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Introduccion

1. Estenosis adrtica: aspectos generales

1.1. Definicién

La estenosis aortica (EAo) del adulto es una enfermedad cronica
caracterizada por el desarrollo lentamente progresivo de una obstruccion al
tracto de salida del ventriculo izquierdo a nivel valvular. Generalmente se
debe a un dafio de caracter degenerativo, es secundaria a enfermedad
reumatica o a anomalias congénitas del aparato valvular. Su historia natural
se caracteriza por la presencia de un largo periodo asintomatico, siendo la
aparicion de sintomas un fenémeno tardio y con significado prondstico
desfavorable. Actualmente la Unica opcién terapéutica eficaz demostrada es

el reemplazo valvular.
1.2. Epidemiologia

La EAo es la valvulopatia méas frecuente en nuestro medio y la principal

indicacién de sustituciéon valvular.

La prevalencia de EAo severa es de un 2-2.2% de la poblacién por
encima de los 50-65 afos, siendo aun mayor en los sujetos mayores de 75
afos. Estos datos provienen de dos estudios, uno de caracter transversal y
otro prospectivo, en poblaciones seleccionadas de forma aleatoria en Europa
y en Estados Unidos, en los que se evalué tanto la presencia como la
severidad de la enfermedad mediante ecocardiografia-doppler (Lindroos y
cols., 1993; Stewart y cols., 1997).

Los datos del EuroHeart Survey sobre enfermedades valvulares (lung
y cols., 2003) ponen de manifiesto que la EAo es la principal indicacion de
cirugia de sustitucion valvular en nuestro medio, proporciona ademas las
caracteristicas generales de estos pacientes; sujetos en la séptima década
de la vida, con una alta prevalencia de factores de riesgo cardiovascular tales

como hipertension, diabetes o enfermedad coronaria asociada.

Aunque existen datos conflictivos (Roberts y Ko., 2005), se acepta que
la forma degenerativa es la causa mas frecuente de EAo en la actualidad.
Teniendo en cuenta la asociacion epidemiolégica con factores de riesgo

1



Introduccion

cardiovascular clasicos (Stewart y cols., 1997) y su amplia distribucién en la
poblacién general, su asociacion fisiopatologica con la enfermedad arterial
ateroesclerotica (Rajamannan y cols., 2003; Freeman y Otto., 2005) y el
envejecimiento progresivo de la poblacion en los paises desarrollados se
espera que la incidencia de EAo crezca de forma exponencial en las

proximas décadas (Bermejo y Yotti., 2007).
1.3. Remodelado ventricular en la estenosis aodrtica

La EAo, como ya se introdujo anteriormente, se caracteriza por el desarrollo
progresivo de una obstruccién al flujo sistélico anterdgrado del ventriculo
izquierdo a nivel valvular. En sujetos sanos, el area valvular aértica (AVA) es
similar a la de la aorta ascendente, entre 3 y 4 cm2. La enfermedad no tiene
relevancia funcional hasta que el area valvular se reduce aproximadamente
un 50%, momento en el que se hace patente un gradiente sistélico
transvalvular significativo que permite preservar un volumen latido adecuado.
Una vez que es hemodinamicamente significativa, el desarrollo progresivo de
una geometria concéntrica y un aumento de la masa ventricular izquierda
(MVI), permite la normalizacion de la postcarga y el mantenimiento de funcion
ventricular eyectiva dentro de la normalidad (Grossman y cols., 1975),

prolongado el periodo asintomético de la enfermedad.

De acuerdo con la ley de Laplace, el estrés parietal se relaciona de
forma directa con la presion intraventricular y con las dimensiones
ventriculares, y de forma inversa con en grosor relativo de la pared (GRP). La
hipertrofia ventricular izquierda (HVI) concéntrica se define como un aumento
combinado del indice de MVI (IMVI), y del GPR. Por el contrario, el
remodelado concéntrico se caracteriza por un GRP aumentado en presencia
de un IMVI normal. La reduccion en las dimensiones ventriculares y el
incremento del GRP anulan el exceso de presion intraventricular asociado

con la EAo (Figura 1).

Sin embargo no todos los pacientes con EA severa desarrollan HVI.
Su prevalencia es variable en funcién del método de deteccion y de la

poblacion de sujetos estudiada. En pacientes con EA severa sintomatica, el
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porcentaje de HVI es superior al 70% por criterios ecocardiograficos (Kupari y
cols., 2005), mostrando un patron de remodelado ventricular concéntrico

aguellos que no presentan HVI (Seiler y Jenni., 1996; Griffith y cols., 1991).

340 A. NORMAL 340~ B. SOBRECARGA DE PRESION

320 - 320 -

oadl o—o Grosor Parietal 300 1
& 2804 o--e Presion 280 -
§ 260 o—a Estrés parietal 260 -
5 2404 240 4
5 =a 2204
I 200+ 200-
=
E 80 180
< 160+ a5
g a0 140 -
E o 120 4
z 1907 100
& ™ 804
ig 20
< 60 60
= 15

= o
204, ey
5
° ) 0

TIEMRO TIEMPO

Figura 1. Comparacion en los cambios de presién intraventricular, grosor parietal y estrés meridional
a lo largo del ciclo cardiaco en un corazon sano y en un corazén sometido a sobrecarga de
presion (Tomado de Grossman y cols. 1975).

1.3.1. Alteraciones estructurales

En el contexto de la EA, la estructura del miocardio se modifica debido al
crecimiento anormal del ventriculo izquierdo. Ese conjunto de modificaciones
estructurales, se conoce con el nombre de remodelado ventricular y afectan a
los distintos componentes del miocardio: cardiomiocitos, células no

cardiomiociatrias, matriz extracelular (MEC) y vasos sanguineos (Figura 2).
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Componentes estructurales del remodelado ventricular en la estenosis adrtica.

Alteraciones cardiomiocitarias
Hipertrofia
Cambios degenerativos
Pérdida celular (apoptosis, oncosis)
Alteraciones intersticiales
Celulares
Hiperplasia de fibroblastos
Transformacién en miofibroblastos

Infiltrado inflamatorio de baja intensidad

No celulares
Depdsito de colageno tipo |, I, fibronectina
Remodelado vascular
Hipertrofia de arteriasy arteriolas
Disminucién del nimero de capilares

Aumento de la distancia de difusion.

Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes cambios estructurales que se producen en el

miocardio ventricular de pacientes con estenosis adrtica.

a. Cambios en los cardiomiocitos

Hipertrofia

Una de las lesiones histologicas mejor descritas en relacion con el
remodelado ventricular en pacientes con EAo, es el aumento de tamafo de
los cardiomiocitos (Schaper y cols., 1981; Ritter y cols., 1988, Schwartzkopff
y cols., 1992; Lund y cols., 1998) por replicacion en serie de los sarcémeros.
En el miocardio de éstos pacientes se ha descrito de forma constante un
aumento del didametro transversal de los cardiomiocitos (Krayenbuehl y cols.,
1983) y un aumento del tamafio y pérdida del aspecto fusiforme del nucleo

celular (Lund y cols., 1998).
Cambios degenerativos

Ademas se producen cambios degenerativos evolutivos en los

cardiomiocitos, apareciendo de forma precoz una pérdida preferencial de

miofilamentos gruesos y proliferacion focal de tubulos del reticulo
4



Introduccion

sarcoplasmico (Maron y cols., 1975; Maron y cols., 1975 bis). En estadios
avanzados aparece un dafio miofibrilar extenso, una disminucion del nimero
de miofibrillas con aumento del nimero de mitocondrias y proliferacion difusa
del reticulo sarcoplasmico (Schwarz y cols., 1980; Schaper y cols., 1981). La
presencia de cardiomiocitos con cambios degenerativos avanzados se asocia
con é&reas de fibrosis marcada y pérdida de conexiones intercelulares (Maron
y cols., 1975 bis).

Apoptosis

Por dltimo, datos recientes demuestran la existencia de un pérdida
cardiomiocitaria por apoptosis y oncosis en el miocardio de pacientes con
EAO severa (Hein y cols., 2003), contribuyendo al deterioro estructural y

funcional del ventriculo izquierdo de éstos pacientes.

b. Cambios a nivel intersticial

El intersticio miocardico sometido de forma crénica a una sobrecarga de
presion esta expandido debido al aumento de sus elementos celulares y no

celulares (Olivetti y cols., 1994).

En pacientes con EAO existe un aumento del contenido miocardico de
fibroblastos y miofibroblastos (Polyakova y cols., 2004). Estas células son
facilmente detectables por presentar unos nucleos celulares de menor
tamafio que los de los cardiomiocitos. El origen de la hiperplasia de los
fibroblastos estd en el desequilibrio de las sustancias reguladoras del
crecimiento celular existente en el miocardio de estos pacientes (Fielitz y
cols., 2001), aunque también puede estar favorecida por la pérdida
cardiomiocitaria (Hein y cols., 2003). Ademas esta presente un infiltrado
inflamatorio de baja intensidad compuesto por macrofagos y leucocitos

activados (Hein y cols., 2003).

La principal alteracion del componente intersticial es el depdsito y
acumulacion del tejido fibroso que conduce a la distorsion de la proporcion
entre masa muscular y masa intersticial. Este proceso, denominado fibrosis
miocardica, y se caracteriza esencialmente por un exceso fundamentalmente

de colageno tipo | (Polyakova y cols., 2004; Heymans y cols., 2005) y tipo Il
5
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(Heymans y cols., 2005), que son moléculas capaces de formar fibras (Weber
y cols., 1989), y que son sintetizadas fundamentalmente por los fibroblastos
(Sun y Weber, 1996). Inicialmente predomina el depdsito de fibras de
colageno alrededor de grupos de miocardiocitos (Maron y cols., 1975),
extendiéndose posteriormente alrededor de los vasos intramiocardicas
(Heymans y cols., 2005) y el espacio intersticial (Maron y cols., 1975 bis). En
estadios avanzados aparecen depdsitos de colageno, sin un patron concreto
de distribucién, asociados a areas de degeneracion cardiomiocitaria (Maron y
cols., 1975; Hein y cols., 2003). Aunque la fibrosis miocardica en pacientes
con EAO es un proceso difuso, existe un gradiente de distribucion
transmiocardico, siendo mas acusados estos cambios en la zona endocérdica
y menos intensos en la epicardica (Villari y cols., 1993; Heymans y cols.,
2005).

Otros componentes de la MEC como la fibronectina se encuentran en
exceso en el miocardio de pacientes con EAO severa (Hein y cols., 2003;
Fielitz y cols., 2001).

c. Cambios a nivel vascular

La presencia de necrosis en bandas de contraccidn y vacuolizacién miocitaria
subendocérdica sugieren la presencia de dafio isquémico en el miocardio de
pacientes con EAo0, a pesar de no presentar lesiones significativas en las
arterias coronarias epicéardicas (Hutchins y cols., 1987). Aunque el diametro
de las arterias coronarias estd aumentado en pacientes con EAo, el
incremento en el didmetro de éstas es con frecuencia desproporcionado con
la magnitud de los cambios en otros componentes miocardicos,
principalmente con el tamafio de los cardiomiocitos y magnitud de la
hipertrofia (Kaufmann y cols., 1996; Villari y cols., 1992, Marcus y cols., 1982;
Nadell y cols., 1983). Ademas en pacientes con EAo existe una disminucion
de la densidad de la red microvascular y un incremento de la distancia de
difusion (Julius y cols., 1997).

Otros factores potencialmente responsables de la reduccion del flujo
sanguineo subendocardico, y por tanto del dafio isquémico no relacionado

con lesiones coronarias significativas en estos pacientes, son la disminucion

6
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del tiempo de perfusion diastolica, alteraciones en la relajacion diastolica

precoz y el incremento del estrés parietal (Gouls, 1997).
1.3.2. Remodelado ventricular: ¢un mecanismo compensador?

Hoy en dia, la vision clasica del remodelado ventricular como paradigma
compensador del exceso de postcarga en pacientes con EAo, sigue vigente.
Sin embargo, diversas observaciones en modelos animales de sobrecarga
cronica de presion, asi como hallazgos clinicas en pacientes con EAo, ponen

en tela de juicio ésta vision clasica.

En modelos experimentales de sobrecarga cronica de presion, la
inhibicion del desarrollo de HVI, ya sea mediante modificaciones genéticas o
farmacoldgicas, no se acompafa necesariamente del deterioro de la funcion
ventricular sistolica, a pesar del consiguiente aumento en el estrés parietal, lo
gue sugiere que el corazon se puede adaptar a la sobrecarga de presion sin
incremento  significativo de la MVI, del desarrollo de hipertrofia
cardiomiocitaria o del remodelado intersticial (Bartunek y cols., 2000; Hill y
cols., 2000; Esposito y cols., 2002; Hill y cols., 2002; Antos y cols., 2003).

En pacientes con EAO el remodelado ventricular tiene consecuencias
fisiopatoldgicas adversas a medio plazo, dando lugar a una disminucion de la
distensibilidad ventricular (Pellika y cols., 2005) y al desarrollo de disfuncién
ventricular diastolica (Kupari y cols., 2005), lo que se asocia con la aparicion
de sintomas (Hess y cols., 1981), el desarrollo de insuficiencia cardiaca (IC)
clinica (Hess y cols., 1983), asi como con peores resultados quirtrgicos a

corto y medio plazo tras la cirugia de sustitucion valvular.

2. Fibrosis miocéardica: distribucién y metabolismo del

colageno fibrilar en el miocardio

Aproximadamente el 17% del miocardio ventricular (Popescu y cols., 2006)
estd constituido por MEC. Las proteinas estructurales de la matriz son
elementos determinantes de la morfologia funcional del miocardio y de sus
alteraciones. Aunque la MEC en el miocardio estd formada por distintas

moléculas (colageno, elastina, fibronectina, laminina y proteoglicanos), el
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colageno fibrilar es su principal componente. Como ya se ha apuntado
previamente, la fibrosis miocardica, o acumulacién exagerada del colageno
fibrilar que forma la MEC, es una de las caracteristicas patologicas
definitorias del remodelado estructural que sufre el miocardio en pacientes
con EAO. Estudios post-mortem realizados en corazones humanos
sometidos a sobrecarga cronica de presion (Tanaka y cols., 1986; Olivetti y
cols., 1994; Rossi, 1998) han demostrado que la fraccion de volumen del
miocardio ocupada por fibras de colageno tipo | y IlI (FVC) esta

anormalmente incrementada.
2.1. Distribucién del colageno fibrilar

Por definicion, una molécula de colageno es una proteina estructural de la
MEC que contiene al menos un dominio con conformacion caracteristica de
triple hélice (Van Der Rest y cols., 1991), formada por tres cadenas
polipeptidicas (a-cadenas). Los distintos tipos de colageno pueden
clasificarse en dos grupos basados en su estructura primaria y Su
organizacién supramolecular: el coldgeno formador de fibras (o fibrilar) y el
colageno no fibrilar (Van Der Rest y Bruckner, 1993; Vuorio y De
Crombugghe, 1990).

El colageno fibrilar es el responsable del mantenimiento de la
alineacion de los cardiomiocitos durante el ciclo cardiaco, y da soporte
estructural a los vasos coronarios en su recorrido en el intersticio. Las fibras
de colageno que interconectan los cardiomiocitos mantienen la integridad
mecénica y facilitan la transmisiéon de la fuerza generada durante la
contraccion (Caulfield y Borg, 1979). Ademas, la energia elastica almacenada
en las fibras de colageno durante la contraccién interviene en la relajacion y

el llenado diastolico ventricular (Factor y Robinson, 1988).

La matriz miocéardica de colageno esta en continuidad anatémica con
el anillo fibroso valvular y las cuerdas tendinosas (Robinson y cols., 1988). La
geometria y anclajes del colageno fibrilar, las concentraciones y el grado de
entrecruzamiento de sus fibras, son determinantes de las propiedades

mecanicas del miocardio. El coldgeno se distribuye en la MEC
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en diferentes estructuras denominadas “epimisio”, “perimisio” y “endomisio”
(Figura 3).

Epimisio: el epimisio estd formado por un entramado de colageno
fibrilar que se dispone a lo largo de las superficies endocardica y
epicardica del miocardio. En el endocardio, el epimisio se encuentra
por debajo de la barrera celular-lamina basal. Una de sus funciones es
proteger las fibras musculares y sus unidades sarcomeéricas del sobre-
estiramiento al que estan expuestas durante el ciclo cardiaco
(Robinson y cols., 1983).

Perimisio: Desde el epimisio las fibras perimisiales se extienden en el
miocardio en los espacios entre las bandas musculares (Robinson y
cols., 1988). Las fibras perimisiales interconectan y rodean las bandas
musculares. El perimisio previene el deslizamiento y mal-alineamiento
de las bandas musculares, y facilita la transmision de fuerzas entre
ellas (Factor y Robinson, 1988; Robinson y cols., 1988). Las fibras
perimisiales se disponen de forma paralela a las musculares sin alterar
la rigidez miocardica, siempre que su longitud maxima no se
sobrepasa, y almacenan energia durante la contraccion miocérdica
contribuyendo a la restauracion de la longitud de los cardiomiocitos
durante la relajacion ventricular (Factor y Robinson, 1988).

Endomisio: el colageno endomisial forma un entramado que rodea los
cardiomiocitos de forma individual (Caulfield y Borg, 1979). Las fibras
endomisiales conectan a los cardiomiocitos entre si y a los vasos
sanguineos Yy linfaticos presentes en la vecindad, contribuyendo asi a
la integridad anatémica y arquitectural de los cardiomiocitos. Al igual
gue las fibras perimisiales, las fibras endomisiales participan en el
mantenimiento de la alineaciéon de los cardiomiocitos y previenen su

deslizamiento (Factor y cols., 1988).
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Figura 3. Epimisio (EP), perimisio (P) y endomisio (E) en imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica (Tomado de Nishimura y cols 1994).

Los tipos de colageno que forman el grupo de colageno fibrilar,
capaces de formar fibras, son los colagenos tipo I, Il, 1ll, V y XI. El colageno
tipo | esta presente en la mayoria de los tejidos, y es la proteina mas
abundante en el organismo humano. El colageno tipo Il es el segundo tipo de
colageno mas comun, y se encuentra en asociaciéon con el colageno tipo I,
excepto en los huesos, los cuales contienen casi Unicamente colageno tipo I.
De entre todos los tipos de colageno presentes en el corazén humano (Tabla
1), el colageno tipo | constituye entre el 80-90 % de las fibras de colageno

gue se acumulan en el miocardio enfermo (Querejeta y cols, 2004).
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Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes tipos de colageno presentes en el miocardio.

Tipo Cadena a Apariencia Cromosoma
predominante estructural
I COL1A1,COL1A2 Fibrilar, constituye fibras peri 17921.3-g22
y epimisiales 7921.3-922
Il COL3A1 Fibrilar, constituye fibras peri 2024.3-31
y epimisiales
v COL4A1, COL4A6 Membrana basal 13934
Xg22
VI COL6A1, COL6A3 No-fibrilar, adhesion 21922.3
2937

Tipos de colageno en el miocardio humano, composicion y apariencia estructural.

2.2. Metabolismo del colageno tipo | en el miocardio

El mantenimiento de la homeostasis de la MEC implica la sintesis y la
degradacion de sus principales componentes, fundamentalmente del
colageno fibrilar tipo 1. EIl colageno tipo | es una molécula dinamica, cuyo
ciclo biolégico para formar la fibra de coldgeno que se deposita en el

miocardico, se puede dividir conceptualmente en tres fases (Figura 4):

- Sintesis y formacion de la molécula de colageno tipo |
- Formacion y depésito de la fibra de colageno tipo |

- Degradacion de la fibra de colageno tipo I.

11
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Fibroblaw—

Procolageno tipo | Intersticio

L. Sintesis y Formacion
Moléculas de Colageno

Procolageno tipo |

TE— PCP-PCPE

\ 4

Moléculas de Colageno tipo | =

D— LOX Formacion y Depésito

v de Fibras de Colageno
Fibras de colageno tipo |

Telopéptidos  MMP-TIMP Degradacion
\l; e} de Fibras de Colageno

Productos de degradacion

Figura 4. Diagrama representativo del ciclo del colageno fibrilar tipo I. PCP; proteinasa C del
procolageno, PCPE; enhancer de la PCP, LOX; lisil-oxidasa, MMP-TIMP; sistema de

metaloproteinasas Yy sus inhibidores.

2.2.1. Sintesis y formacién de la molécula de colageno tipo |

Diferentes células presentes en el miocardio humano (fibroblastos, células
musculares lisas o endoteliales) pueden sintetizar coldgeno, aunque la
principal fuente del mismo son los fibroblastos. Los genes que codifican para
las cadenas al(l) y a2(l) del colageno tipo | estan localizadas en los
cromosomas 17 y 7, respectivamente. A pesar de localizarse separados uno
del otro, la expresion de los dos genes esta en condiciones normales co-

regulada.

Inicialmente, al igual que otros tipos de colageno fibrilar, el colageno
tipo | se sintetiza intracelularmente. La biosintesis de colageno sigue un
patréon normal de sintesis de proteinas, pero difiere de la biosintesis de
muchas proteinas en que las nuevas cadenas a sufren un gran nimero de
modificaciones post-traduccionales (Kivirkko y Myllyla, 1987). Una vez
sintetizadas las cadenas a se ensamblan para formar moléculas de triple

hélice, siendo posteriormente secretadas al espacio extracelular en forma de
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procolageno tipo | (Figura 5), precursor altamente soluble del colageno tipo |
(Prockop y cols., 1979). La molécula de procolageno tipo | est4 constituida
por tres elementos principales: un propéptido aminoterminal de 35 kDa, la
futura molécula de coladgeno tipo | de 139 kDa y un propéptido carboxi-
terminal de 100 kDa. Las moléculas de procolageno tipo | son incapaces de
incorporarse a la red del colageno fibrilar de la MEC hasta haber sufrido una
serie de modificaciones extracelulares (Lopez y cols.,, 2005). Dichas
modificaciones obedecen a la perdida de sus extremos amino y carboxi-

terminales para dejar libre la molécula de colageno tipo I.

Fibroblastos
Miofibroblastos
Otros tipos celulares

DNA
_PWesa_lrmto_

Cadenas al(l) y a2(1)
"~ Wiodificaciones

Preprocolageno tipo |

odrricaciones

Procolageno tipo |

Procoléageno tipo |

Figura 5. Sintesis y secrecion del procolageno tipo |

En concreto el procolageno tipo | es procesado a colageno tipo | por la
endopeptidasa carboxi-terminal del procolageno tipo | (PCP) que hidroliza el
péptido de 100 KDa del extremo carboxi-terminal del procolageno: el
propéptido carboxi-terminal del procolageno tipo | o PICP (Figura 6) y la
endopeptidasa amino-terminal del procolageno tipo | (PNP) que hidroliza el
extremo amino-terminal (Prockop y cols., 1998). Se desconoce la funcion de
los propéptidos, pero puede que actien como moduladores del ensamblaje
fibrilar o regulen retroactivamente la sintesis de precursores (Fleischmajer y
Perlish, 1986). En cualquier caso los propéptidos, abandonan el espacio
intersticial a través de los conductos linfaticos o cruzando la pared capilar

(Jenseny cols., 1992). Una vez alcanzada la circulacion sanguinea, el higado
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y los rifiones son los principales 6rganos para su excrecion (Risteli y Risteli,
1995).

Un aspecto clave de éste proceso y que determina entre otros la
importancia relativa de la accion de la enzima PCP, es que mientras la
escision del propéptido carboxi-terminal es una condicion previa y necesaria
para que la molécula de colageno tipo | pueda formar fibra e incorporarse a la
MEC, la escision del extremo amino-terminal no constituye un paso limitante
en este proceso, de manera que puede permanecer unido a la molécula

colageno tipo | que posteriormente formara fibra (Miyahara y cols., 1982).

Procolageno tipo |

A
~ o~
Colageno tipo |

Colageno tipo |

PNP l PCP
Coligeno tipo] |

Sangre Fibra Sangre

Figura 6. Formacion de la molécula de colageno tipo I. Las enzimas endopeptidasa carboxi y amino-
terminal del procolageno tipo | (PCP y PNP) respectivamente, se encargan de hidrolizar los
extremos carboxi y amino-terminales de la molécula de procoldgeno. EI PCP enhancer

(PCPE) es un activador de la enzima PCP.

Como se muestra en la figura 6, la actividad catalitica de la PCP es
favorecida por la accion de un potenciador o enhancer (PCPE) (Shalitin y
cols., 2003). Dicho potenciador es una glicoproteina que mediante su unién al
extremo carboxi- del procolageno tipo | o PICP determinan un cambio
conformacional del mismo, exponiendo el sitio de accion PCP, favoreciendo

su actividad catalitica hasta 10 veces (Adar y Kessler, 1986).
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En condiciones patoldgicas, tanto los fibroblastos cardiacos como los
cardiomiocitos, son capaces de sintetizar PCP y PCPE (Lépez y cols, 2007).
El potenciador de la enzima se sintetiza como una proteina de 55 kDa, pero
puede estar presente como forma proteica completa o como un fragmento
proteolitico de 36 kDa, siendo ambas formas igualmente activas (Adar y cols.,
1986; Kessler y Adar, 1989). Por su parte, la PCP se sintetiza como proteina
inactiva de 112 kDa (zimégeno) y es hidrolizada intracelularmente para dar
lugar a la forma activa de 96 KDa (Bode y cols., 1992)

2.2.2. Formacién y depésito de la fibra de colageno tipo |

Una vez formadas las moléculas de colageno tipo | en el intersticio, éstas se
ensamblan con otras moléculas de colageno mediante la formacion de
enlaces espontaneos, dando lugar a cadenas polipeptidicas de moléculas de
colageno (ensamblaje) (Figura 7). A su vez, las cadenas polipeptidicas
adyacentes pueden establecer enlaces covalentes entre si, permitiendo la
formacién de fibras de colageno menos solubles y resistentes a las enzimas
proteoliticas (entrecruzamiento) (Lopez y cols., 2009) (Figura 7). Para que se
produzcan estas reacciones quimicas es necesario que la actividad de la
enzima lisil oxidasa (LOX), que cataliza la oxidacién de los grupos €-amino en
los residuos lysina e hidroxilysina de las moléculas de colageno con la
formacién de los correspondientes grupos aldehido (Kagan, 1986; Kagan y
Trackman, 1992). Estos grupos aldehido pueden formar enlaces espontaneos
o establecer enlaces covalentes entre si o con otros grupos e-amino,
permitiendo el ensamblaje y entrecruzamiento y por tanto, la formacion vy el
deposito de las fibras de colageno (Kagan, 1986; Kagan y Trackman, 1992;
Uzel y cols., 2001) (Figura 7).

En condiciones patolégicas, la enzima LOX es sintetizada, tanto por
los fibroblastos como por los cardiomiocitos (Lopez y cols, 2009), como un
precursor inactivo, prolil-LOX, el cual es transformado posteriormente a su
forma activa LOX (Trackman, 1992).

Es importante destacar que la actividad de ésta enzima esta regulada
por la PCP, que es capaz de convertir la prolil-LOX en LOX (Cronshaw y
cols., 1995; Panchenko y cols., 1996). Por lo tanto, el sistema de la PCP y su
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potenciador, juega un papel critico tanto en formacion de las moléculas de
colageno tipo I, como la posterior formacién y depésito de las fibras de

coladgeno tipo | en el miocardio.

| Colageno tipo | |

Ensamblaje\ Lisil oxidasa

| Colageno tipo | ] Colageno tipo | | Colageno tipo | |
| Colageno tipo | ] Colageno tipo | ] Colageno tipo | |
( Colageno tipo | ] Colageno tipo | I Colageno tipo | J

Entrecruzamiento\ Lisil oxidasa

{ Colageno tipo | ] Colageno tipo | [ Colageno tipo | |
| Colageno tipo | [ Coligeno tino | [ Colageno tino | |
( Colageno tipo | ] Cokgeno tipo | [ Colageno tipo | J
[ Colageno tipo | [ Coldgeno tipo | [ Colageno tipo | J
| Colgeno tipo | [ Colgeno tipo | [ Colageno tipo | |
( Coligenotipol | Colagenotipod| Colégeno tipo | J

Figura 7. Procesos de ensamblaje y entrecruzamiento de las moléculas de colageno tipo |
para la formacion de la fibra de colageno tipo | final que se deposita en el

miocardio.

2.2.3. Degradacién de la fibra de colageno tipo |

Aunque las fibras de colageno tipo | depositadas son fibras muy robustas,
tras 100-110 dias, son degradadas por la accion consecutiva de diferentes
enzimas de la familia de las metaloproteinasas de matriz (MMPs). El primer
paso de este proceso, es la degradacién de cada una de las moléculas de
colageno tipo | que forman la fibra en en dos fragmentos: un telopéptido
grande equivalente al 75% de la molécula y un telopéptido pequefio
equivalente al 25% restante (Figura 8), merced a la accion de la MMP tipo 1
(MMP-1) o colagenasa, siendo éste el paso limitante del proceso (Denhart y
cols., 1993; Alexander y Werb, 1991). El péptido de mayor tamafo, es
degradado en péptidos de gelatina, que a su vez son degradados a pequefios

péptidos por la accion adicional de otras MMPs, las gelatinasas, en concreto
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la MMP-2 y -9. EIl péptido de menor tamafio (12 kDa) es el telopéptido
carboxi-terminal del colageno tipo I, que pasa a la sangre (Risteli y cols.,
1993) (Figura 8).

TIMP-1 @

CITP

Gran telopéptido

Creleginsas

|

Productos de degradacion

Figura 8. Proceso de degradacion de las fibras de colageno tipo |.

Aunque las principales células encargadas de sintetizar MMP-1 en el
corazdn, son los fibroblastos y miofibroblastos, en condiciones patolégicas los
cardiomicitos son fuente productora de dicha enzima (Lépez y cols., 2006).
La MMP-1 se sintetiza como un precursor zimogénico inactivo, que requiere
una escision proteolitica para ser activa. La colagenasa activa se puede
inhibir por la interaccién con 4 inhibidores tisulares especificos de las MMPs
(TIMPs) (Denhardt y cols., 1993). Por lo tanto, la La regulacion de la actividad
de la MMP-1 es un proceso complejo que se produce a diferentes niveles:
activacion de la transcripcion, conversion del zimogeno en la forma activa e
inhibiciébn directa de su actividad enzimatica. El inhibidor tisular maés
especifico de la MMP-1, es el tipo 1 (TIMP-1), e interfiere tanto en la
conversion en la forma activa como en la inhibicion directa de su actividad,
siendo por tanto uno de los elementos principales implicado en la regulacién
de la actividad proteolitica de esta MMP. Por lo tanto al actividad neta de la

MMP-1, depende no solo de las concentraciones relativas de la forma activa
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de la enzima, sino también de la las concentracion de su inhibidor tisular
(Dollery y cols., 1995).

2.3. Factores que regulan la homeostasis del colageno tipo |

en la estenosis aortica

La homeostasis del colageno fibrilar, al igual que del resto de componentes
de la MEC, implica un balance equilibrado entre su sintesis, depdsito y
degradacion (Figura 9) (Laurent, 1987). En condiciones normales los factores
gue inciden sobre ese balance se regulan reciprocamente. Una alteracion de
esta relacion podria propiciar el predominio de la sintesis (con el resultado del
desarrollo de fibrosis miocardica), de la degradacién (con el resultado de

disrupcion de la red de colageno).

1 t ' =o¥

Sintesis \\ " Degradacion Sintesis /‘? . Degradacién
z i z z 7 z
de colageno / \ . de colageno de colageno/ ', , de colageno
i o \ \
] . \\ @
SR
L -~
P F

Figura 9. Un balance desequilibrado entre la sintesis y la degradacion de las moléculas de colageno

resulta en el desarrollo de la fibrosis miocardica.

2.3.1. Potenciales mecanismos

Multiples factores de crecimiento celular, citoquinas y hormonas se deben
considerar como potenciales promotores de la hiperplasia de los fibroblastos
y de la sintesis aumentada de colageno por parte de los mismos (Tabla 2:
factores profibroticos). Dichos factores utilizan diferentes vias de transduccion
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de sefial, receptores acoplados o no a tirosin kinasas, proteina G acoplada a
receptores transmembrana, receptores de citoquinas e integrinas, y una
conjunto de protein-kinasas (protein-kinasa C, MAP kinasas, JAK/STAT
kinasas) (Booz y Baker, 1995), que finalmente modifican la expresion génica
de las diferentes proteinas que seran responsables de las modificaciones del
fenotipo de la MEC. Algunas de estas vias de sefalizacion y moléculas
implicadas en la regulacion del metabolismo del colageno estan estimuladas
en pacientes con EAo y se han asociado con la magnitud de la produccion de
colageno, principalmente el sistema renina angiotensina aldosterona local y el

factor transformante B.

Tabla 2. Factores que regulan el metabolismo del colageno fibrilar en el miocardio

Factores profibroéticos Factores antifibroticos
Angiotensina Il Bradikinina
TGF-B Prostaglandinas
Aldosterona Oxido nitrico
Endotelina-1 Péptidos natriuréticos
Catecolaminas TNF-a
Interleukina-1 Interferon gamma
Moléculas de adhesién Glucocorticoides

Osteopontina

TGF-B, factor de crecimiento transformante-beta; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa.

Los reguladores mas importantes de la fibrosis miocardica son los
componentes del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). Ademas,
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es un estimulador
potente de la fibrosis miocardica. Fielitz y cols. (2001) encontraron una
activacion de ambos en el miocardio de pacientes con EA. En este estudio, la
expresion miocardica de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se
asociaba directamente con al expresion miocéardica del TGF- 1, y este a su
vez, se asociaba directamente con la expresion de colageno tipo | y llI,
sugiriendo la implicacion directa del SRAA y su mediador el TGF-B1 en la
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fibrosis miocardica asociada a la EAo. En modelos in vivo e in vitro, se ha
demostrado que la angiotensina Il activa la sintesis y secrecion del TGF-
(Boluyt y cols., 1994; Weber, 1999). Del mismo modo, estudios in vitro
sugieren que el estrés biomecénico puede estimular de forma directa la
expresion de la ECA y del TGFB en fibroblastos y cardiomiocitos (Bishop y
Lindahl, 1999; Wakatsuki y cols., 2004). La presencia de un gradiente trans-
cardiaco ([seno coronario] < [aorta ascendente]) en las concentraciones
circulantes de angiotensina Il y aldosterona en pacientes con EAo (Wasywich
y cols., 2006), sugiere que es la produccién local de éstas sustancias y sus
efectos autocrinos y paracrinos los principales causantes del remodelado de
la MEC.

Parece logico suponer con éstos datos que son los estimulos
mecanicos durante el periodo sistdlico, los que promueven un exceso de
sintesis de colageno, y por tanto la fibrosis miocardica en pacientes con EAo.
Sin embargo se desconoce cuales son estos determinantes, el indice que
mejor los define o la relaciébn de éste con el estado de los elementos
implicados en el metabolismo de coldgeno miocardico. Ademas, otros
factores como la edad o el sexo modifican la magnitud y el patrén de depésito

de colageno en el miocardio de pacientes con EAo0.

2.4. Consecuencias clinicas de la fibrosis miocardica en la

estenosis adrtica

Las diferentes alteraciones de la MEC descritas en el miocardio de pacientes
con EAo (expansion del compartimento intersticial del miocardio —fibrosis- y
alteraciones en el patron de depésito del colageno -alteraciones
arquitecturales-) se han relacionado con la aparicion de disfuncién ventricular
y con la progresion hacia la IC. Como describe en la figura 10, el remodelado
de la MEC se asocia con diversas alteraciones que potencialmente pueden
predisponer a la aparicién de disfuncion ventricular, disminucién de la reserva

coronaria y arritmias ventriculares.
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Figura 10. Consecuencias adversas de la fibrosis miocardica en el corazon.

2.4.1. Funcién ventricular sistélica

Oldershaw y cols. (1980) describieron por primera vez una correlacion
inversa entre el grado de fibrosis miocardica cuantitativamente determinada y
la fracciobn de eyeccion (FE) del ventriculo izquierdo en una serie de 55
pacientes con EAo severa. Estos hallazgos se han reproducido de forma
consistente por otros grupos (Oldershaw y cols., 1980; Schaper y cols., 1981;
Polyakova y cols., 2004; Di Bello y cols., 2004; Hein y cols.,2005). Ademas
las alteraciones en la distribucion espacial del colageno en la MEC, en
contraposicion al exceso cuantitativo de su deposito, son las determinantes
del incremento de la rigidez ventricular sistolica y del deterioro de la FE del
ventriculo izquierdo en pacientes con EAo (Villari y cols., 1994). En este
sentido, Polyakova y cols. (2004) han descrito que la disrupcion de la MEC
junto con el depdsito excesivo de colageno, favorece la dilatacion ventricular
y la progresion a disfuncion ventricular sistolica, siendo las alteraciones en el
equilibrio entre las MMPs y sus inhibidores en el miocardio de éstos

pacientes, los responsables de éste proceso.
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Los estudios que han analizado la correlacion entre las alteraciones
histopatoldgicas y funcionales en el miocardio de pacientes con EAo se han
centrado en uno u otro de sus compartimentos: intersticial o cardiomiocitario.
Sin embargo, el unico estudio disponible que analizé de forma simultanea la
importancia relativa de ambos en esta poblacion sugiere que son las
alteraciones en el compartimento cardiomiocitario las principales
determinantes del deterioro en los indices de funcion ventricular sistélica en
contraposicion a las alteraciones del compartimento no cardiomiocitario (Lund
y cols., 1995).

2.4.2. Funcién ventricular diastolica

La disfuncién ventricular diastélica es la primera alteracion funcional
detectable en pacientes con EAo. Esta puede preceder al desarrollo de
sintomas en la historia natural de la enfermedad y a las alteraciones en la
funcion ventricular sistdlica. Las alteraciones de la MEC presentes en
pacientes con EAo0 se han asociado de forma consistente con las alteraciones
en los indices de funcién ventricular diastolica. El incremento cuantitativo del
depdsito de colageno en el miocardio de estos pacientes es el principal
determinante de las propiedades elasticas del ventriculo izquierdo y por tanto
del incremento en la constante de rigidez ventricular diastolica observado en
esta poblacién (Villari y cols., 1994). Ademas, la progresion del grado de
fibrosis miocardica se asocia con el patron de llenado ventricular en pacientes
con EAo severa (Heymans y cols., 2005). La persistencia 0 empeoramiento
de las alteraciones de la funcion ventricular diastolica tras la cirugia de
sustitucion valvular se explica por una regresion tardia de las alteraciones en
la MEC en comparacion con la regresion precoz de la hipertrofia
cardiomiocitaria, determinando un incremento transitorio de la rigidez

ventricular diastélica en los primeros afios tras la cirugia (Villari y cols., 1995).

22



Introduccion

2.4.3. Otras potenciales implicaciones

La presencia de areas macroscoépicas de fibrosis miocérdica (Debl y cols.,
2006; Rudoplh y cols., 2009;) y de fibrosis intersticial difusa (Maron y cols.,
1975) en el miocardio ventricular de pacientes con EAo pueden predisponer a
la aparicion de arritmias ventriculares malignas debido a la formacion de
circuitos macro-reentrantes y a la aparicion de post-potenciales ventriculares,
al aumentar la heterogeneidad de los tiempos de repolarizacion del miocardio
ventricular. Estudios en miocardiopatia hipertréfica y dilatada apoyan la
primera de las hipotesis (Wu y cols., 2008; Assomul y cols., 2006). Sin
embargo, estas consideraciones son especulativas y no han sido exploradas
en la literatura cientifica, entre otras razones, por la ausencia de métodos
validados para la evaluacién no invasiva de la fibrosis miocardica en ésta

poblacion.

3. Evaluacién no invasiva de la fibrosis miocardica en

la estenosis adrtica

La presencia de fibrosis miocardica en pacientes con EAo es conocida desde
hace mas de 30 afos, habiéndose relacionado con el deterioro estructural del
ventriculo izquierdo y clinico de los pacientes. A pesar de la estrecha relacion
morfo-estructural y funcional entre el remodelado de la MEC y las
alteraciones de la funcién ventricular sistélica, diastélica y curso post-
operatorio de estos pacientes, son escasos los datos que proporcionan
estrategias de evaluacién no invasiva aplicables en la practica clinica que
permitan profundizar en la historia natural de la enfermedad y monitorizar el
impacto de estrategias terapéuticas especificas disefiadas para modificar el
sustrato estructural determinante de las alteraciones en la funcion ventricular.
Por tanto, existe un creciente interés por la validacién de diferentes métodos,
aunqgue los datos disponibles son escasos Y el significado bioldgico, clinico y

pronéstico de éstos aln no esta establecido.
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3.1. Patron de referencia: Biopsia miocardica

La fibrosis miocardica es un concepto anatomopatologico, asi el estudio
histologico de muestras de tejido miocardico mediante técnicas capaces de
identificar el depdsito exagerado de los distintos componentes de la MEC,
constituye el patron de referencia para su estudio. Sin embargo, la naturaleza
cruenta de la biopsia endomiocardica, obtenida durante la cirugia de
sustitucion valvular o mediante técnicas de cardiologia intervencionista,
constituye un factor limitante para su aplicacion en la practica clinica de forma

rutinaria y su uso se ha limitado a protocolos experimentales.
3.2. Métodos no invasivos

3.2.1. Ecocardiografia

Se han propuesto diversas técnicas ecocardiograficas como herramientas
para la identificacion de las alteraciones en la composicion miocéardica o de

las consecuencias patoldgicas de éstas.

El analisis integrado de ecos dispersos de alta frecuencia (integrated
backscatter analysis) ha demostrado ser un método valido para la
caracterizacion tisular del miocardio humano. De hecho, el grado de
dispersién de estas sefiales se asocia con el contenido de colageno en el
miocardio humano (Di Bello y cols., 2001). DiBello y cols. (2004) han
mostrado un asociacion inversa entre el grado de dispersion de éstos ecos de
alta frecuencia (indexados a la reflectividad del pericardio) y la relacion
miocardio/fibrosis miocardica determinada histoldgicamente en pacientes con
EAo0 severa e IC por disfuncion ventricular sistolica. Resultados similares se
han descrito en otras cardiopatias asociadas a sobrecarga cronica de presion
(DiBello y cols., 2003; Maceira y cols., 2002).

La aplicacion de técnicas de Doppler tisular (strain y strain rate)
permiten caracterizar las velocidades de desplazamiento miocardico y la
deformacion del mismo a lo largo del ciclo cardiaco. El grupo de, Weidemann
y cols. (2007), demostré que en pacientes con EAo0, existia una asociacion

entre los patrones regionales de deformacion sistdlica y las areas de fibrosis
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focal, identificadas mediante realce tardio con gadolinio en un estudio en el
que se empleo resonancia magnética. Estos datos sugieren que estas
técnicas de Doppler tisular son utiles en la deteccidon de las consecuencias
adversas asociadas a areas macroscopicas de fibrosis, pero no caracterizan
la composicién miocardica, y por tanto no son un método que permita una

cuantificacion directa de la fibrosis miocardica.
3.2.2. Resonancia magnética cardiovascular

a. Realce tardio con gadolinio

Las areas de realce tardio con gadolinio en imagenes de resonancia
magnética cardiovascular, representan areas de expansion intersticial con un
tiempo largo de lavado del contraste (Moon, 2007). La presencia, localizacién
y extension de éstas zonas de realce tardio se asocian con la presencia,
extension y localizacion de cicatrices macroscopicas en pacientes con infarto
de miocardio (Wu y cols.,, 2001) y en pacientes con miocardiopatia
hipertréfica (Moon y cols., 2004). La prevalencia de realce tardio en pacientes
con EAo es aproximadamente del 20%, asociandose su presencia con el
grado de severidad de la enfermedad (Rudoplh y cols., 2009; Debl, 2006). Sin
embargo en esta poblacion se desconoce el significado biolégico de estas
zonas pues no se empleé método alguno como referencia en el diagnéstico
de fibrosis miocéardica. Es mas, la relacién entre la presencia de focos
macroscopicos de realce tardio y la presencia de fibrosis intersticial difusa no
estd establecida (ver figura 11). En cualquier caso, dado que la fibrosis
miocardica es una caracteristica fundamental del corazén de los pacientes
con EAo, y la prevalencia de areas de realce tardio en estos pacientes es
baja, la identificacion de las mismas seria un marcador poco sensible y

especifico de fibrosis en esta poblacion.
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Figura 11. Imagenes representativas del estudio histomorfolégico y de resonancia magnética
cardiovascular de dos pacientes con estenosis adrtica, uno sin (A) y otro con areas de
realce tardio (B) con gadolinio.

b. Tiempo de recuperacion de imagenes potenciadas en T1

Recientemente se ha propuesto que el tiempo de recuperacion de imagenes
potenciadas en T1, en estudios con gadolinio, constituye un indice de fibrosis
intersticial en pacientes con miocardiopatia dilatada (lles y cols. 2008). En 9
de los 20 pacientes estudiados, este tiempo se asocio de forma directa con el
grado de fibrosis miocéardica determinado histolégicamente, y fue
significativamente mayor en los pacientes con miocardiopatia dilatada que en
los sujetos control. Su aplicacion en pacientes con EAo podria proporcionar
una herramienta util para la evaluacion cuantitativa de fibrosis miocardica,

aungue actualmente no existen datos que corroboren esta hipétesis.
3.2.3. Métodos bioquimicos

La medicion en sangre de las diversos moléculas implicadas o derivadas del
el metabolismo del colageno tipo | constituyen una herramienta no
establecida, pero atractiva para la evaluacion no invasiva de la fibrosis

miocardica en pacientes con EAo0.

a. Fundamentos

Estos métodos se basan en la medicién en sangre de un péptido producido
durante la sintesis y formacion de la molécula de colageno fibrilar y de unas

moléculas implicadas en su degradacion, de manera que Sus
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concentraciones permiten evaluar indirectamente el estado del metabolismo
del colageno fibrilar. Dado que commo ya se ha comentado, el depdsito de
coladgeno tipo | es mas abundante que el de colageno tipo Ill en enfermedad
cardiaca asociada a la sobrecarga crénica de presion (Panizo y cols., 1995;
Pardo-Mindan y Panizo, 1993; Querejeta y cols, 2004), los péptidos y
moléculas que se van a evaluar en el presente trabajo se centran en el

metabolismo del colageno tipo I.

b. Requisitos

Gonzalez y cols. (2008) ha propuesto recientemente los criterios que deberia
cumplir una molécula circulante para considerarse un marcador bioquimico
potencialmente aplicable en la practica clinica. Estos criterios propuestos son

los siguientes:

1) Relacion entre el parametro de interés (por ejemplo, el deposito exagerado
de colageno en el miocardio) y las concentraciones en sangre del marcador

propuesto.

2) Gradiente positivo del seno coronario a la sangre de circulacion periférica:
lo que determina el origen cardiaco del posible marcador.

3) Asociacion entre las concentraciones del potencial marcador con los
parametros cardiacos que reflejan la alteracion clave de la patologia que esta

en estudio.

4) Demostracion de que el marcador bioquimico se modifica de forma
paralela a los cambios, inducidos de forma espontanea o por intervenciones
terapéuticas, en el parametro de interés (por ejemplo, el depdésito exagerado
de colageno en el miocardio).

c. Propéptido carboxi-terminal del procolageno tipo |

Como se ha sefialado previamente, durante la conversion del procolageno
tipo | en colageno tipo I, la PCP hidroliza el extremo C-terminal del
procoldgeno o PICP. Este péptido excisionado es vertido a la sangre en
relacion estequiométrica 1:1 con el numero de moléculas de colageno tipo |

formadas, es decir, por cada molécula de procolageno tipo | convertida en
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molécula de colageno tipo I, una molécula del propéptido C-terminal del

procolageno tipo | pasa a sangre (Smedrod y cols., 1990) (Fig. 12).

Flbroblastm'—
V

Procolageno tipo | Intersticio

ELISA

e

Procolageno tipo |
PCP 1_’ PICP

Colageno tipo |

Fibra de colageno tipo |

Figura 12. La molécula de procolageno tipo | es sintetizada y secretada al espacio extracelular, donde
por accion de la proteinasa C del procoldgeno (PCP) se escinde su extremo carboxi-
terminal (PICP; propéptido carboxi-terminal del procolageno tipo I). Este pasa a sangre y
finalmente su degradacion es hepatica.

Por tanto la concentracion de éste propéptido circulante en pacientes
con EAo podria constituir tanto un indice de actividad de la PCP, asi como
del depdésito de colageno tipo | en el miocardio, aunque éstas hipétesis no se
han analizado en la literatura cientifica hasta la fecha.

En pacientes con cardiopatia hipertensiva (CH) se ha demostrado de
forma consistente una asociacion directa entre la concentracion del PICP en
sangre y la FVC, o depdsito de colageno en el miocardio determinado
histolégicamente en biopsias cardiacas (Querejeta y cols, 2000; Lépez B y
cols., 2001; Querejeta y cols, 2004). En esos mismos estudios, se ha
demostrado ademas que el PICP tiene origen cardiaco en la CH (Querejeta y
cols, 2004). Aunque las concentraciones en sangre de éste péptido se ha
empleado en estudios clinicos en otras cardiopatias (miocardiopatia dilatada,
miocardiopatia hipertréfica), no se ha demostrado que en éstas el PICP se
asocie con la fibrosis miocardica determinada histolégicamente, ni que las
concentraciones séricas de dicho péptido tengan de origen cardiaco. Por otra
parte, niveles elevados de PICP se asocian a fibrosis de 6rganos como el
higado y el pulmén (Risteli y Risteli, 1990). Ademas dado que la eliminacion

de éste péptido es por metabolizacion hepatica, alteraciones avanzadas de
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la funcion hepatica pueden erosionar la relacién entre la fibrosis miocéardica y
las concentraciones séricas del PICP. Por tanto, el significado biolégico de
éstos péptidos puede variar de forma relevante segun el contexto clinico del

paciente y por tanto éste constituye un elemento relevante de valoracion.

d. Cociente MMP-1/TIMP-1

Como ya se ha mencionado anteriormente, el paso limitante de la
degradacion extracelular del colageno tipo | en el miocardio lo constituye la
actividad de la MMP-1 o colagenasa intersticial. La actividad de ésta enzima
es responsable de la degradacion de mas del 40% del colageno sintetizado
en diversos tejidos. El nivel neto de actividad de la MMP-1 depende de las
concentraciones relativas de la forma activa de la enzima, y de su relaciéon
con los niveles plasmaticas de los inhibidores tisulares de la MMP-1,

principalmente del inhibidor tisular tipo 1 o TIMP-1 (Lopez y cols., 2004).

Lépez y cols (2006) han demostrado recientemente que el incremento
en el cociente MMP-1/TIMP-1 se asocia a una mayor degradacion de la red
de colageno fisioldgica o misial, lo que provoca la disrupcion de la MEC y la
consiguiente dilatacion de la camara ventricular izquierda en pacientes con IC

sistélica.

Dado que la determinacion de estas 2 moléculas en sangre es sencilla,
reproducible y de bajo coste la relacién entre ambas podria representar un
indice util para la valoracion del estado de degradacion del colageno en el

miocardio de pacientes con EAo.

29



sauojoeolqnd ap O1IAISS

NNDIdS | .12



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



sauojoeolqnd ap O1IAISS

NNDIdS | .12



Hipétesis y objetivos

HIPOTESIS

Dada la alta prevalencia de EAo y la relevancia fisiopatologica de las
alteraciones de la MEC como determinantes de la funcion ventricular y del
curso clinico pre y post-operatorio de éstos pacientes se hace necesario
caracterizar los mecanismos biolégicos implicados en la misma, sus
determinantes fisiopatolégicos y evaluar estrategias para su evaluacién no

invasiva en la pratica clinica.

Basandonos en resultados preliminares en otras cardiopatias, nuestro
trabajo se fundamenta en la hipétesis de que los sistemas enzimaticos
PCP/PCPE, LOX y MMP-TIMP-1, implicados en la formacion, depdsito y
degradacion de las fibras de colageno, juegan un papel crucial en el
desarrollo de la fibrosis miocérdica en la EAo, que la determinacion de los
niveles séricos del PICP pueden reflejar la actividad del sistema enziméatico
PCP/PCPE asi como el depdsito de colageno en el miocardio y finalmente
gue la determinancién del cociente MMP-TIMP-1 puede reflejar el estado del

sistema de degradacion del colageno en el miocardio en estos pacientes.
OBJETIVOS

Para verificar esta hipotesis se ha disefiado el presente estudio con los

siguientes objetivos:

1-. Establecer la presencia y grados de fibrosis miocardica, asi como
su distribucion el miocardio de pacientes con EAo mediante la
valoracion histopatoldgica de biopsias cardiacas obtenidas durante la

cirugia de sustitucion valvular.

2-. Analizar los principales sistemas y mecanismos implicados en la
formacion, depoésito y degradacion de las fibras de colageno en el
miocardio de los pacientes con EAo (PCP y PCPE, LOX, MMP-1 y
TIMP-1).

3-. Estudiar las posibles asociaciones entre estos sistemas y el
desarrollo de fibrosis miocardica, asi como entre la fibrosis miocardica

y los pardametros clinicos y ecocardiograficos en dichos pacientes
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4-. Determinar el valor de los péptidos relacionados con el
metabolismo del colageno tipo | en sangre periférica como herramienta
clinica para la evaluacion no invasiva de la fibrosis miocéardica en

pacientes con EAo severa.
INTERES

El interés cientifico-médico del estudio se fundamenta por:

1-. De un lado el esclarecer el papel de los sistemas enzimaticos
implicados en el desarrollo de fibrosis miocardica puede proporcionar
potenciales dianas terapeuticas que modifiquen el sustrato estructural
de las alteraciones de la funcién ventricular presentes en la EAo.

2-. Por otra parte, analizar la posible utilidad de los péptidos derivados
del metabolismo del coldgeno tipo | como método sencillo, incruento y
aplicable en la préactica clinica que permita profundizar en la historia
natural de la enfermedad asi como monitorizar los efectos derivados
de estrategias terapedlticas disefiadas de forma especifica o genérica
para modificar la fibrosis miocéardica.
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Material y métodos

1. Disefio del estudio

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion del

Hospital Clinico Universitario Virgen de la Victoria (Malaga). Todos los sujetos

incluidos fueron informados sobre las caracteristicas del estudio y firmaron un

documento consintiendo su participacion en el mismo. La inclusion, estudios

clinicos y ecocardiograficos asi como la cirugia de sustitucion valvular adrtica

se llevaron a cabo en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Victoria

(Méalaga).

1.1. Poblacién del estudio

Los criterios de inclusion en el estudio fueron los siguientes:

Presencia de EAo severa, definida como: AVA <1cm2 (0 <0.6 cm2/m2)
y/o un gradiente medio transvalvular > 40 mmHg (Bonow y cols. 2006).
Presentando ademas al menos un grado moderado de calcificacion
valvular.

Indicacion de cirugia de sustitucion valvular aortica: sintomas
atribuibles a la EAo (angina, sincope, disnea o insuficiencia cardiaca)
o presencia de disfuncion ventricular sistélica (fraccion de eyeccion del

ventriculo izquierdo < 50%).

Fueron causa de exclusiéon del estudio:

Antecedente de infarto agudo de miocardio.

Presencia de insuficiencia adrtica o mitral significativa asociada
(definida como grados mayores a moderados).

Situaciones asociadas con niveles elevados del PICP en sangre
periférica como: hepatopatia cronica, osteopatia metabdlica e

hipertiroidismo (Querejeta y cols. 2000).

Como muestras control se utilizaron un grupo de 10 corazones (6

hombres y 4 mujeres con una edad media de 59 afios y un intervalo de 40 a

68 anos), que se empled para determinar el depdsito miocardico de colageno

fibrilar representativo de la normalidad. Estos 10 corazones se seleccionaron
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de un total de 100 autopsias consecutivas, efectuadas en la Clinica
Universitaria de Navarra (Pamplona) durante los afios 1998-1999, de acuerdo

con los siguientes criterios:

- Fallecimiento por accidente traumético.

- Ausencia de historia o hallazgos anatomicos de enfermedad
cardiovascular.

- Ausencia de algun tipo de enfermedad sistémica.

- Ausencia de aterosclerosis en arterias coronarias mayores.

- Peso normal del corazon.

- Ausencia de hipertrofia ventricular macroscépica.
2. Estudios clinicos

2.1. Evaluacion clinica general

A cada paciente se le realiz6 una anamnesis y una exploracion fisica
completa, asi como examenes complementarios consistentes en: analitica
(incluyendo hemograma, bioquimica sanguinea, pruebas de funcién hepética

y renal), y electrocardiograma convencional.

La presion arterial sistolica (PAS) y diastolica (PAD) se determin6 en
posicion sentada durante la exploracion ecocardiografica, usando para ello un
esfigmomandémetro de mercurio. Para la lectura de la PAS se utiliz6 la fase |
de Korotkoff y para la lectura de la PAD se utilizd la fase V de Korotkoff.

2.2. Estudio ecocardiografico

La exploracion ecocardiografica se llevd a cabo en todos los pacientes en la
semana previa a la cirugia de sustitucion valvular aortica de acuerdo con las
recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia (Quinones y
cols. 2002). Las dimensiones en modo-M del ventriculo izquierdo se
obtuvieron a partir del eje largo para-esternal izquierdo. El grosor del septo
interventricular (SIV), el didmetro interno del ventriculo izquierdo (DVI) y el
grosor de la pared posterior (PP) se recogieron en tele-diastole (d) y tele-
sistole (s), tal y como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Imagen representativa en modo-M del ventriculo izquierdo en el eje para-esternal largo. SIV;

septo interventricular, DTD; didmetro tele-diastolico, PP; pared posterior, d; diastole, s;

sistole.

Con el empleo de Doppler pulsado se obtuvo el espectro de
velocidades del flujo sistélico en el tracto de salida del ventriculo izquierdo, y
con Doppler continuo el espectro de velocidades del flujo trans-valvular. El
diametro del tracto de salida del ventriculo izquierdo se determiné mediante

ecocardiografia bidimensional (Figura 14).
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Figura 14. Imagen A: medida del tracto de salida del ventriculo izquierdo en modo 2-D en el eje largo

para-esternal. Imagen B: espectro de velocidades con Doppler pulsado del flujo sistélico a
nivel del tracto de salida del ventriculo izquierdo. Imagen C: espectro de velocidades con

Doppler de onda continua del flujo sistélico aértico. (Tomado de Otto CM, 2006).

2.2.1.indices de severidad de la estenosis adrtica

Los gradientes de presion transvalvular, medio y maximo, se derivaron de las
velocidades obtenidas mediante Doppler empleando la ecuacion simplificada

de Bernoulli:
AP=4-v2

Donde AP, representa el gradiente de presion transvalvular (maximo o medio)
y Vv, representa la velocidad del flujo transvalvular (maxima para la
determinacion del AP maximo, o la integral tiempo velocidad del flujo sistolico

aortico para la determinacién del AP medio).

El AVA se calcul6 de acuerdo a la ecuacion de continuidad, segun la
siguiente expresion matematica (Skaerpe y cols. 1985):
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AVAo= (AreaTSVI - ITVTSVI) / ITVAo

AVAOo0; area valvular adrtica, AreaTSVI; area del tracto de salida del ventriculo
izquierdo, ITVTSVI; integral tiempo velocidad del flujo sistdlico a nivel de
tracto de salida del ventriculo izquierdo, ITVAO; integral tiempo velocidad del

flujo transvalvular sistélico aortico.

Por ultimo, el indice de area valvular adrtica se obtuvo dividiendo el
AVA por la SC.

2.2.2. Masa y geometria ventricular izquierda

La MVI se calculé de acuerdo con la féormula modificada de Devereux y cols.
(1977):

MasaVI=0,80 - {1,04 - [SIVd+PPd+DVId]3-[DVIs]3}+0,6
El GRP se calcul6 segun la siguiente férmula:
GPR= (SIVd+PPd) / DVId
2.2.3. indices de post-carga ventricular

El estrés circunferencial y meridional sistélico (CESS y mESS,
respectivamente) se calcularon de acuerdo a los métodos propuestos y
validados por Gaasch y cols. (1989) y Reichek y cols. (1982) segun las

siguientes expresiones matematicas:

CESS={P-(DVIs/2)2:[1+(DVIs/2+ PPs)2/(DVIs/2+PPs/2)2]} | [[DVIs/2+PPs)2-
(DVIs/2)2]

y

MESS=(0.33 - P - DVIS)/{PPs - [1+(PPs/DVIs)]}
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2.2.4. indices de funcién ventricular sistélica

a. Fraccion de eyeccion

La FE se calcul6 como la relacion del volumen sistdlico y el volumen tele-
diastolico y se expres6 como porcentaje. Estos indices se derivaron segun el
método de Teicholtz.

b. Fraccién de acortamiento mesocardica

El acortamiento mesocardico (MWS) se calcul6é segun el modelo descrito por
Shimizu y cols. (1985), y modificado por de Simone y cols (1988), con objeto
de evitar la sobreestimacion del mismo debido a asunciones de
comportamiento homogéneo de las distintas capas miocardicas durante el

periodo sistélico y diastolico, segun la siguiente férmula:
MWS= [(DVId+ Hd/2)-(DVIs+Hs/2)]/(DVId +Hd/2)

Donde H es el grosor de la pared posterior y el septo interventricular
combinados para cualquier momento del ciclo cardiaco (n), asumiéndose

constante la MVI a lo largo del mismo, se deriva Hn de la siguiente formula:

{[(DVId/2 + Hd/2)® —(DVId/2)® J/[(DVId/2+ Hd)* —(DVId/2)°]}

{[(DVIn/2 + Hn/2)2 — (DVIn/2)* /[(DVIs/2+ Hn)® —(DVIn/2)°]}

Con objeto de eliminar el efecto de la post-carga sobre el MWS, éste
se ajusto a los niveles de cESS mediante la determinacion de la razén entre
el acortamiento observado respecto al esperado en cada sujeto. Los valores
de la fraccion de acortamiento mesocéardico esperados se calcularon
empleando la ecuacion de la regresion lineal entre el cESS y la MWS descrita
por de Simone y cols (1994).
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2.2.5. indices de funcién ventricular diastolica

El flujo diastélico mitral se evaludé con el transductor en la ventana apical, en
el plano de cuatro camaras, con el volumen muestra posicionado a nivel de
los bordes libres de la valvula mitral. Las siguientes medidas Doppler se
obtuvieron para evaluar la funcion ventricular diastdlica del ventriculo

izquierdo:

- Onda E o la velocidad maxima del flujo transvalvular mitral precoz (E).

- Onda A o la velocidad maxima del flujo transvalvular mitral tardio (A).

- El tiempo de deceleracion del la onda de llenado ventricular precoz
(TD).

- El tiempo de relajacidon isovolumétrica: representa la fase mas precoz
de la diastole y se define como el tiempo desde el cierre de la valvula
aortica (representado por el cese del flujo sistdlico en el tracto de
salida del ventriculo izquierdo) hasta la apertura de la valvula mitral
(representada como el inicio de la onda E o precoz del llenado
ventricular) (TRIV).

- La constante de rigidez del ventriculo izquierdo se calcul6 como
(0.07/t. deceleracion)? (Garcia y cols. 2001).

3. Estudio histomorfoldgico

3.1. Obtencion y procesado de muestras

La toma de biopsia miocérdica se realiz6 durante la cirugia de sustitucion
valvular una vez resecada la valvula adrtica nativa, mediante inspeccién
directa. A efectos de la cuantia de fibrosis miocardica, datos previos
demuestran que en el corazén humano sometido a sobrecarga de presion, el
septo interventricular presenta lesiones similares y representativas a las de la
pared libre del ventriculo Izquierdo. La muestra miocardica se fijo
inmediatamente en formol al 4%, se incluyé en parafina y se cortd en
secciones seriadas de 4 y 20 um para los estudios histologicos y

colorimétricos, respectivamente (Figura 15).
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Biopsia
miocardica
l Fijacion en
formol (4%)

Deshidratacién en

Estudios etanol (70%) Estudios
histologicos colorimétricos
Inclusion en
parafina

E 8 - 4

Tincion con Corte en secciones Corte en secciones
1 Rojo Sirio de 4 pm de ZOV
Ensayo Ensayo
Rojo Sirio-Fast Green Sircol
@ @/
Andlisisde — Calculo de la FVC Célculo del Cross-linking

imagen
Figura 15. Esquema representativo del proceso seguido por las muestras miocéardicas para los
estudios histomorfélogicos.

3.2. Estudio histolégico para la determinacion del depdsito de

colageno fibrilar

3.2.1. Determinacion de la fraccidon de volumen de coladgeno

Tal y como muestra la imagen 16, la FVC se determind en secciones de
miocardio de 4 um tefiidas con el colorante especifico para colageno (Rojo
Picrosirio F3BA) de acuerdo con Dolber y Spach (1987), y el analisis se
realiz6 mediante morfometria cuantitativa con un sistema de andlisis de
imagen automatizado (AnalySYS, Soft Imaging System GmbH, Hammer,
Germany). Para ello, las secciones se analizaron al microscopio (x20). Todos
los campos de la muestra se digitalizaron para obtener imagenes con una
resolucion final de 20 um2/pixel. Una vez digitalizadas las imagenes, se
procesaron para mejorar la uniformidad de la iluminacion en todos los
campos y, posteriormente, mediante umbralizacion (“thresholding”) interactiva
por niveles de grises, para segmentar las areas tefiidas (oscuras),

correspondientes al colageno. Las regiones subendocardicas se descartaron.
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La FVC se calcul6 como la suma de todas las &reas de colageno
dividido por la suma de todas las areas de coldgeno y tejido muscular en

todos los campos analizados en cada seccion y se expresé como porcentaje.
3.2.2. Analisis de la distribucién del colageno fibrilar

Tal y como se muestra en la figura 16, segun la localizacion del depdsito de
colageno en el miocardio se definieron y cuantificaron los siguientes

patrones:

- Depoésito  peri-vascular:  aquel localizado rodeando los vasos

intramiocardicos.

- Deposito cicatricial: depositos de colageno desorganizados no relacionados

con las fibras musculares.

- Depdsito misial: aquel colageno asociado con grupos de células (perimisio)

y aquel que rodea e interconecta células individuales (endomisio).

Se calculé de forma autométizada la FVC total, perivascular y
cicatricial. El deposito de colageno misial se derivdé como la diferencia entre la
FVC total y la FVC perivascular y cicatricial (Lopez y cols. 2006).

Figura 16. Imagenes representativas del estudio histoldgico en dos pacientes con estenosis adrtica
severa, mostrando la distribucién del colageno fibrilar. *; fibrosis perivascular, **; fibrosis

cicatricial, — ; fibrosis misial.
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3.3. Estudios colorimétricos para la determinacion del grado

de entrecruzamiento

Con objeto de evaluar el grado de entrecruzamiento de las moléculas de
coldgeno para formar fibras de coladgeno, se determind la cantidad de
coldgeno entrecruzado o capaz de formar fibras de coldgeno (colageno
insoluble) y no entrecruzado o incapaz de formas fibras de colageno
(colageno soluble), mediante el empleo de dos ensayos colorimétricos. Para
realizar estos estudios se utilizaron los cortes de 20 um, tal y como se
muestra en la figura 17. El ensayo de Fast Green-Sirius Red (Lopez de Leon
y Rojkind, 1985), se emple6 para obtener la cantidad de colageno total, y el
ensayo basado en Sicrol (Lii y cols. 2001) para obtener la cantidad de
colageno en forma soluble. El colageno insoluble se calcul6 restando a la
cantidad de colageno total, el colageno en forma soluble (Figura 17). El grado
de entrecruzamiento se calculé como la razén entre la cantidad de colageno

insoluble y soluble (Figura 17).

G. Entrecruzamiento= Colageno Insoluble : Colageno Soluble

t

Ensayo de Fast Green Ensayo de Syrcol
& Sirius Red

-Técnica colorimétrica -Técnica colorimétrica enzimatica
-Corte histologico de 20 micras -Corte histologico de 20 micras
- Determina la cantidad de @ - Determina la cantidad de
colageno total presente en la coligeno soluble presente en la
muestra muestra
(Lopez-DeLeon et al. J Histochem Cytochem 1985;33:737-743.) Li1YY et al. Circulation 2001;104:1147-1152 )

Figura 17. Representacién esquemética de la determinacion del grado de entrecruzamiento de las

moléculas de colageno tipo | en el miocardio.
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4. Estudios de biologia molecular

4.1. Obtencion y procesado de las muestras

Al igual que para el estudio histolégico, la biopsia miocéardica destinada a
estudios moleculares se obtuvo durante la cirugia de sustitucién valvular
adrtica una vez resecada la valvula adrtica nativa, mediante inspeccion
directa del tejido miocardico del septo interventricular a nivel subvalvular. Sin
embargo, esta muestra destinada a estudios moleculares, se dividié en 2
partes y se congelaron de forma inmediata en nitrégeno liquido y se
conservaron a -80° centigrados hasta su posterior procesado.

Una de las muestras fue destinada a la extraccién de proteina, y otra a

la extraccion de ARN.
4.2. Cuantificacion de proteinas en tejido

4.2.1. Extraccion de las proteinas a partir del tejido

Las muestras miocéardicas destinadas al analisis de expresion de proteinas,
gue estaban congeladas a —-80 °C, fueron pulverizadas en presencia de
nitrégeno liquido con un micropistilo. Se les anadié Buffer de lisis urea-
thiourea y se procesaron para obtener las proteinas totales. Estas fueron

congeladas a -80 °C hasta su posterior cuantificacion.
4.2.2. Inmunodeteccion

La cantidad de proteina total de todas las muestras, se cuantific6 mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976). Para evaluar la expresion de las
proteinas citadas en el disefio experimental se utilizd la técnica de Western
blot.

Western blot

Para la técnica de Western blot se realizé una electroforesis en geles de
acrilamida. Los geles superiores tenian una concentraciéon de acrilamida del

4%, vy los inferiores una concentracibn que permitiera separar
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adecuadamente cada proteina, dependiendo de su peso molecular. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa empleando el
método humedo, Las condiciones de cada inmunodeteccion, incluyendo las
condiciones de bloqueo, de incubacion con el anticuerpo primario y de
incubacion con el anticuerpo secundario, fueron puestas a punto en este

estudio y se encuentran resumidas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de inmunodeteccion para cada proteina

Proteina Anti-Cuerpo 1y dilucion Anti-Cuerpo 2y
dilucion
PCP anti-Mouse, R&D Systems, Amersham
Biosciences
Deutschland, UK 1:500 1:5000
PCPE anti-Mouse, R&D Systems, Amersham
Biosciences
Deutschland, UK 1:1000 1:2500
LOX Anti-Mouse, R&D Systems, Amersham
Biosciences
Deutschland, UK 1:500 1:10000
MMP-1 anti-Mouse, Oncogene, Amersham
) Biosciences
San Diego, CA, USA 1:2000 1:10000
TIMP-1 anti-Mouse, Chemicon, Amersham
Biosciences
Temecula, CA, USA 1:200 1:5000

PCP; proteinasa C del procolageno tipo I, PCPE; enhancer o potenciador de la PCP, LOX; lisil-oxidasa,
MMP-1; metaloproteinasa de matriz tipo |, TIMP-1; inhibidor tisular de las metaloproteinasas de matriz
tipo I.

Los distintos anticuerpos policlonales se identificaron mediante
incubacion con IgG anti- Mouse conjugado con peroxidasa, permitiendo la
visualizacionpor quimioluscencia de las distintas bandas. Esta visualizacién
se llevd a cabo con el sistema de Quimioluscencia ECL-Plus (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK), los autorradiogramas se analizaron
empleando un densitometro automatizado (Quantity One, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Las bandas se compararon con el empleo de un anticuerpo
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monoclonal frente a la [(-actina (Sigma, Saint Louis, MO, USA) como
referencia control. Los datos se expresaron como unidades densitométricas

arbitrarias (UDA) en relacion a la expresion de B-actina.
4.3. Cuantificacion del ARNm

4.3.1. Extraccion del ARNm

El ARN mensajero se aisl6 del ARN total mediante el uso del kit mRNA

Oligotex (Qiagen, Hilden, Germany).

Las muestras de miocardio que estaban destinadas al analisis de
expresion del ARN mensajero, y se encontraban congeladas a —80 °C, fueron
pulverizadas en presencia de nitrégeno liquido con un micropistilo. Se les
afadi6 un buffer de lisis comercial (Applied Biosystems) y se
homogeneizaron con el Ultraturrax T25 (IKA). Con esta solucién, y para
finalmente extraer el ARN, se utilizo el método de aislamiento de ARN de ABI
PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems), siguiendo el
protocolo del fabricante.

4.3.1. Cuantificacion del ARNm mediante PCR en tiempo real

La medida de la concentracion del ARN fue determinada por
electrofotometria ultravioleta con el espectrofotometro ND-1000 NanoDrop
(NanoDrop Technologies Inc., Willmington, USA) empleando 1 pL de volumen
de muestra. Se realizaron mediciones a dos longitudes de onda, 260nm vy
280nm.

Para cuantificar el nivel de ARNm de la cadena al del procolageno
tipo 1, se realizo la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real empleando una sonda fluorescente especifica. La PCR en
tiempo real se realiz6 en un termociclador ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System, como ya se ha descrito (LOpez y cols, 2007). Se
emplearon las siguientes sondas fluorescentes TagMan MGB especificas

para humano (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA): procolageno a1 (l)
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(Hs 00164004-m1), ARN ribosomal de 18S (4333760F), como control
enddgeno.

5. Estudios bioquimicos

5.1. Obtencion y procesado de muestras

Para determinar los distintos parametros séricos se extrajeron muestras de
sangre en ayunas, de los pacientes con EAo0, tanto de la vena antecubital,
como de seno coronario, durante la cirugia de sustitucion valvular. La sangre
de seno coronario se obtuvo una vez sondado éste, previo al paso de la
cardiopejia retrégrada. Las muestras se centrifugaron a 4°C y 2500 rpm
durante 15 minutos, para la obtencién del suero, y a 42C y 3000 rpm durante
10 minutos, para la obtencién del plasma. Tanto el suero, como el plasma se
conservd a -20°C. Las determinaciones de las distintas moléculas, se
efectuaron simultdneamente para todos los pacientes, tanto en suero de
sangre periférica como de sangre de seno coronario. En el momento de las
determinaciones se ignoraba la procedencia de cada muestra individual y los

resultados del estudio histomorfolégico.

5.2. Determinacion de las concentraciones en sangre de los
péptidos y moléculas implicadas en el metabolismo del

colageno tipo |
5.2.1. Propéptido carboxi-terminal del procolageno tipo | (PICP).

La concentracion sérica del PICP se determind mediante técnica de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) tanto en sangre de seno coronario
como de circulacion periférica, con el ensayo comercial de Quidel Corporation
tras ser modificado en el laboratorio del Area de Fisiopatologia
Cardiovascular de Centro de Investigacion Médica Aplicada (Garcia-Bolao y
cols. 2006). Los coeficientes de variacion inter e intraensayo fueron del 6.3%
y 6.4% respectivamente. La sensibilidad (limite inferior de deteccién) fue de 1

Mg por litro.
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5.2.2. Metaloproteinasa de matriz tipo | (MMP-1)

La concentracion de MMP-1 total se determindé mediante la técnica de ELISA
de captura descrita por Zhang y cols. (1993), con un anticuerpo monoclonal
especifico para la MMP-1 humana, en las muestras de plasma de cada uno
de los pacientes del estudio. Dicho ELISA es comercial y pertenece a la casa
Amersham Biosciences. Este anticuerpo no presenta reaccion cruzada con la
a2-macroglobulina. El coeficiente de variacion inter e intraensayo en la
determinacion de la MMP-1 fue del 13% y 8% respectivamente. La

sensibilidad (limite inferior de deteccion) fue de 1.7 ng por mililitro.
5.2.3. Inhibidor de la metaloproteinasa de matriz tipo | (TIMP-1)

La concentracion del TIMP-1l total se determind mediante la técnica de
ELISA de captura descrita por Kodama y cols. (1990), con un anticuerpo
monoclonal especifico para el TIMP-1, en las muestras de plasma de cada
uno de los pacientes. Este ELISA es comercial y pertenece, al igual que el de
la MMP-1, a la casa Amersham Bioseciences. Este anticuerpo no muestra
reaccion cruzada con el TIMP-2 y TIMP-3. El coeficiente de variacion inter e
intraensayo en la determinacién de TIMP-1 fueron del 15% y del 11%
respectivamente. La sensibilidad (limite inferior de deteccion) fue de 1.25 ng

por mililitro.

5.2.4. Cociente Metaloproteinasa de matriz tipo | y su inhibidor (MMP-
1:TIMP-1)

La razén entre las concentraciones totales MMP-1 y TIMP-1 en plasma, se
empleo como indice del balance entre la MMP-1 y su inhibidor, y por lo tanto

como un indicador indirecto de la actividad de la MMP-1.
5.2.5. NT-proBNP

La concentracion del fragmento amino-terminal del pro-péptido natriurético
cerebral (NT-proBNP), se midié en plasma mediante la técnica de ELISA
descrita por Karl y cols. (1995), empleando el ensayo comercial de la casa

Biomedica Gruppe.
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6. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas continuas se expresaron como media
aritméticaterror estandar, las variables categéricas se expresan como

namero de pacientes con la caracteristica de interés.

Las diferencias entre los pacientes con EAo y las muestras control se
llevé a cabo aplicando el test de la t de Student para variables distribuidas

normalmente o mediante el test de la U de Mann-Whitney en caso contrario.

Las comparaciones entre los distintos grupos de pacientes con EAo se
llevaron a cabo mediante el andlisis de la varianza conjunta (ANOVA)
seguido por comparaciones dos a dos (segun el procedimiento de Bonferroni)
para variables distribuidas normalmente, en caso contrario se aplico el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por comparaciones dos a dos

mediante el test de la U de Mann-Whitney.

Las variables categéricas se compararon mediante el test de la ¢2. En
caso de que alguna de las frecuencias esperadas fuese menor de 5, se aplico

el test exacto de Fisher.

El grado y direccion de la asociacion entre variables continuas se
analizé mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson siempre que las
dos variables cumpliesen el supuesto de normalidad. En caso contrario, se
analizd6 mediante el coeficiente de correlaciébn de Spearman. Se emplearon
diagramas de dispersion para la representacion grafica de las distintas
asociaciones. El efecto de terceras variables relacionadas con las de interés,

se estudio mediante analisis de correlaciones parciales.

Todos los célculos estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS version 16.0 (SPSS Inc., 2007).
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Resultados

1. Caracterizacion de la fibrosis miocardica

1.1 Fraccion de volumen de colageno total

El analisis de la FVC en los pacientes con EAo y en las muestras control
confirmd la presencia de un depdsito exagerado de colageno fibrilar en todos

los pacientes del estudio.

Mientras que la FVC media en las muestras control fue de 1.95
+0.07% (con un rango de valores entre 1.39% y 2.15%), la de los pacientes
con EAo fue de 17.33 +£1.90%, (con un rango de valores entre 3.98% vy
39.8%), siendo significativamente mayor que la de las muestras control
(Figura 18).

FVC (%)
p<0.001

4
v

) | I .

Grupo Control Estenosis Adrtica

Figura 18. Las barras representan el valor medio terror estandar de la fraccion de volumen de

colageno (FVC) en los sujetos del grupo control y en los pacientes con estenosis adrtica.

Dado el amplio rango de valores de FVC en los pacientes con EAO0,
con objeto de su mejor caracterizacion, los pacientes se agruparon de

acuerdo a terciles de FVC en tres grupos:

- Grupo | o con fibrosis miocardica leve (FVC < 9.61%, n=11, FVC
media= 6.13% = 0.69)
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- Grupo Il o con fibrosis moderada (FVC entre 9.62% y 20.78%, n=12,
FVC media= 15.15% + 1.09)

- Grupo Il o con fibrosis severa (FVC = 20.79, n=11, FVC
media=30.89% + 1.91).

Tal y como se muestra en la figura 19, el depdsito de colageno fibrilar
en los pacientes con EAo fue significativamente mayor para cualquier grado

de fibrosis miocéardica comparada con las muestras control.

FVC (%)
0.001
35 = ,
30 ~
p<0.001 e
25 - -
20 -
p<0.001
15 -
10 -
&
3 -
o | I—— ,
Grupo 1l Grupo IT Grupo III
Grupo Control
<9.6% 9.7-20.7% >20.8

Figura 19. Las barras representan el valor medio terror estdndar de la fraccion de
volumen de colageno (FVC) en los sujetos del grupo control y en los
pacientes con estenosis aodrtica agrupados de acuerdo a la cuantia del
depdsito de colageno en el miocardio. Grupo | (fibrosis leve), grupo Il (fibrosis

moderada) y grupo lll (fibrosis severa).

1.2. Distribucion del colageno fibrilar en el miocardio

La distribucion de colageno fibrilar en los pacientes con EAo aumentd de
forma significativa en términos absolutos, tanto a nivel misial, cicatricial como
perivascular, cuanto mas severo era el grado de fibrosis miocardica. Sin
embargo, la importancia relativa de cada uno de estos componentes,
determinada como porcentaje, se modifico conforme el grado de fibrosis

miocardica fue mayor. Asi, el deposito cicatricial aumentd en términos
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relativos como componente de la FVC total conforme el grado de fibrosis
miocardica aumenté mientras que los depdsitos misial y perivascular

disminuyeron con mayores grados de fibrosis miocardica.

Tabla 4. Distribucion del depdsito de colageno en el miocardio en los distintos grupos.

FVC (%)
<9.6 9.7-20.7 220.8 p p*
FVC misial 2.6 +0.6* 5.0+0.9 7.7+1.4f 0.005 0.001
FVC perivascular 0.6 £0.2* 0.8+0.1 1.4 +£0.3% 0.023 0.001
FVC cicatricial 3.0+0.4* 94+0.7tf 21.8%+1.9Ff <0.001 <0.001
% FVC misial 40.2+5.8 31.3+4.7 25.3%3.9 0.111 0.039
% FVC perivascular 9.2+2.2 4.9 +0.9 4.4 +0.7 0.047 0.026
% FVC cicatricial 50.6 +5.8* 63.7+4.8 70.3+3.8 0.026 0.008

FVC: fraccion de volumen de colageno. p: valor p para test de ANOVA. p*: valor p para test de
tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. Il, ; p<0.05 grupo Il vs. lll, ; p<0.05 grupo | vs. Ill.

2. Caracteristicas de los tres grupos de pacientes con

estenosis adrtica

Las caracteristicas generales de los pacientes en los distintos grupos
establecidos segun el grado de fibrosis miocéardica, se detallan en la tabla.5.

La edad media de la poblacion fue de 71 +1 afios, sin encontrarse
diferencias significativas entre los 3 grupos. El sexo femenino fue el
predominante del estudio (24 de 34 pacientes). La superficie corporal media
fue de 1.70 £0.03 unidades, sin haber diferencias entre los grupos. La
poblacion del estudio mostré una alta prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular, aunque éstos se distribuyeron de forma homogénea entre los
pacientes agrupados en funcion a la cuantia de colageno en el miocardio,
excepto por la prevalencia de fibrilacion auricular permanente, que mostré
una tendencia lineal significativa a ser mas frecuente con el aumento de la
FVC. Finalmente, el depdsito creciente de colageno en el miocardio se asocio

con una mayor frecuencia de IC como sintomas de presentacion de la EAo.
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Tabla 5. Caracteristicas generales.

FVC (%)
<9.6 9.7-20.7 >20.8 p p*
Edad (afios) 71 +2 70 3 72 +2 0.283 0.65%4
Sexo (femenino) 10 7 7 0.191 0.167
SC (m2) 1.68+0.04 1.67+0.06 1.70+0.05 0.853 0.753
Antecedentes médicos
HTA 9 6 9 0.151 1.000
Diabetes Mellitus 4 6 2 0.279 0.379
FA permanente 1 11 61 0.007 0.009
Enfermedad Coronaria 5 5 2 0.346 0.187
1 vaso 3 3 2 0.872 0.620
2 vasos 1 0 0 0.341 0.214
3 vasos 0 2 0 0.143 1.000
Sintomas
Angina 8 8t 2t 0.019 0.012
Sincope 1 2 2 0.811 0.553
Insuficiencia Cardiaca 5 4% 10% 0.015 0.034
Tratamiento
IECA 2 3 1 0.662 0.648
ARA-2 2 2 1 0.679 0.701
Antialdoresteronicos 0 1 1 0.580 0.339
Diurético 7 7 9 0.237 0.207
B-bloqueantes 5 4 3 0.571 0.776
NT-proBNP 1812 +323 2223 £298 3473 +532 0.437 0.221

FVC: fraccién de volumen de colageno. SC: superficie corporal, HTA; hipertensién arterial, IECA;

inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina, ARA2; antagonistas del receptor de la

aldosterona tipo 2. p: valor p para test de %2 de Pearson para comparacion de variables categdricas o

de ANOVA para variables continuas. p*: valor p para test de tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. II, 1;

p<0.05 grupo Il vs. lll, F; p<0.05 grupo | vs. lIl.
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3. Parametros ecocardiograficos

Las caracteristicas ecocardiograficas de los pacientes con EAo agrupados de

acuerdo a la cuantia de fibrosis miocardica se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas ecocardiograficas.

FVC (%)
<9.6 9.7-20.7 >20.8 p p*

AVAO (cm2) 0.58+0.07 0.69+0.05 0.64+0.08 0524 0575
iAVAO (cm2/m2)  0.34+0.04 0.42+0.03 0.36+0.05 0.328 0.706
G.Max. (mmHg)  96.4%6.0 72254 77.0+9.1  0.046 0.060
G.Medio (nmHg)  64.3+3.6*  46.2+3.8 50.2+6.2  0.019 0.035
Masa VI (gr) 224.8 +235 248.3+16.4 274.3+29.7 0.353 0.153
iMasa VI (gr/m2)  133.4+14.1 150.9+10.3 158.4+145 0.396 0.189

% HVI 6* 11 10t 0.046 0.038
GPR 0.63+0.04 0.60+0.04 0.63+0.05 0736 0.845

% >0.45 10 9 9 0.490 0.928
FE (%) 75025  58.7455 65.4+50  0.056 0.148
FAM (%) 13.7+1.0  11.4+0.9 13.2+0.9  0.202 0.659
FAMc (%) 729454  62.1+4.6 741+51 0186 0.163
Onda E (m/s) 0.85+0.09 0.79+0.06 1.05+0.14 0.163 0.162
Onda A (m/s) 1.04 +0.08 0.91+0.09  0.87+0.18 0.487 0.260
Relacion E/A 0.91+0.17 0.97%0.21 1.46:0.70 0.498 0.304
T. Dec. (ms) 267.7+23.9 317.2+50.4 293.7+255 0.634 0.624
TRIV (ms) 61.9+14.7 101.9+8.3 127.3+17.8f 0.012 0.004

FVC: fraccion de volumen de coldgeno. AVAo: area valvular adrtica, G. Max: gradiente transvalvular

maximo, G. Medio: gradiente transvalvular medio, VI: ventriculo izquierdo, HVI: hipertrofia ventricular

izquierda, GPR: grosor parietal relativo, FE: fraccion de eyeccion, FAM: fraccion de acortamiento

mesocardico, FAMc: fracciéon de acortamiento mesocardica ajustada a post-carga. T. Dec.: tiempo de

deceleracion, TRIV: tiempo de relajacion isovolumétrica. p: valor p para test de X2 de Pearson para

comparacion de variables categéricas o de ANOVA para variables continuas. p*: valor p para test de

tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. Il, 1; p<0.05 grupo Il vs. lll, ¥; p<0.05 grupo | vs. Ill.
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3.1. Indices de severidad de la estenosis adrtica

Tal y como se muestra en la tabla 7, ni el AVAo, ni el iAVAo mostraron
diferencias significativas entre los grupos de pacientes con EAo severa
agrupados de acuerdo a terciles de FVC, sin embargo, el gradiente
transvalvular medio fue significativamente menor en los pacientes con un
depésito moderado de colageno en el miocardio, comparado con los

pacientes con una fibrosis miocéardica leve.

3.2. Remodelado ventricular izquierdo

La prevalencia de HVI aument6 de forma lineal y significativa con el aumento
de la cuantia de colageno en el miocardio, en los pacientes con EAo (Tabla
7). Sin embargo, a pesar de que tanto la MVI, como el IMVI, aumentaron con
la severidad de la fibrosis miocéardica, esta tendencia no fue estadisticamente

significativa (Tabla 7).

3.3. Funcion ventricular izquierda

Tal y como se muestra en la tabla 7, a pesar de que el grupo de pacientes
con un grado moderado de fibrosis miocardica tendia a mostrar peores
indices de funcion ventricular sistélica, no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los mismos.

Entre los parametros de funcion diastolica analizados, solo se observo
un aumento lineal y significativo en los valores del TRIV a medida que el

grado de fibrosis miocéardica era mas severo.
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4. Evaluacion de la sintesis y degradacion del

colageno tipo | a nivel miocéardico

4.1. Evaluacion de la sintesis y formacion de las moléculas de

colageno tipo |

4.1.1. Sintesis del precursor de | colageno tipo I: RNAm de la cadena a1

del procolageno tipo |

La transcripcion de la cadena alfa del procolageno tipo | estaba
significativamente aumentada en los pacientes con EAo comparada con la
del grupo control (287.8+34.2 u.a. vs. 37.5x7.4 u.a. respectivamente,
p<0.001). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
transcripcion del mismo entre los distintos grupos de pacientes con EAo0
(p=0.494).

4.1.2. Formacién de las moléculas del colageno tipo |

a. Expresidon miocardica del sistema de la proteinasa C-terminal del

procolageno tipo |

Ni la expresion miocardica del zimégeno de la PCP (112 kDa), ni de su forma
activa (96 kDa), difirid significativamente entre los pacientes con EAo y el
grupo control (Figura 20). Sin embargo el grado de activacion de la misma
(relacién forma activa/zimoégeno), fue significativamente mayor en los

pacientes con EAo comparado con los del grupo control (Figura 20).
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ZIMOGENO (112 KDa) ACTIVA (96 KDa)
U.A. U.A.
n.S. n.s.
20.000 - 22.000-
20.000-
15.000
25.000-
10.000 - — . 20.000
15.000-
5.000
10.000ﬂ
Y
0 T T

Control  Estenosis Aértica Control  Estenosis Adrtica

Grado de Activacion PCP

Activa/Zimégeno p<0.01
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T

Control  Estenosis Aortica

Figura 20. Las barras representan el valor medio terror estandar el grado de activacion
(relacion forma activa/zimogeno) de la proteinasa C del procolageno tipo |

en los sujetos del grupo control y en los pacientes con estenosis adrtica.

Tanto la PCP en sus formas de 112 y 96 kDa, como la relacién entre
ambas o grado de activacion aumentaron de forma lineal y significativa con el

mayor grado de fibrosis miocéardica en los pacientes con EAo (Tabla 8).
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Tabla 8. Expresién miocardica la PCP en sus dos formas.

FVC (%)

<9.6 9.7-20.7 >20.8 P p*

PCP 112 kDa (*103)  6.44 +0.67 9.51+2.12 1295%256 0.084 0.028
PCP 96 kDa (*103) 12.9+1.3 23.8+7.4 43.9+11.5Ft 0.032 0.010
PCP-Activacion 248 +0.20 2.33+0.18t 3.35%0.27f 0.005 0.010

FVC: fraccion de volumen de coldgeno. PCP: proteinasa C del procolageno tipo I. U.A.: unidades
arbitrarias. Los valores representan media terror estandar. p: valor p para test de ANOVA. p*: valor p
para test de tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. Il, 1; p<0.05 grupo Il vs. lll, F; p<0.05 grupo | vs. lIl.

b. Expresién miocardica del enhancer de la proteinasa C-terminal del

procolageno tipo |

A diferencia de la expresion miocéardica de la PCP, la expresion de su
enhancer estaba significativamente aumentada, tanto en su forma completa
(55 kDa), como en suu fragmento proteolitico (36 kDa), en los pacientes con
EAo comparada con la de los sujetos del grupo control (3.0.7 £0.28 U.A. vs.
0.32 +0.03 U.A, p<0.01 y 1.72 +0.16 U.A. vs. 0.28 1#0.02 U.A., p<0.01
respectivamente). Ademas, la expresion de ambas formas aument6 de forma
lineal con el aumento del contenido de colageno tipo | depositado en el

miocardio de los pacientes con EAo (Tabla 9).

Tabla 9. Expresién miocardica del enhancer de la PCP.

FVC (%)

<9.6 9.7-20.7 220.8 p p*

PCP-Enhancer 55 kDa 2.09 #0.15 2.77 +0.49  4.36 +0.49 0.002 0.001
PCP-Enhancer 36 kDa 1.20+0.08 1.63 £0.321 2.34 £0.25f 0.011  0.003

FVC: fraccién de volumen de colageno. PCPE: enhancer de la proteinasa C-terminal del procolageno
tipo I. U.A.: unidades arbitrarias. Los valores representan media error estandar. p: valor p para test de
ANOVA. p*: valor p para test de tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. Il, 1; p<0.05 grupo Il vs. lll, %;
p<0.05 grupo | vs. Il
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4.2. Formacion y depdsito de las fibras de coladgeno tipo | en

el miocardio

4.2.1. Expresion miocéardica de la lisil-oxidasa

En los pacientes con EA0, la expresion miocardica de la LOX mostré6 una
tendencia significativa al aumento lineal con mayores grados de fibrosis
miocardica (4.31 + 0.26 en el grupo de pacientes con fibrosis lligera, 5.29
+0.42 en el grupo de pacientes con fibrosis moderada y 5.59 +0.31 en el

grupo de pacientes con fibrosis severa.) (Figura 21).

Figura 21. Las barras representan el valor medio terror estdndar de la fraccion de volumen
de colageno (FVC) en los pacientes con estenosis aértica agrupados de acuerdo

a la severidad del dep6sito de colageno en el miocardio.

4.2.2. Grado de entrecruzamiento del colageno en el miocardio

Los pacientes con EAo mostraron mayores niveles, tanto de colageno soluble
como insoluble, comparados con las muestras control, asi como un mayor

grado de entrecruzamiento del mismo (Figura 22).
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COL. SOLUBLE

<0.01
3.00 ~ 3
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0 = [ T

Control Estenosis Aortica

COL.INSOLUBLE
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Control Estenosis Aortica

GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO
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p<0.01
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Estenosis Adortica

Figura 22. Contenido miocéardico de colageno (COL.) soluble e insoluble asi como grado de

entrecruzamiento en pacientes con estenosis adrtica y grupo control. ug/mg: microgramo

por miligramo de tejido miocardico.

Como muestra la siguiente tabla 10, aunque el contenido de colageno

soluble tendié a disminuir y el de colageno insoluble a aumentar con la

progresion de la severidad de la fibrosis miocéardica, estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas. Del mismo modo, se observo una

tendencia al aumento del grado de entrecruzamiento entre las fibras de

colageno a medida que aumentaba el grado de severidad de la fibrosis

miocardica, aunque de nuevo esta tendencia no fue estadisticamente

significativa.
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Tabla 10. Analisis del grado de entrecruzamiento de colageno.

FVC (%)

<9.6 9.7-20.7 >20.8 p p*

Colageno Soluble 2.37£0.36 2.06 +0.31 1.58 +0.20 0.183 0.070
Colageno Insoluble  4.92 +0.64 6.27 +1.19 5.51 +0.62 0.560 0.662
Entrecruzamiento 2.79+0.65 3.83+0.80 3.81+0.44 0.450 0.285

FVC: fraccién de volumen de colageno. Los valores representan media terror estandar. p: valor p para
test de ANOVA. p*: valor p para test de tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. Il, 1; p<0.05 grupo Il vs.
1, ¥; p<0.05 grupo | vs. IlI.

4.3. Evaluaciéon de la degradacion de colageno tipo | a nivel

miocardico

Aungue la expresion miocardica de la MMP-1 fue mayor en los pacientes con
EAo (1.17 = 0.19 U.A.) comparada con la de las muestras del grupo control
(0.96 £ 0.16 U.A)), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Sin embargo, la expresion de TIMP-1 fue menor (p<0.01) en los pacientes
con EAo (0.52 £ 0.08 U.A.) comparada con los sujetos control (1.16 + 0.21
U.A).

Mientras la expresion miocéardica de la MMP-1 disminuy6é de forma
significativa y lineal con la progresion de la severidad de la fibrosis miocardica
en los pacientes con EAo (Tabla 11), la expresién de su inhibidor no siguio
esta tendencia, siendo significativamente menor en el grupo de pacientes con

fibrosis moderado con respecto a los otros dos grupos (Tabla 11).

Tabla 11. Sistema de degradacion.

FVC (%)

<9.6 9.7-20.7 >20.8 P p*
MMP-1(u.a)  1.80+0.47 0.95%0.25 0.78 £0.22 0.085 0.039
TIMP-1(u.a)  0.75%0.19* 0.25+0.07 0.60 £0.13 0.036 0.454

FVC: fraccion de volumen de colageno. MMP-1: metaloproteinasa tipo 1. TIMP-1: inhibidor de la
metaloproteinasa tipo 1. U.A., unidades arbitrarias. Los valores representan media terror estandar. p:
valor p para test de ANOVA. p*: valor p para test de tendencia lineal. *; p<0.05 Grupo | vs. ll, T; p<0.05

grupo Il vs. lll, £; p<0.05 grupo | vs. lll.
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5. Evaluacion de la sintesis y degradacion del
colageno tipo | a nivel bioquimico: Moléculas

derivadas del metabolismo del colageno tipo |

5.1. Propéptido carboxi-terminal del procolageno tipo | (PICP)

La concentracidon en sangre periférica del PICP estaba significativamente
aumentada en los pacientes con EAo (135.3 £ 9.1 ug/L) comparada con la
concentracion en el grupo de sujetos control (65.7 £4.8 ug/L). Ademas, dicho
aumento fue gradual a medida que el grado de severidad de la fibrosis
miocardica fue mayor (103.9 +6.7 ug/L, 110.7 £5.5 pg/L, 193.5 +14.7 ug/L,
p<0.001).

La concentracion de PICP en sangre de seno coronario fue mayor que en
sangre periférica en los pacientes con EAo0 (168.3 £11.3 pg/L vs. 135.3 £9.1
Hg/L respectivamente), siendo esta diferencia ademas estadisticamente

significativa (Figura 23).

200
T P<0.001

150 —

100 —

PICP (ng/L)

50 —

Seno Sangre
Coronario Periférica

Figura 23. Comparacion de las concentraciones del propéptido C-terminal de procolageno tipo | (PICP)

en sangre periférica (SgP) y en sangre de seno coronario (SgC).
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5.2. Metaloproteinasa de matriz tipo | (MMP-1)

La concentracion plasmética de la MMP-1 se encontraba aumentada
significativamente en el grupo de pacientes con EAo (8.37 =0.56) con
respecto al grupo control (4.91 £0.55). No obstante, se encontré una
tendencia inversa entre los niveles de la MMP-1 y el depdsito de colageno
fibrilar en el miocardio, de manera que la concentracién plasmatica de la
MMP-1 disminuia cuanto mas severo era el grado de fibrosis miocardica
presente en los pacientes con EAo (grupo I: 9.47 £0.89 ng/ml, grupo Il: 8.14
+1.15 ng/ml y grupo lll: 7.80 £0.69 ng/ml), aunque esta tendencia no fué

significativa.

La concentracion en sangre de seno coronario del MMP-1 fue mayor
que la concentracion de la misma en sangre periférica (15.57 £1.55 ng/ml vs.
8.37 %0.56, p<0.001). Ademas, ambas concentraciones mostraron una

correlacion directa y significativa entre ellas (r=+0.389, p=0.022).
5.3. Inhibidor de la metaloproteinasa de matriz tipo | (TIMP-1)

Las concentraciones plasmaticas del TIMP-1 se encontraron
significativamente aumentadas en los pacientes con EAo (1083.9 +56.6
ng/ml) comparada con la concentracion determinada en el grupo de sujetos
control (290.4+47.1 ng/ml). Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de TIMP-1 entre los 3 grupos de pacientes
clasificados en funcion a la FVC (grupo |: 1043.3 +110.6 ng/ml, grupo II:
980.9 +80.2 ng/ml, grupo 1lI: 1231.5 +82.7 ng/ml).

5.4. Cociente de la metaloproteinasa de matriz tipo | y su
inhibidor (MMP1:TIMP1)

A diferencia de sus componentes por separado, la relacion entre las
concentraciones en sangre periferica de la MMP-1 | y su inhibidor
disminuyeron de forma lineal y estadisticamente significativa en los pacientes
con EAo conforme progresé el grado de fibrosis miocardica determinada
histologicamente (grupo I: 1.02 £0.13, grupo II: 0.75 +0.07, grupo IlI: 0.66
+0.08, p del Anova=0.044 y p de tendencia=0.017) (Figura 24).
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Figura 24. Cociente entre las concentraciones en sangre periférica de metaloproteinasa de
matriz tipo | y su inhibidor (MMP1:TIMP1) en los grupos de pacientes con
estenosis aodrtica severa agrupados en funciéon de la fraccion de volumen de

colageno en el miocardio. P: valor p para test de tendencia lineal.

6. Analisis de asociaciones

6.1. Parametros asociados con el sistema de sintesis y

degradacién del colageno tipo |

6.1.1. Caracteristicas generales

Tal y como se muestra en la tabla 12, no se encontrdé asociacion entre las
caracteristicas generales de los pacientes (edad, sexo, distribucion de
factores de riesgo cardiovascular) y las distintas isoformas de la PCP. Sin
embargo, el sexo femenino se asocié de forma inversa con la forma de 55
kDa del enhancer de la PCP, del mismo modo que la hipertension arterial con
la forma de 36 kDa del mismo. Por Gltimo, se encontrd una asociacion inversa
entre la expresion de MMP-1 en el miocardio y la edad.
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Ni la PAS ni la PAD se asociaron con los sistemas de sintesis y degradacion
del colageno tipo I. Sin embargo la frecuencia cardiaca se asocié de forma

inversa con e la expresion miocéardico de la isoforma de 36 kDa del PCPE.
6.1.2. Severidad de la estenosis adrtica

No se observaron asociaciones significativas entre los distintos elementos
implicados en la sintesis y degradacion de colageno tipo | en el miocardio y el
gradiente transvalvular aértico maximo o medio. Tanto el AVAo como el
IAVAO se asociaron de forma directa con la expresion de MMP-1 determinada

por técnicas de biologia molecular (Tabla 12).
6.1.3. indices de postcarga ventricular

El estrés parietal sistolico del ventriculo izquierdo, tanto meridional como
circunferencial, se asocié de forma directa y significativa con las distintas
formas de la PCP, asi como con la expresion miocardica de la LOX en el
miocardio de los pacientes EAo (ver tabla 13). No se observaron otras
asociaciones significativas entre postcarga ventricular y el sistema de sintesis
y formacion y degradacion del colageno fibrilar. Estas asociaciones no se
modificaron de forma significativa en funcibn de la edad, el sexo, el

antecedente de hipertensién arterial o la frecuencia cardiaca (Tabla 14).
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Tabla 12. Analisis de asociaciones I.

PCP 112 PCP 96 PCP Act PCPE 55 PCPE 36 LOX MMP-1 TIMP-1

r p r p r p r p r p r p r p r p
Edad 0.154 0.192 0.187 0.145 0.212 0.114 -0.113 0.263 -0.162 0.180 -0.184 0.149 -0.441 0.005 -0.062 0.363
Sexo -0.191 0.139 -0.231 0.095 -0.274 0.059 -0.402 0.009 -0.281 0.054 -0.293 0.046 -0.044 0.403 -0.004 0.492
Hipertension arterial -0.069 0.349 -0.013 0471 0.046 0.399 -0.282 0.053 -0.309 0.038 -0.216 0.110 -0.043 0.404 -0.054 0.380

Enfermedad Coronaria -0.040 0411 -0.075 0.337 -0.068 0.352 -0.07v3 0.341 -0.040 0.410 -0.074 0.338 -0.007 0.483 -0.018 0.459

PAS -0.050 0.390 -0.012 0.473 0.057 0373 0.093 0.301 0.168 0.1712 -0.117 0.255 0.101 0.285 0.119 0.251
PAD -0.230 0.096 -0.185 0.148 -0.175 0.161 -0.039 0.414 0.006 0.487 0.030 0.433 -0.004 0.491 -0.203 0.125
Frec. Cardiaca 0.017 0.461 -0.052 0.384 -0.134 0.225 -0.184 0.149 -0.291 0.047 0.123 0.243 -0.170 0.168 -0.182 0.151
Gradiente Maximo -0.091 0.304 -0.147 0.204 -0.169 0.169 -0.269 0.062 -0.200 0.129 -0.150 0.198 0.167 0.172 0.103 0.282
Gradiente Medio -0.065 0.360 -0.084 0.322 -0.046 0400 -0.213 0.117 -0.170 0.172 -0.130 0.236 0.156 0.193 0.084 0.322
AVAo -0.066 0.355 -0.050 0.390 -0.228 0.097 0.171 0.166 0.114 0.260 -0.080 0.326 0.357 0.019 0.174 0.163
iAVAO -0.157 0.195 -0.175 0.169 -0.383 0.015 0.108 0.279 0.123 0.251 -0.161 0.189 0.412 0.010 0.170 0.176
NT-proBNP 0.036 0.420 -0.046 0.406 0.156 0.189 0.349 0.022 0.324 0.031 0.318 0.033 -0.133 0.227 -0.141 0.214

PCP; proteinasa C-terminal del procolageno tipo |, PCPE; enhancer de PCP, LOX; lisil oxidasa, MMP-1: metaloproteinasa de matriz tipo |, TIMP-1; inhibidor de la MMP-1, AVAo; area

valvular aértica, iAVAo; AVAo indexada, PAS; presion arterial sist6lica, PAD; presion arterial diastélica, Frec; frecuencia. r; coeficiente de correlacion de Pearson, p valor de probabilidad.
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Tabla 13. Analisis de asociaciones |

CESS MESS
r P r p
PCP 112 kDa 0.460 0.004 0.474 0.003
PCP 96 kDa 0.472 0.003 0.480 0.003
PCP Act 0.274 0.064 0.260 0.075
PCPE 55 0.213 0.121 0.180 0.163
PCPE 36 0.156 0.197 0.123 0.251
LOX 0.463 0.004 0.473 0.003
MMP-1 0.127 0.245 0.095 0.303
TIMP-1 0.033 0.428 0.004 0.491

PCP; proteinasa C del procolageno tipo |, PCPE; enhancer de la proteinasa C del procolageno tipo |,
LOX; lisil oxidasa, MMP-1: metaloproteinasa de matriz tipo I, TIMP-1; inhibidor de la metaloproteinasa 1

de matriz tipo I. r; coeficiente de correlacion de Pearson, p valor de probabilidad.
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Tabla 14. Andlisis de asociaciones Il

CESS MESS
PCP 112 PCP 96 kDa PCP Act LOX PCP 112 kDa PCP 96 kDa PCP Act LOX
kDa

r P r p r P r p r p r p r p r p
Edad 0.547 0.001 0.573 <0.001 0.373 0.019 0.425 0.009 0.563 <0.001 0.582 <0.001 0.358 0.024 0.436 0.007
Sexo 0.482 0.003 0.496 0.002 0.216 0.122 0.427 0.008 0.508 0.002 0.512 0.002 0.197 0.144 0.442 0.006
HTA 0.450 0.006 0.475 0.003 0.290 0.057 0.407 0.012 0.466 0.004 0.484 0.003 0.276 0.067 0.416 0.010
Frec. 0.459 0.005 0471 0.004 0.291 0.056 0.454 0.005 0.466 0.004 0.481 0.003 0.282 0.062 0.463 0.004
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6.2. Asociacion entre los sistemas enzimaticos que controlan

el metabolismo del colageno y alteraciones estructurales

gue se producen en el miocardio

6.2.1. Fraccion de volumen de coldgeno

Tal y como se muestra en la tabla 15 los sistemas enzimaticos implicados en

la sintesis y formacion de las fibras de colageno tipo | (la PCP y su

potenciador, asi como la enzima LOX) se asociaron de forma directa con el

depdsito de colageno en el miocardio y de forma inversa con la MMP-1.

Estas asociaciones no se modificaron de forma significativa en funcion de la

edad, sexo o la hipertension arterial antecedente.

Tabla 15. Andlisis de asociaciones |V

FVC
r p
PCP 112 kDa 0.396 0.010
PCP 96 kDa 0.442 0.004
PCP Act 0.391 0.011
PCPE 55 0.486 0.002
PCPE 36 0.403 0.009
LOX 0.387 0.012
MMP-1 -0.318 0.033
TIMP-1 -0.087 0.313

PCP; proteinasa C del procolageno tipo |, PCPE; enhancer de la proteinasa C del procolageno tipo |,

LOX; lisil oxidasa, MMP-1: metaloproteinasa de matriz tipo |, TIMP-1; inhibidor de la metaloproteinasa 1

de matriz tipo I. r; coeficiente de correlacion de Pearson, p valor de probabilidad.
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6.2.2. Grado de entrecruzamiento

Ni la cantidad de colageno tipo | soluble, insoluble o el grado de
entrecruzamiento del mismo se asoci® con los sistemas enzimaticos

implicados en la sintesis o degradacion del colageno.

Sin embargo, la expresion miocardica de LOX se relacion6 de forma inversa
con la cuantia de coldgeno soluble y de forma directa con la de colageno
insoluble. Finalmente, el grado de entrecruzamiento del colageno tipo | se
asoci6 de forma intensa, directa y estrecha con la expresion de la LOX en el

miocardio, (Tabla 16 y figura 24).

Tabla 15. Analisis de asociaciones V

LOX
r P
Colageno soluble -0.441 0.006
Colageno insoluble 0.588 <0.001
G. entrecruzamiento 0.731 <0.001

Andlisis de asociacion entre la cuantia de colageno soluble, insoluble, grado de
entrecruzamiento del colageno y la expresién miocardica de la lisil-oxidasa (LOX). r;

coeficiente de correlacion de Pearson, p valor de probabilidad.

75



Resultados

Grado de Entrecruzamiento
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Lisil Oxidasa (pug/mg)

Figura 24. Diagrama de dispersion y recta de ajuste del andlisis univariado (y=-2.7+1.2x) entre la
expresion miocardica de la lisil oxidasa y el grado de entrecruzamiento de las fibras de

colageno en el miocardio.

6.3. Asociacion entre alteraciones estructurales y funcion

ventricular izquierda
6.3.1. indices de funcién ventricular sistolica

Ni la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, el acortamiento
mesocardico corregido, los volumenes telediastélico o telesistolico se
asociaron de forma significativa con la FVC o con el grado de
entrecruzamiento del mismo. Sin embargo tanto la FVC (r=-0.309, p=0.043)
como el grado de entrecruzamiento de las fibras (r=-0.365, p=0.024) se

asociaron de forma inversa con el indice de volumen latido (Figura 25).
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Figura 25. Diagrama de dispersion y recta de ajuste entre el indice de volumen latido (iVS) y la fraccion
de volumen de coladgeno (FVC) y el grado de entrecruzamiento de las fibras (x=44.8-0.45y
y x=46.5-2.1y respectivamente).

6.3.2. indices de funcién ventricular diastdlica

Tanto la cuantia, evaluada por la FVC, como la calidad del colageno,
representada por el grado de entrecruzamiento del colageno tipo | en el
miocardio, se asociaron con alteraciones de la funcion ventricular diastélica,

aunque en distintos momentos del ciclo cardiaco.

La FVC se asoci6é de forma directa y significativa con el TRIV (r=0.604,
p=0.003, x=54.2+2.8y) pero no con otros indices de funcion ventricular
diastdlica (onda E de llenado mitral, onda A, relacion EA o tiempo de

deceleracién).

El grado de entrecruzamiento del colageno aunque no se asocio con el TRIV,
si mostr6é asociaciones significativas con la onda A de llenado mitral, con la
relacion EA, con el TD (Tabla 16) asi como de forma inversa con la KVI (r=-
0.384, p=0.016, ver figura 26). Esta ultima asociacion se debid principalmente
a la aumento del contenido de colageno insoluble en el miocardio (r=0.301,

p=0.050) y no tanto a la disminucion de la forma soluble (r=0.209, p=0.130).
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Tabla 17. Analisis de asociaciones VI.

FVC (%) Grado de entrecruzamiento
r p r p
TRIV 0.604 0.003 -0.081 0.378
Onda E 0.205 0.122 0.180 0.162
Onda A -0.195 0.160 -0.534 0.002
Relacion E/A 0.128 0.258 0.386 0.026
T. Deceleracion 0.021 0.454 -0.303 0.046

TRIV; tiempo de relajacion isovolumétrica, r; coeficiente de correlacion de Pearson.
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Figura 26. Diagrama de dispersién y recta de ajuste (x:47*10'3+8*10’3y) entre el grado de
entrecruzamiento de las fibras de colageno y la constante de rigidez ventricular

izquierda (Kvi).
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6.4. Utilidad de los péptidos derivados del metabolismo del
colageno como posibles marcadores del metabolismo del

colageno en el miocardio

6.4.1. PICP marcador de sintesis y depodsito de colageno en el miocardio

Las concentraciones del PICP en las muestras de sangre periférica se
asociaron de forma directa y estrecha (r=+0.788, p<0.001) con la FVC en el
miocardio asi como con el grado de activacién de la PCP (r=+0.291, p=0.047)
(Figura 27).
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Figura 27. Diagrama de dispersion y recta de ajuste del analisis univariado entre las concentraciones
del propéptido carboxi-terminal de procolageno | (PICP) en sangre periférica (SgP), la
fraccion de volumen de colageno (FVC) en el miocardio y el grado de activacion de la

proteinasa del procolageno | (PCP-Act), x=72+4y y x=8+1y respectivamente.
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6.4.2. Origen cardiaco de los péptidos derivados del metabolismo del

coladgeno

Las concentraciones de PICP, MMP-1, TIMP-1 y el cociente obtenido entre
ambas en muestras procedentes de seno coronario y sangre perfiérica
mostraron una asociacion directa, estrecha y significativa en pacientes con
EAo (Tabla 18).

Tabla 15. Andlisis de asociaciones V.

r p
PICP 0.958 <0.001
MMP-1 0.398 0.011
TIMP-1 0.298 0.046

Andlisis de asociacion entre las concentraciones entre seno coronario y sangre
periférica del propéptido carboxi-terminal del procolageno | (PICP), metalproteinasa
de matriz | (MMP-1) y del inhibidor tisular de las metaloproteinasas de matriz tipo |

(TIMP-1). r; coeficiente de correlacién de Pearson, p valor de probabilidad.
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Conclusiones

La EAo se asocia con un aumento invariable del contenido de
colageno en el miocardio, siendo éste de diversa cuantia. Mayores
grados de fibrosis miocardica se asocian con insuficiencia cardiaca
como sintoma de presentacion clinica y con mayor prevalencia de

fibrilacion auricular permanente.

La fibrosis miocéardica en pacientes con EAo es debida a una mayor
eficiencia del sistema de sintesis de colageno tipo | en el miocardio asi
como a menor degradacion del mismo dado que una mayor FVC
implica:
a. Un incremento lineal del grado de activacion de la PCP asi
como de su enhancer.
b. Una disminucion progresiva del contenido miocardico de MMP-1

libre o activa en el miocardio.

La postcarga ventricular izquierda esta involucrada en la regulacion de
la actividad de la PCP y de la LOX en pacientes con EAo dado que el
estrés circunferencial y meridional sistélico se asociaron de forma
directa con:

a. El contenido miocéardico de PCP en sus dos formas.

b. El contenido miocéardico de LOX.

El incremento del grado de activacion de PCP regula el mayor
depdsito de colageno tipo | en el miocardio en la EAo severa. El grado
de activacion de ésta enzima se asocié con la FVC, como indice de

depdsito miocardico de colageno.

El incremento de LOX en el miocardio implica un mayor grado de
entrecruzamiento del colageno tipo |. De hecho el contenido
miocardico de LOX se asocio:

a. De forma inversa con el contenido de colageno soluble.

b. De forma directa con el contenido de colageno insoluble.

c. De forma directa con el grado de entrecruzamiento de las fibras

de colageno tipo | en el miocardio.



Conclusiones

6. La severidad cuantitativa de la fibrosis miocéardica, evaluada como
FVC, implica una relajacion ventricular alterada (mayor tiempo de
relajacion isovolumétrica) y con un menor indice de volumen latido

(peor funcidn ventricular sistdlica) en pacientes con EAo.

7. La alteracion cualitativa del coldgeno tipo | en el miocardio, evaluada
como grado de entrecruzamiento de las fibras, se asocia con un patréon
de llenado ventricular de caracter restrictivo, una mayor rigidez

ventricular y con un menor indice de volumen sistalico.

8. EIl PICP es un excelente marcador en sangre periférica del grado de

sintesis y depdsito de colageno en el miocardio en pacientes con EAO0:

a. La concentracion en sangre periférica de PICP se asocio de

forma estrecha y directa tanto con la FVC como con el grado de
activacion de la proteinasa C del procolageno tipo I.

b. La presencia de un gradiente de concentracidbn entre seno

coronario y sangre periférica asi como la estrecha asociacion

entre ambas concentraciones confirman el origen cardiaco de

éste marcador en pacientes con EAo.

9. El cociente entre la MMP-1 y su inhibidor en sangre refleja el estado del
sistema de degradacion del colageno tipo | en el miocardio en pacientes

con EAo0 severa.
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Discusion

1. Fibrosis miocardica en la estenosis adrtica

1.1. Presencia, distribucion y grados

La EAo0 se asocia con un aumento invariable del contenido de colageno en el
miocardio (Maron y cols., 1975; Schaper y cols., 1981; Krayenbuehl y cols.,
1989). De acuerdo con estos estudios, la presencia de fibrosis miocérdica en
nuestro trabajo fue invariable. Todos los pacientes mostraron una FVC
superior al valor representativo de la normalidad. Ademas la FVC media en
los pacientes con EAo fue significativamente mayor que en las muestras

control.

A pesar de las consideraciones previas, existi6 una amplia variabilidad
en el grado de fibrosis miocardica entre los pacientes con EAo. De hecho, la
agrupacion de estos pacientes en funcion de la cuantia de fibrosis miocardica

mostroé relevancia tanto estructural como clinica.

Desde el punto de vista estructural, grados mayores de fibrosis
miocardica se asociaron a un aumento del depdsito de colageno tanto a nivel
misial, perivascular como cicatricial. Sin embargo en términos relativos la
importancia de los depositos cicatriciales aumentd con la severidad de la
fibrosis miocardica. De acuerdo con nuestros hallazgos, Maron y cols.
describieron la presencia de algun grado de fibrosis misial en todos los
pacientes con EAo mientras que solo aquellos que mostraban areas de
degeneracion miocitaria severa presentaban focos de fibrosis cicatricial
(Maron y cols., 1975). De hecho ambos procesos, fibrosis miocérdica y
degeneracion cardiomiocitaria, participan como sustrato estructural al dafio
miocardico asociado a la sobrecarga cronica de presion impuesta por la EAo
(Hein y cols., 2003).

La presencia de fibrosis misial y cicatricial esta bien caracterizada en
pacientes con EAo severa (Maron y cols., 1975; Hein y Schaper, 2001). Sin
embargo, Schwartzkopff y cols. (1992) describieron la ausencia de fibrosis
perivascular en pacientes con EAo a diferencia de lo que ocurre en la

cardiopatia hipertensiva. Esto podria ser debido a que en la EAo el lecho
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vascular coronario no esta sometido a la sobrecarga cronica de presion al ser
la obstruccidon subcoronaria. La evidencia actual soporta nuestros hallazgos
de un depdsito exagerado de colageno perivascular en pacientes con EAo,
debido a: 1) la relevancia de factores no hemodinamicos en la fisiopatologia
de la fibrosis miocardica en éstos pacientes (Fielitz y cols., 2001), 2) el papel
gue desempefia el remodelado ventricular en la disminucion de la reserva
coronaria (Vasalli y cols., 1995; Julius y cols., 1997), 3) la importancia de las
alteraciones del lecho vascular en la fisiopatologia de la EAo (Briand vy cols.,
2005; Hachicha y cols., 2007; Arani y Carleton, 1967).

1.2. Determinantes bioldgicos

1.2.1. Factores hemodinamicos: postcarga ventricular

La EAo determina un incremento del estrés biomecanico al que se encuentra
sometido el miocardio. La obstruccién del tracto de salida del ventriculo
izquierdo implica un aumento de la presion intraventricular que es necesario
generar para eyectar la sangre al lecho vascular. El aumento de la tensién a
la que se someten los distintos componentes del miocardio (cardiomiocitos,
fibroblastos, vasos sanguineos, etc) durante el ciclo cardiaco determina una
serie de respuestas biolégicas encaminadas a normalizar la postcarga
ventricular, aumentar la rigidez sistdlica del ventriculo izquierdo y a
aumentar/mantener la capacidad de eyectiva del mismo (Opie, 2004). Entre
estas respuestas se encuentra la fibrosis miocardica. La transduccién de la
sobrecarga cronica de presion en sefales bioldégicas que modifican el
fenotipo miocardico no estan bien establecidas (Diez y cols., 2005). Se ha
implicado la deformacion mecénica del citoesqueleto y la disrupcion de

conexiones intercelulares y de la interfase celular-matriz extracelular.

Nuestros datos sugieren que el principal determinante del aumento de
la sintesis de colageno tipo | en el miocardio de pacientes con EAo es la
postcarga ventricular, evaluada como estrés circunferencial sistdlico. Este se
asocié de forma directa, significativa y de forma consistente con elementos
clave en la sintesis y maduracion del colageno tipo | extracelular: PCP en sus
dos formas y LOX. Ademas estas asociaciones no se modificaron por co-
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factores relevantes en el remodelado ventricular en pacientes con EAo como
la edad, el sexo o la hipertension arterial (Villari y cols., 1995 y 1997; Douglas
y cols., 1998; Taruma y cols., 1999; Chambers y cols., 2004). Esta asociacion
no se produjo con los componentes de la postcarga ventricular de forma
aislada: PAS y gradiente transvalvular adrtico. Tampoco se observo
asociacion entre los indices de postcarga ventricular y el sistema de

degradacion de colageno tipo | en el miocardio.

Estudios in vitro han mostrado que la sintesis de coldgeno tipo | esta
estimulada en fibroblastos sometidos a sobrecarga de presion (Bishop vy
Lindahl, 1999) y que la deformacién mecénica que ésta implica, activa
multiples vias de sefalizacidn celular potencialmente implicadas en la fibrosis
miocardica (Wakatsuki y cols., 2004). Observaciones clinicas previas apoyan,
de forma indirecta, el papel de la postcarga ventricular en la fibrosis
miocardica en pacientes con EAo. Krayenbuehl y cols. (1989) han descrito
como la correccion quirargica de la sobrecarga croénica de presion se
acompafia de forma tardia con una regresion del deposito excesivo de
colageno tipo | en el miocardio en pacientes con EAo0.

1.2.2. Factores no hemodinamicos

Otros factores como la edad o el sexo constituyen modificadores del efecto
biolégico de la sobrecarga de presion en el remodelado ventricular izquierdo

en pacientes con EAo.

La senescencia se asocia con mayores grados de fibrosis miocéardica y
alteraciones mas severas de los indices de llenado ventricular en pacientes
con EAo para un mismo grado de severidad de la enfermedad (Villari y cols.,
1997). Nuestros datos demuestran una asociacion inversa y significativa
entre el contenido miocardico de MMP-1 y la edad, sugieriendo que la
inhibicion de la degradaciéon de colageno tipo | podria constituir un elemento
de especial importancia en pacientes aflosos como causante de fibrosis

miocardica.

De forma analoga, el sexo también determina diferencias en el

remodelado ventricular y de la MEC en pacientes con EAo. Los pacientes
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varones tienden a tener alteraciones estructurales mas avanzadas de la MEC
que las mujeres (Villari y cols., 1995) para el mismo grado de severidad
hemodindmica de la enfermedad, reproduciéndose estos hallazgos en
modelos murinos de EAo (Douglas y cols., 1998; Tamura y cols., 1997). El
enhancer de la proteinasa C de 55 kDa vy la lisil oxidasa se asociaron de
forma inversa y significativa con el sexo femenino en nuestro estudio. Estas
diferencias podrian justificar al menos en parte las observaciones clinicas

comunicadas por Villari y cols (1995).
1.3. Mecanismos moleculares

La produccién neta y depoésito de colageno en el miocardio depende del
balance entre su sintesis y degradacion. Se ha propuesto que la fibrosis
miocardica es resultado de un aumento en la sintesis en presencia de una
degradacion no modificada o disminuida (Weber y Eghbali, 1991). A pesar de
la solida evidencia cientifica que respalda el papel que desempefia la fibrosis
miocardica en la fisiopatologia de la EAo, pocos datos aportan conocimiento
sobre los mecanismos moleculares implicados en ella, siendo éstos de

interés al ser dianas terapéuticas potenciales.
1.3.1. Sintesis y formacion de la molécula de colageno tipo |

Nuestros datos permiten inferir que la presencia de fibrosis miocéardica en
pacientes con EAo se debe, en parte, tanto a una activacion transcripcional
de su precursor (cadena a1 del procolageno) como a una mayor €ficiencia del
sistema enzimatico de su procesamiento extracelular. El contenido
miocardico de ARNm de la cadena a1 del procolageno fue significativamente
mayor en los pacientes con EAo comparado con las muestras control.
Ademas estos pacientes mostraron: a) un mayor grado de activacién de la
PCP (sin un aumento cuantitativo del mismo), b) una mayor disponibilidad de

su potenciador o enhancer en sus dos formas.

Sin embargo, la severidad de la fibrosis miocardica se debio solo a una
mayor eficiencia del sistema enzimatico de su procesamiento extracelular y

no a un aumento transcripcional de su precursor, ya que con mayores grados
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de fibrosis miocardica: a) la expresion del ARNm de la cadena a1-
procolageno no difirié significativamente y b) se observo un aumento lineal de
la PCP en sus dos formas, de su grado de activacién asi como de ambas

formas de su enhancer.

a. ARNm de la cadena a1-procoldgeno

Datos previos demuestran el aumento transcripcional de la cadena a1
procolageno en pacientes con EAo severa comparado con muestras control
(Fielitz y cols., 2001; Heymans y cols., 2005) y que éste aumento
transcripcional implica un mayor contenido de colageno tipo | en el miocardio
(Heymans y cols., 2005; Polyakova y cols., 2004). La activacion de vias de
sefalizacion celular en las que participan el factor de crecimiento
transformante (TGF-B) y el sistema renina-angiotensina-aldosterona local
podrian ser las responsables de este aumento transcripcional (Fielitz y cols.,
2001). No existen datos previos que hayan explorado la presencia de un
aumento transcripcional de la cadena a1 del procolageno como responsable

de la severidad de la fibrosis miocardica en pacientes con EAo.

b. Proteinasa C del procolageno tipo |

Pocos datos hay disponibles que establezcan el papel que desempefia la pcp
y su enhancer en el metabolismo y depdsito del colageno tipo | en pacientes
con EAo. Heymans y cols. (2005) demostraron una activacion transcripcional
tanto de la PCP como de su enhancer en pacientes con EAo. Nuestros datos
muestran ademas su implicacion directa en la sintesis y depoésito de
moléculas de colageno tipo | en el miocardio: el grado de activacién de la
PCP se asoci6 de forma estrecha y significativa con las concentraciones del

PICP circulante y con la FVC.
1.3.2. Formacién y deposito de la fibra del colageno tipo |

a. Lisil oxidasa vy grado de entrecruzamiento

La LOX cataliza la formacion de puentes entre las distintas moléculas de
colageno y es activada por la accion de la PCP (Cronshaw y cols., 1995;

Panchenko y cols., 1996). Sivakumar y cols. (2008) han descrito una
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regulacion al alta de ésta en pacientes con miocardiopatia dilatada. Heymans
y cols. (2005) encontraron resultados similares en pacientes con EAo. Sin
embargo el papel especifico de la LOX y sus implicaciones fisiopatologicas
en el remodelado de la MEC en el miocardio humano no estan establecidos.

En nuestro estudio, el contenido miocérdico de LOX aumenté de forma
lineal entre los pacientes agrupados en funcién de la cuantia de colageno en
el miocardio, existiendo ademas una correlacion estrecha y significativa entre
el grado de entrecruzamiento del coldgeno y las concentraciones de LOX.
Finalmente, el grado de entrecruzamiento se asocié de forma directa con la
constante de rigidez ventricular diastélica. Sin embargo, no hubo asociacion
entre el grado de entrecruzamiento y la cuantia de colageno en el miocardio.
Estos datos demuestran por primera vez la implicacién directa de la LOX en
el entrecruzamiento de las fibras de coldgeno en el miocardio humano
enfermo sometido a una sobrecarga de presion pura y su implicacion en las
alteraciones de las propiedades elasticas del ventriculo izquierdo. Se ha de
destacar que las alteraciones cualitativas del colageno (grado de
entrecruzamiento) no se asociaron de forma directa con las alteraciones
cuantitativas (FVC).

1.3.3. Degradacién del colageno tipo |

Existe evidencia, en modelos animales y en patologia humana, que sustenta
el concepto de que una reduccion en la actividad de las metaloproteinasas en
el miocardio podria favorecer el depdésito de colageno y por tanto la fibrosis
miocardica (Spinale, 2002; Lopez y cols., 2004). En nuestro estudio el
contenido de MMP-1 libre disminuyo de forma lineal con mayores grados de
fibrosis, sin apreciarse esta tendencia en el TIMP-1. Heymans y cols. (2005)
han comunicado una asociacion directa entre el contenido miocéardico de
TIMP-1y la severidad de la fibrosis miocardica en pacientes con EAo0 severa.
La actividad de éste sistema de proteasas y sus inhibidores es el resultado
del equilibrio entre ambos, produciéndose ésta relacion de forma
estequiométrica (1:1). En el miocardio de pacientes con EAo la actividad
gelatinolitica de distintos componentes de la familia de las MMPs esta

disminuida. Asi los datos disponibles que valoran cuantitativa o
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cualitativamente (actividad gelatinolitica) este sistema demuestran una
tendencia a la inhibicion del mismo como responsable de la fibrosis

miocardica en pacientes con EAo.
1.4. Consecuencias

1.4.1 Relevancia clinica

Desde el punto de vista clinico la fibrosis miocérdica se asocié con una mayor
prevalencia de IC clinica y con una mayor prevalencia de fibrilacién auricular

permanente.

La aparicion de sintomas es un hecho clave en la historia natural de la
EAo (Chizner y cols., 1980; Horstkotte y Loogen, 1988; Turina y cols., 1987).
Estando ademas el prondéstico relacionado con el tipo de sintoma en la
presentacion (Ross y Braunwald, 1968). En nuestro estudio, mayores grados
de fibrosis miocéardica se asociaron con una mayor prevalencia de IC. Estos
hallazgos sugieren la existencia de una asociacion entre la fibrosis
miocardica, la presencia y tipo de sintomas asi como con el pronéstico del
paciente con EAo severa. Oldershaw y cols. (1980) comunicaron resultados
similares en 55 pacientes con EAo0, en los que el grado de fibrosis miocardica
histolégicamente determinado se asocié con la presencia de sintomas
clinicos de IC y con la mortalidad. Sin embargo, a pesar de la abundancia de
datos mostrando la relevancia del remodelado de la MEC en la progresion a
disfuncion ventricular diastolica y sistélica en la EAo, s6lo los estudios de
Oldershaw vy cols.(1980), Lund y cols (1998), Hein y cols (2003) y nuestros
datos asocian la fibrosis miocardica con la presencia de sintomas clinicos de
IC.

Por otra parte, en nuestros pacientes la presencia de mayores grados
de fibrosis miocéardica se asociaron con una mayor prevalencia de fibrilacion
auricular. Esta constituye un fenémeno tardio en la historia natural de la
enfermedad (Douglas y cols., 1993), implica un compromiso del llenado
diastélico y por tanto del volumen sistolico del ventriculo izquierdo (hasta un

25% del mismo), asi como un peor prondstico perioperatorio y a largo plazo
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en pacientes con EAo grave con disfuncidn ventricular sistdlica avanzada
(Levy y cols., 2008).

1.4.2. Relevancia fisiopatoldgica

a. Funcion ventricular diastolica

Las alteraciones de la funcidn ventricular diastélica generalmente preceden a
las alteraciones de la funcion sistdlica en la historia natural de la EAo
(Douglas y cols., 1993). Aparecen en relaciébn con un aumento cuantitativo en
el contenido de colageno en el miocardio y de alteraciones avanzadas en la
distribucion espacial del mismo en la MEC (Villari y cols., 1993). Estas
alteraciones de la funcion diastélica se asocian ademas con la expresion en
el miocardio de TIMP-1 y 2, y éstas a su vez con el grado de fibrosis
(Heymans y cols., 2005).

En el presente estudio la FVC se asocio de forma directa con el tiempo
de relajacién isovolumétrica del ventriculo izquierdo y el grado de
entrecruzamiento del colageno lo hizo con un patrén de llenado ventricular de
caracter restrictivo y con una mayor constante de rigidez diastolica. Por tanto
nuestros datos demuestran que la severidad cuantitativa de la fibrosis
miocardica se asocia principalmente con indices de la fase activa del periodo
diastélico mientras que las alteraciones cualitativas del colageno en el
miocardio son responsables de alteraciones de las propiedades diastolicas

pasivas del ventriculo izquierdo.

b. Funcién ventricular sistélica

Nuestros datos no mostraron una asociacion consistente entre la FVC o el
grado de entrecruzamiento del mismo en el miocardio de pacientes con EAo0
y los diferentes indices de funcidén ventricular sistélica estudiados. Soélo se
observé una relacion inversa entre el indice de volumen sistolicoy la FVC y el

grado de entrecruzamiento.

El papel de la fibrosis miocardica en las alteraciones de la funcion
ventricular sistdlica en pacientes con EAo es controvertido. Mientras algunos

estudios han mostrado una relacion inversa entre el deposito cuantitativo de
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colageno en el miocardio y los indices de funcion ventricular sistolica
(Polyakova y cols., 2004; Hein y cols., 2005; Oldershaw y cols., 1980;
Schaper y cols., 1981; Di Bello y cols., 2004), otros no han encontrado ésta
relacion. Lund y cols. (1998) no encontraron asociacion significativa entre el
contenido relativo de fibrosis y la fraccidn de acortamiento en pacientes con
EAo0, aunque si con el contenido de colageno en términos absolutos. Sin
embargo, en éste estudio los cambios degenerativos miocitarios pero no el
remodelado de la MEC —en términos relativos o absolutos- fueron el principal
determinante de la funcién ventricular sistdlica. Krayenbuehl y cols. (1983)
han mostrado que la rigidez sistélica ventricular izquierda y otros indices de la
fase eyectiva estan determinados por el didmetro de las fibrillas musculares
pero no tanto por el grado de fibrosis intersticial. De hecho, éste grupo no
encontr6 diferencias significativas en el depdsito cuantitativo de colageno en
el miocardio de pacientes con EAo con funcidén ventricular conservada y
deprimida (Krayenbuehl y cols., 1988). En éste sentido, Lopez y cols. (2006)
han demostrado que la progresion a insuficiencia cardiaca por disfuncién
ventricular sistélica en pacientes con cardiopatia hipertensiva esta
determinada por alteraciones cualitativas y del patron de depdésito de
coldgeno en el miocardio y no por su cuantia histolégicamente determinada
como FVC. Igualmente Villari y cols. (1993) han sugerido en pacientes con
EAo0 que son las alteraciones en la distribucion espacial del colageno y no su
depdsito cuantitativo el principal determinante de la funcion ventricular

sistolica.

2. Evaluacion no invasiva de la fibrosis miocardica en
la estenosis aortica.

2.1. PICP: marcador de sintesis y depdsito de colageno tipo |

Nuestro estudio demuestra que las concentraciones de PICP en sangre
circulante de pacientes con EAo constituye un indice fiable de de sintesis
extracelular y grado de depdsito de colageno tipo | en el miocardio. Ademas

confirman el origen cardiaco del mismo.
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En nuestro trabajo se observd un incremento lineal en las
concentraciones de PICP circulante entre los pacientes agrupados en funcion
de la cuantia de colageno en el miocardio. Es mas, ambos (FVC y PICP
circulante) se asociaron de forma directa, estrecha y significativa. lgualmente,
las concentraciones de PICP circulantes se asociaron de forma directa con el

grado de activacion de la PCP en el miocardio.

No existen datos previos establezcan el significado biolégico de éste
péptido circulante en pacientes con EAo severa ni tampoco su relaciéon con la
actividad de la PCP en el miocardio, ni en pacientes con EAo ni en otras
cardiopatias. Nuestros datos asocian por primera vez la actividad del sistema
enzimatico de la PCP en el miocardico con la extension del depdsito de

colageno en el miocardio y con las concentraciones circulantes de PICP.

Sin embargo, el colageno tipo | no es érgano-especifico (Lopez y cols.,
2001a). A pesar de la extensa aplicacion del mismo en estudios clinicos
pocos han establecido el origen de éste en sangre periférica (Lopez y cols.,
2001b; Querejeta y cols., 2000; Diez y cols.,1996). Distintas observaciones
sugieren en nuestro trabajo que las concentraciones de PICP circulantes son
de origen cardiaco. En primer lugar se encontr6 un gradiente de
concentracion entre sangre venosa de seno coronario y sangre venosa
periférica. En segundo Ilugar ambas concentraciones mostraron una
correlacion directa y muy estrecha. Finalmente, la funcién hepatobiliar en
nuestra poblacion de estudio (por disefio) era normal, descartando
alteraciones en la degradacion-excrecion del mismo como responsables del

incremento de los niveles del PICP entre los distintos grupos.

2.2. Cociente MMP-1/TIMP-1: marcador de degradacion del
colageno tipo |

La relacion MMP/TIMP en sangre periférica disminuy6 de forma lineal entre
los pacientes con EAo clasificados en funcion de la severidad de la fibrosis
miocardica histologicamente determinada, al igual que lo hizo el contenido
miocardico de MMP-1 libre, responsable de la actividad gelatinolitica del

sistema de degradacién del colageno en el miocardio (Spinale, 2002). Las
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mayores concentraciones de MMP-1 y TIMP-1 en sangre de seno coronario
que en sangre periféerica y la estrecha correlacion entre ambas
concentraciones sugieren que la MMP-1 y TIMP-1 circulantes detectadas en
pacientes con EAo son de origen cardiaco. La relacion entre ambas puede
ser un indice util en la evaluacion no invasiva del estado del sistema de
degradacion del coldgeno tipo | en el miocardio (Lopez y cols., 2006;
Laviades y cols., 1998). Asi dado que estas determinaciones en suero son
relativamente sencillas, reproducibles y de bajo coste, podrian constituir una

herramienta clinica Gtil en pacientes con EAo seleccionados.

Nuestros datos demuestran por tanto que las concentraciones PICP y
el cociente MMP/TIMP circulantes son buenos marcadores bioquimicos del
remodelado de la MEC en pacientes con EAo severa al cumplir la mayoria de
los criterios recientemente propuestos Gonzalez A y cols. (2008): 1) la
existencia de una relacion entre su expresidon en el miocardico y sus
concentraciones en sangre periférica; 2) la presencia de un gradiente de
concentracion positivo entre sus concentraciones entre sangre de seno
coronario y sus concentraciones en sangre periférica que sugieran su origen
cardiaco; 3) la demostracibn de que las concentraciones en sangre del
marcador se asocian con los parametros estructurales o funcionales que

definen las alteraciones de interés en el miocardio.
3. Limitaciones

El tamafio muestral fue relativamente pequefio, pero debido a la naturaleza
de los objetivos del analisis y las intervenciones realizadas, el disefio del
estudio es apropiado. La prevalencia de factores de riesgo cardiovascular
entre los pacientes incluidos fue alta, estando alguno de estos factores
asociados con fibrosis cardiaca. Sin embargo la distribucion de los mismos
entre los pacientes agrupados en funcion de la FVC fue homogénea y el
analisis de correlaciones parciales descartd cualquier modificacion
significativa potencial de los resultados observados. En este sentido, el infarto
de miocardio (un potencial factor de confusion relevante) constituyé un

criterio de exclusion del estudio. La prevalencia de factores de riesgo
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cardiovascular en la poblacion estudiada requiere especial mencién debido a
que: 1) la EAo degenerativa calcificada y la enfermedad ateroesclerética
comparten factores de riesgo y mecanismos fisiopatolégicos (Freeman y Otto,
2005), 2) la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular es alta en la
poblacion general de pacientes con EAo severa, como muestran los
resultados del Euro Heart Survey on Valvular Heart Diseases (lung y cols.,
2003), al igual que en nuestro estudio. Estas consideraciones resaltan la

validez externa de nuestra poblacion y por tanto de nuestros resultados.

La medicacion intercurrente en la que se encontraban los pacientes en
el momento de la cirugia podria haber interferido con los resultados. El
empleo de inhibidores del eje renina-angiotensina-aldosterona (IECAs, ARAII
0 espironolactona) han demostrado interferir como el metabolismo del
colageno, al igual que los diuréticos de asa en pacientes con IC. Aunque en
nuestro estudio éstos farmacos se distribuyeron de forma homogénea entre
los grupos estudiados reduciendo la probabilidad de que hayan interferido de

forma significativa en los resultados.

El estudio se llevd a cabo a partir de muestras obtenidas de septo
interventricular. Cabe valorar si las alteraciones histolégicas halladas a éste
nivel son representativas a las del resto del miocardio ventricular. Pearlman y
cols. (1982) han demostrado que las lesiones histolégicas en el septo
interventricular en corazones sometidos a sobrecarga de presion son
representativas de las lesiones halladas en la pared libre del ventriculo
izquierdo. Ademas, los resultados de estudios basados en biopsia de septo
interventricular o pared libre de ventriculo izquierdo en pacientes con EAo

severa han mostrado lesiones histoldgicas y resultados equivalentes.

En el presente estudio se analizd en papel de la MMP-1 y el TIMP-1,
aunque en el miocardio de pacientes con EA0 se expresan otros
componentes de ésta familia. Ademas, no se llevd acabo una evaluacion
directa de su actividad (actividad zimografica) sino sélo de su expresion
cuantitativa. Por tanto, otros estudios deberan establecer el papel de otros

componentes del sistema de degradacion del coladgeno en el miocardio de
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pacientes con EAo asi como el significado biolégico y origen de éstas

proteinas en sangre circulante.
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