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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La estenosis adrtica es la valvuopatia mas comudn que
requiere cirugia en el mundo occidental. El objetivo del presente trabajo fue el
entrenamiento acerca de la valoracién de la hipertrofia ventricular izquierda por
sobrecarga de presion y de su regresion desde el punto de vista ecocardiografico.

Material y métodos: Estudio experimental llevado a cabo en ratones de la cepa
C57/BL6, comparando diferentes variables ecocardiograficas en situacion basal, a las 4
semanas tras la constriccion de la aorta transversa y a las 4 semanas tras la de-
constriccidn de la aorta transversa.

Resultados: Tras el CAT, durante las 4 semanas de seguimiento, la MAPSE y la FEVI se
deterioraron, mientras que el resto de las variables (el SIV, la PP, el DTS, el DTD, la
relacion E/é, el gradiente, la masa cardiaca y la masa ajustada al peso) aumentaron
progresivamente. Tras el de-CAT, tras otras 4 semanas de seguimiento, los valores que
se recuperaron con respecto al CAT fueron la PP, el DTS, la FEVI, la masa cardiaca y el
gradiente. Si bien ninguno de estos, ni obviamente el resto, alcanzaron los valores
basales.

Conclusiones: Los cambios ecocardiograficos morfo-funcionales en este modelo murino
muestran paralelismo con los de los pacientes con estenosis adrtica, observdndose
hipertrofia ventricular concéntrica, acompafiada de deterioro significativo de la
funciodn sistdlica en los ejes radial y longitudinal y de la funcién diastdlica.

Palabras clave: Estenosis adrtica, hipertrofia del ventriculo izquierdo, constriccién del
arco aodrtico, variables ecocardiograficas, remodelado inverso.



ABSTRACT

Background and aims: Degenerative calcific valvular aortic stenosis is the most
common heart valve disease of the adult that requires surgery in the western world.
This pathology imposes a restriction to left ventricular ejection that translates into a
progressive pressure overload. The aim of this study was the training to evaluate the
pressure overload left ventricular hypertrophy and it's regression from the
echocardiographic point of view in the clinical and experimental scenarios.

Material and methods: Experimental study, carried out in mice (strain C57/BL6),
comparing different echocardiographic variables in basal situation, four weeks after
surgical transverse arch aortic constriction (TAC) and four weeks after the release of a
previous transverse aortic constriction.

Results: During the following 4 weeks after TAC, the MAPSE and the left ventricular
ejection fraction (LVEF) deteriorated, whereas the rest of the morphofunctional
variables (IVST, PWT, ESD, EDD, E/e’, transcoarctational gradient, LVM and LVMI
normalized to the animal’s weight) increased progressively. Four weeks after the
surgical release of the aortic banding (de-TAC), some of these variables (PWT, ESD,
LVEF, LVM and transcoarctational gradient) regressed, but none of them recovered
baseline values.

Conclusions: The echocardiographic morphofunctional changes in this mice model
accurately mirror those of the patients with aortic stenosis and include LV concentric
hypertrophy, significant deterioration of the systolic function, in the radial and
longitudinal axes, and of the diastolic function.

Keywords: Aortic stenosis, left ventricular hypertrophy, aortic arch constriction,
echocardiographic variables, reverse remodelling.
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1. INTRODUCCION
1.1 ESTENOSIS AORTICA

La estenosis aodrtica (EA) es una valvulopatia caracterizada por el estrechamiento
anormal del orificio de la valvula adrtica, en consecuencia se produce una obstruccion
al flujo de salida de la sangre desde el ventriculo izquierdo. En los paises occidentales,
es la enfermedad valvular que con mayor frecuencia requiere tratamiento quirtrgico®
y la valvulopatia mas frecuente del adulto. Ademas de la estenosis adrtica a nivel
valvular existen otros cuadros, con similares consecuencias fisiopatolégicas aunque
menos prevalentes, en los que la obstruccion puede situarse por encima
(supravalvular) o por debajo (infravalvular) del plano valvular.

La EA tiene tres causas principales: congénita, reumatica y degenerativa. La EA valvular
sin valvulopatia mitral acompafiante es mas frecuente en hombres que en mujeres,
raras veces tiene una causa reumatica y habitualmente es congénita o degenerativa=-

Estenosis adrtica congénita: Las vdlvulas adrticas congénitamente malformadas
pueden ser uni-, bi-, tri- o cuadricUspides. Las valvulas unicuspides producen
obstruccién grave en la lactancia y son las malformaciones valvulares adrticas mas
frecuentes en nifios menores de un afio. Las valvulas congénitamente bicuspides
presentan fusidon de las comisuras en el momento del nacimiento, aunque con
frecuencia no producen estenosis grave del orificio adrtico durante la infancia. Con
frecuencia tienen agregacion familiar, compatible con una herencia autosémica
dominante, de modo que esta justificado el cribado ecocardiografico a los familiares
de primer grado. Las vdlvulas tricuspides congénitamente estendticas cursan con
cuspides de tamafo desigual y cierto grado de fusién de las comisuras y, aunque
muchas de estas valvulas mantienen la funcién normal durante toda la vida, se ha
propuesto que el flujo turbulento que produce alteracion congénita leve de la
arquitectura puede producir fibrosis y en ultima instancia calcificacién y estenosis
progresiva. Las valvulas adrticas estenodticas en la edad adulta con morfologia
tricispide pueden tener un origen congénito, reumatico o degenerativo.

Estenosis adrtica adquirida: La EA reumatica se debe a un proceso inflamatorio
valvular de origen autoinmune con desencadenante infeccioso que origina adhesiones
y fusiones de las comisuras y neovascularizacién de los velos, lo que da lugar a
engrosamiento, retraccién y rigidez de los bordes libres de las cuspides. Aparecen
nddulos calcificados en ambas superficies, y el orificio queda reducido a una pequefia
abertura redonda o triangular. En consecuencia, la vdlvula reumatica con frecuencia es
insuficiente ademas de estendtica. La EA reumatica esta disminuyendo en frecuencia
en los paises desarrollados. A menudo coexiste con afectacion de la valvula mitral y
suele haber presencia de nédulos de Aschoff en el miocardio en los casos de carditis
grave.

La EA degenerativa calcificada relacionada con la edad es en la actualidad la causa mas
frecuente de EA en adultos y es mas frecuente en hombres que en mujeres (3-4:1)>. En
un estudio ecocardiografico poblacional se observd que el 2% de las personas con 65 o
mads anos tenia EA calcificada franca, mientras que el 29% mostraba esclerosis de la



valvula aértica, una fase previa de degeneracidn sin estenosis significativa. Se esta
imponiendo la teoria de que el proceso degenerativo incluye cambios proliferativos e
inflamatorios, con acumulacién de lipidos, estimulaciéon de la actividad de la ECA e
infiltracion por macréfagos y linfocitos T, que en ultimo término dan lugar a la
formacion de hueso. Los factores de riesgo para la aparicion de una EA calcificada son
similares a los de la aterosclerosis vascular e incluyen hipertension arterial sistémica,
elevacion de la concentracién sérica de colesterol LDL y de Lp(a), diabetes, y
tabaquismo. La estenosis adrtica degenerativa comparte varios factores de riesgo con
la aterosclerosis y las medidas de prevencidon secundaria con modificaciéon de estos
factores pueden retrasar su progresion.

Con la reduccién del area valvular adrtica (AVA) se produce una disipacion de energia
durante el transporte de sangre desde el VI a la aorta. Cuando la restriccién del AVA
supera el 50% con respecto al normal, se produce un aumento significativo de la
presion del VI, pero la presion adrtica se mantiene dentro de la normalidad hasta el
desarrollo de disfuncién sistdlica del ventriculo izquierdo en las Ultimas fases de la
enfermedad. El aumento de la presién intracavitaria del VI, se acompana de
incrementos paralelos de la tensidn o estrés sistdlicos intraparietales de acuerdo con la
ley de Laplace y de un deterioro del gasto cardiaco en linea con el aumento de la
postcarga®®* 108,

El corazén normaliza la tensidn sistélica mediante el engrosamiento parietal. La EA se
desarrolla, generalmente, con lentitud y por eso la hipertrofia aparece de forma
proporcional al aumento de la presion intracavitaria, de modo que la tension parietal
del miocardio se mantenga dentro de la normalidad. Por tanto, el mecanismo mas
importante por el que el corazén hace frente a la obstruccidn del tracto de salida del VI
es la hipertrofia ventricular.

Las propiedades diastdlicas estan alteradas en la EA. Esta anomalia se debe tanto al
deterioro de la relajaciéon miocardica como a la alteracidén de la distensibilidad del
ventriculo izquierdo hipertréfico. Como resultado, aumenta la presiéon telediastdlica
del VI, aunque no es patognomonico de este cuadro. Para llenar el VI, la auricula se ve
obligada a contraerse de forma enérgica, en consecuencia, gracias a la sistole auricular
se produce el llenado del VI y la longitud de fibra necesarios para conseguir un
volumen diastédlico final adecuado. Se produce un aumento transitorio de la presién
auricular izquierda debido a una onda a grande, pero la presion auricular media se
mantiene dentro de la normalidad. La sobrecarga crénica de presion a la que se ve
sometida la auricula izquierda provoca la hipertrofia de sus paredes como respuesta
adaptativa a un ventriculo relativamente rigido y diastole-dependiente.

En fases avanzadas, el progresivo aumento de la postcarga a la que esta sometido el VI
condiciona la insuficiencia para bombear todo el volumen de sangre que recibe a
través de la valvula mitral. Esto se acompafia de una dilatacion ventricular progresiva,
aumento de las presiones de llenado ventriculares, deterioro de la fraccién de
eyeccion y finalmente insuficiencia cardiaca.

En la evolucién natural de los pacientes con EA hay un periodo latente asintomatico,
durante el cual hay una obstruccién y una sobrecarga de presidn crecientes sobre el



miocardio. Las manifestaciones cardinales de la EA son la angina de pecho, sincope y
disnea de esfuerzo. Estos sintomas la mayoria de las veces comienzan en la quinta o
sexta décadas de la vida en los casos de EA congénita o reumatica y en la octava o
novena en los que tiene EA degenerativa calcificada. La angina habitualmente es
similar a la observada en pacientes que tienen enfermedad arterial coronaria, porque
es precipitada por el ejercicio y se alivia con el reposo. El sincope se produce la mayor
parte de las veces por la reduccién de la perfusidon cerebral que ocurre durante el
esfuerzo cuando hay disminucién de la presion arterial de manera secundaria a
vasodilatacion sistémica en presencia de gasto cardiaco fijo. Como el gasto cardiaco se
mantiene en limites normales durante muchos afios en pacientes que tienen EA grave,
habitualmente no son importantes sintomas como la fatigabilidad, debilidad, cianosis
periférica u otras manifestaciones de bajo gasto cardiaco hasta etapas bastante tardias
de la evolucién de la enfermedad.

La ecocardiografia es la prueba complementaria mas importante para evaluar y seguir
a los pacientes que tienen EA y para seleccionar los candidatos a la cirugia. La
ecocardiografia transtoracica bidimensional es util para detectar la calcificacidon
valvular, para perfilar los velos valvulares y a veces para determinar la gravedad de la
estenosis mediante la visualizacion del orificio. El orificio se puede definir con mas
claridad mediante ecocardiografia transesofdgica, que ofrece una proyeccién de eje
corto mas precisa de la valvula aodrtica. La ecocardiografia Doppler permite calcular el
gradiente de presién entre el ventriculo izquierdo y la aorta a partir de la sefal de
velocidad sistdlica a través de la vdlvula adrtica utilizando la ecuacién modificada de
Bernoulli. Los gradientes que se determinan de manera no invasiva por este método se
correlacionan bien con los registrados mediante cateterismo del corazén izquierdo. El
método Doppler puede sobrestimar la gravedad de la EA debido al fendmeno de
recuperacion de presion distal a una estenosis, que influye menos sobre las
mediciones manométricas que se realizan en un cateterismo. Sin embargo, la
magnitud de este efecto se puede calcular lo que permite corregir las mediciones para
obtener una evaluacién exacta de la gravedad de la EA.



1.2 HIPERTROFIA VENTRICULAR IZQUIERDA

El corazén, ademds de su funcién primaria como bomba, es un dérgano capaz de
adaptar su estado tréfico a las necesidades de cada individuo. Es importante
mencionar que esta caracteristica es bidireccional, de forma que facilita desde la
pérdida de masa cardiaca en situaciones de descarga mecdnica con soporte
circulatorio, ingravidez o reposo prolongado, hasta los incrementos fisiolégicos
durante el entrenamiento deportivo de alto rendimiento, el embarazo o el crecimiento
postnatal®>. Ademds, el corazén puede desarrollar hipertrofia patoldgica debida a
numerosas patologias cardiovasculares®capaces de inducir un remodelado patoldgico.

El remodelado cardiaco es una respuesta de plasticidad tisular que incluye complejas
modificaciones transcripcionales, de senalizacion, estructurales, electrofisiolégicas y
funcionales del cardiomiocito. En paralelo participan otras células miocardicas como
los fibroblastos (producen fibrosis), las células endoteliales vasculares (provocan
disfuncién endotelial), las células musculares lisas de la pared vascular (relacionadas
con la rigidez vascular) y los leucocitos (promotores de la inflamacion)®.

En cuanto al remodelado fisioldgico, hay que destacar que en la edad adulta existe una
enorme diversidad interindividual en el tamafio del corazén. Dentro de las multiples
disciplinas deportivas, en atletas profesionales se observan incrementos superiores al
50% de la masa cardiaca con respecto a los valores normales. En las modalidades
donde predomina el ejercicio isométrico y asocian sobrecarga de presién, como la
halterofilia, se produce remodelado concéntrico del VI, mientras que en deportes de
resistencia con ejercicio isotdnico y alto gasto cardiaco, como la natacion, la hipertrofia
se produce en forma de remodelado excéntrico®.

El remodelado patolégico del miocardio incluye un conjunto de eventos moleculares y
celulares que se producen tras un insulto al miocardio, que desencadena cambios en la
morfologia, estructura, dimensiones y funcién de las cavidades cardiacas’.

Desde un punto de vista macroscépico se distinguen tres patrones de crecimiento del
ventriculo (Figura: 1). El remodelado concéntrico es una modificacion geométrica con
aumento del grosor relativo de la pared ventricular pero con masa cardiaca normal. La
hipertrofia concéntrica es un incremento en el grosor relativo de la pared y de la masa
cardiaca sin o con minimo cambio en el volumen intracavitario. La caracteristica
estructural de este patrén de crecimiento, que muchas veces se debe a una sobrecarga
de presidn, por ejemplo la EA, es la adicién de sarcémeras en paralelo junto con el
crecimiento del didmetro de los cardiomiocitos. La hipertrofia excéntrica es un
incremento de la masa cardiaca con un incremento del volumen intracavitario. El
grosor relativo de la pared puede estar aumentado normal o disminuido®. La
estimaciéon de la masa ventricular mediante Resonancia Magnética cardiaca es mas
precisa que mediante la ecocardiografia.

El desarrollo de la hipertrofia concéntrica del VI, en las fases iniciales de la EA, tiene
como objetivo compensar el estrés sistdlico de la pared, que se produce por el
aumento de la presion dentro de la cavidad, y mantener la funcién sistélica *°.
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Figura 1: Imagen representativa de la seccidn transversal de un corazén sano y con hipertrofia
concéntrica y excéntrica. A: Corazén normal. B: Corazén con hipertrofia concéntrica, en el que el
tamafio del corazéon apenas se modifica pero si aumenta en espesor de la pared VI. C: Corazdn con
hipertrofia excéntrica, con una dilatacion evidente de la cavidad VI. (Imagen modificada de
http://950fwhatyouteach.blogspot.com).

La primera manifestacién funcional que acontece con el remodelado hipertréfico es la
disfuncién diastdlica, que se refleja en una elevacién de la presion de llenado del VI. Se
produce un depdsito progresivo de coldgeno tipo | en la matriz extracelular que
produce un aumento de la rigidez de las paredes y a su vez una mala relajacién. En el
estrato subendocardico, zona de mayor estrés biomecdnico, se localizan las fibras
miocérdicas longitudinales y es la zona mas vulnerable a la sobrecarga de presién®’. En
estadios finales, la fibrosis intersticial generalizada y la pérdida de cardiomiocitos,
provocan una disfuncion sistélica con afectacion de la fraccidn de eyeccién™?.

El remodelado del miocardio debido a la sobrecarga de presion del VI produce
hipertrofia del cardiomiocito, proliferacion de los fibroblastos y secrecidon excesiva de
proteinas de la matriz extracelular. La orquestacion celular de estos fendmenos exige
una comunicacion entre cardiomiocitos adyacentes y con otras extirpes celulares que
se produce por mecanismos autocrino, paracrino y a través de uniones gap vy
complejos de adhesién®>.

A partir del periodo postnatal, los miocitos cardiacos son células terminales con un
potencial proliferativo minimo o nulo por lo que la Unica forma de adaptacién a la
sobrecarga hemodindmica que conservan las células cardiacas es mediante la
hipertrofia. Asi, en condiciones de estrés como la sobrecarga de presion, se ha
observado que presentan distintos grados de poliploidia, habiéndose detectado hasta
8 nucleos en una misma célula. Por lo tanto, se considera que la poliploidia es una
forma de respuesta frente al estrés biomecanico*.
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1.2.1 ACTIVACION NEUROHUMORAL EN EL REMODELADO CARDIACO

El componente principal de la pared del VI son los cardiomiocitos. Pero estos
representan solo el 30% de las células del miocardio, aunque, dado su tamafio, son los
principales contribuyentes a la masa cardiaca. El 70% restante estd constituido por
fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliales, etc.

En el remodelado del VI inducido por sobrecarga de presion se produce hipertrofia del
cardiomiocito, proliferacion de fibroblastos y un depdsito excesivo de proteinas
estructurales pertenecientes a la MEC. Por lo tanto, la respuesta del corazén frente al
estimulo patolégico esta condicionada, tanto por la coordinacién entre las vias de
sefalizaciéon intercelular del cardiomiocito, como por la comunicacién con otros
cardiomiocitos y con otras estirpes celulares (fibroblastos, células inflamatorias, etc.)
tanto dentro del corazén, como a nivel sistémico.

El cardiomiocito se diferencia de forma terminal poco después del nacimiento, siendo
virtualmente incapaz de experimentar division celular posteriormente. Asi pues, la
Unica forma que tiene de adaptarse a una mayor demanda funcional es la hipertrofia.
Los cardiomiocitos son células que presentan distintos grados de poliploidia ya desde
el nacimiento del individuo. En condiciones de estrés, como la sobrecarga de presion,
el nimero de nucleos por célula se multiplica, habiéndose observado hasta 8 nucleos
en una misma célula. Este fendmeno no es exclusivo de los humanos, habiéndose
observado también en diferentes especies de mamiferos. Dada la incapacidad de los
cardiomiocitos para proliferar, se considera que la poliploidia es una forma de
reaccionar frente al estrés metabdlico o biomecdnico. En estudios realizados en
pacientes con estenosis adrtica sometidos a recambio valvular, el nimero de nucleos
por cardiomiocito se correlaciona directamente con el indice de mortalidad, e
inversamente con el remodelado inverso postoperatorio comentado mas adelante.

La sarcémera constituye la unidad funcional del aparato contractil del cardiomiocito, y
se compone de diversas proteinas que podemos agrupar en: contractiles (miosina,
actina, tropomiosina, complejo de troponina) y citoesqueléticas (a-actinina, titina,
etc.). Las proteinas contractiles se estructuran formando filamentos gruesos (miosina)
y finos (actina, tropomiosina y troponinas).

La miosina se considera el motor molecular de la contraccién cardiaca. Estd compuesta
por seis subunidades variables: cuatro cadenas ligeras MLC (multiples isoformas) y dos
cadenas pesadas MHC; dos isoformas posibles a y B). La conformacion espacial de la
miosina y su actividad enzimatica ATPasa (adenosintrifosfatasa) determinan la
formacién de puentes cruzados con los filamentos finos de actina v,
consecuentemente, el rendimiento contractil de la sarcomera. Las cadenas ligeras
poseen sitios de fosforilacion que permiten la regulacion de la actividad ATPasa de la
miosina pesada, mientras que en las cadenas pesadas existe un dominio con actividad
ATPasa que libera la energia necesaria para promover la contraccion, comportandose
como transductor quimico-mecanico. Esta actividad ATPasa es la que determina la
principal diferencia de ambas isoformas de MHC, siendo la actividad de MHCa
(“miosina rdpida”) hasta 3 veces mayor que la de MHCB (“miosina lenta”). En el
corazon de humanos adultos, al igual que ocurre en otros mamiferos, hay una mayor

12



proporcion de MHCB, mientras que en el caso de los roedores existe un mayor
predominio de MHCa. La maxima velocidad de acortamiento del musculo cardiaco se
correlaciona con la proporcién MHCa/MHCB, aunque se desconoce el mecanismo del
efecto beneficioso de la isoforma MHCa.

La sobrecarga de presion del VI, induce el aumento de la sintesis de varias proteinas
del cardiomiocito, una de ellas es la MHCP. Al contrario, en la misma situacién otras
proteinas, como la MHCa se ven reguladas a la baja’®. Este cambio en las proporciones
de ambas proteinas se ha relacionado con una dilatacion de la camara del VI y un fallo
de la contractilidad. Sin embargo, en la hipertrofia fisioldgica inducida por el ejercicio
aumenta la expresion de la MHCa, lo que provoca un aumento de la actividad ATPasay
una mejora de la contractilidad'®. Estos datos dieron lugar a la hipdtesis de que en el
remodelado miocardico patolégico, la substituciéon de MHCa por MHCPB provocaria un
enlentecimiento en la actividad ATPasa de la miosina y, consecuentemente, una tasa
reducida de formacién de puentes cruzados entre actina y miosina. El resultado final
seria un deterioro de la contractilidad y de la capacidad del cardiomiocito para generar
fuerza. En humanos con insuficiencia cardiaca la capacidad ATPasa miofibrilar esta
marcadamente reducida, a pesar de que la magnitud del cambio de isoformas en el
miocardio del VI no es tan acusada como la que se ve en el ratén porque, aungue se
produce una importante represion de la isoforma MHCa, ésta sélo constituye el 10%
de la MHC total

En el deterioro funcional del corazén en la estenosis adrtica hay que destacar la
muerte de los cardiomiocitos por la sobrecarga de presion'’. Se ha propuesto, que los
cardiomiocitos demasiado hipertrofiados y disfuncionantes podrian sufrir apoptosis.
Varias moléculas (IGF-1, citoquinas, neurregulina etc.) estimulan la hipertrofia v,
ademads, inhiben la apoptosis. Cuando éstos fallan, las células cardiacas mueren. Al
contrario, TNF-a, la actividad simpatica y la angiotensina-Il se encuentran implicados
en la apoptosis de los cardiomiocitos.

La matriz extracelular constituye la estructura supramolecular tridimensional que sirve
como esqueleto para todas las células contenidas en el miocardio. Sin embargo, lejos
actuar como un simple andamio, cumple multiples funciones que hacen posible un
amplio abanico de procesos cardiacos. Al actuar como base de anclaje para los
componentes celulares del miocardio y nexo de comunicacién entre estos, la matriz
extracelular integra en cada excitacion el aporte de cada célula individual, permitiendo
la contraccién coordinada y conjunta del tejido a nivel macroscdépico. La organizacidn,
composicion y densidad de la matriz extracelular son dinamicas, no sélo en
condiciones patoldgicas, sino en condiciones normales. La matriz extracelular
contribuye en gran medida a las propiedades biomecanicas del tejido. Aparece
fisicamente anclada a la membrana basal aunque forma una unidad funcional
diferente que, ademas de dar resistencia mecdnica y soporte estructural al miocardio,
provee a este del compartimento extracelular a través del cual se distribuyen sefiales y
nutrientes y migran los fibroblastos. En el corazén, sus componentes principales son
los colagenos de los tipos I, 11, VI y XII, los proteoglicanos y las proteinas matricelulares
que aparecen asociadas a los componentes anteriores.

En la estenosis adrtica se produce el depdsito exagerado de coldgeno de tipo I,
inicialmente, y de tipo | a medida que el proceso progresa. Ademas, la acumulacion de
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fibras de colageno tipo | incrementa la rigidez de la pared ventricular, lo que puede
comprometer su distensibilidad y facilitar la aparicion de disfuncién diastélica*®

El remodelado lento y moderado de la matriz extracelular es caracteristico del tejido
cardiaco sano, donde la sintesis y la degradacién de las proteinas de la matriz
extracelular se encuentran en equilibrio dindmico El mantenimiento adecuado del
equilibrio en la matriz extracelular esta sujeto a la accién de varios grupos de enzimas
proteoliticas que participan en la degradacién de los diferentes componentes. Entre
estas enzimas se encuentran las ADAM (A disintegrin and metalloprotease domain-
containing protein), las proteasas séricas (plasmina, elastasa derivada de neutrdfilos,
catepsina G, etc.), las cistein-proteasas (catepsinas B, L y S), aspartil-proteasas
(catepsina D) y las MMPs (matrix metalloproteinases).

Las MMPs resultan especialmente relevantes para el remodelado de la matriz
extracelular cardiaca en condiciones normales y patoldgicas. En conjunto, las MMPs
pueden degradar la practica totalidad de proteinas presentes en la matriz extracelular
y la relacién de sustratos identificados permanece en constante aumento. Debido a la
eficacia de estas enzimas degradando sus sustratos, el establecimiento de un estricto
control de su actividad resulta fundamental®®. Las TIMPs (tissue inhibitors of MMPs)
son proteinas de bajo peso molecular que se unen avidamente a MMPs inhibiendo su
actividad. La alteracién del balance entre MMPs y TIMPs podria contribuir a la
dilatacion del VI, asi como a la transicidon de la disfuncion diastdlica a disfuncion
sistdlica e insuficiencia cardiaca en las fases avanzadas de la hipertrofia por sobrecarga
de presion?®.

En el remodelado cardiaco fisioldgico, existe un equilibrio dindmico entre la sintesis y
la degradacion de los componentes de la matriz extracelular que produce el
remodelado lento de la misma. Se debe a la accién de varios enzimas proteoliticos
como son las ADAM, catepsinas B, L y S y las metaloproteinasas de la matriz (MMPs).
Las MMPs son especialmente importantes en cuanto al remodelado de la matriz en
condiciones patoldgicas. Pueden degradar casi la totalidad de las proteinas presentes
en la matriz extracelular, por lo tanto, es fundamental un estricto control de su
funcionamiento®®. Los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz
(TIMPs) se unen avidamente a las MMPs inhibiendo su actividad. Si se altera el
equilibrio entre las MMPs y los TIMPs el ciclo de recambio de las proteinas de la matriz
extracelular se ve afectado y ello puede contribuir a la disfuncién diastélica, disfuncién
sistdlica y, en fases avanzadas, insuficiencia cardiaca®’.

Los fibroblastos son las células mas abundantes del miocardio, responsables de la
sintesis y la composicion de la MEC. Al contrario que los cardiomiocitos, los
fibroblastos tienen capacidad proliferativa y ante situaciones de sobrecarga de presion
en el VI se multiplican, aumentando la capacidad de sintesis de MEC. En condiciones
patoldgicas, como la hipertrofia por sobrecarga de presion, también aparece en escena
un tipo celular denominado miofibroblasto, caracterizado por la sintesis de matriz
extracelular en grandes cantidades, ademas de contener haces de filamentos de actina
semejantes a los de una célula muscular lisa, lo que le proporciona una gran movilidad.
Su origen es multiple: diferenciacion de los fibroblastos residentes, bajo el estimulo de
factores neurohumorales; diferenciacion a partir de células hematopoyéticas
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circulantes derivadas de la médula dsea; y por el fendmeno denominado transicion
epitelio-mesenquimal®l. En condiciones normales, los miofibroblastos se activan
durante los procesos reparativos y desaparecen por apoptosis cuando su funcién deja
de ser necesaria. En condiciones de fibrosis patoldgica, la persistencia de los
miofibroblastos tiene como resultado el remodelado de la MEC. La aparicion de
miofibroblastos es un fendmeno precoz en la miocardiopatia por sobrecarga de
presién y estd regulada por multiples factores como el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, el TGFB, la endotelina-1, etc??.

El estrés biomecdnico provocado por la sobrecarga de presion promueve el
remodelado miocardico, participando numerosos factores humorales. La liberacion de
factores humorales como la angiotensina I, la endotelina-1, los factores de
crecimiento de tejido conectivo y de fibroblastos y los TGFBs, que actuan sobre los
propios cardiomiocitos y fibroblastos, de manera autocrina, o sobre otras células
préximas, de manera paracrina. La liberacion de estos mediadores, modulada de
manera conveniente por diversos factores intracardiacos y extracardiacos, da lugar a
cambios en la transcripciéon de numerosos genes. La respuesta final de las células
miocdrdicas al estrés biomecanico conduce a la hipertrofia de los cardiomiocitos y al
remodelado de la matriz extracelular®.
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Figura 2: Vias de sefializacion candnicas y alternativas de las citoquinas de la superfamilia de TGF.
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1.3 EL REMODELADO INVERSO

Aungue no sea objeto de este trabajo, hay que mencionar las caracteristicas mas
importantes de los mecanismos involucrados en la reversién de la hipertrofia del VI; es
decir en el remodelado inverso del miocardio.

En los pacientes con EA, las alteraciones tanto morfoldgicas como funcionales y
estructurales que ocurren durante la sobrecarga de presion tienden a regresar cuando
cede el insulto, generalmente tras la sustitucién quirdrgica de la vdlvula adrtica por via
abierta o a través de catéter®®. Después de la cirugia, se pone en marcha un proceso de
reordenacién del miocardio para adaptarse a la nueva situacién, sin sobrecarga de
presion. Durante este proceso, se produce la regresion de algunas de las alteraciones
patoldgicas comentadas con anterioridad. El remodelado inverso del miocardio es un
proceso complejo y con numerosas cuestiones aun sin resolver. Se trata de cambios
estructurales y funcionales que en algunos pacientes no llega a completarse nunca®°.

Numerosos estudios afirman que, a pesar de que la regresién de la hipertrofia
comienza inmediatamente tras la cirugia de sustitucion valvular?®, la mayor parte de la
reduccion tarda alrededor de un afio y el proceso continua durante varios afios®’. El
tiempo de evolucién de la EA y su severidad se relacionan inversamente con la
complecién del remodelado inverso y con la reversibilidad de los dafios estructurales
del VI. Se ha demostrado que tras la cirugia, la probabilidad de recuperar la normalidad
de la masa ventricular es baja si el remodelado preoperatorio era muy exuberante *%.
Eso no quiere decir que los pacientes con un alto nivel de remodelado pierdan poca
masa después de la cirugia, de hecho estos pacientes son los que mas masa pierden; si
bien las probabilidades de alcanzar la normalizacion completa de la masa del VI son
menores?®. La persistencia de la hipertrofia tras la cirugia es un factor prondstico de la
supervivencia, de forma que a menor regresion postoperatoria de la hipertrofia menor
es la supervivencia, y viceversa, un alto grado de regresion de la hipertrofia tras la
cirugia se relaciona con una supervivencia mas larga.

En un estudio con sujetos sanos a los que se les asigno encamamiento durante 12
semanas, se observd que la masa ventricular izquierda disminuia un 15%°*. En otro
estudio, se pudo concluir que los pacientes con dafio medular e incapaces de realizar
ningun tipo de actividad fisica, la masa ventricular disminuia en este caso un 25%°°.
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1.4 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DEL REMODELADO MIOCARDICO
SECUNDARIO A SOBRECARGA DE PRESION Y SU REGRESION

Los modelos animales son una herramienta indispensable para estudiar la
etiopatogenia de las enfermedades y desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas. Nos
permiten practicar experimentos que por motivos éticos serian impensables en
humanos, incluida la manipulacién genética, y, ademas, existe la disponibilidad de un
ndmero ilimitado de ellos genéticamente similares.

El modelo experimental mas popular para el estudio del remodelado por sobrecarga
de presion es la coartacién quirdrgica del arco adrtico medio en ratones. Esta
operacién genera un gradiente de presidon transcoartacional que incrementa el
esfuerzo realizado por el VI para la eyecciéon de sangre hacia la aorta. En estas
condiciones, el VI desarrolla rapidamente una hipertrofia de tipo concéntrica sin
dilatacién cavitaria y con engrosamiento mural, que se acompafia de disfuncién
inicialmente diastdlica. Si esta situacion se mantiene durante un tiempo prolongado,
acabara produciéndose insuficiencia cardiaca con deterioro progresivo de la funcidn
sistdlica y evolucion hacia la hipertrofia excéntrica con dilataciéon de la camara. En
general, a partir de las cuatro semanas de CAT comienza a evidenciarse deterioro de la
funcion sistdlica del Vly a observarse mortalidad de los animales, que progresan en las
semanas siguientes hasta llegar a la insuficiencia cardiaca congestiva franca en torno a
8-10 semanas tras la constriccion. Este modelo es de gran utilidad para estudiar los
diferentes fendmenos biolégicos que subyacen al remodelado VI y a la transicién de la
hipertrofia VI a la insuficiencia cardiaca.

Durante mucho tiempo se considerd la hipertrofia miocardica un fendmeno reactivo a
la sobrecarga del VI dirigido teleondmicamente a normalizar el estrés parietal y
prevenir el desarrollo del fallo de bomba. Sin embargo, estudios epidemioldgicos como
el de Framingham demostraron que la hipertrofia miocardica se asocia con un
incremento de la mortalidad de origen cardiaco. Este hallazgo desencadend la
controversia con respecto a la naturaleza adaptativa o maladaptativa de la hipertrofia.
Espdsito y cols. (2002)3° abordaron esta cuestion estudiando los efectos de la
sobrecarga de presion prolongada en dos modelos de ratones modificados
genéticamente, cuya respuesta hipertrofiante estaba significativamente atenuada. En
los animales silvestres, la hipertrofia normalizaba el estrés parietal tras la CAT, pero
ello no evitaba la descompensacién cardiaca y los animales desarrollaban un
progresivo deterioro funcional y dilatacion de la cdmara VI. Por el contrario, los
ratones modificados genéticamente, que mostraban una hipertrofia VI atenuada,
mantenian su funciéon practicamente inalterada a pesar de que el estrés parietal
permanecia elevado. Este estudio puso claramente de manifiesto que la hipertrofia
cardiaca, y no el estrés parietal, es maladaptativa y responsable por si misma de la
descompensacioén cardiaca.

También se han desarrollado modelos que reproducen el proceso de regresiéon del
remodelado tras la liberacion del estrés hemodindmico, tal y como sucede en la clinica
de la estenosis adrtica tras el recambio valvular aértico. Estos modelos se basan en la
coartacién quirlrgica de la aorta durante periodos variables, seguida de la retirada de
la ligadura y subsiguiente seguimiento de los animales.
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En el 2005 se describid una técnica para liberar la aorta de la constriccion (de-CAT)3!
transcurrido el tiempo de sobrecarga de presion deseado. Los ratones sujetos a estos
procedimientos se siguen con ecocardiografia para analizar el curso temporal de la
recuperacion morfo-funcional vy, tras el sacrificio del animal, la reversién de los
cambios estructurales y sus mecanismos moleculares. Utilizando este modelo, se
evidencid que la duracién de la sobrecarga de presion es un factor determinante del
grado de regresion del remodelado que se produce tras la eliminacion de la
sobrecarga. Después de la retirada de la constriccidn, hay una primera fase en la que
se produce una disminucién considerable de la masa miocardica.

La técnica original para la constriccion del arco adrtico descrita por Rockman>? consiste
en la colocacién de un cerclaje con sutura quirdrgica en el segmento medio del arco
aortico transverso (CAT), entre los origenes del tronco arterial braquiocefélico y la
arteria carotida primitiva izquierda. Se han desarrollado variantes alternativas de este
modelo en funcidn de la ubicacion de la estenosis en sitios diferentes de la aorta, como
la aorta ascendente o la aorta abdominal suprarrenal. A pesar de las ventajas aducidas
por los defensores de estas variantes, la modalidad de CAT original sigue siendo la
preferida por la mayoria de grupos. La pertinencia de este modelo para la
reproduccion de la hipertrofia por sobrecarga de presién en pacientes con estenosis
aodrtica ha sido determinada mediante estudios anatomopatoldgicos y por técnicas de
imagen, tanto de ecocardiografia, como de resonancia nuclear magnética.

En la descripcidon original de Rockman la aproximacién a la aorta se realiza a través de
una toracotomia anterolateral izquierda lo que exige la intubacién del animal y el uso
de ventilaciéon mecdnica. Estas maniobras implican una curva de aprendizaje y llevan
aparejada cierta tasa de morbimortalidad. Ademas, este modelo tiene dos problemas
adicionales derivados ambos de la propia maniobra de colocacién del cerclaje en el
arco aodrtico: una mortalidad \/

quirdrgica adicional elevada vy la

reproducibilidad del grado de

estenosis entre ratones.

Para estandarizar el grado de
estenosis, Rockman  propuso
constrefiir la aorta colocando una
aguja de calibre 27G (diametro
externo: 0.41 mm) paralelamente
al arco aértico.

Figura 3: Representacién esquematica
de la técnica de CAT de Rockman. La
constriccion del arco adrtico se realiza
anudando una ligadura que rodea la
aorta junto con una cdnula de calibre
27G (0,41 mm de didmetro externo) que
se retira inmediatamente después de
fijar el nudo.
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Acto seguido, se procede a rodear a ambos con seda quirdrgica y a anudarla, tras lo
cual se retira rapidamente la aguja. De esta forma, la seccion luminal residual de la
aorta en el punto de la estenosis deberia tener un area igual a la seccidén de la aguja
utilizada. La ejecucion de la ligadura sobre la canula conlleva un traumatismo local
importante sobre la pared adrtica por un mecanismo triple: traccion y desplazamiento
ventral, efecto cizallante sobre la canula y sobrepresion del cabo adrtico proximal. A
pesar de que el flujo de la aorta permanece completamente interrumpido durante un
tiempo limitado, la rotura de la arteria por el brusco incremento de la presion es
frecuente y ocasiona invariablemente la muerte del animal. Ademas, al tener que
proceder a realizar el anudado con la maxima rapidez, para evitar el problema
anterior, la tensién del nudo es poco reproducible, lo que provoca variaciones
aleatorias del grado de estenosis. Todas estas limitaciones han supuesto un estimulo
para el desarrollo de innovaciones técnicas del método experimental que permitan
mejorar la eficiencia del modelo y la reproducibilidad de la estenosis producida.

En ratones a los que se les practica la CAT, la hipertrofia VI normaliza el estrés parietal,
pero se produce un deterioro progresivo funcional y descompensacion cardiaca con
dilatacién del VI. Sin embargo, en experimentos paralelos con ratones genéticamente
modificados que desarrollan una hipertrofia atenuada, se mantiene la funcion sistélica
VI practicamente inalterada, a pesar de que el estrés parietal permanece elevado.
Estos estudios muestran que en la sobrecarga de presion la hipertrofia del VI, a
diferencia del estrés parietal, es maladaptativa y responsable de la descompensacion
cardiaca.

Para analizar el fendmeno del remodelado inverso, también se han desarrollado
modelos que lo reproducen tras la liberacion de la constriccion adrtica. Se realiza en
primer lugar una coartacion quirdrgica de la aorta que se mantiene durante periodos
variables tras lo cual se retira la ligadura y se sigue a los animales. Los ratones que han
sido sometidos a este procedimiento son seguidos mediante ecocardiografia para
analizar el curso temporal de la recuperaciéon morfo-funcional vy, tras sacrificar al
animal se observan los cambios en la regresidén a nivel tanto estructural como
molecular y celular. Durante el remodelado inverso los cardiomiocitos sufren una
importante reduccion de diametro y de volumen, mientras que el tejido fibroso
disminuye de forma mas lenta, de modo que en la primera fase encontramos un
aumento de proporcién de tejido fibroso con respecto al muscular'.
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo se centra en el entrenamiento acerca de la valoracion de la
hipertrofia ventricular izquierda por sobrecarga de presion y de su regresién (tanto a
nivel clinico como experimental en ratones) desde el punto de vista ecocardiografico.
El estudio se ha realizado en ratones y para llevarlo a cabo se ha realizado una
constriccidon del arco aodrtico transverso mediante la técnica de “doble vuelta +clip”
desarrollada por el Dr. Nistal (modificada del modelo cldsico de Rockman).

Para el aprendizaje de dicha valoracién he acudido durante el curso 2015-2016 al
laboratorio de ecocardiografia del Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla y al laboratorio de Farmacologia de la Universidad de Cantabria
para adquirir destreza en la ecocardiografia murina, utilizando un equipo de
ultrasonografia de alta resolucion VisualSonics Vevo-770.

Para familiarizarme con el protocolo de obtencién de muestras de pacientes para su
posterior estudio en el laboratorio, he acudido a una cirugia de sustitucién valvular de
una estenosis adrtica realizada también por el Dr. Nistal.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

La cepa de ratones en la que se realizo este estudio es la C57/BL6. Se trata de animales
criados en el Servicio de Estabulacion y Experimentacién Animal de la Universidad de
Cantabria. Todas las manipulaciones realizadas en los animales fueron aprobadas por
el Comité de Etica para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién de la
Universidad de Cantabria y se llevaron a cabo de acuerdo con la Declaraciéon de
Helsinki y las Directivas del Consejo de la Comunidad Europea (86/699/CEE) y del Real
Decreto 1201/2005.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en hembras con una edad
comprendida entre los 3 y los 5 meses. Los animales fueron mantenidos en el Servicio
de Estabulacion y Experimentacién Animal de la Universidad de Cantabria, en grupos
de 4 0 5 animales por jaula en el preoperatorio y estabulacion individual tras la cirugia,
sometidos a un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, temperatura ambiente de 22+1 °C vy
humedad relativa del 60-70 %.

3.2 CONSTRICCION DEL ARCO AORTICO TRANSVERSO MEDIANTE LA TECNICA DE
“DOBLE VUELTA + CLIP”

Con anterioridad a la intervencién quirdrgica se procede a cuantificar el didmetro
luminal del arco adrtico transverso en el sitio previsto para la constriccién, mediante
estudio ecocardiografico. Se utiliza esta medida, junto con el espesor de la pared
aodrtica y el espesor de los microclips utilizados para calcularla distancia entre los dos
nudos que debemos realizar en la sutura con la que haremos la constriccion. La
separacion entre los nudos se determina mediante un algoritmo que incorpora la
informacién de los parametros mencionados. La separacion entre nudos condiciona el
grado de constriccién, por lo que debe controlarse de forma muy precisa. Para la
realizacidon de la constriccion adrtica (CAT) se utiliza una sutura monofilamento de
polipropileno 7/0. Antes de la intervencidon quirdrgica realizamos los nudos en la
sutura del CAT bajo estricto control, para lo que empleamos magnificaciéon con
estéreomicroscopio y una regla especial de alta precision.

Los animales del estudio se anestesian mediante maniobras no invasiva, empledndose
la via inhalatoria. De esta forma, se evita la ventilacion mecdnica y las comorbilidades
asociadas a la misma. A la hora de la cirugia, se aborda el mediastino superior
mediante esternotomia del manubrio, por via extrapleural y con ventilacion
espontanea. Se realiza una primera incisién cutanea transversa a nivel del dngulo de
Louis, seguida de una esternotomia limitada al manubrio. Con ayuda de dos suturas se
procede a separar las dos mitades del manubrio esternal, traccionando en sentido
bilateral, ventral y caudal. Tras disecar cuidadosamente la grasa mediastinica y restos
timicos se obtiene una visidn adecuada del arco adrtico. La aorta se rodea, entre los
origenes del tronco arterial innominado y la cardtida izquierda, con un disector
atraumatico que permite circundar la arteria y enhebrar la sutura del CAT para pasarla
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alrededor de la arteria, maniobra que repetimos dos veces. Posteriormente se
tracciona suavemente de ambos extremos de la sutura hasta emparejar los dos nudos,
colocando justo por debajo de ellos un microclip vascular. Una vez cerrado el clip que
cierra el asa de la constriccidon se cortan los cabos de la sutura. Para facilitar los
estudios ecocardiograficos postoperatorios se procede a rotar la sutura sobre la
arteria, hasta dejar el clip dorsal y craneal al arco adrtico. Finalmente se vuelven a
suturar los dos fragmentos del manubrio esternal y los bordes cutaneos se enfrentany
se pegan con adhesivo de cianocrilato.

Mediante esta técnica se han introducido varias modificaciones con respecto al
modelo de Rockman. En primer lugar, se ha realizado un cambio de paradigma y, en
lugar de tratar de conseguir una luz vascular restrictiva del arco aértico idéntica para
todos los animales, se ha propuesto generar una estenosis geométricamente
equivalente en todos ellos, teniendo en cuenta su anatomia vascular individual.
Ademas, al contrario de lo propuesto por Rockman, el control de la constriccion se
realizd a partir del perimetro asignado a la zona estenosada y no de su diametro, lo
gue reduce los errores en el drea luminal restrictiva finalmente obtenida.

Por otra parte, la utilizaciéon de una doble vuelta en la sutura de la constriccidon
proporciona tres ventajas: 1) contribuye a una reduccion adicional de las diferencias
entre el drea restrictiva planeada y la obtenida; 2) previene el fendmeno de migracion
intravascular de la sutura, frecuente en el modelo de Rockman y que penaliza los
resultados experimentales; y 3) facilita la reoperacién para la retirada de la sutura de
constriccidon cuando se quiere estudiar la regresion de la hipertrofia.

La longitud de la sutura para la constriccidn se preasigna para cada animal en funcion
del grado de estenosis deseado y del didmetro luminal del arco aédrtico, calibrado en el
ecocardiograma preoperatorio, y se ajusta mediante dos nudos en la sutura que
mantienen una distancia calculada con un algoritmo especifico que incorpora las
variables mencionadas.
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Figura 4. Imagenes de la técnica de constriccién con doble vuelta y clip. A: Esquema de la
constriccién conla técnica doblevuelta con clip; B: Fotografia de la doblevuelta de suturay clip
montado sobre una aguja; C: Foto del disector rodeando el arco adrtico; D: Fotografia de la
constriccion con doble vuelta de sutura con clip in vivo.

3.3 CIRUGIA DE RETIRADA DE LA CONSTRICCION AORTICA

Para la cirugia de de-CAT, se procede a la apertura del mediastino utilizando el mismo
abordaje quirdrgico. Una vez expuesto el cerclaje, se secciona la sutura por debajo del
clip y se retira la constriccion.

3.4 ESTUDIOS ECOCARDIOGRAFICOS

A todos los ratones incluidos en el presente trabajo, se les realizd un estudio
ecocardiografico basal, que se repitid6 semanalmente después de la cirugia de CAT
hasta completar el seguimiento asignado. Para ello se utilizé un sistema no invasivo de
imagen ultrasdnica de alta resolucién VisualSonics Vevo-770 (FujifilmVisualSonics,
Toronto, Ontario, Canada), equipado con transductores de 30 MHz (rango 15-45 MHz)
de alta resolucion (30 um) y software de andlisis especifico. Las elevadas resoluciones
espacial y temporal de este equipo, imprescindibles para el estudio de animales con
corazones de escasos milimetros y frecuencias cardiacas fisiolégicas en torno a 600
lat/min, llevan aparejada la necesidad de fijar tanto al animal como el transductor y
utilizar sistemas de micromanipulacién. Los pardmetros registrados con este equipo
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sirvieron para monitorizar los cambios evolutivos morfoldgicos y funcionales del
corazon.

Para los estudios ecocardiograficos los animales permanecieron sedados con
isofluorano (Forane, Abbot®) inhalado vaporizado al 2,5% en oxigeno. Se coloca al
animal en decubito supino sobre una plataforma equipada con: un sistema calefactor
gue mantiene la temperatura corporal en un rango de 36-38°C, y un sistema de
sensores que permite monitorizar el electrocardiograma y las frecuencias tanto
cardiaca como respiratoria. Durante las exploraciones, la vasodilatacién producida por
la sedacidn, junto con el uso abundante de gel ultrasénico y la evaporacién asociada al
mismo, aumentan mucho las pérdidas de calor e inducen con facilidad hipotermia en
animales que, por su reducida masa, cuentan con una minima inercia térmica. La
hipotermia se acompafa de alteraciones significativas en la fisiologia cardiaca con
depresién cronotrépica e inotropica que invalida los resultados de la exploracién. Por
este motivo, se controld en tiempo real la temperatura corporal mediante una sonda
térmica por via rectal y se calenté al animal mediante una |ldmpara de rayos infrarrojos
y utilizando gel de ultrasonografia templado con el fin de no contribuir a enfriar al
animal. Con estas medidas se consiguié cumplir el requisito de frecuencia cardiaca
minima para los estudios de 400 latidos/min.

En los estudios ecocardiograficos se utilizaron las siguientes proyecciones y se
realizaron las siguientes mediciones:

3.4.1 PROYECCION PARAESTERNAL DEL EJE LARGO

En la mayoria de los casos, un eje imaginario alineado de forma paralela al eje largo del
ventriculo izquierdo no es exactamente paralelo al tracto de salida del ventriculo
izquierdo y a la raiz adrtica. Se necesita una ligera rotacién en el sentido de las agujas
del reloj, para que el eje largo del ventriculo izquierdo continle con el de la aorta.

Una ventaja importante de la vista paraesternal del eje largo es que numerosas
estructuras de interés se orientan en forma perpendicular al haz ultrasénico, lo que
mejora su definicién por aumento de la resolucién. Al mover el transductor hacia el
espacio intercostal inferior, se
puede incluir la punta del ventriculo
izquierdo en el campo y registrar el
plano del eje largo apical.

Figura 5: vista paraesternal del eje largo de
una ecocardiografia transesofagica en el
que se pueden observar la auricula
izquierda (LA), ventriculo izquierdo (LV), la
raiz adrtica (Ao) y el ventriculo derecho
(RV).

25



La ventaja, por lo tanto, de esta vista es la posibilidad de incluir la punta cardiaca.

La mayor desventaja es que las principales estructuras, en particular las paredes del
ventriculo izquierdo, ahora quedan paralelas al haz del transductor; por lo tanto, se
reduce la definicion del endocardio y dificulta el andlisis de la motilidad parietal.

Si se inicia el estudio desde la vista del eje largo paraesternal, modificar el dangulo del
plano de obtencidn de imagenes ofrece una oportunidad para examinar la auricula
derecha y el ventriculo derecho. A medida que el plano corre bajo el esterndn, se
registra el segmento posterior del tabique interventricular, tanto como el musculo
papilar posteromedial y aun el tracto de salida del ventriculo derecho. Debido a que
este tracto no es paralelo al tracto de entrada del ventriculo izquierdo, por lo general,
se requiere una leve rotacion del transductor en direccion horaria. Este registro
permite visualizar la porcion inferior de la auricula derecha, y en ocasiones, la vena
cava inferior. Mediante una rotacién mayor del transductor se obtiene un plano que
muestra el tracto de salida del ventriculo derecho, la valvula pulmonary el tronco de la
arteria pulmonar.

La evaluacion con Doppler de la vista del eje largo paraesternal es util para registrar el
flujo sanguineo que atraviesa las valvulas mitral y adrtica. Dado que el flujo de la
sangre no es paralelo al haz ultrasdnico, no suele ser posible cuantificar las velocidades
de los flujos. Sin embargo, el estudio Doppler color desde esta vista se utiliza en forma
rutinaria para detectar insuficiencia adrtica y mitral.

Para conseguir esta proyeccién en el ratédn hay que colocar la sonda paralela al eje
largo cardiaco, teniendo en cuenta que presenta una oblicuidad craneo-caudal,
derecha-izquierda y dorso-ventral. Esta proyeccién nos sirve para llevar a cabo una
valoracion morfoldgica del VI, de la valvula adrtica y de la raiz adrtica, y facilitar la
obtencidén de la proyeccion del eje corto del corazén, para lo cual es importante que en
la imagen veamos el corazén completamente horizontal.

3.4.2 PROYECCION PARAESTERNAL DEL EJE CORTO

Si se coloca al transductor en la posicién paraesternal del eje largo y se rota
aproximadamente 90 grados en direccién horaria, se mueve el plano de imagenes y se
obtiene la vista paraesternal del eje corto. Al rotar el transductor en el sentido de las
agujas del reloj, la pared lateral del ventriculo izquierdo se ubica a la derecha del
observador y la pared medial a su izquierda. Aunque, en teoria, entre la base y la punta
del corazén existe un numero infinito de planos en el eje corto, en la practica se
registran tres o cuatro vistas representativas desde esta posicion del transductor.

Un punto de referencia util para comenzar el examen del eje corto es el borde libre de
la valva anterior mitral. Mediante una ligera rotacion del transductor y el ajuste del
angulo de inclinacidn, se puede hacer que el ventriculo izquierdo parezca circular y
mostrar la maxima excursidon en ambas valvas de la vdlvula mitral. Como en todas las
vistas del eje corto, el ventriculo izquierdo se muestra como si se lo viera desde la
punta de la cdmara. Cuando se registra de manera apropiada, la vista del eje corto en
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este plano corresponde en forma aproximada a la porcion media del ventriculo
izquierdo y permite el registro optimo de la excursidon de la vélvula mitral, de Ia
motilidad de la porcidon medial de la pared del ventriculo izquierdo y la visualizacién de
una parte de la pared del ventriculo derecho.

Figura 6: Vista del eje corto basal. AV,
valvula adrtica; PV, vdlvula pulmonar; LA,
auricula derecha; RA, auricula izquierda;
TV, valvula tricuspide; RVOT, tracto de
salida del ventriculo derecho.

Se puede apreciar la curvatura normal del tabique interventricular y se puede evaluar
cualquier alteracidon de la posicién, de la forma o de la motilidad del tabique. El
movimiento angular desde la base a la punta es util para registrar el orificio de la
valvula mitral y suinsercion en los musculos papilares anterolateral y posteromedial.

Si se mueve hacia un plano mas basal, la vista del eje corto se aproxima al nivel del
anillo adrtico y permite la visualizacién simultdnea de numerosas estructuras: la
valvula adrtica, los ostia coronarios, la auricula izquierda, el tabique interauricular, la
auricula derecha, la vdlvula tricuspide, el tracto de salida del ventriculo derecho, la
valvula pulmonar y la arteria pulmonar proximal. Con una alineaciéon adecuada, se
pueden observar a las tres cuspides de la valvula adrtica abrirse y cerrarse en sistole y
diastole. El ostium de la arteria coronaria derecha y de la izquierda se pueden observar
en una localizacién inmediatamente craneal al anillo. Si se observa el anillo como si
fuera un reloj, el tronco de la arteria coronaria izquierda se origina aproximadamente
en la hora 4 y la coronaria derecha en la hora 11. Con una leve inclinacién superior, se
puede seguir la arteria pulmonar hasta su bifurcacion e identificar sus ramas derecha e
izquierda.

Al mover el transductor a un espacio intercostal inferior e inclinar en plano en
direccién mas apical, la imagen sera un barrido que atraviesa en nivel de los musculos
papilares y luego la punta del ventriculo izquierdo. Esta serie de vistas es ideal para
evaluar el patrén contractil del ventriculo izquierdo a nivel apical y medioventricular.
Cuando se registran estas vistas, se necesitan ajustes para mantener la apariencia casi
circular de la cavidad del ventriculo izquierdo a medida que el tamafio de la cavidad
ventricular disminuye hacia la punta.
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Figura 7: Vista del eje corto a nivel de la

valvula mitral. LV, ventriculo izquierdo; RV,
ventriculo derecho.

La evaluacion Doppler de |las
diferentes vistas del eje corto
paraesternal es util para diferentes
propdsitos. En la base del corazén, el
plano de las imagenes se puede
ajustar de manera tal que el flujo
sanguineo se oriente casi paralelo al
haz ultrasénico a través tanto de la vélvula tricuspide como de la védlvula pulmonar.
Desde esta posicidon se puede registrar tanto el flujo de entrada tricuspideo como la
insuficiencia tricuspidea. En cambio, el flujo adrtico es casi perpendicular al plano de
las imagenes; por lo tanto, la evaluacidn cuantitativa del flujo adrtico con Doppler no
es posible. Sin embargo, las imagenes justo por debajo de la valvula adrtica permiten
visualizarla regurgitacion adrtica que emerge desde el orificio insuficiente y valorar el
area de regurgitacion. El analisis mediante Doppler color del flujo a través de la valvula
mitral, permite evaluar la regurgitacion mitral. Esto puede ser de especial interés para
localizar el origen de la insuficiencia mitral.
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Figura 8: Registros ecocardiograficos en ratén realizados en las proyecciones paraesternales del eje
largo y del eje corto cardiacos. A: Imagen bidimensional en la proyeccién paraesternal del eje largo, se
observa la cavidad VI, la valvula adrtica (V.A.), los senos de Valsalva, la unién sinotubular y el segmento
tubular inicial de la aorta ascendente; B: Imagen bidimensional en la proyeccién paraesternal del eje
corto, se observa la cavidad del VI, la pared anterior o septo interventricular (SIV), la pared posterior
(PP) y los musculos papilares; C: Registro en modo M paraesternal eje corto, guiado por bidimensional,
en lalinea de didmetro cavitario maximo para lamedicion deespesores parietales (SIVy PP) y didametros
sistdlico (DTS) y diastdlico (DTD).
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3.4.3 PROYECCION DE CUATRO CAMARAS

Una vez se localiza la ventana apical, se coloca el transductor en direccion a la escapula
derecha y luego se rota hasta que las cuatro cdmaras cardiacas se visualicen de forma
Optima. Esto sucede cuando se registra la excursiéon completa tanto de la valvula mitral
como de la tricuspide y la “verdadera” punta del ventriculo izquierdo se encuentra en
el campo cercano. La punta verdadera normal se puede identificar por sus paredes
relativamente delgadas y falta de movilidad. Una posicion del transductor incorrecta
generara acortamiento del ventriculo izquierdo y no se visualizara la punta verdadera.
Cuando se ajusta en forma apropiada, esta imagen incluye las cuatro camaras
cardiacas, ambas valvulas auriculoventriculares y los tabiques interventricular e
interauricular. Al examinar la cruz del corazén se debe notar que la insercién de la
valva septal de la valvula tricuspide es varios milimetros mas apical que la insercién de
la valva mitral. En una vista de cuatro camaras orientada en forma apropiada, la valva
mitral anterior se dispone en posicion medial y la valva posterior, que es mas pequefia
se observa como si surgiera del margen lateral del anillo auriculoventricular. En el lado
derecho, la valva septal de la valvula tricUspide se inserta en la region medial y la valva
anterior, mas grande, surge desde la cara lateral. Confirmar esta relacion es util para
definir la orientacién de la imagen y es fundamental para el diagndstico de diversas
patologias congénitas.
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Figura 9: Una vista apical de cuatro Figura 10: Vista apical de cinco
cédmaras. LA, auricula izquierda; cémaras. LA, auricula izquierda; LV,
LV, entriculo izquierdo; RA, ventriculo izquierdo; RA, auricula
auricula derecha, RV, entriculo derecha, RV, entriculo derecho;
derecho. LVOT, tracto e salida del ventriculo

izquierdo; Ao, aorta.

Mediante la inclinacién del transductor en un angulo poco marcado con respecto a la
pared toracica, lo que da como resultado un plano mds anterior, se pueden registrar
en el tracto de salida del ventriculo izquierdo, la valvula adrtica y la raiz aértica. Con
frecuencia esta imagen se menciona como “vista de cinco camaras”. En ella, tanto el
flujo de entrada al ventriculo izquierdo como el de salida se ubican en forma casi
paralela al haz de ultrasdnico, lo que permite la evaluacién cuantitativa de ambos
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patrones en forma simultdnea mediante Doppler. Ademas, desde esta vista se pueden
detectar tanto la insuficiencia mitral como la adrtica y suele ser la mejor perspectiva
para distinguir entre estenosis adrtica valvular o subvalvular.

Si se usa la vista apical de cuatro camaras como referencia, mediante la rotacién del
transductor alrededor de 60 grados en direccidn antihoraria, se registra la vista apical
de dos camaras. Aqui, la intencion es excluir por completo el registro de la auricula y el
ventriculo derechos, de manera que se observen solo el ventriculo izquierdo, la
auricula izquierda y la valvula mitral. Ambas vistas suelen utilizarse en combinacién
para llevar a cabo una evaluacién cuantitativa biplano de la funcion ventricular
izquierda.

e Doppler pulsado La evaluacion con Doppler desde este punto de vista posee
numerosas aplicaciones importantes. La orientacion del flujo sanguineo en
relacién con el plano de las imdgenes permite registrar los perfiles de flujo
mitral, adrtico y de las venas pulmonares desde la punta. Primero se coloca el
area de muestreo en el borde de las valvas mitrales para registrar el flujo de
entrada mitral. Luego, se registra en flujo de salida adrtico desde la vista cinco
camaras, con el volumen de muestreo posicionado a nivel del anillo adrtico. La
exploracién del flujo venoso pulmonar con Doppler pulsado suele obtenerse
desde la vista apical de cuatro cdmaras, a pesar de que existe una distancia
considerable entre el transductor y los flujos que se van a estudiar. Por ultimo,
en las vistas apicales, las imagenes con Doppler color deben realizarse en forma
rutinaria para descartar insuficiencia de las valvulas mitral, adrtica o tricuspide.
Con el Doppler pulsado se mide la onda E que refleja el flujo diastdlico precoz a
través de la valvula mitral (figura 11B).

e Las imagenes con Doppler tisular del anillo mitral se realizan con regularidad
como ayuda en la evaluacién de la funcién diastdlica y de las presiones de
llenado. En la vista de cuatro cdmaras, se posiciona el volumen de muestreo
sobre el anillo mitral en la porcion medial del tabique. Las velocidades del anillo
en la pared lateral también deben registrarse. El movimiento del anillo durante
el ciclo cardiaco se puede registrar en la mayoria de los pacientes. Con el
Doppler tisular se estima la onda e’, que refleja la velocidad maxima diastdlica
precoz en el anillo mitral (figura 11C).

e Por ultimo, el ecocardiograma en modo-M color para registrar el flujo mitral y
el llenado del ventriculo izquierdo se esta utilizando de forma rutinaria para
evaluar la funcién diastdlica. Con el modo-M se mide el desplazamiento del
anillo mitral en sentido base-apical (MAPSE) (figura 11D).

A partir de los datos obtenidos en estos registros se obtienen los siguientes
parametros:

- FEVL. La Fraccién de Eyeccion del Ventriculo lzquierdo es un parametro
adimensional que se calcula mediante la siguiente sencilla férmula:
[FEVI=(VTDS-VTS)/VTDS]; se resta el volumen telesistdlico al volumen
telediastélico y se divide por el volumen telediastélico. Es un pardmetro
utilizado para evaluar la funcién VI, determinando el porcentaje de sangre
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eyectado por el VI al final de la sistole respecto al volumen maximo albergado
por el VI al final de la didstole.

- Masa VI. La monitorizacién de la masa VI en procesos de remodelado
miocardico, es de gran utilidad. Se emplea la variacién de una formula

(Devereux) que, en vez de utilizar el volumen diastdlico, utiliza el diametro
diastdlico.

- E/e’. Es unindice que refleja la presion intracavitaria telediastdlica del VI.

Frequency (kHz)
velocity (em/s)

(@)

x
>
4
]
]
£

velocity (cm/s)

Figura 11. B: Registro con Doppler tisular en el anillo mitral septal, utilizado para medir la onda €’; C:
Registro con Doppler pulsado en el drea de flujo de la valvula mitral cerca del borde libre de los velos,
utilizado para medir la onda E; D: Registro en modo M del anillo mitral septal, utilizado para medir la
MAPSE; E: Registro de ECG.
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4. RESULTADOS

4.1 EVOLUCION DE LAS ALTERACIONES ECOCARDIOGRAFICAS EN LOS PERIODOS
DE CAT Y de-CAT.

Los animales fueron sometidos a controles ecocardiograficos de seguimiento en ocho
puntos temporales. El primero de ellos fue el estudio basal, que se realizé en la
semana anterior a la cirugia de CAT

r»' "*1[1
ALY

4,5 mm
Figura 12: Moldes intravasculares de silicona dela aorta toracica procedentes de ratones sin
cirugia (izquierda), después de dos semanas de CAT (centro) y después del de-CAT (derecha).
Cortesia de David Merino Fernandez.

Con posterioridad a la cirugia, se realizd una ecografia semanal durante las cuatro
semanas de seguimiento tras la constriccion. Finalmente, se hicieron controles
ecocardiograficos 1, 2 y 4 semanas después de la reintervencidn quirdrgica para liberar
la constriccion.

A continuacién se procede al andlisis de las variaciones de los diferentes pardmetros
ecocardiograficos antes del CAT, a las 4 semanas del CATy a las 4 semanas del de-CAT.

El septo interventricular (SIV) aumentd significativamente durante la fase de CAT pero
no hubo diferencias estadisticamente significativas en la muestra en el de-CAT (SIV:
control: 0,90+0,01mm, CAT: 1,10+£0,03mm, y de-CAT 1,02+0,03mm).
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Figura 13:Curso temporal evolutivo del SIV (A y B). El estudio muestra una diferencia
estadisticamente significativa entre el nivel basal y el CAT (F; ,5=14,29, p<0,0001), pero
no entre el CAT y el de-CAT (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).

El espesor de la pared posterior (PP) aumento significativamente durante la fase CAT y
se redujo tras el de-CAT (PP: control: 0,94+0,02mm, CAT: 1,16+0,04mm, de-CAT:
1,02+0,037mm).
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Figura 14: (A y B) Curso temporal evolutivo del espesor de la PP. El estudio muestra
diferencias estadisticamente significativas durante la fase CAT (F;,,= 43,2, p<0,0001) y
de-CAT (F,,22= 7,8, p<0,05) (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).

El DTD del VI (figura 15 A y B) se modificd durante el periodo de CAT (control:

4,50+0,04mm vs CAT: 4,93+0,07mm), pero se mantuvo estable en el periodo de de-
CAT (4,68+0,12mm).
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Figura 15: (A y B) Curso temporal evolutivo del didmetro telediastélico (DTD) (CAT: F (,,
30) = 11,04, p<0,0001) (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).

El didmetro telesistélico (DTS) del VI sufrid un aumento significativo tras el CAT
(control: 3,07£0,056mm vs CAT: 3,95+0,13mm) y se redujo significativamente tras el
de-CAT (3,41%0,22mm)
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Figura 16: (A y B) Curso temporal evolutivo del diametro telesistélico (DTS)CAT(F (2, 30)
= 18,07, p<0,0001); de-CAT(F (2, 25) = 7,28, p<0,05) (ANOVA de una via seguido del test
de Bonferroni).

Se ha determinado la funcién sistdlica a través de la FEVI, pardmetro ecocardiografico
que refleja la funcidn sistdlica en el eje corto del VI y la MAPSE, parametro relacionado
con la funcién sistélica del VI en el eje largo.
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La FEVI (figura 17 A y B) se redujo significativamente durante la fase de CAT (control:
57,48+2,24% vs CAT: 40,26+3,03%) y recuperd los valores basales tras el de-CAT
(52,52+4,40%)
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Figura 17: (A y B) Curso temporal evolutivo de la fraccién de eyeccién del ventriculo
izquierdo (FEVI) CAT(F (2, 30) = 10,93, p<0,0001) de-CAT(F2,28/=2,34, p<0,05) (ANOVA de
una via seguido del test de Bonferroni).

La MAPSE (figura 18 A y B) se redujo significativamente durante la primera semana de
CAT, manteniéndose estable durante las 3 semanas siguientes (control: 0,70+0,01mm
vs CAT: 0,38+0,05mm). Tras el de-CAT no se produjo una recuperacién completa de los
valores basales de MAPSE (0,45+ 0,06mm)
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Figura 18: (A y B) Curso temporal evolutivo de la MAPSE, CAT (F(, 29) = 20,35,
p<0,0001) (ANOVA de una via seguido del test de Sidak de comparaciones multiples).
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El pardmetro E/e’ (figura 19 A y B), reflejo de la presion de llenado VI, aumentd
significativamente durante la fase de CAT (control: 26,63+2,42 vs CAT 74,4949,95),
pero no se redujo significativamente después del de-CAT (40,53+10,50).
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Figura 19: (A y B) Curso temporal evolutivo de E/e” durante las 4 semanas tras el CAT
(F2, 23) = 12,46, p<0,0001) y las 4 semanas siguientes al de-CAT (ANOVA de una via
seguido del test de Bonferroni).

La medida de la masa cardiaca es otro valor muy util y que se puede medir mediante
ecocardiografia. Asi distinguimos la medida de la masa cardiaca y la relacién entre la
masa cardiaca partido del IMC del raton.

La primera medida, masa cardiaca, expresada en mg, aumentd significativamente
durante la fase de CAT (control: 139,5+5,94mg vs CAT: 207,7+12,50mg) y se redujo
también significativamente después del de-CAT (160,5+12,07mg).
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Figura 20: (A y B) Curso temporal evolutivo de la masa cardiaca (mg) durante las 4
semanas tras el CAT (F (2,25) = 13,24, p<0,0001) y a las 4 semanas siguientes al de-CAT
(F2,28=2,45, p<0,05) (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).

La relacion entre la masa del ventriculo izquierdo y el peso del ratén (mg7g) aumentd
significativamente durante la fase de CAT (control: 3,02+0,13mg103/m? vs CAT:
5,1410,40 mg10’3/m2, pero este este caso no se observaron diferencias significativas
después del de-CAT (4,14+0,33 mg1073/m?).
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Figura 21: (A y B) Curso temporal evolutivo de la relacion entre la masa del ventriculo

izquierdo y el peso (mg/g) durante las 4 semanas tras el CAT (2, 27)= 14,22, p<0,0001)
y las 4 semanas siguientes al de-CAT (ANOVA de una via seguido del test de
Bonferroni).
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Por ultimo, se determind el gradiente de presion (mmHg) a nivel de la salida de la
aorta. Esta variable sufrio cambios significativos tanto durante la fase de CAT (control:
2,06£0,29mmHg vs CAT: 45,58+7,61lmmHg) como en la fase de de-CAT
(7,29+1,61mmHg)
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Figura 22 (A y B): Curso temporal evolutivo del gradiente de presiéon (mmHg) durante
las 4 semanas tras el CAT (F (2,22) = 32,16, p<0,0001) y a las 4 semanas siguientes al de
de-CAT (F,18= 29,87, p<0,0001) (ANOVA de una via seguido del test de Sidak de
comparaciones multiples).
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5. DISCUSION

En los paises desarrollados, la estenosis adrtica es la enfermedad valvular cardiaca que
mas frecuentemente requiere cirugia en el adulto y su importancia socio-sanitaria va
en aumento en nuestra sociedad, en paralelo con la expectativa de vida de Ia
poblacion®®. La estenosis adrtica somete al VI a una sobrecarga de presion
progresivamente creciente, que provoca un remodelado del miocardio caracterizado
por el crecimiento hipertréfico de los cardiomiocitos y el desarrollo de fibrosis
intersticial y perivascular. Inicialmente, la hipertrofia VI constituye un mecanismo
adaptativo dirigido a reducir el estrés parietal pero, con el tiempo, el remodelado
miocardio patoldgico puede conducir a la insuficiencia cardiaca>*. El Gnico tratamiento
efectivo para la estenosis adrtica severa es la sustitucion de la valvula aértica. Después
de la cirugia y debido a reduccidn del estrés biomecanico, el miocardio experimenta
una paulatina recuperacion estructural que se denomina remodelado inverso°. Sin
embargo, no todos los pacientes consiguen normalizar las alteraciones estructurales
miocardicas provocadas por la EA. La regresion de la hipertrofia tras la sustitucién
valvular adrtica esta inversamente relacionada con el grado de deterioro estructural
miocardico preoperatorio. Ademas, la persistencia de hipertrofia miocardica tras el
recambio valvular es un factor que ensombrece los resultados postoperatorios,
penalizando el estado clinico de los pacientes y su supervivencia tanto a corto como a
largo plazo. Por el contrario, la normalizacién de la masa cardiaca tras la cirugia es un
predictor independiente de buen prondstico funcional y de supervivencia®®.

Con el objetivo de lograr la comprensiéon de los mecanismos implicados en el
remodelado del VI y su regresién se han desarrollado modelos experimentales que
tratan de reproducir la situacién clinica de estrés hemodindmico. EI mas exitoso y
popular de ellos es la constriccién controlada del arco adrtico (CAT) en ratones
mediante la técnica de Rockman, que permite estudiar las alteraciones hemodindmicas
y estructurales propias del remodelado miocardico. Los ratones sometidos a este
procedimiento, una vez transcurrido el tiempo de sobrecarga de presidon deseado,
pueden ser re-operados para retirar la constriccion mediante el procedimiento de de-
CAT, lo que permite estudiar el proceso de remodelado inverso.

En el presente trabajo, se aportan diversas innovaciones técnicas que incrementan la
eficiencia y utilidad del CAT y de-CAT para el estudio de los mecanismos moleculares
implicados en el remodelado miocardico secundario a la sobrecarga de presiony en su
regresion tras la eliminacion del estrés biomecanico.

La discusion del presente trabajo se abordara en tres apartados sucesivos:

1. Mejoras técnicas en el procedimiento quirdrgico y métodos de valoracion de la funcién
cardiaca introducidos en el modelo.

2. Analisis de los cambios funcionales en el corazén sometido a sobrecarga de presion
mediante CAT.

3. Remodelado inverso tras la eliminacion de dicho estrés hemodinamico mediante de-
CAT.
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5.1 MEJORAS TECNICAS INTRODUCIDAS A LAS TECNICAS CAT Y DE-CAT EN RATONES.

El primer objetivo fue optimizar el modelo de constriccion del arco aértico descrito por
Rockman que, a pesar de ser el mas utilizado, ha sido cuestionado por diversos
investigadores. Tedricamente, los puntos fuertes del modelo CAT de Rockman son su
reproducibilidad y el desarrollo de un aumento significativo y consistente de la masa
VI, en un corto periodo de tiempo. En la practica, sin embargo, la reproducibilidad esta
limitada por factores como la utilizacién de forma estandarizada de una misma cédnula
(27 G = 0,41 mm de didmetro externo) para todos los animales, independientemente
del sexo, genotipo, peso, edad, talla corporal y tamano de la aorta. Existen otros
factores que afiaden variabilidad a la técnica de Rockman, como son la tension con la
que se realiza el anudado de la sutura®’ y la complicacién, relativamente frecuente
(hasta un 30% de los casos) y a menudo ignorada, de la migracién intraluminal de la
sutura.

Otro inconveniente del método de Rockman es el elevado riesgo de rotura de la pared
de la aorta que en el momento critico del anudado tiene que soportar, no solo el
estrés de cizalladura que ejerce la sutura contra el metal de la canula, sino ademas el
violento aumento de la presion arterial proximal por la oclusiéon completa transitoria
del flujo sanguineo que se produce en ese punto. Este fendmeno provoca la rotura de
la arteria en un elevado nuimero de ratones, con la consecuente hemorragia
exanguinante y muerte del animal y es particularmente importante en ratones
manipulados genéticamente con aortas mas fragiles. Por otra parte, la oclusion total
del arco adrtico transverso producida de forma temporal durante la maniobra del
anudado produce una sobrecarga instantanea y brutal sobre el VI que no es tolerada
por algunos animales y puede producir en los supervivientes una sobredistensién VI,
con dafio agudo de miocardio.

A pesar de que se intente homogeneizar al maximo las caracteristicas de los animales
(edad, peso, talla, género y genotipo) y que su nivel de entrecruzamiento genético sea
elevado, existen ciertas diferencias interindividuales en el tamafio de la aorta. Es por
ello que, si se utiliza la misma cdnula para calibrar la constriccidon de ratones con aortas
de distinto didmetro, el grado de constriccion generado no es el mismo. El Dr. Nistal
desarrolld un procedimiento que permite un cdlculo individual del didmetro del CAT,
en funcién del calibre de la luz arterial. La individualizaciéon de la constriccidn a las
caracteristicas morfométricas particulares de cada animal constituye un avance
importante en el intento de optimizar la técnica de CAT. Se demostrd, en primera
instancia, la fiabilidad de la medicidn ecografica del didmetro luminal del arco adrtico
transverso, estimacidon imprescindible para poder llevar a cabo una constriccién
individualizada para cada animal. Ademas, se determind el espesor de la pared
promediando una serie de mediciones realizadas en ratones a los que se les hizo un
molde intravascular de silicona. Por este procedimiento se establecié que el espesor
parietal de la aorta transversa es de aproximadamente 0,06 mm. Este valor se
extrapold al resto de series experimentales ya que las caracteristicas morfométricas de
los animales utilizados en este trabajo eran similares. Gracias a estas valoraciones
ecocardiograficas previas y a la aplicaciéon del algoritmo que se elabord para calcular la
distancia a la que deben estar los nudos de la sutura, se consiguid individualizar el
grado de estenosis, aplicando el mismo porcentaje de reduccién del area de flujo
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aodrtico a cada ratén, independientemente de su tamafio, en lugar de dejar un area
luminal estandar, que para un ratén pequeno puede resultar excesiva, mientras que
puede ser escasa para un raton grande.

Por otro lado, con la nueva técnica de ligadura con doble vuelta personalizada, se
solventan otros inconvenientes de la técnica original de Rockman. Asi, con la
sustitucion del anudado de la arteria junto a una canula de referencia por un cerclaje
con una sutura de polipropileno, cerrada con un micro clip, se consigue simplificar la
maniobra de CAT reduciendo significativamente la mortalidad intraoperatoria.
Ademas, la exactitud de la constriccion es mucho mayor al estar determinada por la
distancia a la que se encuentran los nudos de la sutura. Todo ello redunda en un mayor
rendimiento del modelo y menor utilizacion de animales. La realizacion de la doble
vuelta cumplié otros dos fines. Por un lado, reduce a la mitad las inexactitudes
cometidas en la distancia que separa los nudos de la sutura, con respecto al cerclaje
simple, al duplicar el recorrido de la misma. Ademas, al aumentar la superficie de la
constriccion se reduce la presién que ejerce la sutura en cada punto de la pared
vascular, lo que puede reducir el riesgo de migracion de la sutura al interior de la luz
vascular. La "internalizacion" de la sutura a través de la pared adrtica, hacia el espacio
intraluminal, es una complicacién descrita que alcanza hasta un 30% de los animales
cuando se emplea la técnica cldsica de CAT y se relaciona con el decubito que produce
la sutura sobre la pared adrtica con erosidn progresiva de la misma, formacién de un
falso aneurisma y finalmente migracion de la sutura hacia la luz3®.

En el modelo de CAT, la internalizacion del cerclaje alivia parcialmente la estenosis, lo
que se traduce en un menor estrés hemodindmico, menor desarrollo de hipertrofia VI
y menor compromiso funcional®®. En las distintas series experimentales realizadas con
esta modificacidn técnica de la constriccion con clip + doble vuelta no se detecta este
fendmeno en ningun caso. El reparto de la presion de la sutura sobre la pared vascular
entre las dos vueltas del hilo y el menor traumatismo intraoperatorio de la pared
aodrtica con supresidn del estrés del anudado sobre la aguja, podrian serlas causas mas
plausibles para explicar la prevencion de este fenémeno.

Una ultima ventaja de esta técnica quirdrgica es que, una vez transcurrido el tiempo
programado de estrés biomecanico, la retirada del micro clip que mantiene la ligadura
de la aorta es muy sencilla, lo que facilita sustancialmente el procedimiento de de-CAT
para el estudio del remodelado inverso. El nuevo procedimiento, ademas de simplificar
la liberacidén de la sutura, previene la laceracion accidental de la pared vascular
durante la maniobra de corte de la ligadura, que conlleva la muerte por exanguinacion
del animal.

En resumen, las modificaciones del Dr. Nistal de las técnicas originales de CAT y de-CAT
aportan varias ventajas:
1. Permite individualizar la constriccidon en funcién de las caracteristicas morfométricas de
la aorta de cada animal.

2. Ofrece un mayor control de la constriccidn, ya que el grado de ésta no depende de la

tensidn de anudado de la ligadura. Durante la cirugia, se puede comprobar la calidad de la
constriccién producida. Una vez que los dos nudos de la sutura estan en paralelo y el
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microclip inmediatamente debajo de ellos, se sabe el perimetro y el area residual de flujo
exactos de la aorta. Esto contrasta con la técnica de Rockman donde la comprobacién del
grado de constriccion de la aorta es subjetiva e imprecisa.

3. No requiere oclusién, traccion, ni cizalladura de la aorta, lo que reduce la mortalidad
quirdrgica por rotura vascular y reduce, ademas, el estrés VI al no tener lugar el pico de
presién generado al ocluir completamente la aorta.

4. Previene la migracion de la sutura al espacio intraluminal, responsable de la reduccién
tardia del gradiente transcoartacional.

5. Facilita la realizacién del de-CAT al simplificar la seccidon de la sutura de la aorta,
evitando la laceraciéon de la pared vascular y la muerte del animal durante la maniobra.

5.2 MODIFICACIONES FUNCIONALES SECUNDARIAS A LA SOBRECARGA DE PRESION
MEDIANTE CAT Y SU REGRESION TRAS DE-CAT.

En la clinica, uno de los pardmetros mas utilizados para determinar la severidad de la
estenosis adrtica es el gradiente maximo de presién registrado en la zona inmediatamente
distal a la valvula adrtica. Con la ecocardiografia Doppler se registra la velocidad del flujo
sanguineo transvalvular (en m/s), y con la ecuaciéon modificada de Bernoulli se calcula el
gradiente de presién (en mm Hg): GP = 4 Vmax’.

En humanos existe una formula matematica, el modelo de regresién de Cox, establece tres
grados de severidad de la estenosis adrtica en funcion del gradiente de presion
transvalvular. Cuando este gradiente es <36 mmHg (Vmax=3 m/s) la probabilidad de que se
produzca un episodio clinico en un periodo de 5 afios es baja. Por el contrario, si el
gradiente es 264 mmHg (Vmax=4,0 m/s) existe una probabilidad superior al 50% de
gue aparezcan sintomas o se produzca incluso la muerte del paciente en un periodo de
2 afos.

Bjprnstad y cols.*°propusieron que el gradiente transcoartacional en el modelo murino
de CAT adrtico debe ser mayor de 36 mmHg si se pretende conseguir una hipertrofia
significativa del VI. El gradiente transcoartacional permite comprobar la correcta
realizacidén del procedimiento quirdrgico, asi como la homogeneidad del grado de
constriccion entre animales. En nuestros ratones, el gradiente maximo promedio
generado por la constriccién fue de 45mmHg, con un incremento de la masa VI del
42% a las cuatro semanas de la cirugia CAT.

Sin embargo, en la literatura los métodos utilizados para determinar el gradiente son
variables; en unos casos se trata de métodos invasivos, con registro de la presion
arterial proximal y distal a la constriccion, y en otros, se determiné mediante ecografia
Doppler, midiendo la velocidad del flujo sanguineo en la zona inmediatamente distal a
la constriccién o comparando los registros Doppler en ambas arterias carétidas. La
variabilidad en los resultados publicados en cuanto a los gradientes de presion
generados utilizando el mismo tamafio de canula, que frecuentemente no se
correlacionan con el grado de hipertrofia desarrollado, probablemente refleje
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imprecisiéon en la medicién del gradiente o inadecuacion del grado de constriccién a las
caracteristicas morfométricas del animal. La medicion mediante catéteres de presion
de alta fidelidad es el método mas preciso, pero presenta el inconveniente de no
poderse realizar repetidamente sino sélo en el estudio terminal, por lo que no permite
realizar un seguimiento de la evolucidn temporal del gradiente transcoartacional.

En nuestro modelo de coartacion adrtica, mediante ecocardiografia con Doppler
pulsado, observamos una gran homogeneidad en los gradientes transcoartacion
producidos por el CAT y una buena correlacion entre gradiente y severidad del
remodelado, que se refleja en el grado de concordancia entre el gradiente registrado
tras la cirugia y el incremento de la masa VI indexada al peso del animal en el
momento del sacrificio. Estos buenos resultados también podrian estar relacionados
con la constriccion individualizada propia de nuestro modelo.

El aumento del estrés sistdlico parietal del VI, provocado por el aumento de la
impedancia a la eyeccion tras el CAT, promueve la activacion de cascadas de
sefalizacion que inician un proceso progresivo de alteraciones estructurales vy
funcionales denominado remodelado miocardico. A nivel estructural, dicho
remodelado se caracteriza por el crecimiento hipertréfico de los cardiomiocitos
acompafiado de un incremento en la sintesis y deposicién de proteinas de matriz
extracelular que se traduce en fibrosis miocardica intersticial y perivascular“. La
fibrosis excesiva tiene como consecuencia inicial el deterioro de la funcién diastdlica VI
y la alteraciéon de la conduccién eléctrica, aumentando el riesgo de disfuncién
ventricular y de arritmias*?. La deposicidn incrementada de elementos fibrosos en la
matriz extracelular se asocia a un peor prondstico clinico de los pacientes en términos
de situacion funcional y de morbimortalidad.

Por otro lado, la hipertrofia fue considerada tradicionalmente un mecanismo
compensador dirigido a normalizar el estrés parietal sistélico y preservar la funcion VI.
Sin embargo, este concepto ha sido cuestionado en estudios clinicos que demuestran
las consecuencias deletéreas a largo plazo de la hipertrofia VI y ponen de manifiesto su
papel predictor de morbi-mortalidad cardiovascular®.

En nuestro modelo experimental de sobrecarga de presién mediante CAT, los animales
desarrollaron hipertrofia VI progresiva a expensas de un engrosamiento de las
paredes. El maximo grado de hipertrofia se alcanzé a las cuatro semanas de CAT, pero
los cambios mds intensos se produjeron en el transcurso de las dos primeras semanas,
lo que indicaria una hipertrofia cardiomiocitaria generada en respuesta a la mayor
demanda funcional. Durante el periodo de estudio, el engrosamiento parietal no se
acompafid de dilatacion significativa de la camara, indicando que esta tiende a una
geometria concéntrica. El remodelado concéntrico es una caracteristica tipica de la
sobrecarga de presion en humanos**.

Estudios previos realizados por el Dr. Nistal y su equipo indican que, al igual que
sucede en la clinica, existen diferencias de sexo en el patrén de la hipertrofia VI
experimental; los ratones machos muestran mayor tendencia a la dilatacion VI,
mientras que las hembras desarrollan una hipertrofia mas concéntrica®®. La ausencia



de andrégenos se ha postulado como la razén mas plausible para explicar este patrén
de remodelado en las hembras.

En el presente estudio, los pardmetros ecocardiograficos indicadores de funcién Vi,
tanto sistdlica como diastdlica, se vieron alterados en los ratones sometidos a CAT. La
valoracion de la funcidn sistdlica del VI se sustentd en dos indicadores: la funcién en el
eje corto, reflejada por la FEVI, y la funcion en el eje largo, reflejada por la MAPSE. El
parametro mas cominmente utilizado para determinar el deterioro funcional global
del VI es la FEVI que, en condiciones de sobrecarga de presion, sufre un deterioro
progresivo. No obstante, se ha observado que la fibrosis miocdrdica, incluso cuando es
severa, no siempre origina un deterioro significativo de la FEVI. Por el contrario, la
MAPSE se deteriora precozmente desde los primeros estadios de la sobrecarga de
presion, incluso estando relativamente preservada la funcién VI en el eje corto®®. El
deterioro precoz de la MAPSE se ha explicado en base a la orientacidn longitudinal de
la mayor parte de las fibras musculares subendocardicas del VI.

Esta region del miocardio es la mas vulnerable al aumento del estrés parietal sistdlico y
suele ser donde debuta el desarrollo de fibrosis en respuesta al estrés biomecanicoy a
la isquemia subendocardica que la acompafia®’. En consonancia con los resultados en
humanos, en el estudio la maxima reduccion de la MAPSE se produjo durante la
primera semana de constriccion (-55%), y permanecid practicamente estable durante
las 4 semanas de seguimiento (+17%). Por el contrario, la FEVI se deterior6 menos
intensamente y de forma mas progresiva, alcanzando su mdaxima reduccién
transcurridas 4 semanas de CAT (-24%).

La fibrosis miocdrdica se asocia a cambios en la distensibilidad y en las propiedades
viscoeldasticas del miocardio que condicionan el desarrollo de disfuncién diastdlica. Asi,
parametros que determinan la conducta del VI durante la diastole, como la
distensibilidad pasiva, la viscoelasticidad y la relajacion, se ven fuertemente afectados
cuando los miocitos son sustituidos o se ven rodeados por un exceso de tejido

fibroso*®. La disfuncién diastdlica se refleja por un incremento de la presion de llenado
VI.

En los ratones del estudio, se estimé la presién de llenado del VI mediante el
parametro E/e', que aumentd significativamente después de la cirugia en ausencia de
un deterioro severo de la FEVI; estos resultados sugieren la existencia de disfuncién
diastdlica. Los datos concuerdan con los hallazgos clinicos en humanos con estenosis
aodrtica severa. En estos pacientes se ha observado que existe una correlacién positiva
entre la severidad histoldgica de la fibrosis del VI y los valores ecocardiograficos de
E/e'.
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5.3 REMODELADO INVERSO TRAS EL DE-CAT.

El remodelado cardiaco provocado por la sobrecarga de presién puede regresar si se
libera el miocardio del estrés hemodindmico mediante tratamiento médico, como en
el caso de la hipertension arterial, o quirurgico en el caso de la EA. En la actualidad, el
Unico tratamiento que se ha mostrado eficaz para mejorar la supervivencia de los
pacientes con estenosis adrtica severa sintomatica es la substitucion o implantacion
valvular adrtica. Una vez paliado el estrés hemodinamico, el remodelado, en términos
de hipertrofia, tiende a regresar hacia la normalidad a lo largo los meses siguientes, no
alcanzandose la recuperacién total hasta transcurrido mas de un afio de la cirugia®.
Diversos estudios indican que, en aquellos pacientes que acceden a la cirugia cuando el
remodelado es muy severo, algunos de los dafios estructurales son irreversibles>°.
Varios autores han observado que algunos pacientes con estenosis adrtica severa y
fibrosis miocdrdica extensa, determinada histolégicamente y por resonancia
magnética, no mejoraban su clase funcional tras la cirugia®'. Los estudios de
seguimiento postquirdrgico han puesto de manifiesto que la persistencia de hipertrofia
residual tras el recambio valvular es un predictor negativo en cuanto a supervivencia,
situacién funcional y necesidad de ingreso hospitalario?.

En este estudio experimental, la liberacién de la sobrecarga de presidn se correspondio
con una drastica reduccion del gradiente adrtico que permitié la puesta en marcha de
proceso de reversion de la hipertrofia VI. Los cambios morfolégicos y funcionales del
miocardio siguieron cursos temporales diferentes en su retorno hacia los niveles
previos al CAT. Asi, la regresion de la hipertrofia mostré dos fases temporales bien
diferenciadas tras el de-CAT. Observamos una fase precoz, que abarca la 12 semana
tras la cirugia, durante la cual se produjo una importante pérdida de masa VI (-33%), a
expensas de una reduccién significativa en los espesores parietales. Esta regresion
precoz tras de-CAT es especular a la reaccion hipertréfica post CAT, lo que sugiere una
alta sensibilidad de los mecanismos responsables del crecimiento hipertréfico de los
cardiomiocitos al incremento en la carga unitaria. Transcurrida esta fase de
recuperacion precoz, la posterior pérdida de masa VI fue mucho menos acusada vy, de
hecho, la masa no llegé a normalizarse transcurridas las 4 semanas de seguimiento
post de-CAT. Estos resultados indican que, en este modelo experimental, 4 semanas de
de-CAT no son suficientes para que la masa VI hipertrofiada a lo largo de 4 semanas de
sobrecarga hemodinamica pueda regresar hasta alcanzar valores normales.

Tanto los espesores parietales como el espesor relativo de la PP de los ratones
mantienen valores significativamente superiores a los observados durante el estudio
ecocardiografico basal. La recuperacion de la funcién sistélica en el eje corto, reflejada
por la FEVI, siguidé una evoluciéon mas paulatina que la de la hipertrofia, pero llegd a
recuperar valores similares a los basales transcurridas las 4 semanas de de-CAT. Lo
mismo podemos afirmar respecto a la funcién diastdlica reflejada
ecocardiograficamente como la relacion E/e’. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con la
funcioén sistélica en el eje largo, reflejada por la MAPSE, que no llegd a normalizarse en
todo el periodo de seguimiento. Estos resultados ponen nuevamente de manifiesto la
sensibilidad de este pardmetro como marcador de dafo estructural miocardico. Es
importante resefiar que una MAPSE reducida se asocia con un mal prondstico en
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pacientes con insuficiencia cardiaca, fibrilacidon auricular, post-infarto de miocardio y
en pacientes con estenosis adrtica sometidos a recambio valvular3.

Algunos autores, han analizado en modelos murinos la repercusién de la duracién en el
tiempo de la sobrecarga de presidon sobre el grado de recuperacion morfoldgica y
funcional tras el de-CAT"*. Sus datos permiten concluir que a mayor duracién del
periodo de CAT mas prolongado es el periodo de recuperacion tras el de-CAT, de tal
forma que los cambios estructurales y funcionales podrian llegar a ser irreversibles si el
periodo de sobrecarga de presion es muy prolongado. Esta variable no ha sido
evaluada en los animales del presente estudio, ya que la duracién de la fase de CAT fue
la misma para todos los grupos.

En conjunto, los resultados indican que el proceso de remodelado miocdrdico inverso
en el ratén se pone en marcha de forma muy rapida tras la reduccion del estrés
hemodinamico, tal y como algunos autores han observado en la clinica de la EA,
durante el seguimiento postquirirgico de los pacientes tras el recambio valvular
adrtico>>. Asi, en el presente estudio durante la fase inicial (primera semana) se
produjo una importante recuperacion morfoldgica, estructural (en términos de
expresion de genes de remodelado y fibrosis histoldgica) y funcional. Sin embargo, tal
y como sucede en la clinica, la regresién posterior del remodelado tiene lugar de forma
mucho mas tdrpida, e incluso la hipertrofia y la funcidn sistdlica longitudinal (MAPSE)
no llegan a alcanzar la normalizacién completa a pesar del prolongado periodo (4
semanas) de seguimiento.
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6. CONCLUSIONES

1. Se han desarrollado innovaciones metodoldgicas en las técnicas de constriccion del
arco adrtico y posterior retirada de la misma para el estudio en ratones de
modificaciones ecocardiograficas de los fendmenos implicados en el remodelado
miocardico secundario a la sobrecarga de presion y en su regresién (las modificaciones
quirdrgicas fueron llevados a cabo por el Dr. Nistal y su equipo, pero esta incluido
porque todos los ratones estudiados fueron llevados a cabo mediante este
procedimiento).

2. Ventajas de éste modelo quirdrgico respecto a las técnicas convencionales:

a. Permite individualizar el grado de constriccion en base a los datos
morfométricos de la aorta en cada animal, mejorando la reproducibilidad de la
constriccion.

b. Reduce la mortalidad quirdrgica secundaria a la oclusién completa de la
aorta y a la rotura de la arteria.

c. Facilita la retirada posterior de la constriccion.

d. No se requiere un entrenamiento quirdrgico altamente cualificado para
Ilevar a cabo los procedimientos.

Los cambios ecocardiograficos morfo-funcionales en este modelo murino (C57/BL6)
muestran paralelismo con los de los pacientes con estenosis adrtica, observandose
hipertrofia ventricular concéntrica, acompafiada de deterioro significativo de la
funcién sistélica en los ejes corto (reflejada por la FEVI) y largo (reflejada por la
MAPSE) y de la funcion diastdlica reflejada por la relacidon E/e’. Tanto el didmetro
telesistolico, como el diastdlico, la masa cardiaca y la masa ajustada al peso, el grosor
del septo y la pared posterior aumentaron después del CAT.

Tras la liberaciéon de la constriccion adrtica se produjo una drastica reduccion del
gradiente transcoartacional que permitié la puesta en marcha del proceso de regresion
del remodelado ventricular. En términos morfo-funcionales, se produjo una
recuperacion completa de la pared posterior, del didmetro telesistélico, de la FEVI, de
la masa cardiaca y del gradiente.

Al contrario, el grosor del septo interventricular, el didmetro telediastdlico, la MAPSE,
la relacion E/e” y la relacion entre la masa del ventriculo izquierdo ajustada al peso no
Ilegaron a normalizarse transcurridas cuatro semanas.

Hay que destacar que los resultados de este estudio pueden haber estado
influenciados por el bajo tamafio muestral.
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9. ANEXOS

IMPRESO DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO
DE INVESTIGACION MEDICA

Solicitamos su participacion en este estudio.

Titulo: “Papel de la adiponectina y su relacion con TGF-B en el remodelado miocérdico
inducido porlasobrecarga de presién enlaestenosisadrticay en su regresion postquirurgica”
(Referencia 2012.090)

Investigador principal del proyectoy médico de referenciay responsable de laobtencién de las
muestras:

Dr. Juan Francisco Nistal Herrera, Médico Adjunto de Cirugia Cardiovascular, Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla, Santander (Tel.: 942.202.536).

Informacion general del estudio

La investigacion en Medicina es fundamental para avanzar en el conocimiento, prevencion,
diagndsticoy tratamiento de lasenfermedades. Los médicos e investigadores del Servicio de
Cirugia Cardiovasculardel Hospital “Marqués de Valdecilla” y del Departamento de Fisiologia y
Farmacologia de la Facultad de Medicina de Santander, hemos puesto en marcha un proyecto
de investigacion en el que estudiamos los mecanismos moleculares por los que el corazén
aumentael espesorde sus paredes en ciertas enfermedades. Solicitamos su colaboracién para
larealizacién de este estudio. Este estudio tiene una duracién prevista de 10 afios y se prevé
reclutar 100 pacientes.

La hipertrofia, término con el que se denomina a este aumento de grosor de las paredes, se
acompafade un aumento de pesodel corazénytiene inicialmente una misién compensadora,
destinadaapermitir que siga pasando sangre, en volumen suficiente, a través de la vélvula de
salidadel corazdén (vélvulaadrtica) que abre mal. Se trata de un fendmeno que se desarrolla a
lolargo de mucho tiempoy que se acentla a medida que la valvula va cerrandose mas y mas.
Aunque, inicialmente, la hipertrofia es Util pues permite mantener dentro de lo normal la
cantidad de sangre que bombea el corazdn, a partir de cierto punto se convierte en un
problemaen si misma, porque el aumento de espesorde las paredes noesarmonicoy suriego
sanguineo no crece paralelamente al aumento de peso, lo que puede generar problemas
graves para el paciente. Porotra parte, la hipertrofia no aparece en igual medida en todos los
pacientes que tienen estrechalavalvula adrtica, nitampoco desaparece enigual medidaen los
gue son operados para cambiarles la vdlvula aértica enferma.
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Si comprendiéramos mejor como y por qué se produce la hipertrofia de las paredes del
corazén podriamos:

1. Desarrollar tratamientos que nos permitirian limitar este fendmeno hasta el nivel mas
beneficioso para los pacientes con la valvula adrtica estrecha pero que todavia no necesitan
ser operados.

2. Evitar que se produzca una hipertrofia muy severa que sabemos aumenta el riesgo de la
operacion cuando llega el momento de realizarla.

3. Facilitar el adelgazamiento de las paredes tras la operacion, pues sabemos que los riesgos
asociados a la hipertrofia no desaparecen inmediatamente después de que el paciente es
operado, sino que van disminuyendo a medida que el corazén adelgaza.

4. Tratar a ciertos pacientes en los que las paredes del corazén se engruesan de manera
espontdnea, aunque la valvula adrtica sea normal, y para los que, en la actualidad, no
disponemos de ningln tratamiento que ataque la causa de la enfermedad.

¢Qué me supone participar en el estudio y qué riesgos podria tener?

Para este estudio precisamos obtener de los pacientes muestras de sangre antes de ser
operados, a los pocos (6-8) dias y a los 4 y 12 meses después de la intervencidn. Las
extracciones de estas muestras de sangre se haran coincidir con la analitica de rutina del
paciente de forma que se le eviten molestias o pinchazos innecesarios. Las extracciones de
sangre no suponen ningun riesgo para su salud ya que forman parte del tratamiento habitual
de su enfermedad.

También nos es necesario tomar, durante la operacién que se le va a realizar, dos peque ias
muestras del musculo de su corazén. Una de estas muestras procede de un pequefio
fragmento que se quita como parte del procedimiento normal de conexién del paciente ala
magquina corazén-pulmon utilizada para la intervencion. En otras palabras, se trata de tejido
que normalmente se elimina. La segunda muestra procede de la cara externa del ventriculo
izquierdo, la parte del corazdn cuyas paredes se han engrosado, y se recoge durante la parte
central de la intervencion con una aguja especial de biopsia (aguja tru-cut). Se trata de una
muestra muy pequefia (0,1 gramos). La recogida de esta muestra es, en términos generales,
segura y bien tolerada ya que se realiza con control visual directo, aunque en un pequeiio
porcentaje de casos (menordel 1%) pueden aparecer complicaciones del tipo de la perf oracién
cardiaca, lesion coronaria o hemorragia.
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El propdsitode las muestras de sangre y de musculo cardiaco es determinar en ellas moléculas
de las que sabemos que podrian jugar un papel importante en el desarrollo del corazény en el
aumento de espesor de sus paredes, ya sea este espontaneo o por la aparicion de una
dificultad para el vaciado cardiaco.

La tercerafuente de datos para nuestrainvestigacion es el estudio de la evolucién del grosor
de las paredes de su corazon. Para ello es necesario realizar un estudio con ecocardiografia
transtoracica antes de la operacidn, alos pocos (6-8) dias y alos 4y 12 meses. Estos estudios
no son invasivos (no hay que pinchar o poner medicamentos al paciente) ni especialmente
molestos, no suponen ningun riesgo y forman parte de los controles rutinarios que se realizan
alos pacientes tras este tipo de operaciones.

Tanto los datos obtenidos de su Historia Clinica como sus muestras recibiran un cédigo que no
permitira identificarlos como suyos salvo por el investigador principal. La manipulaciény el
andlisis de los datos obtenidos durante el estudio se haran manteniendo en todo momento la
confidencialidad acerca de la identidad de los pacientes de acuerdo con la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Su identidad
permanecerd confidencial y los datos no podran ser relacionados con usted aunque los
resultados del estudio sean publicados en revistas cientificas.

En el periodo de 10 afios que durard el estudio, cualquier sub-estudio que se quierallevara
cabo y que implique el uso de las muestras de la coleccidén del estudio principal sera evaluado
por un Comité Etico de Investigacién Clinica. El paciente tiene derecho a conocer en qué sub-
estudios han sido utilizadas sus muestras contactando con el investigador principal delestudio.

Sus muestras serdn almacenadas en el Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la
Facultad de Medicina. La coleccién de muestras se encuentra inscrita en el Registro Nacional
de Biobancos (ref. C.000843). Una vezfinalizado el estudio, si existiera muestra sobrante sera
destruida. No se proporcionardn sus muestras a terceros. Si usted desearetirarse del estudio y
gue su muestra sea destruida, sélo tiene que contactar con el investigador principal y
solicitarlo.

Con fecha 25 de octubre de 2013, el Comité Etico de Investigacidn Clinica de Cantabria ha
aprobado la realizacion de este estudio (acta 32/2013).

Su participacién en este estudio es voluntaria, de tal forma que usted puede decidir no
participary también puede retirarse en cualquier momento deldesarrollo del estudio, sin que
esa decision afecte en ningln sentido la atencidn que usted recibe de sus médicos.

Beneficios de su participacion en el estudio

Este estudio nova a repercutir directa e inmediatamente sobre su enfermedad. Sin embargo,
puede tenerun enorme valor para futuros pacientes, gracias al avance cientifico en el disefio
de nuevos tratamientos.
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Usted no recibird ningln tipo de compensacién econémica o de cualquier otro ti po por su
participacion.

La donacidn de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico beneficio es el
gue corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad, y el saber que ha
colaborado en este proceso.

Consentimiento Informado

He sido informado/a de que mis datos personales seran protegidos de acuerdo con lo que
dispone la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccidn de Datos de Caracter
Personal, reguladora de esta materia y no serdn usados sin mi consentimiento previo.

Entiendo que lainformacién que se obtenga de los analisis que se efectuaran en mis muestras
no aportara beneficios directos sobre la evolucion de mi enfermedad.

He leido en su totalidad este impreso del que se me ha explicado, ademas, su contenido.
Comprendo que mi participacion es voluntaria y altruista.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio, donando sangre y tejido.

En Santander, a

Nombre y firma del médico que da lainformacién:

Dr. Juan Francisco Nistal Herrera
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

o TS , revoco el consentimiento
de participacion en el proceso, arriba firmado y solicito que mi muestra sea destruida.

Firmay Fecha de la revocacion:
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