W WYY L 'Y X X

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

PROGRAMA DE DOCTORADO:
INVESTIGACION EN CIRUGIA Y
ESPECIALIDADES MEDICO QUIRURGICAS

Calcificacion de la valvula adrtica:
estudio de microRNAs y su
posible aplicacion clinica

Ana Maria Barral Varela






W WYY L 'Y X X

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

PROGRAMA DE DOCTORADO:
INVESTIGACION EN CIRUGIA Y
ESPECIALIDADES MEDICO QUIRURGICAS

Calcificacion de la valvula adrtica:
estudio de microRNAs y su
posible aplicacion clinica

Ana Maria Barral Varela















FOR-MAT-VOA-010-BIS

e

°
°

°
°

RESUMEN DEL CONTENIDO DE TESIS DOCTORAL

1.- Titulo de la Tesis

Espafiol/Otro Idioma: Inglés:

Calcificacion de la valvula adrtica: estudio de Calcification of aortic valve: study of

microRNAs y su posible aplicacion clinica. microRNAs and their possible clinical
application.

2.- Autor

Nombre: Ana Maria Barral Varela | DNI/Pasaporte/NIE: -N

Programa de Doctorado: Investigacién en Cirugia y Especialidades Médico-Quirlirgicas

Organo responsable: Facultad de Medicina

RESUMEN (en espafiol)

La enfermedad de la valvula aértica calcificada (CAVD de sus siglas en inglés) es
la principal causa de enfermedad valvular adquirida en los paises occidentales y su
prevalencia se encuentra en aumento debido al envejecimiento de la poblacion. En el
pasado se consideraba un proceso pasivo de depdsito de calcio consecuencia de afios
de estrés mecénico sobre el tejido valvular, pero en la actualidad se conoce que esta
calcificacion es un proceso activo de calcificacién distrofica en el que se encuentran
implicados numerosos mecanismos fisiopatogénicos. El conocimiento de estos
mecanismos ha permitido la identificacion de potenciales biomarcadores y dianas
terapéuticas sobre las que actuar, ya que el Unico tratamiento definitivo hasta el
momento es el reemplazo valvular. Multiples proteinas relacionadas con el metabolismo
6seo-mineral, como la osteopontina (OPN) o la proteina Gla de la matriz (MGP) se
encuentran relacionadas con la degeneracion valvular, pero entre todas estas moléculas,
el estudio de los microRNAs (miRNAs) ha despertado gran interés en biomedicina,
especialmente en aspectos relacionados con los factores de riesgo y la prevenciéon de
enfermedades, pero también por la posibilidad de ser utilizados como agentes
terapéuticos. Estos miRNAs son pequefias moléculas de RNA de 20 a 25 nucleétidos, no
codificantes, que regulan negativamente la expresion de los genes al unirse a los
mensajeros para inhibir la traduccién o para promover la degradaciéon del mensajero.

Nuestra hipétesis es que la expresion diferencial plasmética de ciertos miRNAs
(miR-29b, miR-30c, miR-125b, miR-133b, miR-141, miR-204 y miR-211) en los pacientes
con calcificacién valvular con respecto a los individuos que no presentan dicha
alteracidn, puede resultar util en la practica clinica diaria para el manejo del paciente con
CAVD, en la estratificacion de riesgo, diagnéstico precoz y seguimiento de la
enfermedad. Para ello es necesario determinar, mediante un método cuantitativo, la
calcificacion de la vélvula a6rtica, asi como la frecuencia de los principales factores de

riesgo cardiovasculares y la expresion plasmética de ciertos inhibidores de la
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calcificacion como la OPN y la MGP, al mismo tiempo que estudiamos la relacién
existente entre todas estas variables.

Con este fin se recogieron muestras plasmaticas y de tejido valvular de 119
pacientes intervenidos de recambio valvular adrtico con el diagnéstico de estenosis
aortica (EAQ), doble lesion adrtica (DLA) e insuficiencia aértica (IAO), desde octubre de
2012 a abril de 2014 en el Servicio de Cirugia Cardiovascular-Area del Corazon del
Hospital Universitario Central de Oviedo (HUCA). Las muestras se analizaron en el
Servicio de Metabolismo Oseo y Mineral. Se obtuvo el RNA total a partir del plasma y del
tejido valvular. La cuantificacién de los niveles de expresién de los miRNAs se realizé
mediante PCR a tiempo real utilizando como control endégeno para las muestras de
tejido el snRNA U6 y el miR-451 para las muestras de plasma. La determinacion
plasmética de las proteinas MGP y OPN se realiz6 mediante ELISA. Se analizaron las
muestras de tejido valvular mediante micro tomografia computarizada (microCT) en un
equipo SkyScan 1174 (Bruker, Kontich, Bélgica) disponible en el Bioterio de la
Universidad de Oviedo, para el estudio de la calcificacién valvular. Los pardmetros
examinados fueron la densidad mineral 6sea (BMD) y la ratio volumen éseo/volumen total
(BVITV). Todos los datos obtenidos fueron analizados mediante el software estadistico de
libre distribucién R (www.r-project.org). No se utiliz6 ningiin método para ajustar por
contrastes maultiples y, aquellos p-valores inferiores a 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Los individuos con EAO presentaron una elevada prevalencia de hipertension
arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, obesidad y, mayoritariamente, fueron
hombres, todos ellos factores de riesgo conocidos para la enfermedad de la valvula
aortica calcificada. Los valores de BMD y BV/TV se asociaron de forma significativa con
la presencia y severidad de la hipertrofia ventricular izquierda (HVI), asi como con la
presencia de la dilatacion adrtica post-estenética, ambas respuestas adaptativas a una
estenosis valvular prolongada en el tiempo. Ninguno de los miRNAs candidatos mostro
relacién entre su expresion tisular y/o plasmética y el grado de calcificacion de la valvula
aortica, aunque si se observ6 una tendencia a una menor expresién tisular y plasmatica
del miR-211. Tres de los miRNAs analizados (miR-30c, miR-133b y miR-211) no se
expresaron en el plasma de pacientes con enfermedad de la véalvula adrtica. Los
pacientes anticoagulados de manera crénica con warfarina presentaron en plasma
niveles menores de miR-125b, posiblemente secundarios al efecto de los inhibidores de
la vitamina K, que producen calcificacion valvular y/o vascular. La expresién plasmatica
de OPN se relacion6é directamente con el grado de calcificacion de la vélvula aértica.
Ademas, la HVI se asoci6 a valores plasméticos elevados de OPN y la administracion
cronica de estatinas, con menores niveles de expresion plasmatica de esta proteina. Los

niveles plasmaticos de MGP total no se encontraron asociados con la calcificacién de la




véalvula adrtica. Ademés, tampoco se demostré una clara correlacién entre la expresion

plasmética de MGP total y el tratamiento crénico con antagonistas de la vitamina K.

RESUMEN (en Inglés)

Calcified aortic valve disease (CAVD) is the most common cause of valve disease
in developed countries and its prevalence increases with advancing age. Previously,
CAVD was characterized by a passive process of calcium deposits as result of mechanic
stress in valvular leaflets. But currently, CAVD appears a dystrophic calcification
process whose pathophysiology is in relation with osteogenic proteins. Knowledge of
pathophysiology mechanisms had identified potential plasmatic markers and therapeutic
options. Up to now, the only definitive treatment is aortic valvular replacement. Different
proteins associated with bone-mineral metabolism like osteopontin (OPN) and matrix Gla
protein (MGP) or microRNAs (miRNAs) could be good biomarkers. MiRNAs are short
non-coding RNAs (20-25 nucleotides) that mediate post-transcripcional regulation of
gene expression by pairing with the messenger RNAs (mMRNA), leading to translational
repression and/or degradation of the mRNA.

Patients with diagnosis of aortic stenosis can present differential plasmatic
expression of miRNAs (miR-29b, miR-30c, miR-125b, miR-133b, miR-141, miR-204 and
miR-211) whose could be useful in the clinical practice to risk stratification, follow-up
and early diagnosis. To this purpose, it is necessary to quantify aortic valve calcification,
to know the prevalence of certain cardiovascular risk factors and to quantify the
plasmatic expression of OPN and MGP (calcification inhibitors), to study the relationship
between these variables.

We have enrolled 119 patients undergoing aortic valve replacement for calcified
aortic stenosis (AS), double aortic lesion (DAL) and aortic regurgitation (AR), from
October 2012 to April 2014 in Cardiovascular Surgery Department- Heart Section of
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). We obtained valvular leaflets at
surgery and plasma samples that were analyzed at Bone and Mineral Research Unit
(HUCA). Total RNA was isolated from plasma and tissue and expression levels of
miRNAs were determined by quantitative PCR. Levels of snRNA U6 or miR-451 were used
to normalize samples. OPN and MGP plasma levels were determined by ELISA. Aortic
leaflet samples were studied by micro computerized tomography (microCT) in SkyScan
1174 equipment (Bruker, Kontich, Belgium) in the University of Oviedo to determine
valvular calcification. Bone mineral density (BMD) and bone volumen/total volumen ratio
(BVITV) were determined. All data were analyzed by free statistical software (www.r-
project.org) and p-values lower 0.05 were considered statistically significant.

A high prevalence of hypertension, hyperlipidemia, diabetes mellitus and obesity

was observed in our population, as well as prevalence of male sex in patients with aortic




stenosis. BMD and BV/TV were associated with ascending aortic dilatation and presence
and severity of left ventricular hypertrophy (LVH). Both of them are known consequences
of prolonged aortic stenosis. OPN plasma overexpression was associated with high
values of BMD and BV/TV, although we did not establish an association with MGP
plasma levels. LVH was associated with OPN plasma overexpression and chronic use of
statins, with OPN lower plasma levels. There was no association between MGP plasma
levels and warfarin chronic use.

Individuals with EAO showed a high prevalence of hypertension,
hypercholesterolemia, diabetes mellitus, obesity and, mostly, were men, all known risk
factors for the disease of calcified aortic valve. The values of BMD and BV/TV were
significantly associated with the presence and severity of left ventricular hypertrophy
(LVH) and the presence of post-stenotic aortic dilatation, both adaptative responses to a
prolonged valvular stenosis in the time. Neither candidate miRNAs showed relationship
between their tissue and/or plasma expression and the degree of calcification of the
aortic valve, although a trend to lower tissue and plasma expression of miR-211 was
observed. Three of the analyzed miRNAs (miR-30c, miR-133b and miR-211) were not
expressed in the plasma of patients with aortic valve disease. Patients chronically
anticoagulated with warfarin showed lower plasma levels of miR-125b, possibly
secondary to the effect of vitamin K inhibitors which produce valvular and/or vascular
calcification. Plasma OPN expression was directly related to the degree of calcification of
the aortic valve. Moreover, LVH was associated with high plasma levels of OPN and
chronic administration of statins, with lower levels of plasma expression of this protein.
Total plasma levels of MGP were not found associated with aortic valve calcification.
Furthermore, no clear correlation between total plasma MGP expression and chronic

treatment with vitamin K antagonists was demonstrated.
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Introduccion

La enfermedad de la valvula aodrtica calcificada (CAVD por sus siglas en inglés)
es una lenta pero progresiva condicion patoldgica de la valvula adrtica caracterizada
por la calcificacion distrofica de sus velos. La fase inicial de la enfermedad es conocida
como esclerosis adrtica y ya una fase mas avanzada es denominada estenosis adrtica

calcificada (EAO) (1, 2).

La esclerosis de la valvula adrtica es el engrosamiento y/o calcificacidon de los
velos de la valvula, sin obstruccién significativa del flujo de salida del ventriculo
izquierdo, y es un hallazgo frecuente en la poblacion de edad avanzada. Una
proporcion de los individuos que presentan esclerosis adrtica progresan a la
denominada EAO, en la cual, ya existe una repercusion hemodinamica con limitacion
del flujo de salida del ventriculo izquierdo. La esclerosis aortica es, por tanto,
asintomatica y su diagnostico se realiza mediante técnicas de imagen cardiaca, como

la ecocardiografia (principalmente) o la tomografia computarizada (TC) (1, 3).

1. Epidemiologia

La CAVD es la principal causa de enfermedad valvular adquirida en los paises
occidentales (4, 5). Su prevalencia se ha incrementado en las ultimas décadas debido
al aumento de la esperanza de vida, llegando a convertirse en la actualidad en un

importante problema de economia sanitaria (5).

La prevalencia general de la EAO es, aproximadamente, del 2,8% en adultos
mayores de 75 afios; esta cifra se incrementa al 9,8% en octogenarios y representa
tan sélo un 0,2% entre los 50 y 59 afos de edad (6). Se estima que la EAO afecta a 4,9
millones de personas mayores de 75 afios en Europa y 2,7 millones en América del
Norte (7). En el Cardiovascular Health Study (CHS) se habla de un 2% de la poblacion
afectada de EAO con una edad media de 72 afios. Esta prevalencia alcanza el 13%
entre los 75 y los 85 afos, y en el caso de la esclerosis adrtica las tasas son del 26% y

del 40% respectivamente (8).

En un reciente metaanalisis publicado por Coffey et al (9) se analiza el estado

epidemioldgico actual de la esclerosis adrtica, en el cual se determina un claro
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Introduccion

aumento de su prevalencia asociado a un incremento en la edad de la poblacidén. La
tasa de incidencia de la esclerosis adrtica es mayor, incluso en grupos de edad mas
jovenes. Entre un 1 y un 7% de las valvulas aodrticas normales desarrollan esclerosis
adrtica por afio en una poblacién con una edad media de 61 afios, mientras que el 9%
desarrolla anualmente algin grado de EAO, con una edad media de 72 afios (10, 11).
En la poblacidn general, la tasa de progresion de la esclerosis a EAO es baja, inferior al
2% por ano (9). Parece, por ello, que la esclerosis aortica es una premisa necesaria,

pero no suficiente, para la apariciéon de la EAO.

En los estadios tempranos de la CAVD, durante la fase de esclerosis aortica, la
ecocardiografia transtoracica (ETT) no resulta util para su diagnéstico. La tomografia
computarizada (TC) resulta un método sensible y preciso para cuantificar el calcio en

la valvula aortica, al igual que en las arterias coronarias (9).

La CAVD se encuentra frecuentemente asociada a la enfermedad coronaria.
Entre un 25 y un 50% de los pacientes con EAO severa presentan enfermedad
coronaria significativa concomitante (12). La presencia de esclerosis aortica por si
sola, incrementa en un 40% el riesgo de infarto agudo de miocardio y en un 50% la

muerte por causas cardiovasculares (8).

La baja tasa de progresién de la esclerosis aortica obliga a redefinir los
predictores de la progresion de la CAVD, con el objetivo de disefiar terapias que
permitan modificar la evoluciéon de la enfermedad (9). Diversos estudios han
identificado posibles factores de riesgo para la CAVD, como es el caso del sexo
masculino, niveles altos de triglicéridos, tabaco, hipertension, niveles elevados de
lipoproteina (a) y las lipoproteinas de baja densidad (LDL), diabetes o un indice de
masa corporal (IMC) elevado. La similitud entre los factores de riesgo de la CAVD y la
ateroesclerosis ha llevado a hipotesis en las que la CAVD es, primariamente, una
manifestacion de la ateroesclerosis, aunque existen diferencias entre ambos procesos

que sugieren un mecanismo mas complejo (13) (Figura 1).
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Factores de riesgo para la
progresion de la CAVD R

Sindrome metabdlico
Obesidad
Hipertension
Tabaco
Fallo renal
Hiperlipidemia

n
gsétrg.? o:s'ﬁmm Calcificacion de la

Edad : ' | ica valvula aértica

Figura 1.- Resumen de los factores de riesgo para la progresion de la enfermedad de
la valvula adrtica calcificada (CAVD).

Los estudios de Messika-Zeitoun et al (14) y Owens et al (11) determinaron que
el score de calcio y el sexo masculino parecen estar asociados con una mayor tasa de
progresion. Sin embargo, la edad no guardaba relacién con la progresion de la
enfermedad, mientras que una presion diastolica elevada parecia estar relacionada
con una menor tasa de progresion. Estos dos estudios también pusieron de
manifiesto que, una vez que el calcio era detectable en los velos de la valvula adrtica,
los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales jugaban un papel menos

importante.

La CAVD es asintomatica durante mucho tiempo en los estadios tempranos y
cuando aparecen los sintomas, la enfermedad ya se encuentra en un estadio muy
avanzado. A partir de ese momento la esperanza de vida es menor de 10 afos en el
90% de los pacientes sin tratamiento y cuando la sintomatologia es el fallo cardiaco,
la mortalidad es superior al 50% en el primer afio (15). Algunos biomarcadores, como
los niveles tisulares de calcio o el dafio plaquetario producido por el 6xido nitrico
(NO), pueden ser factores predictivos de la progresion ecocardiografica de la EAO,
aunque estos biomarcadores requieren investigaciones futuras antes de una posible

aplicacion clinica (16).
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2. Opciones terapéuticas actuales

Se han investigado diversas terapias médicas para la ralentizacion en la
progresion de la CAVD, como las estatinas o los inhibidores del sistema renina-
angiotensina (IECAs), pero sin mostrar un beneficio claro (17-19). No existe, por
tanto, ninguna terapia médica que haya demostrado la ralentizacién de la progresion
de la CAVD y el Unico tratamiento definitivo es el recambio valvular aértico, por una
protesis mecanica o biologica. Otras opciones terapéuticas son la valvuloplastia
adrtica o el implante valvular percutaneo (20). El estudio PARTNER (Placement of
Aortic Transcatheter Valves) demostro que el reemplazo valvular adrtico transcatéter
es superior a la terapia médica en pacientes con alto riesgo quirdrgico y no inferior a
la cirugia (21). En vista de estos resultados, el estudio PARTNER II actualmente
analiza los resultados de esta técnica vs cirugia en pacientes de moderado riesgo

quirurgico.

El reemplazo valvular aértico es el segundo procedimiento mas frecuente en la
cirugia cardiaca tras el bypass aortocoronario y la EAO es la principal causa de
recambio valvular en el anciano (22). Cada afio se realizan en EEUU entre 65.700 y
70.000 recambios valvulares; otras series hablan de 95.000, el doble con respecto a la
década pasada, y se calcula que la prevalencia de esta enfermedad dentro de 20 afios

sera el doble con respecto a la prevalencia actual (5, 23-25).

Todos estos datos ponen de manifiesto la emergencia de plantear nuevas
estrategias preventivas y terapéuticas. Para ello, es necesario el estudio de los

mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad (7).

3. Anatomia de la valvula aortica

La valvula aédrtica consta normalmente de tres velos (trivalva): coronario
derecho e izquierdo y no coronario, y cada uno de estos velos presenta tres zonas
diferenciadas histol6gicamente (1) (Figura 2):

. La capa ventricularis, compuesta por fibras de elastina colocadas en

direccion radial y perpendiculares al margen del velo.
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. La fibrosa, es la zona adrtica del velo y esta formada por fibroblastos y
fibras de colageno orientadas circunferencialmente y paralelas al margen
del velo.

. La spongiosa, compuesta por fibroblastos, células mesenquimales y una
matriz rica en mucopolisacaridos.

Estas tres capas aportan tension y flexibilidad para el correcto funcionamiento

de la valvula adrtica durante afios de movimientos repetitivos.

Ty
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Figura 2.- A) Vdlvula adrtica tricuspide calcificada. B) Velos de vdlvula aértica calcificada tras
su exéresis quirirgica: derecho (D), izquierdo (I) y no coronario (NC). Indgenes cedidas por el
Servicio de Cirugia Cardiovascular-Area del Corazén del HUCA.

Entre un 0,5 y un 2% de la poblacién presenta una valvula adrtica bictuspide. Es
el defecto congénito cardiaco mas comun y constituye un factor de riesgo para la

calcificacion temprana de la valvula aortica (26) (Figura 3).

_

Figura 3.- Vdlvulas adrticas biciispides severamente calcificadas. Imdgenes cedidas por el
Servicio de Cirugia Cardiovascular-Area del Corazén del HUCA.
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4. Patogénesis de la enfermedad de la valvula adrtica

calcificada (CAVD)

En el pasado se consider6 a la CAVD el resultado de un proceso pasivo de
depdsito de calcio tras afios de estrés mecanico sobre una valvula adrtica normal
(24). De hecho, la mayoria de las teorias actuales proponen la hipoétesis del estrés
mecanico como factor desencadenante de la CAVD. El estrés al que es sometido el
endotelio del velo no coronario es menor que el estrés que sufren los velos coronarios
derecho e izquierdo. Esto es debido a la ausencia de flujo coronario diastolico en el
velo no coronario, lo cual puede ser una posible explicacidn para la afectacion tardia
del velo no coronario en la CAVD (1). De este modo, las zonas de calcificacion en los
velos presentan una clara correspondencia con aquellas que sufren mayor estrés
mecanico. El estrés mecanico es mayor cerca de las zonas de flexion, en la unién del
velo con el anillo adrtico, y es ahi donde se producen el 50% de las lesiones
observadas (27, 28).

La teoria del estrés mecanico también podria ofrecer una explicaciéon a la
degeneracion temprana de las valvulas aodrticas bicuspides, que ocurre
aproximadamente 2 décadas antes que la degeneracion de las valvulas adrticas
tricaspides (28, 29). Estas valvulas presentan, a su vez, una mayor velocidad en la
progresion de la enfermedad, desarrollando en casi todos los pacientes obstruccién al
flujo de salida en un periodo de tiempo corto, hecho que rara vez ocurre en las

valvulas adrticas tricaspides (1).

Sin embargo, el concepto actual asocia a los procesos degenerativos, cambios
proliferativos e inflamatorios. Estos cambios van asociados a dafio endotelial,
infiltracién por células inflamatorias, transformacién miofibroblastica, calcificacion,
angiogénesis o alteraciones en la actividad de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA) (1, 22). Ademas de todo ello, es bien sabido que las alteraciones
en el metabolismo del calcio, como la enfermedad de Paget o la enfermedad renal
cronica, ciertos polimorfismos de la vitamina D o la osteoporosis estan asociados a
una mayor prevalencia de la CAVD (28, 30). Por otra parte, estudios recientes

demuestran la relacidn significativa entre los niveles de proteina C-reactiva y la

30



Introduccion

calcificacion valvular, sugiriendo que en la patogenia de la CAVD estan relacionados

también mecanismos inflamatorios (31).

Por tanto, conceptualmente, la enfermedad valvular degenerativa ha pasado de
ser un proceso de depdsito pasivo de calcio a un proceso activo de calcificacion

heterotopica, es decir, un mecanismo anormal de reparacion tisular (24).

4.1. Tipos celulares en las valvulas cardiacas

Con el fin de entender la patogénesis de la CAVD, es esencial conocer la
aportacion de los distintos tipos celulares que componen la valvula (15, 22, 32). En
los ultimos afios se han caracterizado diversas subpoblaciones celulares en las
valvulas cardiacas que tienen caracteristicas morfolégicas unicas, ya que pueden
sintetizar matriz extracelular, presentan potencial para la calcificacion y osificacion,
asi como también para promover procesos de angiogénesis (33-35). Estas dos ultimas

caracteristicas son particularmente relevantes en la patogénesis de la CAVD (15).

Las células valvulares intersticiales (VICs) son un grupo celular similar a los
fibroblastos, positivas para vimentina y que representan una poblacién celular
diversa, muy dinamica y altamente plastica (15, 32). Son células abundantes en todas
las capas de las valvulas cardiacas y tienen una funcién crucial. Las VICs sintetizan la
matriz extracelular valvular y expresan enzimas que degradan la matriz (incluyendo
las metaloproteasas [MMP] y sus inhibidores [TIMP]). Las VICs modulan los
diferentes fenotipos celulares en respuesta a los cambios producidos por la
estimulacién del estrés mecanico o por ciertas sustancias quimicas durante la
homeostasis valvular. También se activan durante la vida intrauterina y en la
enfermedad valvular cardiaca. En la edad adulta, las VICs in situ presentan
caracteristicas de fibroblastos quiescentes, sin sintetizar ni destruir matriz
extracelular. Estas células reparan continuamente los pequefios dafios que se
producen en la matriz extracelular durante el remodelado fisiolégico de los tejidos
valvulares (15, 36). Una vez activadas, estas VICs pueden diferenciarse a otros tipos
celulares, principalmente miofibroblastos y osteoblastos (34). Estos miofibroblastos
son células positivas para a-actina de musculo liso y son las que incrementan su

numero en la esclerosis y calcificacion adrtica (24, 27, 37). Los osteoblastos
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valvulares producen calcificacion, condrogénesis y osteogénesis en las valvulas
cardiacas, aunque pueden tener una respuesta a las sefiales celulares diferente a los

osteoblastos esqueléticos (15) (Tabla 1).

Tabla 1.- Clasificacion de los diferentes fenotipos de las células intersticiales valvulares.

Tipo celular Localizacion Funcién
Progenitor Asegurar el crecimiento de las qVICs, posiblemente
embridénico . hacia un estadio activado. La transformaciéon de
. . Almohadillas . . .
endotelial/ células S células endoteliales a mesenquimales pude ser
. embriogénicas s .
mesenquimales cardiacas detectada por la pérdida de marcadores endoteliales
' y la presencia de marcadores mesenquimales.
qVICs Velos de las Mantener la funcién y estructura valvular fisiolégica
valvulas cardiacas. e inhibir la angiogénesis en los velos valvulares.
pVICs Médula 6sea, Pueden estar presentes en la valvula o ingresar en
circulacién y/o ella para proporcionarle aVICs para reparar el tejido
velos  valvulares valvular cardiaco, pueden ser CD34-, CD133- y/o
cardiacos. S100-positivo.
aVICs Velos  valvulares VICs o-actina de musculo liso positivas. Pueden
cardiacos. activar los procesos de reparacion tisular,
incluyendo la proliferacién, migraciéon y remodelado
de la matriz extracelular como respuesta al dafio
valvular atribuible a condiciones patolégicas,
hemodinamica anormal o factores mecanicos.
obVICs Velos valvulares Calcificacién, condrogénesis y osteogénesis en las
cardiacos. valvulas cardiacas. Secrecién de fosfatasa alcalina

(ALP), osteopontina (OPN) o sialoproteina 6sea (BSP)

qVICs: VICs quiescentes; pVICs: progenitores de VICs; aVICs: VICs activadas; obVICs: VICs osteobldsticas.

Las células endoteliales valvulares (VECs) son células endoteliales
fenotipicamente diferentes a las presentes en el resto de los vasos sanguineos.
Probablemente, estas VECs interactien con las VICs con el fin de mantener la
integridad del tejido valvular. Dentro de las VECs existen distintos perfiles de
expresion en ambas caras de una valvula adrtica (adrtica y ventricular) (15).
Simmons et al (38) defienden la hipdtesis de que estas diferencias transcripcionales
explican, en parte, la localizacion tipica de las lesiones tempranas en la CAVD, cerca

de las zonas del flujo de salida.
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4.2. Lesion temprana en la esclerosis aortica

Los principales cambios histoldgicos en la CAVD son la acumulacién de lipidos y
colesterol, la inflamacion, la angiogénesis con remodelado de la matriz extracelular e
incremento de la fibrosis y la activacion del sistema renina-angiotensina, asi como la

calcificacion en fases mas avanzadas de la enfermedad (24, 27, 37) (Figura 4).

Hipertension
Fac.tores de | Lipidos LDL Monocito/macréfago
riesgo Sindrome metabdlico VCAM-1
Fallo renal crénico ® ECA TICAM-1 ‘ .;o
MCP-1
+eNOS Endotelio « « « 3 « « « «
4 SOD
OxiLDL Reclutamiento Infiltracién
> leucocitario leucocitaria
Retencion de "
proteoglicanos Oxidacion . Formacion de = .
células espumosas 1‘ Oz~
Macréfago/célula espumosa
b4 TNF-a
IL-1B
RANKL
% 2] Ang 1+ 0.
ECA Cimasa LI °
l_' ATI-R ( )
Proteoglicano Ang |l hicbrabe
Activacion de bofibfoblasto Osteogénesis:
I | AT1R T | l MSX2/Runx2/Sox9
Sintesis de Colageno
proteoglicanos Osteopontina
Osteocalcina

Sialoproteina ésea

Figura 4.- Resumen de los principales mecanismos implicados en la fisiopatologia de la
enfermedad de la vdalvula aértica calcificada (CAVD).

En una primera fase o esclerosis aodrtica, las lesiones iniciales presentan una
gran similitud con las encontradas en las lesiones tempranas en la aterosclerosis
arterial. Se trata de pequenas disrupciones del endotelio que incrementan su tamafio
con el estrés mecanico. Estas lesiones, presentan un gran acimulo de lipoproteinas
“aterogénicas”, incluyendo la lipoproteina (a) o las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), asi como también evidencias de la oxidacion de LDL (oxiLDL), infiltrado celular

inflamatorio y zonas microscépicas de calcificacién (1).
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En esta primera fase, la acumulacion de depdsitos de LDL, asi como de otros
componentes inflamatorios, provocaran la activacion de las VICs, lo que dara lugar en

una fase mas tardia a su transformacion en células de tipo osteoblastico (22).

4.3. El estrés oxidativo

Las anomalias en el estrés oxidativo estan presentes en los estadios tempranos
de la CAVD (15). La sintesis endotelial de NO se encuentra disminuida en el endotelio
valvular con respecto a los niveles fisiologicos (39, 40). Los niveles de superdxido y
peroxido de hidrogeno se encuentran incrementados en las valvulas aodrticas
estendticas tanto humanas como murinas (41, 42). Este déficit en la sintesis de NO
puede ser una de las causas de la generacion de perdxido en las valvulas aorticas

calcificadas (39, 41).

4.4. Los lipidos y el colesterol

Los lipidos juegan un papel importante en la sefializacién celular de la
calcificacion vascular y valvular. En la CAVD se pueden observar acumulos
extracelulares de lipoproteinas, como ya se comentd anteriormente. En la lesion
temprana, estos acimulos lipidicos se observan como pequefias areas en la zona
subendotelial de la cara adrtica del velo, con desplazamiento de la lamina elastica y

extension mas tarde a la capa fibrosa (27).

Las apolipoproteinas B y E, asi como la lipoproteina (a) han sido identificadas
en la cercania de estas zonas ricas en lipoproteinas, lo que implica que estos lipidos
provienen de las lipoproteinas plasmaticas (1, 43). Las oxiLDLs asociadas a moléculas
proinflamatorias y factores de crecimiento, han sido identificadas en las zonas de
lesion y son absorbidas por macrofagos que se convierten en analogos de las células
espumosas (44). Las valvulas mas estendticas muestran mayores niveles de oxiLDL,
de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e infiltracién leucocitaria (44, 45). Las
oxiLDLs tienen acciones pro-inflamatorias, son un importante estimulante de
crecimiento celular y promueven la diferenciacion de los fibroblastos vasculares a
osteoblastos (46). El TNF-a es también un importante estimulo para la diferenciacion

osteoblastica (47).
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4.5. Lainflamacion

En las valvulas aorticas normales no se observan infiltrados celulares
inflamatorios, aunque si se pueden encontrar macréfagos o células mastoideas en
edades avanzadas, pero nunca linfocitos (22, 24, 48). Las células inflamatorias son las
células predominantes en las lesiones tempranas de la valvula aortica (27, 49, 50). En
las valvulas calcificadas podemos encontrar ensamblados de monocitos y macréfagos,
asi como linfocitos (24, 27, 51). Los monocitos se encuentran en las zonas de
calcificacion y segregan proteinas de matriz no colagenas. Los linfocitos T estan
presentes en la proximidad de los macro6fagos, pero no se encuentran en las cercanias
del borde de calcificacion (22). Estos linfocitos T activados tienen un papel regulador
en el proceso y liberan determinadas citoquinas pro-inflamatorias, como son el factor
de crecimiento transformante $1 (TGF-p1) o la interleucina-1f (IL-1p) (52, 53). La IL-
1f es una citoquina pro-inflamatoria que incrementa la producciéon de MMPs,
contribuyendo de este modo a la formacidn de matriz extracelular, al remodelado y a
la calcificacion local (54). Los receptores Toll-like y el sistema del complemento
parecen estar también involucrados en la patogénesis de la CAVD. Algunos estudios
demuestran que la estimulacion in vitro de los receptores Toll-like lleva a la

transformacion de las VICs en osteoblastos (55, 56).

4.6. La angiogénesis

Las valvulas adrticas normales son avasculares, mientras que en la CAVD se han
demostrado procesos de angiogénesis, principalmente en las zonas de infiltracion
celular y calcificacion (37, 57, 58). Se han determinado factores angiogénicos, como el
factor de crecimiento endotelial A (VEGF-A) o sus receptores VEGF-1/2 y Tie-2, asi
como factores anti-angiogénicos como la endostatina o la condromodulina-I. Estos

factores son producidos por las células estromales y los leucocitos (37, 57, 59).
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4.7. Elremodelado de la matriz extracelular

Las VICs se encuentran dentro de la matriz extracelular, compuesta
principalmente por fibras colagenas, elastina, proteoglicanos y glicosaminoglicanos
los cuales proveen a las VICs de las sefales extracelulares necesarias para llevar a

cabo la homeostasis valvular (32, 60).

A medida que avanza la lesion, se pueden observar extensas areas con
remodelado de la matriz extracelular, que es atribuido a un incremento de la
proliferacién celular, de la sintesis de matriz, asi como de la expresion y activacion de
MMPs. Las MMPs son una familia de 23 endopeptidasas dependientes de zinc que se
encuentran implicadas en el proceso de remodelado tisular tanto fisiolégico como
patoldgico y que son producidas por las VICs, macrofagos, monocitos, linfocitos y
VECs (22, 48, 61). La tenascina C es otra proteina de matriz extracelular que se
encuentra presente en las zonas de deposito lipidico de las valvulas calcificadas. Esta
proteina es un importante estimulador del crecimiento, de la formacién de hueso y la

mineralizacién, y ademas se conoce que regula a la baja la MMP-2 (62).

4.8. Los sistemas renina-angiotensina y calicreina-cinina

Existen numerosas evidencias de la importancia de los sistemas renina-
angiotensina y calicreina-cinina en la regulacion de la homeostasis de la matriz
extracelular en las valvulas cardiacas. El sistema renina-angiotensina, en especial, la
ECA, la angiotensina II (Ang II) y el receptor tipo 1 para la angiotensina II (AT1R)
juegan un papel importante en la patogénesis de la CAVD (63, 64).

La Ang II se forma a partir de la Angiotensina [ por accién de la ECA y tiene
multiples efectos adversos sobre el tejido cardiaco, principalmente mediados por su
receptor AT1R (65, 66). Esta Ang Il es un importante mediador de inflamacion y
fibrosis que promueve la infiltracion monocitica en las lesiones ateroescleroticas y la
acumulacion de colesterol en los macréfagos, dafiando de este modo el sistema de
fibrinolisis, aumentando el estrés oxidativo y estimulando la expresion fibroblastica

de biglicano (13, 63).
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La ECA se encuentra principalmente en la matriz extracelular, se expresa en su
mayoria en un subgrupo de macrofagos en las zonas de lesion valvular y suele
localizarse asociada a un componente de las LDLs, la apoproteina B. Los
miofibroblastos presentes en la matriz extracelular de los tejidos valvulares expresan
AT1R. Estos hechos sugieren que la ECA asociada a LDL posiblemente se encuentre en
su forma activa (13, 63). Las células mastoideas, presentes en las lesiones aorticas,
contienen otras dos enzimas, la cimasa y la catepsina G, que también puede ser fuente
de Ang II (13, 64). Estas tres enzimas (ECA, cimasa y catepsina G) pueden inactivar a
la bradiquinina, una cinina que se forma por accién de la calicreina cuya funcién es la
prevencion de la fibrosis tisular (65). Ademas, se ha demostrado en valvulas
estendticas la regulacion al alza de endopeptidasas neutrales, otras enzimas
degradantes de la calicreina (67). Las VICs, tanto en las valvulas adrticas normales
como en la CAVD, contienen el AT1R y receptores para la bradiquinina (B1 y B2),
pero la densidad de estos receptores es mayor en la superficie celular de las valvulas
con CAVD (63, 64). Parece por tanto, que en la CAVD existe un desequilibrio de estos

dos sistemas que favorece la fibrosis tisular (22).

5. Calcificacion

Pero el hecho central y definitorio en la CAVD es la calcificacién progresiva de
los velos valvulares, comenzando ya en las fases tempranas de la enfermedad (28).
Estas lesiones calcificadas presentan gran similitud histolégica con el hueso laminar.
En fases mas avanzadas de la enfermedad se pueden observar, incluso,

microfracturas y tejido hematopoyético (24) (Figura 5).
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Figura 5.- Vdlvula aértica bicispide con intensa calcificacién. Imagen
cedida por el Servicio de Cirugia Cardiovascular- Area del Corazén del
HUCA.

Se ha demostrado que los pacientes con osteoporosis, presentan una mayor
incidencia de CAVD y tasas de progresiéon mayores. Ambas condiciones estan
caracterizadas por anomalias en el metabolismo del calcio, y ambas patologias

comparten los mismos sistemas reguladores (28, 68).

Los procesos de calcificacion comienzan en la zona mas profunda del tejido
valvular, cerca de los margenes de unidn de los velos. En la enfermedad avanzada, los
nodulos de calcio se extienden hacia la superficie de los velos hasta hacerse casi
transmurales (15). La extension de esta calcificacion en la lesion aodrtica se
correlaciona con mayor rapidez en la progresion de la enfermedad y mayor

sintomatologia (69, 70).

Estos nddulos de calcio aparecen en un principio en las zonas de depdsito de
lipoproteinas e infiltracion de células inflamatorias. Las oxiLDLs son las que
estimulan a los fibroblastos valvulares, los cuales producen vesiculas de matriz, que
son los nidos donde se producen en un primer momento los depoésitos de calcio,
fésforo e hidroxiapatita, siendo esta ultima la forma mineral en la que el calcio y el

fosforo estan presentes en los tejidos arteriales calcificados y en el hueso (13, 43, 71).

Todos estos cambios son mediados por proteinas no colagenas producidas

principalmente por los leucocitos y las VICs. Estas proteinas actiian sobre las VICs, de
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tal modo que una subpoblacion de VICs dara lugar a células con fenotipo

osteoblastico, como ya se mencion6 anteriormente (22).

En la ultima década, un gran nimero de proteinas implicadas en la regulacion
del metabolismo del calcio han sido identificadas en el tejido valvular calcificado,
como es el caso de la isoforma dsea de la fosfatasa alcalina (ALP), la osteopontina
(OPN), las proteinas morfogénicas de hueso (BMPs) 2 y 4, el ligando para el receptor
activador del factor nuclear kB (RANKL), la osteonectina, la sialoproteina 6sea (BSP)
y la osteoprotegerina (OPG). Ademas, factores de transcripcion especificos de
osteoblastos también han sido detectados en modelos experimentales de CAVD en

ratones, como el Runx2/Cbfal (39, 72).

5.1. Eje RANK/RANKL/OPG

El eje del receptor activador del factor nuclear-kB (RANK), su ligando (RANKL)
y la OPG juega un papel central en los homeostasis esquelética, inmune y vascular, y
es un paso importante en la calcificacion cardiovascular. RANKL es una proteina
transmembrana perteneciente a la superfamilia del TNF-a y se encuentra en la
superficie de los osteoclastos, células estromales, linfocitos T y células endoteliales
(73). RANKL interactia con otra proteina transmembrana que es RANK, la cual se
encuentra en las formas maduras y precursores osteoclasticos, linfocitos T y células
endoteliales. Esta interaccién lleva a la diferenciacion de estos tipos celulares y a la
activacion de la via del factor nuclear -kB (NF-xB). La OPG es un receptor soluble
sefiuelo y actua uniéndose a RANKL, bloqueando la unién con su receptor natural

RANK. La OPG es, por tanto, un inhibidor competitivo de RANK (73, 74).

La OPG y RANK/RANKL se expresan de forma inversa en las valvulas aodrticas
estendticas y normales: RANK y RANKL son casi indetectables en las valvulas adrticas
normales, mientras que se encuentran regulados al alza en valvulas estenoéticas. Por
otro lado, la OPG se encuentra en cantidades elevadas en valvulas adrticas normales,

pero existe una regulacion a la baja de esta proteina en las lesiones aorticas (74, 75).
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5.2. Lasialoproteina osea (BSP)

La BSP es una fosfoproteina sulfatada no colagena que se expresa
predominantemente en el hueso y en los tejidos mineralizados. Esta proteina es un
marcador precoz de mineralizacion osteoblastica que se encuentra relacionado con
diversos pasos del desarrollo dseo como son el acoplamiento osteoblastico, la
angiogénesis y la nucleacion de la hidroxiapatita. Ademas, diversos estudios han
demostrado la expresion de BSP en determinados canceres osteotréficos (como el de
pecho, tiroides, préstata, pulmoén o en el mieloma maultiple), calcificacion ectdpica,

calcificacion arterial y en bioprotesis adrticas calcificadas (76).

5.3. Runx2

Runx2 es un regulador principal del desarrollo 6seo y es esencial para la
diferenciacion de células madre mesenquimales a osteoblastos. Existen datos que
apoyan la teoria de que Runx2/Cbfa-1 es el blanco final de muchas de las rutas
celulares que se encuentran reguladas al alza en la CAVD. Ademas, se ha observado
un incremento de los niveles de Runx2 en valvulas aodrticas estenoticas (39). La
estimulacién in vitro de VICs de valvulas adrticas con TNF-a y RANKL lleva a una
estimulacién de Runx2 de forma que puede ser el punto de integracion de las sefiales
mediadas por estas familias de citocinas (47, 74). Se ha demostrado también una
sobreexpresion de la via Runx2/Cbfal en la hiperfosfatemia asociada a la enfermedad

renal crénica y en valvulas adrticas de ratones con hipercolesterolemia (13).

5.4. La proteina morfogénica de hueso tipo 2 (BMP-2)

Las BMPs son factores de crecimiento osteogénico pertenecientes a la
superfamilia del TGF-. Entre las principales funciones de las BMPs se encuentran la
regulacion del crecimiento celular, de la apoptosis y de la diferenciaciéon de células
mesenquimales a osteoblastos y condrocitos, asi como la modulacién de la expresion

proteica de matriz dsea, incluyendo a su vez la modulacion de la BSP (77, 78).
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BMP-2 es un importante promotor de la calcificacidn, tanto in vivo como in vitro,
y es un regulador central de la calcificacion en la CAVD. Se expresa en diversos
canceres osteotroficos, asi como en placas de aterosclerosis calcificadas. En pequefas
series de valvulas adrticas humanas se ha demostrado la presencia de BMP-2 en las
lesiones calcificadas y se ha observado una mayor expresion de BMP-2 en aquellos

velos estenoticos en comparacion con los velos no estendticos (76).

La estimulacién de VICs humanas y porcinas con BMP-2 da lugar a una mayor
agregacion celular y calcificacion. Ademads, los miofibroblastos valvulares
incrementan la expresion de TGF-f, BMP-2 y RANKL como respuesta a la oxidacién
del colesterol. Estas células aumentan de este modo la expresion de marcadores
osteoblasticos y la velocidad de formaciéon de nédulos calcificados (71, 74). BMP-2
produce una regulacion al alza de sefiales osteogénicas que involucran al factor de
transcripcion Msx2 (activador de Wnt) y sefiales condroosteogénicas, activando la via
del Runx2/Cbfal. Nigam y Srivastava (79) demostraron que Notchl reprime la
diferenciacion osteoblastica dependiente de BMP-2, lo cual sugiere un posible
mecanismo de calcificacion temprana. Yang et al (80) comprobaron que la
estimulacion con BMP-2 de VICs de valvulas adrticas humanas incrementaba la
expresion de Runx2 y los niveles de OPN. Yanagawa et al (81) han demostrado
recientemente una mayor expresion de BMP-2 en valvulas aodrticas bicuspides
humanas en comparacién con valvulas tricispides, ain cuando el grado de

calcificacion era el mismo.

5.5. La proteina Gla de la matriz (MGP)

MGP es una proteina circulante de 84 aminoacidos que contiene cinco residuos
Gla (glutamato o carboxilado) y tres residuos de serina susceptibles de ser
fosforilados (82, 83). Esta proteina es un importante inhibidor local de la calcificaciéon

producida por los condrocitos y las células musculares lisas del sistema vascular (83).

Los residuos de serina fosforilada y de Gla carboxilados presentan gran afinidad
por el calcio, de modo que forman complejos con el calcio ambiental y la
hidroxiapatita, evitando de este modo la supersaturacion de calcio y su cristalizacion

en las paredes vasculares (84). MGP en su forma activa (carboxilada) inhibe también
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la diferenciacion de las células musculares lisas del sistema vascular a células

osteoblasticas (84, 85).

La carboxilacién de la MGP requiere la presencia de vitamina K y puede tener
lugar a nivel hepatico o periférico (84). La carboxilacion hepatica requiere vitamina
K1 para la activacion de los factores de coagulacion. En la carboxilacion periférica, las
células musculares lisas producen y activan MGP y Gas-6. Esta carboxilacion
periférica depende de una familia de menaquinonas, conocidas como vitamina K2,
que tienen una estructura y metabolismo diferentes a la vitamina K1. Esta procede
predominantemente de la dieta, mientras que la vitamina K2 tiene su origen en la
conversion de la vitamina K1 en los enterocitos y en la produccion de las bacterias
intestinales endogenas (84). De este modo, el uso prolongado de antibiéticos y los
sindromes de malabsorciéon han sido relacionados con el déficit de vitamina K2,
posiblemente por interferencia de la conversién de vitamina K1 por las bacterias
intestinales y en el enterocito (86). Se han observado también sindromes de

calcificacion vascular asociados a estos casos (87) (Figura 6).
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Figura 6.- Carboxilacion hepdtica y periférica de la proteina Gla de la matriz (MGP).
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Schurgers et al (88) determinaron la importancia de la carboxilacién periférica
de la MGP. En vasos normales se encontraron mayoritariamente formas carboxiladas
de MGP, mientras que en vasos calcificados se observaron de manera predominante
formas decarboxiladas. Estos hallazgos sugieren un potencial mecanismo de defensa:
MGP previene la supersaturacion cristalina mientras que Gas-6 regula los procesos de

apoptosis y migracion del musculo liso en las zonas dafiadas.

Sweatt el at (89) elucidaron la interaccion entre MGP y BMP-2 y demostraron
mediante estudios de inmunohistoquimica la existencia de complejos BMP-2/MGP in
vivo y que MGP era un inhibidor de BMP-2. A la luz de estos hallazgos, postularon que
la calcificacion arterial ligada a la edad era consecuencia de una pobre carboxilacion
de MGP, de manera que no se producia la inhibicion de BMP-2. En la actualidad, se
estudia el papel de los polimorfismos de la MGP en una posible susceptibilidad a la

calcificacion vascular (90).

5.5.1. Uso de antagonistas de la vitamina K en pacientes con CAVD

Los inhibidores competitivos de la vitamina K son frecuentemente utilizados
como terapia anticoagulante y este efecto se debe a la inhibicién de la carboxilacion
de los residuos de acido glutamico (Glu) durante la sintesis de los factores de
coagulacion I, VII, IX y X. Pero ademas de los citados factores de coagulacion, existen
otras proteinas afectadas por la vitamina K y sus antagonistas, como es el caso de la

MGP o Gas-6 (91).

Price et al (92) demostraron que la administracion de altas dosis de warfarina
en ratas incrementa la calcificacion arterial y valvular de manera similar a lo que les
ocurre a los ratones con deficiencia de MGP. Estos datos sugerian que la calcificacion
inducida por la warfarina es consecuencia de la inhibicidn de la carboxilacién de MGP

(Figura 7).
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Figura 7.- Inhibicién de la carboxilacion hepdtica y periférica de la proteina Gla de la
matriz (MGP).

En modelos humanos también se ha relacionado el uso de antagonistas de la

vitamina K con calcificacion vascular e inestabilidad de la placa ateroesclerotica (93).

5.6. La osteopontina (OPN)

La OPN es una fosfoproteina acida que se encuentra en los huesos, dientes,
rifién y en los epitelios de revestimiento, y su expresion se encuentra incrementada
cuando se produce dafio en estos tejidos. Esta proteina se encuentra implicada en
numerosas patologias, incluyendo la aterosclerosis, calculos renales, tumores o en la
CAVD (94). Se expresa en infiltrados celulares de las placas ateroscleroéticas y de las
valvulas calcificadas, pero no en los fibroblastos valvulares, lo cual puede sugerir un
papel diferente en ambas patologias. La OPN es un regulador natural de la
calcificacion ectépica y un importante estimulo inhibidor en la calcificacion valvular,
como pusieron de manifiesto modelos murinos con déficit de OPN (95). Steitz et al
(95) demostraron que la OPN no solo inhibe el crecimiento de los cristales de calcio,

si no que, cuando se produce la mineralizacion ectopica también media una respuesta
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celular anti-calcificante. La OPN tiene una gran habilidad de union al calcio que tiene
como consecuencia la migracion y activacion de los macréfagos y células gigantes,
que producen acidificacion del medio local, y en ultimo lugar, la disolucién de los

cristales de calcio (Figura 8).
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Figura 8.- Principales mecanismos implicados en la regulacion de la calcificacion ectopica por la
osteopontina (OPN).

6. Determinacion de calcio en el sistema cardiovascular

La evaluacion de determinadas terapias sobre la calcificacién vascular y
valvular es problematica, debido a la dificultad de encontrar un buen método para la

cuantificacion del calcio en los tejidos blandos (96).

La tincién de Von Kossa, la microscopia electronica o la espectroscopia de
energia dispersa pueden ser utilizadas para la deteccién de depdsitos de calcio en

valvulas adrticas ex vivo (96).

La TC de la aorta o de las arterias coronarias se usa de manera habitual como
meétodo diagnostico de los depdsitos de calcio, aunque los diversos scores existentes
para su cuantificacion aportan resultados diversos. Este hecho lleva a que sean
necesarios analisis estadisticos complejos para la cuantificacion del calcio en estos

tejidos (96). La TC puede resultar util en el diagnéstico precoz de la CAVD, ya que
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tiene una mayor sensibilidad que la ecocardiografia para la cuantificacion del calcio.
El uso de la TC tradicional en el diagndstico de la CAVD ya se realizé en el estudio

MESA (Multiethnic Study of Atherosclerosis) (97).

En 2004, Waarsing et al (98) idearon un nuevo método basado en el registro de
imagenes longitudinales de microCT para la detecciéon y monitorizacion in vivo de los
cambios en la arquitectura Osea, especialmente en el hueso trabecular. Este nuevo
meétodo tendria futuras aplicaciones en estudios farmacologicos y modelos

transgénicos, asi como para la determinacion de calcio en otro tipo de tejidos.

Lee et al (99) cuantificaron los depdsitos de hidroxiapatita en valvulas aorticas
humanas gracias a la sefial de fluorescencia emitida por un péptido de unién a la
hidroxiapatita (Cy-HABP-19). Otras técnicas como la tomografia por emision de
positrones (PET), la tomografia computarizada de emision monofoténica (SPECT) o la
resonancia magnética (RM), asociadas a la Cy-HABP-19, pueden aportarnos imagenes

corporales multifuncionales.

7. Marcadores prondsticos solubles

El uso de biomarcadores y programas de screening para evaluar el riesgo de
enfermedad coronaria ha ayudado a mejorar los resultados del tratamiento en las
distintas fases de la enfermedad. Aquellos pacientes con alto riesgo de desarrollar
enfermedad arterial coronaria son actualmente evaluados mediante una combinacion
de estudios de imagen y pruebas de laboratorio, con el fin de determinar la necesidad
de iniciar alguna estrategia terapéutica. Se trataria de realizar la misma evaluacién en

aquellos pacientes con alto riesgo de desarrollar CAVD.

El propdsito general de los biomarcadores incluye la identificacion de
enfermedad, la gradacion de la severidad, la informacion pronostica y el

asesoramiento sobre los efectos de las diferentes intervenciones terapéuticas (3).

Como ya se coment6 anteriormente, no disponemos en la actualidad de ninguna
terapia médica para enlentecer la progresion de la CAVD. El tratamiento de elecciéon

en la enfermedad avanzada es el recambio valvular, pero se trata de un

46



Introduccion

procedimiento invasivo y caro (20). Mientras que la cirugia en pacientes sintomaticos
no es discutida, el problema surge en la decision del momento quirdrgico en los
pacientes con EAO severa asintomaticos (100). De ahi la importancia clinica de

disponer de algiin marcador en plasma de progresion de la CAVD.

En los ultimos afos, se han publicado numerosos estudios sobre potenciales
biomarcadores, pero hasta el momento, el mejor marcador en plasma es el péptido
natriurético tipo-B (BNP). El BNP se encuentra elevado en pacientes con EAO
sintomaticos y sus valores guardan gran correlacién con la clase funcional en la
clasificacion de la New York Heart Association (NYHA) (22). Los niveles de BNP
pueden ademas, predecir el tiempo libre de sintomas, la supervivencia después del
recambio valvular y son un buen indicador pronoéstico en los pacientes que siguen

tratamiento médico conservador (101-103).

Otros marcadores relacionados con los distintos procesos implicados en el
desarrollo de CAVD, como la disfunciéon endotelial, la inflamacién o la diferenciaciéon
osteoblastica, se han propuesto como posibles biomarcadores plasmaticos. La
mayoria de ellos presenta una alta sensibilidad pero baja especificidad, lo cual no los
hace buenos candidatos a biomarcadores (3). Entre ellos destacamos los siguientes

(Figura 9):

. La proteina C reactiva es una proteina de fase aguda producida por los
adipocitos hepaticos en respuesta a una gran variedad de procesos
inflamatorios. La mayoria de los autores parecen estar de acuerdo en la
correlacion entre los valores de proteina C reactiva y la severidad de la
EAOQ, aunque la situacion es menos clara en la esclerosis adrtica (3).

. La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor de la sintesis de NO
tisular. Se encuentra, por tanto, relacionado con la disfuncion celular
endotelial, una parte importante en el proceso de patogénesis de la CAVD.
Sus niveles se correlacionan con el grado de severidad de la EAO (3, 104).

. La fetuina-A es una glicoproteina sintetizada en el higado perteneciente a
la familia de los inhibidores de las proteasas de cisteina. Se trata de un
regulador circulante de la biomineralizaciéon y un fuerte inhibidor de la
calcificacion tisular. Diversos trabajos han demostrado la relacion entre

bajos niveles séricos de fetuina-A y calcificacion valvular en pacientes con

47



Introduccion

enfermedad renal crénica en estadio avanzado (105). Ix et al (106)

analizaron los niveles de fetuina-A en pacientes sin enfermedad renal y el

analisis de los datos demostré una relacion inversa entre sus valores y la

prevalencia de EAO en pacientes no diabéticos, pero no asi en los pacientes

diabéticos. En la actualidad todavia no esti clara la relaciéon entre la

fetuina-A y la diabetes (3).

. Existen también otros estudios que asocian niveles elevados de OPG con

mayores tasas de mortalidad y fallo cardiaco (107).

Sintomas clinicos
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Figura 9.- Resumen de los principales mecanismos etiopatogénicos y los biomarcadores
correspondientes en cada etapa de la enfermedad de la valvula adértica calcificada (CAVD).

8. Nuevas opciones terapéuticas

El conocimiento de la patogénesis de la CAVD y su definicién como un proceso

activo en el que se ven implicados diferentes tipos celulares inflamatorios y proteinas

del metabolismo mineral y dseo ha permitido identificar posibles dianas terapéuticas

sobre las que actuar, con el fin de ralentizar la progresién de la enfermedad y

posponer el reemplazo valvular en pacientes generalmente de edad avanzada y sin

idoneidad para una cirugia mayor.
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Como ya se comentd anteriormente, los estudios histologicos ponen de
manifiesto los distintos procesos que tienen lugar a nivel tisular en cada una de las
fases de la CAVD. Es por ello que los diversos tratamientos tendran mayor efectividad
en un determinado estadio de la enfermedad. La terapia ideal estara focalizada en los
pacientes con esclerosis adrtica con el fin de prevenir la EAO y los efectos
cardiovasculares adversos asociados a ella. Los pacientes con una valvula adrtica

bicuspide pueden ser unos buenos candidatos para esta terapia preventiva (108).

Las dos principales terapias aplicadas en estudios clinicos y experimentales han
sido los inhibidores de la hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa) y los IECAs (108). Se trata de terapias ampliamente administradas, con
efectos beneficiosos establecidos y generalmente bien toleradas. Ademas de estas
terapias convencionales se estan desarrollando actuaciones sobre diversas citocinas
inflamatorias y sefales especificas en la regulacion de la calcificacion celular, asi

como, mas recientemente, sobre determinados factores genéticos (109, 110).

8.1. Tratamientos hipolipemiantes

El conocimiento acerca de los efectos anti-inflamatorios y anticoagulantes de
determinadas estatinas ha permitido desarrollar la hipo6tesis de que su uso seria util
en el tratamiento o ralentizacion de la progresion de la CAVD (111-113). Las estatinas
podrian modular la progresion de la enfermedad por tres vias diferentes: reduciendo
los niveles de colesterol, que como ya se coment6 anteriormente es un factor de
riesgo conocido para la CAVD; atenuando la respuesta inflamatoria en el tejido
valvular y modulando los cambios hemostaticos a nivel local y sistémico en el curso

de la enfermedad (114, 115).

En modelos experimentales de ratones con hipercolesterolemia, se ha
demostrado que la administracion de atorvastatina tiene como consecuencia una
menor proliferacion celular y produccién de matriz 6sea en las fases tempranas de la
CAVD (116). Ademas, se ha demostrado que, tras una dieta rica en colesterol o tras la
administracion de vitamina D2, se produce una disminucién del area valvular adrtica

en un modelo en conejos (117).
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Los estudios clinicos realizados en humanos tras la administracion de estatinas
han aportado resultados contradictorios. Multiples estudios retrospectivos sugieren,
en su mayoria, una asociacion entre el uso de estatinas y un enlentecimiento en la
progresion de la CAVD (118). Los resultados del estudio JUPITER (Justification for the
Use of Statins in Prevention: an Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin)
demostraron la reducciéon del riesgo de morbi-mortalidad por enfermedad
cardiovascular en pacientes que recibian tratamiento con estatinas con niveles
normales de colesterol pero altos de proteina C reactiva (119). Wierzbicki et al (120)
demostraron la ralentizacion en la progresion de la CAVD en pacientes con esclerosis

adrtica o EAO leve, pero no en pacientes con EAO moderada.

El estudio SALTIRE (Scottish Aortic Stenosis Lipid Lowering Therapy Impact on
Regression) fue el primer estudio prospectivo, randomizado y doble ciego con
estatinas. Los pacientes con EAO recibian 80 mg/dia de atorvastatina o placebo. Se
observo una tendencia hacia una menor progresion de la EAO en pacientes a los que
se les administraba atorvastatina, aunque sin significacion estadistica. La conclusiéon
fue que la terapia intensiva con estatinas no enlentecia la progresién y tampoco
inducia la regresion de la EAO. La causa podria ser el momento de introduccion del

tratamiento hipolipemiante que podria ser demasiado tardio (17).

El estudio RAAVE (Rosuvastatin Affecting Aortic Valve Endothelium) fue el
primer estudio prospectivo que demostr6 una ralentizacion en la progresion de los
datos ecocardiograficos y hemodinamicos en la EAO, usando inhibidores de la HMG-

CoA reductasa en pacientes con EAO moderada asintomatica (121).

En el 2008, se publicaron los resultados del estudio SEAS (Simvastatin and
Ezetimibe in Aortic Stenosis), un estudio randomizado y doble ciego de 1873 pacientes
con EAO de leve a moderada y asintomatica. En este estudio no se observo reduccion
en la progresion de la EAO estudiada mediante métodos ecocardiograficos; sin

embargo si se observd una menor tasa de eventos ateroscleroticos (18).

El TASS (Tyrolean Aortic Stenosis Study), pretendia evaluar los factores de riesgo
en la progresion de la enfermedad y los posibles efectos beneficiosos de la terapia con
atorvastatina (20 mg/dia) comparandola con placebo en pacientes con EAO
asintomatica. El estudio no aport6 datos a favor del uso terapéutico de las estatinas,

aunque si demostr6 una asociacion entre niveles elevados de proteina C reactiva y
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propéptido  natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP) y accidente

cerebrovascular mayor con mas eventos adversos (122).

En 2010 se publicaron los resultados del ASTRONOMER (Aortic Stenosis
Progression Observation Measuring Effects on Rosuvastatin) que incluia a 272
pacientes con EAO leve-moderada a los que se les asignaba de manera randomizada
rosuvastatina (40 mg/dia) versus placebo. El objetivo primario del estudio era la
evaluacion de la progresion de la EAO, valorada mediante gradientes transvalvulares
y el area valvular aodrtica. El objetivo secundario era la determinaciéon de muerte por
causa cardiaca y de recambio valvular aértico en un periodo de seguimiento de 3-5
afios. Este estudio tampoco demostrd enlentecimiento en la progresién de la

enfermedad (19).

Parece, por tanto, que la terapia preventiva con estatinas podria ser efectiva de
manera muy precoz en pacientes con alto riesgo de CAVD, como evidenciaba el
estudio JUPITER en los estadios tempranos de la enfermedad aterosclerética. Pero
son necesarios estudios randomizados y con un mejor disefio, que incluyan pacientes
en estadios tempranos de la enfermedad y con un mayor periodo de seguimiento

(118).

8.2. Tratamientos con inhibidores de la ECA (IECAs)

Numerosos estudios han examinado el potencial beneficio de la terapia con
IECAs en la progresion de la EAO pero los resultados hasta el momento actual han
sido discordantes (108). Shavelle et al (123) determinaron, en un estudio
observacional, que aquellos pacientes tratados con IECAs mostraban un
enlentecimiento en la progresion de la CAVD, en comparacion con aquellos a los que
no se les administraba dicha terapia. O'Brien et al (124) determinaron mediante TC
que existia una menor tasa de calcificacion en las valvulas adrticas tras la
administracion de IECAs. Sin embargo, Rosenhek et al (125) no encontraron
diferencias estudiadas mediante Doppler en la progresion hemodinamica de la EAO

tras la administraciéon de IECAs.

Pero, hasta el momento, no se han publicado estudios prospectivos sobre el

tratamiento preventivo con [ECAs en la CAVD.
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8.3. Tratamiento con vitamina K

En el estudio Rotterdam, Geleijnse et al (126) determinaron la relacién inversa
entre la calcificacion adrtica y la administraciéon en la dieta de menaquinona

(vitamina K2), pero no existia esta relacion con la vitamina K1.

Cranenburg et al (127) desarrollaron un estudio en el que utilizaron la forma
inactiva de la MGP como biomarcador de la calcificacion cardiovascular y su posible
aplicacion como monitor en el uso terapéutico de la vitamina K. La vitamina K
incrementaba en este estudio la actividad de MGP, inhibiendo el proceso de

calcificacion.

8.4. Tratamiento con bifosfonatos

La relacién entre la fisiopatologia de la CAVD y la osteoporosis abre la puerta al
uso de determinadas drogas utilizadas en el tratamiento de la osteoporosis, como es
el caso de los bifosfonatos, cuyos efectos beneficiosos sobre la calcificacion vascular
ya son conocidos (109). También se ha observado que los bifosfonatos reducen la
calcificacion valvular en pacientes con fallo renal o con bioprotesis y parecen reducir

la tasa de progresion de la CAVD en pequefios estudios observacionales (109, 128).

8.5. Tratamientos con anticuerpos monoclonales y otras nuevas

terapias

El denosumab es un anticuerpo monoclonal humano con gran afinidad y
especificidad por RANKL. Este farmaco inhibe la diferenciacion, actividad y
supervivencia de los osteoclastos. Su uso en mujeres post-menopausicas con masa
0sea baja ha demostrado la disminucién de los marcadores de reabsorcion 6sea y el
incremento de la masa 6sea en determinadas zonas. La inhibiciéon de RANKL con
denosumab parece estar asociada también con una reduccién de la calcificacion
vascular en ratones con osteoporosis inducida por glucocorticoides (129). Sin

embargo, los datos del estudio FREEDOM (Fracture Reduction Evaluation of

52



Introduccion

Denosumab in Osteoporosis Every 6 Months) a 3 afos en mujeres post-menopausicas y
con alto riesgo cardiovascular no demostraron diferencias en la tasa de progresion de
la CAVD ni en la incidencia de efectos adversos entre los grupos placebo versus

denosumab (130).

La pioglitazona, un ligando del PPAR (receptor activador-proliferador de
peroxisoma), ha demostrado ser capaz de inhibir la calcificacion de la valvula adrtica

en ratones con hipercolesterolemia (110).

Otras terapias como los calcimiméticos o el calcitriol han sido evaluadas en
modelos de calcificaciéon vascular (96); sin embargo, todavia no hay estudios en

humanos.

9. MicroRNAs (miRNAs)

Los biomarcadores comentados anteriormente y utilizados en el estudio y
seguimiento de pacientes con CAVD han resultado, hasta el momento, poco ttiles en
la practica clinica. En el presente, no disponemos de ningiin marcador precoz de la
CAVD. Son necesarios estudios especificos para identificar las distintas proteinas
implicadas en la patogénesis de la CAVD, que permitan utilizarlas como nuevas dianas

terapéuticas sobre las que actuar (3).

Los niveles de expresion de las proteinas estan altamente regulados, desde la
regulacion transcripcional, mediada por la unién de factores de transcripciéon al
promotor del gen, pasando por la post-transcripcional, mediada por el correcto
plegamiento del mensajero asi como por la uniéon de microRNAs (miRNAs) a la region
3' no traducida, hasta la post-traduccional, mediada por las distintas modificaciones
sufridas por la proteina (fosforilacion, acetilacién, etc.). Cualquier alteraciéon en
alguno de estos elementos, ya sea producida por variantes genéticas o por errores en
sus propios reguladores, se reflejara en una alteracion de la cantidad de proteina
expresada, asi como en su funcionalidad. Entre todas estas moléculas, el estudio de

los miRNAs ha despertado gran interés en biomedicina, especialmente en aspectos
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relacionados con los factores de riesgo y la prevencion de enfermedades, pero

también por la posibilidad de utilizarlos como agentes terapéuticos.

Los miRNAs son pequeiias moléculas de RNA de 20 a 25 nucledtidos, no
codificantes, que regulan negativamente la expresion de los genes al unirse a los
mensajeros para inhibir la traduccién o para promover la degradacion del mensajero
(131). Su importancia fisiolégica es evidente por la marcada conservacion evolutiva y
porque regulan, al menos, el 50% de los genes codificantes de proteinas (132). Los
miRNAs son cruciales en practicamente todos los procesos celulares y, por tanto,
perfiles de expresion andémalos se asocian con distintas condiciones patolégicas,
como el cancer, la hipertrofia cardiaca, la fibrosis, la enfermedad hepatica, el lupus

eritematoso sistémico, el infarto de miocardio o la patologia aortica (133-137).

Ademas de expresarse en todos los tejidos, los miRNAs circulan libremente y de
forma muy estable en el plasma humano, lo que ha disparado el interés en ellos al

convertirlos en potenciales biomarcadores minimamente invasivos (138).

Ademas, su estructura quimica es mucho mas simple que la de otros
biomarcadores, generalmente proteicos, que requieren la generacidon de anticuerpos,
lo que dificulta su deteccion. Esta sencillez permitiria su utilizaciéon en forma de
arrays, una nueva tecnologia diagnoéstica que empieza a incorporarse en la practica
clinica por ser mas informativos en términos de resolucion que las tecnologias

convencionales.

En los ultimos afios, han aparecido multitud de estudios muy prometedores en
este sentido, especialmente en el cancer pero también en otros campos (139-141). La
existencia de miRNAs especificos de tejido tiene como consecuencia que su aparicion
en sangre pueda indicar un dafio en el tejido correspondiente (142, 143). Asi, miRNAs
especificos de higado como el miR-122 y el miR-192 muestran cambios en plasma
dependientes de la dosis y duracion del tratamiento con acetaminofen (paracetamol),
y se asocian precozmente con la degeneracion del higado determinada por otros

parametros (144).
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9.1. MiRNAs en la patologia cardiovascular

Del mismo modo, algunos trabajos recientes relacionan determinados miRNAs
con determinadas enfermedades cardiovasculares. Condorrelli et al (145) llevaron a
cabo un analisis de la expresion de multiples miRNAs en pacientes con fallo cardiaco
y determinaron que presentaban 89 miRNAs regulados al alza y otros 45 regulados a
la baja. Destacaban dos de ellos: el miR-1 y miR-133. Sayed et al (146) demostraron
en ratones que en pequefas areas cardiacas infartadas se producia una regulacién a
la baja del miR-21 acompafiada de un incremento de la actividad apoptotica, mientras
que en el dafio crénico se observaba una regulaciéon al alza del miR-21 con un

incremento de la fibrosis.

El miR-1 es el miRNA mas expresado en el tejido cardiaco (40% de la expresion
total de miRNAs) y es necesario para un correcto desarrollo cardiaco (50% de
letalidad en los estudios con knockout (147). Al igual que el miR-21, pero de forma
antagonica, la expresion del miR-1 es diferente dependiendo del momento: a corto
plazo (ej. isquemia aguda) existe una regulacion al alza mientras que a largo plazo (ej.

hipertrofia o fallo cardiaco) existe una menor expresion de este miRNA (137).

La familia del miR-133 esta compuesta por tres miRNAs: miR-133a-1, miR-
133a-2 y miR-133b. Los modelos knockout de miR-133a-1 o miR-133a-2 son
normales al nacimiento y no muestran diferencias en respuesta al estimulo de
hipertrofia. Pero el 50% de los knockout para ambos miRNAs mueren en el primer dia
de vida y soOlo el 24% sobreviven a la vida adulta. Estos animales presentan
cardiomiopatia dilatada, fibrosis y fragmentacion sarcomérica y un 50% de ellos
sufren muerte subita. Ademas, la expresion de genes de musculo liso se encuentra

incrementada (137, 148).

La sobreexpresion del miR-133a en el desarrollo embrionario produce fallo
cardiaco y muerte, todo ello asociado a una menor proliferacion celular (137). Pero la
sobreexpresion del miR-133a en la edad postnatal previene la fibrosis y la apoptosis
celular que se produce en respuesta a la constriccion transaortica sin efectos sobre la
hipertrofia. Este hecho sugiere que, evitando la regulacién a la baja del miR-133a,

podemos mejorar la funcion diastoélica sin alterar el proceso de hipertrofia (137, 149).
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Estas diferencias temporales en la expresion de ciertos miRNAs, como el miR-1,
miR-21 o miR-133a, parecen formar parte de un mecanismo adaptativo que
inicialmente es protector (antiapoptdtico) pero con afectacion de la expresion génica,

teniendo como resultado hipertrofia, fibrosis patoldgica o fallo cardiaco (137).

Chen et al (150) en su trabajo con ratones diabéticos inducidos por
estreptoxotocina (STZ) observaron que los cardiomiocitos de estos animales
presentaban multiples miRNAs alterados, entre ellos el miR-133a. Ademas, la
exposicién in vitro de los cardiomiocitos a altos niveles de glucosa producia

hipertrofia y reduccion en los niveles del miR-133a.

En pacientes con infarto de miocardio, D"Alessandra et al (151) observaron que
miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-122 y miR-375 se encontraban elevados al
compararlos con controles sanos. Wang et al (152) confirmaron que el miR-208 no
era detectable en el plasma de los controles sanos o en pacientes con enfermedad
coronaria estable, mientras si era detectado en el 91% de los pacientes con infarto de
miocardio. Meder et al (153) determinaron que el miR-30c se encontraba
incrementado en sangre después del infarto de miocardio y que sus niveles

guardaban correlacion con los niveles de troponina T.

En otras patologias cardiovasculares, como la diabetes mellitus tipo 2, las
miocarditis viricas o la hipertension esencial, también se han identificado

determinados miRNAs relacionados con su patogenia (154).

Todavia esta por determinar si el valor predictivo de los miRNAs es mayor que
el de los marcadores pronésticos actualmente usados en patologia cardiaca,
principalmente el BNP, y si permiten determinar la probabilidad de éxito en la
respuesta a una terapia (137). Hasta el momento, no existen estudios sistematicos del
papel de los miRNAs circulantes en la progresion de la CAVD y no se sabe si estos
miRNAs pueden tener una influencia clinico-patolégica en la evolucion de la

enfermedad.
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9.2. Posibles aplicaciones terapéuticas de los miRNAs

Ademas de ser utiles en el diagnodstico precoz y/o prondstico del riesgo de
progresion de una enfermedad, también se plantea el uso de los RNAs de pequefio
tamafio para el tratamiento de determinadas patologias (155). Su uso como agentes
terapéuticos en modelos de cancer en ratones ha sido capaz de provocar la regresion

de tumores (156, 157).

Del mismo modo, el avance en el conocimiento de los miRNAs implicados en las
enfermedades cardiovasculares los esta convirtiendo en candidatos a dianas
terapéuticas (137, 158, 159). Asi, la administracion via transcatéter del antimiR-92a
ha demostrado reducir significativamente el tamafio del infarto de miocardio y
mejorar la funcién cardiaca en modelos porcinos de isquemia y reperfusiéon cardiaca
(160). Ademas, recientemente, se han utilizado inhibidores de miRNAs basados en
acidos nucleicos bloqueados (LNA-anti-miR) en dos estudios en ratones. Hullinger et
al (161) demostraron que la administracién del LNA-mer 8 complementario a la
familia del miR-15 reducia el tamafio de la zona infartada y el remodelado cardiaco, lo
cual mejoraba la funcidén cardiaca. Bernardo et al (162) provocaron la inhibicion de la
familia del miR-34, observando un menor remodelado cardiaco patolégico y la

mejoria de la disfuncion ventricular que aparecian tras el infarto de miocardio.

Como complemento, la administracion de moléculas que mimetizan
funcionalmente los miRNAs naturales (mimics, secuencias nucleotidicas artificiales
cortas que se asemejan a los precursores de miRNA o pre-miRNA) permite la
reposicion de los miRNAs poco expresados y actian regulando el mensajero diana
como los miRNAs endégenos (163, 164). Como ejemplo, el uso de un mimic de miR-
204 en estudios con ratones ha logrado atenuar la calcificacion vascular inducida por
la vitamina D3 de las células musculares lisas (165). En humanos, el primer mimic
con formulacion liposémica se encuentra en ensayo clinico (fase I) en pacientes con

hepatocarcinoma irresecable (159).
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10. Justificacion del estudio

Como resumen de todo lo anteriormente expuesto se puede decir que la CAVD
constituye un importante problema de salud publica, especialmente en las personas
mayores de 65 afios. Se estima que en el futuro, asociada al envejecimiento de la
poblacién, la prevalencia de esta enfermedad aumente de manera exponencial
convirtiéndose en un importante problema de economia sanitaria en el mundo

occidental.

En los ultimos afios, se ha producido un cambio conceptual sobre la patogénesis
de esta enfermedad, pasando a definirse como un proceso activo de calcificacion
heterotopica en el que se encuentran implicadas numerosas sefales relacionadas con
el metabolismo 6seo-mineral. El conocimiento de los distintos procesos implicados en
su patogénesis esta permitiendo la identificacion de nuevas potenciales dianas
terapéuticas, pero a pesar de todos estos avances, en el momento actual, no existe
ningun tratamiento ni terapia preventiva eficaz. El inico tratamiento definitivo es el
reemplazo valvular adrtico, con el riesgo quirurgico que supone en personas de edad

avanzada y con numerosas comorbilidades.

Ademas, el diagnostico de esta patologia, que en la actualidad es principalmente
ecocardiografico, no permite la identificaciéon de los cambios que se producen en las
primeras fases de la enfermedad sobre la valvula adrtica y que llevan, en ultimo lugar,

a su calcificacion.

Por todo ello, es fundamental la busqueda de posibles factores plasmaticos que
nos permitan un diagnostico precoz de la CAVD y que, a su vez, constituyen posibles
dianas terapéuticas sobre las que poder actuar y modificar asfi la historia natural de

esta enfermedad.
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Hipétesis

Aunque existen diferentes mecanismos etiopatogénicos implicados en la CAVD,
el hecho final y definitorio es la calcificacion. Este mecanismo de calcificacion ectopica
parece ser comun con los procesos de aterosclerosis vascular o de la enfermedad
renal crénica. Este proceso se encuentra modulado, entre otras multiples moléculas,
por ciertos miRNAs y proteinas, como la OPN y la MGP, que presentan una expresion

caracteristica y regulada.

Existe, por tanto, una expresion diferencial, tisular y/o plasmatica, tanto
proteica como de ciertos miRNAs, en los pacientes con calcificacion valvular con
respecto a los individuos que no presentan dicha alteracion. Esta expresion
diferencial a nivel plasmatico guarda correlacion con el grado de calcificacién de la
valvula adrtica y puede resultar util en la practica clinica diaria para el manejo del

paciente con CAVD.

61



62



OBJETIVOS

63



64



Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es identificar uno o una combinacion

de biomarcadores plasmaticos de calcificacion de la valvula aodrtica, y por tanto,

determinar si pueden resultar utiles en la estratificacion de riesgo, diagndstico precoz

y seguimiento de la CAVD. Este objetivo se desglosa y se complementa con una serie

de objetivos secundarios mas concretos:

1.

Analizar las variables clinicas de los pacientes con EAO, insuficiencia
adrtica (IAO) o doble lesion adrtica (DLA) con el fin de poder determinar
posibles mecanismos etiopatogénicos de la CAVD.

Cuantificar el depodsito de calcio en la valvula y correlacionarlo con las
variables clinicas recogidas en el estudio, incluidas variables bioquimicas,
medidas ecocardiograficas o los tratamientos administrados previamente a
la cirugia.

Determinar los niveles de expresion de una serie de miRNAs candidatos
(miR-29b, miR-30c, miR-125b, miR-133b, miR-141, miR-204 y miR-211)
en plasma y tejido valvular adrtico y estudiar su correlaciéon con la
cantidad de calcio determinada en la valvula adrtica.

Esclarecer las posibles correlaciones entre los niveles tisulares y
plasmaticos de los miRNAs candidatos y las variables clinicas recogidas en
el estudio.

Determinar los niveles plasmaticos de MGP y OPN y correlacionarlos con el
grado de calcificacion de las valvulas, con los niveles de miRNAs
(plasmaticos y tisulares) y con las variables clinicas recogidas, incluida la
administracion de antagonistas de la vitamina K en relacion con los niveles

de MGP.
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Materiales y métodos

1. Caracteristicas del estudio

Se realizo un estudio observacional de cohortes. El proyecto fue presentado y
aprobado por el Comité Etico del HUCA (anexo 1) y todos los sujetos incluidos en él
dieron su Consentimiento Informado (anexo 2), siendo respetados los principios
éticos para la investigacion con seres humanos establecidos en la Declaracién de

Helsinki.

2. Sujetos del estudio

Se incluyeron de forma consecutiva un total de 119 pacientes con diagnoéstico de
valvulopatia adrtica que fueron sometidos a recambio valvular adrtico en el Servicio
de Cirugia Cardiovascular-Area del Corazén del Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA), entre octubre de 2012 y abril de 2014, y que cumplian todos los
criterios de inclusidon y ninguno de los criterios de exclusiéon que a continuacion se

detallan.

2.1. Criterios de inclusion

. Pacientes sometidos a recambio valvular adrtico con el diagnostico
preoperatorio de EAO severa, IAO severa o DLA.

. Ecocardiograma en los 6 meses previos a la cirugia que descartaba otras
valvulopatias o miocardiopatias.

. Estudio hemodinamico (coronariografia) en los 12 meses anteriores al
procedimiento quirdrgico.

. Firma de un Consentimiento Informado del Biobanco (anexo 2),
previamente a la cirugia, en el que autorizaban la donacién de una muestra
de tejido valvular aértico y una muestra de sangre para estudio

morfologico, molecular y genético.
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2.2. Criterios de exclusion

. Edad superior a 85 afios.

. Padecer otra enfermedad valvular concomitante.

. Diagndstico de enfermedad renal crénica en estadio 5 o estar sometido a
cualquier técnica de dialisis en el periodo cercano de la cirugia.

. Rechazo del paciente a participar en el estudio o a firmar el

Consentimiento Informado del Biobanco.

3. Variables a estudio

Ademas de las variables demograficas como la edad y el sexo se recogieron

otras variables que se clasificaron en los siguientes grupos:

3.1. Factores de riesgo cardiovascular y otros antecedentes

médicos

3.1.1. Hipertension arterial

La hipertension arterial se defini6 como el cumplimiento de alguno de los
siguientes criterios, teniendo en cuenta la guia para el manejo de la hipertension
arterial de la European Society of Hypertension (166): historia de hipertension
diagnosticada o tratada con medicacion, dieta y/o ejercicio; presion arterial sistolica
igual o superior a 140 mmHg o diastdlica igual o superior a 90 mmHg, al menos en
dos determinaciones o tratamiento antihipertensivo que no es administrado como

terapia a otra patologia distinta a la hipertensidn arterial.
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3.1.2. Hiperlipemia

La hiperlipidemia se defini6 de acuerdo al cumplimiento de alguno de los
siguientes criterios basados en la guia para el manejo de la hipercolesterolemia de la
American Heart Association (AHA): historia de hiperlipidemia diagnosticada y/o
tratada con medicacidn, dieta y/o ejercicio, cifras de colesterol total superior a 200
mg/dl, colesterol-LDL superior o igual a 130 mg/dl, colesterol-HDL inferior a 40

mg/dl o tratamiento hipolipemiante.

3.1.3. Diabetes mellitus

Se consider6 la existencia de diabetes mellitus en funciéon de la presencia de
alguna de las siguientes premisas basadas en los criterios diagnosticos recomendados
por la American Diabetes Association (ADA): historia de diabetes mellitus acreditada
en un informe médico, glucemia en ayunas superior o igual a 200 mg/dl en cualquier
situacion y sintomas de diabetes mellitus, al menos dos determinaciones de glucemia
en ayunas superiores o iguales a 126 mg/dl (entendiéndose como ayunas un periodo
sin ingesta de al menos 8 horas) o utilizacion actual de tratamientos

hipoglucemiantes orales y/o insulina.

3.1.4. Tabaquismo

Se consider6 fumador actual a cualquier individuo fumador activo durante el
ultimo afio, ex-fumador a aquel individuo que haya abandonado el habito tabaquico
en un periodo mayor a un afio y no fumador a aquella persona que nunca haya

adquirido el habito tabaquico.

3.1.5. Etilismo

El etilismo se definié como un consumo igual o superior a 80 g/dia de alcohol.

71



Materiales y métodos

3.1.6. Presencia de lesiones coronarias

La existencia de lesiones coronarias asociadas a la valvulopatia adrtica se
confirmo6 mediante la revision del informe del cateterismo cardiaco que realizaron en
los 12 meses previos a la cirugia cada uno de los individuos del estudio, en las
Secciones de Hemodinamica del Servicio de Cardiologia- Area del Corazén del HUCA y
del Servicio de Cardiologia del Hospital de Cabuefies. Se recogi6 el numero de vasos
enfermos en cada uno de los pacientes. Se definié6 como lesion coronaria significativa

aquella que obstruia mas del 50% de la luz de la arteria.

3.1.7. Enfermedad vascular arterial periférica

La presencia de enfermedad vascular arterial periférica se determiné en base al
cumplimiento de alguna de las siguientes premisas: claudicacién intermitente en el
ejercicio o en reposo, obstruccion carotidea > 50%, aneurisma adrtico documentado,
amputacion por insuficiencia vascular arterial, reconstruccidén vascular, cirugia de

derivacion arterial o intervencion percutanea en las extremidades.

3.1.8. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)

Se defini6 la enfermedad pulmonar obstructiva crénica de acuerdo con el
cumplimiento de alguno de los siguientes criterios basados en las recomendaciones
de la American Thoracic Society (ATS) (167): enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, bronquitis créonica o enfisema diagnosticados previamente y constatados
mediante informes médicos, tratamiento cronico con terapia farmacolégica inhalada
y/u oral (agonista beta-adrenérgico, agente antiinflamatorio, antagonista del receptor
de leucotrienos o esteroides) o espirometria reciente con patron obstructivo en grado
moderado o grave (FEV1/FVC post-broncodilatador < 0,7 y/o FEV1(% del valor
tedrico) < 80 (siendo FEV1 el volumen espiratorio forzado en el primer segundo y

FVC la capacidad vital forzada).
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3.1.9. Filtrado glomerular renal (FGR) y estadio de la enfermedad renal

cronica

La estimacion del filtrado glomerular se realizé6 mediante la ecuacién MDRD-4:

FGR estimado = 186 x (creatinina/88,4)115¢ x (edad)%293 x (0,742 si

mujer) x (1,210 si raza negra)

La enfermedad renal crénica se define como un dafio renal o un FGR <60
mL/min/1,73 m? durante un periodo superior o igual a 3 meses. El dafio renal se
define como anormalidades patoldgicas o en los marcadores de dafio renal,
incluyendo anormalidades en los test de sangre, orina o en los estudios de imagen. De
los 5 estadios existentes, la funcion renal es normal en el estadio 1 y se encuentra
minimamente reducida en el estadio 2. La clasificacion de los estadios de la

enfermedad renal crénica se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2.- Clasificacion de la enfermedad renal cronica.

Estadio Descripcion FGR (ml/min/1,73 m2)
1 Dafio renal con FGR normal o aumentado =290
2 Dafio renal con disminucién leve del FGR 60-89
3 Disminucién moderada del FGR 30-59
4 Severa reduccion del FGR 15-29
5 Fallo renal <15 o dialisis

FGR: filtrado glomerular renal.

3.2. Variables antropométricas

Se obtuvieron datos del peso (kg), estatura (m) e indice de masa corporal (IMC)

utilizando la siguiente ecuacion para su calculo:

IMC= Peso/Estatura?
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3.3. Variables bioquimicas

Se recogieron los valores de creatinina (mg/dl) de la Hoja Anestésica
Intraoperatoria que correspondian al andlisis bioquimico rutinario que se realizé en
la Consulta de Preanestesia con una fecha siempre inferior a los tres meses previos a

la cirugia.

3.4. Variables ecocardiogrdficas

Las pruebas ecocardiograficas se realizaron en la Seccidon de Imagen del Servicio
de Cardiologia-Area del Corazén del HUCA aportando informacién acerca de la
morfologia y grado de lesion de la valvula adrtica. En la ETT se obtuvieron imagenes
en modo M y bidimensionales de cada paciente, ademas de Doppler (pulsado y
continuo) y Doppler color. Se realizaron las siguientes medidas ecocardiograficas en

todos los pacientes (Figura 10):

. Gradientes transvalvular adrtico maximo y medio (Gmax, Gmed),
obtenidos en milimetros de mercurio (mmHg).

. Area valvular aértica media, medida en cmZ.

. Presencia y grado de la insuficiencia adrtica.

. Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), expresada como
porcentaje. Se utiliz6 para su calculo el método de Teichhold en modo M o
el método de Simpson en 2D mono o biplanar (168).

. Espesor de la pared del ventriculo izquierdo, expresado en mm.

. Tamafio del diametro de la aorta ascendente, expresada en cm.
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Figura 10.- A) Corte paraesternal eje corto en el que se observa una vdlvula adrtica
severamente calcificada. B) Corte paraesternal eje corto de valvula aértica normal. C)
Corte paraesternal eje corto en el que se observa vdlvula aértica muy calcifcada y
estendtica. D) Gradientes elevados en una vdlvula aortica estenética. Ao: aorta
ascendente; Al: auricula izquierda; VD: Ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo.

Imdgenes cedidas por el Servicio de Cardiologia-Area del Corazén del HUCA.

3.4.1. Clasificacion del grado de severidad de la estenosis adrtica (EAO)

Los criterios ecocardiograficos para el diagnostico de severidad de la EAO

fueron los siguientes (Tabla 3), siguiendo las guias de practica clinica de la American

Society of Echocardiography (ASE) (169):

Tabla 3.- Clasificacion del grado de severidad de la estenosis adrtica.

Leve Moderada Severa
Velocidad del chorro (m/s) <3 3-4 >4
Gradiente medio (mmHg) <25 25-40 >40
Gradiente mdximo (mmHg) <40 40-60 >60
Area valvular (cm?/m?) >1,5 1-1,5 <1
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3.4.2. Clasificacion del grado de severidad de la insuficiencia aortica (IAO)

La presencia y clasificacion de la IAO se realizé siguiendo las recomendaciones

de la ASE para la valoracion de la severidad de la IAO (170) (Tabla 4):

Tabla 4.- Clasificacion del grado de severidad de la insuficiencia aortica.

Leve Moderada Severa
Grado angiogrdfico 1+ 2+ 3-4
Ancho jet color/TSVI (%) <25 25-65 >65
Vena contracta (cm) <0,3 0,3-0,6 >0,6
VO/””;%Z%.‘;B'M”M <30 30-59 =60
Fraccion regurgitante (%) <30 30-49 =50
ORE (cm’) <0,10 0,10-0,29 20,30
Tamaiio VI - - Aumentado

TSVI: tracto de salida del ventriculo izquierdo; ORE: orificio regurgitante efectivo; VI: ventriculo izquierdo.

3.4.3. Definicion de la doble lesion adrtica (DLA)

La DLA se defini6 como la coexistencia de ambas lesiones: EAO al menos

moderada e IAO significativa (grados angiograficos 3 y 4) (Tablas 3 y 4).

3.4.4. Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)

La funcion sistolica del ventriculo izquierdo, también denominada fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) se clasific6 segin las recomendaciones

actuales de la ASE (168) (Tabla 5):

76



Materiales y métodos

Tabla 5.- Clasificacion de la funcion ventricular izquierda.

FEVI %
Funcién normal =55
Disfuncién leve 45-54

Disfuncién moderada 30-44
Disfuncién severa <30

FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

3.4.5. Hipertrofia ventricular izquierda (HVI)

La HVI se clasificé segun las recomendaciones de la ASE teniendo en cuenta el

grosor del septo interventricular calculado segin el método lineal (168) (Tabla 6):

Tabla 6.- Clasificacion del grado de hipertrofia concéntrica del ventriculo izquierdo.

Grosor del septo interventricular
mujeres/hombres (mm)

Rango de referencia 6-9/6-10
Hipertrofia leve 10-12/11-13
Hipertrofia moderada 13-15/14-16

Hipertrofia severa =16/=17

3.5. Situacion clinica actual

3.5.1. Fibrilacion auricular (FA)

Se considero que el paciente presentaba ritmo en FA en el preoperatorio cuando
se cumplieron alguna de las siguientes premisas: historia de FA previa en alguno de
los informes médicos previos a la cirugia, existencia de algin electrocardiograma en
el preoperatorio en FA o tratamiento cronico con anti-arritmicos cuya indicacidn es la
FA. La existencia de FA en el post-operatorio se definié como al menos un episodio de

FA constatado mediante electrocardiografia durante su estancia post-operatoria.

77



Materiales y métodos

3.5.2. Grado funcional

El grado funcional se determiné siguiendo las indicaciones de la New York Heart

Association (NYHA) (Tabla 7):

Tabla 7.- Clasificacion del grado funcional New York Heart Association (NYHA).

Clase funcional Sintomatologia

I Actividad ordinaria sin sintomas. No existe limitacién de la actividad
fisica ordinaria.

11 El paciente tolera la actividad ordinaria, pero existe una ligera
limitacidn de la actividad fisica, apareciendo disnea con los esfuerzos
intensos.

i La actividad fisica que el paciente puede realizar es inferior a la
ordinaria. Notablemente limitado por la disnea.

v El paciente tiene disnea al menor esfuerzo o en reposo y es incapaz de

realizar cualquier actividad fisica.

3.6. Anatomia de la valvula aortica

La clasificacion de la anatomia valvular se realiz6 en base a los hallazgos
intraoperatorios, ademas de la descripcién ecocardiografica previa a la cirugia. Se

distinguieron los siguientes grupos:

. Tricuspide: presencia de 3 velos (coronarios derecho e izquierdo y no
coronario).

. Bicuspide, dentro de este grupo se distinguieron los siguientes subgrupos
(Figura 11):
A. Bicuspide pura: presencia de dos velos aodrticos claramente
diferenciados.
B. Pseudobicuspide: valvula bicispide con presencia de un rafe que

divide alguno de sus velos.

C. Monocuspide: anatomia valvular en la que no se puede diferenciar bien

la existencia de varios velos debido a la intensa calcificacion del tejido.
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A Bicuspide B Pseudobicuspide C Monocuspide
pura
Coronaria (}ofqnavia
derecha izquierda

>

Dos hemivalvas Presencia de un rafe Presencia de dos rafes

NN

Figura 11.- Clasificacion anatémica de la valvula adrtica bictispide.

3.7. Tratamientos médicos previos a la cirugia

. B-bloqueantes

. Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECAs)

. Antagonistas del receptor de la Angiotensina II (ARA-II)

. Calcioantagonistas

. Antiagregantes plaquetarios (acido acetilsalicilico [AAS] o clopidogrel)
. Anticoagulantes (warfarina o aldocumar)

i Estatinas (simvastatina, atorvastatina o rosuvastatina)

. Hipoglucemiantes orales

3.8. Anatomia patoldgica

La descripcion anatomopatoldgica realizada de manera rutinaria en el Servicio
de Anatomia Patologica del HUCA permitid la clasificacion de las muestras en los
siguientes grupos en base a los cambios histologicos observados:

. Tipo 1: Valvula adrtica con degeneraciéon mixoide, sin inflamacién ni

neovascularizacion.
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* Tipo 2: Valvula aodrtica con cambios degenerativos mixtos.
Correspondiente a muestras con amplias areas esclerosadas,
entremezcladas con material amorfo eosinofilico y a veces baséfilo de
deposito calcico, sin observarse necrosis, inflamacion y no existiendo zonas
de neovascularizacion asociada a cambios mixoides.

* Tipo 3: Valvula adrtica con cambios degenerativos calcificantes.
Correspondiente a valvulas cardiacas con amplias zonas esclerosadas
entremezcladas con material amorfo eosinofilico y a veces baséfilo de
deposito calcico, no observandose necrosis, inflamacion,
neovascularizacion ni cambios mixoides.

*  Tipo 4: Valvula adrtica con cambios severamente degenerativos en los

que destaca una masiva calcificacion.

Figura 12.- A) Tincién hematoxilina-eosina en la que se observan dreas de calcificacion (flechas)
en vdlvula aértica degenerativa. B) Tincion hematoxilina-eosina en la que se pueden apreciar
intensas dreas de calcificacion asi como algiin niicleo de osificacion (flecha) en una vdlvula
degenerativa severa.

4, Obtencion de las muestras

Se recogieron muestras de tejido valvular adrtico y sangre de todos los
individuos incluidos en el estudio. Se obtuvieron 5 ml de sangre venosa, de una via
central en el momento de la induccidn anestésica, que fueron recogidos en tubos con

EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y se obtuvo el plasma a partir de la sangre.
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Los velos de las valvulas aorticas enfermas fueron recogidos del siguiente modo: uno
de los velos fue preservado en RNAlater hasta su llegada al Biobanco del Principado
de Asturias, otro de los velos fue enviado en fresco para su fijacién en formol y
posterior conservacién en etanol y otro de los velos fue enviado al Servicio de
Anatomia Patoldgica para su fijacion en formol, decalcificacién e inclusidn en parafina
para posterior tincién con hematoxilina-eosina, tal como se realiza de manera
rutinaria con todas las muestras del Servicio de Cirugia Cardiovascular del HUCA. La
totalidad de las muestras de plasma y tejido valvular permanecieron en el Biobanco
del Principado de Asturias en congelacion a -80°C (plasmas y velo aodrtico) o a 4°C

(velo adrtico en etanol) hasta el momento del analisis.

5. Cuantificacion del contenido en calcio del velo

aortico.

Las muestras de tejido valvular conservadas en etanol fueron analizadas
mediante micro tomografia computarizada (microCT) en un equipo SkyScan 1174
(Bruker, Kontich, Bélgica) disponible en el Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las
imagenes fueron obtenidas utilizando unos parametros de 50 kV y 800 pA. Se
obtuvieron unas 1300 imagenes de cada una de las muestras con un paso de rotacion
de 0,3° y un promedio de marco de 2 para un escaneo de 180°. El escaneo de cada una
de ellas duréd entre 10 y 20 minutos (dependiendo del tamafio de la valvula) usando
un tiempo de exposicion de 6200 ms. Se realizé la correccién de campo plano al
principio de cada escaneo.

Las imagenes obtenidas fueron reconstruidas con el software NRecon
(Bruker). Los valores de correcciéon del coeficiente de atenuacion, dureza del rayo,
suavizado y artefactos de anillo fueron los mismos en todas las muestras.

El analisis morfométrico en 3D fue realizado mediante el software CTAn
(Bruker). El volumen de interés fue delimitado manualmente en cada una de las
muestras. El umbral que se usé para todas ellas fue de 0,74 -3,39 g/cm3 de BMD.

Los parametros examinados fueron densidad mineral 6sea (BMD) y la ratio

volumen dseo/volumen total (BV/TV).
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6. Extraccion de ARN total de tejido y plasma

El tejido valvular congelado y el plasma de cada individuo se solicitaron al
Biobanco del Principado de Asturias. La extraccion del ARN total se llev6 a cabo en el
laboratorio del Servicio de Metabolismo Oseo y Mineral del HUCA empleando Tri
Reagent (Ambion) siguiendo un protocolo estdndar. Las muestras de tejido se
ultracongelaron en nitrégeno liquido y se pulverizaron con un mortero, previo a la
extraccion. Para las muestras de plasma se parti6 de un volumen de 400 pl. La
concentracion y pureza del ARN se determinaron con un espectrofotémetro ND-1000

UV-VIS (Nanodrop Technologies) midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. .

7. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa

Todos los experimentos con el ARN se realizaron en el laboratorio del Servicio de
Metabolismo Oseo y Mineral del HUCA. A partir de 1 pug de ARN total procedente de
tejido se obtuvo el ADNc utilizando el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cuantificar la
expresion relativa de los genes, se utilizéo un termociclador de PCR en tiempo real
modelo Stratagene Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies) y reactivos
Tagman® (Tagman® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems). Se utilizaron
los ensayos correspondientes a los siguientes genes: RUNX2 (Hs 00231692_m1) y
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Hs 99999905_m1), este ultimo
como gen constitutivo para normalizar los resultados.

Para cuantificar los niveles de expresion de los miRNAs maduros se utilizaron 100
ng de ARN total, procedentes tanto de tejido como de plasma y ensayos predisefiados
Tagman® miRNA Gene Expression Assay (Applied Biosystems) para miR-29b
(000413), miR-30c (TM 002108), miR-125b (TM 000449), miR-133b (002247), miR-
141 (TM000463), miR204 (TM 000508) y miR-211 (002247), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El snRNA U6 (TM 001973) fue utilizado como control
endoégeno para las muestras de tejido y el miR451 (TM 001141) para las muestras de

plasma.
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En todos los casos, la interpretacion de los datos se realiz6 mediante la

comparacion del ciclo umbral (171).

8. Determinacion de niveles de MGP y OPN en plasma

mediante ELISA

Los niveles de las proteinas MGP y OPN circulantes en plasma se determinaron
mediante ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA) en el laboratorio
del Servicio de Metabolismo Oseo y Mineral del HUCA, siguiendo las recomendaciones
de las respectivas casas comerciales: MGP, SEB477Hu (USCN Life Science) y OPN,
ADI-900-142 (Enzo Life Sciences).

9. Analisis estadisticos

Las variables continuas fueron descritas mediante medias, desviaciones tipicas
(D.E.), valores mediano, minimo y maximo. Las variables categoricas se describieron
mediante frecuencias relativas y absolutas. Las comparacion entre las variables
continuas y los diversos factores se realizé mediante el test no-paramétrico de
Kruskal-Wallis, para aquellas variables fuertemente asimétricas (mucha diferencia
entre la media y la mediana) y mediante la prueba robusta de Welch en las variables
simétricas. El grado de asociacion entre variables continuas se midié mediante el
coeficiente de correlacion de Sperman. La prueba exacta de Fisher o, en el caso que
esta no pudiera calcularse, el test Chi-2, se usé para contrastar la independencia entre
variables categoricas. Ademas, se utiliz6 un algoritmo CHAID (Chi-cuadrado de
Deteccién Automatica de Interaccion) para identificar aquellos grupos con medias
mas diferenciadas. Todos los analisis se hicieron mediante el software estadistico de

libre distribucion R (www.r-project.org). No se utilizé ningtin método para ajustar
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por contrastes multiples y, aquellos p-valores inferiores a 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativo.
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1. Clasificacion clinica de los pacientes

Se incluyeron en el estudio un total de 119 pacientes con valvulopatia adrtica y
a continuacion se clasificaron segin el tipo de lesién adrtica diagnosticada
previamente a la cirugia en base a criterios ecocardiograficos. De este modo
resultaron los siguientes tres grupos para su posterior analisis:

* Pacientes con estenosis aortica severa (EAO)

* Pacientes con insuficiencia adrtica severa (IAO)

* Pacientes con doble lesion aortica (DLA)

La distribucidn de cada uno de los grupos en la muestra total fue la siguiente: 92
de los individuos fueron diagnosticados de EAO (77,3%), 6 de IAO (5%) y 21 de DLA
(17,6%).

2. Descripcion demogrdfica y antropométrica

Las principales caracteristicas demograficas y antropométricas de la muestra se
presentan en las Tablas 8 y 9. La edad media de la poblacién a estudio fue de 70 afios,
con una mayoria de individuos varones (60,5%) y un IMC medio cercano a la
obesidad (29,6 kg/m?). El grupo de pacientes con EAO resultaron mayores que el
resto de grupos de manera estadisticamente significativa (p-valor= 0,045), mientras
que en las otras variables recogidas no se encontraron diferencias intergrupales

resenables.
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Tabla 8.- Variables demogrdficas y antropométricas de la poblacion incluida en el estudio.

media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
EAO 71 10 74 32 85
Edad I1AO 62 10 63 45 74
0,045
(afios) DLA 64 13 65 30 84
Total 70 11 72 30 85
EAO 77,6 13,1 75,5 56,0 120,0
Peso 1AO 82,0 15,0 79,0 70,0 111,0
0,697
(kg) DLA 79,8 15,9 80,0 39,0 107,0
Total 119,0 78,2 13,7 39,0 120,0
EAO 1,61 0,09 1,61 1,35 1,85
Talla IAO 1,62 0,08 1,60 1,52 1,72
0,137
(m) DLA 1,66 0,09 1,66 1,53 1,85
Total 1,62 0,09 1,62 1,35 1,85
EAO 29,7 39 29,3 23,2 43,2
IMC IAO 31,2 4,7 30,0 26,7 38
0,559
(kg/m?)  DLA 28,8 51 29,8 16,2 355
Total 29,6 4,2 29,3 16,2 43,2
IMC: indice de masa corporal.
Tabla 9.- Distribucién de la muestra por sexos.
Sexo EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor
Hombre 52 (56,5%) 5 (83,3%) 15 (71,4%) 72 (60,5%) 0103
Mujer 40 (43,5%) 1 (16,7%) 6 (28,6%) 47 (39,5%) '

3. Prevalencia de los principales factores de riesgo

cardiovascular y otras variables clinicas a estudio

La distribucion de los principales factores de riesgo cardiovascular en la

muestra total y por grupos se presenta en la Tabla 10 junto con otras variables

clinicas sometidas a estudio.

El factor de riesgo cardiovascular mas frecuente en todos los grupos fue la HTA

(71,4%), seguido de la hiperlipidemia (52,9%) y la diabetes mellitus (23,5%). La

frecuencia del resto de factores de riesgo y variables clinicas fue mucho mas baja.
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Se observo una menor prevalencia de HTA (67,4%) en aquellos pacientes con
EAOQ, aunque esta diferencia no fue significativa con respecto a los otros grupos del
estudio. La enfermedad coronaria asociada a valvulopatia adrtica también resultd
menor en el caso de los pacientes con EAO, ya que en este grupo se observd un menor
numero de individuos con enfermedad coronaria asociada (p-valor= 0,020), asi como
un menor numero de vasos enfermos en aquellos pacientes que presentaban lesiones
coronarias (p-valor= 0,009).

Por otro lado, en el grupo de pacientes con DLA la enfermedad vascular arterial
periférica fue mas frecuente (33,3%) que en el resto de grupos del estudio pero sin

diferencias estadisticas significativas con respecto a los individuos con [AO y/o DLA.

Tabla 10.- Frecuencia de los principales factores de riesgo cardiovascular y otras variables
clinicas.

EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor
Hipertension
arterial 62 (67,4) 5(83,3) 18 (85,7) 85(71,4) 0213
Hiperlipidemia 51 (55,4) 2 (33,3) 10 (47,6) 63 (52,9) 0,505
Diabetes
mellitus 23 (25) 1(16,7) 28 (19) 28 (23,5) 0,917
Tabaquismo
Fumador 7(7,4) 0(0,0) 5(23,8) 12 (10,1)
Ex-fumador 20 (21,7) 2(33,3) 4 (19,0) 26 (21,8) 0,301
No fumador 65 (70,7) 4 (66,7) 12 (57,1) 81 (68,1)
Etilismo 5(5,5) 0 (0,0) 3(14,3) 8(6,8) 0,552
Obesidad 38 (42,3) 3 (50,0) 10 (47,6) 41 (42,9) 0,556
Presencia de
lesiones 9(9,8) 3 (50,0) 1(4,8) 13 (10,9) 0,020
coronarias
1 vaso 7 (7,6) 1(16,7) 0(0) 8(6,7)
2 vasos 0 (0,0) 1(16,7) 1(4,8) 2(L,7) 0,009
3 vasos 2(2,2) 1(16,7) 0 (0,0) 3(2,5)
Enfermedad
vascular 13 (14,1) 1(16,7) 7 (33,3) 21 (17,6) 0,254
periférica
EPOC 12 (13,0) 1(16,7) 4 (19,0) 17 (14,3) 0,524

Individuos (%); EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
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4. Clasificacion de la enfermedad renal cronica

La Tablas 11 y 12 muestran los valores de creatinina y FGR estimado mediante
la ecuacion MDRD-4 por grupos y en la muestra total, asi como la clasificacion en los
cuatro estadios de la enfermedad renal crénica que se incluyeron en el estudio. No se
encontraron diferencias en los valores de la creatinina plasmatica ni en el filtrado
glomerular renal entre los tres grupos de la muestra, aunque si fueron ligeramente
menores estos valores en los pacientes con EAO. Tampoco se encontraron diferencias
significativas en cuanto a los estadios de la enfermedad renal crénica, aunque es
necesario destacar que los pacientes que se encontraban en los estadios 3 y 4 (FGR <
60 mL/min/1,73 m”) pertenecian a los grupos con EAO y DLA (17 y 1 individuos
respectivamente) y tan sélo 2 individuos (del grupo EAO) se encontraron en estadio 4

para la enfermedad renal croénica.

Tabla 11.- Creatinina y filtrado glomerular renal estimado en la muestra a estudio.

media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
EAO 0,98 0,38 0,90 0,48 2,63
Creatinina IA0 1,04 0,31 0,99 0,70 1,55 s
0,653
(mg/dl) DLA 0,89 0,20 0,86 0,50 1,41
Total 0,97 0,36 0,90 0,48 2,63
FCR EAO 80,01 25,89 78,63 25,30 154,77
IA0 85,17 16,73 89,83 64,18 102,30
(ml/min/1,73 0,397
2 DLA 89,53 25,90 83,29 51,80 176,82
m
Total 81,92 25,68 79,26 25,30 176,82

FGR: filtrado glomerular renal.
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Tabla 12.- Individuos con funcion renal disminuida y clasificacion en los estadios de la

enfermedad renal.
EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119)  p-valor
FGR <60 (ml/min/1,73
m2] 17 (18,5) 0(0,0) 1(4,8) 18 (15,3) 0,243

Estadios de la enfermedad renal cronica

1 30 (32,6) 2(40,0) 8(38,1) 40 (33,9)

2 45 (48,9) 3(60,0) 12 (57,1) 60 (50,8) 0,801

3 15 (16,3) 0(0,0) 1(4,8) 16 (13,6)

4 2(2,2) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,7)

Individuos (%); FGR: filtrado glomerular renal.

5. Principales caracteristicas ecocardiogrdficas de la

muestra

Las Tablas 13 y 14 resumen los principales datos ecocardiograficos recogidos

en el estudio. Mas de tres cuartas partes de la muestra a estudio no presentaban

ningun grado de disfuncion ventricular izquierda (77,3%). Ademas, la casi totalidad

de los individuos de la muestra (97,5%) y el 100% de los individuos con IAO

presentaron algin grado de HVL
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Tabla 13.- Principales datos ecocardiogrdficos recogidos en el estudio.

EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor
FEVI
Conservada 69 (75) 4 (66,7) 19 (90,5) 92 (77,3)
Disfuncién leve 5(5,4) 1(16,7) 0(0,0) 6 (5,0) 0,455
Disfuncién moderada 14 (15,2) 1(16,7) 2(9,5) 17 (14,3)
Disfuncién severa 4 (4,3) 0(0,0) 0(0,0) 4 (3,4)
HVI 90 (97,8) 6 (100) 20 (95,2) 116 (97,5)
Leve 21(23,1) 2(33,3) 6 (30,0) 29 (24,8)
0,184
Moderada 43 (47,3) 4 (66,7) 12 (60,0) 59 (50,4)
Severa 25 (27,5) 0(0,0) 1 (5,0) 26 (22,2)
Aorta ascendente >5
7 (7,6) 0(0,0) 5(23,8) 12 (10,1) 0,086
cm
Grados angiograficos de la insuficiencia adrtica
0-1 77 (87,5 - - 77 (67
( ) (67) < 0,001
2 11 (12,5) - - 11 (9,6)
3-4 - 6 (100,0) 21(100,0) 27 (23,5)
Individuos (%); FEVI: fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo; HVI: hipertrofia ventricular izquierda.
Tabla 14.- Estudio ecocardiogrdfico de la gravedad de la estenosis aortica.
media  D.E. mediana minimo  mdximo  p-valor
EAO 86 21 83 40 161
Gradiente maximo IAO 20 - 20 20 20
0,508
(mmHg) DLA 80 28 79 38 138
Total 84 23 82 20 161
EAO 50 12 49 20 95
Gradiente medio IAO0 23 - 23 23 23
0275
(mmHg) DLA 45 16 47 20 73
Total 49 13 49 20 95
EAO 0,77 0,22 0,78 0,40 1,43
Area transvalvular IAO - - - - -
5 0,393
(cm?) DLA 0,88 0,40 0,87 0,40 1,90
Total 0,79 0,26 0,80 0,40 1,90
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6. Frecuencia de la fibrilacion auricular en el pre y

post-operatorio y grado funcional pre-quirurgico

6.1. Fibrilacion auricular

La Tabla 15 muestra los datos descriptivos referentes a la presencia de
fibrilacion auricular en el pre y post-operatorio cardiaco. Aunque no se presentan en
la tabla, hay que resefiar también que cuatro pacientes de la poblacion a estudio (el
3,6% de los individuos de la muestra) presentaron bloqueo auriculo-ventricular
completo o de 32 grado en el post-operatorio, tres de ellos dentro del grupo de EAO

(3,4%) y uno con el diagnostico de DLA (4,8%).

Tabla 15.- Fibrilacién auricular en el pre y post-operatorio.

EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor

Fibrilacion auricular
17 (18,5) 1(16,7) 4 (19,1) 22 (18,5) 0,941
preoperatoria

Fibrilacion auricular
24 (27,6) 2 (50) 8(38,1) 34 (27,6) 0,556
post-operatoria

Individuos (%).

6.1. Clase funcional

En la Tabla 16 se presenta el distinto grado funcional en el que se encontraban
los pacientes en el momento de la cirugia segun la clasificacion de la NYHA. Se
observo que la inmensa mayoria de los individuos se encontraban en grado funcional
[Ty III (el 84,9% del total de la muestra), no existiendo diferencias significativas entre

los tres grupos a estudio con respecto a la situacion clinica pre-quirurgica.
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Tabla 16.- Clasificacion del grado funcional segiin la New York Heart Association (NYHA).

Grado funcional NYHA EAO (n=92) 1AO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor
1 7 (7,6) 1(16,7) 1(4,8) 9(7,6)
11 45 (48,9) 4 (66,7) 15 (71,4) 64 (53,8) 0,189
i 33 (359) 0(0) 4(19) 37 (31,1)
v 7 (7,6) 1(16,7) 1(4,8) 9(7,6)
Individuos (%).

7. Distribucion intergrupal de las variables anatomicas

de la valvula aortica

Los datos recogidos sobre las diversas variables anatémicas de la valvula
adrtica se recogen en la Tabla 17. Se observa que la mayoria de las valvulas en el
grupo de EAO (68,5%) e IAO (83,3%) son tricuspides, mientras que en el caso de las

DLA casi la mitad de las muestras son valvulas bictuspides (42,9%).

Tabla 17.- Clasificacion anatéomica de la valvula aértica en los distintos grupos a estudio.

EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119)  p-valor
Tricuspide 63 (68,5) 5 (83,3) 12 (57,1) 80 (67,2)
Bicuspide 29 (31,5) 1(16,7) 9(42,9) 39 (32,8)
*  Bicuspide pura 20 (21,7) 1(16,7) 6 (28,6) 27 (22,7) 0,404
*  Pseudobicispide 8(8,7) 0(0,0) 1(4,8) 9(7,6)
*  Monoctispide 1(1,1) 0(0,0) 2(9,5) 3(2,5)

Individuos (%).

8. Principales tratamientos médicos administrados

previamente a la cirugia

En la Tabla 18 se presentan las frecuencias de los principales tratamientos

meédicos administrados de manera cronica previamente a la cirugia. Destaca el bajo
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uso de B-bloqueantes en pacientes con EAO (19,6%) en comparacion con el resto de
grupos (p-valor= 0,012). Con respecto al resto de los farmacos antihipertensivos
utilizados no existen diferencias significativas intergrupales. Existe un uso similar de
los IECAS y ARA-II en todos los grupos y los pacientes con IAO presentan un mayor
uso de calcio-antagonistas. Por otro lado, dos terceras partes de los pacientes con
EAO se encuentran antiagregados de manera permanente con acido acetil salicilico,
muchos mas que en los otros grupos aunque no significativo desde el punto de vista
estadistico y casi un 15% de la poblacibn se encuentra anticoagulada
permanentemente con warfarina. El uso de clopidogrel como antiagregante en esta

muestra es casi anecdotico (2,5% del total).

Tabla 18.- Principales tratamientos médicos administrados de manera cronica.

Farmaco EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119) p-valor
Acido acetil
28 (66,7) 4 (28,6) 6 (28,6) 38 (31,9) 0,190
salicilico
Clopidogrel 2(2,2) 1(16,7) 0(0,0) 3(2,5) 0,220
Warfarina 14 (15,2) 1(16,7) 2(9,5) 17 (14,3) 0,788
B-bloqueantes 18 (19,6) 3(50,0) 10 (47,6) 31 (26,1) 0,012
IECAS 20 (21,7) 1(16,7) 4 (19) 25 (21,0) 1,000
ARA-II 16 (17,4) 1(16,7) 7 (33,3) 24 (20,2) 0,239
Calcio-
17 (18,5) 2 (33,3) 3 (14,3) 22 (18,5) 0,443
antagonistas
Antidiabéticos
17 (18,5) 0(0,0) 4 (19,0) 21(17,6) 0,805
orales
Estatinas 46 (50,0) 3(50,0) 8(38,1) 57 (47,9) 0,615

Individuos (%); IECAS: inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina; ARAII: antagonistas de los

receptores de la angiotensina I1.

Con respecto al uso de estatinas, casi la mitad de la poblacion a estudio se
encontraba a tratamiento hipolipemiante en el momento de la cirugia (47,9%). En la
Tabla 19 se recogen las estatinas administradas de manera crénica a los individuos de
la muestra describiéndose el tipo de estatina y la dosis diaria utilizada. Las
principales estatinas administradas son la simvastatina (16,9% de la poblacién total)
y la atorvastatina (15,1%), representando entre las dos mas de un 30% de la

poblacién total de la muestra.
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Tabla 19.- Tipos y dosis de estatinas administradas de manera crénica en la poblacion a estudio.

Tipo y dosis de estatina (mg) EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119)
Atorvastatina 10 4 (4,3) 0(0,0) 1(4,8) 5(4,2)
Atorvastatina 20 4 (4,3) 2 (33,3) 2(9,5) 8(6,7)
Atorvastatina 40 4 (4,3) 1(16,7) 0(0,0) 5(4,2)
Atorvastatina 80 1(1,1) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,8)
Fluvastatina 80 1(1,1) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,8)
Pravastatina 10 2(2,2) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,7)
Pravastatina 20 2(2,2) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,7)
Rosuvastatina 5 2(2,2) 0(0,0) 1(4,8) 3(2,5)
Rosuvastatina 10 8(8,7) 0(0,0) 1(4,3) 9(7,5)
Simvastatina 10 2(2,2) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,7)
Simvastatina 20 11 (12) 0(0,0) 3(14,3) 14 (11,8)
Simvastatina 40 4 (4,3) 0(0,0) 0(0,0) 4 (3,4)
Individuos (%).

9. Caracteristicas anatomopatoldgicas del tejido

valvular aortico

En la Tabla 20 se recogen los datos sobre la descripcién anatomopatoldgica de
las muestras valvulares recogidas. La mayoria de las valvulas pertenecen al grupo de
degenerativas (73,1%), principalmente en el grupo de EAO (75%) y DLA (81%) y
dentro de estos dos grupos sélo una de las EAO presenta caracteristicas mixoides. Por
tanto los grupos EAO y DLA son similares pero el grupo de IAO presenta
principalmente caracteristicas mixoides o mixtas en la anatomia patolégica (p-

valor=0,003).

Tabla 20.- Clasificacion por tipos histologicos en la anatomia patolégica.

Anatomia patoldgica EAO (n=92) IAO (n=6) DLA (n=21) Total (n=119)  p- valor
Mixoide 1(1,1) 2 (33,3) 0(0) 3(2,5)
Mixta 11 (12,0) 3 (50,0) 2(9,5) 16 (13,4) 0,003
Degenerativa 69 (75,0) 1(16,7) 17 (81,0) 87 (73,1)
Degenerativa severa 11 (12,0) 0(0,0) 2(9,5) 13 (10,9)

Individuos (%).
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10. Valores de BMD y BV/TV en el tejido valvular

La Tabla 21 muestra los valores de BMD y BV/TV obtenidos por microCT en
los tejidos valvulares estudiados (Figura 13). Mientras que en el grupo de IAO todos
los valores de BMD fueron 0 y los de BV/TV cercanos también a la nulidad, en el
grupo de DLA y especialmente en el de EAO muchos de los valores fueron positivos,
indicando presencia de calcio en las valvulas. En la Figura 14 se muestran imagenes
obtenidas en nuestro estudio mediante microCT en las que se pueden observar los

depdsitos de calcio del velo valvular.

Tabla 21.- Valores de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total
(BV/TV) en el tejido valvular de la muestra a estudio.

n media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
EAO 26 48,86 63,84 18,28 0,00 186,72
BMD IA0 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,699
(mg/cm’)  DLA 12 28,94 32,10 19,61 0,00 88,43
Total 41 39,49 55,12 8,20 0,00 186,72
EAO 26 4,76 3,66 3,28 0,96 12,08
BV/TV IA0 3 0,03 0,05 0,00 0,00 0,10
0,699
(%) DLA 12 3,76 2,36 3,68 0,10 7,84
Total 41 4,12 3,39 3,12 0,00 12,08
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Figura 13.- Valores de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) en los
distintos grupos a estudio. Se representan la mediana y los valores mdximo y minimo.
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(mm) (mm)

I I
25 150 175 200

Figura 14.- Imdgenes obtenidas tras el andlisis mediante micro tomografia computarizada
(microCT) de los velos valvulares adrticos mostrando progresivamente velos valvulares con
menor calcificacion.

11. Niveles plasmaticos de OPN y MGP

Los niveles plasmaticos de OPN fueron mayores en el grupo de pacientes con EAO
y DLA, aunque estas diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas. En
cuanto a los valores de MGP no se observaron diferencias entre los grupos a estudio.

Estos resultados aparecen reflejados en la Tabla 22.
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Tabla 22.- Niveles plasmadticos de osteopontina (OPN) y proteina Gla de la matriz (MGP).

Resultados

OPN
(nM)

MGP
(nM)

n media D.E. mediana minimo mdximo p-valor

EAO 86 56,00 52,23 42,65 0,00 324,40

IA0 5 20,04 24,41 13,80 0,00 58,50

DLA 18 51,75 65,92 32,35 0,00 240,30 o062
Total 109 53,65 53,95 40,00 0,00 324,40

EAO 61 421,18 362,09 294,00 12,00 1807,00

IA0 6 468,00 362,87 274,00 197,00 963,00

DLA 14 669,50 750,78 437,50 71,00 2756,00 0616
Total 81 467,57 454,90 303,00 12,00 2756,00

12. Niveles tisulares y plasmaticos de miRNAs

Los niveles tisulares de los miRNAs sometidos a estudio se presentan en la

Tabla 23. En ninguno de los miRNAs estudiados se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos a estudio.
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Tabla 23.- Niveles tisulares de los microRNAs (miRNAs) analizados.

miRNAs

miR-29b

miR-30c

miR-125b

miR-133b

miR-141

miR-204

miR-211

n media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
EAO 7 1,81 1,45 1,77 0,15 3,93
I1A0 - - - - - -
0,485
DLA 7 5,25 12,16 0,80 0,00 32,79
Total 14 3,53 8,51 1,07 0,00 32,79
EAO 7 1,02 0,86 0,94 0,19 2,80
I1A0 - - - - - -
0,454
DLA 7 1,64 1,91 0,63 0,27 537
Total 14 1,33 1,45 0,91 0,19 537
EAO 7 0,59 0,34 0,53 0,06 1,00
I1A0 - - - - - -
0,054
DLA 7 0,80 1,16 0,17 0,03 2,87
Total 14 0,69 0,83 0,39 0,03 2,87
EAO 7 0,55 0,48 0,35 0,11 1,42
I1A0 - - - - - -
0,458
DLA 7 0,80 0,73 0,50 0,20 2,35
Total 14 0,68 0,61 0,49 0,11 2,35
EAO 36 5,80 24,25 0,57 0,00 144,51
DLA 1 1,40 - 1,41 1,41 1,41
0,104
I1A0 4 7,16 11,91 1,39 0,83 25,02
Total 41 5,83 22,93 0,73 0,00 144,51
EAO 24 8,76 16,42 2,24 0,01 69,31
I1A0 - - - - - -
0,564
DLA 2 7,11 7,76 7,11 1,62 12,60
Total 26 8,64 15,83 2,24 0,01 69,31
EAO 7 2,10 2,17 1,20 0,19 6,23
I1A0 - - - - - -
DLA 7 3,66 6,45 1,40 0,22 18,19 0,564
Total 14 2,88 4,69 1,30 0,19 18,19

La Tabla 24 recoge los valores plasmaticos de los miRNAs sometidos a estudio. No

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los miRNAs detectados

en plasma entre los tres grupos del estudio. En cuanto al miR-30c, miR-133b y miR-

204 sus niveles en plasma fueron indetectables, por lo que no se reflejan en la

siguiente tabla.
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Tabla 24.- Niveles plasmaticos de los microRNAs (miRNAs) analizados.

Resultados

miRNAs

miR-29b

miR-125b

miR-141

miR-211

n media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
EAO 26 0,75 0,25 0,00 0,00 1,00
I1A0 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.305
DLA 12 16,94 58,36 0,00 0,00 202,25
Total 41 5,01 31,57 0,00 0,00 202,25
EAO 26 20,62 63,17 1,28 0,00 310,83
I1A0 3 68,52 47,69 66,95 21,63 116,97
DLA 12 45,95 70,08 1,82 0,00 170,66 0323
Total 41 31,54 64,81 1,54 0,00 310,83
EAO 17 0,69 1,08 0,25 0,00 4,33
I1A0 1 0,52 - 0,52 0,52 0,52
DLA 3 0,10 0,08 0,08 0,05 0,19 0,663
Total 21 0,59 1,00 0,19 0,00 4,33
EAO 26 26,61 129,62 0,00 0,00 661,68
I1A0 3 22,09 38,25 0,00 0,00 66,26
DLA 12 125,47 432,62 0,00 0,00 1499,22 0,532
Total 41 55,21 253,26 0,00 0,00 1499,22

13. Relacion entre la calcificacion de la valvula adrtica

y las variables clinicas a estudio

Los valores de BMD y BV/TV en funcion de la presencia/ausencia de

hipertensién arterial se muestran en la Tabla 25. Los pacientes que tienen

hipertensién arterial tienen valores menores de BMD y BV/TV, aunque esta

diferencia result6 ser mas acusada, llegando a ser estadisticamente significativa, en el

caso de los valores de BV/TV (p-valor= 0,041) (Figura 15).
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Tabla 25.- Relacién de la presencia/ausencia de hipertension arterial con la calcificacion
valvular.

Hipertension arterial media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
BMD No 71,60 74,65 36,25 0,00 186,72
0,073
(mg/cm’) Si 27,48 37,07 8,20 0,00 121,23
BV/TV No 6,24 4,02 4,32 0,97 12,08
0,041
(%) Si 3,51 2,48 2,71 0,01 8,96
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Figura 15.- Valores de densidad mineral osea (BMD) y volumen déseo/volumen total (BV/TV) en
funcion de la presencia o ausencia de hipertension arterial (HTA). *p-valor<0,041.

Con respecto a otras variables clinicas sometidas a estudio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos de BMD vy
BV/TV, aunque aquellos individuos tratados crénicamente con estatinas o con ARA-II
presentaron una tendencia a una menor calcificacion tisular, aunque sin llegar a ser
significativa. Los individuos tratados con warfarina no presentaron valores mayores
de calcio tisular que los pacientes no anticoagulados. Todos estos datos se presentan

en las Tablas 26 y 27.
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Tabla 26.- Relacion entre los valores de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen
total (BV/TV) y las principales variables clinicas a estudio.

Edad < 72 arios
Sexo masculino
Hiperlipidemia
Diabetes mellitus
Tabaco
Alcohol
Obesidad
Lesiones
coronarias
Enfermedad
vascular
periférica
EPOC

Filtrado

glomerular < 60

BMD (mg/cm’) BV/TV (%)

Si No p-valor Si No p-valor

8,2 (0,00-185,72) 9,45 (0,00-186,72) 0,868 3,12 (0,00-12,08) 3,23 (0,01-11,97) 0,826
1,51 (0,00-186,72) 24,89 (0,00-121,23) 0,583 2,48 (0,00-12,08) 4,18 (0,00-8,96) 0,301
1,51 (0,00-185,72) 24,89 (0,00-186,72) 0,446 2,57 (0,00-12,08) 4,18 (0,00-11,97) 0,442
0,00 (0,00-46,84) 13,99 (0,00-186,72) 0,295 1,80 (0,10-4,90) 3,14 (0,00-12,08) 0,218
0,797 0,250

0,00 (0,00-52,52) 13,99 (0,00-186,72) 0,384 2,08 (1,26-6,31) 3,14 (0,00-12,08) 0,383
16,59 (0,00-185,72) 3,03 (0,00-186,72) 0,579  3,65(0,01-12,08) 3,12 (0,00-11,97) 0,916
0,00 (0,00-45,80) 23,73 (0,00-186,72) 0,239 1,39 (0,00-5,02) 3,60 (0,00-12,08) 0,139
45,80 (0,00-163,10) 3,97 (0,00-186,72) 0245  4,32(0,10-11,78) 3,12 (0,00-12,08) 0,336
24,89 (0,00-52,52) 1,51 (0,00-186,72) 0,509  3,12(0,10-6,31) 3,12 (0,00-12,08) 0,873
23,45 (0,00-111,06) 11,09 (0,00-186,72) 0,922  3,13(0,00-12,08) 3,12 (1,35-8,23) 0812

Mediana (rango).

Tabla 27.- Relacion entre los valores de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen

total (BV/TV) y los principales tratamientos crénicos a estudio.

Acido acetil
salicilico
Warfarina
Estatinas
B-bloqueantes
IECAS

ARA-1I

Calcio-
antagonistas

ADOS

BMD (mg/cm’) BV/TV (%)

Si No p-valor Si No p-valor

0,00 (0,00-185,72) 18,28 (0,00-186,72) 0,363 2,72 (0,00-12,08) 3,13 (0,00-11,97) 0,968
5,61 (0,00-186,72) 13,99 (0,00-185,72) 0,738  2,00(0,10-11,97) 3,33 (0,00-12,08) 0,376
0,00 (0,00-185,72) 24,99 (0,00-186,72) 0,134 2,57 (0,01-12,08) 4,32 (1,21-11,97) 0,091
8,20 (0,00-163,10) 9,45 (0,00-186,72) 0,958 2,08 (0,00-11,78) 3,24 (0,10-12,08) 0,440
0,00 (0,00-100,01) 23,73 (0,00-186,72) 0,156 2,57 (1,30-6,86) 3,24 (0,00-12,08) 0,397
0,00 (0,00-88,43) 11,09 (0,00-186,72) 0,375 1,39 (0,00-7,84) 3,24 (0,00-12,08) 0,079
12,49 (0,00-110,65) 8,20 (0,00-186,72) 0,589 2,70 (0,00-8,95) 3,12 (0,01-12,08) 0,775
18,13 (0,00-46,84) 8,20 (0,00-186,72) 0,556  2,98(0,10-4,90) 3,12 (0,00-12,08) 0,392

Mediana (rango); IECAS: inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina; ARA-II: antagonistas de la angiotensina II,
ADOS: antidiabéticos orales.
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14. Relacion entre la calcificacion tisular y las
caracteristicas ecocardiogrdficas y anatomicas de la

valvula aortica

Los valores de BMD y BV/TV resultaron también diferentes en funcion del grado
de HVI (Tabla 28). En realidad, tanto los valores de BMD como los de BV/TV se
incrementaron con la gravedad de la HVI, pero estas diferencias s6lo llegaron a ser
significativas en el caso de BV/TV en los distintos grados de HVI (p-valor=0,048). Lo
mismo ocurrid con el BMD y el BV/TV (p-valor=0,026) al tener en cuenta la presencia

o ausencia de HVI, como se puede observar en la Tabla 29.

Tabla 28.- Niveles de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) segiin
el grado de hipertrofia ventricular izquierda (HVI).

HVI media D.E. mediana minimo  mdximo p-valor
No 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BMD Leve 27,10 38,91 11,28 0,00 110,65
(mg/cm’)  Moderada 50,01 62,50 24,99 0,00 186,72 0196
Severa 70,15 58,74 100,01 0,00 121,23
No 0,63 0,87 0,63 0,01 1,24
BV/TV  Leve 3,52 2,82 2,40 0,96 8,95
(%) Moderada 4,80 3,59 3,87 0,12 12,06 0.048
Severa 6,42 2,68 6,86 2,57 8,96

Tabla 29.- Niveles de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) segiin
la presencia o no de hipertrofia ventricular izquierda (HVI).

HVI media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
BMD No 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,121
(mg/cm’)  Si 44,94 56,74 23,73 0,00 186,72
BV/TV  No 0,63 0,87 0,63 0,01 1,24
0,026
(%) Si 4,65 3,26 3,60 0,96 12,08
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La Figura 16 representa la distribucién de los valores de BMD y BV/TV en
funcion de la presencia o no de HVI. Se puede observar que los valores mas bajos se

observan en aquellos individuos que no presentan ningun grado de HVI.
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Figura 16.- Niveles de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) en
funcion de la presencia o ausencia de hipertrofia ventricular izquierda (HVI). *p-valor<0,026.

La Tabla 30 presenta los valores de BMD y BV/TV segun el grado de
insuficiencia adrtica. Aunque las diferencias no llegan a ser significativas, aquellos
individuos con insuficiencia grado 2 presentan una mayor calcificacion valvular que

el resto de grupos.

Tabla 30.- Relacion entre los valores de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen
total ( BV/TV) y el grado de insuficiencia aértica.

Insuficiencia adrtica n media  mediana  D.E. minimo  mdximo  p- valor
0-1 21 31,56 491 48,31 0,00 163,10
BMD
3 4 105,26 116,14 75,75 3,03 185,72 0,071
(mg/cm’)
3-4 12 28,94 19,61 32,11 0,00 88,43
0-1 21 3,81 3,12 2,96 0,96 11,78
BV/TV
4 7,96 8,60 3,96 2,57 12,08 0,129
(%)
3-4 12 3,76 3,68 2,36 0,01 7,84

La Tabla 31 recoge los datos de calcificacion tisular en los distintos grupos en
funcion del tamafio de la aorta ascendente. Se observo que tanto los valores de BMD
como de BV/TV eran mayores en los pacientes con aorta ascendente dilatada (>5 cm)

de manera significativa, como se puede observar en la Figura 17.
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Tabla 31.- Niveles de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) en
funcion del diametro de la aorta ascendente.

Aorta ascendente media D.E. mediana minimo  mdximo  p-valor
BMD =5cm 30,18 46,32 491 0,00 186,72
3 0,003
(mg/cm’) >5cm 124,34 48,29 111,06 73,42 185,72
BV/TV =5cm 3,72 2,77 3,12 0,10 11,97
0,004
(%) >5cm 9,25 2,56 8,23 6,29 12,08
8 w0
N o T *
3 ’ o ——
b = 'o- |
g g | _8 F | }
.- | ; 2 i ———
: E— i ;
g1 | .
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Normal Dilatada Normal Dilatada
Aorta Ascendente Aorta Ascendente

Figura 17.- Niveles de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) en
funcion del tamaiio de la aorta ascendente. *p-valor<0,005.

La Tabla 32 muestra las diferencias en los datos correspondientes a la
calcificacion tisular (BMD y BV/TV) segun la descripcién de la anatomia patologica.
Las valvulas adrticas severamente degenerativas presentan valores medianos mas
altos, tanto de BMD como de BV/TV. La Figura 18 representa la tendencia a una
mayor calcificacibn a medida que la valvula presenta caracteristicas mas

degenerativas.
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Tabla 32.- Valores de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) segiin
la descripcion de la anatomia patolégica.

Anatomia Patolégica n media D.E.  mediana minimo  mdximo  p-valor
Mixoide 1 0,00 - 0,00 0,00 0,00
Mixta 9 31,58 61,44 0,00 0,00 186,72
BMD
3 Degenerativa 26 39,23 54,77 15,38 0,00 185,72 0,408
(mg/cm’)
Degenerativa
5 62,72 53,64 73,42 0,00 115,54
severa
Mixoide 1 0,10 - 0,10 0,10 0,10
Mixta 9 2,87 3,76 1,30 0,00 11,97
BV/TV
(%) Degenerativa 26 4,34 3,20 3,24 0,01 12,08 0,063
%
Degenerativa
5 6,04 3,15 6,29 1,24 8,95
severa
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Figura 18.- Niveles de densidad mineral 6sea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) segiin
los distintos grupos definidos en la anatomia patoldgica.

La Tabla 33 presenta los valores de BMD y BV/TV en funcién de la anatomia
valvular. Aunque las diferencias no llegan a ser significativas, si se puede observar
que las valvulas aodrticas bicuspides presentan una mayor calcificacion que las
tricispides, y dentro de las primeras son las bicuspides puras las que presentan una

calcificacion mas marcada.
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Tabla 33.- Valores de densidad mineral ésea (BMD) y volumen éseo/volumen total (BV/TV) en
relacion con la clasificacién anatomica de la vdlvula aértica.

Anatomia valvular n media D.E. mediana minimo  mdximo p-valor
Tricuspide 29 30,79 49,04 0,00 0,00 186,72
0,103
Biciispide 12 60,40 65,20 38,75 0,00 185,72
BMD
*  Bicuspide pura 8 6,31 3,01 6,30 2,72 11,78
(mg/cm’)
*  Pseudobicispide 4 4,62 5,02 2,57 1,24 12,08 0,115
*  Monoctspide - - - - - -
Tricuspide 29 3,45 3,09 2,72 0,00 11,97 0.06
,067
Biciispide 12 5,75 3,65 5,24 1,24 12,08
BV/TV L
*  Bictispide pura 8 6,31 3,01 6,30 2,72 11,78
(%)
*  Pseudobicispide 4 4,62 5,02 2,57 1,24 12,08 0,086

*  Monoctspide - - - - - -

Con el objetivo de ver qué factores diferencian mas los valores medios de BMD
y BV/TV, se realizé un analisis CHAID en el que se incluyeron todos los factores
anteriormente descritos. En este analisis, se obtuvieron los arboles de clasificacion
mostrados en la Figura 19. Se observo que para el BMD, la Unica variable en entrar en
el modelo fue la hipertension arterial. Para el BV/TV, inicialmente entré la
hipertensién arterial y, en el grupo con hipertension arterial se produjo una
subdivision en funcion de la variable valvula bicuspide pura. De este modo, el grupo
con mas calcificacion media seria el de los pacientes con menos hipertension arterial

y mayor presencia de una valvula bicuspide pura.
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Figura 19.- Variables que separaron mads los valores de densidad mineral ésea (BMD) y volumen
d6seo/volumen total (BV/TV) segitin un andlisis CHAID.

15. Relacion entre la calcificacion de la valvula adrtica

y los niveles plasmdticos de OPN y MGP

Los resultados tras analizar la posible relacion entre los valores de BMD y

BV/TV (agrupados en sus valores mayores y menores) y los niveles plasmaticos de

OPN y MGP se recogen en las Tablas 34 y 35. Se observa que los niveles de OPN

plasmatica fueron mayores de manera estadisticamente significativa en aquellos

individuos con mayores valores de BMD (p-valor= 0,043) y la misma tendencia se
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observo al relacionar la OPN plasmatica con los valores de BV/TV aunque las
diferencias no fueron significativas. Al estudiar la relacion con la MGP plasmatica se
observo que valores mayores de BMD y BV/TV se encontraban asociados con
mayores niveles de MGP plasmatica, aunque tan soélo se trataba de una tendencia sin

significacion estadistica (Figuras 20 y 21).

Tabla 34.- Relacion entre los valores de densidad mineral ésea (BMD) y los niveles plasmaticos de
osteopontina (OPN) y proteina Gla de la matriz (MGP).

BMD (mg/cm’) n media D.E. mediana minimo  mdximo  p-valor
<820 20 33,14 29,08 31,50 0,00 100,90

OPN >8,20 19 61,89 47,40 47,40 6,80 240,30 0,043
(n) Total 39 47,15 39,80 39,80 0,00 240,30
<820 21 485,90 356,00 356,00 70,00 1088,00

MeP >8,20 19 604,16 457,00 457,00 144,00 2756,00 0,498
() Total 40 542,07 396,00 396,00 70,00 2756,00

Tabla 35.- Relacion entre los valores de volumen éseo/volumen total (BV/TV) y los niveles
plasmadticos de osteopontina (OPN) y proteina Gla de la matriz (MGP).

BV/TV (%) n media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
<312 20 35,29 30,48 31,50 0,00 100,09
;):I,VII\)I >3,12 19 59,62 60,26 42,40 6,80 240,30 0,136
Total 39 47,15 48,34 39,80 0,00 240,30
<312 21 448,71 303,96 349,00 70,00 1088,00
1;:;;/; >3,12 19 645,26 578,38 475,00 144,00  2756,00 0,203
Total 40 542,07 460,06 396,00 70,00 2756,00

110



Resultados

(=] o
0 - n -
-~ * -~
8 ° i S o =
=z - z CR—
o 1 o 1
o ! == o : i
o | i o | i
0 | 0 |
1 {e
I I
[} I
. i . |
) — T o ) s B
o — —_—— o — —_—
T T T T
<8,2 >8,2 <31 >3,1
BMD BV/TV

Figura 20.- Relacién entre los valores de densidad mineral ésea (BMD) o volumen éseo/volumen
total (BV/TV) y los niveles plasmadticos de osteopontina (OPN). *p-valor=0,043.
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Figura 21.- Relacion entre los valores de densidad mineral 6sea (BMD) o volumen dseo/volumen
total (BV/TV) y los niveles plasmaticos de proteina Gla de la matriz (MGP).

16. Relacion entre los niveles de OPN plasmatica y el

tratamiento cronico con estatinas

La Tabla 36 muestra los datos que relacionan los valores plasmaticos de OPN con
el uso croénico de estatinas. Se observo que aquellos individuos tratados con estatinas
presentaban valores de OPN en plasma significativamente menores que aquellos que

no tomaban estatinas de manera crénica (p-valor= 0,004).
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Tabla 36.- Relaciéon entre niveles plasmadticos de osteopontina (OPN) y el uso crénico de estatinas.

Estatinas n media D.E. mediana minimo mdximo p-valor
No 56 66,59 63,67 47,95 0,00 324,40

OPN Si 53 39,98 37,25 30,00 0,00 221,90 0,004
(n) Total 109 53,65 53,95 40,00 0,00 324,40

17. Relacion entre los niveles plasmaticos de OPN y la

HVI

Al analizar la relacion entre los niveles plasmaticos de OPN y el grado de HVI se
observo que a mayor grado de HVI los valores de OPN en plasma aumentaban (p-

valor=0,022). Estas diferencias pueden observarse en la Tabla 37.

Tabla 37.- Relacién entre los niveles plasmdticos de osteopontina (OPN) y el grado de hipertrofia
ventricular izquierda (HVI).

HVI n media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
No 3 16,70 13,79 18,50 2,10 29,50
Leve 26 36,56 33,09 25,95 0,00 126,60
OPN Moderada 53 59,10 62,62 40,00 0,00 324,40 0,022
(nh) Severa 25 65,32 52,32 48,50 6,50 226,30
Total 107 53,89 54,43 40,00 0,00 324,40

18. Correlacion entre los niveles plasmadticos y

tisulares de los miRNAs sometidos a estudio

Al estudiar la correlacién entre los niveles tisulares y plasmaticos de los
miRNAs se observo que no existia una clara correlaciéon entre miR-29b en plasma y
tejido (coeficiente Spearman=0,347), miR-125b (coeficiente Spearman=-0,320) ni

miR-211 (coeficiente Spearman=-0,003). En cuanto a los valores de miR-141 no
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existia correlacion entre sus valores, aunque si se observd una cierta tendencia

inversa (coeficiente de Spearman=-0,475) (Figura 22).
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Figura 22.- Grdficos de dispersion entre los valores tisulares y plasmdticos de los microRNAs
(miRNAs) sometidos a estudio.

Al estudiar la expresion tisular de los miRNAs se pudo observar que existia una

buena correlacion entre el miR-125b y el miR-204 (coeficiente de Spearman=0,890)

(Figura 23). También se pudo observar cierta correlacion entre el miR-125b y el miR-

211 (coeficiente de Spearman=0,728), miR-125b y el miR-29b (coeficiente de

Spearman=0,671) y miR-125b y miR-30c (coeficiente de Spearman=0,593).
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Figura 23.- Diagrama de dispersion de los valores tisulares de miR-125b y miR-204.

19. Relacion entre los niveles tisulares de miRNAs y la

calcificacion valvular

Las Tabla 38 y 39 refleja los niveles tisulares de los miRNAs sometidos a estudio
en relacion con los valores de BMD y BV/TV. Se puede observar que no se establecio
una clara relacion entre los niveles de miRNAs y la calcificacion tisular, aunque si se
observo una ligera tendencia en los valores del miR-211, observandose menores

valores de este miRNA en las muestras menos calcificadas, especialmente en el

BV/TV.
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Tabla 38.- Relacién entre los niveles tisulares de microRNAs (miRNAs) y los valores de densidad
mineral 6sea (BMD).

BMD (mg/cm3) n media D.E.  mediana minimo mdximo p-valor
<820 6 6,39 12,98 1,28 0,00 32,79
miR-29b >8,20 8 1,38 1,31 1,07 0,15 3,93 0,389
Total 14 3,53 8,51 1,07 0,00 32,79
=820 6 1,50 1,93 0,84 0,30 5,37
miR-30c >8,20 8 1,21 1,11 0,91 0,19 3,0,8 0,753
Total 14 1,33 1,45 091 0,19 5,37
<820 6 0,60 0,77 0,27 0,06 2,05
miR-125b >8,20 8 0,77 0,92 0,47 0,03 2,87 0,715
Total 14 0,69 0,83 0,39 0,03 2,87
=820 6 0,80 0,82 0,50 0,20 2,35
miR-133b >8,20 8 0,58 0,43 0,43 0,11 1,42 0,560
Total 14 0,68 0,61 0,49 0,11 2,35
=820 6 1,19 0,78 1,10 0,19 2,23
miR-211 >8,20 8 4,15 6,01 1,67 0,22 18,19 0,208
Total 14 2,88 4,69 1,30 0,19 18,19
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Tabla 39.- Relacion entre niveles tisulares de los microRNAs (miRNAs) tisulares y los valores de
volumen déseo/volumen total (BV/TV).

BV/TV (%) n media D.E mediana  minimo  mdximo  p-valor
=312 7 5,50 12,08 0,80 0,00 32,79
miR-29b >3,12 7 1,56 1,31 1,15 0,21 3,93 0,422
Total 14 3,53 8,51 1,07 0,00 32,79
<3,12 7 1,41 1,78 0,88 0,30 5,37
miR-30c >3,12 7 1,26 1,19 0,94 0,19 3,08 0,855
Total 14 1,33 1,45 0,91 0,19 5,37
=312 7 0,52 0,73 0,17 0,06 2,05
miR-125b >3,12 7 0,87 0,94 0,53 0,03 2,87 0,457
Total 14 0,69 0,83 0,39 0,03 2,87
=312 7 0,71 0,79 0,50 0,11 2,35
miR-133b >3,12 7 0,64 0,42 0,49 0,25 1,42 0,867
Total 14 0,68 0,61 0,49 0,11 2,35
=312 7 1,09 0,76 0,81 0,19 2,23
miR-211 >3,12 7 4,68 6,29 2,14 0,22 18,19 0,183
Total 14 2,88 4,69 1,30 0,19 18,19

En el caso de los miR-141 y miR-204 no se obtuvieron datos de BMD y BV/TV en
las muestras analizadas, por lo que se relacionaron sus niveles tisulares y plasmaticos
con la anatomia patolégica. Como se puede observar en la Tabla 40 no se encontraron

relacion entre estas variables a estudio.

Tabla 40.- Relacion entre los niveles de miR-141 tisular y plasmadtico y el miR-204 en tejido con la
anatomia patolégica.

ANATOMIA PATOLOGICA

Mixoide Mixta Degenerativa Deg. severa p-valor
miR-141  0,80(0,80-0,80)  1,12(0,06-1,41)  0,46(0,00-26,26)  0,88(0,38-144,51) 0230
(tejido) (n=1) (n=3) (n=29) (n=8)
miR-204 0,03(0,03-0,30)  1,88(0,01-69,31)  4,59(0,57-13,00)
(tejido) ' (n=1) (n=18) (n=7) 044
miR-141 0,28(0,05-0,52)  0,13(0,00-4,33) 0,25(0,18-0,47)
(plasma) ' (n=2) (n=14) (n=5) 0624

Mediana(rango).
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20. Expresion tisular de Runx2 y su relacion con la

calcificacion tisular

La expresion tisular de Runx2 se muestra en la Tabla 41 en funcién de los
valores de BMD y BV/TV. Se observd una relacion positiva entre los niveles de
expresion de Runx2 y la calcificacién valvular, especialmente con BV/TV (p-

valor=0,025) como se puede observar en la Figura 24.

Tabla 41.- Relacién entre la expresion tisular de Runx2 y los niveles de densidad mineral osea
(BMD) y volumen dseo/volumen total (BV/TV).

BMD (mg/cm’) BV/TV (%)
p-valor
<820 >8,20 =<3,12 >3,12
Runx2 *0,136
4,24(1,00-9,45) 6,22(5,54-10,70) 3,59(1,00-7,97) 6,36(5,54-10,70)
(n=13) 0,025

*p-valor BDM agrupada; **p-valor BV/TV agrupada.

Runx2
6
|

<31 >3.1

BVTV

Figura 24.- Relaciéon entre los niveles tisulares de Runx2 y el volumen dseo/volumen total
(BV/TV). *p-valor=0,025.
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21. Relacion entre los niveles plasmaticos de miRNAs y

la calcificacion valvular

La relacidn entre los miRNAs expresados en plasma y la calcificacion valvular

aparece reflejada en las Tablas 42 y 43. Ninguno de los miRNAs guarda una clara

relaciéon con la BMD y/o el BV/TV.

Tabla 42.- Relacién entre los niveles plasmdticos de microRNAs (miRNAs) y la densidad mineral

osea (BMD).
BMD (mg/cm3) n media D.E. mediana  minimo mdximo  p-valor
=<8,20 20 0,10 0,31 0,00 0,00 1,02
miR-29b >8,20 20 10,16 45,21 0,00 0,00 202,25 0,333
Total 40 513 31,96 0,00 0,00 202,25
<820 21 37,75 76,91 1,39 0,00 310,83
miR-125b >8,20 19 26,02 51,48 1,54 0,00 162,58 0,571
Total 40 32,18 65,51 1,46 0,00 310,83
<820 21 3,53 14,44 0,00 0,00 66,26
miR-211 >8,20 20 109,48 358,83 0,00 0,00 1499,22 0,203
Total 41 55,21 253,26 0,00 0,00 1499,22

Tabla 43.- Relacion entre los niveles plasmadticos de microRNAs (miRNAs) y el volumen
6seo/volumen total (BV/TV).

BV/TV (%) n media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
<313 20 0,10 0,31 0,00 0,00 1,02
miR-29b >3,12 20 10,16 45,21 0,00 0,00 202,25 0,333
Total 40 513 31,97 0,00 0,00 202,25
<313 21 37,20 77,14 1,39 0,00 310,83
miR-125b >3,12 19 26,64 51,24 1,54 0,00 162,58 0,610
Total 40 32,18 65,51 1,46 0,00 310,83
<313 21 3,62 14,42 0,00 0,00 66,26
miR-211 >3,12 20 109,39 358,86 0,00 0,00 1499,22 0,203
Total 41 55,21 253,26 0,00 0,00 1499,22
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22. Relacion entre los niveles tisulares y plasmadticos

de miRNAs y la anatomia valvular adrtica

La relacion entre los niveles tisulares de miRNAs y la anatomia valvular

aparece reflejada en la Tabla 44. Existen diferencias estadisticamente significativas

en funcién de la variabilidad anatémica en los valores del miR-30c, de tal modo que

los individuos con una valvula bictuspide presentan valores tisulares menores de miR-

30c (p-valor=0,032), siendo esta diferencia todavia mas acusada en individuos con

una valvula aodrtica pseudobicispide, en comparacion con los pacientes que tienen

una valvula tricaspide (Figura 25). También se observa una tendencia hacia unos

valores menores de miR-133b en individuos con una valvula aértica bictuspide. En el

resto de los miRNAs sometidos a estudio no se encontraron diferencias intergrupales.

Tabla 44.- Relacién entre los niveles tisulares de microRNAs (miRNAs) y la anatomia valvular.

miR-29b

miR-30c

miR-125b

miR-133b

miR-211

ANATOMIA VALVULAR

media D.E. mediana minimo  mdximo  p-valor
Trictspide (n=8) 503 11,25 1,07 0,00 32,79
Bictispide(n=6) 152 162 099 0,00 3,93
* Bicuspide pura 0,741
(n=) 148 1,76 099 0,00 3,93 0411
* Pseudobicispide 4 o4 gg 1,61 0,21 3,01
(n=2)
Trictspide (n=8) 198 166 1,13 0,42 5,37
Bictispide (n=6) 047 028 041 0,19 0,94
* Bicuspide pura 0,032
(ne) 059 028 058 0,27 0,94 0,039
’ Eff‘zlf"b““p‘de 024 008 024 0,19 5,37
Tricspide (n=8) 094 103 0,64 0,06 2,87
Bictispide (n=6) 037 031 037 0,03 0,85
* Bicuspide pura 0,252
(ne) 024 024 020 0,03 0,53 0174
’ Eff‘zlf"b““p‘de 063 031 063 0,41 0,85
Tricspide (n=8) 091 073 082 0,11 2,35
Bictispide (n=6) 036 0,12 036 0,20 0,50
* Bicuspide pura 0,200
(ne) 033 013 031 0,20 0,49 0072
’ fﬁf;?"b‘c“p‘de 042 011 042 0,35 0,50
Tricspide (n=8) 379 613 1,20 0,19 18,19
Bictispide (n=6) 1,67 124 153 0,22 3,76
* Bicuspide pura 0,631
(ne) 1,73 157 147 0,22 3,76 0368
: fﬁf;?"b‘c“p‘de 153 047 1,53 1,20 1,87
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Figura 25.- Relacion entre los niveles tisulares de miR-30c y la anatomia valvular aértica. *p-

valor<0,04.

En cuanto a la posible relacion entre los niveles plasmaticos de los miRNAs

sometidos

a estudio y la anatomia valvular,

se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en el miR-125b (p-valor=0,030), siendo los valores

plasmaticos de este miRNA mayores en valvulas tricispides (Figura 26). El resto de

los miRNAs analizados no mostraron relacion alguna con la anatomia valvular. Estos

resultados pueden observarse en la Tabla 45.

Tabla 45.- Relacién entre los niveles plasmaticos de microRNAs (miRNAs) y la anatomia valvular.

ANATOMIA VALVULAR

media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
Trictspide (n=29) 0,07 026 0,00 0,00 1,02
Bicuspide(n=12)
miR-29b ’ ](Bric_‘és)plde"“ra 2538 71,46 0,00 0,00 20225 0352
* Pseudobicispide ;.1 (03 0,00 0,00 0,05
(n=4)
Trictspide (n=29) 37,96 70,76 1,82 0,00 310,83
Bicuspide (n=12)
miR-125b ' ](Bric_‘és)plde"“ra 2371 56,50 1,97 0,00 162,58 0,030
* Pseudobicispide ., (g 0,71 0,00 1,39
(n=4)
Trictspide (n=13) 035 036 0,18 0,00 1,06
Bicuspide (n=8)
’ ?f‘;s)plde"“ra 1,47 181 0,82 0,05 4,33
miR-141 . Peovdobictsnid 0156
seudobicuspide g 37 - 0,37 0,37 0,37
(n=1)
*  Monociispide 0,12 0,10 0,12 0,05 0,19
(n=2)
Trictspide (n=29) 2622 12290 0,00 0,00 661,68
Bicuspide (n=12)
miR-211 ’ ]E‘Iic_‘és)plde"“ra 187,86 529,87 0,32 0,00 149922 0,356
: fjfi;i"b““pide 011 017 0,04 0,00 0,35
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Figura 26.- Relacion entre los niveles plasmadticos de miR-125b y la anatomia valvular aortica. *p-

valor=0,030.

23. Relacion entre los niveles tisulares y plasmadticos

de miRNAs con la HVI

La Tablas 46 y 47 muestran los datos que relacionan los niveles tisulares y

plasmaticos de los miRNAs analizados con la presencia y grado de HVI. Se puede

observar que el inico miRNA que presenta cierta relacion con la HVI es el miR-141,

presentado niveles tisulares menores en pacientes con HVI.

Tabla 46.- Relacion entre los niveles tisulares de microRNAs (miRNAs) y la hipertrofia ventricular

izquierda (HVI).

miR-29b
miR-30c
miR-125b
miR-133b
miR-141
miR-204
miR-211

Leve

HVI
Moderada

Severa

p-valor

1,77(0,45-32,79)
1,06(0,27-5,37)
0,38(0,03-2,05)
0,49(0,21-1,07)

1,11(0,06-144,51)
1,42(0,03-13,00)
0,22(0,19-2,23)

0,97(0,00-3,93)
0,91(0,19-3,08)
0,37(0,06-2,87)
0,44(0,11-2,35)
0,82(0,00-25,02)
2,78(0,01-69,31)
1,77(0,48-18,19)

2,00(1,00-3,01)
0,65(0,30-1,00)
0,92(0,85-1,00)
0,75(0,50-1,00)
0,28(0,07-2,51)
2,84(0,01-20,97)
1,43(1,00-1,87)

0,652
0,497
0,785
0,897
0,199
0,391
0,402

Mediana (rango)
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Tabla 47.- Relacion entre los niveles plasmdticos de microRNAs (miRNAs) y la hipertrofia
ventricular izquierda (HVI).

HVI

No Leve Moderada Severa p-valor

miR-29b 0,00(0,00-1,02 0,00(0,00-1,00) 0,00(0,00-202,25) 0,00(0,00-0,05) 0,593
. 85,33 2,17 1,21 1,39

miR-125b (0,00-170,66) (0,00-310,83) (0,00-162,58) (0,00-101,13) 0,686

miR-141 0,25(0,05-1,06) 0,36(0,04-4,33) 0,05(0,00-0,08) 0,090

miR-211 3,22(0,00-6,45)  0,00(0,00-66,26)  0,00(0,00-1499,22)  0,00(0,00-0,35) 0,478

Mediana (rango).

24. Relacion entre los niveles plasmadticos del miR-

125b y el uso cronico de anticoagulantes orales

En la Tabla 48 se presentan los valores plasmaticos de miR-125b en funcion de los
niveles plasmaticos de MGP. Podemos observar que, aunque las diferencias no llegan
a ser significativas, valores mayores de miR-125b se asocian también con valores

mayores de MGP (Figura 27).

Tabla 48.- Relacion entre los niveles plasmdticos de miR-125b y los niveles plasmdticos de
proteina Gla de la matriz (MGP).

MGP (nM) n media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
<303,00 13 0,85 0,28 0,00 0,00 1,02
miR-125b  >303,00 27 7,53 38,92 0,00 0,00 202,25 0,066
Total 40 511 31,97 0,00 0,00 202,25
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Figura 27.- Relacion entre los niveles plasmadticos de miR-125b y la proteina Gla de la matriz
(MGP).

En la Tabla 49 se muestran los valores plasmaticos de miR-125b en funcion del
uso o no de warfarina. Se observo que aquellos pacientes que seguian tratamiento
cronico con warfarina presentaban menores niveles de miR-125b en plasma (p-

valor= 0,012), aunque el grupo de los tratados era muy poco numeroso (Figura 24).

Tabla 49.- Relacion entre los niveles plasmdticos del miR-125b y el tratamiento crénico con

warfarina.
Warfarina n media D.E. mediana  minimo  mdximo  p-valor
No 35 6,04 34,67 0,00 0,00 202,25
miR-125b  Si 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,012
Total 41 5,01 31,57 0,00 0,00 202,25
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La enfermedad de la valvula adrtica calcificada, o EAO, es un importante
problema sanitario, ya que es la tercera enfermedad cardiovascular mas frecuente en
el mundo (tras la hipertension arterial y la enfermedad coronaria) y su prevalencia se
encuentra en aumento, puesto que esta intimamente ligada al envejecimiento de la
poblacién (172). El estudio de su patogénesis permite identificar posibles factores de
riesgo y potenciales dianas terapéuticas sobre las que actuar y de este modo poder
alterar la historia natural de la enfermedad. Los principales factores de riesgo para el
desarrollo y la progresion de la EAO aparecen recogidos en la presente Tesis Doctoral
y su estudio resulta crucial en la busqueda de nuevas terapias que puedan prevenir o
ralentizar la enfermedad. Pero ademas, en la aplicacidon de las posibles estrategias
terapéuticas resulta de vital importancia disponer de algin marcador precoz de la
calcificacion de la valvula adrtica, con el fin de poder realizar un seguimiento mas
exhaustivo y aplicar asi terapias preventivas de manera temprana a aquellos
individuos con alto riesgo de desarrollar la enfermedad o que se encuentran en una
fase inicial en la que todavia puede ser reversible. Pero para lograr una potencial
aplicacion clinica de estas nuevas terapias es imprescindible encontrar una buena
correlacion con el diagnéstico de la enfermedad mediante técnicas de imagen. Como
sabemos que los métodos ecocardiograficos infradiagnostican la esclerosis adrtica,
seria interesante considerar la aplicacidén de nuevas técnicas diagnosticas como la TC
o la RM, especialmente en pacientes de alto riesgo. La tomografia computarizada
multidetectora (MDCT) es actualmente el método mas exacto para la cuantificacion
del calcio valvular y tiene un papel emergente en el asesoramiento preimplantacion y
en el seguimiento de los pacientes sometidos a reemplazo valvular transcatéter
(173). Clavel et al (174) recomiendan ya el uso de la MDCT para la determinacion del
calcio valvular en aquellos pacientes de diagnostico complejo en los que existe
discrepancia en la severidad de la enfermedad entre el area valvular y el gradiente
medio, puesto que sabemos que el grado de calcificacién valvular se encuentra
asociado con la severidad de la enfermedad. La RM es otro método alternativo en el
diagnostico de la EAO y permite también la identificacidon de la fibrosis miocardica.
Estas nuevas técnicas diagndsticas deben implantarse en estudios prondsticos
prospectivos en los que podamos clarificar su utilidad en la estratificacion de riesgo
de la EAO con el fin de mejorar el manejo y el control de la sintomatologia de estos

pacientes (175).
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Pero ademads, la EAO se encuentra asociada con la incidencia de eventos
cardiovasculares y coronarios independientemente de los factores de riesgo del
estudio Framingham, como demostré el Heinz Nixdorf Recall Study, en el que se
realizé seguimiento a un total de 3944 sujetos (176). Incluso la presencia de
esclerosis en la valvula adrtica es un marcador conocido de elevado riesgo
cardiovascular, al asociarse con una mayor prevalencia de hipertension arterial,
infarto agudo de miocardio, diabetes mellitus y mala funcién ventricular izquierda
(177). La presencia de esclerosis aortica también se encontré asociada con
enfermedad coronaria previa y los factores de riesgo cardiovasculares clasicos.
Basandonos en estos datos, parece imprescindible la identificacion de pacientes de
alto riesgo o con esclerosis aortica para la aplicacion de estrategias preventivas
tempranas mas agresivas y asi, actuando precozmente sobre la enfermedad de la
valvula aortica calcificada, poder reducir también los eventos cardiovasculares
asociados a esta patologia.

Multiples estudios han documentado que los factores de riesgo asociados
tradicionalmente con la aterosclerosis son también factores de riesgo para la
calcificacion de la valvula adrtica. El estudio MESA relacioné el riesgo de incidencia de
calcificacion de la valvula aortica especialmente con la edad avanzada, el sexo
masculino, un IMC elevado, la diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico, el
habito tabaquico o el uso de medicacion antihipertensiva e hipolipemiante (11, 178).
También se asocid el riesgo de progresion de la calcificacién valvular con el sexo
masculino y el score Agatston basal (11). Sin embargo, un subestudio de la poblacién
del SEAS relacion6 la obesidad y el sobrepeso con una mayor mortalidad en los
pacientes con EAO asintomaticos, pero no con una mayor progresion de la EAO (178).
Recientemente, el estudio Tromsg determiné que la edad, la presidn arterial sistélica,
el tabaco y el perimetro abdominal eran predictores independientes para la
incidencia de EAO pero no asi los niveles de colesterol. El gradiente medio, el peso,
niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) o una baja hemoglobina eran
factores que incrementaban la tasa de progresion de la enfermedad (179). En
modelos combinados de hipercolesterolemia y diabetes mellitus tipo 2 se ha
demostrado una calcificacion temprana e infiltrados inflamatorios en los tejidos
valvulares aorticos de ratones diabéticos. En este modelo también se observo una

regulacion al alza en el tejido miocardico de aquellos genes relacionados con la
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hipertrofia cardiaca y de genes osteogénicos como Runx2 o Sox9 (180). Ademas, un
reciente estudio multicéntrico de 6184 pacientes sometidos a recambio valvular
adrtico relacion¢ la diabetes mellitus tipo 2 con una mayor mortalidad a corto y largo
plazo tras el recambio valvular y con una mayor degeneraciéon de las bioprotesis
implantadas (181). La degeneracion de las bioprotesis también habia sido
relacionada previamente con la hipercolesterolemia o el sindrome metabdlico (182,
183). Por tanto, el conocimiento de estos factores de riesgo para la calcificacion de la
valvula aédrtica puede no s6lo ayudarnos en la prevencion y ralentizacion de la
progresion de la enfermedad, sino también en la toma de decisiones terapéuticas en
pacientes que ya presentan una degeneracion valvular nativa o protésica.

Estos posibles factores de riesgo para la calcificacién de la valvula adrtica
aparecen reflejados en la descripcion de nuestra poblacién. Los individuos con EAO
significativa incluidos en el presente trabajo presentaron una edad media de 72 afios,
con una mayoria de poblacién masculina (56,5%) y un elevado numero de individuos
con obesidad (42,9%). La hipertension arterial (71,4%) y la hiperlipidemia (52,9%)
presentaron prevalencias muy elevadas dentro de la muestra y casi una cuarta parte
de los individuos estaban diagnosticados de diabetes mellitus (23,5%), todos ellos
factores de riesgo conocidos para la calcificacion valvular. El resto de las variables
clinicas recogidas presentaron una prevalencia mucho menor. Pero el estudio de la
implicacion fisiopatoldgica de estos factores de riesgo en la presente muestra no
resulta factible, ya que todos los individuos de la misma se encuentran en una fase
avanzada de la enfermedad y la mayoria de ellos con tratamientos crénicos indicados
para diversas patologias diagnosticadas previamente a la EAO y con posibles efectos
sobre la calcificacion valvular. Lo tUnico que podemos confirmar es una alta
prevalencia de aquellos factores de riesgo conocidos para la calcificacion de la valvula
adrtica en estos individuos sometidos a recambio valvular adrtico y diagnosticados de
EAO.

De todos los factores de riesgo cardiovasculares, la hipertension arterial es uno
de los principales en el desarrollo y progresion de la calcificacion de la valvula
adrtica, aunque su impacto sobre la historia natural y progresion de la EAO, asi como
sobre la estructura y funcion del ventriculo izquierdo no es del todo conocido. Lo que
si parece evidente es que la hipertension arterial en pacientes con EAO se encuentra

asociada a una mayor anormalidad en la estructura del ventriculo izquierdo y a un
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incremento de la mortalidad y morbilidad cardiovascular (184). La prevalencia de la
hipertension arterial en cohortes relativamente jovenes de individuos diagnosticados
de EAO y sometidos a recambio valvular adrtico se encuentra entre el 30 y el 40%,
pero llega a superar el 75% en poblaciones mayores de 75 afios en las que se
utilizaron técnicas transcatéter (185). En nuestra muestra, la prevalencia de la
hipertension arterial fue elevada (71,4%) pero analizando la hipertension arterial por
grupos se observo una menor prevalencia en aquellos pacientes con EAO (67,4%) con
respecto a los otros grupos a estudio. La coexistencia de hipertension arterial y EAO
es dificil de estimar y es facil que la hipertension arterial quede enmascarada por la
asociaciéon de un descenso de la presion arterial a medida que progresa la severidad
de la EAO.

En cuanto a los principales tratamientos cronicos administrados, las estatinas
han sido, hasta el momento, la principal terapia estudiada para la prevencion de la
enfermedad de la valvula adrtica calcificada, aunque los estudios al respecto han
mostrado resultados contradictorios, como ya se menciond anteriormente. En
nuestra muestra, la mitad de los pacientes se encontraba, en el momento de la cirugia,
con tratamiento hipolipemiante, pero desconocemos el momento de la introduccion
de dicha terapia y parece que, la posible eficacia de las estatinas en la prevencion de
la EAO, puede guardar relacién con la fase de la enfermedad en la que se ha iniciado
dicha terapia, ya que parece que una administracién tardia ya no evita ni ralentiza la
calcificacion valvular. En esta muestra, los pacientes tratados cronicamente con
estatinas presentaron una menor calcificacién valvular (valores menores de BMD y
BV/TV), aunque estas diferencias no llegaron a ser significativas. Ademas de su
posible efecto en la prevencidn de la enfermedad de la valvula aédrtica calcificada, el
estudio SEAS intentd relacionar la administracion de simvastatina y ezetimibe con
una menor aparicion de fibrilaciéon auricular en el post-operatorio debido a sus
efectos antiinflamatorios (186). Dicha asociacidon no quedd demostrada, pero la edad
y el indice de masa del ventriculo izquierdo resultaron predictores independientes de
la aparicion de fibrilaciéon auricular post-operatoria (186). Esta posible relacion entre
la fibrilacion auricular en el postoperatorio y la administracion de estatinas tampoco
quedé demostrada en nuestra poblacidn.

Sin embargo, el uso de otros principios activos como los IECAS o ARA-II han

demostrado el incremento de la supervivencia y reduccién de los eventos
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cardiovasculares en pacientes con EAO, probablemente por su efecto beneficioso
sobre el remodelado cardiaco (187). En esta Tesis Doctoral no se encontré ninguna
relacidn entre la calcificacidn de la valvula adrtica y el tratamiento crénico con IECAS,
si bien en los pacientes tratados con ARA-II se observo una cierta tendencia a una
menor calcificacion del tejido valvular, aunque estas diferencias no llegaron a ser
significativas. Recientemente Coté et al (188) demostraron que la administracion de
ARA-II (pero no de IECAS) reducia la fibrosis y la expresion de interleuquina 6 (IL-6).
Estos datos sugerian que los ARA-II podrian ser ttiles en las primeras fases de la
enfermedad ya que reducian la inflamacidn y alteraban el proceso de fibrosis tisular.
Pero en un reciente modelo preclinico, Armstrong et al (189) no consiguieron
demostrar los posibles efectos de los ARA-II sobre la valvula adrtica. Aportaron una
dieta aterogénica en conejos blancos para la induccion de esclerosis de la valvula
adrtica durante 12 meses y administraron olmesartan medoxomil, atorvastatina
calcica, ambos o ninguno de ellos. Realizaron seguimiento mediante RM cardiaca y
tras 6 meses de seguimiento, ninguna de las anteriores combinaciones demostro ser
eficaz para poder revertir o retrasar la progresion de la esclerosis aortica.

La EAO se encuentra asociada, ademas, con la enfermedad coronaria. Al igual
que en la CAVD, la prevalencia de la enfermedad coronaria también se incrementa
con la edad. La prevalencia de enfermedad coronaria significativa en pacientes con
EAO severa se encuentra entre el 25 y el 50%. Diversos estudios han puesto de
manifiesto que la necesidad de revascularizaciébn coronaria en poblaciones
intervenidas de recambio valvular aortico entre 61 y 70 anos es del 40%, mientras
que en pacientes mayores de 85 afios supera el 65% (12). En la poblaciéon sometida a
estudio la prevalencia de la enfermedad coronaria result6 mucho menor (10%) en los
pacientes con un grado significativo de estenosis adrtica (EAO y DLA) y todos ellos
fueron sometidos a revascularizacion coronaria. Esta diferencia en la prevalencia de
la enfermedad coronaria podria deberse a la seleccion de los pacientes, ya que una
parte importante de las muestras fueron recogidas durante la cirugia programada en
el turno de tarde, en la cual se intervenian menor nimero de pacientes mixtos
(valvulares y coronarios).

Por otro lado, parece que la enfermedad coronaria podria estar relacionada con
la severidad de la calcificaciéon en la valvula adrtica, aunque esta relaciéon no se

observo en los datos de esta Tesis Doctoral. Koulaouzidis et al (190) en un estudio
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retrospectivo de 282 individuos determinaron la calcificacién adrtica, mitral y
coronaria usando el score Agatston. Concluyeron que la presencia y extension de la
calcificacion en la valvula adrtica y/o mitral se asociaba con la severidad de la
calcificacion coronaria. Ademas, los resultados del estudio MESA demostraron que la
EAO constituye un factor de riesgo cardiovascular independiente asociado a una
mayor severidad de la calcificacidn de las arterias coronarias (191).

La fisiopatologia de la enfermedad de la valvula adrtica calcificada también se
encuentra intimamente ligada a la enfermedad renal crdénica. Nuestra muestra
presentd un bajo porcentaje de enfermos renales. Uno de los criterios de exclusion en
esta Tesis Doctoral incluia aquellos individuos que se encontraban en tratamiento
con dialisis o que tenian una funcién renal severamente disminuida (estadio 5).
Numerosos estudios han puesto de manifiesto que en la enfermedad renal avanzada,
la prevalencia y velocidad de progresion de la calcificacion valvular adrtica es mayor
que en individuos con funcién renal normal (192). Ademas, algunos tratamientos
eficaces en la enfermedad renal cronica han demostrado serlo también en la EAO.
Recientemente se ha publicado que el tratamiento de pacientes renales en estadio 4 y
5 durante 12 meses con sevelamer (un captor de foésforo) reducia la calcificacion
aortica y/o mitral en mas del 70% de los casos y ralentizaba el empeoramiento de la
funcién renal, al mismo tiempo que reducia los niveles del FGF-3 (un factor de
crecimiento de fibroblastos) y la proteina C reactiva (193).

En nuestra muestra observamos la ausencia de valvulas adrticas bicuspides en
el grupo IAO. Este hecho se debe a que la edad media del grupo era superior a los 60
afios y la [AO asociada a una valvula aédrtica bicuspide aparece en edades tempranas
de la vida. Pero la valvula adrtica bicuspide es también un factor de riesgo para la
CAVD y esta asociada a una mayor velocidad de progresion de la enfermedad, como
ya se comenté anteriormente, especialmente por encima de los 50 afios de edad (26).
Asi es que, en casi la mitad de los individuos con DLA y en una tercera parte de los
individuos con EAO se observo una valvula adrtica bicuspide intraoperatoriamente.

Por otro lado, 1a EAO tiene como consecuencia la obstruccion al flujo de salida
del ventriculo izquierdo que produce una HVI concéntrica por incremento de la
presion intraventricular. El estudio Framingham fue el primero en relacionar la
severidad de la hipertrofia cardiaca con la progresidn al fallo cardiaco (194) y Hein et

al (195) establecieron que esta progresion estaba asociada con un incremento en la
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apoptosis y fibrosis miocardica. En la actualidad, la HVI se considera un marcador de
mal prondstico, incluso en pacientes asintomaticos y es una de las causas que
explican la heterogeneidad entre la sintomatologia y la severidad de la lesion valvular
observada. La hipertension arterial produce también una HVI excéntrica o
concéntrica, la mas comun en la poblacion general y que puede ser modificada
dependiendo del estadio de la hipertension arterial y del tipo y duracion de la
medicacion administrada. Garcia et al (196) determinaron que el impacto de la EAO
sobre la HVI era mayor que el de la hipertension arterial en individuos con EAO
significativa, pero no asi en pacientes con EAO leve o moderada. Ademas, el efecto de
la hipertension arterial sobre la HVI era mayor en mujeres. Estos datos pueden
explicar el hecho de que, en ocasiones, después del recambio valvular adrtico y tras
eliminar la obstruccidon al flujo de salida del ventriculo izquierdo no se consiga
revertir la HVI concéntrica que era atribuida preoperatoriamente a la EAO, pero que
en realidad puede ser consecuencia de la hipertension arterial en un gran namero de
individuos. Ademas, en la muestra a estudio los pacientes con IAO presentaron HVI en
su totalidad, cuando se conoce que la principal respuesta adaptativa del ventriculo
izquierdo a la sobrecarga de volumen asociada a esta patologia es la dilatacion de la
pared ventricular. Estos datos sugieren que la HVI en aquellos pacientes con 1AOQ,
debe ser atribuida a la hipertensidn arterial. Sin embargo, en los pacientes con EAO
significativa desconocemos el porcentaje de la HVI que podemos atribuir a la EAO y/o
a la hipertension arterial, ya que la valoracion ecocardiografica de la HVI se realizé
basandose en el grosor de la pared interventricular segin el método lineal. Este
meétodo no diferencia entre la HVI concéntrica o excéntrica (asimétrica), por lo que se
ha considerado la HVI concéntrica en su totalidad y la HVI asimétrica secundaria a la
hipertension arterial no ha sido considerada.

Los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia de 1la HVI no son
del todo conocidos, pero parece que el estrés oxidativo y la expresion de ciertas
citoquinas como la IL-1, IL-6 o TNF-a o la produccidn excesiva de endotelina-1 y
fosfodiesterasa-5 estan relacionados con la hipertrofia y la fibrosis cardiaca. La
fibrosis cardiaca es una parte integral del proceso de HVI y en los estudios
histopatologicos de corazones hipertréficos se han localizado zonas de fibrosis con
areas de apoptosis miocardica. Al igual que ocurre en la enfermedad de la valvula

adrtica calcificada, el sistema renina-angiotensina, el TGF-f3, las MMPs y sus TIMPs se

133



Discusion

encuentran también implicados en el proceso de fibrosis cardiaca. En este proceso
también se produce la reduccion de la densidad de los capilares coronarios, lo que
produce cierta isquemia miocardica. Parece por tanto, que los procesos de
patogénesis de la CAVD y la HVI presentan muchos mecanismos comunes (195).

La fibrosis e hipertrofia cardiaca también se encuentran frecuentemente
asociadas a la enfermedad renal cronica, aunque el tratamiento de estos pacientes
con hemodialisis o dialisis peritoneal no parece mejorar las modificaciones que
tuvieron lugar en el miocardio. Recientemente se ha observado en pacientes renales
un incremento de la morbimortalidad y eventos cardiovasculares, incluyendo el fallo
cardiaco y la arritmias. Benedetto et al (197) determinaron que en pacientes con
enfermedad renal cronica moderada la regresion de la HVI tras el reemplazo valvular
adrtico era menor que en el resto de los pacientes y que ademas era un factor de
riesgo para el fallo cardiaco congestivo en el postoperatorio. La administracién de
vitamina D, calcitriol o paricalcitol (los dos ultimos activadores de los receptores de
vitamina D) han demostrado en modelos de HVI en ratas la reduccion de la fibrosis y
la masa ventricular, al igual que ocurre con la calcificacion vascular. Pero hasta el
momento actual el sildenafilo y los [ECAs son los principales tratamientos utilizados
en la practica clinica con el fin de reducir la HVI (198, 199). Sin embargo, esta relacion
negativa entre la administracién de IECAs y la presencia de HVI no qued6 demostrada
en nuestra poblacidn.

Uno de los datos mas relevantes en esta Tesis Doctoral es la determinacion de la
calcificacion valvular aortica mediante un método no sdlo semicuantitativo
(gradacion segun la anatomia patologica) como en la mayoria de los estudios previos,
sino también un método cuantitativo mediante el microCT. Los valores de BMD y
BV/TV mostraron una cierta asociacion con la clasificacion anatomopatolodgica,
aunque sin llegar a ser significativa. Este hecho no hace mas que remarcar la
importancia de disponer de un método de cuantificacién lo mas exacto posible para la
determinacion de la calcificacion valvular para no establecer relaciones erréneas
entre la calcificacion y los factores sometidos a estudio.

La presencia de HVI se correlaciond en esta muestra con unos mayores valores
de BMD y BV/TV, es decir, una mayor calcificacion tisular de la valvula adrtica. Estos
resultados concuerdan con las observaciones realizadas en el estudio MESA donde se

relacioné una mayor prevalencia, incidencia y severidad de la calcificacion valvular
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(adrtica y/o mitral) con la existencia de HVI concéntrica, independientemente de la
hipertension y de otros factores de riesgo conocidos. Demostraron que el incremento
de la masa del ventriculo izquierdo (especificamente concéntrica) se encuentra
asociado a un mayor periodo de adaptacidén a la obstruccion del flujo de salida (y por
tanto a una fase mas avanzada y mayor calcificacion de la valvula adrtica) y puede
predecir a su vez, de manera independiente de otros factores, la calcificacion valvular
(200).

La misma asociacidn se observo en nuestra poblacién entre los valores de BMD
y BV/TV y la dilatacién de la aorta ascendente. Esta se encuentra frecuentemente
asociada a la EAO debido a la asociacién entre la EAO y la valvula adrtica bicuspide.
Los diametros de la aorta ascendente son mayores en aquellos pacientes con una
valvula adrtica bicuspide y ademas presentan un mayor riesgo a largo plazo de
diseccion de la aorta. La totalidad de los individuos con dilatacién de la aorta
ascendente en la muestra estudiada pertenecian a los grupos EAO o DLA y
presentaban valvulas adrticas bicuspides. Linhartova et al (201) determinaron
mediante el estudio ecocardiografico realizado a 296 pacientes con EAO que la
estatura, el grado de insuficiencia aortica asociado y la presencia de una valvula
adrtica bicuspide se encuentran relacionados con la dilatacién post-estenotica de la
aorta ascendente. Estudios recientes, como el de Kang et al (202) incluso han
relacionado determinado fenotipo de valvula adrtica bicispide con una mayor
predisposicion a la dilatacion de la porcidn tubular de la aorta ascendente.

Ademas, la variable que mas separo los valores de BMD en nuestra muestra fue
la hipertension arterial, observandose una mayor calcificacién en aquellos individuos
sin hipertensién arterial, al igual que ocurrié con el BV/TV. A su vez, la segunda
variable que mas separo los valores medios de BV/TV fue la presencia de una valvula
bicuspide pura. Estos datos concuerdan con lo expuesto hasta el momento, ya que la
progresion en la severidad de la EAO se acompafia de un descenso de la presion
arterial y por otro lado, como ya se dijo anteriormente, se sabe que la presencia de
una valvula bictuspide es un factor de riesgo para la calcificaciéon de la valvula aértica,
asi como de una mayor velocidad de progresion en la calcificacion.

La asociacién entre niveles elevados de OPN en plasma y la presencia de
estenosis y calcificacion de la valvula adrtica ya habia sido descrita previamente (203,

204). Aunque se han estudiado diversos marcadores plasmaticos, tales como la
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proteina C reactiva, el producto calcio-fésforo o el péptido natriurético tipo B que se
encuentran asociados con la calcificacion y 1a EAO, la OPN es la inica molécula que se
encuentra implicada en los procesos de inflamacién y calcificacion de la valvula
adrtica. Se han asociado también niveles plasmaticos elevados de OPN con diversas
enfermedades cardiovasculares como la isquemia cardiaca, el fallo cardiaco o la
estenosis mitral reumatica. Yu et al (203) establecieron la relaciéon entre niveles
plasmaticos de OPN elevados y la presencia de calcificacidn y estenosis de la valvula
aortica, si bien en este estudio no se determinaba cuantitativamente la calcificacion
valvular y la asociacidn se establecia entre niveles plasmaticos de OPN y el grado de
estenosis aortica (sin estenosis o estenosis leve frente a estenosis moderada o
severa). Los sujetos sanos presentaban valores de OPN menores que los pacientes con
EAO, aunque estos niveles no estaban correlacionados con otros biomarcadores.
Estos hallazgos sugerian un futuro papel de la OPN plasmatica en la estratificacion de
riesgo de los pacientes con estenosis y/o calcificacion de la valvula adrtica y su
posible aplicacion en el seguimiento de estos pacientes. Sainger et al (204) estudiaron
la correlacion de OPN, hormona paratiroidea (PTH) y fetuina-A con los estudios
ecocardiograficos en un total de 330 pacientes. Observaron que los niveles
plasmaticos de OPN y PTH eran significativamente mayores en pacientes con EAO y
esclerosis adrtica (también en pacientes asintomaticos) en comparacion con sujetos
sanos, incluso antes de observar los depositos de calcio en la ETT. Grau et al (205)
estudiaron la expresion diferencial de las variantes de OPN como marcadores en los
estadios tempranos o avanzados de la enfermedad de la valvula adrtica calcificada.
Determinaron que los pacientes con esclerosis adrtica y EAO presentaban mayores
niveles tisulares y plasmaticos de OPN comparados con los controles, aunque los
niveles eran mayores todavia en el caso de la esclerosis aortica. También los
pacientes asintomaticos sin aparente calcificacion durante la evaluacién
ecocardiografica presentaban niveles elevados de OPN. Se sabe que la OPN se expresa
de manera transitoria en los leucocitos durante la inflamacién aguda y esta expresion
en las células inmunes se exacerba en los procesos inflamatorios cronicos (206). Es
esta funcién antiinflamatoria de la OPN (ademas de su papel inhibidor en la
biomineralizacion distrofica) la que puede ser una de las explicaciones de la
sobreexpresion plasmatica de la OPN en estadios tempranos de la enfermedad de la

valvula aortica calcificada.
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Todos estos datos nos hacen pensar que el andlisis de la expresion diferencial
de la OPN puede resultar también util en el desarrollo de estrategias diagndsticas
para monitorizar la progresion de la degeneracion asintomatica de la valvula aértica.
Ademas, la identificacion de potenciales marcadores y su funcién bioldgica, como es
el caso de la OPN, tiene importantes implicaciones no s6lo en el proceso de
degeneracion de la valvula nativa, sino también en la degeneracion de las bioprétesis
porcinas asi como también en aloinjertos calcificados tras el recambio valvular (207,
208).

Por otra parte, niveles plasmaticos altos de OPN se asociaron con la presencia y
grado de la HVI en nuestra poblacidén. Esta asociacion entre la sobreexpresion
plasmatica de OPN y la HVI, no se habia descrito previamente y parece una
consecuencia légica de la relacidn existente entre la presencia y grado de severidad
de la HVI y la calcificacion de la valvula adrtica que también encontramos en nuestra
poblacién. También se observd una asociacion entre el tratamiento cronico con
estatinas y bajos niveles de expresidon plasmatica de la OPN. Este hecho se puede
relacionar con los dos principales efectos de los inhibidores de la HMG-CoA-
reductasa: el hipolipemiante y el antiinflamatorio.

Rajamannan et al (116) demostraron la sobreexpresion de OPN en valvulas
adrticas en modelos experimentales de hipercolesterolemia en conejos. En las
valvulas de conejos tratados con atorvastatina las zonas de expresion de OPN
presentaban una menor infiltracion lipidica. Estos datos respaldaron la importancia,
ya conocida, de la hipercolesterolemia en la expresiéon génica de la matriz 6sea en las
primeras fases de la enfermedad, de forma similar a lo que ocurre en la calcificacion
vascular.

Todos estos hechos convierten a la OPN en un potencial biomarcador de
calcificacion de la valvula adrtica, pero para su posible implantaciéon en la clinica
diaria es preciso establecer previamente unos niveles plasmaticos de referencia en
individuos sanos.

En cuanto a la expresion plasmatica de MGP no se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas con la calcificacion de la valvula adrtica, si bien se
observo una cierta tendencia a una sobreexpresion plasmatica de MGP en aquellas
valvulas con una calcificacion mas severa. Ueland et al (82) examinaron los niveles

plasmaticos de MGP en pacientes con EAO sintomatica y determinaron una asociacion
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positiva entre niveles de MGP, edad y niveles de creatinina/filtrado glomerular renal.
En ese caso, los niveles de MGP decarboxilada se encontraban relacionados con la
funcién cardiaca y la mortalidad a largo plazo. Estos datos sugerian que una
desregulacion en las modificaciones post-traduccionales de MGP podria ser
importante en el desarrollo de la HVI y el fallo cardiaco en estos pacientes. Ademas,
los pacientes con EAO sintomaticos presentaban niveles elevados de MGP
decarboxilada, especialmente de las formas no fosforiladas. Sin embargo, en esta
Tesis Doctoral se han determinado los niveles plasmaticos de MGP total, sin
diferenciar entre formas carboxiladas y decarboxiladas. Es por ello, que lo que parece
una incongruencia, que un inhibidor de la calcificacion como la MGP se encuentre
incrementado a nivel plasmatico, puede no serlo, ya que este incremento no refleja
necesariamente un aumento de las formas metabolicamente activas.

Pero ademas de la expresion plasmatica de la OPN y MGP (proteinas inhibidoras
de la calcificacion), esta Tesis Doctoral se centra en el estudio de la expresion
plasmatica y tisular de ciertos miRNAs candidatos: miR-29b, miR-30c, miR-133b,
miR-141, miR-204 y miR-211. Existe constancia del papel de determinados miRNAs
en algunas patologias cardiovasculares, pero hasta el momento existen pocas
investigaciones sobre la expresion de miRNAs en valvulas aodrticas, especialmente en
relacidn con la enfermedad de la valvula aortica calcificada. Uno de los pocos estudios
existentes analiz6 la expresion tisular de una serie de miRNAs en valvulas aodrticas
bicuspides de pacientes sometidos a recambio valvular adrtico, encontrando que las
valvulas estenéticas presentaban una reduccion en los niveles de miR-26b, miR-195 y
miR-30b con respecto a las valvulas bictuspides insuficientes (209). Del mismo modo,
en esta Tesis Doctoral se pudo constatar una menor expresion tisular del miR-30b,

miR-133b y miR-125b en valvulas bicuspides calcificadas.

Los miRNAs son altamente estables en la circulacion incluso en situaciones de
temperaturas y pHs extremos, almacenamiento prolongado a temperatura ambiente
o multiples ciclos de congelacion/descongelacién. Estos miRNAs circulantes estan
protegidos de la actividad de las RNAsas endogenas debido a que circulan en el
plasma dentro de microparticulas (exosomas, microvesiculas o cuerpos apoptoticos)
o unidos a HDL o a proteinas de uniéon al RNA. Ademas, los miRNAs son a menudo
especificos de tejido y pueden ser detectados con alta sensibilidad y especificidad.

Todas estas cualidades sugieren que el descubrimiento o validacion de ciertos
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miRNAs como marcadores puede resultar mas eficiente que aquellos biomarcadores
basados en perfiles proteicos, en los que es complicada la generacién de anticuerpos
especificos debido a la complejidad de la composicion proteica, las modificaciones
post-traduccionales y la baja concentracidon de proteinas en el suero y plasma (133,
210).

Parece 16gico iniciar la busqueda de estos posibles biomarcadores por aquellos
miRNAs cuya implicacion en patologias relacionadas con la CAVD, especialmente la
calcificacion arterial, es ya conocida. Se ha comentado ya que la calcificacién arterial
es un componente central de las enfermedades vasculares como la aterosclerosis, la
enfermedad coronaria o la enfermedad vascular periférica y también parece estar
relacionada con la enfermedad renal avanzada y la diabetes, incrementando por tres
el riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular (211). El hecho definitorio en la
calcificacion arterial es la diferenciacion de las células de musculo liso vascular
(VSMCs) a células de caracteristicas osteoblasticas, del mismo modo que sucede con
las VICs en la CAVD. Recientes estudios han identificado multiples miRNAs que
parecen estar implicados en esta diferenciacion osteoblastica y que, por tanto,
podrian también jugar un papel importante en la patogénesis de la CAVD (165, 212-
214).

Li et al (215) demostraron que el miR-29b es un regulador positivo de la
diferenciacion osteoblastica por la inhibicién de factores antiosteogénicos y por
controlar la expresiéon de colageno en los osteoblastos diferenciados. Ademas, se ha
descrito que el miR-29b induce fibrosis cardiaca y que existe una baja expresion de
miR-29b en la zona afectada después de un infarto agudo de miocardio (216). Los
resultados de esta Tesis Doctoral no han demostrado relacion de miR-29b con la
calcificacion valvular ni con la HVI, que se encuentra asociada a la fibrosis cardiaca
como ya se ha comentado.

Balderman et al (213) determinaron la influencia del miR-30b y miR-30c en la
calcificacion vascular. Observaron que, en células musculares lisas de arterias
coronarias humanas tratadas con BMP-2, se producia un incremento en la expresion
proteica de Runx2 a las 24 horas. Determinaron que BMP-2 regulaba a la baja a miR-
30b y miR-30c, aumentando la expresion proteica de Runx2, dando lugar a la
calcificacion de las arterias coronarias. Utilizando anti-miRNAs, en ausencia de

estimulacién por BMP-2, demostraron que la regulacion a la baja de estos miRNAs era
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suficiente para incrementar la expresion de Runx2. Zhang et al (214) describieron
recientemente el miR-30b como un regulador multifactorial de las VICs de la valvula
adrtica, regulando el proceso de calcificacion valvular y la apoptosis celular.
Analizaron la expresion de los miembros de la familia de miR-30 en velos obtenidos
en el intraoperatorio de pacientes con EAO severa. El inico miembro de la familia que
presentaba una regulacion a la baja era el miR-30b. Este miRNA atenuaba la
diferenciacion osteoblastica mediada por BMP-2, reprimiendo en ultimo lugar Runx2,
Smad1 y a la caspasa-3. Ademas, la sobreexpresion de miR-30b disminuia la actividad
de la ALP y la expresion de Runx2, Smad1l y caspasa 3. Nuestros resultados no han
asociado la expresion tisular de miR-30c con la calcificaciéon valvular, si bien se
constaté una menor expresion tisular en valvulas adrticas bicuspides. Ademas, se
observo ausencia de expresion plasmatica de miR-30c en los individuos con

degeneracion de la valvula aértica.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia del miR-125b en
la apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular, asi como en la carcinogénesis, ya
que actua, entre otros, sobre el gen supresor de tumores p53. Pero ademas el miR-
125b se encuentra implicado en la patologia cardiovascular (217). Es uno de los
miRNAs mas abundantes en las arterias y se encuentra involucrado en la calcificacion
vascular in vivo e in vitro. Se ha demostrado que el miR-125b se expresa
fisiologicamente en las células estromales perivasculares a-actina (-) de ratones y en
las valvulas cardiacas de ratas (218, 219) y regula la transdiferenciacion de las VSMCs
a células de caracteristicas osteoblasticas por medio del factor de transcripcion SP7
(220). Ghosh et al (221) determinaron que el miR-125b se encuentra regulado al alza
en células endoteliales de ratones durante la transicién a células mesenquimales
inducida por el TGF-. Wen et al (222) determinaron que la regulacion a la baja del
miR-125b produce la transdiferenciaciéon de las células musculares lisas vasculares y
la calcificacién en modelos experimentales en ratas. La sobreexpresion del miR-125b
también se observd en los estadios tempranos de modelos de HVI, asi como en
estadios avanzados de la HVI y en el fallo cardiaco (223, 224). Ademas, utilizando un
lentivirus como vector del miR-125b se ha conseguido reducir la zona de infarto de
miocardio en modelos con ratones y es por ello, que se considera al miR-125b un
protector del tejido cardiaco frente al dafio de la isquemia/reperfusion (225). En un

reciente estudio realizado a 90 pacientes con enfermedad renal crénica (estadios 3 y
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4) y en dialisis, se analizaron los niveles circulantes de varios miRNAs relacionados
con la enfermedad vascular (miR-125b, miR-145 y miR-155). Se observo que, en la
sangre periférica de estos pacientes, la expresion de estos miRNAs estaba disminuida.
Ademas, los resultados del estudio de aortas toracicas de ratas, demostraron una
correlacion negativa de la calcificacion con el miR-155 y el miR-125b, pero no con el
miR-145. Los niveles del AT1R y Runx2 estaban incrementados, mientras que la
expresion de miocardina se encontraba disminuida en las aortas de las ratas con
enfermedad renal cronica. Ademads, los niveles de miR-125b y miR-155 se
correlacionaban de manera estadisticamente significativa con la calcificacion (226).
En esta Tesis Doctoral se ha demostrado la expresion tisular y plasmatica de miR-
125b, si bien sus niveles no se encontraron asociados al grado de calcificacion
valvular. Se demostré una menor expresion plasmatica de miR-125b en individuos
con valvulas adrticas bicuspides. Ademas, bajos niveles plasmaticos de miR-125b se
relacionaron con la administraciéon cronica de warfarina, del mismo modo que
también se asociaron con unos mayores niveles plasmaticos de MGP. Estos datos
puede ser una de las explicaciones del estado pro-calcificante que se genera en
individuos a los que se les administran antagonistas de la vitamina K de manera
cronica, del mismo modo que podria ser un posible marcador de la respuesta

individual a estos fArmacos en el futuro.

Liao et al (212) caracterizaron el papel del miR-133a en la diferenciacion
osteogénica de las VSMCs. Demostraron que los niveles de miR-133a se encontraban
significativamente disminuidos en la diferenciacion osteoblastica y que su
sobreexpresion disminuia la actividad de la ALP, la secrecion de osteocalcina, la
expresion de Runx2 y en ultimo lugar la formacion de nodulos de calcio. Por tanto, el
miR-133a seria un regulador negativo de la diferenciacion osteoblastica de las VSMCs.
Li et al (227) también definieron el papel del miR-133 en la diferenciacion
osteogénica mediante la inhibicion de Runx2 y determinaron que el miR-133a y el
miR-133b inhibian la diferenciaciéon osteogénica mediada por BMP-2 por inhibicién
de la traduccién de Runx2. Recientemente, Garcia et al (228) han demostrado que los
niveles de miR-133a se correlacionan con su expresion a nivel miocardico y que sus
niveles preoperatorios predicen la potencial regresién de la HVI tras el recambio
valvular aértico en pacientes con EAO. En la presente muestra a estudio, no se

observo expresion plasmatica de miR-133b. Ademas, la expresién tisular de miR-
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133b no se encontrd relacionada con la calcificaciéon valvular, aunque si se observo

una menor expresion tisular de este miRNA en valvulas adrticas bictuspides.

Itoh et al (229) demostraron que el miR-141 y el miR-200a inhibian la
diferenciacion osteogénica mediada por BMP-2 en células pre-osteoblasticas en
ratones por la inhibiciéon de la traduccion de DIx5 (homeodominio distal 5), que
modula a su vez la expresion de Osx (Osterix) y Runx2 estimulado por BMP-2.
Yanagawa et al (81) determinaron que el miR-141 es una importante llave reguladora
en la patogénesis de la enfermedad de la valvula aodrtica calcificada y un importante
represor de la osteogénesis mediada por BMP-2. Asi demostraron una importante
atenuacion en los niveles de miRNA-141 en las valvulas adrticas bicuspides en
relacién con las tricuspides. Concluyeron que esta regulacion a la baja del miR-141 en
las valvulas bictuspides era una de las causas de la degeneracion temprana que sufren
estas valvulas y podria constituir, a su vez, una importante diana terapéutica.
Ademas, Baseler et al (230) determinaron que el miR-141 se encontraba
significativamente elevado en el tejido cardiaco de diabéticos tipo 1 en un modelo
experimental en ratones. Las mitocondrias de estos ratones mostraban un
incremento de los niveles de las especies reactivas de oxigeno y del dafio oxidativo,
sugiriendo un potencial mecanismo para la sobreexpresion del miR-141 durante el
dafio en la diabetes tipo 1. Se sabe que el miR-141 junto con el miR-200c se
encuentran regulados al alza en modelos de hipoxia en los que se produce isquemia
aguda del tren posterior y posiblemente el estrés oxidativo sea el que modula la
expresion de estos miRNAs, principalmente el perdxido de hidrogeno modulando a
p53 y a las proteinas del retinoblastoma (231). En esta Tesis Doctoral se demostrd la
expresion tisular y plasmatica del miR-141 en pacientes con EAO severa. Aunque su
expresion no se relacion6 con el grado de calcificacidn valvular, si se pudo observar
cierta asociacion entre una baja expresion tisular y plasmatica del miR-141 y la
presencia y gravedad de la HVI. Esta asociacidon no habia sido descrita previamente y

convierte al miR-141 en un potencial biomarcador de HVI.

Huang et al (232) demostraron que el miR-204 y su homdlogo miR-211 se
expresaban en diferentes lineas celulares de progenitores mesenquimales y en las
células estromales de la médula dsea y que su expresion inducia el proceso de

adipogénesis. Estos modelos de pérdida y ganancia de funcion determinaron que el
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miR-204 y el miR-211 actuaban como atenuadores enddgenos de la expresion
proteica de Runx2 lo que inhibia la diferenciaciéon osteoblastica y promovia la
adipogénesis, y por tanto sugeria que la regulacion de Runx2 por el miR-204
representaba un nuevo mecanismo regulador de los progenitores celulares y de la
diferenciacion de las células estromales de la médula dsea. Pero ademas, se conoce la
expresion del miR-204 en las VSMCs y en los cardiomiocitos (233, 234). Cui et al
(165) determinaron el papel regulador del miR-204 en la calcificaciéon vascular. En
modelos de calcificacion inducida por p-glicerol-fosfato en ratones observaron la
supresion de miR-204 en las VSMCs aorticas, mientras que se incrementaba la
expresion proteica de Runx2. Ademas, la sobreexpresion del miR-204 por inyeccion
de un analogo del miR-204 en ratones Kunming atenuaba la calcificacion de la media
inducida por vitamina D3. Por tanto, la sobreexpresiéon del miR-204 atenuaba la
calcificacion de la capa media a través de la regulacion de Runx2. Nuestros resultados
no mostraron relacion entre la expresion tisular de miR-204 y la calcificacidn tisular,
aunque si se observd una cierta asociacion negativa entre los valores tisulares y
plasmaticos de miR-211 y la severidad de la calcificaciéon valvular. Se observé
ausencia de expresion plasmatica del miR-204, al igual que sucedi6 con el miR-30c y

el miR-133b.

Todos los miRNAs analizados en el presente estudio son conocidos inhibidores
de la calcificacion arterial como demostraron los diferentes modelos animales
anteriormente descritos. Seria lo esperable que aquellos factores que inhiben la
calcificacion tisular se encuentren severamente disminuidos, o incluso ausentes, en el
tejido y/o plasma de aquellos pacientes con una calcificacién importante de la valvula
adrtica. Los miRNAs estudiados presentaron niveles de expresion, tanto tisulares
como plasmaticos, relativamente bajos. Tres de los miRNAs analizados no fueron
detectados en muestras plasmaticas. Es el caso de miR-30c, miR-133b y miR-204. Ya
que todos los individuos incluidos en el estudio se encontraban en una fase muy
avanzada de la enfermedad, es posible que la ausencia de expresidon plasmatica de
estos miRNAs sea una caracteristica definitoria de los individuos con enfermedad
valvular aortica avanzada,y que, por tanto, pueda ser utilizada en el diagndstico y
seguimiento de estos pacientes. Con el fin de confirmar la veracidad de esta hipétesis,
seria necesaria la determinacion plasmatica de estos miRNAs en un mayor numero de

muestras de pacientes con calcificacion de la valvula adrtica, asi como también
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disponer de un grupo control con valvulas no calcificadas con el que comparar dicha
expresion. Las muestras obtenidas de autopsias de individuos sanos podrian ser
buenos controles, ya que los miRNAs permanecen estables horas después de la
muerte, pero la dificultad de obtenerlas por esta via obliga a buscar otras alternativas
como grupo control. La busqueda de un grupo control que incluya individuos sanos y
preferiblemente jovenes (puesto que sabemos que la calcificacion tisular se
encuentra ligada al envejecimiento), es una de las principales limitaciones para este
estudio, puesto que no podriamos obtener muestras tisulares de estos individuos
sanos. Ademas, seria necesario la realizacion de microCT (o una prueba de similares
caracteristicas) para confirmar la ausencia de calcificacion en la valvula adrtica. La
otra alternativa planteada hasta el momento seria el analisis de muestras tisulares y
plasmaticas obtenidas de individuos sometidos a trasplante cardiaco con el
diagnostico de miocardiopatia dilatada, con el riesgo de que estos miRNAs analizados
tengan una expresion alterada en estos pacientes por alteraciones relacionadas con el
metabolismo 6seo-mineral, ya que estos individuos suelen presentar otras patologias

concomitantes.

Otra cuestidn a resolver en futuros estudios y una importante limitaciéon técnica,
es la busqueda de un correcto miRNA de control endégeno en muestras plasmaticas.
El snRNA U6 y el miR-16, que son los controles endégenos cominmente utilizados en
la determinacién de miRNAs tisulares y celulares, han demostrado ser inadecuados
como referencia interna en la determinacion de miRNAs circulantes en plasma
humano (235). Recientes trabajos han puesto de manifiesto la escasez de adecuados
miRNAs endégenos de referencia en plasma, con la dificultad que ello conlleva en la
busqueda de miRNAs circulantes y su posible aplicaciéon clinica en multiples
patologias. En el presente trabajo se utilizaron dos posibles miRNAs end6genos (miR-
1228 y miR-451, siendo este ultimo el utilizado finalmente como control) con el fin de
normalizar los niveles de miRNAs plasmaticos. El miR-451 es el principal miRNA
utilizado como control circulante pero su expresion plasmatica presenta una gran
sensibilidad a la hemdlisis (236). La falta de un buen control endédgeno, es la
explicacion de un amplio nimero de trabajos previos en los que se han establecido
asociaciones errdneas entre niveles plasmaticos de miRNAs y caracteristicas clinicas,
asi como también puede serlo de la falta de correlacién en algunos de los resultados

obtenidos en el presente trabajo.
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Las diferencias observadas en la expresion de determinados miRNAs en
valvulas adrticas bicuspides podria ser, no s6lo una explicacion a la degeneracion
temprana y calcificacion mas agresiva que se produce en estas valvulas, sino también
un posible marcador de riesgo para la calcificacion. Es necesario el analisis de la
expresion de estos miRNAs en individuos jovenes con una valvula adrtica bicuspide y
que no han presentado degeneracion de la misma, para intentar esclarecer si en la
expresion diferencial de estos miRNAs puede encontrarse la causa de la degeneracion

de las valvulas bicuspides, asi como una posible terapia etiologica.

Ademas, en el presente trabajo ha quedado demostrada la relacion entre la
expresion tisular de Runx2 y la calcificacién tisular (BV/TV), pero no se ha podido
establecer la relaciéon entre los niveles tisulares de aquellos miRNAs que son
conocidos reguladores de Runx2 y la expresion de este factor de transcripcion. Este
hecho pone de manifiesto que existen otros miRNAs moduladores de Runx2 y que
podrian estar implicados en los procesos de calcificacion de la valvula adrtica.
Ademas, aunque se ha descrito el posible papel central de Runx2 en la calcificacion
valvular, este proceso podria estar modulado por otros factores de transcripcidn,
como es el caso de Sox9 o SF7. Es necesario estudiar la expresion tisular de estos
factores de transcripcidon en un mayor numero de muestras valvulares con el fin de
esclarecer su papel en la calcificacion de la valvula adrtica, asi como determinar un
mayor numero de miRNAs con el fin de esclarecer la relacion entre estos miRNAs y
los distintos factores de transcripcion que juegan un papel importante en los

procesos de osteogénesis.

Por lo tanto, basandonos en los resultados del presente trabajo, el marcador
plasmatico que ha demostrado hasta el momento una mejor correlacién con la
calcificacion tisular es la OPN. Esta proteina podria ser un buen biomarcador
plasmatico en la CAVD en aquellos individuos que no padecen enfermedades
inflamatorias crénicas. Su expresion plasmatica se encuentra ya alterada en las
primeras fases de la enfermedad, por lo que es un marcador precoz de enfermedad y
ademas, la HVI se asocia a una sobreexpresion plasmatica de la OPN, por lo que puede

ser no sélo un marcador de calcificacidn valvular sino también de mal prondstico.

Como resumen de todo lo anteriormente descrito, podemos decir que el

reemplazo valvular adrtico trata las consecuencias hemodinamicas de la enfermedad,
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pero no las alteraciones en los mecanismos fisiopatolégicos que llevan a la
calcificacion valvular. Por eso, no es infrecuente la degeneracion temprana y
calcificacion de las bioproétesis implantadas. El conocimiento del papel de ciertos
miRNAs en la enfermedad de la valvula adrtica calcificada, abre la puerta a un
diagnostico precoz y al tratamiento fisiopatologico a nivel molecular de la
enfermedad, con la posibilidad de evitar el recambio valvular aértico y reducir la
morbi-mortalidad ligada al incremento del riesgo cardiovascular. Pero aun se
desconoce el momento apropiado de inicio de estas posibles intervenciones
preventivas, asi como su posible impacto sobre la enfermedad, por lo que serian

necesarios nuevos estudios prospectivos en esa direccion.
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1. La poblacidon con estenosis adrtica estudiada presentan una elevada prevalencia de
hipertension arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus y obesidad asi como una
mayor presencia de género masculino, todos ellos factores de riesgo conocidos para

la enfermedad de la valvula adrtica calcificada.

2. El microCT es un buen método cuantitativo para determinar la calcificacion de la
valvula aortica, ya que los datos obtenidos mediante este método guardan una buena
correlaciéon con la descripcion anatomopatoldgica, afiadiendo ademas una mayor

precision.

3. La calcificacion valvular aortica se asocia de forma significativa con la presencia y
severidad de la hipertrofia ventricular izquierda, asi como con la presencia de la
dilatacién aodrtica post-estendtica, ambas respuestas adaptativas a una estenosis

valvular prolongada en el tiempo.

4. Las valvulas adrticas bicuspides presentan una mayor calcificacidn tisular que las
tricispides, ya que la presencia de una valvula bicuspide es un factor de riesgo para la

estenosis aortica y para una mayor velocidad de progresion de la calcificacion.

5. El descenso en la presion arterial a medida que progresa la severidad de la
estenosis aortica explica que los individuos con ausencia de hipertension arterial
presenten una mayor calcificacion de la valvula adrtica, pudiendo ser un signo de

gravedad de la lesion.

6. De los siete microRNAs analizados sélo cuatro de ellos (miR-29b, miR-125b, miR-
141 y miR-211) fueron detectables en plasma, pero no se encontré una asociacion
entre sus niveles y el grado de calcificacidn de la valvula aortica. Sélo se observo una
menor expresion, tanto en tejido como en plasma, del miR-211 en los individuos con
valvulas mas calcificadas, por lo que este microRNA podria ser utilizado como

biomarcador de la degeneracion de la valvula.
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7. Las valvulas bicuspides presentan una menor expresion tisular de miR-30c. Esta
expresion diferencial podria explicar la mayor velocidad de progresion de la
calcificacion en la valvula adrtica y podria ser un posible marcador de riesgo de

degeneracion valvular.

8. Los pacientes anticoagulados de manera cronica con warfarina (antagonista de la
vitamina K) presentan menores niveles plasmaticos de OPN. Esta puede ser una
explicacion del estado pro-calcificante en estos pacientes y, ademas, estos niveles
podrian ser un potencial biomarcador del grado de respuesta individual a estos

farmacos.

9. La administraciéon créonica de estatinas se encuentra asociada a una menor
expresion plasmatica de OPN, lo que podria explicarse por los efectos

antiinflamatorios de las estatinas.

10. Los niveles plasmaticos de MGP total no se encuentran asociados con el grado de
calcificacion de la valvula adrtica, por tanto no seria util como biomarcador del estado
de la valvula. Ademas, tampoco se demuestra una clara correlacidon entre la expresion

plasmatica de MGP total y el tratamiento cronico con antagonistas de la vitamina K.

11. La molécula circulante que ha demostrado una mejor correlacion con la
calcificacion valvular adrtica es la OPN. Su expresién plasmatica se encuentra ya
elevada en las primeras fases de la enfermedad de la valvula adrtica calcificada, por lo

que podria considerarse un biomarcador precoz.

12. La sobreexpresion plasmatica de la OPN se asocia a la presencia y severidad de la
hipertrofia ventricular izquierda, por lo que los niveles plasmaticos de esta proteina

pueden ser no sélo un marcador diagnéstico de calcificacién sino también prondstico.
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Anexo 1

HOSPIFAL ENIVERSIHTARIO CENTRALDE ASTURIAS =

SERVICIO DE SALUD

DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS Comité Etico de Investigacidn Clinica
Regional del Principado de Asturias
C/ Celestino Villamil s/n
33006.-Oviedo
Tfno: ©85.10.79.27/985.10.80.23
Fax: 985.10.87.11
e-mail; ceicr_aslurias@hea.es

Arca Sanitaria

Oviedo, 19 de abril de 2013

El Comité Etico de Investigacién Clinica Regional del Principado de Asturias,
ha revisado el Proyecto de Investigacion n°® 60/2013, titulado: "MiRNA-141: UN
NUEVO BIOMARCADOR EN PLASMA PARA LA ESTRATIFICACION DE RIESGO DE LA
ESTENOSIS AORTICA CALCIFICADA". Investigadora Principal Dra. Ana Maria Barral
Varela del S. de Cirugia Cardiovascular del HUCA. Trabajo de Tesis Doctoral

El Comité ha tomado el acuerdo de considerar que el citado proyecto retine las

condiciones éticas necesarias para poder realizarse y en consecuencia emite su
autorizacion.

Le recuerdo que debera guardarse la maxima confidencialidad de los datos
utilizados en este proyecto.

Fdo: Eduarde’Arnaez Moral
Secretario del Comdité Etico de Investigacion
Clinica Regional del Principado de Asturias

@
SERVICIO DE SALUD
DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS
HOSPITAL UNVERSTTARIO CENTRAL DE ASTURUAS
COMITE ETICO DE INVESTIGACIO!

CLINICA RECIONAL DEL PRINCIPADO O
ASTURIAS
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Anexo 2

Biobanco
Hospital Universitario Central de Asturias

Celestino Villamil s/n
gt oo 33006 Oviedo

Asturias

Teléfono 985109817

Ext. 39817

e-mail: pabloim®ficyt.es

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA BIOBANCO

Consentimiento de Donacién Voluntaria de tejido sobrante de intervencion quirurgica o
prueba diagnoéstica y/o sangre periférica para ser recogidos por el Biobanco del Hospital
Universitario Central de Asturias.

Nombre de el/la paciente:
N° de Historia Clinica
Nombre del médico que le informa:

Fecha:

En qué consiste:

El Biobanco del Hospital Universitario Central de Asturias tiene la finalidad de recoger y
conservar muestras biolégicas humanas en condiciones adecuadas de seguridad y
trazabilidad, que seran utilizadas para proyectos de investigacion que hayan sido aprobados
por el Comité Etico y el Comité Cientifico.

Durante la intervencién quirdrgica o prueba diagnéstica a la que va a ser sometido se tomaran
muestras de sus tejidos. El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente
el tejido SOBRANTE, sin que ello suponga ningun riesgo afiadido para su salud ni comprometa
el correcto diagnéstico y tratamiento de su enfermedad.

Si lo autoriza, también se le tomara un pequefio volumen de sangre (aprox. 10 mL) para su
almacenamiento en el Biobanco y su posible uso en investigacion.

Privacidad de la informacion y proteccion de los intereses del paciente:

Las muestras donadas se almacenaran en el Biobanco del HUCA, que cumple con los
requerimientos establecidos por la normativa vigente (Ley Organica 15/1999, de 13 de
Diciembre de Proteccién de Datos de Caracter Personal y Ley de Investigacién Biomédica LIB
14/2007).

Los datos personales seran disociados de las muestras mediante un sistema de codificacion.
Asimismo, usted podra ejecutar los derechos de acceso, rectificacién y oposiciéon al tratamiento
de datos de caracter personal, y de revocacion del consentimiento. Para ello debera ponerse
en contacto con el personal responsable de la Base de Datos del Biobanco.

Usted tiene derecho a disponer de la informacién sobre el uso concreto que se ha dado a las
muestras, en qué proyectos de investigacion se han usado y quién es el investigador principal.

La decisién de permitir utilizar las muestras para fines de investigacion es totalmente voluntaria
por su parte. Su decision, sea cual fuere, no comportara penalizacién alguna, ni afectara en
ningin modo a los cuidados médicos y a la asistencia que usted pueda necesitar en el futuro.

Beneficios esperados:
No percibira ninguna compensacién econémica o de otro tipo por las muestras donadas. Las

muestras no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

Riesgos tipicos:

Toma de muestra: el procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afadido,
puesto que se trata de material sobrante de la intervencion. La donacién de sangre apenas
tiene efectos secundarios: lo mas frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en la zona
de puncién, que desapareceran trascurridos 1 o 2 dias.

Riesgos personalizados:

_—_——
Biobanco Hospital Universitario Central de Asturias. C/Celestino Villamil s/n, 33006 Oviedo,

Principado de Asturias. Telf: 985109817, ext. 39817, e-mail: pabloim@ficyt.es Pagina 1
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DECLARACIONES Y FIRMAS

1. Declaracion del donante

Declaro que he sido informado

+ Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

¢ Sobre el lugar de obtencién, almacenamiento y el proceso que sufrirdn los datos
personales y las muestras.

* Que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma codificada a los
investigadores.

* Que en cualquier momento puedo revocar el consentimiento y solicitar la eliminacién de
todos mis datos personales y las muestras que permanezcan almacenadas en el Biobanco.
Esta eliminacién no se extendera a los datos resultantes de las investigaciones que ya se
hubieran llevado a cabo.

+ Que he comprendido la informacién recibida y he podido formular todas las preguntas que
he crefdo oportunas.

Consiento:
* Endonar voluntariamente: (marcar con una X lo que proceda)

0 Mis tejidos excedentes
01 Una muestra adicional de sangre

* Que el Hospital Universitario Central de Asturias u otros centros de investigacion, plblicos
o privados, utilicen mis datos y las muestras para investigaciones biosanitarias,
manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos.

* Yo, mirepresentante Legal o Tutor, accedo (marcar si o no) a que el personal del Biobanco
del HUCA me contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos
a los recogidos y/o tomar nuevas muestras.

o Si
o No

* Yo, mi representante Legal o Tutor, deseo (marcar si o no) ser informado de los posibles
hallazgos genéticos de relevancia clinica para mi y/o mi familia.

o Si
0 No

IDENTIFICACION DEL DONANTE

Firma

IDENTIFICACION DEL REPRESENTANTE (en caso de minoria legal o discapacidad del
donante)
DTN s v s M U R AR A R S RSP S S A AR M AR R B g de......... afios de edad

Firma

2. Declaracion del profesional de salud:
He informado debidamente al donante,

FAO DN covvaswsnasirmsmisismsisansms i QIR IAdOIEMNS  wwsisamass

_—
Biobanco Hospital Universitario Central de Asturias. C/Celestino Villamil s/n, 33006 Oviedo,

Principado de Asturias. Telf:: 985109817, ext. 39817, e-mail: pabloim@ficyt.es Pagina 2



REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

(0o ) = v e e et revoco el consentimiento prestado,
por lo que las muestras almacenadas deben ser destruidas.

Donante

DADRA G wnnnmawinmsmssms b A n e R e e D Bvaan anos de edad
y:eonDNIE st srussivie

Firma

Representante legal o Tutor (en caso de minoria legal o discapacidad del donante)

Y I s ot o S R A S e A e S B S TS A S AN M S A SR de . aflos de edad,
en calidad de Representante Legal o Tutorycon DNI..............................

Firma

Profesional de la salud:
e 2 ]2 = e W © o[- o |13 (/- | ST T

e —————————————
Biobanco Hospital Universitario Central de Asturias. C/Celestino Villamil s/n, 33006 Oviedo,

Principado de Asturias. Telf.: 985109817, ext. 39817, e-mail: pabloim@ficyt.es Pagina 3
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