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RESUMEN

La estenosis adrtica es la valvulopatia mas frecuente en adultos y la que requiere con
mayor frecuencia tratamiento quirdrgico en nuestro medio. La sobrecarga de presién en
el ventriculo izquierdo secundaria a la estenosis adrtica tiene como consecuencia un
remodelado patolédgico caracterizado por la hipertrofia de los cardiomiocitos y el
depdsito de componentes de la matriz extracelular (MEC), generando fibrosis cardiaca.
El prondstico desfavorable en un porcentaje considerable de pacientes tras el reemplazo
valvular ha creado la necesidad del desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas
dirigidas a modular los mecanismos moleculares relacionados con el remodelado
miocardico secundario a sobrecarga de presidén. En los ultimos afios, la familia de
factores de crecimiento transformante-B (TGF-B) ha sido identificada como un
componente clave en la activacidon y regulacidon de este remodelado patoldgico. La
experimentaciéon con modelos animales de sobrecarga de presiéon permite el estudio de
nuevas estrategias terapéuticas relacionadas con la modulacién de la sefializacion por
las citoquinas TGF-B o BMP. Estos trabajos muestran resultados prometedores contra el
remodelado miocardico debido a la sobrecarga de presién y abren nuevas vias para el
estudio de estrategias terapéuticas en la patologia de la estenosis adrtica.

Palabras clave: estenosis adrtica, sobrecarga de presion, remodelado miocdrdico, factor
de crecimiento transformante- B (TGF-B), bone morphogenetic proteins (BMPs), dianas
terapéuticas

ABSTRACT

Aortic stenosis is the heart valve disorder most frequently requiring surgery in adult
patients. Left ventricle pressure overload secondary to aortic stenosis produces a
pathological remodelling characterized by cardiomyocyte hypertrophy and deposition
of components of the extracellular matrix which generates cardiac fibrosis. The
unfavourable prognosis in a considerable percentage of patients after valve
replacement highlights need for the development of new pharmacological therapies
against molecular mechanisms associated with myocardial remodelling secondary to
pressure overload. The family of transforming growth factors-B (TGF-B) has been
identified as a key role in the regulation of this pathological remodelling. The
experimental study with animal models of pressure overload allows the study of novel
therapeutic strategies related to the modulation of TGF-B / BMP signalling. These
researches show promising results against the myocardial remodelling under pressure
overload and open new ways to the study of new therapeutic strategies in the aortic
stenosis pathology.

Key words: aortic stenosis, pressure overload, myocardial remodelling, transforming
growth factor beta-B (TGF-B), bone morphogenetic proteins (BMPs), therapeutic targets



INTRODUCCION

La estenosis adrtica (EA) es la patologia valvular mas frecuente en nuestro medio, y la
gue requiere con mayor frecuencia tratamiento quirdrgico. Su prevalencia esta en
continuo aumento debido, principalmente, al incremento de la esperanza de vida
poblacional. Constituye un estrés biomecanico para el corazén, provocando una
sobrecarga de presion creciente en el ventriculo izquierdo (VI) y desencadenando el
remodelado del mismo. Este remodelado miocdardico se caracteriza por la hipertrofia de
los cardiomiocitos y por un depdsito excesivo y aberrante de componentes de la matriz
extracelular (MEC) en un contexto de fibrosis intersticial y perivascular. Si el estrés
biomecdnico se mantiene en el tiempo, estos cambios conducen al desarrollo de
insuficiencia cardiaca.

El Unico tratamiento eficaz contra la evolucién natural de la enfermedad es el reemplazo
valvular, que puede realizarse mediante cirugia o de forma percutdnea a través de
catéter. El proceso de regresién del remodelado tras la liberacion de la sobrecarga de
presion se denomina remodelado inverso. Sin embargo, la persistencia de alteraciones
estructurales en algunos pacientes tras el reemplazo valvular tiene consecuencias
negativas sobre el prondstico a corto y largo plazo, empeorando la calidad de vida y
aumentando la morbimortalidad.

El aumento en el conocimiento sobre los mecanismos moleculares que subyacen al
remodelado miocardico patolégico secundario a sobrecarga de presiéon y la necesidad
de terapias farmacoldgicas que mejoren el prondstico de los pacientes con EA, han
motivado la apariciéon, en los ultimos anos, de estudios experimentales dirigidos a la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas contra la hipertrofia y la fibrosis cardiaca.
Estos estudios han podido llevarse a cabo gracias a modelos animales con sobrecarga de
presion, preferentemente mediante la coartacion adrtica transversa (TAC), asi como su
reversién (de-TAC).

Numerosos estudios implican a miembros de la familia de factores de crecimiento
transformante-B (TGF-B) en la modulacién del remodelado ventricular izquierdo por
sobrecarga de presion. Los TGF-Bs han sido identificados como factores implicados en
el desarrollo y mantenimiento del remodelado ventricular izquierdo, promoviendo la
hipertrofia de los cardiomiocitos, la sintesis de componentes de la MEC por los
fibroblastos y la transicion endotelio-mesénquima. Las Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs), al contrario, tienen una funcién predominantemente anti fibrética.

En este trabajo se aborda una revision bibliografica acerca de las estrategias
terapéuticas mas recientes dirigidas a modular las diversas vias de sefializacién de TGF-
B/BMP con el objetivo de interferir en el remodelado miocérdico patoldgico secundario
a sobrecarga de presion y facilitar asi su regresion tras el recambio valvular adrtico como
es el caso de la EA.



OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo ofrecer una visién conjunta sobre los fendmenos
relacionados con el remodelado miocardico en la estenosis adrtica. A su vez, se ha
realizado una revision actual de las estrategias terapéuticas relacionadas con las vias de
sefializacion de TGF-B y BMP, que se estan investigando contra el remodelado
miocardico en la sobre carga de presién del ventriculo izquierdo.

METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron las bases de datos de Medline a través
de PubMed. Se procedié a revisar articulos cientificos de tipo revisidn bibliografica y
experimentales principalmente de la ultima década, relacionados con los temas
abordados en este trabajo a través del uso de descriptores como: estenosis adrtica,
sobrecarga de presion, remodelado patoldgico cardiaco, matriz extracelular, fibrosis,
hipertrofia, TGF-8, BMPs.



ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1. ESTENOSIS AORTICA
1.1. Definicién y etiologia.

La estenosis valvular adrtica (EA) es una valvulopatia caracterizada por una alteracién
de la estructura y comportamiento mecanico de las vdlvulas, produciendo un obstaculo
al flujo sanguineo durante la eyeccion, lo que condiciona una sobrecarga de presién en
el ventriculo izquierdo. La etiologia puede ser congénita, pero generalmente es
degenerativa. La causa mas frecuente de estenosis adrtica en adultos es la acumulacién
de depdsitos de calcio en la valvula que provocan la progresiva rigidez de los velos
valvulares (Llano, 2011; Yarbrough et al., 2012) (Figura 1).

VALVULA AORTICA SANA

’ S Abierta Cerrada
Valvula aortica

ESTENOSIS VALVULA AORTICA

Abierta Cerrada

Figura 1: Representacién de la limitacion a la apertura de una valvula adrtica calcificada
en comparacion con una valvula adrtica sana (Imagen modificada de:
https://www.heart-valve-surgery.com/aortic-stenosis-prognosis.php).

1.2. Epidemiologia.

La EA es la valvulopatia de mayor prevalencia en el adulto y la que requiere mas
frecuentemente tratamiento quirdrgico en nuestro medio. Dicha prevalencia esta en
aumento debido, principalmente, al aumento de la esperanza de vida poblacional
(Gozdzik et al., 2019), y a la ausencia de farmacoterapia dirigida a prevenir o reducir la
progresion de la estenosis valvular y las consecuencias fisiopatoldgicas y clinicas sobre


https://www.heart-valve-surgery.com/aortic-stenosis-prognosis.php

la funcion ventricular izquierda (Lindman et al., 2016). La prevalencia de la EA grave varia
desde el 0,2% a los 50-59 afios al 1,3% a los 60-69, el 3,9% a los 70-79 y hasta el 9,8% a
los 80-89 anos. Se estima que en 2025 hasta 1,3 millones de pacientes en Europa y casi
1 millén en Estados Unidos sufrirdn una EA sintomatica grave, y que estas cifras se
habran doblado en 2050 (Moris et al., 2016). Es mas frecuente en hombres que en
mujeres (Zhang et al., 2019).

La patologia esclerodegenerativa es la mds comun para conducir al desarrollo de EA. Por
lo tanto, los factores asociados con el desarrollo de la estenosis adrtica son muy
similares a los de la aterosclerosis: el sexo masculino, niveles elevados de LDL
(lipoproteina de baja densidad) y lipoproteina (a), hipertension arterial (HTA), tabaco,
diabetes mellitus (DM), sindrome metabdlico y procesos inflamatorios activos, como la
artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico (Gozdzik et al., 2019). El desarrollo
de la EA tiende a ocurrir antes en personas con valvulas adrticas bicuspides (congénitas)
y en aquellas con trastornos del metabolismo del calcio, como ocurre en la insuficiencia
renal (Lewin & Otto, 2005).

1.3. Fisiopatologia.

La valvulopatia adrtica calcificada es, con diferencia, la forma mas frecuente de
estenosis adrtica en todo el mundo. Antiguamente se creia que las enfermedades
asociadas a la calcificacion de la vélvula adrtica se debian a un proceso degenerativo y
pasivo de depdsito de calcio, ahora se sabe que en realidad es una enfermedad activa
que incluye el depdsito de lipoproteinas, inflamacion crénica, transicion osteoblastica
de las células intersticiales valvulares y una calcificacién activa de las valvas. La
produccién excesiva y desorganizada de las fibras de coldageno también es un factor
determinante, ya que la fibrosis aumenta la rigidez de la valvula aértica y podria
promover la mineralizacion de esta (Lindman et al., 2016). En conjunto supone una
rigidez progresiva de los velos valvulares y, como consecuencia, una limitacion de la
apertura durante la eyeccién ventricular (Gozdzik et al., 2019). El riesgo cardiovascular
global aumenta por 1.5-2 en presencia de calcificacidén de la valvula adrtica, incluso en
ausencia de estenosis valvular (Grimard et al., 2016). Se ha observado que los hombres
presentan una mayor prevalencia de calcificacidn en lesiones ateroescleréticas y en
valvulas cardiacas en comparacién con las mujeres en cualquier década de la vida. Las
bases bioldgicas y las implicaciones clinicas de estas observaciones pueden tener un
gran valor en el desarrollo de tratamientos farmacolégicos personalizados en funcion
del sexo para la prevencidon de patologias y disfunciones valvulares y vasculares
relevantes (Zhang et al., 2019).

Cuando la reduccion del area valvular adrtica supera el 50% con respecto a la normal, la
obstruccion al flujo eyectivo provoca aumento significativo de la presion sistdlica del
ventriculo izquierdo (VI1), prolongacién del periodo eyectivo y reduccién de las presiones
sistolica y diastdlica adrticas. En adultos con EA, la obstruccidn eyectiva progresa de
manera gradual, lo que contribuye a que la enfermedad sea asintomatica durante
décadas gracias al mantenimiento del gasto cardiaco debido al desarrollo de la
hipertrofia compensatoria del VI y un progresivo gradiente de presiéon transvalvular. En
fases avanzadas, se produce una insuficiencia del VI para bombear todo el volumen de
sangre que recibe a través de la valvula mitral, lo que condiciona una dilatacion



ventricular progresiva, deterioro de la fraccion de eyeccién y aumento de las presiones
de llenado ventriculares y de la circulacién pulmonar. El aumento de la presién sistdlica
ventricular, la masa ventricular y el tiempo de eyeccién condicionan una disminuciéon de
la perfusién miocdrdica y un aumento del consumo de oxigeno, favoreciendo la
isquemia y el deterioro funcional del VI (Dweck et al, 2013). Esta fase final suele
coincidir con el desarrollo de la sintomatologia tipica: angina, sincope, arritmias e
insuficiencia cardiaca (Gozdzik et al., 2019). El inicio de los sintomas se identifica con la
estenosis clinicamente significativa y la necesidad de cirugia urgente. Algunos pacientes
con EA grave, especialmente ancianos, pueden no desarrollar los sintomas clasicos
inicialmente y solo presentar una disminucidn de la tolerancia al ejercicio. Otros pueden
tener una presentacion mas aguda, en ocasiones por sintomas precipitados por otras
enfermedades o tratamientos (Grimard et al., 2016).

1.4. Diagndstico y tratamiento.

La ecocardiografia Doppler ha reemplazado al cateterismo cardiaco como método de
eleccidn para el diagndstico y seguimiento de la EA (Lindman et al., 2016). Ningln
tratamiento farmacoldgico ha demostrado retrasar la progresion o mejorar la
supervivencia de la patologia valvular adrtica. El tratamiento mas efectivo para la
eliminacidn de la sobrecarga de presion crénica secundaria a la estenosis adrtica es el
reemplazamiento valvular adrtico, pues ha demostrado reducir la mortalidad y mejorar
los sintomas y calidad de vida de los pacientes (Dobson et al., 2016). Tradicionalmente
esta indicado en pacientes con EA grave (gradiente transvalvular maximo >4 m/s vy area
valvular adrtica <1 cm?) y sintomética, en un periodo menor de 30 dias tras el inicio de
los sintomas (Gozdzik et al, 2019). También estd recomendado para pacientes
asintomaticos con EA grave acompafiada de disfuncién sistdlica del VI (fraccién de
eyeccién menor del 50%) y en pacientes asintomaticos con estenosis moderada-grave
que van a someterse a cirugia cardiaca por otra razén (Grimard et al, 2016). El
reemplazo se puede realizar mediante cirugia o mediante implante percutaneo a través
de catéter (TAVI). EI TAVI es actualmente el tratamiento de eleccidén para pacientes con
EA inoperable y la opcidn terapéutica de preferencia para los pacientes de alto riesgo
(Moris et al., 2016). La evidencia sugiere que las mujeres tienen una morbimortalidad
superior preoperatoria. Existe controversia en cuanto si el sexo tiene impactoonoen la
supervivencia tras el reemplazo valvular quirdrgico, sin embargo, las mujeres parecen
tener una mayor supervivencia a largo plazo tras el TAVI. La mayor esperanza de vida y
otros factores como el remodelado VI y la fibrosis miocardica podrian estar implicados
(Dobson et al., 2016).

1.5. Prondstico.

El reemplazo adrtico tiene como resultado una regresion significativa (20-30%) de la
masa ventricular izquierda en un afo tras el remplazo valvular (Treibel et al., 2017). Sin
embargo, el seguimiento a largo plazo de pacientes intervenidos sugiere que el
reemplazo valvular no revierte completamente los cambios mal adaptativos que
ocurren a nivel del remodelado cardiaco asociada a la sobrecarga de presion. Esto podria
conllevar a la persistencia de anomalias en la funcién diastélica y a un aumento de la
morbimortalidad (Yarbrough et al., 2012). La fibrosis miocardica es un marcador
prondstico adverso en pacientes con EA, multiplicando el riesgo de mortalidad x6-8 a



largo plazo. Las causas que explican este aumento de mortalidad incluyen la arritmia
ventricular y el remodelado ventricular adverso (Dobson et al., 2016). La regresion
postoperatoria de la hipertrofia VI es un predictor independiente de una mayor
probabilidad de supervivencia a largo plazo (Ali et al., 2011). Por tanto, es necesario el
desarrollo de estrategias terapéuticas que favorezcan el remodelado inverso tras la
cirugia de recambio valvular. Asimismo, el estudio de estas estrategias terapéuticas
debe centrarse en modular los mecanismos moleculares que estén relacionados con el
mantenimiento o promocién del remodelado patolégico (Hellawell & Margulies, 2010).

2. REMODELADO MIOCARDICO

El corazén es un érgano capaz de adaptar su estado tréfico a las necesidades sistémicas
de cada individuo en cada fase vital a través del remodelado miocardico. El componente
principal de la pared del VI son los cardiomiocitos, que debido a su tamafio son el
principal contribuyente a la masa cardiaca, pero solo representan el 30% de la
celularidad. El 70% restante lo componen fibroblastos, células musculares lisas, células
endoteliales y gliocitos (Tirziu et al., 2010). Los cardiomiocitos se diferencian de forma
terminal poco después del nacimiento, siendo incapaces de dividirse posteriormente.
Por tanto, el incremento de la masa cardiaca tiene lugar principalmente por hipertrofia.
Esta puede ser excéntrica, cuando las sarcémeras se acumulan en serie en el
cardiomiocito de manera longitudinal (incremento del didmetro -cavitario) o
concéntrica, cuando las nuevas sarcdmeras se afiaden en paralelo aumentando el
diametro transversal (Pitoulis & Terracciano, 2020).

La hipertrofia no debe considerarse patoldgica necesariamente, condiciones como el
ejercicio o el embarazo dan lugar a una hipertrofia fisioldgica o adaptativa. La hipertrofia
adaptativa es aquella que se produce en respuesta al aumento del trabajo cardiaco ante
un estrés biomecanico (por ej. sobrecarga de presién o de volumen, postinfarto etc.) en
ausencia de disfuncién cardiaca. Esta respuesta del miocardio, mediada por una serie de
respuestas celulares, permite preservar la funciéon cardiaca, ya que ayudaria a
normalizar la tensién de la pared ventricular manteniendo la funcién sistélica. Cuando
el estrés biomecanico es mantenido en el tiempo, los mecanismos que en principio
serian adaptativos, ya que permiten preservar la funcién cardiaca a corto plazo, se
vuelven patolégicos, comprometiendo la funcién cardiaca (Bing et al., 2019; Samak et
al., 2016). La hipertrofia patoldgica se asocia a numerosas patologias cardiovasculares
como parte del fendmeno de remodelado miocardico (Dobaczewski et al., 2011). Y se
considera que la hipertrofia del ventriculo izquierdo es un factor independiente y el mas
importante de riesgo de morbimortalidad (Pitoulis &Terracciano, 2020).

El remodelado miocardico patolégico se define como el conjunto de eventos
moleculares y celulares que acontecen tras un insulto miocardico, que desencadena
cambios en la estructura, morfologia, dimensiones y funcion de las cavidades cardiacas.
Los procesos que subyacen al remodelado miocardico patoldgico incluyen pérdida de
cardiomiocitos, hipertrofia, alteracién de la homeostasis de la matriz extracelular (MEC),
fibrosis, alteraciones metabdlicas y disfuncidn mitocondrial. Estos procesos actuan de
manera solapada teniendo un efecto perjudicial sobre la estructura y funcién cardiaca.



La muerte de cardiomiocitos es crucial para el desarrollo de disfuncién cardiaca y la
progresién de la enfermedad. Ademas, la fibrosis junto con la hipertrofia cardiaca y una
disfuncién progresiva de la contractilidad y la relajaciéon, dirigen juntos la evolucién
perniciosa del remodelado miocardico (Schirone et al., 2017).

Las alteraciones de las proteinas implicadas en el transporte de calcio también tienen
un papel importante, contribuyendo a la disminucién de la liberacién de calcio durante
la sistole y su aumento durante la didstole, contribuyendo a la reduccién de la
contractilidad. Por ultimo, la activacion neurohumoral, como el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, aumenta la sintesis de proteinas implicadas en la inflamacién,
muerte celular y proliferacion de fibroblastos (Sciarretta et al., 2009; Gibb & Hall, 2018).

3. REMODELADO MIOCARDICO EN LA SOBRECARGA DE PRESION

El estrés biomecdnico provocado por la sobrecarga de presién promueve el remodelado
miocardico, participando numerosos factores humorales. La liberacion compensatoria
de catecolaminas, junto con otras hormonas y respuestas miocardicas intrinsecas,
aumenta la contractilidad para mantener el gasto cardiaco. Sin embargo, la exposicién
mantenida a factores de crecimiento desencadena una hipertrofia cardiaca. Si no se
corrige la sobrecarga de presion, se producen alteraciones en la contractilidad,
electrofisiologia, metabolismo y estructura cardiacas, contribuyendo al deterioro de la
funcion sistdlica del VI (Schirone et al., 2017). Desde un punto de vista fenotipico, el
remodelado miocardico por sobrecarga de presion se caracteriza inicialmente por el
incremento del espesor relativo de la pared sin incremento significativo de la masa VI
(remodelado concéntrico) que evoluciona posteriormente, al aumentar ésta, hacia la
hipertrofia concéntrica (Lindman et al., 2016).

La primera manifestacion clinica es la disfuncion diastdlica, reflejada por una elevacién
de la presion de llenado del VI, con una fraccién de eyeccién (FE) preservada, pero con
una incapacidad para aumentar el gasto cardiaco si fuera necesario (LeGrice et al.,
2012). La hipertrofia se acompafia por una disminucién significativa de la densidad
capilar y un aumento de las presiones transmurales, provocando un aumento de la
resistencia vascular coronaria y una reduccion de la reserva de flujo coronario en
pacientes con EA. Esto tiene como consecuencia la incapacidad de suplir las demandas
de oxigeno del miocardio provocando isquemia miocdrdica, que conduce a la muerte de
cardiomiocitos (Lindman et al., 2016). Las fibras de colageno que aumentan
progresivamente rodeando a los cardiomiocitos limitan la elongacién de las fibras
musculares durante la diastole y, por tanto, reduce la habilidad para generar fuerza
durante la sistole. Como consecuencia, se produce la dilatacién del VI y un fracaso
funcional del mismo que se traduce en una reduccién de la FE (Niestrawska et al., 2020)
(Figura 2).
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Figura 2: Remodelado patoldgico y funcion alterada del ventriculo izquierdo en
respuesta a la sobrecarga de presion por EA. De abajo a arriba: fibrosis miocardica,
reduccion de la reserva de flujo coronaria, hipertrofia ventricular izquierda, reduccién
de la funciéon sistdlica longitudinal del ventriculo izquierdo, disfunciéon diastdlica e
hipertension pulmonar (Lindman et al., 2016).

La muerte celular progresiva en el corazén con sobrecarga crénica es considerada entre
las causas principales de remodelado miocardico (Schirone et al, 2017). Se ha
demostrado, en el miocardio sometido a estrés biomecanico que desarrolla insuficiencia
cardiaca, que la transicién de la hipertrofia compensadora a la disfuncién ventricular
progresiva estd mediada principalmente por la disminucién del numero de
cardiomiocitos debido al aumento de los fendmenos de apoptosis (Narula et al., 2000;
Diez et al., 1998). A su vez, existen varias hipotesis sobre la disminucidon de
cardiomiocitos, por un lado, podria ser un mecanismo compensador para eliminar
cardiomiocitos hipertrofiados y disfuncionales; por otro, podria deberse a un fallo de los
mecanismos de supervivencia de los cardiomiocitos sometidos a estrés biomecdanico
(Anversa et al., 1998).

3.1. Alteraciones del cardiomiocito

El remodelado miocardico por sobrecarga de presidn se caracteriza de forma inicial,
desde el punto de vista fenotipico, por el aumento del espesor relativo de la pared sin
incremento significativo de la masa VI, que evoluciona a la hipertrofia concéntrica,
reflejada por la adiccién de sarcomeras en paralelo junto con el crecimiento del
didmetro de los cardiomiocitos (Pitoulis & Terracciano, 2020).

El proceso de remodelado miocardico implica una expresion alterada de proteinas
contractiles. La miosina de cadena pesada (MHC) se considera el motor molecular de la
contraccion cardiaca. La MHC consta de dos isoformas “a” y “B”. Las cadenas pesadas
tienen un dominio con actividad ATPasa que libera la energia necesaria para promover
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la contracciéon, comportandose como transductor guimico-mecanico. Esta actividad
ATPasa es la que determina la principal diferencia de ambas isoformas de MHC, siendo
la actividad de MHCa (“miosina rapida”) hasta 3 veces mayor que la de MHCB (“miosina
lenta”). En el corazén de humanos adultos, al igual que ocurre en otros mamiferos, hay
una mayor proporcion de MHC-B, mientras que en el caso de los roedores existe un
mayor predominio de MHCa. En modelos experimentales de insuficiencia cardiaca por
sobrecarga de presiéon en roedores se ha observado un incremento de MHC-B (“miosina
lenta”) a expensas de una disminucion de MHC-a (“miosina rdpida”). Estos cambios
provocan una reduccion de la velocidad maxima de acortamiento de la sarcomera
asociado con un menor consumo energético (Scheuer & Buttrick, 1987). Ademas, en
humanos con insuficiencia cardiaca la capacidad ATPasa miofibrilar estd marcadamente
reducida a pesar de que la magnitud del cambio de isoformas en el miocardio VI no es
tan acusada como en el ratén, porque esta sdlo constituye el 10% de la MHC total
(Gupta, 2007).

Por ultimo, se ha observado un fendmeno de desdiferenciacion de las células
miocardicas en modelos animales de dafio miocardico bajo sobrecarga de presion en
ratas y conejos (Driesen et al., 2009; Izumo et al., 1988). Este proceso se caracteriza por
un cambio en la estructura de los sarcémeros, pasando de ser una estructura bien
organizada a convertirse en un complejo menos denso y desorganizado, acompafado
de cambios metabdlicos y moleculares caracteristicos de cardiomiocitos fetales. Se ha
descrito que durante el remodelado patoldgico cardiaco se produce la expresion de
genes caracteristicos de las fases mdas tempranas del desarrollo fetal, expresién de
factores de transcripcion como Gata4, Nkx2.5 y Mef2c (Bloomekatz et al., 2016).

3.2. Modificaciones de la matriz extracelular y desarrollo de fibrosis

La matriz extracelular (MEC) contribuye en gran medida a las propiedades biomecanicas
del tejido. Su organizacién, composicidén y densidad son dindmicas. Estd compuesta por
la [dmina basal y la matriz intersticial (Spinale, 2007). Entre sus funciones estan (i)
soporte estructural, (ii) contraccién coordinada y conjunta del tejido, (iii) medio de
distribucién de sefales intercelulares, nutrientes y migracién de fibroblastos. Las
proteinas fibrilares determinan la rigidez y resistencia mecdanica del tejido cardiaco. Las
moléculas de colageno fibrilar de tipo | y lll son las mdas abundantes en el corazén adulto
sano (Fan et al., 2012; Eghbali & Weber, 1990).

Los fibroblastos, al contrario que los cardiomiocitos, son capaces de dividirse y producir
hiperplasia. En el miocardio representan una poblacion celular pobremente
diferenciada en comparacion con otros tipos celulares (miocitos, células endoteliales,
células musculares lisas etc.) (Souders et al., 2009). Su funcion es la del mantenimiento
de la homeostasis de la MEC produciendo la expresidn, sintesis y modificacion del
colageno fibrilar entre otros (Goldsmith et al., 2014). Durante el remodelado se estimula
e incrementa la sintesis de precursores de las moléculas de coldgeno tipo | y tipo lIl. Para
gue se produzca su acumulacién es preciso que también se asocie una menor
degradacion mediante la inhibicion de las metaloproteinasas (MMPs), enzimas
encargadas de degradar los componentes de MEC. La acumulacion de fibras de colageno
tipo | y tipo lll incrementa la rigidez de la pared ventricular, lo que puede comprometer
su distensibilidad y facilitar la aparicidén de disfuncidn diastdlica (Javier Diez et al., 2001;
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Stewart et al., 2010). En la estenosis adrtica hay un aumento del depdsito de colageno
de tipo lll en los estadios iniciales de la enfermedad, y de tipo | a medida que el proceso
progresa. El acumulo de colageno tipo | aumenta la rigidez de la pared ventricular,
comprometiendo su distensibilidad y facilitando la aparicion de disfuncion diastélica
(Niestrawska et al., 2020). En las fases iniciales de la sobrecarga de presién, la deposicién
de colageno es proporcional a la hipertrofia, produciendo fibrosis intersticial y
perivascular. Esta fibrosis altera la arquitectura del miocardio VI y las células
contractiles, propiciando el desarrollo de disfuncion sistdlica (Porter & Turner, 2009).

En condiciones patoldgicas, como la hipertrofia por sobrecarga de presion, también
participan en el remodelado cardiaco los miofibroblastos, que sintetizan matriz
extracelular en grandes cantidades. Su origen es multiple: (i) diferenciacién de los
fibroblastos bajo el estimulo de factores neurohumorales, (ii) diferenciacién de células
hematopoyéticas circulantes derivadas de la médula dsea y (iii) transicién endotelio
mesenquimal (Zeisberg & Kalluri, 2010). Los miofibroblastos se activan en condiciones
normales, durante procesos reparativos, y sufren apoptosis al finalizar su funcién. En la
fibrosis patoldgica la persistencia de estas células tiene como resultado el remodelado
de la matriz extracelular. Su presencia es precoz en la miocardiopatia por sobrecarga de
presion y estad regulada por multiples factores como el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, TGF-B, endotelina-1 etc. (Javier Diez et al.,, 2001). Los miofibroblastos
producen una matriz extracelular de caracteristicas diferentes a la del tejido sano,
porque modifican el equilibrio entre las metaloproteinasas y las inhibidoras de
metaloproteinasas (TIMPs) favoreciendo la fibrosis. Este desequilibrio podria contribuir
a la dilatacion del V1 y a la disminucidn de la fraccidon de eyeccién del VI, asi como a la
transicion de disfuncidn diastélica a disfuncidn sistélica e insuficiencia cardiaca en fases
avanzadas de la hipertrofia por sobrecarga de presién (Givvimani et al., 2010).

La fibrosis miocardica es determinante en la transicidn de la hipertrofia compensadora
a la insuficiencia cardiaca (Weber et al., 2013), ya que altera la arquitectura del
miocardio ventricular izquierdo, provocando una heterogeneidad anatdmica vy
comprometiendo la unidad de sus células contractiles, lo que propicia el desarrollo de
disfuncidn sistdlica (Javier Diez et al., 2001). Se han descrito dos patrones distintos de
fibrosis miocdardica. Por un lado, la fibrosis reactiva, la cual es dominante en etapas
tempranas de la hipertrofia secundaria a sobrecarga de presién, sigue una distribucion
difusa en el miocardio y no presenta necrosis celular (Niestrawska et al., 2020). Esta
fibrosis difusa es reversible y se ha demostrado su regresion tras el reemplazo valvular
(Bing et al., 2019). Por otro lado, a medida que la sobrecarga de presién persiste, se
produce una pérdida de cardiomiocitos y su reemplazo por colageno tipo |, dando paso
a la fibrosis reparativa, la cual es irreversible. Los miofibroblastos son los responsables
de la formacion de tejido cicatricial tras la muerte de los cardiomiocitos. Estos
miofibroblastos activos transforman el tejido fibroso en un “secretoma vivo” que
promueve la sintesis de péptidos y factores de crecimiento que actian como efectores
de sus respectivas vias de sefializacion y promueven la sintesis de coldgeno | y, por lo
tanto, de fibrosis (Niestrawska et al., 2020; Bomb et al., 2016; Weber et al., 2013).
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3.3. Activacion neurohumoral

Los mecanismos por los cuales la activacion neurohumoral promueve el remodelado
miocardico no son bien conocidos. Se cree que el estiramiento mecanico de
cardiomiocitos y fibroblastos desencadena diversas sefiales intracelulares a través de
activacion de integrinas, deformacién del sarcolema y liberacion de factores humorales
(Javier Diez et al., 2001).

La liberacidén de factores humorales como la angiotensina Il, la endotelina-1, el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), los factores de crecimiento de tejido
conectivo y fibroblastos (FGF) y los TGF-Bs amplifica y dispersa acciones desencadenadas
por otros factores humorales, como la noradrenalina, o por el propio estiramiento
mecanico. Las sefiales intracelulares puestas en marcha por los diversos mediadores
inducidos por el estrés biomecanico se convierten en informacién que accede al nucleo
de las células miocardicas, dando lugar a cambios en la trascripcién de numerosos genes.
La respuesta final de las células miocdardicas al estrés biomecanico conduce a la
hipertrofia de los cardiomiocitos y al remodelado de la MEC (Creemers & Pinto, 2011;
Porter & Turner, 2009; Javier Diez et al., 2001).

4. REMODELADO INVERSO

El remodelado inverso es un proceso complejo que implica la regresion de algunas de
las alteraciones estructurales y funcionales patoldgicas desarrolladas en el miocardio
durante el periodo de sobrecarga de presion tras la eliminacién del estrés
hemodindmico mediante la substitucién valvular (quirdrgica o a través de catéter)
(Fairbairn et al.,, 2013). Un remodelado inverso generalmente no representa un
restablecimiento del fenotipo miocardico normal, si no que engloba un conjunto de
nuevas adaptaciones asociadas a una mejora de la funcién cardiaca y del prondstico.
Este proceso demuestra la bidireccionalidad de la plasticidad miocardica. La
comprension clinica y bioldgica del remodelado inverso permanece incompleta, pues las
vias moleculares especificas responsables no estan bien definidas. Existe una
variabilidad interpersonal en la capacidad de regresion del remodelado patoldgico, pero
se desconocen las bases de esta heterogeneidad (Hellawell & Margulies, 2010).

En estudios de seguimiento postquirdrgico se ha observado que la regresién de la
hipertrofia se inicia de forma inmediata, alcanzando el pico en aproximadamente un
afo, pero el proceso se alarga durante afios y, en ocasiones, la masa del VI no llega a
normalizarse nunca. La probabilidad de reversibilidad de los dafios estructurales del VI
es inversamente proporcional al tiempo de evolucidon de la estenosis adrtica y a su
gravedad. Un remodelado excesivo, por tanto, asocia una probabilidad mas baja de
recuperar la normalidad de la masa VI tras la cirugia (Yarbrough et al., 2012). La
disfuncién sistdlica y una respuesta desfavorable al ejercicio en pacientes con FE
preservada pueden mantenerse durante muchos anos tras el reemplazo valvular
(Gozdzik et al., 2019).
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Villari et al. (1995) contribuyeron a esclarecer lo que se sabe sobre los efectos de la EA
sobre la estructura y funcidon del miocardio, antes y después de la AVR. Examinaron el
efecto del reemplazo valvular en los componentes de la MEC a nivel cardiaco. El
reemplazo valvular se asocié con disminucion en la fibrosis intersticial a corto y largo
plazo en comparacion con los valores previos a la cirugia, pero no se normalizé con el
paso del tiempo. Demostraron que aproximadamente un 20% de los pacientes con
estenosis adrtica mostraban alglin grado de intolerancia al ejercicio de 5 a 10 afios tras
la cirugia. Weidemann et al. (2009) apoyaron la hipdtesis de que el reemplazo valvular
no revertiria completamente la fibrosis miocardica inducida por la EA. En su estudio
concluyeron que el reemplazo valvular en pacientes con EA provoca menor mejoria
funcional en pacientes con fibrosis grave en comparacién con aquellos pacientes con
menor grado de fibrosis. Azevedo et al. (2010) observaron que grados mayores de
fibrosis miocardica se asociaban con una disminucién de la supervivencia después del
reemplazo valvular.

5. FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE B (TGF-B)

Se han estudiado numerosos marcadores moleculares en el contexto de la EA (Tabla 1),
pero uno de los que mas interés ha captado en esta patologia por su relevancia en el
desarrollo del remodelado miocardico y su complejidad de sefalizacién es la citoquina
TGF-B.

Tabla 1: Potenciales marcadores moleculares en la estenosis adrtica (Tabla traducida de
Yarbrough et al., 2012).

TABLA 1: Potenciales marcadores moleculares en la estenosis adrtica.

Osteopontina o Glicofosfoproteina que estimula la diferenciacién de
miofibroblastos en osteoblastos.
e Los niveles séricos estan aumentados en la EA.

Proteina C reactiva e Reactante de fase aguda que esta aumentado en
estados inflamatorios (ej. EA).
e Los niveles séricos pueden usarse para predecir la
gravedad de los sintomas asociados a EA.

BNP e Los niveles de esta hormona cardiaca endégena se
correlacionan con la clasificacion de sintomas de la
New York Heart Association y estan elevadas en
pacientes con sobrecarga de presidn secundaria a EA.

TGF-B e C(Citoquina que induce activacion de fibroblastos y
produccién de colageno (fibrosis) en respuesta a
sobrecarga de presion.
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Cardiotrofina-1 e (Citoquina derivada de fibroblastos cardiacos que
induce hipertrofia de miocitos y estimula el
crecimiento de fibroblastos.

Péptidos derivados e Debido a que los niveles séricos de péptidos derivados

del colageno del colageno reflejan la sintesis y degradacién de
colageno, su medida podria ser utilizada para valorar
la gravedad y progresion de los estados de sobrecarga
de presion.

MMPs e Enzimas proteoliticas dependientes de Zinc que
degradan la MEC del miocardio.
e Modulan vias de sefializacion interactuando con
citoquinas o sus receptores.

TIMPs e Proteinas enddgenas que se unen a MMPs y regulan su
actividad proteolitica.
e TIMP-1y-2 hanido mas investigadas en el marco de la
IC.

La superfamilia de factores de crecimiento transformante B (TGF- B) estd formada por
un conjunto de citoquinas pleiotréopicas y multifuncionales que juegan un papel
importante en la seiializacidn intercelular y que se encuentran implicadas, tanto durante
la embriogénesis como en la edad adulta, en una amplia variedad de fendmenos
celulares: migracion, adhesion, proliferacién, diferenciacion, apoptosis celular,
reparacion de tejidos y produccién de matriz extracelular (Goumans & ten Dijke, 2018;
Dobaczewski et al., 2011). Las alteraciones en la expresion y/o estructura de estas
citoquinas o de sus vias de sefializacién se han correlacionado con diversas patologias,
incluyendo enfermedades cardiovasculares, trastornos fibréticos y cancer. La
intervencion terapéutica dirigida a normalizar la sefalizacién alterada de la via TGF-B se
presenta como un drea emergente de investigacion (Goumans & ten Dijke, 2018).

5.1. Miembros de la superfamilia TGF-3

En la superfamilia TGF-B se agrupan diversas subfamilias en base a sus caracteristicas
estructurales y funcionales (Figura 3), entre las que destacan:

o TGF-Bs (TGF- B1, TGF- B2 y TGF- B3): TGF-B1 es la isoforma mas prevalente y se
encuentra en cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales, células de la
musculatura lisa vascular, macréfagos y otras células hematicas (Annes et al.,
2003).

o Activinas e inhibinas

BMPs (“bone morphogenetic proteins”)

o GDFs (“growth and differentiation factors”).

O
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Figura 3: La superfamilia TGF-B organizada en subgrupos (Weiskirchen & Meurer, 2013).

La subfamilia de TGF-Bs es una de las mejores caracterizadas del sistema cardiovascular
humano. TGF-B ha sido identificado extensamente como un factor clave en el desarrollo
de fibrosis, ejerciendo un papel central en las respuestas maladaptativas cardiacas
secundarias a la sobrecarga mantenida de presion en modelos animales y en humanos
(McVicker & Bennett, 2017; Dobaczewski et al., 2011).

Por otro lado, las citoquinas bone morphogenetic proteins (BMPs) representan 20 de los
33 miembros descritos de la superfamilia TGF-B en humanos, y son conocidos por ser
reguladores esenciales de la estructura y funcién del sistema cardiovascular. En los
ultimos afios son numerosos los estudios que demuestran el papel fundamental
desempeiiado por las BMPs en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis en el
corazén y en el sistema circulatorio. Mutaciones en los genes de los transductores de la
via de senalizacion BMP se han asociado con multiples enfermedades cardiovasculares,
como la hipertension arterial pulmonar (Orriols et al., 2017) y la telangiectasia
hemorragica hereditaria (Morikawa et al., 2011). Estudios recientes apoyan el papel
protector de la sefializacion via BMP en el remodelado cardiaco post infarto (Guo et al.,
2014; Sun et al., 2014) y, pacientes con coronariopatia, muestran una expresion
aberrante de transductores de la via BMP (Morrell et al., 2016).

Los TGF-B y las BMPs pertenecen a la misma superfamilia, sin embargo, cada uno
muestra una via de sefializacién Unica a través de proteinas especificas que determinan
respuestas, a menudo, opuestas (Massagué et al., 2012). Numerosas evidencias sobre
la comunicacién cruzada entre TGF-B y BMPs se han observado en fendmenos de fibrosis
de los principales érganos: rifiones, higado, pulmones y corazén (Dituri et al., 2019). Asi
mismo, ambas subfamilias estdn en el punto de mira en el campo de investigacién
cardiovascular desde hace décadas (Goumans & ten Dijke, 2018), por lo tanto, conocer
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y entender los mecanismos de sefializacién responsables de los efectos mediados por
TGF-B y BMPs es fundamental para disefiar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas
hacia el remodelado miocardico patoldgico en la EA.

5.2. Sefializacion de TGFBs y BMPs: vias candnicas y no candnicas

Los TGF-Bs son sintetizados por muchos tipos de células como precursores inactivos que
son secretados como complejos latentes a la matriz extracelular. Para la activacién de
TGF-B se requiere su liberacidn de los complejos de anclaje a la matriz extracelular. Esta
liberacion puede llevarse a cabo por interacciéon con trombospondina 1, plasmina,
metaloproteinasas de la matriz (MPP-2 y MPP-9), integrina B-6, pH acido, aumento de
la glucemia etc. La activacién de una pequefia parte de estos complejos latentes es capaz
de generar una respuesta celular maxima (Annes et al.,, 2003; Goraksha-Hicks &
Rathmell, 2009).

Todas las proteinas de la familia TGF- B se unen y activan complejos heterotetraméricos
de receptores de membrana clasificados como tipo | (TBRI) y tipo Il (TBRII) en base a su
estructura. Ambos contienen un dominio quinasa citoplasmatico con actividad serina-
treonina quinasa y actividad tirosina quinasa, por tanto, estos receptores estan
clasificados como quinasas de doble especificidad (Valdimarsdottir et al., 2006). Estos
receptores se dividen en dos subfamilias en base a sus caracteristicas estructurales y
funcionales (Massagué, 1998):

- Receptores tipo | (TBRI): también llamados ALK (Activin receptor-like kinase).
Existen siete tipos (ALK1-7).

- Receptores tipo Il (TBRII): existen cinco tipos: ActR-Il, ActR-1I1B, TBR-Il, BMPR-Il y
AMHR-II.

TGFB y activina se unen a los receptores tipo | ALK4, ALK5, ALK7 y al receptor TBR-II. Los
BMPs se unen a los receptores tipo | ALK1, ALK2, ALK3 y ALK6 y a los receptores tipo Il
ActR-Il, ActR-11B y BMPR-II (Massagué, 1998; Nickel et al., 2019).

La union del ligando induce el ensamblaje de dos receptores tipo | y dos receptores tipo
Il en complejos heterotetraméricos que permiten que el receptor tipo I, que tiene una
actividad quinasa constitutiva, fosforile las regiones del dominio citoplasmatico del
receptor tipo |, estimulando su actividad serina-treonina quinasa, con la subsiguiente
fosforilacion de distintas proteinas que actian como efectores intracelulares
propagando la sefial. A partir de este punto existen dos vias por las cuales los miembros
de la familia del TGF-B pueden desencadenar la respuesta celular (Hata & Chen, 2016):

- Lavia de sefalizacion dependiente de proteinas Smad o via candnica
- lLaviaindependiente de proteinas Smad o via no candnica

5.2.1. Via candnica: SMADs

Su denominacioén deriva de la fusion de los nombres de los dos primeros miembros
descritos de esta familia: “Sma” en Caenorhabditis elegans y “Mad” en Drosophila. Las
SMADs son proteinas intracelulares que actian como factores de transcripcion para
regular la expresiéon de genes. Estan formadas por dos dominios globulares,
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denominados MH-1 (N-terminal) y MH-2 (C-terminal), unidos por un segmento de
enlace. La funcién principal del MH-1 es la de unién al ADN. MH-2 es responsable de
mediar la interacciéon proteina-proteina con numerosas proteinas reguladoras y
efectoras, incluidos los receptores TGF-B, ciertas proteinas de anclaje citoplasmaticas,
cofactores de union a ADN especificos de linaje y modificadores de cromatina (Macias
etal., 2015).

La familia SMAD en humanos incluye ocho miembros clasificados en tres subfamilias
segln su funcidn:

R-SMADs: SMAD-1, -2, -3, -5 y -8. Son fosforiladas por los receptores tipo |. TGF-
B sefaliza a través de SMAD-2 y SMAD-3, mientras que los BMPs sefializan a
través de SMAD-1, -5y -8 (Macias et al., 2015).

Co-SMADs: SMAD-4. Se unen a las R-SMADs formando complejos que actuan
como reguladores transcripcionales, asi como reclutando co-reguladores
transcripcionales especificos.

[-SMADs: SMAD-6 y -7. Actiuan como inhibidores de la sefalizacién TGF-,
evitando la activacién de las R-SMADs y co-SMADs (Valdimarsdottir et al., 2006).
Carecen de dominio MH-1, pero mantienen el MH-2. SMAD-7 actia como un
inhibidor, en general, de todas las TGF-Bs, mientras que SMAD-6 bloquea
preferentemente la sefializacion de BMP (Hata & Chen, 2016).
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Figura 4: Vias de sefializacién candnicas (SMAD). A: sefializacién por TGF-Bs y activinas
a través de SMAD-2 y -3. B: sefializacién por BMPs a través de SMAD-1, -5 y -8 (Merino,

2014).
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La sefializacién de TGF-B por la via candnica ocurre mediante la fosforilacion de R-
SMADs (Figura 4). La unién de las R-SMADs a los receptores tipo | requiere la
transfosforilacidn de los receptores tipo | por los de tipo Il. Tras esta unién las R-SMADs
sufren una fosforilacion en una regidn especifica en el extremo carboxi terminal del
dominio MH-2, induciendo cambios conformacionales y su activacién, asi como la
formacién de complejos compuestos por R-SMADs y Co-SMADs (SMAD-4).
Generalmente, los receptores especificos de TGF-Bs y activinas fosforilan a SMAD-2 y
SMAD-3, mientras que los receptores especificos de BMPs fosforilan a SMAD-1, SMAD-
5 y SMAD-8. SMAD-4 es un mediador comun esencial en las vias de sefializacion TGF-
B/activina y BMP. Los complejos formados por R-SMADs y Co-SMADs se translocan al
nucleo donde se acumulan vy, solos o en asociacién con subunidades de union al ADN,
activan genes diana uniéndose a promotores especificos (Kawabata & Miyazono, 1998;
Chaikuad & Bullock, 2016; Massagué, 1998).

En estado basal, las proteinas SMAD van y vienen del citoplasma al ndcleo mediante el
contacto con nucleoporinas. Sin embargo, los complejos activados de SMADs requieren
factores nucleares de importacidon y exportacion (importinas y exportinas) para su
translocacion. En el nucleo, los complejos SMAD4-R-SMAD se unen a otros factores de
transcripciéon para el reconocimiento y la regulacién de la transcripcion de genes diana.
Las horquillas de unién al ADN en SMAD-1,-2,-3 y -5 son secuencias de aminodacidos
idénticas que reconocen la secuencia de ADN “CAGAC” (que corresponde al SBE o
“SMAD binding element”). Las SMAD-1 y SMAD-5, activadas por BMPs, se unen a
elementos ricos en “GC” ademas de los SBEs candnicos (CAGAC), lo que podria explicarse
por las diferencias en la posicidn de las horquillas de unién al ADN entre las R-SMADS.
Por tanto, el reconocimiento de secuencias de ADN especificas por los diferentes
complejos SMAD esta dictado por las preferencias por distintos “SBEs” y diferentes
cofactores transcripcionales (Massagué, 2012).

Entre los mecanismos que regulan la sefializacion mediada por TGF-Bs, BAMBI (“BMP
and activin membrane-bound inhibitor”) es una proteina transmembrana con dominios
extracelulares y transmembranales estructuralmente similares a los de los receptores
tipo I. Sin embargo, tiene una porcidn intracelular relativamente corta que carece de
dominio con actividad enzimatica serina-treonina quinasa. La ausencia de dicho domino
convierte a BAMBI en un pseudo-receptor incapaz de transmitir la sefal al interior de la
célula, por tanto, regula negativamente la sefializacion via TGF-B/BMPs/activinas
formando complejos receptoriales en los que substituye al receptor tipo | (Onichtchouk
etal., 1999).

5.2.2. Vias no candnicas: no- SMADs

Los receptores activados también sefializan a través de otras proteinas, que forman
parte de las vias de sefializacién no candnicas o no-SMADs (Figura 5). Los mecanismos
de accién que utilizan se pueden clasificar en tres tipos: vias de sefializacién no-SMAD
gue modifican directamente la funcién de SMADs, proteinas no-SMAD cuya funcion es
modulada directamente por SMADs y que transmiten sefales a otras vias, y proteinas
no-SMAD que interaccionan o son fosforiladas directamente por receptores TGF- B y no
afectan necesariamente la funcién de las SMADs (Moustakas y HeldIn, 2005). Incluyen
(Zhang, 2017):
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- Larutadelas MAPK (“mitogen-activated protein kinase”), que se dividen en ERKs
(“extracellular signal-regulated kinases”), JNK (“c-Jun amino terminal kinase”) y
p38.

- Lavia de IKK (IkB quinasa), PI3K (“phosphatidylinositol-3 kinase”) y Akt.

- Lavia de las GTPasas tipo Rho.

Se ha propuesto que la activacion de MAPK y PI3K complementa y converge con la
sefializacion via SMADs, aunque también pueden antagonizar la sefalizacién via
candnica en otros contextos. Los enlaces bioquimicos entre los receptores TGF-f y las
vias MAPK y PI13K son complejos e incluyen a TRAF6 (“tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6”), mTORC y otros mediadores. Debido a una falta de informacion
estructural, se desconoce si la activacion de estas vias esta directamente acoplada a los
receptores TGF- B, si es el resultado de la activacion colateral de otros receptores o si es
consecuencia de una comunicacién cruzada de la red de sefalizacidon. En cualquier caso,
las vias de MAPK y PI3K son rutas de sefalizacion importantes para los receptores
tirosina quinasas, “inputs” metabdlicos y estrés ambiental (Massagué, 2012).

Una de las funciones bioldgicas mas importantes del TGF-B es la de la transicidn epitelio-
mesénquima (MET), el cual es un proceso fisiolégico necesario para el desarrollo
embrionario, que puede convertirse en patolédgico asociado a metdstasis tumorales y
fibrosis. La activacidn de las rutas Erk, JNK/p38, RhoA y PI3K/Akt es uno de los pasos
necesarios para la MET mediada por TGF- B.

La via ERK regula un subconjunto de genes diana conocidos por su funciéon en el
remodelado de la interaccién célula-matriz extracelular y la movilidad celular. ERK
también puede fosforilar SMADs (-1,-2,-3) para regular su actividad. La via JNK/p38 es
esencial para la apoptosis inducida por TGF- B/BMP, actuando de manera coordinada
con la via SMAD. La via de las GTPasas tipo Rho juega un papel importante en el control
de la organizacién dinamica del citoesqueleto, en la movilidad celular y expresion de
genes. La via PI3K estd implicada en la reorganizacidon de los filamentos de actina
mediada por TGF- B y en la migracidn celular, también juega un papel en la proliferacién
de fibroblastos y la transformacion morfolégica mediadas por TGF- B. Ademas,
antagoniza algunos efectos mediados por SMADs, como la apoptosis y la inhibicion del
crecimiento inducida por TGF- B (Zhang, 2009).
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Actin remodeling

Figura 5: Vias de seializacién no-SMAD mediadas por miembros de la familia TGF-B
(Yoshimatsu & Watabe, 2011).

5.3. Regulacion de TGF-B y BMP en el remodelado miocardico.
TGF-B

Los TGF-Bs juegan un papel clave en el remodelado del ventriculo izquierdo mediando
el crecimiento de cardiomiocitos, la proliferacidn de fibroblastos y transdiferenciacién a
miofibroblastos, la sintesis de elementos de la matriz extracelular y la transicion epitelio-
mesenquimal para el reclutamiento de fibroblastos (Goumans & Ten Dijke, 2018; Villar
et al.,, 2009). En el corazdén, las tres isoformas de TGF-B estan presentes en
cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales, células de la musculatura lisa vascular,
macréfagos y otras células hematicas (Annes et al., 2003). TGF-B1 es la isoforma mas
estudiada dentro del sistema cardiovascular. Adema3s, la fibrosis cardiaca esta mediada
en parte por el TGF-B1, el cual es un potente estimulador de la produccién de colageno
por parte de los fibroblastos cardiacos (Ruiz-Ortega et al., 2007). La expresion de TGF-
B1 se ha observado que aumenta durante el desarrollo de procesos patoldgicos como la
hipertrofia cardiaca, la cardiomiopatia dilatada y la estenosis adrtica (Goumans & Ten
Dijke, 2018).

La produccién de TGF-B se correlaciona con la progresién de la fibrosis en higado,
pulmén, rifidn y corazén. En el higado, TGF-B promueve la proliferacion y migracion de
las células estrelladas y promueve su diferenciacion a miofibroblastos (Fabregat et al.,
2016). A nivel renal la sobreexpresion de TGF-B promueve la sintesis y depdsito de ECM
a través de la activacion SMAD3 (Samarakoon et al., 2013). A nivel pulmonar, el TGF-B
se considera la citoquina pro-fibrosis mas importante, promoviendo Ia
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transdiferenciacién de los fibroblastos pulmonares a miofibroblastos durante la fibrosis
pulmonar (Aschner et al., 2016). La fibrosis miocdardica es dirigida de forma primaria por
un aumento local de TGF-B (Dituri et al., 2019).

Villar et al., (2009) investigaron en ratones sometidos a coartacion del arco adrtico (TAC)
y en pacientes con EA grave la contribucion de TGF-B1 al remodelado miocardico
secundario a la sobrecarga de presion. Los niveles preoperatorios de TGF-B1 en plasma
fueron elevados en comparacién con los controles y, un afio después del reemplazo
valvular, los valores de TGF-B1 plasmaticos disminuyeron en los pacientes con EA, pero
no alcanzaron los valores de pacientes control. Los niveles plasmaticos preoperatorios
de TGF-B1 eran proporcionales al grado de sobrecarga de presion del VI del paciente con
EA, lo que sugiere una correlacidon directa entre la severidad de la patologia y la
liberacion de TGF-B1 al plasma. Ademas, los niveles plasmaticos de TGF-f1 se
correlacionaron positivamente con los niveles de expresion miocdardica de genes
asociados a la hipertrofia miocardica y a la fibrosis. Se correlacionaron positivamente
con los efectores de la via de sefializacién TGF-f SMAD-2 y TAK-1 y con los elementos
de la MEC como el colageno tipo | y lll y la fibronectina, asi como con las miosinas. Los
ratones sometidos a TAC mostraron la misma respuesta que los pacientes con EA.

En el remodelado miocardico inducido por TGF-B, tanto las vias SMAD como las no-
SMAD estdn implicadas a nivel transcripcional (Goumans & Ten Dijke, 2018). La
deficiencia de SMAD-3 en la sobrecarga de presién del ventriculo izquierdo disminuye la
fibrosis intersticial reduciendo el depdsito de colageno. Los fibroblastos con déficit de
SMAD-3 muestran menos transdiferenciacién a miofibroblastos y menor produccién de
coldgeno en respuesta a TGF-f3 (Dobaczewski et al. 2010). Esto sugiere que bloquear las
vias TGF-B/SMAD-3 puede ser una oportunidad de tratamiento en procesos fibroticos.
Por otro lado, TGF-B1 induce hipertrofia de cardiomiocitos a través de la via no candnica
por activacion de TAK1 (via TGF-B1/TAK1-p38MAPK) durante la sobrecarga de presion
miocdrdica, induciendo hipertrofia cardiaca y disfuncién sistdlica grave (Zhang et al.,
2000). La sinergia entre el TGF-B y la via HER2/Ras/MAPK a menudo conduce a la
secrecion de factores de crecimiento y citoquinas adicionales, incluyendo el propio TGF-
B, el cual promueve la transicidn epitelio-mesénquima vy la invasion celular. Las JNK
guinasas, en cambio, parecen regular negativamente la expresién autocrina de TGF-B1.
MEK/Erk ha sido observado como un regulador positivo de la transcripcién genética de
SMAD-3 en células epiteliales y de musculo liso (Guo y Wang, 2013).

BMPs

Las BMPs (“Bone Morphogenetic Proteins”) forman una de las subfamilias mas amplia
de la familia TGF-B y engloba a citoquinas que juegan un papel esencial en muchos
aspectos de la comunicacién celular en organismos avanzados, tanto en el desarrollo
embriogénico como en la homeostasis y regeneracion de tejidos en el adulto, asi como
la regulacion de la funcién y estructura cardiovascular. Las BMPs actiuan como un
importante regulador endocrino de las funciones cardiovascular, metabdlica vy
hematopoyética (Miyazawa & Miyazono, 2017; Nickel et al. 2019). La actividad mediada
por BMPs es predominantemente anti-fibrdtica, a menudo en antagonismo con TGF-B,
aungue existen estudios que respaldan que la sefializacion via BMP puede reforzar la de
TGF-B (Dituri et al. 2019); segun Katsuno et al., (2018) en su estudio in vitro con células
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epiteliales humanas, la sefializacion via BMP puede fortalecer la de TGF-B, a través de la
activacion de la proteina arginina metiltransferasa 1 (PRMT1), cuya sobreexpresion se
ha observado en carcinomas. La PRMT1 metila a SMAD-6/7 (inhibidoras) provocando su
disociacion del receptor tipo | y permitiendo la unién y activaciéon de SMAD-1/3/5, para
finalmente promover la transicion epitelio mesénquima (EMT) durante la fibrosis.

BMP-7 fue descubierta hace 30 afios como un factor critico en el desarrollo y la
formacién de hueso (Ozkaynak et al., 1990) y, posteriormente, se ha demostrado su
importancia en la homeostasis de los érganos y, especificamente, como un mecanismo
opuesto a las acciones profibroticas de TGF-B (McVicker & Bennett., 2017; Weiskirchen
& Meurer, 2013) (Figura 6). Recientemente estudiaron en ratones TAC y de-TAC la
modulaciéon de BMP-7 utilizando (i) BMP-7 recombinante, (ii) anticuerpo anti-BMP-7 y
(iii) un ratén knock-out heterocigoto (BMP-7*/). El tratamiento con la proteina
recombinante BMP-7 en ratones TAC atenua y frena el desarrollo del remodelado
miocardico. Asimismo, en los ratones de-TAC el tratamiento con esta proteina facilita el
remodelado inverso y por el contrario se ve exacerbado al tratar los ratones de-TAC con
el anticuerpo anti-BMP-7 o en los heterocigotos BMP-7*- (Merino et al., 2016). Otro
estudio reciente en cultivos de fibroblastos cardiacos (Chen et al., 2016) concluyd que
BMP-7 puede regular la via TGF-B/SMAD-3 activando las SMADs 1/5 y reduciendo los
niveles de expresion de coldgeno | y a-SMA. Dentro del campo cardiovascular,
diferentes estudios han demostrado que BMP-7 ralentiza la progresion de la
calcificaciéon arterial tanto en humanos como en ratones con diabetes e hiperlipidemia
(Zhang et al., 2019; Davies et al., 2003; Freedman et al., 2009).

Profibrotic effects:
1 ECM proteins
+ Cell apoptosis
, Cell proliferation
| Cell differentiation

Antifibrotic effects:

+ ECM degradation

* MMP activity

+ Tissue homeostasis

Figura 6: el efecto anti fibrético de la sefalizacion BMP-7/SMAD. La fosforilacién de
SMAD-1/5/8 mediada por BMP-7 conlleva la transcripcion de genes diana que se oponen
a los efectos fibrogénicos inducidos por la sefializacién TGF-B-SMAD-2/3. Los efectos
anti fibréticos son: un aumento de la degradaciéon de la matriz extracelular (ECM),
aumento de la actividad de la metaloproteinasa de la matriz (MMP) y una regulacién
positiva de la homeostasis tisular (McVicker& Bennett, 2017).
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Por otro lado, la bibliografia también recoge el estudio de diferentes BMPs en relacion
con el remodelado cardiaco. BMP-10 ha sido asociado a la reduccién de la fibrosisy a la
mejora de la funcién cardiaca a raiz de modelos de infarto de miocardio en ratones
(Morrell et al., 2016). BMP-2 ha demostrado ser capaz de neutralizar la accion de TGF-
B1 en la fibrosis cardiaca. Wang et al. (2012) observaron que, en cardiomiocitos en
cultivo, BMP-2 promueve la formacion del complejo SMAD-6/Smurfl, que revierte los
efectos pro-fibréticos del TGF-B1 promoviendo la degradacion de su receptor y
alterando la activacién de SMAD-3 dependiente de TGF-B. Otra citoquina de la familia
de BMPs estudiada en el remodelado miocardico patolégico es BMP-4. BMP-4 es una
citoquina mecanosensible y proinflamatoria (Sorescu et al., 2004). Se ha descrito que
BMP-4 puede elevarse de forma aguda o crdnica en la hipertrofia patoldgica secundaria
a la sobrecarga de presion, lo que no ocurre en la hipertrofia fisioldgica inducida por
ejercicio (Morrell et al., 2016).

6. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DEL REMODELADO
MIOCARDICO POR SOBRECARGA DE PRESION

Los modelos animales son de gran importancia en el estudio de la patogénesis de las
enfermedades cardiovasculares y en el desarrollo y mejora de los procedimientos de
diagndstico, preventivos y terapéuticos (Rai et al., 2018). El conocimiento de las bases
moleculares y celulares de la biologia cardiovascular se ha obtenido principalmente de
modelos animales experimentales de pequeno tamafio, particularmente ratones (Dixon
& Spinale, 2009). Aunque los modelos animales nunca se asemejan completamente a la
realidad observada en la clinica, si que permiten obtener informacién directa de
determinados fendmenos relacionados con la enfermedad, asi como la utilizacion de
procedimientos invasivos y dificilmente aplicables en estudios clinicos. Aun asi, se debe
de ser prudente a la hora de extrapolar los resultados experimentales a la practica
clinica. Por otro lado, no hay que olvidar la existencia de una normativa y unos
procedimientos de regulacién de la experimentacion cuya finalidad es evitar el
sufrimiento de los animales durante el desarrollo de los estudios experimentales. Entre
las principales limitaciones se encuentran las diferencias existentes entre la enfermedad
humana y la inducida experimentalmente, asi como las diferencias en los mecanismos
de regulacién genética o en los factores que determinan las funciones cardiaca y
vascular (Chorro et al., 2009).

Gran parte del conocimiento sobre los mecanismos moleculares de fibrosis miocardica
viene de estudios experimentales en animales tales como perros, cerdos, ovejas y
roedores. El coste reproductivo y de mantenimiento de los roedores es mucho menor
gue el de los animales de mayor tamafio, lo que aumenta el nimero de animales en el
estudio y mejora la capacidad estadistica. Por tanto, los roedores tienden a ser los
animales experimentales mds prevalentes. Estos modelos animales pueden ser
producidos mediante diferentes técnicas, principalmente cirugia, farmacologia vy
manipulacidn genética (Ding et al., 2020).

Los modelos animales que reproducen experimentalmente la hipertrofia del ventriculo
izquierdo debido a la sobrecarga de presidn y su regresidon son fundamentales para el
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conocimiento de los mecanismos moleculares y celulares implicados, asi como para la
identificacion de nuevas estrategias terapéuticas.

El modelo mas popular es la coartacién adrtica transversa (TAC). Fue validado por
primera vez por Rockman et al. y representa una herramienta util para simular
patologias cardiacas con sobrecarga de presidn en el ventriculo izquierdo, como es el
caso de la estenosis adrtica (Rockman et al., 1991; Rai et al., 2018). Esta consiste en la
colocacién de un cerclaje con sutura quirdrgica en el segmento medio del arco aértico
transverso, entre los origenes del tronco arterial braquiocefalico y la arteria cardtida
primitiva izquierda. Ligando el arco adrtico se eleva la poscarga, teniendo como
resultado la hipertrofia del ventriculo izquierdo y el remodelado tisular, el cual es
caracterizado por el aumento del didmetro de los cardiomiocitos, la acumulacién de
coldgeno intercelular y alteracion de la funcion del VI, conduciendo al final al desarrollo
de insuficiencia cardiaca (IC) y a la muerte. Para determinar el grado de sobrecarga de
presién producida por la ligadura adrtica, se usa una sonda Doppler de alta frecuencia
para medir la ratio entre las velocidades de flujo sanguineo y las arterias carétidas
derecha e izquierda. La cuantificacion del gradiente de presidn a través de la estenosis
adrticay la estratificacion de la hipertrofia ventricular izquierda son las grandes ventajas
de este modelo. El grado de constricciéon determina el nivel de desarrollo de hipertrofia
y el marco temporal en el cual se desarrolla la dilatacién y la IC. Los ratones de mayor
edad (>12 meses) tardan mas en desarrollar una respuesta adaptativa de las arterias
carétidas al TAC, por lo que desarrollan una miocardiopatia dilatada mds rapido que los
ratones mas jovenes (3-4 meses) (DeAlmeida et al., 2010). En general, a partir de las
cuatro semanas de TAC comienza a observarse deterioro de la funcidn sistélica del Vl'y
mortalidad de los animales, que progresan en las semanas siguientes hasta llegar a la
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) en torno a 8-10 semanas tras la constriccidn. Las
principales limitaciones de la técnica de TAC de Rockman son la elevada mortalidad
perioperatoria, en parte debido al dafio traumatico que sufre la aorta durante la
intervencion, defectos en la reproducibilidad del grado de estenosis y el requerimiento
de personal bien entrenado.

Merino et al. (2018) proponen un modelo de TAC alternativo al cldsico (técnica de
Rockman), el cual genera un grado de estenosis totalmente controlado y predefinido
adecuado al didametro del arco aédrtico individual de cada ratén. El DLC (“double loop-
clip”) genera una estenosis del arco adrtico customizada vy, por tanto, una reduccién
proporcional y una sobrecarga de presién del VI homogénea y estandarizada. Esto
facilita una constriccidn precisa, predecible, totalmente controlada y estable, que puede
realizarse facilmente por personal de laboratorio con un entrenamiento quirurgico
basico (Merino et al., 2018) (Figura 7).
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Figura 7: Representacion de
técnicas de TAC. La técnica
de Rockman (a) se realiza
anudando una ligadura que
rodea la aorta junto con una
canula de calibre 27G que se
retira inmediatamente
después de fijar el nudo. La
técnica de DLC (Double
loop-clip) (b) utiliza una
sutura (preparada antes de
la operacién) con dos nudos ‘
separados !oor una distan'cia Rockman f [ DLC I) /
predeterminada que define {

el grado de constriccién, que se enlaza dos veces alrededor del arco adrtico. Después se
pone un microclip bajo ambos nudos, lo que produce el grado preasignado de estenosis
(Imagen modificada de Merino et al., 2018).

Otros métodos para crear modelos de sobrecarga de presidn en animales es la
coartacién de la aorta ascendente y de la aorta abdominal. El primero proporciona una
sobrecarga mayor y mas rapida en el VI. En cambio, el segundo deja intacta una porcién
mayor de la circulacidn, a fin de una posible compensacién, y es principalmente usado
para el estudio del dafio cardiovascular en la hipertension (Yuejia Ding et al., 2020;
DeAlmeida et al., 2010).

Asimismo, se han desarrollado modelos que reproducen el proceso de regresiéon del
remodelado tras la liberacién del estrés hemodinamico, tal y como sucede en la clinica
de la estenosis aodrtica tras el recambio valvular adrtico. Estos modelos se basan en la
coartacién quirurgica de la aorta durante periodos variables, seguida de la retirada de la
ligadura, mediante la técnica de de-TAC, y el seguimiento de los animales (Merino,
2014). Los ratones se siguen con ecocardiografia para analizar el curso temporal de la
recuperacién morfofuncional y, tras el sacrificio del animal, se estudia en el tejido del
corazén la reversion de los cambios estructurales y sus mecanismos moleculares.
Utilizando este modelo, se evidencié que la duracién de la sobrecarga de presién es un
factor determinante asociado al grado de regresion del remodelado que se produce tras
la eliminacion de la sobrecarga. Después de la retirada de la constriccién, existe una
primera fase en la que se produce una disminucidn considerable de la masa miocardica,
y, por lo tanto, de la hipertrofia. En un estudio se observd que, en ratones sometidos a
TAC, la disminucién de la masa del ventriculo izquierdo era del 25% una semana después
de la cirugia de de-TAC (Gao et al., 2005).

Por ultimo, hay que afiadir que los avances tecnoldgicos han permitido originar, en raton
modelos con alteraciones en sitios especificos del genoma. En los denominados ratones
knock-out (inactivacion genética mediante recombinacion homdloga), se inactivan
genes especificos para conseguir informacién sobre su funcién en patologias
determinadas. Por otra parte, en los denominados ratones knock-in se reemplazan o se
mutan determinados genes y se analizan sus patrones de expresion, asi como los efectos
de estas variaciones en fendmenos concretos (Rai et al., 2018; Chorro FJ et al., 2009). Se
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han realizado determinaciones in vivo efectuadas en modelos murinos con
modificaciones genéticas de sobreexpresion, delecion o mutacion que producen
hipertrofia y fibrosis cardiaca, y que aportan informacion sobre los factores que
determinan la funcidén sistélica y diastdlica, asi como los tratamientos farmacoldgicos
que las modifican. Por ejemplo, Kandalam et al. (2011) utilizaron un modelo de ratén
con delecién de TIMP-2 (TIMP27-) sometidos a TAC para determinar el papel de TIMP-2
en la respuesta cardiaca al estrés biomecanico, concluyendo que la pérdida de TIMP-2
conduce a un aumento de la disfuncién y remodelado cardiaco secundario a sobrecarga
de presién.

NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS CONTRA EL REMODELADO
MIOCARDICO EN LA ESTENOSIS AORTICA

El creciente conocimiento sobre las bases moleculares y la regulacién de las vias de
sefializacion de TGF-B y BMP, asi como los mecanismos implicados en el desarrollo y
progresion del remodelado miocardico patoldgico secundario a la sobrecarga de presién
han permitido la creacion de una importante red de investigacion sobre nuevos
tratamientos dirigidos a paliar y/o prevenir los cambios maladaptativos del ventriculo
izquierdo, determinados por la fibrosis y la hipertrofia de los cardiomiocitos, en
enfermedades cardiovasculares caracterizadas por sobrecarga de presidon como la
estenosis aodrtica. Esta busqueda de terapias farmacoldgicas complementarias a la
cirugia en la EA ha sido motivada por la alta prevalencia de dicha enfermedad y el
limitado prondstico en pacientes con EA grave tras el reemplazo valvular. En este
apartado se hace una revisién de algunas de las estrategias terapéuticas que modulan
las vias de sefalizacion TGF-B y/o BMP utilizadas en los ultimos afios en estudios
experimentales con modelos de sobrecarga de presion (Tabla 2).

Tabla 2: Nuevas estrategias terapéuticas contra el remodelado miocardico en la
sobrecarga de presion modulando las vias de sefalizacion TGF-3/BMP.

Alteracion
Modelo . , Efectos sobre .
. Estrategia vias TGF- Referencia
animal el remodelado
B/BMP
Ratén
KO para TGF- Reduccion de Prevencion Varshnev et
(TGF- B1 derivadode SMAD 2 desarrollo de ol 2019y
B1plateletko_ plaquetas fosforilado estenosis adrtica v

LDLR*).
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Inhibicién Disminucién Disminucién
TAC en . ., . . Green et al.,
raton farmacolégica  expresion TGF-  hipertrofia Vly 2019
de HuR* B1 fibrosis
TAC en rata Mimic de miR-  Silenciamiento Disminucién de Zhou et al.,
101a TGFpBRI la fibrosis 2018
Reduccién Disminuye la
TAC en < . expresion y hipertrofia, Jinetal.,
. A I o . .,
ratén cido galico fosforilacién disfunciény 2018
SMAD-3 fibrosis cardiacas
Activador de Reduccion Disminucion de .
TACen g s . . Bugyei-Twum
raton SIRT-1: fosforilacién la hipertrofia Vl y et ol 2018
SRT1720 SMAD-2/3 fibrosis Y
Disminucién de
Disminucién la fibrosis y la
TACy de- BMP-7 'SI'eC-]n::;aCIon e hlpj'rtmﬂa Merino et al
TACen recombinante cardiacas. v
ratén humano Aumento 2016
sefalizacidn via Mejoradela
BMP-7 regresion de la
hipertrofia VI.
TAC en Delecion de Au~m§ntq ?ie la Exacerbacion del Villar et al.,
ratén BAMBI sefalizacion por remodelado 2013
(knockout) TGF-B miocardico
Coartacion S R.egre5|or.1
aorta Disminucion hipertrofia Karakikes et
AAV9.miR-1 expresion TGF-
ascendente ., al.,, 2013
B1 Detencion
en rata .,
progresion
Inhibicién de L,
transcriocion Disminucién de
TAC en Inhibidor de via de P la fibrosis e Sunetal.,
raton BMP-4: DMH-1 . hipertrofia 2012
senalizacion de cardiacas
BMP-4 '
TACen Antlcugrpo DlsmlnuF|on de Koitabashi et
, neutralizador Blogueo TGF-B la fibrosis
raton . . al.,, 2011
anti-TGF-p miocardica
TAC en Tamoxifen- ., Disminucién de Koitabashi et
. . Inactivacion . )
ratén inducible TBR2 . la fibrosis al., 2011
s genética del . . !
conditional intersticial e
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knockdown receptor TGF- B hipertrofia

(cKD) tipo 2 (TBR2) cardiaca.
. Disminucién de  Disminucion

Induccion del , . .

receptor la via de fibrosis
TAC en mutapnte sefializacion de  intersticial. Lucas JA et
raton TGF- B através Aumento dela al., 2010

DnTGFRII . .,

mediante Zn?* del receptor dilataciény

TGF-B tipo 2 disfuncién VI.

*LDLR: receptor de Low-Density Lipoprotein (LDL); *HuR: proteina antigeno humano R

Un estudio reciente sobre el papel de TGF-B1 en la estenosis adrtica (Varshney et al.,
2019), demostré que el TGF-B1 derivado de plaquetas puede contribuir directamente a
la progresion de esta patologia. Para estudiar la progresién de la EA utilizaron un modelo
murino de EA, utilizando una cepa de ratones Ldlr/- Apob%/1% (LDLR) y acelerando la
progresién de la estenosis adrtica mediante una dieta alta en grasas. Con ayuda del
microscopio electrénico de barrido y técnicas de inmunotincién identificaron plaquetas
activadas ancladas a las células endoteliales valvulares con un aumento de SMAD-2
fosforilado. Para estudiar el papel especifico del TGF-B1 derivado de plaquetas en la EA
utilizaron un modelo de ratén con TGF-B1 plaquetario inhibido (TGF-B1Patelet-kO_| p| R),
en el que observaron una disminucion de la progresion de la EA y de SMAD-2 fosforilado,
asi como unos niveles menores de miofibroblastos en la valvula adrtica en comparacion
con los controles. Esto sugiere que el TGF-B1 derivado de plaquetas desencadena la
progresién de la EA provocando un aumento de la sefializacion en células endoteliales
valvulares y su transformacién en miofibroblastos productores de coldgeno. Por tanto,
la inhibicion del TGF-B1 derivado de plaquetas podria atenuar o prevenir enfermedades
con fibrosis en las que interviene la activacién plaquetaria, como es el caso de la
estenosis aodrtica.

El estudio de los receptores de TGF-B, también ha sido abordado ampliamente en
modelos animales por sobrecarga de presiéon. Un estudio en ratones sometidos a TAC,
(Koitabashi et al., 2011) estudiaron la accion en el remodelado del VI al neutralizar la
accién de TGF-B. Se administré a un grupo de animales TAC un anticuerpo neutralizador
de TGF- B y observaron: (i) supresion de la activacion SMAD en el intersticio (no en
miocitos, por lo que la activacion no candnica esta conservada) y (ii) disminucion
marcada de la fibrosis, sin afectar al grado de disfuncidn y dilatacién cardiacas. También
estudiaron la inactivacion del receptor de TGF-B tipo 2 y observaron una inhibicién de
todas las respuestas maladaptativas (inhibicion de SMADs y TAK1 en miocitos e
intersticio). Por ultimo, el bloqueo del receptor TGF- B tipo 1 (TBR1) tuvo como
consecuencia la supresion solamente en el miocito, disminuyendo ligeramente la
fibrosis y manteniendo la hipertrofia y la disfunciéon. Este estudio muestra los
potenciales beneficios de inhibir las vias no candnicas de la sefializacién TGF-B, en
particular TAK1. También muestra la complejidad de la sefalizacién TGF-B y sugiere la
necesidad de desarrollar diferentes estrategias contra TGF-B dirigidas a células
miocardicas especificas.
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En otro estudio en el que también se plantearon la modulacidn sobre la actividad de los
receptores de TGF-B (Lucas et al., 2010), utilizaron un modelo de ratén transgénico que
expresaba una mutacion dominante negativa inducible del receptor de TGF-B tipo Il
(DNTGFBRII). Con este modelo, estudiaron las respuestas estructurales y funcionales del
ventriculo izquierdo a la sobrecarga de presiéon en ausencia de una cascada de
sefializacion TGF-B. Los ratones DnTGFBRII expresan un receptor TGFBRII truncado, que
carece de dominio quinasa y no tiene actividad intrinseca y que compite con los
receptores enddgenos para la formacidon de complejos heterodiméricos. Los ratones
DnTGFBRII y los ratones control recibieron aleatoriamente Zn?* para inducir la
sobreexpresién de DnTGFBRII y luego fueron sometidos a TAC. Una semana mas tarde
de la constriccidn la proliferacidn intersticial habia disminuido considerablemente en el
ventriculo izquierdo de los ratones DNnTGFBRII+ Zn%*. Al mes y a los 3 meses el depdsito
de coldgeno en el VI estaba disminuido en los ratones DnTGFBRII+ Zn?* en comparacion
con los controles. El didmetro sistélico final y los volimenes finales sistdlicos y
diastélicos estaban significativamente aumentados, mientras que la fraccion de
eyeccion y la fraccién de acortamiento estaban disminuidos en los ratones DnTGFBRII+
Zn?*sometidos a TAC. En conclusidn, estos resultados indican que la interrupcion de la
sefializacion TGF-B atenua la proliferacién intersticial no miocitaria y disminuye el
depdsito de colageno inducido por sobrecarga de presién. Sin embargo, este modelo
promueve la dilatacion y disfuncion cardiaca.

En referente al estudio de receptores de TGF-B en el remodelado miocdrdico bajo sobre
carga de presion, Villar et al. (2013) establecieron la hipdtesis de que BAMBI
(pseudorreceptor de TGF-B) tiene un papel protector en el remodelado ventricular
izquierdo secundario a sobrecarga de presion. El modelo animal estudiado fue ratones
BAMBI knock-out sometidos a TAC. Observaron que la expresion de BAMBI estaba
aumentada en pacientes con EA y ratones con TACy que se correlacionaba directamente
con TGF-B. La delecion de BAMBI en ratones provocé un aumento en el miocardio de la
sefializacion TGF-f a través de la via candnica (SMADs) y no candnica (TAK1-p38 y TAK1-
JNK). Como consecuencia, el remodelado miocardico en respuesta a la sobrecarga de
presién en ratones BAMBI”- presenté una mayor hipertrofia, dilatacién y deterioro de la
funcién sistdlica y diastdlica. Los ratones BAMBI7-, en comparacién con los controles,
mostraron una expresiéon nuclear mayor de SMAD-4 y MAPKs a causa de TAK1, asi como
p38-MAPK y JNK-MAPK, bajo sobrecarga de presion. De manera consecuente, la
progresion de la fibrosis e hipertrofia miocardica del VI fueron exacerbadas y aceleradas
tras la TAC en ratones BAMBI”/- en comparacién con los controles. En conjunto, estos
hallazgos identifican a BAMBI como un modulador negativo del remodelado miocardico
secundario a sobrecarga de presion y, por tanto, una potencial diana terapéutica para
patologias cardiacas con sobrecarga de presion.

En la bibliografia aparecen numerosas referencias sobre el estudio de sustancias y/o
biomoléculas que puedan tener un papel desconocido en el remodelado cardiaco.
Concretamente |la proteina antigeno humano R (HuR) es una proteina que se une a
multiples ARNs mensajeros involucrados en inflamacién, hipertrofia y fibrosis, y regula
directamente la expresiéon de ARNm diana mediante la modulacién de su estabilidad y/o
traduccion (Srikantan & Gorospe, 2012). Green et al. (2019) crearon un modelo en
ratones con una delecién especifica de la HuR en cardiomiocitos para demostrar la
hipdtesis de que la delecion de HuR protege contra el remodelado cardiaco y el
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deterioro funcional en la sobrecarga de presion. Mostraron que la delecion de HuR
reduce la hipertrofia, dilatacion y fibrosis del VI y preserva la funcién cardiaca en un
modelo de hipertrofia inducida por sobrecarga de presién secundaria a TAC en ratones.
La evaluacion de los cambios globales en la expresion de genes dependientes de HuR
sugiere que los mecanismos bdsicos de esta proteccidon ocurren a través de una
disminucion de la sefializacion de la fibrosis, especificamente a través de la disminucién
de la expresién de TGF-B. Finalmente, la inhibicion farmacolégica de HuR tras el
desarrollo inicial de la hipertrofia patolédgica secundaria a la TAC también produjo una
reduccion significativa en la progresién patolégica, caracterizada por una reduccién en
la hipertrofia, dilatacién y fibrosis y una funcion preservada. Estos resultados establecen
la inhibicién de HuR como un enfoque terapéutico viable para la hipertrofia cardiaca
patoldgica y la insuficiencia cardiaca secundarias a sobrecarga de presién.

También se han encontrado referencias sobre las sirtuinas y el remodelado cardiaco y la
implicacion de TGF-P. Las sirtuinas son una familia de enzimas desacetilasas de histona
NAD-dependientes. Existen siete tipos en mamiferos, pero la mayoria de la investigacién
se ha centrado en la sirtuina 1 (SIRT-1), la cual se ha relacionado con enfermedades
cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y cancer (Hall et al., 2013). Bugyei-
Twum et al. (2018) establecieron la hipdtesis de que la pérdida de la expresién y
actividad de la SIRT-1 tiene como consecuencia una activacién crénica de la via de
sefalizacion TGF-B, promoviendo la acetilacion de SMAD-2/3 y aumentando la actividad
de TGF- B1. Por tanto, reestablecer la actividad de SIRT-1 mediante el compuesto
activador de SIRT-1, SRT1720, reducira la activacion de la sefalizaciéon TGF-,
previniendo el remodelado ventricular y mejorando la funcién cardiaca en un modelo
animal. Para corroborarlo, utilizaron un modelo murino de sobrecarga de presién en
ratones sometidos a TAC y tratados con SRT1720, un compuesto que aumenta la
actividad deacetilasa de SIRT-1. El resultado fue la prevencién del remodelado
ventricular y la disminucién de la sefializacion de TGF-B, con una reduccidn observada
de la fosforilacién de SMAD-2/3, en los ratones sometidos a TAC. Por tanto, mediante el
aumento de la actividad deacetilasa de SIRT1 usando el compuesto SRT1720, pudieron
prevenir el remodelado ventricular y reducir la activacién de TGF-B en un modelo
murino de sobrecarga de presidn. Estos hallazgos sugieren que la pérdida de la actividad
de SIRT-1 contribuye al remodelado ventricular y que, por tanto, su potenciacion podria
ser una nueva estrategia terapéutica contra el remodelado miocardico patolégico
secundario a sobrecarga de presién.

Otra de las sustancias estudiadas recientemente que pueda actuar sobre el remodelado
cardiaco bajo sobre carga de presion, es el acido galico. Es un acido trihidroxibenzoico
gue se encuentra en las hojas de té y en algunas plantas. Jin et al. (2018) estudiaron el
efecto de esta sustancia sobre la disfuncion y la fibrosis cardiaca en un modelo de
insuficiencia cardiaca secundaria a sobrecarga de presion en ratones TAC y en cultivos
primarios de fibroblastos cardiacos de rata. Los resultados que obtuvieron determinaron
gue el acido galico disminuye la hipertrofia y la disfuncion cardiaca y la fibrosis inducidas
por TAC in vivo y por TGF-B1 in vitro. Ademas, observaron que el tratamiento con acido
galico inhibe la expresion de genes relacionados con la fibrosis (colageno tipo |,
fibronectina, CTGF, actina del musculo liso) y el depdsito de colageno tipo | en
fibroblastos cardiacos tratados con TGF-B1. Todos estos resultados sugieren que el acido
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galico es un potencial agente terapéutico para la disfuncidn cardiaca y la fibrosis en la
insuficiencia cardiaca por sobrecarga de presién.

Dentro de las moléculas que se estudian como potenciales dianas terapéuticas en las
enfermedades cardiovasculares estan los microRNAs. Los microRNAs son cadenas cortas
de ARN no codificante que actuan regulando post-transcripcionalmente el ARN
mensajero de proteinas dianas. Ente otros, Zhou et al. (2018) demostraron un
mecanismo inhibitorio en “loop” entre el microRNA miR-101a y TGF-B e investigaron el
potencial terapéutico de miR-101a en la fibrosis cardiaca inducida por sobrecarga de
presién. Se evaluaron los efectos de miR-101a sobre la proliferacién de fibroblastos, la
transdiferenciacion de miofibroblastos, la sintesis de coldgeno, la apoptosis y la
autofagia en fibroblastos cardiacos de rata. Las ratas sometidas a TAC se trataron con
un mimic de miR-101a 1, 3y 7 dias después de la cirugia. La funcidn ventricular izquierda,
asi como la fibrosis del VI se evaluaron a los 2 dias, 2 y 10 semanas después de la cirugia.
En este estudio concluyeron que MiR-101a inhibe la proliferaciéon de fibroblastos
mediante la induccion de apoptosis celular y reduce la sintesis de coldgeno. A su vez,
MiR-101a también inhibe la via de sefializacién de TGF-B, al ser TGFBRI diana directa,
produciendo una reduccién de la fosforilacién de SMAD-3. Por otro lado, TGF- inhibe
la actividad del promotor de miR-101a. El tratamiento con el mimic-101a atenud el
remodelado patoldgico del ventriculo izquierdo y preservé la fraccion de eyeccién
cardiaca a las 10 semanas post-TAC. El tratamiento con miR-101a, administrado de
forma precoz después de la sobrecarga de presién, inhibe la sefializacion de TGF-j,
reduce la fibrosis cardiaca y preserva la funcién del VI.

Karakikes et al. (2013) demostraron que la restauracion crénica de la expresidn génica
de miR-1, un regulador clave de la hipertrofia cardiaca, in vivo revierte la hipertrofia y
protege del remodelado miocardico adverso inducido por sobrecarga de presién. El
modelo utilizado fueron ratas sometidas a una coartacién quirdrgica de la aorta
ascendente vy, tras dos semanas de evolucién, se administré de forma aleatoria un virus
adeno-asociado que expresa miR-1 (AAV9.miR-1). El resultado de la administracion de
miR-1 fue la reversién de la hipertrofia cardiaca y la detencién de la progresién de la
enfermedad en comparacion con los controles. Ademas, la terapia de remplazo de miR-
1 conllevdé una disminucién marcada de la fibrosis miocardica (con una disminucién
significativa de la expresion de mARN de TGF-B1 y del CTGF), una mejora del manejo del
calcio, inhibicion de la apoptosis e inactivacidn de las vias de sefializacion de la proteina
quinasa activada por mitégeno (ERK 1/2, INK y p38), lo que sugiere un efecto beneficioso
en la prevencion del remodelado ventricular maladaptativo. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la restauracién de la expresién del gen miR-1 es una nueva
estrategia terapéutica potencial para revertir la hipertrofia cardiaca inducida por
sobrecarga de presion y prevenir el remodelado cardiaco maladaptativo.

Las BMPs también acaparan atencion como posibles dianas terapéuticas en la
diminucion de la fibrosis e hipertrofia miocardica. Merino et al. (2016) investigaron la
relevancia fisiopatolégica del desequilibro entre la senalizacion TGF-B y BMP-7 en el
remodelado VI en pacientes con EA grave y en modelos de ratdon sometidos a TAC. En
ambos modelos de sobrecarga de presién la sefializaciéon de TGF-B estaba favorecida,
mientras que la expresién y sefializacion de BMP-7 estaba disminuida y, como
consecuencia, la ratio de niveles de expresion TGF-B1/BMP-7 era elevada. En este
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estudio, observaron una correlacion inversa entre BMP-7 y los niveles de colageno,
fibronectina y expresion de B-MHC, asi como la hipertrofia y la disfuncién diastélica, y
una correlacién directa con la funcidn sistolica en modelos de ratones sometidos a TAC.
Ademas, el tratamiento con BMP-7 recombinante en los ratones sometidos a TAC tuvo
como resultado la prevencién de la sobreexpresion miocardica de genes relacionados
con el remodelado (TGF-B1, TGF-B2, Col I, Col lll, FN1, y B-MHC). A las 3-4 semanas tras
la administracion de BMP-7 recombinante, se produjo la detencién del remodelado en
curso, la hipertrofia VI, la dilatacion cavitaria y la disfuncion sistélica y diastdlica. El
tratamiento con BMP-7 recombinante tras el de-TAC a las 4 semanas supuso una mejora
de la regresidn de la hipertrofia VI y de la recuperacién de las funciones sistdlica y
diastdlica, por lo que BMP-7 muestra un papel positivo en el remodelado inverso tras la
eliminacion de la sobrecarga de presién. En biopsias miocardicas de pacientes con EA
severa se observaron niveles de expresidn preoperatorios significativamente mas bajos
de BMP-7 y mas altos de TGF-B1 comparados con muestras control. Los niveles de mARN
de BMP-7 se correlacionaron inversamente con la expresion génica de TGF-B1. Los
niveles de BMP-7 preoperatorios fueron determinados como un predictor negativo
significativo de la masa del ventriculo izquierdo, mientras que TGF-B1 se mostré como
un predictor positivo. En conjunto, estos datos sugieren a BMP-7 como diana
terapéutica para el tratamiento de la hipertrofia VI y la mejora del remodelado inverso
tras el reemplazo valvular en pacientes con EA.

Sun et al. (2012) investigaron el papel del BMP-4 en la hipertrofia cardiaca, la apoptosis
y la fibrosis en varios modelos experimentales de hipertrofia cardiaca patoldgica. Los
modelos in vivo fueron ratones con sobrecarga de presién secundaria a TAC y ratones
con infusién continua de angiotensina Il, y el modelo in vitro fueron cardiomiocitos en
cultivo expuestos a angiotensina Il. La expresién de BMP-4 aumenté en los ratones con
sobrecarga de presién y en los cardiomiocitos en cultivo; en cambio, no lo hizo en los
ratones control con hipertrofia fisiolégica (ejercicio). EIl aumento de BMP-4 indujo
hipertrofia y apoptosis en los cardiomiocitos y fibrosis cardiaca, y estas consecuencias
patoldgicas fueron inhibidas por el tratamiento con los inhibidores de BMP-4 nogina y
DMH1. La hipertrofia inducida por angiotensina Il en cardiomiocitos también fue
reprimida por los inhibidores de BMP-4. El mecanismo subyacente de la hipertrofia y
apoptosis de cardiomiocitos por BMP-4 fue a través del aumento de expresién de la
NADPH oxidasa 4 y de las vias de dependientes de las especies reactivas de oxigeno.
DMH1 inhibid la hipertrofia secundaria a sobrecarga de presién en ratones in vivo. Los
niveles plasmaticos de BMP-4 en pacientes con insuficiencia cardiaca estaban
aumentados en comparacion con aquellos sin insuficiencia cardiaca. En resumen, estos
autores presentan BMP-4 como un mediador pro-hipertréfico y una posible diana
terapéutica para la hipertrofia cardiaca patoldgica.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La estenosis adrtica es una patologia frecuente cuya prevalencia esta en aumento en la
poblacién occidental, cada vez mas envejecida, debido al aumento de la esperanza de
vida. Los cambios en la poscarga se traducen en un remodelado miocardico, al principio
adaptativo, que se caracteriza principalmente por una hipertrofia de los cardiomiocitos
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y un mayor depdsito de componentes de la matriz extracelular en forma de fibrosis
intersticial y perivascular. Si el estrés biomecanico se mantiene en el tiempo, se produce
un remodelado patoldgico que compromete las funciones diastélica y sistdlica llegando
en ultimo término al desarrollo de insuficiencia cardiaca y la muerte.

De una manera simplificada se podria definir a la EA como un problema mecanico
(obstruccién valvular) que requiere una solucion mecanica (reemplazo valvular), por lo
qgue el problema desapareceria tras el reemplazo de la valvula adrtica. Sin embargo, la
constatacion de que algunas de las consecuencias son irreversibles a pesar del
tratamiento quirdrgico y que existe un prondstico desfavorable a largo plazo en los casos
mas graves de estenosis adrtica, ha puesto sobre la mesa la necesidad de investigar
nuevas estrategias que modifiquen los mecanismos moleculares relacionados con el
remodelado miocardico patoldgico con la intencidn de prevenirlo o ralentizarlo hasta el
momento del reemplazo valvular y, de esa forma, ayudar a la regresién del remodelado
del VI tras la cirugia.

Las alteraciones en la expresién de las citoquinas pertenecientes a la superfamilia TGF-
B y/o de los efectores de sus vias de sefializacidn, se han relacionado con los cambios
moleculares, celulares y fenotipicos caracteristicos del remodelado miocardico
patoldgico secundario a la sobrecarga de presién. Por tanto, existen numerosas areas
de investigacion dirigida a desarrollar nuevas estrategias moleculares que modulen las
vias de sefializacién de TGF-B/BMP para modificar el curso natural de las enfermedades
cardiovasculares con sobrecarga de presién. Es importante resaltar que los TGF-Bs son
conocidos por mediar la hipertrofia de cardiomiocitos y la fibrosis cardiaca, en cambio
los BMPs tienen efectos predominantemente anti-fibréticos.

Por otro lado, el estudio experimental de la sobrecarga de presion se ha podido llevar a
cabo gracias al desarrollo de modelos animales de sobrecarga de presién, como por
ejemplo los ratones sometidos a TAC. Recientemente se ha introducido una nueva
variacion en la técnica TAC que genera un grado de estenosis totalmente controlado y
predefinido adecuado al didametro del arco aértico individual de cada raton. Ademas, el
modelo de reversidn (de-TAC) permite el estudio de las caracteristicas del remodelado
inverso y de las estrategias terapéuticas que podrian optimizarlo. No obstante, existen
limitaciones en este tipo de modelos, ya que no deja de ser un modelo simplificado de
la enfermedad en humanos, obviando la presencia de comorbilidades que pueden
modificar la fisiopatologia y la evolucién clinica.

La revisidn de estudios experimentales que modulan las vias de sefializacién TGF-B/BMP
muestra un aumento considerable de nuevas estrategias terapéuticas que
potencialmente podrian ser trasladadas a la practica clinica mediante el desarrollo de
terapias farmacoldgicas. Algunas se muestran especialmente prometedoras, como es el
caso de BMP-7, citoquina que estd sélidamente establecida como responsable de un
mecanismo antifibrdtico opuesto a la sefializacion mediada por TGF-B. Sin embargo,
existen limitaciones en el desarrollo de estas terapias; la expresion y sefializacién de
TGF-B y BMP ocurre en diferentes érganos y depende mucho del contexto, por lo que la
modulacion de estas vias puede ir acompaiiada de efectos secundarios fuera de la diana
terapéutica. Ademads, el remodelado miocdrdico es un proceso complejo y
multifactorial, por lo que las terapias dirigidas a un solo gen o proteina podrian ser
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insuficientes a nivel de eficacia en la practica clinica, pudiendo necesitarse el desarrollo
de terapias combinadas. Como conclusién, un mayor estudio e investigacién de estas
potenciales dianas terapéuticas son necesarios para su traslado a la practica clinica y
para encontrar la estrategia mas efectiva y segura para alcanzar el éxito del tratamiento
contra el remodelado miocardico en la estenosis adrtica.
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