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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Se ha estudiado la localizacion anatomica, las propiedades biomecanicas y el
fenotipo molecular del colageno miocardico tisular en 40 pacientes con estenosis adrtica grave, fraccion
de eyeccién conservada y sintomas de insuficiencia cardiaca.

Meétodos: Se obtuvieron 2 biopsias transmurales de la pared libre del ventriculo izquierdo. La fraccion del
volumen de colageno (FVC) se cuantific mediante rojo picrosirio y la rigidez, mediante el modulo elastico
de Young (YEM) evaluado con microscopia de fuerza atbmica en regiones misiales y no misiales. Las FVC
de tipos 1 y III se cuantificaron mediante microscopia confocal en areas con determinacion del YEM.
Resultados: Comparados con sujetos de control, la FVC misial y no misial y el cociente FVC no
misial:misial (p < 0,05) estaban incrementados en los pacientes. El cociente entre la velocidad pico de la
onda E mitral y la velocidad E del anillo lateral mitral de los pacientes se correlacionaba con la FVC no
misial (r = 0,330; p = 0,046) y con el cociente FVC no misial:misial (r = 0,419; p = 0,012). El cociente
FVC:FVCy; y el YEM aumentaban (p < 0,001) en regiones no misiales respecto de las misiales, con
correlacion entre ellos (r = 0,895; p < 0,001).

Conclusiones: En la estenosis adrtica grave con fraccion de eyeccion conservada y sintomas de
insuficiencia cardiaca, la disfunciéon diastdlica se asocia con un depdsito no misial de colageno
aumentado, predominantemente de tipo I y con mayor rigidez. Las caracteristicas del colageno tisular
pueden contribuir a la disfuncién diastélica en estos pacientes.

© 2016 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Role of Myocardial Collagen in Severe Aortic Stenosis With Preserved Ejection
Fraction and Symptoms of Heart Failure

ABSTRACT

Introduction and objectives: We investigated the anatomical localization, biomechanical properties, and
molecular phenotype of myocardial collagen tissue in 40 patients with severe aortic stenosis with
preserved ejection fraction and symptoms of heart failure.

Methods: Two transmural biopsies were taken from the left ventricular free wall. Mysial and nonmysial
regions of the collagen network were analyzed. Myocardial collagen volume fraction (CVF) was
measured by picrosirius red staining. Young’s elastic modulus (YEM) was measured by atomic force
microscopy in decellularized slices to assess stiffness. Collagen types I and IIl were measured as C;VF and
CiiVF, respectively, by confocal microscopy in areas with YEM evaluation.
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Results: Compared with controls, patients exhibited increased mysial and nonmysial CVF
and nonmysial:mysial CVF ratio (P < .05). In patients, nonmysial CVF (r = 0.330; P = .046) and the
nonmysial:mysial CVF ratio (r = 0.419; P=.012) were directly correlated with the ratio of maximal early
transmitral flow velocity in diastole to early mitral annulus velocity in diastole. Both the C;VF:Cy;VF ratio
and YEM were increased (P < .001) in nonmysial regions compared with mysial regions in patients, with
a direct correlation (r = 0.895; P < .001) between them.

Conclusions: These findings suggest that, in patients with severe aortic stenosis with preserved ejection
fraction and symptoms of heart failure, diastolic dysfunction is associated with increased nonmysial
deposition of collagen, predominantly type I, resulting in increased extracellular matrix stiffness.
Therefore, the characteristics of collagen tissue may contribute to diastolic dysfunction in these patients.
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Abreviaturas

EA: estenosis de valvula aédrtica

FEc: fraccion de eyeccion conservada
FVC: fraccion de volumen de colageno
IC: insuficiencia cardiaca

VI: ventriculo izquierdo

YEM: modulo elastico de Young

INTRODUCCION

La estenosis de valvula aértica (EA) es una enfermedad
frecuente, en la que la falta de apertura completa de la valvula
aortica conlleva una carga de presion anormalmente alta en el
ventriculo izquierdo (VI), lo cual conduce, a su vez, a hipertrofia
miocardiocitaria y fibrosis del miocardio'. Se ha descrito que la
fibrosis miocardica se asocia a aumento de la rigidez del VI,
aumento de la presion telediastolica del VI y deterioro del llenado
diastélico (una disfuncién diastdlica)’~>. La fibrosis miocardica
progresiva, que contribuye al agravamiento de la disfuncion
diastolica, puede facilitar en Gltima instancia la aparicion de signos
y sintomas de insuficiencia cardiaca (IC) en los pacientes con EA y
fraccién de eyeccion conservada (FEc)?>S.

En un estudio pionero, Villari et al.” demostraron que un
aumento de la cantidad de colageno tisular en si no modifica la
funcion diastolica del VI de los pacientes con EA, lo que indica que
las consecuencias de la fibrosis miocardica en la funcién del VI no
dependen simplemente de la cantidad de colageno, sino también
de su calidad. La hipoétesis del presente trabajo era que, en los
pacientes con EA grave, FEc y sintomas de IC, un depésito excesivo
de colageno en el miocardio, junto con las alteraciones de la
localizacion anatémica, las propiedades biomécanicas y el fenotipo
molecular de estos depositos, pueden asociarse con disfuncion
diastolica. Para verificar esta hipoétesis, se analizo la localizacion
misial (asociada con grupos de miocardiocitos y rodeando e
interconectando distintos miocardiocitos) o no misial (intersticial
y perivascular intensa de los depdsitos de colageno), la rigidez del
tejido descelularizado y la abundancia relativa de fibras de colageno
de tipos I y III en relacion con la rigidez del miocardio de los
pacientes con EA grave, FEc y sintomas de IC sometidos a reemplazo
quirtrgico de valvula adrtica. Se analiz6, ademas, la asociacion de
estas caracteristicas con las presiones de llenado del VL.

METODOS
Poblacion del estudio

Todos los participantes dieron su consentimiento informado
por escrito para participar en el estudio, y el protocolo del estudio

fue aprobado por el comité de ética de investigacion del centro. El
estudio se atuvo a los principios de la Declaraciéon de Helsinki.

Se incluy6 a 40 pacientes con EA grave, en estadio D18, para los
que se habia programado reemplazo quirtrgico de la valvula
aortica. Todos los pacientes tenian un diagnostico clinico previo de
IC crénica basado en la presencia de como minimo 1 criterio mayor
de Framingham y 2 menores®. No se incluyé a los pacientes con
angina o sincope pero sin signos de IC previa. Todos los pacientes
habian tenido como minimo 1 hospitalizacién previa por disnea de
clase IV secundaria a IC. Todos los pacientes se encontraban en
clases funcionales II-IV de la New York Heart Association y tenian
una fraccion de eyeccién del VI > 55%. Se excluyo a los pacientes
con una enfermedad coronaria significativa (estenosis > 70% en
alguna arteria coronaria epicardica o > 50% en el tronco coronario
izquierdo), antecedentes de sindrome coronario agudo o de
intervencion de revascularizacion o enfermedad renal cronica en
estadio 4-5. Se obtuvieron de cada paciente 2 biopsias transmu-
rales de la pared libre del VI entre la arteria coronaria descendente
izquierda y la circunfleja, mediante una aguja tru-cut durante la
intervencion de reemplazo de la valvula aértica.

Se obtuvieron muestras cardiacas de 10 participantes empa-
rejados por edad y sexo que habian fallecido por enfermedades
no relacionadas con causas cardiovasculares, y se procesaron para
el estudio histomorfolégico, para utilizarlas como controles.
Ninguno tenia antecedentes previos de enfermedad cardiovascular
y la evaluacién de los informes de autopsia determiné la ausencia
de lesiones cardiacas macroscopicas y microscopicas.

Estudio ecocardiografico

Menos de 1 semana antes de la operacién, 2 operadores
experimentados llevaron a cabo estudios ecocardiograficos estan-
dares de todos los pacientes con un ecografo digital iE33 (Philips).
Se obtuvieron imagenes en la espiracion, para tener en cuenta las
ligeras variaciones del flujo sanguineo durante la respiracion. Las
determinaciones se basaron en la media obtenida en 3 ciclos
cardiacos (5 en caso de fibrilacion auricular). No se observo
valvulopatia mitral significativa ni insuficiencia aértica en los
pacientes. Treinta y cinco pacientes estaban en ritmo sinusal y 5, en
fibrilacion auricular. No se suspendi6 la medicacion antes del
estudio ecografico. Las dimensiones del V1 y la auricula izquierda se
midieron segilin las recomendaciones de la American Society of
Echocardiography'®. Se calcul6 la masa del VI con la formula de
Devereux, y se indexo6 segin el area de superficie corporal (indice
de masa del VI). La hipertrofia ventricular izquierda se definié como
un indice de masa del VI > 115 g/m? en los varones y > 95 g/m? en
las mujeres'®. Aplicando esta definicién, todos los pacientes
presentaban hipertrofia del VI. La fracciéon de eyeccién del VI se
midi6 con el método de Simpson. La funcion diastélica se evalud
mediante el analisis de las velocidades maximas de flujo transmitral
temprano (E) y tardio (A) en la diastole, el flujo venoso pulmonar, la
velocidad de propagacion del flujo mitral y los indices Doppler
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