-Sed, n=10 for WT-Ex, n=9 for MF-Ex). In 2-way ANOVA, genotype xtraining group interaction
was found (P<0.05); pairwise comparisons (Sed vs Ex within each genotype) are reported: *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001. Ex indicates trained group; MF, Marfan; Sed, sedentary group; WT, wild-type. Open
circles represent WT mice, closed squares represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red
symbols are trained mice.

in trained WT mice, an increased BP in trained Marfan mice, or
a combination of both. Although BP was lower in female- than
in male-trained mice, sex had no impact on the effect of
exercise (Figure S4).

Moderate Exercise Slows the Progression of
Aortic Root Dilation in Marfan Mice

All groups were subjected to echocardiographic evaluation of
the aortic root (Figure 2). In accordance with clinical data and
previous reports, 4-month-old MF mice had an enlarged aortic
root at the beginning of the study (Figure 2A). All groups were
scanned again at the end of the experimental period
(9 months), with representative echocardiographic images
shown in Figure 2B. In WT mice, moderate exercise did not
induce changes in the size of the aortic root. In MF mice

subjected to exercise, however, aortic root diameter was
smaller than in their Sed littermates (Figure 2B). To more
accurately assess changes in aorta diameter over time, aortic
root dilation rate was defined as the change in the aortic root
size over the 5-month experimental protocol and was calcu-
lated from mouse-by-mouse aortic root size (Figure S5).
Dilation rate in MF-Sed mice was twice that of WT (Amm,
0.274+0.07 versus 0.13+0.02, respectively; Figure 2C).
Remarkably, this parameter was blunted in trained MF mice,
becoming comparable to the WT dilation rate (MF-Ex Amm
0.10+0.04; Figure 2C). Aorta measurements at a more distal
level yielded similar results: the ascending aorta was dilated at
baseline in MF mice and dilation was blunted in trained mice
(Figure S6).

The aortic root in MF patients is stiffer than in healthy
individuals."® In our mice, aorta mechanical properties were

DOl 10.1161/JAHA.117.006438

50

Journal of the American Heart Association 6

HOYVISTYH TYNIDIHO



£10T ‘sz Iaquadag uo HOSVND AIVNA Aq /Fiospewmoleye eyel/ diny woly papeojumo(g

Exercise in Marfan Syndrome Mas-Stachurska et al

3. Material y métodos y resultados

* 4 months 9 months
Pulsatility Pulsatility
20 *%k
*
15
=10{ ° " =10 = = 3
) e = =
g
¥ WT Marfan WT Marfan
§ B index B index
*% *
15 = 15 -
10 _:.E 10 ‘ " :
—ofpe - o 4 == %
5 ¢ - = s A
T WT  Marfan WT Marfan

Figure 3. Aortic root pulsatility and stiffness in sedentary and trained WT and MF mice. Aortic root
pulsatility (A) and B-index (B) at baseline (n=21 for WT, n=17 for MF; 4-mo-old mice; nonpaired t test) and at
the end of the experimental training (n=11 for WT-Sed, n=7 for MF-Sed, n=10 for WT-Ex, n=10 for MF-Ex; 9-
mo-old mice; 3-way ANOVA test). *P<0.05; **P<0.01. Ex indicates trained group; MF, Marfan; Sed,
sedentary group; WT, wild-type. Open circles represent WT mice, closed squares represent Marfan mice;
blue symbols are sedentary mice, red symbols are trained mice.

estimated by combining in vivo data obtained from BP
measurements and echocardiographic maximum and mini-
mum aorta diameters. At 4 months, we observed significant
differences in the aortic root expansibility (pulsatility)
between WT and MF mice, which is indicative of a loss
of elasticity (Figure 3A, left panel). At 9 months, differences
between WT and MF persisted. WT-Ex mice showed a slight
increase in pulsatility compared with WT-Sed, but it did not
reach statistical significance. MF-Ex mice showed indistin-
guishable pulsatility from MF-Sed (Figure 3A). Subsequent
calculation of the P-index at baseline (4 months) supported
increased aortic root stiffness in MF mice compared with
WT mice (Figure 3B). After the exercise training, P-index
(aortic stiffness) significantly improved in WT but not in MF
mice.

Aortic Structural Abnormalities Remain Unaltered
in Trained Marfan Mice

The most representative histological damage evaluated in MF
mice is the rupture of elastic fibers in the tunica media of the
ascending aorta. As expected, we observed a significant
increase in the number of elastic lamina ruptures in MF mice,
compared with WT animals (Figure 4A, upper panels and 4B
for quantitative analysis). Remarkably, exercise did not
increase lamina ruptures, indicating no additional structural
damage in the tunica media of MF aorta.

Next, we examined the collagen content as a compensatory
mechanism to the elastic fiber ruptures. In Sed mice, the tunica
media had more collagen staining in MF than in WT animals
(Figure 4A, middle and lower panels). As with elastic fibers,
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Figure 4. Aorta histological analyses in sedentary and trained WT and MF mice. A, Representative images of elastic laminae (stained in black
by Verhoeff-Van Gieson [VVG] staining, upper panel) and collagen content (stained by picrosirius red [PSR]), visualized under brightfield or
polarized light in the middle and lower panels, respectively. B, Quantitative analysis of elastic laminae ruptures (n=9 for WT-Sed, n=7 for MF-Sed,
n=10 for WT-Ex, n=10 for MF-Ex). Two-way ANOVA showed no interaction but a genotype (WT vs MF) effect was evident (****P<0.0001). C,
Quantitative analysis of fibrosis (n=7 for WT-Sed, n=5 for MF-Sed, n=6 for WT-Ex, n=6 for MF-Ex). Two-way ANOVA showed no interaction but a
genotype effect was clear (**P<0.01). Bars = 100 pum. Ex indicates trained group; MF, Marfan; Sed, sedentary group; WT, wild-type. Open circles
represent WT mice, closed squares represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red symbols are trained mice.

dynamic exercise did not have any impact on these differences
between WT and MF mice (Figure 4C, quantitative results).

Exercise Improves Marfan-Associated Cardiac
Hypertrophy

The potential impact of moderate exercise on the heart was
also examined, with LV dilation and hypertrophy observed at

baseline in MF mice (Table 1). After the 5-month training
protocol, LV hypertrophy evaluated by echocardiography
significantly regressed in MF-Ex mice, as shown by decreased
anterior wall and posterior wall diameters (Table 2). A
nonsignificant decrease in LVDD and LVSD was also
observed.

PSS is attributed to differential loading or contractility in
neighboring segments and, when perfusion is normal,
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Table 1. Echocardiographic Measurements of LV Structural
and Functional Parameters in All Groups at 4 Months (Before
Training)

Wild Type (n=21) Marfan (n=17)
AW, mm* 0.59+0.02 0.65+0.01
LVEDD, mm* 3.75+0.08 3.98-+0.07
PW, mm* 0.5740.02 0.63+0.02
LVESD, mm 2.54+0.08 2.76+0.06
LVEF, % 69+2 67+1

AW indicates anterior wall; LV, left ventricle; LVEDD, left ventricle end-diastolic diameter;
LVEF, left ventricular ejection fraction; LVESD, left ventricle end-systolic diameter; PW,
posterior wall.

*P<0.05, wild-type vs Marfan.

predominantly reflects pressure overload. More specifically, it
occurs when there is an imbalance between local (pressure-
induced) wall-stress, contractility, and tissue structural prop-
erties.’® PSS was more common in MF than in WT mice at
4 months (14/17 [82%] versus 7/21 [33%], respectively;
P<0.01). While the presence of PSS remained unaltered (7 1%)
at the 9-month time-point in MF-Sed mice, it showed a
decreasing trend in MF-Ex mice (PSS 40%, P=0.12, McNemar
test) (Figure 5).

As with aortae, LV changes were histologically assessed
from collagen content. An evident increase in collagen
deposition was observed in 9-month-old MF-Sed mice.
Moderate training did not modify LV fibrosis in either the
WT-Ex or MF-Ex groups (Figure 6A).

In the heart, vascular remodeling was also studied in small
arteries in the LV (Figure 6B). A prominent vascular remod-
eling in MF mice included a narrow lumen as well as
thickening and increased perivascular fibrosis (Figure 6B).
Again, moderate regular exercise showed no effect.

Table 2. Echocardiographic Measurements of LV Structural
and Functional Parameters in All Groups at the 9-Month Time
Point

Wild Type Marfan

Sedentary Trained Sedentary Trained
LVEDD, mm" | 3.8940.1 3.79+0.04 | 42414019 4.04+0.08
LVESD, mm* r 2.65+0.06 | 261+0.07 295+0.18 - 2.73+0.1
AW, mm" | 0.66+0.02 | 0.64+0.01 | 0.72-£0.02 ‘ 0.69-£0.02*
PW, mm* A 0.654+0.02 | 0.63+0.01 | 0.73=0.03 ‘ 0.68-£0.02*
LVEF, % | 67+1 67+2 | 66+3 | 69+3

AW indicates anterior wall; LVEDD, left ventricle end-diastolic diameter; LV, left
ventricular; LVEF, left ventricular ejection fraction; LVESD, left ventricle end-systolic
diameter; PW, posterior wall; WT, wild-type.

*P<0.05, 'P<0.01 WT vs Marfan,

P<0.05 vs genotype-matched sedentary group.

3. Material y métodos y resultados

Effects of Exercise on Marfan-Associated
Cardiovascular Remodeling Are Independent of
Sex

We explored potential sex-related impacts of MF- or exercise-
promoted cardiovascular remodeling. The most representative
findings are shown in Figures S7 through S9. At baseline
(4 months), echocardiography experiments showed that aor-
tic dilatation and LV hypertrophy were similar in male and
female MF mice (Figure S7). At the end of the experimental
protocol (9 months), the protective effect of moderate
exercise on aortic dilation and LV hypertrophy, both examined
by echocardiography, were similar in male and female mice
(Figure S8). Exploratory analyses in histology experiments
suggested that LV fibrosis was reduced in trained female, but
not male mice in comparison to their Sed littermates
(Figure S9).

Discussion

We evaluated the effects of exercise in the MF phenotype,
particularly focusing on cardiovascular remodeling. In a
murine MF model, moderate exercise (1) mitigated aortic
dilation, (2) did not increase aortic elastic fiber ruptures and
collagen deposition, and (3) partially reversed MF-associated
cardiac hypertrophy. Overall, our results suggest positive
effects of moderate exercise in cardiovascular manifestations
of MF.

Exercise and the Aortic Root in MF

Aortic root dilation is a hallmark of the cardiovascular
phenotype of MF and a main determinant of premature
mortality and morbidity. The degree of aortic dilation closely
correlates with the risk of aortic dissection.'” Factors such as
an increased central pulse pressure,'® obstructive sleep
apnea,'? or genetic predisposition based on polymorphisms in
genes other than FBN1?° have been proposed to influence
aortic dilation rate in MF. A repetitive, pulsatile increase in
aortic stretch during each exercise bout has been claimed to
trigger accelerated aortic dilation.'"'?

Contrary to this hypothesis, we showed that regular,
moderate exercise does not accelerate aortic dilation rate, but
rather normalizes its progression to values comparable to WT
animals. Note that the aortic root was only assessed at
baseline and at the end of the experimental protocol.
Echocardiographic improvement was not accompanied by a
restoration of the histological integrity of elastic fibers.
Whereas histological and echocardiographic measurements
usually present with parallel improvements, we found a clear
blunt in aortic dilation in the absence of overt changes in
elastic lamina fractures. It is possible that modest
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Figure 5. Cardiac hemodynamic overload (postsystolic shortening [PSS]) in sedentary and trained WT and
MF mice. Number of mice with and without PSS for all groups and all time-points. Analysis done with

McNemar test. MF indicates Marfan; WT, wild-type.

improvements such as the one in our work may present with
nonevident histological changes. In fact, we cannot rule out
the possibility that improvements in microstructural ruptures
in MF-Ex mice could precede evident elastic fiber repair
evaluated by regular histological approaches. Such
microstructural improvements in elastic fibers might have a
positive physiological impact, which can be resolved by
echocardiography. Indeed, elastic abnormalities might be
present in advance of evident aortic dilation,m'22 and
alterations in elastic fiber integrity are present in the
nondilated portion of the thoracic aorta,?® thereby suggesting
a mismatch between aorta size and elastic properties.
Moreover, other factors such as fibronectin synthesis,“ or
endothelial?® and smooth muscle cell dysfunction,?® may also
significantly contribute to progressive aortic dilation.

The subjacent mechanism(s) behind the reduction of aortic
size in exercised Marfan mice is unknown. Of note, a recent
work has suggested that inducible nitric oxide synthase
(iNOS) upregulation is involved in Marfan aortic dilation.?”
Interestingly, exercise has been shown to reduce iNOS
expression in settings in which iNOS is heavily induced (eg,
in obesity”® and diabetes mellitus®). On the other hand, to
date most therapeutic approaches for Marfan syndrome
target BP, but BP was not reduced in our model. Similarly,

iNOS blockade normalized aortic size in MF mice while
increasing BP.?” Altogether, these results point to iNOS
downregulation as an attractive potential mediator of exer-
cise-associated benefits in MF.

Exercise and Marfan-Associated Cardiomyopathy

The most frequent and well-known cardiac manifestation of
MF is mitral valve prolapse.5 If severe, mitral prolapse and
regurgitation may evolve as progressive LV dilation and
dysfunction and, eventually, heart failure. Nevertheless,
recent data support the existence of a primary myocardial
affectation in MF patients even in the presence of competent
valves.*”*® Structural abnormalities in the MF cardiomyopa-
thy include LV hypertrophy and, in some series, dilation; these
may be accompanied by variable degrees of systolic dysfunc-
tion, which occasionally remains subclinical and only
detectable through deformation analysis.>' Currently, it is
unclear whether this cardiomyopathy is associated with worse
clinical outcomes.

Our findings in this animal model of MF concur with most
of these cardiac manifestations. We show increased collagen
deposition in the LV myocardium of MF mice. A similar trend
was previously reported in the same mouse strain, but failed
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Figure 6. Histological analysis of the left ventricle in sedentary and trained WT and MF mice. A, Representative picrosirius red-stained
myocardial samples of all groups (left panel) and their respective quantitative analysis (right panel); n=11 for WT-Sed, n=7 for MF-Sed, n=8 for
WT-Ex, n=9 for MF-Ex. B, Histological evaluation of intramyocardial vessels (upper panel) and quantitation of the perivascular fibrosis, tunica
media thickness, and lumen area (n=10 for WT-Sed, n=7 for MF-Sed, n=10 for WT-Ex, n=9 for MF-Ex). Two-way ANOVA (all measurements)
showed no significant interaction, but a genotype (WT vs MF) was found for all analyses. Bars are 100 pum. *P<0.05; **P<0.01; ** " P<0.0001.
Ex indicates trained group; LV, left ventricular; MF, Marfan; Sed, sedentary group; WT, wild-type. Open circles represent WT mice, closed squares
represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red symbols are trained mice.

to reach significance, likely because of the limited sample size
and large intrinsic variability.*® The clinical and physiological
significance of such fibrosis is unknown, but could contribute
to some characteristics of MF cardiomyopathy. It is possible
that both myocardial fibrosis and hypertrophy underlie the
diastolic dysfunction observed in patients with MF.*? More-
over, fibrosis is a hallmark of cardiac arrhythmogenesis and
likely contributes to the increased burden of ventricular
arrhythmias in these patients.*®

Our results indicate a positive impact of moderate exercise
on MF cardiomyopathy as evidenced by an antihypertrophic
effect and the absence of deleterious effects on LV myocar-
dial fibrosis (Table 2). This is consistent with the role of
physical activity in other cardiac conditions reported in human
and animal models. Moderate exercise improves cardiac
remodeling in hypertensive patients®® and blunts cardiac
hypertrophy and fibrosis in a hypertrophic cardiomyopathy
mouse model.*®
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Clinical Implications

Whereas moderate aerobic physical activity in healthy
individuals and in patients with some cardiovascular disorders
is largely acknowledged,” MF patients are usually excluded or
largely limited from obtaining these positive effects by current
recommendations. Moderate-to-strenuous dynamic exercise
is prohibited for these patients and only low-dynamic sports
such as bowling, golf, and archery are allowed.'? Neverthe-
less, this recommendation (level of evidence C) lacks clinical
or experimental supporting data.'?

Our results suggest not only that moderate physical
activity may be safe, but that it might prove beneficial in MF
patients by decelerating the aortic dilation rate and improving
signs of cardiac hemodynamic overload. If our results were
reproduced in humans, physical activity of moderate intensity
should not only be allowed, but encouraged in patients with
MF. This idea is supported by a case report showing that a
cardiovascular physical therapy program reversed LV dilata-
tion and hypertrophy in a patient with MF.*¢

It is important to note that the present results reflect
changes promoted by light or moderate endurance training.
More intense forms of physical activity or other sorts of
exercise may yield opposite results. Current evidence sug-
gests that a U-shaped relationship between exercise and
outcomes exists for outcomes such as atrial fibrillation,
ventricular arrhythmias, or even atherosclerosis.>” Under this
hypothesis, low doses of physical activity should yield
beneficial effects, but might turn deleterious at strenuous
doses in healthy individuals.®® A U-shaped relationship has
also been found in inherited cardiomyopathies. Competitive
exercise accelerates the progression of arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy,®® although moderate exercise
was shown to be safe.*® Further research is needed to explore
the potential benefits of encouraging light or moderate
physical activity in patients with MF.

Limitations

First, the Fbn1©19398/" mouse strain presents a low risk of
aortic dissection and relatively long lifespan. During the 5-
month experimental period, only 2 of 22 MF mice died,
neither of them in the MF-Ex group. Whether our results would
similarly apply to individuals at high risk remains unknown.
Second, the translation of results obtained in mouse models
to human beings, and interpretation of the exercise intensity
in human terms, warrants caution. Reported data suggest that
our study assessed moderate exercise intensity.*' Moreover,
the lack of a clear phenotype for athlete’s heart, including LV
hypertrophy and dilation parameters, further supports the
characterization of the exercise as moderate. Third, a rigorous
measurement of aortic root stiffness requires invasive blood
pressure recordings. We measured the noninvasive blood

pressure (tail-cuff) to estimate aortic stiffness, but it remains
controversial whether this method provides a robust estima-
tion of central BP in mice. Last, valve regurgitation, either
mitral or aortic, is a frequent clinical observation in MF
patients, but they were not assessed in our mice. It is
therefore possible that they could modify the effect of
exercise in the cardiovascular phenotype of MF. Nevertheless,
we could not envisage any clustered response to exercise for
aortic dilation, fibrosis, or any of the echocardiographic
parameters, thereby suggesting a similar phenotypic response
in all animals.

Conclusions

In a murine model of MF, moderate dynamic exercise
prevented aortic root dilation and mitigates cardiac hypertro-
phy. Our data invite validation in other animal models of MF
and eventually in patients.
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Figure S1. Intramyocardial artery assessment.

M Lumen
" Tunica media
| Perivascular fibrosis

First, the perivascular area (A, limited by perivascular fibrosis), the external area (Ae,
limited by outer tunica adventitia) and internal area (Ai, limited by internal elastic
lamina) were identified and limits traced (left pannel). Thereafter, the area within each
of these limits was automatically quantified. Perivascular fibrosis was then calculated
as A — Ae (yellow area in the right panel); tunica media area was calculated as Ae — Ai
(green area in the right panel); and luminal area was identified as Ai (red area in the

right panel).
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Figure S2. Survival rate during the experimental protocol in all groups.
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Analysis with Log-rank test. WT: wild-type; MF: Marfan; Sed: sedentary group; Ex:

trained group.
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Figure S3. Vastus medialis adaptation after training.
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(A) Proportion of muscular fibers according to its oxidative status (n=9 per group). (B)
Capilar density evaluated in CD31 immunohistochemistry stained samples (n=6 per
group). *p<0.05 Sed vs Ex. WT: wild-type; Sed: sedentary group; Ex: trained group.
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Figure S4. Blood pressure measurement in all groups according to sex (for male
animals: n=5 for all WT-Sed, MF-Sed, MF-Sed and MF-Ex; for female animals: n=6 for
WT-Sed; n=4 for MF-Sed; n=5 for WT-Ex; n=5 for MF-Ex).
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Figure S5. Changes of the aortic root size during the experimental protocol examined
for each mouse (at 4 months and at 9 months; n=11 for WT-Sed, n=10 for WT-Ex, n=7
for MF-Sed, n=10 for MF-Ex).
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Open circles represent WT mice, closed squares represent Marfan mice; blue symbols

are sedentary mice, red symbols are trained mice. WT: wild-type; MF: Marfan; Sed:

sedentary group; Ex: trained group.
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Figure S6. Measurements of the ascending aorta in all groups at the 4-month time-
point (left panel; comparison with a t-test; n=21 for WT, n=17 for MF) and at the 9-
month time-point (right panel; comparison with two-way ANOVA; significant

interaction was found; n=11 for WT-Sed, n=7 for MF-Sed, n=10 for WT-Ex, n=10 for

MF-Ex).
Ascending aorta diameter
4 months 9 months
o 25 *
20| 2 2.0 g
c1s w1 LD e *_ A
E1.0! 1.0 ——
* %%
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*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. WT: wild-type; MF: Marfan; Sed: sedentary group; Ex:
trained group. Open circles represent WT mice, closed squares represent Marfan mice;

blue symbols are sedentary mice, red symbols are trained mice.
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Figure S7. Echocardiographic results according to sex at the 4-month time point (for

most measurements: male mice n=10 for both WT and MF; female mice; n=11 for WT,

n=9 for MF).
Sex differences
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Comparisons were carried out with 2-way ANOVA (genotype [WT, MF], sex and

genotype x sex). No significant interaction was found in any comparison. WT: wild-
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type; MF: Marfan; Sed: sedentary group; Ex: trained group; LVEDD: left ventricle end-
diastolic diameter; LVESD: left ventricle end-systolic diameter; AW: anterior wall; PW:
posterior wall; LVEF: left ventricular ejection fraction. Open circles represent WT mice,
closed squares represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red symbols

are trained mice.
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Figure S8. Echocardiographic results according to sex at the 9-month time point (n=3-6

per group).
Sex differences
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Comparisons were carried out with 2-way ANOVA (genotype [WT, MF], sex and
genotype x sex). No significant interaction was found in any comparison. WT: wild-

type; MF: Marfan; Sed: sedentary group; Ex: trained group; LVEDD: left ventricle end-
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diastolic diameter; LVESD: left ventricle end-systolic diameter; AW: anterior wall; PW:
posterior wall; LVEF: left ventricular ejection fraction. Open circles represent WT mice,
closed squares represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red symbols

are trained mice.
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Figure S9. Effects of sex on LV histological assessment (n=3-6 per group).
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(A) LV fibrosis; (B) Lumen area of intramyocardial arteries; (C) Tunica media of
intramyocardial arteries; (D) Perivascular fibrosis of intramyocardial arteries. Analyses
performed with a three-way ANOVA. For panel A, a Sex x Group interaction was found
(p=0.02); pairwise comparisons (Sed vs Ex within each Sex) are shown. In panels B, C
and D, no significant effect of sex or their interactions was found. *P<0.05. WT: wild-
type; MF: Marfan; Sed: sedentary group; Ex: trained group; LVEDD: left ventricle end-
diastolic diameter; LVESD: left ventricle end-systolic diameter; AW: anterior wall; PW:
posterior wall; LVEF: left ventricular ejection fraction. Open circles represent WT mice,
closed squares represent Marfan mice; blue symbols are sedentary mice, red symbaols

are trained mice.
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Articulo 3 (poblacién C)

Objetivo:

4. Detectar diferencias de género en la presentacidn de engrosamiento postsistdlico y los

factores asociados al mismo como la tensidn arterial y el tratamiento farmacoldgico.

Mas-Stachurska A, Bouma BJ, de Bruin-Bon R, Mulder B, Bijnens B, Sitges M. Remodelado
cardiaco asociado con el sindrome de Marfan: impacto del sexo y el tratamiento vasodilatador.
Rev Esp Cardiol. 2022. doi: 10.1016/j.recesp.2022.05.006.

Factor de impacto: 6,975. Cuartil: Q2. Area de conocimiento: Cardiology and Cardiovascular

Medicine.
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Carta cientifica

Remodelado cardiaco asociado con el sindrome
de Marfan: impacto del sexo y el tratamiento
vasodilatador

Cardiac remodeling in patients with Marfan syndrome:
impact of gender and vasodilator therapy

Sr. Editor:

El sindrome de Marfan (SM) tiene su causa en una mutacion de
la fibrilina-1, elemento de la aorta y regulador de la via de
sefializacion del factor de crecimiento transformador beta. La
prescripcion de farmacos pretende reducir los efectos de la fibrosis
y la presion arterial (PA) y prevenir la diseccion aodrtica. Datos
recientes apoyan la existencia de una afeccion del miocardio en
presencia de valvulas normofuncionantes. Se observa remodelado
miocardico patologico en forma de hipertrofia o dilatacién, fibrosis
y disfuncion del ventriculo izquierdo. La disfuncién sistélica
ocasionalmente permanece subclinica y solo se detecta a través del
analisis de la deformacién miocardica'. El engrosamiento post-
sistolico (EPS), que puede detectarse con ecocardiografia, se ha
descrito en estados de sobrecarga de presidn o isquemia
miocardica’. La alta prevalencia de EPS entre los pacientes con
SM aun con PA dentro de la normalidad, descrita recientemente,
indica que la miocardiopatia del SM expresa caracteristicas
similares a los estados de sobrecarga de presion”.

La escasa literatura existente sobre el impacto del sexo en la
dilatacién y los eventos adrticos en el SM presenta resultados atn
controvertidos. Mientras algunos autores defienden bajar en 5 mm
el punto de corte de dilatacion aértica para la indicacién quirtirgica
para las mujeres’, otros postulan que los varones tienen mas riesgo
de diseccion aértica™”.

En nuestro estudio se plantea una hipotesis acerca del impacto
diferencial del sexo en la manifestacion de los signos de
miocardiopatia en el SM. Se han analizado las ecocardiografias
de 45 sujetos jovenes con SM para detectar posibles diferencias de
sexo en la presentacion de EPS y los factores asociados con este,
como la PA y la medicacion. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica del hospital Academisch Medisch Centrum de Amsterdam y
los participantes concedieron el consentimiento informado. Todos
fueron atendidos en una consulta monografica de SM por un

Tabla 1
Comparacién de la presencia de engrosamiento postsistélico entre sexos

cardidlogo y una enfermera especializados. La decision del
cardi6logo sobre la prescripcién de la medicacién vasodilatadora
se tomaba de manera individualizada segln la evolucién de la PA
de cada paciente. La comparacién por sexos y por la presencia de
EPS se muestra en la tabla 1.

No se encontraron diferencias entre varones y mujeres (23 y
22 respectivamente) en cuanto a edad, dimensiones de la aorta o el
ventriculo izquierdo, fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo
y PA sistolica y diastélica. En cambio, cuando se estudib la
presencia de EPS, se encontré que 16 mujeres (73%) y 14 varones
(61%) mostraban EPS. Tomaban la medicacién 17 varones (74%) y
13 mujeres (59%; p=0,292). Esa diferencia del tratamiento
farmacolégico de los pacientes con SM se hace aiin mdés evidente
si se observa la diferencia entre los subgrupos de mujeres con SM y
EPS+ y varones con SM y EPS+: ellas estan significativamente
menos medicadas (9 [56%] frente a 13 [93%]; p = 0,039) pese a que
no hay diferencias significativas en dilatacion adrtica y dimensio-
nes ventriculares. Comprensiblemente, sus PA son aproximada-
mente 5 mmHg mayores (mujeres con SM y EPS+: PA sistdlica,
120,8 + 10 mmHg y PA diastolica, 75,8 + 8 mmHg; varones con SM y
EPS+: PA sistolica, 117 + 15 mmHg y PA diastdlica, 71 £ 10 mmHg;
p=04yp=0,157 respectivamente). Esa diferencia de la PA adquiere
significacion estadistica a pesar de pequefio tamafio muestral si se
compara a las mujeres con SM y EPS+ frente a las mujeres con SM sin
EPS: PA diastdlica de 75,8 + 8 frente a 66,8 + 8 mmHg (p =0,049) y
PA sistélica 120,8 £ 10 frente a 114 £ 9,7 mmHg (p=0,23).

En nuestro grupo de sujetos con SM se reveld una alta
prevalencia de EPS, mayor entre las mujeres, sin alcanzar
significacion estadistica. Las pacientes afectas muestran mayor
presencia de la deformacioén alterada que los varones con SM. Esta
caracteristica se asocia con que las mujeres reciben tratamiento
con menos frecuencia a pesar de que los didmetros aorticos y
ventriculares son muy similares entre ambos sexos. Es dificil
explicar en el presente estudio por qué las mujeres con SM reciben
menos tratamiento farmacologico. No obstante, esta diferencia
tiene repercusion en su PA, pues la PA diastdlica es mas alta en las
mujeres con EPS+ que en las que no presentan este signo.

En nuestra serie, las pacientes tienen menos probabilidad de ser
tratadas y mayor remodelado del ventriculo izquierdo. Se debe
estudiar los motivos de estas diferencias en futuras investigaciones

Mujeres Varones P Mujeres con EPS+, Mujeres con EPS-, p Varones con EPS+, Varones con EPS-, p

(n=22) (n=23) n=16 (73%) n=6(27%) n=14 (61%) n=9 (39%)
Edad (anos) 2947 28+8 0,7 312166 239+72 0,059 303178 253477 0,18
Raiz abrtica indexada (mm/m?) 20,6+3 208+28 083 205+33 209+25 0,59 211+23 202435 0,56
DTDVI indexado (mm) 261+34 253+4 050 253+3 283+28 0,021 254+47 252+3,1 0,88
DTSVI indexado (mm) 163+25 162+37 087 156+25 176+2.2 0,11 16.4+4 158+33 0,98
FEVI (%) 626=+5 600+54 009 619+4 642+7,1 0,49 59,2+58 609+49 0,40
PA sistolica (mmHg) 1189+10 1184+13 089 120,8+10 114+97 0,23 117+£15 1209+10 0,48
PA diastélica (mmHg) 734+9 71,5+9 051 758+84 66,8 +8,4 0,049 71+10 72,6+85 0,69
Tratamiento, si 13 (59) 17 (74) 029 9(56) 4 (67) 1 13 (93) 4 (44) 0,018

DTDVI: diametro telediastélico del ventriculo izquierdo; DTSVI: diametro telesistélico del ventriculo izquierdo; EPS: engrosamiento postsistdlico; FEVI: fraccion de eyeccion
del ventriculo izquierdo; PA: prension arterial; tratamiento: farmacos del grupo de bloqueadores beta o losartan.

Significacion si p < 0,05. Las variables continuas se muestran en nimeros absolutos y se han analizado con el la prueba de la t de Student para muestras independientes y se
expresan en media = desviacion estindar, La variable categérica (tratamiento, si) se ha analizado con un test de la x* y se expresan como n (%).

https://doi.org/10.1016/j.recesp.2022.05.006

0300-8932/© 2022 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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y deberia hacerse un esfuerzo comin en mejorar las tasas de
tratamiento de estas pacientes.
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4. DISCUSION

Los principales hallazgos de esta tesis doctoral se pueden resumir en el hallazgo, con una
elevada prevalencia, de un signo de postcarga aumentada, el engrosamiento postsistdlico (EPS),
en sujetos con SM, tanto a nivel de la poblacién de pacientes como en el modelo experimental
murino. Esta prevalencia es variable segun el género o el tratamiento vasodilatador recibido y

se reduce con la préctica de ejercicio fisico.

En el primer subproyecto, observamos una alta prevalencia de EPS en el SM, detectado
tanto en un modelo experimental murino como en una cohorte de pacientes con SM. El EPS en
el segmento basal del tabique interventricular del ventriculo izquierdo (V1) es un marcador de
sobrecarga de presién que puede obtenerse facilmente y detectarse de forma reproducible,
tanto en escenarios clinicos como experimentales, mediante ecocardiografia convencional
(modo M) y avanzada (Doppler Tisular) (56,59). El EPS se ha descrito en sujetos sin patologia
aparente e incluso se ha considerado fisioldgico en algunos estudios (56,61) y por ello algunos
autores han propuesto el punto de corte de un EPS 10-20% mas prominente para definirlo como
patologico (97,55). En nuestro proyecto se definié la presencia de EPS en sujetos humanos a
partir del aumento de un 5% de la curva postsistdlica respecto a la curva sistélica de la
deformacién miocardica del ventriculo izquierdo, con el fin de detectar la disfuncién en la etapa
muy inicial de la lesidn miocardica. En los ratones de 4 meses de edad, la presencia de EPS se
asocié a la dilatacidn de la raiz adrtica a pesar de que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la presidon arterial entre el grupo de ratones con EPS y aquellos sin EPS.
Curiosamente, los pacientes con EPS muestran una presién arterial sistélica mas baja que los
controles y se observa una asociacion entre el aumento de la prevalencia de EPS con el aumento

de la edad.

Debido a la progresiva rigidez de la aorta como parte del proceso natural de
envejecimiento, se ha descrito que la presencia de EPS aumenta en la poblacidn anciana (61,
98). En consecuencia, y con el fin de evitar, al menos en cierta medida, la posible influencia del
envejecimiento en la prevalencia de EPS, se selecciond al tercil mas joven (18-24 afos) de
nuestro grupo de pacientes con SM para un analisis mas detallado. Esta seleccidn se basa en el
hecho que los humanos menores de 24 afos parecen ser los mas comparables, en términos de
edad, con los ratones de 4 meses de edad, considerando la esperanza de vida habitual de los
ratones (18-20 meses de edad). Por tanto, analizamos la presencia de EPS y su relacién con la
presion arterial y la dilatacion adrtica en pacientes adultos jévenes. Destacablemente, a pesar

del pequefio numero de sujetos (N=16, 5 sujetos con EPS +), se observd una asociacion
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significativa entre la presencia de EPS (EPS +) y la dilatacién adrtica. Ambos grupos de sujetos
jévenes con SM (ratones jovenes con SM y pacientes jovenes con SM) mostraron la misma
asociacion entre EPS y dilataciéon de la raiz adrtica. Esta asociacién no se observé en pacientes
mayores. Creemos que diferentes factores de confusién relacionados con el envejecimiento
podrian influir en el estrés de la pared adrtica y, por consiguiente, explicar esta falta de
asociacion en el grupo poblacional completo que incluyé pacientes con un rango de edad de 18
a 49 anos. De acuerdo con varios estudios previos (36,38), demostramos que la dilatacién de la
raiz adrtica y de la aorta ascendente se acompafia de dilatacion ventricular izquierda tanto en
ratones como en humanos con SM (36, 38). Estudios previos han descrito que los pacientes con
SM desarrollan lesién miocardica en forma de fibrosis y trastorno de la arquitectura miocardica
causada tanto por un depdsito anormal de coldgeno como por su desorganizacion. La afectacion
miocardica en pacientes con SM ocurre incluso en presencia de valvulas normofuncionantes (36-
38). Anomalias estructurales en la miocardiopatia del SM, como la hipertrofia y dilatacién del VI
y grados variables de disfuncion sistélica, ocasionalmente son subclinicos y detectables solo a
través del andlisis de la deformacidon miocardica, como con la deteccidn del engrosamiento
postsistolico (EPS) (43). No estd aclarado si esta miocardiopatia se asocia a un peor prondstico
clinico. Nuestros hallazgos en el modelo animal de SM coinciden con la mayoria de las
observaciones previas acerca de estas manifestaciones cardiacas como p. ej. el aumento de
colageno en el miocardio del VI en los ratones enfermos. En la misma linea que concluyen en su
estudio Cook et al (36), nuestros resultados histopatoldgicos apoyan la hipdtesis de que la
sefializacion candnica de TGF-B contribuye a la descompensacién cardiaca inducida por la
sobrecarga de presion. A nivel de la funcién del VI, todo eso indica la existencia de

miocardiopatia en el SM (53).

Basandonos en nuestras observaciones sobre remodelado del VI, asi como sobre la
presencia de EPS y su asociacién con la dilatacidn adrtica en pacientes muy jévenes, concluimos
qgue los individuos con SM muestran el mismo signo que se observa en sujetos hipertensos
afectos de remodelado cardiaco (cardiopatia hipertensiva), a pesar de mantener la tension

arterial en rangos de normalidad.

Hay dos posibles explicaciones de este hallazgo. Primero, la composicidn arquitecténica
anémala de la pared arterial en SM, y la rigidez asociada, alteraria la propagacién del flujo y de
la onda de presion; ello afectaria al estado funcional del VI, aunque los valores de la presion
arterial periférica permanecieran dentro de los rangos normales. El mecanismo de este efecto
aun no se ha aclarado por completo. En segundo lugar, alteraciones del ensamblaje de la matriz

extracelular causadas en conjunto por la fibrilina 1 mutada, la sefializacién alterada de TGFB y la
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fibrosis cardiaca asociada (36), contribuyen al estrés de la pared local principalmente en los
cardiomiocitos, lo que finalmente conduce a aumento de masa del VI y al desarrollo de EPS,
ambos signos de sobrecarga de presion. Nuestros hallazgos sugieren que el tejido miocardico
del ventriculo izquierdo en los pacientes con SM es mas susceptible a esta sobrecarga de presion
ya que se observan estos hallazgos propios de la sobrecarga de presion aun sin valores altos de
presion arterial. Confiamos que estos hallazgos alienten la busqueda de nuevos métodos

preventivos y terapéuticos, especialmente en edades muy tempranas.

La prevencion de la dilatacién y de la rotura adrtica en pacientes con hipertension y
dilatacion adrtica es de vital importancia, y los beneficios de los farmacos vasodilatadores en
este escenario estan bien establecidos. Sin embargo, el papel de los farmacos vasodilatadores
en la prevencidn del remodelado adrtico en pacientes con SM y sin valores elevados de presion
arterial sigue estudiandose (99). Aunque los agentes como el losartan tienen un efecto
vasodilatador, se cree que su beneficio cardiovascular probablemente también se produce a
través de una modulacion no hemodindmica de TGFP y de vias metabdlicas resultantes en
fibrosis; esta ultima hipdtesis fue evidenciada en multiples estudios con animales, pero no tanto
en el ambito clinico. El analisis ecocardiografico de los patrones de la deformacion regional del
VI (como el EPS) podria integrarse facilmente en el entorno clinico (mediante el modo M o DTI)
y detectar signos de disfuncion miocardica incluso en las primeras etapas de la enfermedad
(como el caso de adultos muy jovenes). Elucidar los mecanismos de la disfuncidn cardiaca en el
SM tendria implicaciones importantes a la hora de establecer una indicacidn quirdrgica adrtica
y valvular, asi como para el desarrollo de nuevas terapias médicas de prevencion de insuficiencia
cardiaca. Al demostrar la susceptibilidad de la mecdnica miocardica en el corazén de los
pacientes con SM quedarian justificadas terapias preventivas intensivas ya en etapas
asintomaticas y muy tempranas de la enfermedad, a pesar de que los pacientes muestren una

presion arterial normal.

Otro punto fundamental que se ha planteado en esta tesis doctoral es evaluar los efectos
que produce el ejercicio fisico en el fenotipo del SM, centrandose especialmente en el
remodelado cardiovascular en un modelo murino de SM. El ejercicio fisico moderado ha
demostrado un amplio beneficio en la poblacién general reduciendo la mortalidad
cardiovascular y contribuyendo al mejor control del riesgo vascular al mejorar el perfil lipidico,

el control de la presion vascular y del sobrepeso. Sin embargo, tipicamente y en relacién al
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potencial riesgo de rotura adrtica, el ejercicio fisico no ha estado recomendado e incluso ha sido
restringido, en pacientes con SM. En nuestro estudio, observamos que el ejercicio de intensidad
moderada mitigé la dilatacion adértica, no aumenté el nimero de las roturas de fibras eldsticas
adrticas ni los depdsitos de coldgeno y revirtiod parcialmente la hipertrofia ventricular asociada
al SM. En general, nuestros resultados muestran efectos positivos del ejercicio de intensidad
moderada en las manifestaciones cardiovasculares del SM. La dilatacion de la raiz adrtica es un
sello distintivo del fenotipo cardiovascular del SM y un determinante principal de la
morbimortalidad prematura. El grado de dilatacién adrtica se correlaciona estrechamente con
el riesgo de diseccion adrtica (100). Se ha propuesto que factores como el aumento de la presion
arterial, de la presién central del pulso (101), las apneas obstructivas de suefio (99), el excesivo
entrenamiento fisico (93) o una predisposicidn genética relacionada con polimorfismos en genes
distintos que FBN1 (103), influyen en la progresion de la dilatacidn adrtica y, en consecuencia,

en el riesgo de diseccidn o rotura adrtica en el SM.

En nuestras investigaciones se evidencia que el ejercicio de intensidad moderada y regular
no acelera la tasa de dilatacion adrtica, sino que mas bien normaliza su progresién a valores
comparables al observado en los animales sanos. No obstante, la mejoria ecocardiografica no se
acompafid de una restauracion de la integridad histoldgica de las fibras eldsticas. Mientras que
los resultados histoldgicos y ecocardiograficos generalmente se presentan de forma simultanea,
nosotros encontramos una clara reducciéon en la velocidad de progresiéon de la dilatacidn adrtica
sin cambios evidentes en fracturas de la lamina eldstica. Es posible que estas mejoras modestas
(como las encontradas en nuestro estudio) puedan presentarse sin cambios histoldgicos
evidentes. En primer lugar, no podemos descartar la posibilidad de que las mejoras en las

rupturas microestructurales de la pared adrtica en ratones entrenados con SM puedan preceder

a la reparacidn de la fibra eldstica evaluada mediante andlisis histoldgicos repetidos. Tales
mejoras microestructurales en las fibras eldsticas podrian tener un impacto fisioldgico positivo,
pudiendo traducirse en los hallazgos morfofuncionales de la ecocardiografia. En segundo lugar,
el hecho de que las anomalias elasticas puedan estar presentes antes de la dilatacion adrtica
medible y evidenciable (104,105) y que las alteraciones en la integridad de la fibra elastica estén
presentes en la porcién no dilatada de la aorta toracica (106), sugiere la posibilidad de una falta
de paralelismo entre el tamafo de la aorta y sus propiedades elasticas. Ademas, otros factores

como la sintesis de fibronectina (107) o la disfuncién endotelial (108) y de las células del musculo

liso (109) también pueden contribuir significativamente a la dilatacién adrtica progresiva.

Nuestros resultados no revelan datos sobre el mecanismo subyacente del efecto del

ejercicio sobre el sistema cardiovascular en el SM, dejando espacio para multiples hipdtesis. Se
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conocen varios efectos biolégicos mediados por el ejercicio que podrian ser relevantes en un
sujeto con SM como p. €j. alteraciones de la presién arterial, aumento de la perfusion tisular,
reduccion de la rigidez arterial, remodelado de la matriz extracelular, mejoria en la funcion de
las células endoteliales y mejoria del rendimiento contractil de las células musculares. Abordar

estos cambios uno por uno puede sugerir algunas pistas sobre estos mecanismos.

Los ratones con SM del grupo entrenado con ejercicio fisico mostraron un ligero aumento
de la presion arterial sistélica, en comparacién con los ratones sin SM. Sin embargo, vimos que,
a pesar de este incremento en la presidn arterial, hubo una menor dilatacién aértica y una
menor hipertrofia de ventriculo izquierdo. Ese tipo de discrepancia entre la presién arterial y
complicaciones adrticas en el SM se ha observado en estudios previos con antihipertensivos del
grupo calcioantagonistas, en los que se evidencid un mayor crecimiento del aneurisma y una
clara relacidn con un aumento del riesgo de diseccidén y de cirugia adrtica tanto en ratones como
en pacientes afectos de SM tratados con calcioantagonistas respecto a sujetos afectos sin este
tratamiento (110). Estos datos nos permiten deducir que la reduccion de la presion arterial per
se no parece que sea imperiosamente beneficiosa en el SM, mas bien se esperaria que ocurriera
un efecto favorable mediante el proceso de inhibicidn de las vias especificas de sefializacién con
la medicacion como betabloqueadores y ARA II. El aumento de la perfusidn de los tejidos en
respuesta al ejercicio puede proporcionar una mejor oxigenacién y suministro de nutrientes al
corazén y aorta para combatir el dafio cardiovascular en los afectos de SM. En nuestro
experimento observamos vasos intramiocardicos de pequefio tamafio con signos de aumento
de fibrosis perivascular en el corazén de ratones con SM en comparacién con ratones sin SM;
posiblemente esa sea en parte responsables del dafio cardiaco (fibrosis cardiaca) observado en
los ratones con SM. A pesar de que el entrenamiento no cambid el tamafio de los vasos o la

fibrosis, si que redujo la progresion de la hipertrofia cardiaca.

La rigidez adrtica es una caracteristica tipica en pacientes y ratones con SM (111-113), la
cual es causada, en parte, por la reduccion de la integridad de la fibra de elastina y, en parte,
por el remodelado de la matriz extracelular. No detectamos que tras el ejercicio se produjera
reversion del aumento de la rigidez adrtica en ratones con SM. Eso podria ser explicado por el
hecho de encontrar los mismos nimeros de roturas de laminas elasticas y del depdsito de
colageno entre ratones con SM, tanto sedentarios como entrenados. Dado que la fibrilina 1, la
proteina mas comunmente mutada en el SM, es componente principal de ldminas elasticas, el
acumulo de rupturas de laminas elasticas, por lo general, precede a la dilatacién adrtica.
Contrariamente, en nuestro proyecto detectamos enlentecimiento de la progresion del

aneurisma en ratones con SM después del entreno fisico a pesar de la continua acumulacién de
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roturas de ldminas eldsticas. Como muestran los resultados de las investigaciones protedmicas,
la elastina y el coldgeno examinados en este estudio, no son las Unicas proteinas de la matriz
extracelular que incitan interés para ser estudiadas en el aneurisma de aorta (113,114), ni las
Unicas que puedan haber sido influenciadas positivamente por el ejercicio. Segin un enfoque
simplista podriamos confiar en que la abundancia de estas proteinas en la matriz extracelular
determina la estabilidad de la aorta, pero, en cambio, nos parece mds importante la calidad de
estas fibras y la de la red que forman juntas. Esto ultimo también determina la (dis)funcion de
las células endoteliales y de las células musculares lisas. Las células endoteliales son esenciales
en la deteccién de las caracteristicas del corriente sanguineo y en la comunicacién con las células
musculares lisas subyacentes para la preservacion de la integridad vascular (115). La disfuncion
de las células endoteliales es un hecho conocido en pacientes con SM (116,117), por lo que la
mejora de la funcién endotelial mediante el ejercicio podria influir positivamente en la potencial
dilatacion adrtica. Curiosamente, una citocina inducida por el ejercicio, producida y secretada
por las células del musculo esquelético y del corazén, la irisina, del grupo de las miocinas,
revierte la disfuncién de las células endoteliales y reduce la aterosclerosis en ratones con
dislipemia (118). La correcta comunicacidn a través de las miocinas inducidas por el
entrenamiento podria ser una via implicada en la mejora de la funcién cardiovascular y

requeriria una investigacion adicional.

Ademas, las células musculares lisas de la pared de la aorta poseen propiedades
mecanosensoras, lo que indica que los cambios mecdanicos inducen las vias de sefializacién v,
por lo tanto, determinan el comportamiento celular. El ejercicio induce una mayor fuerza
mecanica en células musculares. Una explicacidn plausible del resultado observado del efecto
del entreno es que el ejercicio pudo reducir el efecto de la sintasa de éxido nitrico inducible
(NOS-2) en la aorta de ratdén con SM (119,120,121) y, por consiguiente, normalizar la tasa de
dilatacién adrtica hasta los niveles de los ratones sin SM. Una generacidn continua de éxido
nitrico por la NOS-2 provoca la relajacién vascular y disminuye la contractilidad de las células
musculares lisas. Cabe destacar que un trabajo reciente ha sugerido que la sintasa inducible del
oxido nitrico (iNOS) estd involucrada en la progresién de la dilatacion adrtica en el SM (119).
Curiosamente, se ha demostrado que el ejercicio reduce la expresion de la iNOS en escenarios
en los que la iNOS esta altamente inducida, p. ej. en obesidad (120) y en la diabetes mellitus
(121). Por otro lado, hasta la fecha, la mayoria de los enfoques terapéuticos en el sindrome de
Marfan se centraban en el efecto sobre la presidn arterial, pero en nuestro modelo experimental
ésta no se redujo con el ejercicio fisico. De la misma manera, otro estudio mostré que el bloqueo

de iNOS (con L-NAME), normalizé el tamafio adrtico en ratones enfermos de SM a pesar del
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aumento de la presién arterial inducido por el mismo agente inhibidor de la NOS (119). En
conjunto, estos resultados apuntan a la inhibicion de la iNOS como un potencial mediador de

los beneficios del ejercicio en el SM observados en nuestro estudio.

Los resultados de nuestro experimento con el ejercicio fisico indican, asimismo, un impacto
positivo del entreno con ejercicio fisico de intensidad moderada sobre la miocardiopatia del SM,
evidenciando progresion enlentecida de la misma. Esto es consistente con el papel de la
actividad fisica en otras patologias cardiacas predisponentes a la hipertrofia ventricular

izquierda que se describe en humanos y modelos animales.

Kokkinos et al (1995) observaron una reduccidn significativa (1Imm) del grosor del tabique
interventricular y de la pared posterior del ventriculo izquierdo en pacientes afroamericanos
con severa hipertension arterial después de 4 meses de entreno fisico de intensidad moderada
(122). Un experimento en un modelo animal de miocardiopatia hipertréfica demostré efecto
beneficioso de la actividad fisica iniciada en etapas tempranas de la vida, antes de la expresion
fenotipica de la enfermedad. Konhilas et al (2006) constataron también reduccién de los
parametros metabdlicos equivalentes a la hipertrofia y fibrosis cardiaca (123). Mientras que el
papel de la actividad fisica aerdbica moderada en individuos y en pacientes con algunos
trastornos cardiovasculares es ampliamente reconocido (124), los pacientes con SM
generalmente son excluidos de las recomendaciones de realizar ejercicio. El ejercicio dinamico
de intensidad moderada y alta esta prohibido a estos pacientes y inicamente son recomendados
los deportes de baja carga dindmica como bolos, golf y tiro con arco (90). No obstante, esta
recomendacidn (nivel de evidencia C) carece de datos experimentales que puedan apoyarla (90).
Nuestros resultados sugieren que la actividad fisica de carga moderada no solo puede ser
segura, sino que podria resultar beneficiosa en pacientes con SM. Se esperaria la desaceleracién
de la tasa de dilatacién adrtica y una mejora de los signos de sobrecarga hemodinamica cardiaca.
Una vez nuestros resultados sean reproducidos en humanos, la actividad fisica de intensidad

moderada no solo deberia permitirse, sino incluso fomentarse entre pacientes con SM.

Nuestros hallazgos coinciden con la descripcién de un caso del programa individualizado de
fisioterapia cardiovascular que consiguio revertir la dilatacién e hipertrofia del VI en un paciente
con SM (125). Muy recientemente, Gibson y col. encontraron resultados muy similares acerca
del efecto del ejercicio en los ratones con SM (126), pero con la diferencia de que en ese estudio
se realizé un entreno de baja carga. Es importante resefiar que nuestros resultados reflejan
cambios promovidos por un entrenamiento de resistencia de carga ligera a moderada. Formas

mas intensas de actividad fisica u otro tipo del ejercicio podrian producir resultados similares u
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opuestos. Se necesitan mas experimentos controlados en humanos para poder explorar estos

beneficios potenciales de la actividad fisica moderada y, asi, fomentarla en pacientes con SM.

En resumen, los fendmenos de la perfusion del corazén y de la pared de aorta, el
remodelado de la matriz extracelular en la aorta, la disfuncidon endotelial y la contractilidad
celular del musculo liso son procesos influenciados por el ejercicio en el SM, y merecen una
mayor investigacion en estudios preclinicos y clinicos. Por ultimo, estos estudios pueden
conducir a un cambio de paradigma en la manejo del sindrome de Marfan, alentando a los
médicos a aconsejar a los pacientes afectos de SM que inicien un programa de ejercicio

moderado.

Para completar esta tesis doctoral analizamos si existian diferencias en la prevalencia del
EPS segun el género de los pacientes con SM. Nuestro estudio es el primero en revelar un claro
impacto diferencial del género, siendo significativamente mas frecuente el EPS en las mujeres
que en los hombres con SM. Las pacientes mujeres, no s6lo muestran una mayor presencia de
la deformacién alterada en comparacidn con los hombres con SM, sino también respecto a las
mujeres sanas (casi 3 veces mas). Esta caracteristica se asocia al hecho de que las mujeres
reciben con menor frecuencia tratamiento con betabloqueadores y losartan, a pesar de que los
didmetros adrticos y ventriculares son muy similares entre ambos géneros. El papel de los
farmacos betabloqueadores y los ARA2 (losartan) en la prevencion del remodelado cardiaco y
adrtico debido a la sobrecarga de presion es ampliamente reconocido (74,96). Es dificil explicar
en el presente estudio el por qué las mujeres con SM de nuestra serie son menos tratadas
farmacolégicamente. No obstante, esta diferencia tiene repercusion en su presion arterial,
siendo ésta mas alta en el caso de mujeres con EPS +, en comparacion con las que no presentan
este signo. Las mujeres premenopausicas suelen tener valores de presidn arterial mas bajos que
los hombres en la poblacién general (127). Este hecho contrasta con el hallazgo de presion
arterial diastélica mas elevada en las mujeres en edad premenopdusica afectas de SM y EPS +

en nuestra serie.

Este estudio no nos ha permitido confirmar si la redistribucion del EPS es mas desventajosa
en las mujeres porque reciben menos tratamiento vasodilatador o porque hay una
susceptibilidad intrinseca diferencial del miocardio femenino. A nivel del remodelado cardiaco,
el género juega un papel importante en la aparicion de la hipertrofia cardiaca en respuesta a la
sobrecarga de presidn (128) tanto patoldgica como adaptativa. Los estudios que valoran la

magnitud de la respuesta cardiaca al ejercicio fisico tanto en la ecocardiografia como en la
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resonancia cardiaca no varian en los resultados. Ambas técnicas coinciden en ensefiar menores
grosores parietales del ventriculo izquierdo y menor masa cardiaca indexada por la superficie
corporal en mujeres atletas que hombres atletas a pesar de la misma carga, tipo y duracion del
entreno (129-132). No obstante, estas cohortes estudiadas expuestas a situacion de sobrecarga
de presidon en escenarios de sesiones de deporte presentan corazones estructuralmente
normales. Las situaciones de sobrecarga de presién en corazones intrinsecamente diferentes
con alguna patologia que los haga mas susceptibles a los efectos de sobrecarga hemodinamica
puedan mostrar otros comportamientos. Estudios clinicos previos han demostrado que la
hipertrofia cardiaca patoldgica aparece mas tarde en las mujeres que en los hombres; sin
embargo, una vez establecida, es un factor de riesgo de insuficiencia cardiaca mas potente en
mujeres que en hombres (96). Se ha confirmado histopatolégicamente que el estado de
sobrecarga de presidn provoca apoptosis de los miocitos (133). No obstante, su extension, la
rapidez con la que se instaura, su irreversibilidad y otras peculiaridades dependerian, no solo de
la magnitud de la carga hemodindmica y la duracion de ésta, sino también de factores como el
género y la edad del inicio de la sobrecarga (134). En la linea del rol de género se especula que
las diferencias de género en la hipertrofia cardiaca podrian atribuirse a las hormonas sexuales y
sus receptores (135). Particularmente, el estrégeno y el andrégeno ejercen efecto opuesto sobre
el corazén vy la circulacién periférica tanto en estudios con humanos como con roedores (136).
Los resultados de un estudio con un modelo de ratones hembras ovariectomizadas expuestas a
sobrecarga de presidn provocada mediante constriccién de la aorta transversal muestran
consonancia con esta observacién, demostrando que el 17 beta-estradiol (E2) retrasa la
aparicion de hipertrofia cardiaca y previene la fibrosis cardiaca por un mecanismo dependiente

del receptor de estrégeno (137).

Un enfoque sumamente interesante es el que pretendian determinar unos investigadores
alemanes en un experimento con ratas de ambos sexos expuestas al banding de la aorta
abdominal para inducir sobrecarga de presién (138). Se estudiaba la influencia del momento en
el que se produce el insulto cardiovascular y su duracion en relacion con el género sobre el
miocardio. El estudio revelé que no habia diferencias significativas en el grado de hipertrofia
ventricular izquierda segun el sexo en las primeras etapas (durante 6 semanas) después de la
colocacion de la banda adrtica. Sin embargo, después de 12 semanas, las ratas de género
masculino mostraban una disminucidn de la contractilidad miocdardica, acompafiada de
reduccion de la relajacion miocardica y alteracion de la funcién diastélica, mientras que las ratas

hembras no mostraban deterioro de la estructura y funcidn ventricular izquierda. Curiosamente,
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las ratas hembras presentaban la presidn arterial media mas alta que las ratas machos, tanto

tras 6 como tras 12 semanas después del banding (138).

Por el otro lado, cabe remarcar que, con el envejecimiento, la rigidez arterial aumenta mas
significativamente en mujeres que en hombres asocidandose a dos veces mayor mortalidad en el
sexo femenino (139). No obstante, justamente después de la pubertad, la rigidez arterial
disminuye en las mujeres y aumenta en los hombres, hecho que proporciona mas evidencia a
favor de los efectos de las hormonas sexuales sobre la rigidez vascular, ademas de lo que seria

el efecto del envejecimiento mismo del cuerpo y de la aorta (96).

Actualmente, no hay pruebas sustanciales que muestren una eficacia diferente de
tratamiento antihipertensivo segun el género (140). En cuanto al uso de IECA y ARA II, éstos
comparten efectos similares en ambos sexos, con pequefias diferencias a favor de efectos
positivos mas notorios en los hombres (141,142). Los betabloquedores mostraron resultados
positivos similares en ambos sexos, con un beneficio de supervivencia ligeramente mayor en las

mujeres mayores (142).

En nuestra serie, las pacientes de sexo femenino tienen menos probabilidad de ser tratadas
y presentan mayor remodelado ventricular izquierdo. Las razones que llevan a estas diferencias
deben ser estudiadas en futuras investigaciones y deberia existir un esfuerzo comuin en mejorar

las tasas de tratamiento de estas pacientes.

En resumen, con este proyecto hemos conseguido ampliar nuestro estudio sobre la
afectacién cardiovascular en el SM, conocer mejor la adaptacidn fisiopatoldgica del corazén y
de la aorta al esfuerzo, y detectamos, de manera muy precoz, la lesidon cardiaca de forma no
invasiva, mediante técnicas de imagen. Merece especial atencidn el hallazgo de que los sujetos
afectos de SM de género femenino tienen menos probabilidad de ser tratadas
farmacolégicamente y presentan mayor remodelado ventricular izquierdo. Cabe considerar que
estas anomalias del miocardio sean, en gran parte, el sustrato anatomopatolégico que justifique
el mayor riesgo de insuficiencia cardiaca que se observa en los enfermos con SM. El
conocimiento generado en estas investigaciones se podria traducir en unas mejores practicas
para la deteccidn, el seguimiento y la prevencion de la disfuncidn ventricular en estos pacientes
desde edades tempranas de la vida. Por otro lado, evidenciar que el ejercicio fisico moderado
tenga un efecto beneficioso en la funcién ventricular y en el comportamiento de la aorta en un
modelo murino puede revocar objeciones éticas al realizar estudios similares, bajo control

médico estrecho, en pacientes humanos afectos de SM. Finalmente, demostramos que las
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técnicas ecocardiograficas de Modo M y Doppler Tisular son Gtiles para la deteccién precoz de
la miocardiopatia del SM y podrian aplicarse de forma rutinaria en el seguimiento habitual de
estos pacientes y adoptarse asi medidas de prevencidon precoz, como, por ejemplo, la
administracién de vasodilatadores, a pesar de valores normales de la presidn arterial, y la

prescripcidon de un programa de entrenamiento fisico individualizado.
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5. CONCLUSIONES

1.

En un modelo experimental murino y en pacientes con sindrome de Marfan se

observo una alta prevalencia de engrosamiento postsistdlico.

La alta prevalencia del signo de engrosamiento postsistdlico, tanto en ratones como
en pacientes con sindrome de Marfan, sugiere la existencia de miocardiopatia por

sobrecarga de presion.

Este marcador puede proporcionar una herramienta de deteccidon y monitorizacion
del remodelado cardiaco y puede apoyar la decisién de iniciar terapias preventivas
en pacientes con sindrome de Marfan, incluso con niveles normales de presidn

arterial.

En un modelo murino de sindrome de Marfan, el ejercicio dindmico de intensidad
moderada se asocia a una menor dilatacion aortica, menor hipertrofia cardiaca y

menor frecuencia de engrosamiento postsistdlico.

La presencia de engrosamiento postsistolico se observa con mayor frecuencia en
pacientes mujeres con sindrome de Marfan que en pacientes hombres con SM; sin
embargo, estas mujeres con SM reciben con menor frecuencia tratamiento

vasodilatador a pesar de que su presién es significativamente mas alta
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