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LISTADO DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS

AHA: American Heart Association

AD: auricula derecha

ADN: &cido desoxirribonucleico

AR: adrenoceptor o receptor adrenérgico

AR-f1: adrenoceptor del subtipo 1

AR-f2: adrenoceptor del subtipo 32

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATD: area telediastolica

ATS: area telesistolica

CC: cardiopatias congénitas

CF NYHA: clase funcional de la New York Heart Association
CIA: comunicacidn interauricular o defecto del septo interauricular
CIV: comunicacién interventricular o defecto del septo interventricular
DALI: desfibrilador automatico implantable

DTI: doppler tisular

ECG: electrocardiograma

EP: estenosis de la valvula pulmonar

FAC: fraccion de acortamiento de area

FEVD: fraccion de eyeccion del ventriculo derecho

FEVI: fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo

FMLC: fraccion monolinfocitaria circulante

FR: fraccion de regurgitacion

GRK: proteina G acopladas al receptor kinasa

IC: insuficiencia cardiaca

IECA: inhibidor de enzima convertidora de angiotensina

[P: insuficiencia valvular pulmonar



IT: insuficiencia tricispide

MS: muerte suibita

NT-ProBNP: fraccion aminoterminal del propéptido natriurético tipo B
OTSVD: obstruccidn del tracto de salida del ventriculo derecho
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real

RMC: resonancia magnética cardiaca

RT: transcripcion reversa

RTG: realce tardio de gadolinio

RVP: recambio valvular pulmonar

TAPSE: desplazamiento longitudinal sistélico del anillo tricuspideo
TF: tetralogia de Fallot

TSVD: tracto de salida de ventriculo derecho

TVS: taquicardia ventricular sostenida

VD: ventriculo derecho

VI: ventriculo izquierdo

VO3: consumo maximo de oxigeno

VTDVDi: volumen telediastélico de ventriculo derecho indexado
VTDVIi: volumen telediastélico de ventriculo izquierdo indexado
VTSVDi: volumen telesistolico de ventriculo derecho indexado

VTSVIi: volumen telesistélico de ventriculo izquierdo indexado
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Introduccion

1. CARDIOPATIAS CONGENITAS: SITUACION ACTUAL

Las cardiopatias congénitas (CC) son las malformaciones congénitas
mas frecuentes y ocurren aproximadamente en el 0,8% de los recién
nacidos!. Los avances en las técnicas diagndsticas y terapéuticas han
aumentado la supervivencia de los pacientes con CC. Esta notable mejoria en
su supervivencia ha conducido a un niimero creciente de pacientes adultos
con CC estimandose su prevalencia total en adultos en 3.000 casos por
millon de habitantes?. Esto supone un aumento de las CC de moderada y alta

complejidad que requieren seguimiento en las consultas3#4, como se muestra

en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Cambios en la prevalencia de las cardiopatias congénitas que requieren
seguimiento seglin su complejidad. Datos del registro alemdan, adaptada de Pfitzer

etals.
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El seguimiento y manejo de estos pacientes muestran caracteristicas
diferenciales con respecto a la cardiologia convencional. Las complicaciones
evolutivas que presentan, en la mayoria de los casos postquirudrgicas, no son
equiparables a los problemas que se plantean en el resto de los pacientes
adultos con cardiopatias adquiridas. Por este motivo, existen aspectos
controvertidos en la toma de decisiones de pacientes adultos con CC. En los
ultimos afios, las sociedades cientificas mas importantes han publicado
recomendaciones generales para el seguimiento de estos pacientes,
incidiendo todas ellas en la necesidad de la creacién de secciones y centros
especializados en esta materia para poder atender adecuadamente la

demanda que genera esta poblacidn especial53.

En el contexto de las CC del adulto, las enfermedades obstructivas
del tracto de salida del ventriculo derecho (TSVD) suponen uno de los
principales motivos de seguimiento? ya que sufren secuelas de la cirugia ala
que son sometidos, siendo la mas frecuente la presencia de la insuficiencia

valvular pulmonar (IP)7.

2. ENFERMEDADES OBSTRUCTIVAS DEL TRACTO DE SALIDA
DEL VENTRICULO DERECHO

El ventriculo derecho (VD) es una estructura tripartita, con una
camara de entrada que incluye el aparato valvular tricispide, un camara
apical que engloba la porcién trabeculada que funciona como una esponja
absorbente, y un tracto de salida que consiste en un infundibulo muscular

que separa la valvula tricuspide de la valvula pulmonar?0.



Introduccion

La obstruccion del TSVD (OTSVD) puede ser el resultado de
anomalias en distintas regiones: la zona media del VD, el infundibulo, la
valvula pulmonar, la region supravalvular y/o el tronco arterial pulmonar y

SusS ramas.

2.1 Estenosis pulmonar valvular

Existen tres tipos de estenosis de la valvula pulmonar (EP):

1. EP tipica con apertura valvular en forma de cupula, donde los
velos tienen movilidad, pero su apertura esta limitada. Suele
asociarse a dilatacion del tronco arterial pulmonar.

2. EP secundaria a una valvula displasica, engrosada, con poca
movilidad y fusién comisural. Puede asociar un anillo y un TSVD
reducido.

3. EP sobre una valvula unicuspide o bictispide, que suele asociarse
con mas frecuencia a la Tetralogia de Fallot (TF).

La EP valvular aislada es uno de los defectos cardiacos congénitos

mas comunes, se estima que ocurre en el 7%-12% de los nifios nacidos con

CC711 y supone el 80-90% de todas las lesiones congénitas del TSVD.

La necesidad de intervencién quirdrgica o percutanea depende del
grado de obstruccion, funcién del VD y presencia de sintomatologia. Los
pacientes con EP aislada requieren seguimiento peridédico, valorando la
progresion de la estenosis, asi como la presencia de hipertrofia de VD y la

aparicion de sintomas (arritmias, insuficiencia cardiaca).

La evolucidn de los pacientes depende del grado de obstruccién. Los

pacientes con EP leve tienen una evolucién benigna y la intervencién no
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suele ser necesaria, mientras que los pacientes con EP grave suelen requerir
intervencion en la infancia con buen pronéstico en la edad adulta!2. Los
pacientes con EP moderada tienen una evolucion variable que conlleva en

algunos casos intervencion.

En el caso de los pacientes con EP valvular aislada, la valvuloplastia
con balén es el tratamiento de eleccién. La valvulotomia quirdrgica
actualmente sélo se realiza si hay afectacion supravalvular o subvalvular que
no pueda ser corregida por valvuloplastia. Los pacientes con una valvula
displasica generalmente requieren una valvectomia parcial o total y un
reemplazo valvular, y puede ser necesario asociar el implante de un parche
transanular para ampliar el anillo y/o tronco pulmonar si hay hipoplasia de
alguno de ellos. La consecuencia fundamental tras la intervencién de la EP
es la aparicion de IP como secuela de la cirugia o del tratamiento

percutaneo?2.

2.2 Atresia pulmonar

La atresia pulmonar con septo ventricular intacto es una lesion
cardiaca congénita rara que se asocia a diversos grados de hipoplasia del VD
e hipoplasia de la valvula tricispide. Su intervenciéon en la infancia es
compleja. En ocasiones presentan fisiologia univentricular que requiere una
reparacion tipo Fontan o, incluso trasplante. En otros pacientes es posible
una reparacion Dbiventricular (homoinjertos, conductos, parches
transanulares) con o sin técnica de Glenn asociada. Estos pacientes pueden

presentar IP en la evolucién, aunque generalmente con VD mas restrictivos.
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2.3 Tetralogia de Fallot

La Tetralogia de Fallot es la CC cianética mas frecuente, suponiendo
el 10% de los defectos cardiacos congénitos!! con una incidencia de 32,6 por
100.000 nacidos vivos?3.

En su definicion se incluye: estenosis pulmonar infundibular, defecto
del septo interventricular (CIV), desviacidn hacia la derecha de la aorta con
acabalgamiento sobre el septo ventricular e hipertrofia del VD!L La
caracteristica principal de esta patologia es la desviacidn anterocefalica de
la porcidn de salida del septo interventricular junto con la hipertrofia de las
trabéculas septoparietales. Esta mala alineacion septal produce un defecto
del mismo provocando que la aorta se acabalgue sobre el VD (figura 1.2). Los
pacientes con TF pueden asociar otras lesiones como estenosis de las ramas
pulmonares, hipoplasia del tronco pulmonar, arco aértico derecho o un

defecto del septo interauricular (CIA).

Tetralogia de Fallot (TOF 6 "Tet")

Hacia los Pulmones. Hacia los Pulmones

Obstruccitn del Flujo Bl Sangre con poco Oxigens
Ventricular Derecho [l Sangre Mezciada VI m Ventriculc Oetechp

W Ventricuio Tzauiendo

Figura 1.2. Esquema de las alteraciones cardiacas de la Tetralogia de Fallot.
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La reparacion quirturgica precoz ha mejorado el prondstico de los
pacientes. Actualmente, los pacientes intervenidos a edades tempranas
presentan una supervivencia a los 30 afios en torno al 90%?14. Esto supone
un aumento anual del nimero de pacientes con TF reparada, por lo que en
muchas comunidades los supervivientes adultos superan en nimero a los
nifios con TF13. La técnica quirdrgica usada en esta cardiopatia ha
evolucionado durante las dltimas décadas. Inicialmente se realizaba una
cirugia paliativa por medio de las fistulas de Blalock-Taussig, anastomosis
entre la arteria subclavia y la rama pulmonar derecha. Posteriormente se
comenzo a realizar cirugia reparativa por etapas, primero paliacion a través
de fistulas sistémico-pulmonares y a continuaciéon la reparacion
intracardiaca. Y, en las dos dltimas décadas, se lleva a cabo un abordaje de

reparacion completa a edades tempranast4.

Con respecto a la reparacion del componente del TSVD, las técnicas
quirdrgicas utilizadas han ido evolucionando desde la realizaciéon de una
ventriculotomia derecha extensa y colocacion de un parche transanular para
tratar la OTSVD (figura 1.3A4), a los abordajes transauricular y
transpulmonar, cuyo objetivo es preservar el anillo de la valvula pulmonar
y, siempre que sea posible, la valvula pulmonar, reduciendo al minimo la

formacion de cicatrices ventriculares?s (figura 1.3B).
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Outflow Patch

VSD Patch

Figura 1.3. A. Correccién quirtrgica con parche transanular. Adaptada de Bashore et
al.l1, B Correccién quirurgica con acceso transpulmonar con preservaciéon de la

valvula. Adaptada de Boni et al.16.

A pesar de los avances quirargicos, los pacientes intervenidos de TF
precisan un seguimiento periédico debido a la alta incidencia de
complicaciones evolutivas. La disfuncién del TSVD es habitual, siendo la IP
la complicaciéon mas frecuente, sobre todo en los pacientes tratados con
parche transanular. Ademas, debido al resto de malformaciones que asocia
la TF, pueden aparecer otras complicaciones como estenosis de las ramas
pulmonares, defectos de los septos interventricular e interauricular,
regurgitacion tricaspide, dilatacion y disfuncién del VD, dilatacion adrtica,
regurgitacion aortica y disfuncion del ventriculo izquierdo (VI) como

muestra la tabla 1.113.
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Tabla 1.1. Anormalidades estructurales y funcionales de la TF reparada.

Anomalias estructurales Anomalias funcionales

» Inherentes a la reparacion: » Sobrecarga de volumen de VD:

- Reseccion parcial o total de VP
- Cicatriz de infundibulotomia
- Resecciéon de bandas

musculares del VD o

Insuficiencia pulmonar
Insuficiencia tricuspide
Cortocircuitos izquierda-derecha

(CIV, CIA, colaterales sistémico-

infundibulo pulmonares)
- Cicatriz de atriotomia » Sobrecarga de presién de VD:
- Parche de cierre de CIV - Estenosis TSVD o arteria/ramas
» Lesiones residuales/recurrentes: pulmonares.
- Obstruccion del TSVD - Enfermedad vascular pulmonar
- Estenosis del tronco o ramas - Hipertensién pulmonar
pulmonares. secundaria a disfuncién
- CIV residual diastdlica del VI.
- CIAresidual » Disfuncion sistélica y diastélica de
» Lesiones adquiridas: VD.
- Alteraciones de la valvula » Disfuncion de VI.
tricdspide » Insuficiencia adrtica.
- Aneurismas del TSVD > Arritmias.
- Fibrosis del VD » Disincronia ventricular.
» Anomalias asociadas: » Otras comorbilidades.

- Dilatacion de aorta.

- Otras CC asociadas.
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Introduccion

e Avances diagndsticos y terapéuticos han aumentado la
supervivencia de pacientes con CC.

e Lasenfermedades obstructivas del TSVD, entre ellas la EPy la
TFE, son de las CC mds frecuentes.

e En su evolucién presentardn complicaciones, siendo la IP la
secuela residual mds frecuente tras la intervencién realizada
en la infancia.

3. INSUFICIENCIA VALVULAR PULMONAR

La IP es muy frecuente en la evolucion de los pacientes intervenidos
de enfermedades obstructivas del TSVD. Por ello, es uno de los motivos de
seguimiento mas frecuente en las consultas de CC del adulto. Su importancia
no radica Unicamente en su frecuencia, sino que, ademas, a largo plazo
conlleva una serie de complicaciones que condiciona la situacion clinica y el
prondstico de los pacientes. Inicialmente es bien toleradal?, pero de forma
crénica provoca una sobrecarga de volumen sobre el VD que conduce a una
dilatacion y disfuncién progresiva del mismo y, con ello, a una reduccion de
la capacidad de ejercicio y a un aumento del riesgo de arritmias y de muerte

subita cardiaca (MS)?8, condicionando el pronéstico en estos pacientes?’.

3.1 Etiologia

Las CC que asocian OTSVD precisan en muchas ocasiones de una
intervencion en la infancia. La necesidad de esta intervencion dependera de
la severidad de la obstruccion, la presencia de sintomatologia y las lesiones
asociadass. Durante afios, la intervencién sobre estas anomalias suponia la

ampliaciéon del TSVD mediante el implante de un parche transanular o
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infundibulectomia agresiva junto con valvulotomia o reemplazo de la
valvula pulmonar??. Aunque la valvula pulmonar a menudo es relativamente
normal, la necesidad de una reseccidn agresiva para aliviar la OTSVD implica
un dafo sobre esta valvula con la apariciéon de IP. Asi, tras la intervencién, ya
sea quirdrgica o percutidnea, es muy frecuente que aparezcan grados
variables de IP y algunos de los pacientes requerirdn actuaciéon sobre la

valvula en el futuro?”.

3.2 Fisiopatologia de la insuficiencia pulmonar

Aunque existen algunas analogias con la insuficiencia adrtica, la
fisiopatologia de la IP grave es diferente7.20, El flujo pulmonar es capaz de
mantenerse de forma indirecta gracias al trabajo del corazén izquierdo, a
través del retorno venoso sistémico y de la contraccion de la auricula
derecha (AD). Por otro lado, la circulaciéon pulmonar difiere de la circulacién
sistémica por ser de baja resistencia. Esto hace que en cada sistole la sangre
fluya facilmente hacia el lecho capilar alveolar y las venas pulmonares, que
mantienen baja presion por accion del corazon izquierdo, no existiendo
gradiente significativo. Ademas, el lecho capilar tiene un efecto de valvula,
evitando que el flujo sanguineo regrese de forma retréograda al VD y
limitando la severidad de la IP. Por esto, normalmente la fraccién de
regurgitacion (FR) de la IP grave no es muy elevada, lo que es bien tolerado
por un largo periodo de tiempo. Por tanto, las caracteristicas de la
circulaciéon pulmonar hacen que el impacto hemodinamico que supone la
sobrecarga de volumen de VD por la IP pueda ser bien tolerado clinicamente

durante tiempo, aunque se deteriore la funcién del VD.
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La IP significativa provoca inicialmente un aumento del volumen
telediastolico de VD, seguido de un aumento del volumen telesistélico y un
deterioro progresivo de su funcidn. La respuesta adaptativa del VD depende
del grado de IP, del tiempo de evolucién y de las caracteristicas del VD, pero
a largo plazo, esta dilatacién y disfuncion del VD conducen a insuficiencia

cardiaca (IC) e intolerancia al ejercicio.

Ademas, la dilatacién del VD puede provocar que se dilate el anillo
tricispide con la apariciéon de diversos grados de insuficiencia tricuspide
(IT) que conllevan una mayor sobrecarga de volumen del VD y colabora en
el deterioro progresivo del mismo. La IT significativa estd presente en
aproximadamente el 32% de pacientes adultos con TF reparada y su

presencia se ha relacionado con la aparicién de eventos clinicos?1.

Por otro lado, un grupo de pacientes con TF e IP pueden presentar
fisiopatologia restrictiva en la evolucién secundaria a la dilatacién severa del
VD y el remodelado que esto supone. En estas circunstancias, la incapacidad
del VD por acomodar mas volumen provoca un incremento de las presiones
de llenado del VD que da lugar a la apertura precoz de la valvula pulmonar
observandose flujo anterégrado telediastélico en la AP22 (figura 1.4). Estos

pacientes presentan una disminucion de la capacidad de ejercicio?2.
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Figura 1.4. Flujo anterégrado telediastdlico en la AP que indica fisiologia restrictiva

del VD.

Por ultimo, como consecuencia de la interdependencia ventricular,
los pacientes con IP pueden presentar disfuncion del VI secundaria a la
dilatacion y al deterioro de la funcién del VD2324, Esto provoca patrones
alterados en la movilidad sistdlica septal y fibrosis septal que pueden causar
el deterioro de la funcion del VI24 Esta disfuncion sistolica del VI es un

predictor independiente de MS en pacientes intervenidos de TF25.
3.3 Consecuencias clinicas de la insuficiencia pulmonar
3.3.1 Insuficiencia cardiaca e intolerancia al ejercicio

Desde el punto de vista clinico la IP suele ser bien tolerada durante

afios por lo que los pacientes pueden estar asintomaticos, incluso aunque
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presenten disfuncion del VD. No obstante, es frecuente que presenten una
disminucién de la capacidad de ejercicio demostrada en las pruebas de
funcién cardiopulmonar, aspecto que se ha asociado a un peor prondstico en
diversos estudios2627, La aparicion de sintomas también puede relacionarse
con otros aspectos, pudiendo aparecer antes en pacientes intervenidos de
TF, en relacién con otras lesiones, con la hipertrofia ventricular y/o las
cirugias previas, que en aquellos que presentan IP de forma aislada. Es
comun que no aparezcan sintomas hasta después de los 40 afos,

principalmente si sélo presentan IP de forma aislada?’.

Los pacientes pueden presentar signos de congestién como
hepatomegalia o edema periférico sin hay disfuncion del VD e IT asociada

con IC clinica. Aunque estos hallazgos no son comunes.

3.3.2 Arritmias y riesgo de muerte subita

Uno de los aspectos mas relevantes en el seguimiento de los
pacientes con CC es la aparicion de arritmias y el riesgo de MS. Clasicamente,
en los pacientes con TF intervenidos se ha relacionado el riesgo de arritmias

ventriculares con la presencia de IP significativazs.

La dilatacion del VD y el estiramiento de las fibras disminuye la
conduccion intraventricular que, junto con las cicatrices quirurgicas, crea un
sustrato eléctrico para circuitos de reentrada que predisponen a la aparicion
de taquicardia ventricular sostenida (TVS). Un 10% de los pacientes
intervenidos de TF presentaran arritmias ventriculares?® y la incidencia de
MS se estima en 0,2%/afilo de seguimiento?s. La presencia de zonas
aquinéticas o parches en el TSVD también se relaciona con la aparicion de

estos sustratos arritmogénicos?4. Ademads, se ha observado que existe
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correlacion entre la prolongacion del QRS y la dilatacién del VD3031y que una
duracién del QRS > 180 ms es un predictor de TVS y MS en pacientes
intervenidos de TF con ventriculotomia derecha3®. En otro estudio
multicéntrico?8, se han observado otros factores de riesgo de MS y arritmias
ventriculares en pacientes intervenidos de TF junto con la duracién del QRS,
como son la tasa de cambio del QRS, la edad y la presencia de IP significativa.
En este estudio se describe que el 100% de los pacientes con MS y el 94% de
los pacientes con TVS presentaban IP al menos moderada, aunque en
articulos mas recientes no se ha demostrado que la presencia de IP sea uno
de los predictores de arritmias ventriculares y MS32. Con respecto a la
duracion del QRS, el punto de corte > 180 ms se describié en estudios
clasicos donde los pacientes habian sido intervenidos con ventriculotomia
derecha. En la actualidad se realiza un abordaje transauricular o
transpulmonar y probablemente duraciones menores de QRS también
puedan suponer un riesgo, por ello el cambio y la progresion en la duracién
del QRS pueden ser predictores adicionales de riesgo de MS. Otros datos
electrocardiograficos como la dispersion del QT33 y la disminuciéon en la
variabilidad de la frecuencia cardiaca3* también podrian incrementar el

riesgo de TVS y MS en pacientes con TF intervenidos.

Actualmente, se intenta identificar a los pacientes con riesgo de
arritmias ventriculares y MS con el objeto de valorar la necesidad de
implantar un desfibrilador automatico implantable (DAI) o realizar un
estudio electrofisiolégico y ablaciéon del sustrato arritmogénico. Las
variables identificadas tienen alto valor predictivo negativo, pero bajo valor
predictivo positivo?9, lo que dificulta la identificacion de los pacientes de alto

riesgo. Se ha observado que los pacientes con mayor riesgo son pacientes
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mayores (> 20 afios), sometidos a multiples intervenciones, con mayor

duracion del QRS y con disfunciéon del V12535,

Las guias publicadas recientemente’8 describen como factores de
riesgo de MS la disfuncion sistolica o diastélica de VI, la duracion del QRS
2180 ms, la fibrosis extensa en el VD medida por resonancia magnética
cardiaca (RMC), la presencia de taquicardia ventricular no sostenida (TVNS)
y la inducibilidad de TVS en el estudio electrofisiol6gico. Actualmente, el
estudio electrofisiol6gico ha permitido estratificar el riesgo de los pacientes,
y en el caso de los pacientes con TVS monomorfa reconocer los circuitos
macro-reentrantes responsables. En los pacientes con riesgo elevado de TVS
o tras un episodio arritmico ventricular o MS recuperada est4 indicado el

implante de DAI3s.

Con respecto a las arritmias auriculares, se ha observado que la
taquicardia reentrante auricular se desarrollara en el 30% de los pacientes
en el seguimiento?d. La presencia de IT significativa se ha relacionado con la
aparicién de arritmias auriculares, probablemente por la dilatacién
secundaria de la AD28. Existen dos circuitos predominantes en los pacientes
con TF intervenidos: el flutter auricular istmo cavotricuspideo y las
taquicardias macroreentrantes alrededor de la cicatriz de atriotomia3’. La
identificacion de estos circuitos permite su ablacién en pacientes con
episodios recurrentes o sintomadticos. Ademas, se ha descrito que la
presencia de taquiarritmias auriculares es predictora de TVS y MS en

pacientes con TF reparada32.
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e La IP es una de las complicaciones mds frecuentes en los
seguimientos en Unidades de CC del adulto.

e Lasobrecarga crénica de volumen del VD provoca dilatacion
y disfuncién del mismo.

e (linicamente se tolera bien durante arios, pero, a largo plazo,
provoca disminucién de la capacidad funcional, insuficiencia
cardiaca, arritmias ventriculares y aumenta el riesgo de MS.

3.4 Evaluacion de pacientes con insuficiencia pulmonar

3.4.1 Valoracion clinica

La evaluaciéon de los pacientes con IP debe comenzar con una
adecuada anamnesis para identificar sintomas como intolerancia al

ejercicio, palpitaciones, sincope o clinica de IC.

En el examen fisico, la presencia de un impulso cardiaco prominente
suele indicar una sobrecarga de volumen de VD. El soplo de la IP es un soplo
diast6lico de tono bajo y breve, su intensidad y duracién son pobres
marcadores de la gravedad de la [P. Puesto que muchos de los pacientes
presentan TF como cardiopatia de base pueden presentar otros hallazgos,
como un soplo holosistolico debido a OTSVD, un soplo diastélico agudo
debido a insuficiencia adrtica o un soplo pansistélico secundario a CIV
residual. En casos avanzados donde los pacientes asocien IT grave o la
disfuncién del VD sea severa pueden aparecer sintomas de IC derecha con

edematizacidn periférica, hepatomegalia o ingurgitacion yugular.
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El electrocardiograma (ECG) muestra, en general, un bloqueo
completo de rama derecha, donde la anchura del QRS refleja el grado de
dilatacion del VD y se ha asociado a un incremento del riesgo de TVS y
MS3031, La monitorizacién con Holter-ECG es necesaria cuando se sospechan

arritmias.

La ergoespirometria es una técnica que ofrece una informacién
valiosa y que se realiza de forma seriada en el seguimiento. La IP es una
patologia crénica por lo que los pacientes tienden a limitar su actividad fisica
y no perciben adecuadamente los signos y sintomas de una IC incipiente. La
ergoespirometria responde a la necesidad de objetivar la situacién funcional
de los pacientes con CC. La medida del consumo maximo de oxigeno (VO2)
durante el ejercicio proporciona un valor objetivo de la capacidad de
ejercicio independiente de la duracién e intensidad de éste. En pacientes
adultos con CC que no referian sintomas, se ha observado que el VO, se
reduce drasticamente a 26,1 ml/kg/min en comparacién con 45,1
ml/kg/min para sujetos de control sanos2é. Ademas, los pacientes con TF
presentan alteraciones de distintos parametros de la capacidad
cardiopulmonar medidos en la prueba de esfuerzo, teniendo alguno de ellos
valor prondstico38. Se ha descrito que el porcentaje del VO es un predictor
independiente de muerte o presencia de TVS en pacientes intervenidos de
TF27 y que el VO, la relacion entre la ventilacién por minuto/produccién de
CO: y la reserva de frecuencia cardiaca durante las pruebas de ejercicio
cardiopulmonar predicen el riesgo de mortalidad temprana en pacientes a
los que se les realiza recambio valvular pulmonar (RVP) por IP

significativa3.
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3.4.2 Valoracién con técnicas de imagen.

Con respecto a las técnicas de imagen, la valoracién de los pacientes
con IP requiere de un enfoque multimodal debido a que ninguna de ellas de
forma individual permite un estudio completo de la anatomia, funcién y
consecuencias hemodindmicas. Por ello, en muchos casos es necesario
realizar distintas exploraciones complementarias con el objetivo de ser
eficiente en la evaluacion sin causar morbilidad excesiva, pero obteniendo la
maxima informacidn posible. En las guias de consenso, se recomienda el uso
combinado de las diferentes técnicas que tenga en cuenta las
consideraciones especificas de cada paciente, las fortalezas y debilidades de

cada prueba, asi como los recursos y experiencias de cada unidad?3.

3.4.2.1 Ecocardiografia

La ecocardiografia es la técnica mas utilizada en el seguimiento de
los pacientes con cardiopatia, puesto que permite evaluar aspectos
anatémicos y hemodindmicos y, ademas, es relativamente econdmica,

ampliamente disponible y evita la exposicion a radiaciones.

En los pacientes con IP, la ecocardiografia proporciona informacién
sobre la anatomia de la valvula pulmonar y su funcionamiento, aunque su
evaluacion es dificil en comparacion con otras valvulas debido a que su
posicion anterior dificulta la obtencién de planos ecocardiograficos
adecuados para su valoracion. Ademas, la mayoria de la poblacién que
padece esta valvulopatia ha precisado de varias cirugias en la infancia y
pueden asociar otras lesiones, lo que conlleva una dificultad afiadida para

localizar las distintas estructuras cardiacas en los planos ecocardiograficos
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habituales y la necesidad de valorar otras complicaciones asociadas. Por
otro lado, la valoracién cuantitativa de cambios en el tamafo y funcion del

VD es mas problematica en comparacion con el VI.

3.4.2.1a Insuficiencia pulmonar

La determinacion de la severidad de la IP ha sido menos validada en

comparacion con otras valvulopatias.

Evaluacion por doppler color

La deteccién de la IP se basa casi exclusivamente en imagenes de
doppler color al observarse un jet diastdlico en el TSVD dirigido hacia el VD.
Las caracteristicas de este flujo, en cuanto a mayor duraciéon y amplitud,
permiten distinguir si se trata de una IP patologica, teniendo en cuenta que,
en ocasiones, el chorro de la IP grave puede ser breve al igualarse de forma
precoz las presiones diastdlicas de la arteria pulmonar y del VD por la
sobrecarga de volumen. Ademas, en el caso de que se trate de una IP libre el

flujo puede ser laminar y pasar desapercibido?3.

Los parametros para evaluar la severidad de la IP por doppler color
incluye la anchura del chorro en el origen (vena contracta), el drea y la
longitud del chorro. Estos dos dltimos no son usados por la dificultad para
su medicidn y su escasa reproducibilidad. La anchura de la vena contracta
es el método semicuantitativo mas utilizado. Se suele expresar en relacion
con el didmetro del anillo pulmonar y una relacién mayor de 0.5 se asocia

con IP grave medida por RMC4.
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Otro parametro adicional de severidad de la IP es la deteccién del
flujo doppler color reverso en el tronco y las ramas pulmonares. La presencia
de este flujo en las ramas pulmonares tiene una sensibilidad y especificidad
del 87% para detectar IP grave, pero si s6lo se detecta en el tronco pulmonar

la especificidad baja al 39%¢4.

Evaluacién por Doppler continuo

Con respecto a métodos con doppler continuo para cuantificar la IP, la
densidad de la sefial por Doppler continuo proporciona una medida
cualitativa de la severidad de la regurgitaciéon. Por otro lado, existen

métodos cuantitativos para estimar la severidad:

- Tiempo de hemipresion. Una desaceleracion rapida de la velocidad
del jet con terminacién del flujo en la mesotelediastole es compatible con
una regurgitacion grave, puesto que se relaciona con el rapido equilibrio de
las presiones diastélicas de la arteria pulmonar y del VD (figura 1.5). Se ha
observado que un tiempo de hemipresion < 100 ms, tiene una buena
sensibilidad y especificidad para identificar la IP significativat142, aunque
este parametro depende de las presiones de VD y puede acortarse si el VD

presenta fisiologia restrictiva.

- Indice de IP, medido como la relacién entre la duracién de la sefial
de IP en el trazado doppler espectral y la duracion total de la diastole. Se ha
demostrado que un valor <0,77 tiene una alta sensibilidad y especificidad

para identificar a los pacientes con FR de IP por RMC > 25%43.
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Otras valoraciones, como es el calculo del volumen y la fraccion
regurgitante presentan limitaciones en su cuantificacién como es la
mediciéon del didmetro del TSVD, por lo que no han sido bien validadas en la
IP. En la tabla 1.2 se resumen los parametros ecocardiograficos para

diagnosticar la IP grave#.

Tabla 1.2 Parametros ecocardiograficos de IP grave

- Tamaifio del chorro por Doppler color: anchura en el origen,
profundidad de penetracién en VD variable

- Relacion de la anchura de la vena contracta/ anillo pulmonar >
0,5

- Alta densidad de la sefial de Doppler continuo

- Tiempo de hemipresion < 100 ms

- Indice deIP<0,77

- Flujo reverso en tronco y/o ramas pulmonares

- ITV del flujo pulmonar aumentado con respecto a ITV del fujo
sistémico por Doppler pulsado

- Fraccion regurgitante > 40%

20 o
85%
€50 e THP 58 ms
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Figura 1.5. Valoracién ecocardiografica de la severidad de la IP. A. Tiempo de

hemipresién acortado. B. Flujo reverso en tronco pulmonar.
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3.4.2.1b Ventriculo derecho

Otro aspecto fundamental en la valoracion ecocardiografica de la IP

es el analisis de la repercusion sobre el tamaiio y la funcién del VD.

Dimensiones de VD

La ecocardiografia es una técnica con importantes limitaciones para
medir el tamafio del VD dada su posicion retroesternal, su geometria
variable, que no se ajusta a los modelos geométricos estandar, y las
dificultades para obtener imagenes de toda la camara mediante
ecocardiografia 3D en un ndmero significativo de pacientes!3. La valoracién
del VD debe realizarse desde distintos planos y es fundamental cuantificar
sus dimensiones para reducir la variabilidad interobservador en su

valoracion.

El VD se mide desde una vista apical de cuatro caAmaras centrada en
el VD, con el apex del VD visible para evitar el acortamiento. Su medicién
puede verse limitada por la dificultad para definir correctamente el borde de
la pared libre, especialmente en VD dilatados. En la tabla 1.3 se detallan las

distintas medidas de VD.

En general, un didmetro mayor de 41 mm en la base y mayor de 35
mm a nivel medio indican dilatacién del VD44 En el campo de las CC, se han
valorado distintas medidas ecocardiograficas para controlar la dilatacion del
VD y evitar el uso de RMC, asi un area telediastolica del VD indexada <20
cm2/m2 se ha asociado con un volumen telediastdlico del VD indexado
medido por RMC <170 ml/m245. Pero, en general, las medidas realizadas con

ecocardiograma-2D se correlacionan modestamente con los volimenes de
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VD derivado de la RMC46. En este sentido, la ecocardiografia tridimensional
permite medir los volumenes de VD, superando asi las limitaciones de la
ecocardiografia 2D. Aunque con dificultades técnicas en pacientes con
calidad subo6ptima de las imagenes y con VD severamente dilatado, se puede
obtener una estimacidén de los volimenes telediastolico y telesistolico de VD
y de su fraccion de eyeccion. Se han publicado diversos estudios que
comparan la precision de las mediciones de volimenes y funcién de VD por
ecocardiografia 3D en tiempo real y RMC. En general, la ecocardiografia
infraestima los volimenes*7-49 y estas discrepancias parece que aumentan
con la dilatacion severa del VD5051, Sin embargo, existe una excelente

correlacién y capacidad de discriminacién con la FEVD47:51,
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Tabla 1.3 Resumen de los valores de referencia de medidas de VD44,

Parametro Valor normal Rango
Didmetro basal de VD (mm) 33+4 25-41
Didmetro medio de VD (mm) 27 4 19-35
Diametro longitudinal VD (mm) 71+ 6 59-83
Didmetro del TSVD eje largo (mm) 25+2,5 20-30
Didmetro proximal TSVD (mm) 28+3,5 21-35
Diametro distal TSVD (mm) 2225 17-27
Grosor pared VD (mm) 31 1-5
Area telediastélica VD (cm?)
- Hombres 17 £3,5 10-24
- Mujeres 14 +3 8-20
Area telediastélica VD indexada (cm?/m?)
- Hombres 88+1,9 5-12,6
- Mujeres 8,0+1,75 4,5-11,5
Area telesistélica VD (cm?)
- Hombres 9+3 3-15
- Mujeres 72 3-11
Area telesistélica indexada (cm?/m?)
- Hombres 4,7 +1,35 2,0-7,4
- Mujeres 4,0+1,2 1,6-6,4
Volumen telediastdlico VD indexado
(ml/m?2) 61+13 35-87
- Hombres 53+10,5 32-74
- Mujeres
Volumen telesistoélico VD indexado (ml/m?)
- Hombres 27 +8,5 10-44
- Mujeres 227 8-36
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Funcién sistélica de VD

La funcién sistolica del VD ha sido evaluada mediante
ecocardiografia utilizando multiples parametros. De una forma esquematica
los métodos que se utilizan se pueden agrupar como métodos regionales
(TAPSE, onda s” por doppler tisular (DTI)), métodos globales basados en DTI
(Indice de Tei) o en la determinacién de areas/volumenes (fraccién de
acortamiento de area (FAC) y fraccién de eyeccion de VD (FEVD)) y las
medidas de deformacién miocardica (strain). Sus valores normales y rangos

se muestran en la tabla 1.4.

* Métodos regionales

TAPSE

El desplazamiento longitudinal sistélico del anillo tricuspideo es un
método que destaca por su simplicidad y reproducibilidad4452. Se mide
mediante ecocardiografia en modo M con el cursor alineado de manera
optima a lo largo del desplazamiento del anillo lateral tricispide en la vista
apical de cuatro cadmaras. Aunque refleja principalmente la contractilidad
longitudinal del VD, se han demostrado buenas correlaciones con
pardmetros que estiman la funcién global de VD. Un TAPSE < 16 mm indica
disfuncién de VD52, En pacientes con TF se ha observado una correlacion
débil con la FEVD medida por RMC?53, al igual que en otras situaciones de
sobrecarga de volumen de VD, por lo que se su papel en la valoracién de esta

poblacidn es limitado54.
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Velocidad de onda s’ derivada de DTI del anillo trictuspide lateral

Mide la velocidad longitudinal sistolica de excursién del anillo
tricaspide. Es una medida facil y reproducible que ha mostrado buena
correlacion con la funcién global del VD, a pesar de tratarse de un método
regional que mide la velocidad sistélica de un tinico segmento. Una velocidad
de la onda s” menor de 9,5 cm/s indica disfuncién de VD44 Sin embargo, en
pacientes con TF no se ha observado correlacién entre este parametro y la

FEVD por RMC51,

Ambos métodos regionales son volumen-dependientes y estan
aumentados en situaciones de sobrecarga de volumen y disminuidos en
situaciones de sobrecarga de presion, lo que limita su capacidad para
detectar disfuncion del VD. Al ser métodos regionales son dependientes de
cambios en la geometria del VD mas que de cambios en la funcién como se
observa tras la cirugia donde estan disminuidos con respecto a los valores

prequirirgicosss sin que exista empeoramiento en la funcién del VD.

* Métodos globales por TDI

Indice de Tei

Es un indice del rendimiento global del VD. Es la relacién entre la
suma de los tiempos isovolumétricos y el tiempo de eyeccién. Un indice
superior a 0.54 por DTI indica disfuncién del VD. Es util en situaciones de
alta postcarga como la estenosis pulmonar, donde la contracciéon y la
relajacion isovolumétrica estd aumentada. Sin embargo, en situaciones de

alta precarga como la IP, los tiempos isovolumétricos son cortos y en esta
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situacién un indice de Tei alterado podria reflejar mas un cambio en la carga

del VD que un cambio en la funcién intrinseca miocardicas™.

* Métodos globales basado en areas y volimenes

Fraccion de acortamiento de drea

Se define como ([area telediastolica-area telesistolica] /area
telediastolica) x 100, siendo 35% el limite que indica disfuncion del VD52
Para su célculo es importante asegurar que todo el VD esté incluido en la
imagen desde el dpex hasta la base y que se defina correctamente la pared

libre tanto en sistole como en diastole.

Fraccion de eyeccién por ecocadiografia 3D (FEVD-3D)

Las medidas por ecocardiografia 3D han sido validada por RMC, pero
presenta limitaciones como la influencia del movimiento septal, el acceso
acustico deficiente o ritmos irregulares#t. Existen diversos métodos
comercializados para evaluar la FEVD-3D, como el Tomtec® y el KBR®, este
ultimo un software especifico para CC con excelentes correlaciones con la

RMC5s,

El método que mejor se correlaciona con la FEVD por RMC en
pacientes con TF es la FEVD-3D51. Y aunque la FAC se ha correlacionado
modestamente con las mediciones por RMC en pacientes con CC!34¢, es el
pardmetro 2D que mejor se correlaciona con la funcién medida por

resonancia en esta poblacion>t.
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* Strain y Strain rate

El strain longitudinal de VD mide el porcentaje de acortamiento
sistolico de la pared libre del VD desde la base hasta el apex. El strain rate
longitudinal mide la tasa de acortamiento. Puede medirse con DTI o por
speckle-tracking. Aunque en la actualidad su utilidad clinica en la toma de
decisiones no esta establecida, medidas de strain y strain rate pueden ser

también utiles para la poblacién de pacientes con [P57.58,

Tabla 1.4. Pardmetros normales de funcién de VD.

Parametros Valores normales Valores anormales
TAPSE (mm) 24 +3,5 <16

Onda s’ (cm/s) 14,1+23 <95

FAC (%) 49 +7 <35

Strain pared libre VD (%) -29+45 >-20

FEVD 3D (%) 58+ 6,5 <45

indice Tei por Doppler tisular | 0,38 + 0,08 >0,54

E/A 1,4+0,3 <0,8/>2,0

Funcion diastdlica de VD

La evaluacion de la funcion diastdlica del VD es dificil de realizar y el
patron de llenado a través de la valvula tricispide no es fiable, por lo que es
necesario combinar varios parametros para su valoraciéon (analisis por
doppler del flujo en arteria pulmonar, dilatacién de AD, inversién del flujo

venoso hepatico, comportamiento de la vena cava inferior).
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3.4.2.1c Evaluacién del TSVD

La valoraciéon ecocardiografica del TSVD es un aspecto esencial del
estudio de los pacientes con IP, puesto que las cirugias realizadas en la
infancia involucran esta zona. Por ello, debe valorarse la presencia de zonas
aneurismaticas, en relaciéon con el parche implantado, o de estenosis
residuales. En caso de detectarse una obstrucciéon residual del TSVD, el
doppler color y pulsado permiten localizar la obstruccién y el doppler
continuo establecer su severidad y diferenciar entre una obstruccién
dindmica o fija a nivel valvular o supravalvular en funcién del perfil
espectral’3. En ocasiones es dificil evaluar la estenosis cuando hay

obstrucciones a multiples niveles como en el TSVD y las ramas pulmonares.

Otro punto que evaluar es la dimensién del TSVD a nivel de la valvula
pulmonar puesto que es importante para la planificaciéon del implante

percutaneo de proétesis pulmonar.

3.4.2.1d Ventriculo izquierdo

La disfuncién sistélica del VI es un factor prondstico de MS en
pacientes con IP. Suele ser consecuencia del fendmeno de interdependencia
ventricular debido a la sobrecarga de volumen y disfuncién del VD. En los
pacientes con sobrecarga de volumen se produce un aplanamiento del septo
interventricular predominantemente en didstole y en los pacientes con

sobrecarga de presion en sistolel3.
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3.4.2.1e Insuficiencia tricispide

La causa mas frecuente de IT en pacientes con IP es la funcional o
secundaria a la dilatacién y distorsidn del aparato subvalvular. Existen otras
causas como son la interferencia del cierre por electrodos de marcapasos,
endocarditis, alteraciones congénitas sobre la valvula tricispide y, en
particular en los pacientes con TF reparada, la afectaciéon de la comisura
anteroseptal secundaria al parche de cierre de la CIV. La ecocardiografia es
una herramienta esencial para establecer el mecanismo y la severidad de la

IT.

3.4.2.1f Otras estructuras cardiacas

La ecocardiografia es util para evaluar las dimensiones del tronco
pulmonar y ramas, asi como la presencia de estenosis. No obstante, la
capacidad de la ecocardiografia para visualizar detalles de las ramas

pulmonares en adultos es limitada.

La ecocardiografia permite descartar la existencia de cortocircuitos
residuales, fundamentalmente en la TF reparada, tanto a nivel interauricular

como secundarios a dehiscencias del parche de cierre de CIV.

La dilatacion de la raiz aértica es comun en adultos con TF reparado,

por lo que debe evaluarse en el estudio ecocardiografico.

3.4.2.2 Resonancia magnética cardiaca

La RMC es una técnica independiente del acceso acustico del

paciente, proporciona una excelente calidad de imagen y no expone a
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radiaciones ionizantes perjudiciales. Por ello, tiene un papel principal en la
cuantificacion de la IP, asi como en la medida de los volimenes y funcién
ventriculares. De hecho, la RMC es la prueba de referencia parala evaluaciéon
cuantitativa del tamano y funcidén biventricular. En consecuencia, es la
prueba adecuada para el seguimiento longitudinal de esta poblacién porque
permite una amplia evaluacion de todas las estructuras cardiacas sin las

limitaciones que puede tener la ecocardiografia.

Los estudios por RMC que se realizan en los pacientes con IP incluyen
secuencias para valorar la funcién, la contractilidad regional y los volimenes
de ambos ventriculos, similares a los que se realizan en otras patologias
cardiacas, y secuencias especificas para valorar otras alteraciones en
relacion con la patologia de estudio. Se estudia la relacién del flujo pulmonar
y sistémico, la anatomia del TSVD, las arterias pulmonares y la aorta, asi

como la presencia de areas de fibrosis en ambos ventriculos.

Un estudio completo de resonancia en estos pacientes incluye:

- Secuencias anatémicas que permiten localizar las estructuras
cardiacas.

- Secuencias cine SSPF (steady-state free precession). Se realizan
planos de 4 camaras, 2 camaras y eje corto. En este ultimo se miden los
volumenes y la funcidn biventricular, siendo especialmente importante el
estudio del VD. En pacientes con TF intervenida, se debe prestar especial
atencién para determinar las fases telediastélica y telesistolica de cada
ventriculo. El retraso en la conduccidn que presentan estos pacientes supone
que la contracciéon maxima del VD generalmente se produce después de la

del VI, por lo que hay que elegir la fase del ciclo en el que se realiza la
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mediciéon de los volimenes de VD que puede ser diferente a las del VI. En la
tabla 1.5 se muestran los valores normales de volimenes telediastélico y
telesistolico del VD indexados (VTDVDi y VTSVDi respectivamente) y
funcion de VD por RMC>.

- Planos especificos que permiten una adecuada valoracién de los
tractos de entrada y salida del VD en secuencias morfolégicas y en
secuencias de cine. Se realiza un plano orientado para mostrar la entrada y
salida del VD, un plano axial y un plano sagital oblicuo a través del eje largo
del TSVD y la arteria pulmonar. Asi puede definirse la anatomia del TSVD, la
presencia de zonas acinéticas en relacion con la cirugia correctora previa y
la presencia de zonas de obstruccidn por medio de las imagenes de cine, asi
como los artefactos del flujo que permiten distinguir la IP o la obstruccién
en el TSVD.

- Secuencias de contraste de fase para cuantificar la IP. Esta secuencia
se planifica perpendicular al plano del eje largo de la arteria pulmonar. La
FR de la IP se calcula como el volumen de flujo retrégrado dividido por el
volumen de flujo anterégrado. Esta FR, en ausencia de otra valvulopatia
regurgitante o cortocircuito residual, debe coincidir con la estimada por
métodos volumétricos que se calcula dividiendo la diferencia de los
volumenes latidos de VD y VI por el volumen latido del VD.

- Angiografia por resonancia magnética con contraste. Esta técnica
permite la evaluacion del arbol arterial y las venas sistémicas y pulmonares.
La adquisiciéon de un conjunto de datos 3D permite la reconstrucciéon de
imagenes para obtener una representacién anatémica clara del arbol
pulmonar y planificar el tratamiento en caso de estenosis de las ramas
pulmonares. Las secuencias TSE son tutiles para describir la extension y la

ubicacion de la estenosis de las ramas pulmonares debido a su mayor
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resolucién espacial, y son menos susceptibles a los artefactos metalicos por
lo que se utilizan en pacientes en los que se han colocado stents previamente.

- Evaluacién de cortocircuitos residuales. Imagenes en secuencias
cine SSFP o TSE permiten detectar cortocircuitos residuales. Las CIV
residuales puede ser evaluadas con secuencias de cine SSFP en un plano
paralelo y perpendicular ala base del septo ventricular, en el plano de cuatro
camaras y en el de tres camaras. La magnitud de la relaciéon de flujo
pulmonar y sistémico se puede cuantificar mediante la comparacidn de flujo
de en secuencias de contraste de fase en arteria pulmonar y aorta
ascendente.

- Secuencias para la deteccién de areas de fibrosis por medio del
estudio del realce tardio de gadolinio (RTG), que da informacién prondstica
en el seguimiento de estos pacientes. En pacientes con TF reparado, el RTG
suele presentarse en las areas relacionados con las cirugias previas (TSVD,
parche de ampliacién). También puede encontrarse en la pared anterior del
VD y en el septo interventricular.

- Por ultimo, la RMC permite el estudio de otras complicaciones
presentes en pacientes con TF reparada como la dilatacién de la aorta o la

presencia de IT.

Con respecto a la cuantificacion de la IP por RMC, no hay umbrales
especificos para clasificar la gravedad. Los valores usados en la practica
habitual se han asumido de los parametros ecocardiograficos. En general, se
clasifican segun la FR estimada en IP leve si esta es < 20%, moderada entre
20-40% y grave > 40%%. Por ello en la mayor parte de los estudios

publicados, se considera IP grave si la FR es mayor del 40%?¢°.
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A partir de la segunda década de la vida, la RMC es una prueba de
rutina dentro del seguimiento periédico de los pacientes con IP grave. Se
recomienda realizar un estudio con RMC a los pacientes con TF cada 3 aiios
si no hay cambio clinico o ecocardiografico’6l. Una de las limitaciones
principales de la técnica es su coste y la menor disponibilidad con respecto
a la ecocardiografia, por lo que, en la practica habitual, los pacientes son
seguidos mediante ecocardiografia y, si existen cambios en los estudios
ecocardiograficos periddicos, se realiza RMC para valorar los volimenes y la

funcion del VD.

Tabla 1.5. Parametros de VD por RMC en adultos de 20-68 afios.

Parametros | Valores Ligeramente | Moderadamente | Severamente
normales | anormales anormales anormales

MUJERES

VTDVDi 48-112 113-128 129 - 144 > 144

(ml/m?)

VTSVDi 12-52 53-62 63-72 >72

(ml/m3?

FEVD (%) 51-71 41-51 30-40 <30

HOMBRES

VTDVDi 61-121 122-136 137 -151 > 151

(ml/m?)

VTSVDi 19-59 60 - 69 70-79 >79

(ml/m?

FEVD (%) 52-72 41-52 30-40 <30
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En conclusion, la RMC nos permite obtener una valoraciéon
exhaustiva de las alteraciones estructurales residuales de la TF y estratificar
el riesgo de los pacientes, puesto que la dilatacién severa del VD y la
disfuncién biventricular medida por RMC son predictores de eventos

clinicos en pacientes intervenidos de TFe2,

3.4.2.3 Cateterismo cardiaco

Las indicaciones para la realizaciéon de coronariografia previa a la
intervencion de RVP son similares a las indicadas para el tratamiento de
otras valvulopatias. También se realiza para descartar anomalias coronarias,
presente en el 15 % de los pacientes con TF19 si no han sido descartadas por

otros estudios previos.

El estudio hemodinamico mediante cateterismo cardiaco se reserva
para pacientes en los que no es posible realizar una valoracién adecuada por
métodos no invasivos (mal acceso acustico e imposibilidad de realizar RMC
por ser portadores de marcapasos) o en aquellos casos que van a ser
sometidos a tratamientos percutaneos. El estudio angiografico permite
evaluar la presencia de shunt residual mediante oximetrias, la presencia de
estenosis con la mediciéon de gradientes y analizar la funcién diastolica
mediante mediciones de las presiones de llenado. Ademas, la presencia de I[P
se manifiesta por la pérdida de la muesca dicrética en los trazados de la
arteria pulmonar y del equilibrio de las presiones diastolicas entre la arteria

pulmonar y el VD.
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3.4.2.4 Otras pruebas de imagen

La tomografia computarizada permite la valoracién de las anomalias
coronarias y su relacion anatomica con el TSVD y la posicion de las grandes
arterias o conductos respecto al esternéon con el objetivo de planificar la
cirugia o el intervencionismo percutdneo. Su limitacién principal es el uso de
radiaciones ionizantes.

El uso de pruebas de medicina nuclear queda limitado a la

gammagrafia pulmonar cuando es necesario evaluar la perfusién pulmonar.

La evaluacién de la capacidad funcional es fundamental en
los pacientes con I[P, recomendando realizarse una
determinacién de VO; con ergoespirometria.

e Lavaloracién por técnicas de imagen requiere de un enfoque
multimodal.

e Laecocardiografia es la técnica diagndstica de primera linea,
ya que permite cuantificar la IP, tamario y funcién del VD y VI,
estudiar la anatomia del TSVD y las lesiones coexistentes.

e La RMC es el método de eleccion para la evaluacién del

volumen y funcién del VD y la cuantificacion de la IP.

4. RECAMBIO VALVULAR PULMONAR

La IP supone la indicaciéon quirdrgica mas frecuente en pacientes
adultos con CC intervenidos en la infancia®3. E]1 RVP es el unico tratamiento
que permite corregir la situacion de sobrecarga de volumen a la que esta
sometido el VD de estos pacientes, siendo una intervencién necesaria en

pacientes sintomaticos para mejorar su situaciéon clinica. Ademas, esta
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intervencion estd indicada para evitar el deterioro progresivo que puede

presentar el VD por dicha sobrecarga.

4.1 Indicaciones y momento quirurgico

Uno de los puntos que siguen siendo controvertidos en la actualidad
en el tratamiento de los pacientes con CC es el momento 6ptimo en el que
llevar a cabo el RVP en pacientes asintomaticos con IP grave. En las consultas
de CC del adulto, es una situacién que se plantea con frecuencia dado que es
una de las patologias con mayor prevalencia en este tipo de unidades, de ahi
la necesidad real que existe de saber cudndo es adecuado plantear el RVP en
esta poblacion. Aunque es una intervencién con bajo riesgo (mortalidad de
1-4%) y una excelente supervivencia (86-95% a los 10 afios)?’,
tradicionalmente se ha adoptado una estrategia conservadora para la mayor
parte de los pacientes asintomaticos, debido al riesgo que implican las
reintervenciones y la ausencia de evidencia de beneficio pronéstico. No
obstante, esto podria conllevar el riesgo de intervenir cuando la disfuncién

del VD sea irreversible.

Las guias de préactica clinica de CC del adulto de la AHA publicadas
en 20187 diferencian el manejo terapéutico de la IP segin el antecedente de
EP aislada o TF. En el primer caso (Figura 1.6), se indica RVP en pacientes
sintomaticos con IP mayor que moderada que provoque dilatacién o
disfuncién del VD con indicaciéon 1 y nivel de evidencia C. En pacientes
asintomaticos con dilatacién/disfuncién progresiva de VD indican que es

razonable el RVP (indicacién IIb y nivel de evidencia C).
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COR LOE Recommendations

1. In symptomatic patients with moderate or

greater PR resulting from treated isolated
C-EO pulmonary stenosis, with RV dilation or BV
dysfunction, pulmonary valve replacement is
recommended.

2. For asymptomatic patients with
residual PR resulting from treatment of isolated
pulmonary stenosss with a dilated nght
ventricle, senal follow-up is recommended.

3. In asymptomatic patients with moderate

or greater PR resulting from treatment of
i C-EO isolated pulmonary stenosis with progressive
RV dilation andfor RV dysfunction, pulmonary
valve replacement may be reasonable.

Figura 1.6. Recomendaciones para el tratamiento de IP aislada tras la reparacién de

estenosis pulmonar segun las guias AHA?.

En el caso de IP como secuela de la intervencion de TF (Figura 1.7)
las guias indican RVP en los pacientes sintomaticos (disnea, dolor toracico
y/o intolerancia al ejercicio) con indicacién I y nivel de evidencia B. Con
respecto a los pacientes asintomaticos el RVP es razonable para la
preservacion del tamafo y la funcién ventricular si aparece disfuncion
ventricular (indicacién clase Ila, nivel de evidencia B) y también se puede
considerar en pacientes que presenten TVS junto con las terapias especificas
para su control (indicacion clase I1b, nivel de evidencia C). En el texto estas
mismas guias indican de forma méas detallada que el RVP es razonable en

pacientes que presente al menos 2 de los siguientes puntos:
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Disfuncién de VD o VL.

Dilatacion severa del VD: VTDVDi 2160 ml/m2/ VTSVDi 280 ml/m2.
VTDVD mayor o igual a 2 veces el volumen telediastoélico del VI.
Presidn sistdlica del VD mayor o igual a dos tercios de la presion
sistémica.

Reduccion objetiva progresiva de la capacidad de ejercicio.

Recommendations for TOF (Continued)

. Pulmonary valve replacement {surgical or
percutaneous) for relief of symptoms is
recommended for patients with repaired

TOF and moderate or greater PR with

cardiovascular symptoms not othenwise

E’:plairmd_ﬂli'ﬂ-ﬂliﬂ

6. Pulmonary valve replacement (surgical or
percutaneous) i reasonable for preservation of
ventricular size and function in asymptomatic
patients with repaired TOF and ventricular

enlargement or dysfunction and moderate or
grBatEF pH_S&!.‘S—'I,HJ.S—ﬂ,S&!.‘S—I?—H.!5-1-1-

7. Primary prevention [CD therapy is reasonable
in adults with TOF and multiple nisk factors
fﬂr SC D_Sﬂl.! 15543517

8. Surgical pulmonary valve replacement may
be reasonable for adults with repaired TOF
and moderate or greater PR with ather
lesions requiring surgical interventions.

9. Pulmonary vahlve replacement, in addition
to arrhythmia management, may be
considered for adults with repaired TOF
and moderate or greater PR and ventricular
tachyarrhythmia.

Figura 1.7. Recomendaciones para el manejo de pacientes con TF segun las guias

AHA7.
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Las guias de CC de la Sociedad Europea de Cardiologia publicadas
recientementes, refieren indicaciones para RVP similares a las que presenta
las guias de AHA descritas previamente (Figura 1.8). Se sefiala que el RVP
estd indicado en pacientes con IP significativa sintomaticos (indicacion clase
I, nivel de evidencia C) y en pacientes asintomaticos cuando asocian algunas
de estas caracteristicas (Indicacion clase Ila, nivel de evidencia C):
disminucidén de la capacidad de ejercicio, dilatacién progresiva del VD hasta
VTSVDi = 80 ml/m2 o VTDVDi 2 160 ml/m?, disfuncién sistélica progresiva
del VD y OTSVD con presion sistélica del VD mayor de 80 mmHg. A destacar
que las guias europeas también valoran la IT progresiva al menos moderada
como indicacion para intervenir a los pacientes, mientras que las americanas
no lo tienen en cuenta. Ademas, en la edicién previa de las guias europeas de
CC de 20105 la presencia de arritmias auriculares sostenidas era otra de las

indicaciones de RVP.

Asfi pues, en los pacientes asintomaticos, que representan a la mayor
parte de los pacientes controlados en las consultas, uno de los parametros
principales que se ha seguido para la indicacion del RVP ha sido el volumen
del VD estimado por RMC. Sin embargo, como sefialan las guias publicadas?,
hay una falta de consenso con respecto a las indicaciones 6ptimas y el

momento del RVP en esta poblacién.
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Recommendations for intervention after repair of tet-
ralogy of Fallot

Recommendations Class® Level®
PYRep is recommended in symptomatic patients

with severe PR® andfor at least moderate C
RVOTO®

In patients with no native outflow tract.” cathe-

ter intervention ( TPV} should be preferred if C

anatomically feasible.
PVRep should be considered in asymptomatic
patients with severe PR and/or VO TO when
one of the following criteria is present
& Decrease in objective exercise capacity.
# Progressive RY dilation to RVESYI =80 mL/ lla C
m”, and/or RVEDVi =160 mUim” ¥, and/or
progression of TR to at least moderate.
e Progressive RV systolic dysfunction.
e RVOTO with RVSP =80 mmHg.

Figura 1.8. Recomendaciones para el manejo de pacientes con TF seguin las guias

europeass.

Opciones de recambio valvular pulmonar

El RVP puede llevarse a cabo quirdrgica o percutdneamente.

Las opciones quirdrgicas son bioprétesis con stent (de origen

porcino o pericardico), protesis bivalvas de politetrafluoroetileno,

homoinjertos y otros conductos. La durabilidad de las bioprétesis de origen

porcino y pericardico es similar, no requieren anticoagulacién y permiten un

nuevo implante valvular en el futuro si existe disfuncion (valve in valve). Las
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protesis mecanicas en posicion pulmonar son raramente utilizadas por la
necesidad de anticoagulacién y el riesgo de trombosis, aunque en una
revision recienteé* se ha descrito que el riesgo de trombosis no es tan

elevado (7% alos 5 afios con necesidad de reintervencion en un 3%).

Para evitar el riesgo quirtrgico se han ido desarrollando terapias
poco invasivas; y en este sentido, el implante percutaneo de protesis en
posicion pulmonar es el avance en cardiologia intervencionista que ha
revolucionado el manejo de estos pacientes. Estas terapias permitirfan un

tratamiento menos agresivo de la IP y probablemente mas precoz.

Las guias publicadas no hacen referencias especificas a las
indicaciones del implante de valvulas percutdneas, aunque indican las
protesis percutaneas como preferentes respecto a las quirdrgicas, si es
posible técnicamente8. Actualmente se usan dos tipos de valvulas
percutdneas: la valvula Melody (Medtronic®) y la valvula SAPIEN
(Edwars®). Las instrucciones de uso para la valvula de Melody®s (tabla 1.6)
especifican la presencia de una indicacién clinica asociada a disfuncion del
TSVD (IP al menos moderada y/o EP) y un didmetro del TSVD > 16 mm. Entre
los criterios de exclusién actuales, se incluyen venas centrales ocluidas,
infeccion activa y anatomia desfavorable de la arteria coronaria (posible

compresion por la valvula implantada)se.
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Valvula Melody Valvula Sapien

Edad = 5 afios/peso =230 kg Peso = 35 kg

Didmetro de conducto original = 16 mm Conducto in situ = 16 mm
y <24 mm

Disfuncién del conducto en TSVD por

ecocardiografia IP = grado 3
(ecocardiografia) o FR 2

- Pacientes en CF NYHA > II: gradiente 40% (RMC)

medio = 35 mmHg o IP 2 moderada
Con o sin estenosis
- Pacientes en CF NYHA [: gradiente medio =
40 mmHg o IP severa asociada con anillo de
la valvula tricuspide = 2 Z-score FEVD <
40%

Tabla 1.6. Criterios de inclusion para los ensayos clinicos del uso de las valvulas

Melody y Sapien, adaptada de Alkashkari et alés.

Con respecto a los resultados tras el implante de valvulas
percutaneas, se ha descrito una reduccion significativa en la presién sistdlica
del VD, de las dimensiones del VD y del gradiente del TSVD con mejoria de la
clase funcional hasta 3 afios después del procedimiento, tanto en pacientes
con lesiones estendticas, regurgitantes o mixtasé’. Ademads, Lurz et al
demostraron una excelente supervivencia a largo plazo después del RVP con
prétesis Melody; sin embargo, el 27% de los pacientes requirieron
reintervencion a los 70 meses de seguimiento. El mayor riesgo de
reintervencion fue en aquellos con gradiente residual en TSVD > 25 mmHg,
si se realizo el implante sin pre-stenting y si presentaban IT moderada-
severa antes del implante. Como ocurre con las bioprotesis y homoinjertos
implantados quirdrgicamente, la valvula pulmonar percutdnea también
degenera y pueden ser necesarios sucesivos implantes a lo largo de la vida.

En el momento actual desconocemos cémo afrontar el estrechamiento
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gradual que podria suponer el implante sucesivo de multiples valvulas

percutaneas.

Una de las complicaciones mas graves después del implante
percutaneo es la endocarditis infecciosa, con una incidencia aproximada de
2.4% por paciente-afio®s, siendo el riesgo mayor que en el RVP quirdrgico®s.
Un gradiente elevado residual en el TSVD, la turbulencia resultante y la

trombosis in situ se han implicado en la fisiopatologia de la endocarditiss®.

Aunque el implante percutaneo de valvulas pulmonares parece
seguro y eficaz frente al abordaje quirdrgicoss, faltan estudios aleatorizados
que comparen el resultado de los distintos abordajes en el tratamiento de la
IP, incluidos modelos de costes y el impacto a largo plazo en la supervivencia

de los pacientes.

Actualmente, es posible concluir que, si se ha implantado un anillo
bioprotésico del tamafio adecuado, el implante de una valvula percutanea es
factible con bajo riesgo y buenos resultados a corto y medio plazo. Pero es
necesario demostrar si un RVP mas precoz con implante de valvula

percutanea posterior tiene un impacto en los resultados clinicos!4.

4.3 Repercusion del recambio valvular pulmonar

En un metaanalisis publicado en 201318 donde se incluye a 3118
pacientes intervenidos de TF que se someten a RVP, se observo que la
intervencion sobre la valvula pulmonar tiene una baja tasa de mortalidad a
los 30 dias y a los 5 afios (0,87% y 2,2%, respectivamente) y una aceptable
tasa de reintervencién (4,9% a los 5 afios). Ademadas, se observan

disminuciones significativas de volimenes del VD, aumento en los
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volimenes y la funcién del VI, disminucién en la duracién del QRS y mejora
en la clase funcional. Pero no se evidencia mejoria enla FEVD. A pesar de que
tras la cirugia se observa sistematicamente una reduccién importante de los
volimenes ventriculares, no hay evidencia de cuales son los parametros
volumétricos en los que la cirugia consiga una normalizacién del volumen,

una mejoria de la funcion sistélica del VD y una mejoria pronostica.

A pesar de que la mortalidad y morbilidad del procedimiento son
bajas, el porcentaje de degeneracion de la bioproétesis u homoinjerto
implantado es alto y es necesario realizar reintervenciones. En algunas
series®?, el 25% de los pacientes a 10 afios precisan de la realizaciéon de un
nuevo procedimiento de RVP siendo ademas mayor el porcentaje de
pacientes que presentan disfuncién de la protesis (50 % a los 10 afios). Se ha
demostrado que el ndmero de reintervenciones es un predictor
independiente de muerte39, por lo que la eleccion del momento 6ptimo para

el RVP es crucial.

Por un lado, es importante evitar los efectos perjudiciales que puede
tener la IP grave si se retrasa mucho la cirugia en el sentido de dilatacién y
disfuncién irreversibles del VD y desarrollo de IC. Pero, por otro, debe
evitarse un tratamiento precoz que suponga multiples reintervenciones en
el seguimiento, a lo que se afiade que no se ha demostrado mejoria en el
prondstico interviniendo a los pacientes asintomaticos. Ademas, se ha
observado que uno de los factores que influyen en el fallo de la prétesis tras
RVP es la edad mas precoz en la intervencion?? que podria estar en relacion
con una degeneracion y calcificacidn mayor en los jévenes que en los

pacientes adultos.
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Diversos autores han analizado qué parametros preoperatorios,
principalmente referidos a volimenes ventriculares, son los idéneos para
conseguir una normalizacion del tamafio y funcién del VD. La mayoria de los
estudios publicados?!-74 indican que pacientes con VTDVDi entre 150-170
ml/m2 deberian ser intervenidos, puesto que aquellos a los que se realiza el
RVP con volimenes mayores no normalizan el tamafio del VD, e incluso se
llega a marcar el punto de corte de VTDVDi de 150 ml/m? para conseguir

mejorar la funcién biventricular y la capacidad de ejercicio submaxima.

Otros autores, como Geva et al.”s han valorado otros parametros para
predecir la respuesta del VD al RVP, asi observaron que un VTSVDi <90
ml/m2 preoperatorio se asocid con la normalizacién de tamafio y funcién del
VD tras el RVP, mientras que una FEVD < 45% en el preoperatorio supuso
una disfuncidén y dilatacién mantenida tras el RVP. En esta misma linea, otro
trabajo reciente’¢ sefiala que un punto de corte preoperatorio de VTSVDi
<82 ml/m? es igualmente sensible y mas especifico para la normalizacién de
los volimenes de VD que el VTDVDi. Ademas, el objetivo de reduccién del
VTSVDi seria mas adecuado para valorar la remodelacion inversa dptima
porque es mas independiente de la precarga que el volumen telediastoélico.
También se ha descrito que los pacientes operados con un VTSVDi > 95
ml/m2 tienen un resultado hemodinamico sub6ptimo y mayor riesgo de

eventos clinicos?7.

No obstante, aunque hasta el momento los volimenes del VD han
sido uno de los parametros fundamentales para indicar el RVP y su
normalizacién uno de los objetivos principales, no se ha evidenciado que un

punto de corte determinado mejore el prondstico de los pacientes.
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Con respecto a la arritmias y riesgo de MS, no se ha demostrado que
el riesgo de TV se reduzca tras el remodelado inverso que presentan los
pacientes que se someten a RVP. En estudios clasicos, donde se observa que
el RVP mejora los sintomas, el estado funcional y el tamaiio del VD, no se
observa una reduccién del riesgo de arritmias ni de MS si se compara con
una poblaciéon en la que no se lleva a cabo el RVP7879. De hecho sdlo se
evidencia disminuciéon del riesgo de arritmias cuando se realizan
procedimientos de ablacion del sustrato arritmico asociados al RVP80, En
este sentido, Therrien et al.8® observaron que tras el RVP hay una
estabilizacion de la duracién QRS y una reduccién en la incidencia de TVS del
22% al 9% y de la fibrilacion o flutter auricular del 17% al 12%. Pero en este
estudio fue frecuente la realizacién de procedimientos de crioablacién
concomitante para el tratamiento de arritmias por lo que, aunque el RVP
podria tener un papel en la reducciéon del riesgo arritmico, no permite

evaluar el impacto directo que tendria el RVP en la MS.

e Los objetivos terapéuticos del RVP son la mejoria clinica y
prondstica.

e Seria crucial conocer cudl es el momento dptimo para
realizar el RVP.

e La mortalidad del RVP es baja, pero la necesidad de
reintervencion es alta, lo que se supone un predictor de
muerte independiente.

e La mayoria de los estudios indican que el RVP mejora la CF,
pero no la funcién del VD, el riesgo arritmico ni el prondstico.
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5. BIOMARCADORES EN LA INSUFICIENCIA PULMONAR

Se ha demostrado que los péptidos natriuréticos de tipo B (BNP y
NT-ProBNP) son biomarcadores importantes en pacientes con IC. Se ha
estudiado la relacién de los niveles de BNP y la disfuncién del VD, y en
concreto, en pacientes con TF se ha visto que los niveles de BNP se
relacionan con la clase funcional de la New York Heart Association (CF
NYHA). Sin embargo, las elevaciones de BNP son leves en comparacion con
los pacientes con IC por disfuncién del VI29. En un estudio con 43 pacientes
con TF reparada8l, se observé que los niveles de NT-ProBNP se relacionaban
con el grado de dilatacién del VD y la severidad de la IP; pero no se encontré
relacion con la funcién del VD, apuntando que por el hecho de ser una
poblacién joven y asintomatica no presentaban disfuncién del VD. En esta
linea, en otro estudio publicado recientementes?, se observé que los niveles
de NT-ProBNP en una poblaciéon con IP residual tras TF se relacionan con la
aparicién de eventos adversos; sin embargo, no se obtiene correlacion entre
los niveles del biomarcador y los parametros de valoracién funcional del VD.
Estos hallazgos estan en discordancia con lo descrito por Koch et al.83, en un
estudio de cohorte retrospectivo, donde compararon los niveles de BNP en
130 nifos y adultos con TF reparada, encontrando relacion entre los niveles
de BNP y la dilatacion del VD. Ademas, en este trabajo se observan niveles
mayores de BNP en pacientes sintomaticos y a la espera de RVP, que

disminuyen tras el mismo.

También se ha investigado la correlacion del BNP con la capacidad
de ejercicio en los pacientes con TF reparado84, observando que los niveles

de BNP aumentan con el ejercicio y que el incremento en esta poblacién es
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mayor que en los controles. El aumento de BNP también se correlacioné con
el grado de IP y los valores de didmetro telediastolico de VD. En otro estudio
se observd que los niveles de NT-ProBNP se correlacionaron con bajo VO; en

la prueba cardiopulmonar, asi como con la dilatacion del VD y la FEVD#s.

En conclusién, se ha constatado que existe una relacién entre los
niveles de los péptidos natriuréticos y los parametros de dilatacién de VD en
pacientes con TF, asi como con la severidad de la IP y la valoracién funcional
cardiopulmonar. Sin embargo, existen discrepancias en la relacion de estos

biomarcadores con la FEVD83-86,

Con respecto a otros biomarcadores, Lai et al.87 estudiaron el papel
de biomarcadores circulantes del metabolismo del coldgeno relacionados
con la fibrosis ventricular en pacientes con TF reparada, observando que
estos pacientes presentaban niveles mayores de estas moléculas con
respecto a los controles, y que se relacionaban con la presencia de RTG, asi
como con los volimenes de VD. Por ello postulan que los niveles elevados de
estas moléculas podrian reflejar la fibrosis del VD y estar relacionados con

eventos adversos.

e Los péptidos natriuréticos se han relacionado con la clase
funcional clinica, la aparicién de eventos adversos y la
dilatacién del VD.

e No existe una relacion clara entre los péptidos natriuréticos
y la FEVD.

e Biomarcadores del metabolismo del coldgeno se han
relacionado con la fibrosis del VD.
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6. RECEPTORES ADRENERGICOS Y GRK COMO BIOMARCADORES
EN PATOLOGIA CARDIOVASCULAR

La investigacién de biomarcadores en el ambito de la cardiologia
esta actualmente en plena expansion, aunque existen escasas publicaciones
que hayan estudiado biomarcadores en los pacientes con IP. Los principales
biomarcadores usados a nivel practico en el estudio de la IC, los péptidos
natriuréticos, tiene una utilidad limitada en estos pacientes a diferencia de
lo descrito en pacientes con disfuncién del VI. Por este motivo, se considera
interesante estudiar otros marcadores moleculares que puedan ser ttiles en
la valoracién de estos pacientes y ademads, aumenten el conocimiento en
cuestiones por resolver como son la fisiopatologia y progresion de la

disfuncion cardiaca derecha.

Entre los nuevos biomarcadores que se estan estudiando a nivel de
patologia cardiovascular se encuentra los receptores adrenérgicos y las
quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK) que modulan su
funcién. El estudio de estas moléculas en el ambito de pacientes con CC,y en
concreto con IP grave, supone un enfoque molecular novedoso e interesante
puesto que algunos de estos marcadores han demostrado valor pronéstico

en pacientes con IC88,
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6.1 Receptores adrenérgicos y quinasas moduladoras de su
actividad.

6.1.1 Receptores adrenérgicos o adrenoceptores

La homeostasis del aparato cardiovascular esta controlada por el
sistema nervioso autondmico, existiendo una interaccién permanente entre
ambos. Este hecho se concreta en la rica expresion de receptores
adrenérgicos o adrenoceptores (AR) presentes en el aparato

cardiovascular®.

Los AR son receptores de membrana que forman parte de la
superfamilia de los receptores con siete dominios transmembrana, también
llamados receptores acoplados a proteina G (GPCR), que son la superfamilia
mas importante de receptores de membrana plasmatica y median acciones
de hormonas, neurotransmisores, quimioquinas y estimulos sensoriales.
Existen tres tipos de adrenoceptores (al, a2, ) subdivididos en nueve
subtipos. Las catecolaminas endégenas realizan su accion a través de estos
receptores que controlan diversos procesos fisiolégicos mediante la
activacion de vias de sefializacién. Por ello, los AR estan implicados en
diversas funciones como el control de la presiéon arterial, de la frecuencia

cardiaca o de la contractilidad cardiaca?®.

En concreto, los AR-3 son activados por la noradrenalina liberada de
las terminaciones nerviosas y la adrenalina circulante y con ello regulan
distintas respuestas cardiovasculares como la relajacion del musculo liso, la
contractilidad cardiaca y el control del ritmo cardiaco. Por este motivo son

una importante diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades
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cardiovasculares como la hipertension arterial, las arritmias cardiacas o la
[C91. Existen 3 subtipos (1, B2, 3) que se distribuyen por el organismo en
distinta proporcidn, lo que conlleva que cada uno de ellos esté implicado en
un proceso fisiopatolégico. Por ejemplo, los AR-32 son los mas abundantes a
nivel arterial y los AR-f1 se distribuyen en mayor proporciéon a nivel

cardiaco por lo que median la contraccidén y el ritmo cardiaco.

Como se ha comentado, el subtipo 1 es el mas frecuente a nivel
cardiaco, representando el 70-80% en algunas especies®2. Por ello, es el
principal responsable de la contracciéon muscular del corazon y del control
del ritmo cardiaco. El subtipo 2 esta implicado en menor medida en la
contraccién debido a que se encuentra inicialmente secuestrado en las
caveolas®3. Se ha descrito que la estimulacion sostenida del AR-B1 cardiaco
presenta efectos cardiotéxicos a través de la activacion de la apoptosis y de
la hipertrofia. Sin embargo, la activacion del subtipo 2 favorece efectos
cardioprotectores que contrarrestan la sefializacion de AR-f1. Por ello, la
estimulacién sostenida y la proporcion de cada subtipo estardn muy
implicadas en el remodelado del corazén y en el deterioro progresivo

descrito en la IC 9094,
6.1.2 Regulacion de los receptores adrenérgicos: las GRK.

El estudio de los AR no se limita a su cuantificaciéon en la membrana
celular, sino que se basa en la comprensiéon de su ciclo celular. Existen

sistemas de regulacion que limitan la actividad de los AR para adaptarla

segin las necesidades fisioldgicas del organismo. Estos mecanismos
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incluyen la desensibilizacion, la internalizacion, la endocitosis y el secuestro

de los AR.

Enlaregulacion de la actividad de los AR son importantes dos grupos
de proteinas que actiian en la modulacién de la funcionalidad y la dindmica
intracelular de los AR. Por un lado, destacan las quinasas de receptores
acoplados a proteinas G (GRK), una familia de serina/treonina kinasas, que
fosforilan a estos receptores cuando son ocupados por agonistas. Y en
segundo lugar, las proteinas desacoplantes denominadas arrestinas, que se
unen a los receptores fosforilados por kinasas, impidiendo la transduccién
de la sefial de estos AR. Con la actuaciéon de estas proteinas especificas los
receptores fosforilados son secuestrados de la superficie celular o
internalizados, siendo desde ese momento inaccesibles para los ligandos.
Esto puede llevar a la degradacidon del receptor, y por lo tanto una reduccién
en el numero total de receptores presentes en la célula. Es el proceso
conocido como regulacion a la baja o disminucién regulada
(downregulation). Pero también puede mediar una via de sefializacion
intracelular que esta mediada por la b-arrestina y activa MAPK como

ERK1/2959697, Estos procesos se esquematiza en la figura 1.9.

Dentro de la familia de las GRK han sido clonados un total de siete
genes que codifican para siete GRK diferentes. Las isoformas méas expresadas
en el corazén son la GRK2, la GRK3 y la GRK5. Estas GRK junto con las
arrestinas tienen un papel fundamental en la modulacién de los AR, con ello,

cambios en su expresion y actividad afectan al funcionamiento de los AR.
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Figura 1.9. Regulacién de adrenoceptores y GRK.
1. Localizacién del adrenoreceptor [3; 2. Activacién; 3. Sefializaciéon a través de
proteinas G; 4.Fosforilacon por GRK; 5.Endocitosis; 6.Localizacién endosomas;

7.Reciclado a la membrana; 8.Degradacion en lisosomas.

Puesto que para que los AR sean fosforilados precisan de estar
activados por su agonista, una exposicion sostenida o repetida a
catecolaminas circulantes conlleva un aumento de la fosfolizacion de
adrenoceptores mediante GRK. La fosforilacién del receptor conlleva la
internalizacién del mismo en la célula y, por tanto, el cese de su funcién en

la membrana celular?59,
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Se han descritos multiples niveles de interaccién que cooperan para
la activacion y la traslocacién a la membrana de GRK tras la interaccion del
receptor con un agonista, por lo que son multiples y complejos los
mecanimos que regulan la expresion, la actividad y la localizacion de las GRK,
y especialmente de la GRK297. Son diferentes sefiales las que actian a través
de factores de transcripcion para modular la transcripcién del gen. Por ello,
los niveles celulares de proteinas GRK2 estan regulados por las integracién
de los procesos de transcripcién, traduccién y degradacion de proteinas
(figura 1.10).Y se ha descrito que los mecanismos no transcripcionales estan
también muy involucrados en la regulaciéon de los niveles de expresion de
GRK2, existiendo vias de degradacion de proteinas intracelulares que
responden a estimulos externos para equilibrar los niveles de proteina. Se
ha demostrado que en el caso de las GRK2 esta degradacion esta mediada
por las calpainas y el proteosoma®. Por este complejo mecanismo de
regulacion, se han observado alterados los niveles proteicos de GRK que no
son paralelos a los cambios correspondientes en los niveles de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) en varias afecciones patolégicas como

procesos inflamatorios crénicos o modelos de hipertrofia cardiaca%.
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Figura 1.10. Multiples mecanismos de regulacién de los niveles de GRK2 y su

funcionalidad. Adaptada de Penela et al.?”.

6.2 Relacion de los AR v las GRK con la insuficiencia cardiaca

6.2.1 Adrenoceptores 3

Los AR-B han sido ampliamente estudiados en la IC. El sistema (-
adrenérgico es un componente fundamental en la regulacion de la funcién
cardiaca y estd involucrado en la patogénesis de la 1C%. La actividad del
sistema nervioso simpatico aumenta en la IC y como consecuencia existen
mayores niveles de catecolaminas que estimulan los AR, Inicialmente la
estimulacién de los AR-f3 cardiacos supone un aumento de la contractilidad
del corazén, necesario para compensar la IC, pero posteriormente esta

activacion mantenida provoca un aumento de la apoptosis y un remodelado

58



Introduccion

cardiaco inadecuadol?l. Por ello, el uso de farmacos [B-bloqueantes

constituye una parte importante en el tratamiento de la IC102,

Los efectos toxicos de la activacion de AR-f en la IC parecen surgir
del subtipo AR-B1. La sobreexpresion de AR-B1 en ratones transgénicos
causa hipertrofia temprana y fibrosis intersticial seguida de disfuncién
cardiacal00, Ademas, numerosos estudios indican un papel cardioprotector
paralos AR-B2 enla IC%. Se ha descrito que la sobreexpresiéon moderada del
subtipo 2 sirve para restaurar la funciéon y la morfologia cardiaca
deterioradas!93. Con el progreso de la IC el aumento crénico de la exposicién
alos agonistas o catecolaminas end6genas esta relacionado con un descenso
progresivo en la expresion génica y proteica del AR-$119, como probable
mecanismo protector para evitar los efectos pro-apoptéticos de este subtipo.
Por otra parte, la densidad del subtipo 32 aumenta, quizas como intento de
mejorar la funcién cardiaca o de protegerla favoreciendo el efecto anti-
apoptotico?4, aunque otros estudios han observado que una sobreexpresion
excesiva de este subtipo 32 también puede relacionarse con hipertrofia
cardiaca e IC104, Con todo ello se considera que, en la IC, la sefializacion
cronica de AR-B1 es cardiotoxica y la senalizacion créonica de AR-f32
cardioprotectora. Sin embargo, para ambos subtipos de AR-f, el equilibrio
entre los efectos toxicos y los efectos protectores depende de la enfermedad
subyacente y del modelo especifico utilizado para estudiar los efectos de los

AR-p,
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6.2.2 GRK

La investigacidn sobre la distribucion y regulacién de las GRK ha
permitido conocer que estan implicadas en multiples vias tanto en la funcién
cardiaca normal como en enfermedades cardiovasculares (figura 1.11)105. En
concreto, en la IC existe una regulacion de los AR-f3 secundaria a la activaciéon
neurohormonal crénica que se provoca en esta enfermedad. Por ello, las GRK
encargadas de esta regulacion tienen una clara implicacién en la funcién
cardiaca en la IC. Estas cinasas son las responsables de reducir la actividad
de los AR-f, contribuyendo a la reduccién del gasto cardiaco, que podria

favorecer el desarrollo y la progresion de la enfermedad.
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Figura 1.11. Implicacién de las GRK en la regulacién de la funcién cardiaca a

multiples niveles. Adaptada de Grisanti et al.105,

La GRK2 es una de las cinasas mas estudiadas. Tiene un importante

papel en diferentes procesos celulares y funciones fisiolégicas como

resultado de la integracién de todas las interacciones que tiene tanto con

receptores GPCR, entre ellos los AR, como con otro tipo de moléculas en

respuesta a sefales extracelulares. Actualmente la investigacion en este

campo sigue amplidndose para conocer con mas detalle las moléculas
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implicadas en la regulacién y actividad de las GRK2, puesto que como se ha
revisado recientemente, juega un importante papel en la regulacion de los
AR-f tanto en el corazdén sano como enfermo y por ello, se piensa en su
inhibicién como posible diana terapéutical®. Se ha descrito que tanto la
GRK2, como la GRKS5, juegan un papel clave en la IC, 1a hipertrofia y el infarto
de miocardio92103, Los niveles de GRK2 tanto a nivel de ARNm como a nivel
proteico estdn aumentados en el corazon durante la [C106107 y este aumento
se relaciona con una disminucién de la actividad de AR-B en muestras de
corazén humano de pacientes con IC1%,. Estos hallazgos parecen mostrarse
antes del desarrollo de la enfermedad, pudiendo representar un marcador
temprano de la disfuncién cardiacal®8. Por otro lado, se ha descrito que la
actividad de la GRK2 en muestras de corazén insuficiente aumenta conforme
avanza la gravedad de la enfermedad en estadios leves o iniciales de la
enfermedad (clases I-1I de la NHYA), pero baja hasta niveles controles en
estadios mas graves o avanzados (clases I1I-1V de la NHYA)109. Ademas, se ha
descrito que la regulacion celular que se lleva a cabo a través de la GRK2
tiene importantes implicaciones en la respuesta inflamatoria durante las
enfermedades cardiacas!10. Aparte del papel de la GRK2 en la IC, también
estd implicada en otros procesos que estdn relacionados con las

enfermedades cardiovasculares como la resistencia a la insulina0s,

En cuanto a la GRKS5, que se encuentra principalmente en el corazoén,
existe una sobreexpresion en corazones de animales con IC, sobre todo en
fases terminales!!!, Pero su papel enla IC no estd del todo claro. En pacientes
con IC terminal, sometidos a trasplante cardiaco, se ha observado una
correlacion inversa entre los niveles de expresion génica (ARNm) de GRK5 y

GRK3 y el volumen diastélico del VI!12, También se ha descrito una
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correlacién inversa entre la expresion de GRKS, que modula la actividad del
AR-B1 cardiaco, y la hipertrofia ventricular, lo que respalda la evidencia
clinica de un papel protector de un polimorfismo de GRK5 en la IC que inhibe

la sefializacion del AR- 1113,

Por ultimo, la GRK3 se encuentra expresada a lo largo de todo el
organismo en multitud de 6rganos y tejidos diferentes. En los estudios mas
antiguos que se han realizado en modelos animales y humanos de IC no se
han encontrado alteraciones!14115, pero si en el anteriormente citado 112, De
hecho, se ha asociado una mayor expresion de GRK3 y GRK5 con menores
dimensiones del VI, aportando nueva informacién a hallazgos previos que
apoyan un papel protector de GRK3 en el sistema cardiovascularii61l? y
contribuyendo a una mejor comprension de la posicion del gen GRK3 en un

locus de un cromosoma asociado con la masa y la contractilidad del VI118,

En resumen, en la IC, se han descrito cambios en la expresion (génica
o proteica) de los AR-31, GRK2 y GRK5 en el corazén!19120, que varian segin
el origen de la enfermedad (miocardiopatia isquémica o no isquémica)!12, el
estadio de la enfermedad109121 g el uso de betabloqueantes!. Estos cambios
se explican por el papel que las catecolaminas circulantes o el tratamiento
con bloqueadores beta puedan tener en la expresion de AR y GRK. De hecho,
un aumento sostenido de catecolaminas circulantes induce una disminucién
de la expresion de los AR-f§ acompafiada de un aumento en la expresion de
las GRK, mientras que la administraciéon de bloqueadores beta produce los

efectos contrarios8s 122,

La principal limitacién de los primeros estudios que incluyeron estos

marcadores de disfuncién cardiaca fue que precisaban material biolégico de
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origen cardiaco (biopsia endomiocardica, explante cardiaco) para su
estudio. Este problema se solvent6 cuando se asent6 la correlacién entre la
expresion de AR y GRK en tejido cardiaco y linfocitos de sangre
periférical06.122-125 de tal modo que, una muestra de sangre periférica es

suficiente para realizar el estudio de estos marcadores moleculares.

6.3 ARy GRK en linfocitos de sangre periférica como biomarcadores
en patologia cardiovascular

Se ha descrito la presencia de AR-B y GRK en células del sistema
inmune implicadas en la regulacion de funciones del propio sistema
inmunitario como en patologias de caracter autoinmunel26127. En base a
estos estudios se ha sugerido que la presencia de AR-8 podria ser la conexion
existente entre dicho sistema y el sistema nervioso simpatico!28. Ademas, la
presencia de los AR y las GRK en células del sistema inmune como en los
linfocitos de sangre periférica o fraccion monolinfocitaria circulante (FMLC),
ha abierto la posibilidad de usarlos como biomarcador en determinadas

patologias cardiovasculares como la IC.

En este sentido, se ha estudiado la distribuciéon de AR-f3 en linfocitos,
siendo el subtipo (2 el mas abundante!2? y se ha observado una correlacién
en la densidad de los AR-f3 entre miocardio y linfocitos, proponiendo los
linfocitos como marcador molecular para el control de las enfermedades
cardiovasculares!??. Ademas, se han visto cambios en la expresion de los AR
en linfocitos en pacientes con 1C106129 y se han observado cambios en la

densidad de AR en pacientes tratados con [-bloqueantes!3?. Todo ello,
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sugiere que los cambios en AR en linfocitos pueden ser un reflejo de los

cambios ocurridos a nivel cardiaco.

En el caso de las quinasas reguladoras, la GRK2 medida en linfocitos
se ha sugerido como biomarcador de enfermedades cardiovasculares. En
esta linea, se han descrito niveles alterados en la expresion y actividad de
esta molécula en pacientes con HTA13! y pacientes con [C1%. En este sentido,
laccarino et al.1%¢ observaron un aumento en la expresion y la actividad de la
GRK2 en linfocitos que se correlacionaba con los hallazgos en miocardio y
que era mas marcado segln el deterioro de la funcion cardiaca, proponiendo
el uso de esta cinasa como biomarcador de la IC. Hallazgos similares se han
descrito en otros estudios, donde se han observado aumento en los niveles
de ARNm y proteina para la GRK2, GRK3 y GRK5 en linfocitos de pacientes
con sobrecarga del VI relacionados con la gravedad de la enfermedad?32.
Ademas de estos hallazgos desde un punto de vista descriptivo, en un
estudio realizado en pacientes con IC y fraccién de eyeccion de VI (FEVI)
deprimida se ha descrito que los niveles proteicos de GRK2 en linfocitos son
un predictor independiente de mortalidad cardiovascular y mortalidad total

en esta poblacionss.

Sin embargo, no siempre hay una concordancia en los cambios
producidos en el corazén y en los linfocitos. Asi, se han descrito niveles
elevados de GRK2 y AR-B2 en el miocardio de pacientes con IC y
miocardiopatia dilatada, pero que mostraban niveles de expresion
disminuidos de estos biomarcadores en linfocitos y que se revierten tras el
trasplante cardiaco!33. Por ello, el interés en estudiar estas moléculas en la
poblacidén con IP se centra mas en su papel como biomarcadores en si mismo

mas que en el mimetismo que puedan tener con la expresion de estas
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mismas moléculas a nivel cardiaco.

e Descripcion de nuevos marcadores relacionados con la
regulacion de la funcion cardiaca: Receptores adrenérgicos
(AR) y sus quinasas moduladoras (GRK).

e La expresion de los AR-B y las GRK (GRK2, GRK3 y GRK5)
cambia como  consecuencia de las variaciones
neurohumorales producidas en la IC, por lo que su
cuantificacion puede ser ttil en el seguimiento de esta
enfermedad.

e Es posible determinar su expresion en linfocitos de sangre
periférica lo que facilita su uso como biomarcadores.

e Sehademostrado que la determinacion de GRKZ en linfocitos
de pacientes con IC es un predictor independiente de
mortalidad.

e Interés en estudiar estos biomarcadores en la IP grave para
ampliar conocimientos sobre su fisiopatologia.
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La IP crénica, como secuela tras la intervencién de enfermedades
obstructivas del TSVD, es bien tolerada clinicamente, pero conlleva un
deterioro progresivo del VD. Empiricamente, este deterioro podria asociar
alteraciones a nivel molecular similares a la que se producen en otros
escenarios como la IC.

Se han descrito biomarcadores de IC, como son los AR y sus quinasas
moduladoras, las GRK, que pueden ser determinados en la FMLC.

El estudio de estas moléculas podria ser util para profundizar en el

conocimiento de la fisiopatologia de los pacientes con IP.

1. HIPOTESIS PRINCIPAL

Los pacientes con IP grave como secuela tras la cirugia correctora de
CC obstructivas del TSVD tienen un patrén de expresion de AR y GRK en la
FMLC significativamente distinto a los controles sin cardiopatia y similar a

pacientes con IC.

2. HIPOTESIS SECUNDARIAS

- El patrén de expresidon de AR y GRK es diferente en los pacientes con
IP grave en funcién de la situacidn clinica y de parametros de tamafio y
funcion del VD.

- En los pacientes con IP grave el patron de expresién de ARy GRK es
diferente en funcidén de si presentan criterios de RVP.

- La expresion de AR y GRK tiende a normalizarse tras el RVP.
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Objetivos

1. OBJETIVO PRINCIPAL

Describir la expresion de AR-f3 (AR-B1 y AR-B2) y GRK (GRK2, GRK3
y GRK5) en la FMLC que presentan los pacientes con IP grave y compararla
con la expresion que presentan los controles sin cardiopatia y los pacientes

con IC.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Comparar la expresion de AR-f y GRK entre pacientes con IP grave
segln su situacién clinica y los parametros de valoracién del VD y analizar
la correlacién de la expresion de estos marcadores con datos clinicos,

electrocardiograficos y de imagen del VD en los pacientes con IP grave.

b) Comparar la expresion de AR-f y GRK (ademas de datos clinicos,
ECG y de imagen del VD) entre pacientes con indicacién de RVP frente a
aquellos sin indicacién de intervencidn segln criterio clinico siguiendo las

recomendaciones actuales.
c) Analizar los cambios que se produzcan en la expresion de AR-B y

GRK enla FMLCy en los datos clinicos, ECG y de imagen de VD tras la cirugia

de RVP en aquellos pacientes que sean intervenidos en la evolucion.

73



Analisis de Marcadores Moleculares en la Insuficiencia Valvular Pulmonar Grave en Adultos con
Cardiopatias Congénitas

74



IV. MATERIAL Y METODO

75



76



Material y método

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de cohortes, unicéntrico, prospectivo y
observacional. Se incluyeron pacientes no consecutivos diagnosticados de
IP grave definida por criterios ecocardiograficos (tabla 1.2) y/o por RMC
(FR de IP > 40%)*° seguidos en la Unidad de Cardiopatias Congénitas del
Adulto (centro de referencia de la Comunidad Valenciana) del Hospital

Universitario y Politécnico La Fe desde diciembre de 2011 a julio de 2015.

2. POBLACION DEL ESTUDIO

Los pacientes que cumplian los criterios de inclusién expuestos en la
tabla 4.1 fueron incorporados al estudio tras firmar el consentimiento

informado (Anexo I).

Tabla 4.1. Criterios de inclusién y de exclusién.

CRITERIOS INCLUSION CRITERIOS EXCLUSION

Disfuncién ventricular izquierda
Edad superior a 14 afios
Valvulopatia izquierda grave

CC con TSVD disfuncionante
Enfermedad inflamatoria crénica

Presencia de IP grave
Enfermedad autoinmune

El grupo control estaba, a su vez, formado por dos grupos, un grupo
de 22 sujetos sanos comparables en cuanto a edad y sexo con los pacientes

con IP incluidos y un grupo de 13 pacientes con IC avanzada de origen no
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isquémico en estudio pre-trasplante cardiaco con el objeto de comparar la

expresion de AR- y GRK en la FMLC.

3. PROTOCOLO DEL ESTUDIO

El protocolo de estudio se muestra en la figura 4.1. Tras la firma del
consentimiento e inclusién en el estudio, los pacientes fueron sometidos a
una extraccion sanguinea, obteniéndose una muestra para el andlisis de la
expresion de AR-B y GRK en la FMLC. En el momento de la inclusion a los
pacientes también se les realiz6 un ECG y una ecocardiografia. Se
incorporaron datos clinicos y de valoraciéon de VD por RMC realizada dentro

de su evaluacion rutinaria.

Durante el seguimiento, a aquellos pacientes intervenidos de RVP
se les realiz6 una nueva extraccion de sangre periférica para el analisis de
los marcadores un afio tras la cirugia. Se obtuvieron los datos de la
evaluacion clinica con ECG, ecocardiograma y RMC realizados al afio de la

cirugia.
Tanto al grupo de los controles sanos como al grupo de pacientes

con IC avanzada se les realizé6 una Unica extraccion sanguinea para el

analisis molecular.
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Insuficiencia pulmonar grave
NO

Cumple criterios de inclusion EXCLUIDO
|

Consentimiento informado

|

Extraccion de muestray recogida de datos

Pacientes no intervenidos Pacientes intervenidos de RVP

Extraccion de muestray recogidade datos

> 1ario tras la cirugia

Figura 4.1. Protocolo de estudio. RVP: recambio valvular pulmonar.

4, MATERIAL Y VARIABLES ANALIZADAS

4.1 Variables clinicas y funcionales.

Se registraron datos clinicos, electrocardiograficos, analiticos y de
técnicas de imagen en el momento del reclutamiento y en el seguimiento de

los pacientes que fueron intervenidos (tabla 4.2).

Variables clinicas analizadas:
- Datos demogréficos: edad y sexo.

- Cardiopatia congénita de base y otras anomalias cardiacas asociadas.
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- Intervenciones realizadas y fecha en las que se llevaron a cabo. Se
incluyeron las intervenciones paliativas previas como fistulas.
Puesto que en su mayoria se trata de pacientes con enfermedades
obstructivas del TSVD se detall6 el tipo de intervencién realizada,
quirargica o percutdnea. Y en caso de cirugia, si se realizd una
miectomia/valvulotomia aislada o si se asoci6 el implante de parche
transanular o ampliacion del TSVD.

- Secuelas surgidas en el seguimiento.

- Situacién clinica en el momento de la incorporacién en el estudio,
incluyendo clase funcional de la NYHA y signos de IC derecha como
edema, hepatomegalia o ingurgitacion yugular.

- Indicacion de RVP en el momento de la inclusién en el estudio.

- Eventos clinicos: sincope, muerte, presencia de arritmias auriculares

y/o ventriculares, necesidad de marcapasos y/o DAL

Con respecto a las variables electrocardiograficas, se obtuvo un ECG
en el momento de la inclusion en el estudio sobre el que se analizd el ritmo,
la presencia de trastornos de conduccién y la duracion del QRS. Desde el
punto de vista arritmico se analizé el tipo de arritmias auriculares,
detallando si presentaron flutter, fibrilaciéon auricular o episodios de otro

tipo de taquicardias supraventriculares.

Las determinaciones analiticas se realizaron de acuerdo con la
metodologia de rutina del laboratorio clinico de Urgencias del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe. Se determiné el NT-proBNP como

biomarcador usado en la practica clinica en pacientes con IC.
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A los pacientes intervenidos de RVP se le realiz6 una nueva
evaluacién al afio de la cirugia valorando la situacién clinica tras la
intervencion con los mismos items que se definieron en el momento de la
inclusion, asi como la aparicion de eventos clinicos, los datos del ECG
referidos al inicio del estudio, la determinaciéon de NT-proBNP y el analisis

de la expresion génica de AR-f3 y GRK.
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Tabla 4.2. Resumen de variables clinicas, electrocardiograficas, analiticas,
ecocardiograficas y de RMC registradas durante el seguimiento.

Edad

Sexo

Cardiopatia congénita

Tipo y fecha de cirugia
Secuelas tras cirugia

Clase funcional

Sincope

Fallecimiento

Arritmias supraventriculares
Arritmias ventriculares
Necesidad marcapasos

o Necesidad de DAI
Variables ECG e Ritmo ECG

e Trastorno de la conduccion
e Anchura QRS

e Tipo de arritmias

Variables analiticas e NT-proBNP (ng/dl)

Variables ecocardiograficas

Variables clinicas

Dimensiones VI y FEVI
Dimensiones VD
TAPSE
Ondas’
FAC
Indice de Tei
Gradiente transpulmonar
Gradiente AD-VD
Otras secuelas
Volumenes ventriculares
- VTDVD
- VTSVD
- VTDVI
- VTSVI
FEVD
FEVI
FR de IP
Presencia de fibrosis

Variables RMC
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4.2 Técnicas de imagen

4.2.1 Ecocardiograma

En todos los pacientes se realiz6 una ecocardiografia-2D con equipos
Philips® iE33 en el Laboratorio de Ecocardiografia del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe supervisada por un ecocardiografista de la

Unidad de Imagen Cardiaca tras la inclusion en el estudio.

La deteccién de la IP se basé en imagenes de flujo de color al
observarse un chorro diastélico en el TSVD dirigido hacia el VD. La duracién
del flujo y su amplitud permitié distinguir visualmente la [P patolégica. A lo
largo de los afios de inclusion de pacientes en el estudio han ido validandose
nuevos métodos cuantitativos de valoracién de la IP. El ecocardiografista,
con los criterios expuestos en la tabla 1.2, definia si el paciente presentaba

una IP grave#0,

Se obtuvieron datos de tamafio y funcién del VD segun se indica en
las guias de ecocardiografia publicadas*+52. Se midieron los siguientes

parametros:

- Didmetro basal, medio y longitudinal en un plano apical focalizado
en VD, como esta descrito en la literatura, siempre que fue posible
(figura 4.2).

- Area telediastélica (ATD) y telesistélica (ATS) para calcular la FAC
en el mismo plano que las medidas previas (figura 4.3).

- Desplazamiento longitudinal del anillo tricaspide (TAPSE) (figura
4.4).

- Onda s’ del anillo lateral tricispide obtenida por DTI (figura 4.5).
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- Indice de Tei obtenido por doppler tisular. Se calcula sumando el
tiempo de contracciéon isovolumétrica y el tiempo de relajacion
isovolumétrica del VD dividido por el tiempo de eyeccion (figura

4.6).

Se valor6 la presencia de IT y su severidad de acuerdo con las
recomendaciones y guias vigentes. En aquellos pacientes con IT se pudo
estimar el gradiente entre cavidades derechas a partir de la velocidad de la
IT con doppler continuo para estimar la PSVD. También se cuantifico el
gradiente del flujo pulmonar a partir de la velocidad del flujo en el plano

valvular pulmonar con doppler continuo.

Por ultimo, se analizd la presencia de otras secuelas y alteraciones

asociadas a la CC de base o0 a sus correcciones.

Tis0.8 MI1.4
H LA FE UNIVERSITARI | P S5-1/Adultos

Figura 4.2. Medida del diametro basal de VD en plano apical focalizado en VD.
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Tis0.6 MI1.3 DHILIP Tis0.6 MI1.3

H LA FE UNIVERSITARI | P $5-1/Adultos H LA FE UNIVERSITARI | P S5-1/Adultos
"

2
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H
ArmonGrat

]
Area 48.1 cm®

Figura 4.3. Medida del area telediastdlica y telesistélica del VD en plano apical

focalizado en VD para calculo de la FAC.

PHILIPS Tis0.3 MI0.8

H LA FE UNIVERSITARI | P X5-1/Adultos
FA 31Hz [
18cm +Exc D-EVT

20/MM = Dist 19cm
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Figura 4.4. Medida del desplazamiento longitudinal del anillo tricispide (TAPSE).
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Figura 4.5. Medida de onda s” del anillo tricspide por DTL
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Figura 4.6. Calculo de indice de Tei.

4.2.2 Resonancia magnética cardiaca

El estudio de resonancia magnética cardiaca se realiz6 con un equipo
de RM de 1,5 T (Siemens Magneton-Avanto®). Puesto que los estudios con

RMC forman parte de la evaluacion rutinaria realizada a los pacientes por su
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patologia, realizandose pruebas cada 3 afios y/o si hay cambios clinicos o
ecocardiograficos como indican las guias’, se registraron los datos del
estudio mas cercano a la toma de muestras.

Las imagenes de RMC se adquirieron en cortes en dos dimensiones
de un grosor de 5 a 10 mm y con una resolucién en el plano de entre 1y 2
mm. La adquisicion de las imagenes de realizé con sincronizacién
electrocardiografica. En todos los casos se siguié el protocolo habitual de
estudio de pacientes con IP que se ha desarrollado en la introduccién. Asi se
realizaron:

- Secuencias de cine SSFP en los planos de dos camaras, cuatro
camaras y eje corto para valorar la funcién de ambos ventriculos
(figura 4.7). Las superficies endocardicas fueron trazadas para
obtener los volumenes telediastdlicos y telesistolicos a partir de
imagenes adquiridas en el eje corto tanto de VI como de VD. La
fraccion de eyeccion de ambos ventriculos se calculd6 de forma
automatica por método de Simpson usando la ecuacién (volumen
telediastolico - volumen telesistolico) / volumen telediastélico). Se
completaron los estudios con planos especificos para estudio del
TSVD y valvula pulmonar (figura 4.8). Para el analisis posterior de
los resultados se ha considerado el punto de corte de FEVD < 45%
como disfuncién significativa de VD puesto que se ha observado que
es un predictor de mala evolucion tras la cirugia de RVP75. Del mismo
modo, se ha considerado dilataciéon significativa de VD el punto de
corte de VTDVDi = 160 ml/m?, puesto que es el valor que indican las
guias como unos de los parametros para indicar cirugia?.

- Secuencias de contraste de fase a nivel de la valvula pulmonar, en un

plano perpendicular a la arteria pulmonar principal, para calcular el
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volumen y la fraccidn regurgitante pulmonar, considerando IP grave

si la FR es mayor del 40% (figura 4.9)

En aquellos casos en los que se pudo administrar contraste

paramagnético (gadolinio) se realizaron secuencias para valorar la

presencia de RTG que indicaran la presencia de fibrosis miocardica.

Figura 4.7. Obtencidén de los planos de eje corto para calculo de volimenes y fraccion
de eyeccién ventriculares.
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Figura 4.8. Planos especificos de estudio de tracto de salida de ventriculo derecho y
valvula pulmonar donde se observa la sefial de IP.

_:35791\\\131517@21
¥ ’*’-M

Figura 4.9. Secuencia de contraste de fase en pacientes con IP grave. Imagen
adaptada de Gallego®®.
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Se completaron los estudios con secuencias para valorar la anatomia
cardiaca completa y estudiar la asociacién de otras alteraciones o secuelas
segun la CC de base y la correccidn quirurgica realizada, como alteraciones

a nivel de las ramas pulmonares.

4.3 Analisis de la expresion de AR-B y GRK en FMLC

El material bioldgico a estudio fue una muestra de sangre fresca (5
ml) obtenida por venopuncidn y conservada en un tubo con anticoagulante
(EDTA). Tras la inclusién de los pacientes y un afio tras la cirugia, se
extrajeron dos muestras de sangre para realizar la determinacion de la
expresion génica de los AR- (B1y B2) y de sus quinasas moduladoras (GRK2,
GRK3 y GRK5) mediante RT-PCR (transcripcion reversa-reaccién en cadena
de la polimerasa a tiempo real) en el laboratorio del departamento de
Farmacologia Cardiovascular de la Facultad de Farmacia (Universidad de

Valencia).

Inmediatamente tras la extraccién, se realizé el aislamiento de
linfocitos mediante gradiente de Ficoll13* a través de los reactivos
Ficollpaque Plus (GE Healthcare®) o Lymphoprep™, reactivos estériles y
libres de endotoxinas disefiado para el aislamiento puro de linfocitos por
gradiente de densidad (figura 4.10). El pellet de células linfocitarias obtenido

se etiquetd y se conservé a -802C hasta su procesado en el laboratorio.
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Figura 4.10 Aislamiento de linfocitos mediante gradiente Ficoll.

91



Analisis de Marcadores Moleculares en la Insuficiencia Valvular Pulmonar Grave en Adultos con
Cardiopatias Congénitas

Extraccién de ARN total

En una primera fase se efectud la extracciéon de acido ribonucleico
(ARN). Los experimentos se realizan en condiciones apropiadas libres de
RNasas, en una zona del laboratorio habilitada inicamente para la extraccion
de ARN cuidadosamente higienizada y tratada con inhibidor de RNasas
(RNaseZAP®, Sigma). Para ello, se homogeniza el pellet de células en 1 ml de
reactivo de aislamiento Tripure Isolation Reagent!35 (Roche Applied
Science®). A partir del homogenizado de las muestras se realiza una primera
centrifugacion a 12.000 g, durante 10 minutos a 4°C, con el fin de eliminar
restos de tejido y/o restos celulares no lisados. Tras la centrifugacion se
recupera el sobrenadante que debe permanecer a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se afiade a la muestra un volumen de
200 pl de Cloroformo por 1ml de reactivo Tripure y se mezcla intensamente
durante 15 segundos en vértex. Tras ello se deja 10 minutos a temperatura
ambiente para que las fases se separen. En este punto el ARN se disuelve en
la fase acuosa y queda en la parte superior. Para facilitar la separaciéon y
precipitacion del dcido desoxirribonucleico (ADN) gendémico, se realiza una
segunda centrifugaciéon a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Se recoge la fase
superior acuosa que contiene el ARN total y se afiade un volumen de 500pl
de Isopropanol. Se deja la mezcla en reposo durante 10 minutos a
temperatura ambiente con este reactivo que facilita la precipitacion de los
acidos nucleicos. Transcurrido el tiempo, se realiza una tercera
centrifugacion a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C, obteniendo un pellet de
ARN total. Se descarta el sobrenadante y se lava el pellet con 1 ml de Etanol
diluido al 70% en agua tratada con DEPC (dietil pirocarbonato). Para recoger
el pellet lavado, se realiza una ultima centrifugaciéon a 8.000 g durante 5
minutos a 4°C. Finalmente, se descarta el sobrenadante, quedandonos con el

pellet que se somete a secado bajo la luz de un flexo el tiempo necesario. Para
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terminar, el pellet es resuspendido y disuelto en el volumen minimo
necesario de agua tratada con DEPC e inmediatamente cuantificado y

almacenado a -80°C hasta su uso posterior.

Cuantificacion v andlisis cualitativo de la integridad del ARN

El andlisis cualitativo de la integridad y cuantificacion del ARN se
realiza utilizando el sistema automatico ExperionTM® (Bio-Rad®) (figura
4.11) basado en la tecnologia Lab-on-a-Chip de separacion, deteccion y
analisis mediante electroforesis microfluidica que, ademas de permitir usar
menor cantidad de ARN unificando cuantificacién y analisis de la calidad, nos
proporciona mayor precision y sensibilidad. Las muestras se procesan

conjuntamente para evitar sesgos intraoperador.

Figura 4.11. ExperionTM® (Bio-Rad®)

Los chips del kit usado (Bio-Rad®) fueron cargados siguiendo las
condiciones del fabricante. El gel fue filtrado a 1.500 g durante 10 minutos.
Transcurrido ese periodo, se prepar6 el gel tefiido con el fluorocromo

especifico de ARN proporcionado en el kit. Este gel tefiido se hizo pasar por
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los micro-canales del chip gracias a un sistema de llenado por aire
comprimido. Seguidamente, 1 pl de cada muestra de ARN total se
desnaturalizé a 70°C durante 2 minutos y pasado ese tiempo, se cargo en
cada uno de los pocillos conteniendo tampén de carga. Las muestras se
separaron a través del gel microfluidico gracias a la aplicacién de un
determinado voltaje en cada pocillo, y mediante excitacién por laser del
colorante fluorescente se visualizaron las bandas de ARN. El chip se analiz6
gracias al soporte ExperionTM System V2.1 (Bio-Rad®). El programa
informatico nos dio los valores de concentraciéon (ng/ml) por muestra, asi
como el valor de cociente de area entre los picos de ARN ribosomales (razon
28S/18S) representativo de la calidad de la muestra (valores préximos a 2),

visualizando el resultado gracias a un electroferograma y un gel virtual.

Trascripcion Reversa

Paralareaccién de Transcripcién Reversa (RT) de los ARN obtenidos
de cada muestra se utiliza una enzima de alta sensibilidad, Improm-II
(Promega Corp. Madison, USA), que permite partir de cantidades inferiores

de ARN total (0,1-1 pg).

Tras incubar el ARN (500 ng) con el cebador oligo (dT16) (250 ng)
en agua tratada con dietil pirocarbonato (agua-DEPC) a 70°C y luego
enfriado en hielo, se llevé a cabo la reaccién de RT conteniendo tamp6n de
reaccion ImProm-II TM®, 3 mM de MgCl2, 0,5 mM de cada deoxinucledsido
trifosfato, 20 U del inhibidor de ribonucleasas recombinante RNAsin®
(Promega Corp. Madison, USA) y 1 pl de Transcriptasa reversa ImProm-
[ITM® (Promega Corp. Madison, USA) con un volumen final de 20 pl. Se
realizé un primer ciclo de hibridacién a 25°C durante 5 min, y seguidamente,

la reaccion de extension transcurri6 a 42°C durante 60 minutos.
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Transcurrido este periodo, la enzima fue inactivada incubando la muestra a
70°C durante 15 min. En todos los casos, una vez finalizadas las reacciones,
el ADN complementario sintetizado se almacené a -20°C hasta su posterior

uso.

Reaccidon en cadena de la polimerasa a tiempo real (PCR)

En una segunda fase, la cuantificaciéon de la expresién génica se
realizé mediante la reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real, que
actualmente es el método mas sensible y preciso para la deteccion de niveles
de ARNm. Este método permite cuantificar la expresion génica a través del
empleo de compuestos con propiedades fluorescentes, en nuestro caso,

sondas Tagman® usando el termociclador GeneAmp 7500 Fast system®.

Asi pues, los ARNm codificantes para cada uno de los diferentes
subtipos de AR- (1, B2), cinasas de receptores acoplados a proteinas G
(GRK2, GRK3 y GRKS5) y para GAPDH como control interno, se cuantificaron
mediante Tagman® RT-PCR a tiempo real usando el termociclador
GeneAmp 7500 Fast system. Diluciones 1/10 de la reaccién de la RT previa,
se analizaron por duplicado mediante ensayos Tagman® de expresion
génica (Tagman® Gene Expression Assays, Applied Biosystems),
consistentes en una mezcla 20X de cebadores y sonda Tagman® MGB
(minor Groove binder; ligando de unién al surco menor del ADN) marcada
con el fluorocromo 6- FAMTM en el extremo 5’ de la sonda y un quencher (o
apantallador) no fluorescente en el extremo 3’, disefiados para la detecciéon
y cuantificacion de secuencias génicas especificas por RT-PCR a tiempo real

de dos pasos.

Los ensayos Tagman® de expresion génica estan optimizados para
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alcanzar gran sensibilidad y especificidad en condiciones universales de
termociclado, garantizando su reproducibilidad. Las sondas, siempre que
fue posible, se disenaron para hibridar en la unién exon-exon y asi mejorar
la especificidad de hibridacion y evitar la contaminacién por ADN genédmico
(Tagman® Gene Expresion Assays protocol, Applied Biosystems, US). Los
sondas especificas fueron: B1-AR, Hs00265096_s1; B2 -AR, Hs00240532_s1;
GRK2, Hs00176395_m1; GRK3, Hs00178266_m1; GRK5, Hs00178389_m1
and GAPDH, Hs99999905_m1 (Applied Biosystems). Las reacciones se
ajustaron a un volumen de 25 pl con Tagman® Universal Master Mix
(AmpliTaq Gold® DNA Polymerase; Applied Biosystems, US), incluyendo 5
ul de la dilucién de la reaccidon de RT y 1,2 pl de la mezcla 20X de sonda (250
nM) y cebadores (900 nM) (Tagman® Gene Expresion Assays). El ADN
codificante fue amplificado segtin las condiciones del fabricante: un primer
paso de activacion de la Polimerasa a 95°C durante 10 minutos y 40 ciclos
compuestos de dos pasos: desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 segundos e

hibridacién/extension a 60°C durante 1 minuto.

Andlisis de los resultados

Los valores del ciclo umbral (“threshold cycle”, Ct) obtenidos para
cada gen en cada reaccién se calcularon mediante el programa informatico
7500 Fast sequence-detectionsystem (Applied Biosystems, US). Los valores
Ct fueron normalizados usando como gen de referencia el GAPDH, siendo
ACtla diferencia entre Ct del gen estudiado y el de referencia. El valor ACt se
transform6 matematicamente mediante la expresion 2-ACt, directamente

proporcional al nimero inicial de copias de cada gen13e.

En resumen, con este método se cuantifica la expresion génica de los

AR-B (B1y B2) y de sus quinasas moduladoras (GRK2, GRK3 y GRK5) en la
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FMLC, midiéndose las copias de ARNm de cada gen con respecto a un gen de
referencia y expresandolo en una féormula matematica cuyo uso ha sido
validado considerando que esta forma de representacidon es mas adecuada

que el valor absoluto?3¢. El proceso se esquematiza en la figura 4.12.

Sangre completa

Gradiente Ficoll

P
-~

Extraccién de linfocitos

Tripure Isolation Reagent

Extraccion de RNA

P4
~

ExperionTM®

\ 4
Control de calidad

RT-PCR cuantitativa

Cuantificacién génica

rd 4
'~ ~

Expresion de adrenoceptores y GRK

Figura 4.12. Proceso para obtener la expresién de AR y GRK.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se realizé un analisis descriptivo de las variables
clinicas y funcionales de la poblacién de estudio. Las variables cualitativas
se expresaron como porcentaje y las variables cuantitativas como media +
desviacion tipica o mediana y rango intercuartilico (p25-p75) en funcién de
la normalidad de la distribucién analizada mediante la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

El andlisis de los datos se realiz6 para responder a los objetivos

planteados en este estudio.

Objetivo principal

Se realiz6 un analisis descriptivo de la expresion de AR y GRK en la
FMLC que presentaron los pacientes con [P grave. Posteriormente se
compard la expresion de los marcadores moleculares descritos en los 3
grupos principales de estudio (controles, pacientes con IP grave y pacientes
con IC avanzada). Los valores de AR y GRK se expresaron como mediana y
rango intercuartilico (p25-p75) ya que algunas moléculas vulneraban la
distribucién normal determinada por la prueba de Kolmogorov-Smirnov en
alguno de los grupos. La comparacién de la expresion molecular en los 3
grupos de estudio se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis con

comparaciones multiples.
Adicionalmente, se realizé una comparaciéon de las caracteristicas

basales a nivel clinico y funcional entre los pacientes con IP y los pacientes

con IC avanzada mediante la prueba de x2? para variables cualitativas y
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mediante la t-Student o U de Mann_Whitney para variables cuantitativas

segln correspondiera por la distribucién de los datos.

Objetivos secundarios

Se compard la expresion de AR y GRK en la FMLC dentro del grupo
de pacientes con IP grave segtin su situacion clinica y los datos de valoracién
del VD mediante la U de Mann Whitney por vulnerar en alguno de los grupos
el supuesto de normalidad. Ademas, se correlacioné la expresion de estos
biomarcadores moleculares con datos clinicos, electrocardiograficos y de

imagen del VD mediante correlaciones bivariadas (“r” de Pearson).

Posteriormente, se realiz6 un andlisis comparativo de la expresiéon
de AR y GRK en la FMLC y de las caracteristicas clinicas,
electrocardiograficas y de valoracion del VD de los pacientes con IP con
indicacion de RVP segtn criterio clinico en el momento de la inclusién frente
a los pacientes sin indicacion de RVP. Las variables cualitativas se
compararon mediante la prueba de x2 y las variables cuantitativas, incluidos
AR y GRK, mediante el test T de Student o U de Mann Whitney segtn la

distribucion de los datos.

A continuacion, se analiz6 la expresion génica de AR y GRK en los
pacientes con IP intervenidos de RVP en el seguimiento. Se comparé el
patrdn de expresion génica de este subgrupo antes de la cirugia con el grupo
control mediante la prueba de U de Mann Whitney. Posteriormente, se
realizé un andlisis de comparaciones multiples de la expresion de los
biomarcadores en el grupo control, los pacientes con indicaciéon de RVP y sin
indicacién de RVP. Por ultimo, se analiz6 el patréon de expresién tras la

cirugia en los pacientes con IP intervenidos mediante la prueba T de
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Wilcoxon para muestras apareadas por la distribucion de los datos. También
se compararon los cambios en los datos clinicos, electrocardiograficos y de
valoracion de VD tras la cirugia mediante el test t de Student para muestras

apareadas.

Como norma general, se consider6 significacion estadistica cuando
se alcanzé un estadistico p<0,05 para todas las pruebas realizadas. La
significacion clinica de los resultados queda referida en el apartado
correspondiente y comentada en la discusidn. Se utilizaron los paquetes
estadisticos SPSS 15, STATA version 14.0 y Graph Pad software para el

analisis de los datos.

6. CONSIDERACIONES ETICAS Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

El proyecto se basé en el respeto y la informacién al paciente y se
realizé de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Fue presentado y aceptado
por el Comité Etico del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Anexo II).
El estudio incluyé un modelo especifico de consentimiento informado que
fue explicado alos pacientes y que tuvieron que firmar antes de ser incluidos
(Anexo I). El consentimiento fue entregado por alguno de los investigadores

del estudio.

El proyecto conté con el apoyo y la colaboracién de la Unidad de
Cardiopatias Congénitas del Adulto y de facultativos del Servicio de
Cardiologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, donde se

desarroll6 el proyecto. Ademas, los trabajos experimentales se realizaron en
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el Laboratorio de Farmacologia Vascular de la Facultad de Farmacia

(Universidad de Valencia), con la ayuda del personal docente e investigador.

El estudio tuvo una naturaleza observacional por lo que no se llevé a
cabo ninguna intervencion clinica ni farmacolégica sobre los pacientes. La
inclusién en el mismo no supuso ningun tipo de ventaja ni desventaja para

los pacientes en comparacién con los enfermos no incluidos.

La firmante de este proyecto se encargé de la custodia y

confidencialidad de los datos obtenidos en el estudio.
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1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

1.1 Inclusion de pacientes

El periodo de inclusién de pacientes en el estudio comenzé en
diciembre de 2011 y concluy6 en julio de 2015. Se incluyeron pacientes no
consecutivos diagnosticados de IP grave seguidos en la Unidad de
Cardiopatias Congénitas del Adulto del Hospital Universitario y Politécnico
La Fe. Los pacientes fueron incluidos en la visita de seguimiento
programada para control de su CC si cumplian los criterios de inclusiéon y
exclusién referidos en el apartado previo. Ninguin paciente rehusé la
participacion en el estudio. En el estudio se incluyeron 35 pacientes con IP

grave.

1.2 Caracteristicas de la poblacién de estudio

En la poblacién de pacientes con IP, 19 fueron hombres (54,3% de la
muestra) y 16 mujeres (45,7%) con una edad media de 32,2 + 10,9 afos.
Respecto a la cardiopatia de base, la mayor parte de pacientes presentaban
TF (65,7% de la poblacién) como se muestra en la figura 5.1. Tres de los
pacientes con TF asociaban otros defectos congénitos, en un caso una
anomalia coronaria, otro paciente presentaba estenosis severa de ramas
pulmonares y otro una estenosis del tronco braquiocefalico. De los pacientes
con estenosis pulmonar, tres pacientes asociaban una CIA ostium secundum
y tres pacientes CIV, uno de los cuales también presentaba un ductus
arterioso permeable. El paciente con estenosis subinfundibular también

asociaba CIV.
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Figura 5.1. Cardiopatia de base de la poblacién de pacientes con IP.

Nueve pacientes (25,7 %) habian sido sometidos en la infancia a una
intervencion paliativa mediante una fistula sistémico-pulmonar. Se realizé
cirugia correctora en todos los pacientes, excepto en uno que tenia agenesia
de la valvula pulmonar. La mediana de la edad en el momento de la
intervencion fue de 3,5 afios (rango intercuartilico 2-7 afios). En el 80% se
implant6 un parche transanular y en el resto se realizé una valvulotomia
pulmonar asociando en un paciente una ampliacién infundibular con un

parche.

Con respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes en el
momento de la inclusion, el 77,1% se encontraba en clase funcional I de la
NYHA. De los 35 pacientes, 8 de ellos (22,9%) habian presentado arritmias
auriculares, 2 habian presentado sincopes, 3 pacientes taquicardia
ventricular no sostenida y en 2 pacientes se habian registrado TVS por lo que
eran portadores de DAI. E1 91,4% estaba en ritmo sinusal, con una duracién

media del QRS de 143,2 + 31,8 ms. A uno de los pacientes se le habia
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implantado un marcapasos antes de la inclusion. El resto de los datos se

muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de los pacientes con IP grave.

Clase funcional, n (%)

-NYHAI 27 (77,1)
-NYHA II 8(22,9)
Factores de riesgo cardiovascular, n (%)

- Hipertension arterial 7 (20)

- Dislipemia 4(11,4)
- Tabaquismo 3(8,6)

- Diabetes mellitus 0(0)
Tratamiento, n (%)

- Diuréticos 4(11,4)
- Betabloqueantes 10 (28, 6)
-IECA 7 (20)
Caracteristicas ECG

- Ritmo sinusal, n (%) 32 (91,4)
- Duracién de QRS (ms) 143,2 + 31,8

ECG: electrocardiograma, IECA: inhibidor de enzima convertidora de angiotensina.

En el ecocardiograma se analizaron los datos ya referidos en la tabla

4.2. En la tabla 5.2 se muestran los valores de dimensién y funcién del VD.

Ademas, 2 pacientes asociaban IT significativa y 3 pacientes EP ligera o

ligera-moderada. El 80% de los pacientes mostraron un didmetro basal del

VD > 42 mm, lo que indica que la mayor parte de los pacientes presentaban

dilatacién del VD segun el dato ecocardiografico mas utilizado a nivel

practico, siendo el didmetro basal medio de 49,24 + 8,02 mm. Sin embargo,
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a nivel de los parametros que valoran la funcion sistélica del VD, los valores
medios se encuentran dentro de los rangos de normalidad y sélo un 11,4%
de los pacientes presentan una FAC <35%, por lo que la mayor parte de la
muestra no presenta disfuncion significativa del VD segliin los datos

ecocardiograficos.

Se disponia de un estudio de RMC en todos los pacientes, que habia
sido realizada dentro de su seguimiento clinico, con una diferencia media de
tiempo respecto a la extraccion de 7,5 meses. En la tabla 5.3 se muestran los
datos de valoracion de ambos ventriculos medidos por RMC en pacientes con
IP. E137,1% presentaba disfuncién del VD segun los criterios de RMC (FEVD
< 45%) y el 45,7%, dilatacion significativa del VD (VTDVDi por RMC = 160
ml/m2). Se administré contraste iv (gadolinio) en todos los casos, excepto 2
pacientes, y se observd realce tardio en el VD de 7 pacientes (20%) y en el VI
de 3 pacientes (8,6%). Se realizaron secuencias de contraste de fase para
estimar la FR de la IP por métodos directos siendo la FR media de 47,7 +

13,7%.
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Tabla 5.2. Valores ecocardiograficos de valoracion del VD.

Resultados

Diametro basal VD (mm) 49,24 + 8,02
Didmetro medio VD (mm) 42,33 £8,1
Diametro longitudinal VD (mm) 80,93 £ 10,06
Area telediastélica VD (mm2) 28,60 + 7,77
Area telesistélica VD (mm2) 15,90 +4,75
FAC (%) 44,59 +7,93
TAPSE (mm) 19,23 + 3,88
S” lateral (cm/s) 10,76 £ 2,34
Indice de Tei 0,23 +0,11
Gradiente maximo VP (mmHg) 16,2 £9,79
Gradiente VD-AD (mmHg) 26,77 £ 7,72
Diametro telediastoélico VI (mm) 42,74 + 5,47
Diametro telesistdlico VI (mm) 28,06 £ 4,19
FEVI (%) 66,76 +10,13
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Tabla 5.3. Valores ventriculares medidos por RMC.

VTDVDi (ml/m2) 155,2 27,7
VTDVSi (ml/m2) 78,6 +21,5
FEVD (%) 47,0 10,3
VTDVIi (ml/m2) 70,1+ 13,9
VTSVIi (ml/m2) 27,6+ 8,4
FEVI (%) 59,7 + 8,3

2. ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION GENICA DE AR
Y GRK EN LA FMLC DE PACIENTES CON INSUFICIENCIA
PULMONAR

Se comparo la expresion de los AR y GRK en la FMLC obtenidos de
muestras sanguineas de los 3 grupos de estudio: controles, pacientes con IP

grave y pacientes con IC.

2.1 Caracteristicas de los grupos control e IC

Las comparaciones se realizaron con 22 controles sanos (62%
varones con una media de edad de 36,7 * 5,2 afios) y 13 pacientes con IC
avanzada (76,9% varones con una media de edad de 47,5 *+ 17,1 afios). Los

pacientes con IC presentaban miocardiopatias de causa no isquémica
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(diametro telediastdlico VI: 67,6 + 13,7 mm; diametro telesistolico VI: 57,5

*+ 15 mm; FEVI:22,5% * 16,6%).

Adicionalmente en la tabla 5.4 se comparan las caracteristicas
clinicas de los pacientes con IP e IC. Los pacientes con IC eran mayores, con
peor situacién clinica y mayores niveles de NT-proBNP, por lo que tenian
mayor necesidad de tratamiento diurético. La tasa de tratamiento con
betabloqueantes en el grupo de IC era baja por encontrarse en un estadio

avanzado de su enfermedad, con mala tolerancia hemodinamica.
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Tabla 5.4. Caracteristicas basales de los pacientes con IP grave e IC.

Insuficiencia Insuficiencia p*
pulmonar cardiaca
Varones, n (%) 19 (54,3) 10 (76,9) 0,154
Edad (afios) 32,2+109 47,5+17,1 0,009
Clase funcional, n (%)
-NYHAI 27 (77,1) 0
-NYHA II 8(22,9) 0 <0,001
- NYHA III-IV 0 13 (100%)
FRCV, n (%)
- Hipertension arterial 7 (20) 5(38,5) 0,263
- Dislipemia 4(11,4) 2(154) 0,656
- Diabetes 0 2 (15,4) 0,069
-Antecedentes 3(8,6) 7 (53,8) 0,002
tabaquismo
Tratamiento, n (%)
- Diuréticos 4(11,4) 10 (76,9) <0,001
- Betabloqueantes 10 (28, 6) 5(38,5) 0,509
-IECA/ARA I 7 (20) 8(61,5) 0,012
- Inotrépicos 0 5(38,5) 0,001
NT-proBNP (pg/ml) 113,5 2649,00 < 0,001
(75,0-190,5) | (1580,0-2880,0)

Los valores expresan n (%) o media +/- desviacién estandar.
* test de chi-cuadrado/prueba exacta de Fisher para variables cualitativas y t de Student/U de Mann-Whitney

para variables cuantitativas.
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2.2 Comparacion de los niveles de AR y GRK

Se realizaron pruebas de normalidad para los niveles de ARy GRK en
los 3 grupos de estudio, encontrandose que, excepto la GRK2, el resto de los
biomarcadores vulneran el supuesto de normalidad en alguno de los grupos
por lo que se realiz6 la comparacién con la prueba de Kruskal-Wallis con

comparaciones multiples.
En la tabla 5.5 se muestran la mediana y el rango intercuartilico de

ARNm de los adrenoceptores  (AR-f1 y AR-B2) y las GRK (GRK2, GRK3,
GRKS5) segtin el grupo de estudio.
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Tabla 5.5. Expresion de AR y GRK seguin los grupos de estudio.

ARNm (2-2)

Controles sanos

Pacientes IP

Pacientes IC

Kruskal-Wallis

Comparaciones multiples

AR-1 18,37 7,76 36,27 0,0016 [P vs controles p=0,078
(8,44 - 43,32) (5,98 - 23,26) (17,13 -105,81) [PvsIC p=0,001

IC vs controles p=0,238

AR-2 748,49 402,80 287,46 0,0011 IP vs controles p=0,025
(384,07 - 1119,44) (282,85-611,64) (127,36 - 478,74) [PvsIC p=0,149

IC vs controles p < 0,001

GRK2 760,89 445,17 284,09 0,0001 IP vs controles p < 0,001
(497,97 - 1233,81) (233,36 - 731,75) (163,54 - 410,48) [PvsIC p=0,135

IC vs controles p<0,001

GRK3 288,39 159,18 215,37 0,0542 IP vs controles p=0,057
(139,42 - 434,29) (115,12 - 247,62) (156,04 - 352,01) [PvsIC p=0,412

IC vs controles p=0,929

GRKS5 298,53 192,85 548,07 0,0004 IP vs controles p=0,087
(215,40 - 367,00) (116,71 - 276,38) (363,15 -994,84) [P vsIC p<0,001

IC vs controles p=0,091
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Como se observa en la figura 5.2b y segun los resultados obtenidos
en el andlisis con comparaciones multiples, se encontraron diferencias
significativas en la expresion del AR-B2 en el grupo control frente a los
grupos de pacientes con IP e IC: 748,49 (384,07 - 1119,44) frente a 402,80
(282,85 - 611,64) y a 287,46 (127,36 - 478,74) (p = 0,001),
respectivamente. En los dltimos 2 grupos la expresion de AR-B2 esta
significativamente disminuida con respecto al grupo control (IP frente a
controles, p= 0,025; IC frente a controles, p < 0,001). Estos mismos
resultados se obtuvieron cuando analizamos la expresién génica de GRK2
como se muestra en la figura 5.2c. Los valores de ARNm en el grupo control
son significativamente mayores a los del grupo IP e IC: 760,89 (497,97 -
1233,81) frente a 445,17 (233,36 - 731,75) y a 284,09 (163,54 - 410,48 (p
< 0,001), respectivamente. Estas diferencias se confirman en el analisis por
comparaciones multiples (IP frente a controles, p < 0,001; IC frente a

controles, p <0,001).

Por otro lado, en el andlisis estadistico también se muestran
diferencias significativas en la expresion del AR-B1 y GRK5 entre los 3
grupos. En el andlisis por comparaciones multiples en ambos
biomarcadores, se observa diferencia en la expresion génica entre los
pacientes con IP e IC, aunque no con los controles. Por ultimo, en la
expresion de GRK3 las diferencias entre los grupos estan en el limite de la
significacion estadistica y en el analisis por comparaciones multiples se

observa que esta diferencia ocurre entre el grupo IP frente al grupo control.
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Figura 5.2 a-e. Niveles de ARNm para los receptores adrenérgicos f1 y 2, y las
quinasas GRK2, GRK3 y GRKS5 acopladas a proteinas G en los tres grupos de estudio.
Los datos se calcularon como 2-dCt frente a GAPDH como gen de referencia, y la
mediana esta representada por la linea continua. * p <0.05, ** p <0.01 (Test de

Kruskal Wallis con comparaciones miltiples).
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3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE AR Y GRK EN LA
FMLC DE PACIENTES CON IP EN RELACION CON VARIABLES
CLINICAS Y DE AFECTACION DE VD

Como objetivo secundario se compard la expresion génica de AR y
GRK en los pacientes con IP grave en relacién con variables clinicas y los

valores de tamafio y funcion del VD.

En el andlisis comparativo de los pacientes segtin su situacién clinica
no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (figura 5.3 a-e), aunque los pacientes sintomaticos si mostraban
menor expresion de GRK2 [valores de ARNm de GRK2 en el grupo de
pacientes sintomaticos de 256,60 (85,81 - 408,65) vs 473,13 (243,20 -en
841,39) en pacientes asintomaticos] pero sin alcanzar una diferencia con

significacion estadistica (p=0,056) como se muestra en la figura 5.3c.
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Figura 5.3 a-e. Comparacion de niveles de expresion de ARNm de los AR y GRK en

pacientes con IP relacién con la situacion clinica (test U de Mann Whitney).
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En la poblacion de estudio, las dos CC principales que presentan los
pacientes son la TF y la EP aislada. Puesto que los pacientes con TF asocian
otras secuelas y esto puede marcar su evolucion, se comparéd también la
expresion génica de AR y GRK entre el grupo de pacientes con TF y los que
presentaban otras cardiopatias del TSVD incluidos en el estudio. Los
resultados se muestran en la figura 5.4, sin observarse diferencias entre

ambos grupos.

También se analiz6 la diferencia de expresion de AR y GRK en
funcion de si los pacientes se encontraban en tratamiento con
betabloqueantes sin encontrarse diferencias entre ambos grupos (figura

5.5).

Al analizar la expresion génica segun la presencia de dilatacion y
disfuncién de VD, tampoco se observaron diferencias significativas en los

niveles de expresion de AR y GRK segtin estos parametros (figura 5.6 y figura

5.7).
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Figura 5.4 a-e. Comparacion de niveles de expresion de ARNm de los AR y GRK en

pacientes con IP en relacién con la CC de base (test U de Mann Whitney).
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Figura 5.5 a-e. Comparacion de niveles de expresion de ARNm de los AR y GRK en

pacientes con IP en relacién con tratamiento con betabloqueantes (test U de Mann

Whitney).
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Figura 5.6 a-e. Comparacion de niveles de expresion de ARNm de los AR y GRK en
pacientes con IP en relacién con dilatacién de VD (VTDVDi = 160 ml/m2) (test U de

Mann Whitney).
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Figura 5.7 a-e. Comparacion de niveles de expresion de ARNm de los AR y GRK en

pacientes con IP en relacién con funcién de VD (FEVD < 45%) (test U de Mann

Whitney).
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Por ultimo, como se observaron diferencias en la expresién génica
de AR-B2, GRK2 y GRK3 en los pacientes con IP frente a los controles, se
analizo la correlacion de esta expresion con variables cuantitativas que se
han relacionado con la evolucién de los pacientes como la edad, la anchura
del QRS, los volimenes y la funcién del VD. Los resultados se muestran en
las figuras 5.8-5.10. Unicamente se observé una correlacién significativa

entre los niveles de expresion de GRK3 y el VTDVDi.
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Figura 5.8. Correlacion de Pearson entre niveles de ARNm de AR-2 y determinadas

variables clinicas en pacientes con IP.
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Figura 5.9. Correlacion de Pearson entre niveles de ARNm de GRK2 y determinadas

variables clinicas en pacientes con IP.
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Figura 5.10. Correlacion de Pearson entre niveles de ARNm de GRK3 y determinadas

variables clinicas en pacientes con IP.
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4, ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE AR Y GRK EN LA
FMLC EN LOS PACIENTES CON INDICACION DE RVP VS. SIN
INDICACION DE RVP

4.1  Descripcién del subgrupo de pacientes con indicacién de RVP.

De los 35 pacientes incluidos en el estudio, 20 pacientes con IP
severa tenfan indicacion de RVP en el momento de la inclusidn en el estudio
segun criterio clinico siguiendo las indicaciones de las guias de practica
clinica por presencia de sintomas y/o datos de dilatacion y disfuncién del
VD57, De los 20 pacientes con indicaciéon de RVP, 8 de ellos tenian indicacion
de cirugia por la presencia de sintomas (CF Il de NYHA), 2 por TV recurrente
siendo ya portadores de DAI, un paciente presentaba disminucién de la
capacidad de ejercicio y arritmias auriculares, 4 pacientes disminucién de la
capacidad de ejercicio y disfuncidon/dilataciéon significativa de VD y 5

pacientes dilatacion progresiva del VD con VDTDVDi > 160 ml/mz2.

En la tabla 5.6 se comparan las caracteristicas basales registradas en
el momento de la inclusion del estudio del grupo de pacientes con indicacion
de RVP frente al grupo de los que no la tenian. El grupo de pacientes con
indicacién de RVP presentaban una edad media mayor, el porcentaje de
pacientes sintomaticos era mayor que en el grupo sin indicacién quirtrgica
y presentaban una mayor duracién del QRS. La cardiopatia de base maés
frecuente en los pacientes con indicacién de RVP fue la TF, aunque sin
observarse diferencias estadisticamente significativas frente al grupo sin
indicacion de cirugia. Los pacientes que presentaron arritmias ventriculares

fueron intervenidos. El 40 % de los pacientes intervenidos estaba bajo
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tratamiento con betabloqueantes, 7 de ellos con bisoprolol y uno con

carvedilol.

Con respecto a los parametros de valoracion de VD, de acuerdo con los
criterios de RMC, el 45% de los pacientes con indicacién de RVP tenia
disfuncién de VD (FEVD < 45%) y el 80% dilatacidn significativa del VD
(VTDVDi = 160 ml / m2). Este grupo de pacientes presentaba volimenes de
VD indexados medidos por RMC mayores a los pacientes no intervenidos y
una FEVD menor con diferencias estadisticamente significativas (tabla 5.7).
En los parametros ecocardiograficos se observaron diferencias en el

didmetro medio del VD y en el diametro telesistdlico del VI.
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Tabla 5.6. Caracteristicas clinicas de los pacientes con IP intervenidos de RVP frente

a los pacientes no intervenidos.

IP con indicacién | IP sin indicacion | p

de RVP (n = 20) de RVP (n=15)

Varones, n (%) 14 (70) 5(33,3) 0,031
Edad (afios) 37,0+ 10,7 25975 0,002
CC,n (%)
- TF 15 (75) 8(53,3) 0,163
- EP 3 (15) 7 (46,7)
- Otras 2(10)
CF en la inclusién, n (%)
-NYHAI 12 (60) 15 (100%) 0,006
-NYHAII 8 (40) 0
Arritmias auriculares 7 (35%) 1(12,5) 0,101
Arritmias ventriculares 3 (15%) 0 0,244
Tratamiento
betabloqueante, n (%) 8 (40) 2(13,3) 0,134
Duracion del QRS (ms) 152,7+29,8 130,5 + 30,7 0,039
NT-proBNP (pg/ml) 106 (75-165) 168 (72-165) 0,278

Los valores expresan n (%) para variables cualitativas y media +/- desviacién estdndar o mediana y
rango intercuartilico para variables cuantitativas.
* test de chi-cuadrado para variables cualitativas y t-Student o U de Mann Whitney para variables

cualitativas.

132



Resultados

Tabla 5.7. Comparacion de los datos de valoracién de VD de los pacientes con IP

intervenidos de RVP frente a los pacientes no intervenidos.

IP con IP sin P
indicacion de indicaciéon de | *
RVP (n=20) RVP (n=15)

VTDVDi (ml/m2) 165,9 £ 22,0 141,9 £ 289 0,007
VTSVDi (ml/m2) 88,3 + 20,2 69,6 +19,0 0,016
FEVD (%) 43,7+10,1 51,5+9 0,024
FEVI (%) 59,793 599+7,2 0,941
FR (%) 454 +129 50,8+ 14,6 0,305
RTG, n (%) 5(25%) 2 (13,3%) 0,672
Didmetro basal VD (mm) 51,1+9,3 46,4 + 4,6 0,099
Diametro medio VD (mm) 4550+ 8,2 38,2+6,0 0,012
Didmetro longitudinal VD (mm) 82,4+89 799+11,4 0,367
Area telediastélica VD (mm?2) 290+£7,1 28,1+8,6 0,762
Area telesist6lica VD (mm?2) 16,6 + 5,0 15,0 + 4,5 0,404
FAC (%) 432+74 46,6 £ 8,6 0,259
TAPSE (mm) 18,9 + 4,4 19,6 + 3,3 0,597
S” lateral (cm/s) 10,5+2,7 11,1+1,9 0,511
indice de Tei 0,24+0,13 0,21+0,07 0,456
Gradiente maximo VP (mmHg) 18,4+ 11,1 13,1 +6,9 0,198
Gradiente VD-AD (mmHg) 28,5+ 8,6 24,2+55 0,135
Diametro telediasto6lico VI (mm) 43,4+ 6,3 41,9 +4,3 0,419
Didmetro telesistélico VI (mm) 29,7+5,3 26,0+ 3,8 0,03

Los valores expresan n (%) o media +/- desviaciéon estandar.

* test de chi-cuadrado para variables cualitativas y t-Student para variables cualitativas.
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4.2 Analisis de la expresién génica de AR y GRK en el grupo de
pacientes con indicacion de RVP vs. sin indicacién de RVP

En el andlisis comparativo de la expresion de AR y GRK en la
extraccidn basal en los pacientes con IP grave con indicaciéon de RVP frente
a los pacientes que no tenian indicaciéon de cirugia en el momento de la

inclusién no se observan diferencias significativas (figura 5.11).

Figura 5.11 a-e. Comparacién de niveles de ARNm paralos ARy GRK en los pacientes

intervenidos frente a los no intervenidos de RVP (test U de Mann Whitney).
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5. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE AR v GRK EN LA
FMLC EN EL SUBGRUPO DE PACIENTES CON IP GRAVE

INTERVENIDOS DE RVP TRAS LA CIRUGIA

Los pacientes con IP con indicacién de RVP fueron intervenidos con
un tiempo medio desde la inclusién en el estudio hasta la cirugia de 9,6 *
14,3 meses. En 5 casos la cirugia se postpuso por motivos personales,

aunque presentaban indicacién de RVP desde la inclusién en el estudio.

5.1 Cambios en las variables clinicas y parametros de tamafio y
funcién del VD tras la intervencion de RVP

Los cambios observados en la situacién clinica, electrocardiografica
y en los parametros de evaluacién de VD después del RVP se muestra en la
tabla 5.8. Se observd una mejoria significativa en la clase funcional de la
NYHA, asi como de los volimenes de VD después de la intervencién
quirdrgica, pero no de la FEVD ni de la FEVI. Tampoco se observaron

cambios en la duracién del QRS.
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Tabla 5.8. Variables clinicas y parametros de tamafio y funcion de VD de los

pacientes con IP severa antes y después del RVP.

Antes del RVP Después del p*
RVP

VTDVDi (ml/m2) 165,8 22,6 101,3 £31,5 < 0,001
VTSVDi (ml/m2) 88,3 + 20,2 51,7 +18,5 < 0,001
FEVD (%) 43,7 +10,4 45,8+9,3 0,427
FEVI (%) 58,989 56,8+ 10,6 0,389
QRS (ms) 151,8+31,2 147,9 £ 30,3 0,360
CF NYHA (%)

-1 60 90 0,028

-11 40 10

Los valores expresan n (%) o media +/- desviacién estandar.
* Student t-test para muestras apareadas para variables cuantitivas y test de chi-cuadrado para variables

cualitativas

5.2 Anadlisis de la expresion génica inicial de AR y GRK en la FMLC en
el grupo de pacientes intervenidos en la evolucién de RVP

5.2.1 Comparacion del grupo de pacientes con IP intervenidos de RVP

y el grupo control

El grupo de pacientes con IP grave intervenidos de RVP en la
evolucion, presentaban antes del procedimiento una expresion
significativamente menor de GRK2 en comparaciéon con los voluntarios
sanos, 412,85 (245,60 - 914,61) y 760,89 (49797 - 1233,81),
respectivamente. Resultados similares se observaron al analizar la
expresion de AR-B2 en el limite de la significacién estadistica [423,95

(323,27 - 694,28) en IP vs 748,49 (384,07 - 1119,44) en grupo control]. La
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expresion de AR-B1, GRK3 y GRK5 no presentaba diferencias significativas

en pacientes con IP severa vs controles (figura 5.12).

Figura 5.12 a-e. Niveles de ARNm para los receptores adrenérgicos 81 y 2, y las
quinasas GRK2, GRK3 y GRKS5 acopladas a proteinas G en el grupo control vs
pacientes con IP intervenidos de RVP. Los datos se calcularon como 2-dCt frente a

GAPDH como gen de referencia. *p < 0.05, ** p < 0.01 (prueba U de Mann Whitney).
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A continuaciéon, se realizd6 un analisis comparativo con
comparaciones multiples de la expresién de AR y GRK entre el grupo control,
el grupo de pacientes con IP sin indicaciéon de RVP y el grupo de pacientes
con IP con indicacién de RVP, observandose que las diferencias en la
expresion génica de GRK2 y AR-2 con el grupo control también se observan

en los pacientes sin indicacion de cirugia (figura 5.13).

Figura 5.13. Niveles de ARNm para el AR-2 y la GRKZ en el grupo control vs IP con
indicacion de RVP y sin indicacion de RVP. Los datos se calcularon como 2-dCt frente
a GAPDH como gen de referencia. * p <0.05, ** p <0.01 (Test de Kruskal Wallis con

analisis de comparaciones con grupo control con test de Dunn’s)
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5.2.2 Comparacion de la expresion génica de AR y GRK tras el RVP

Al analizar el comportamiento de los AR y GRK tras la intervencion
se observa que la expresion de GRK2 aumenta significativamente en los
pacientes tras el RVP [(412,85 (245,60 - 914,61) a 806,25 (641,69 -
1087,76)]. En el caso de la expresion de AR-B2 los niveles también aumentan
tras el RVP, pasando de 423,95 (323,27 - 694,28) a 652,38 (493,78 -
1020,70), aunque sin llegar a ser una diferencia estadisticamente
significativa. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de
ARNm de AR-B1, GRK3 y GRK5 tras el RVP (figura 5.14). La figura 5.15
muestra el andlisis de resultados obtenido antes y después de RVP para cada

paciente incluido en el estudio.
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Figura 5.14 a-e. Niveles de ARNm para los receptores adrenérgicos 31 y 2, y las
quinasas GRK2, GRK3 y GRKS5 acopladas a proteinas G en los pacientes con IP antes
y después del RVP. Los datos se calcularon como 2-dCt frente a GAPDH como gen

de referencia. * p <0,05; **p <0.01 (prueba T de Wilcoxon).
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Figura 5.15. Niveles de ARNm para los receptores adrenérgicos 1 y 2, y las
quinasas GRK2, GRK3 y GRKS5 acopladas a proteinas G en los pacientes con IP antes
y después del RVP.
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Es interesante resefiar que el aumento en la expresion génica de
GRK2 y AR-B2 observados después de PVR evidencia la normalizacion de los
valores de expresién de estos marcadores sin observarse diferencias
estadisticas con los observados en el grupo de sujetos sanos, siendo la
expresion de GRK2 en pacientes con IP tras RVP de 806,25 (641,69 -
1087,76) vs. 760,89 (497,97 - 1233,81) en el grupo control y la expresion
de AR-B2 652,38 (493,78 - 1020,70) vs. 748,49 (384,07 - 1119,44),

respectivamente (figura 5.16).
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Figura 5.16. Comparacion de niveles de ARNm para AR-$2 y GRK2 en los pacientes

con IP después del RVP y grupo control. Los datos se calcularon como 2-dCt frente

a GAPDH como gen de referencia. p (prueba U de Mann Whitney para AR-2 y GRK2)
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La insuficiencia pulmonar representa una complicacion muy
frecuente en los pacientes intervenidos de CC con obstruccion del TSVD y
supone un importante volumen dentro de las consultas de CC del adulto.
Centrar este trabajo en esta patologia, no es s6lo debido a su prevalencia,
sino a la repercusidén clinica y pronoéstica que tiene en los pacientes y al
debate que sigue existiendo en el momento 6ptimo de intervencion. Ademas,
se trata de un trabajo pionero por realizar un abordaje molecular del estudio

del VD en estos pacientes.

La sobrecarga crénica de volumen que provoca la IP participa en la
dilatacion y disfuncién del VD, provocando disminucién de la capacidad de
ejercicio e incrementando la incidencia de IC, arritmias y muerte stubita. A
pesar de que la IP es la causa de reintervencion mas frecuente dentro de las
CC, suponiendo casi la cuarta parte de las intervenciones63, la indicacion de
RVP sigue siendo uno de los temas en discusion dentro del &mbito de las CC.
La indicacion de RVP en estos pacientes estd aceptada cuando presentan
sintomas. No obstante, muchos de estos pacientes presentan una buena
tolerancia clinica a esta afectacion cronica. En estos pacientes asintomaticos
0 paucisintomaticos las indicaciones de RVP son motivo de debate desde
hace afios dado que tras la intervencién no se ha observado una mejoria en
la supervivencia de estos pacientes. Por ello, la busqueda de nuevos
pardmetros que permitan seleccionar a los pacientes que pueden
beneficiarse de un RVP en términos pronoésticos y de situacion funcional han
llevado a numerosas investigaciones y publicaciones en este campo!37. Uno
de los problemas que plantean estos pacientes es la complejidad de
valoracion funcional del VD. Por un lado, el hecho que sean pacientes
intervenidos dificulta el analisis del VD y, en este sentido, la cuantificaciéon

de volumenesy funcidn del VD no parecen ser suficientes paraindicar el RVP
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y observar mejoria en su pronéstico’t137, Por otro lado, el conocimiento del
que disponemos de la fisiopatologia del VD es limitado en comparacion con
la del V1 y, por ello, parece necesario ampliar el estudio en este campo con
nuevos enfoques que aumenten el conocimiento de la disfuncién del VD y,

por tanto, ayuden a la toma de decisiones.

Asi pues, proponemos el abordaje de este problema desde una nueva
perspectiva como es la valoracion molecular, con la aspiraciéon de que sea
complementaria a las ya establecidas desde la evidencia cientifica. Desde
este punto de vista, es interesante analizar una serie de marcadores
moleculares que pudieran aportar informacién de la repercusion de la IP en
el VD y de este modo, poder ser utilizados en un futuro para decidir el
momento idéneo para el RVP en pacientes asintomaticos junto con las

herramientas de las que ya disponemos en la actualidad.

En este trabajo se han estudiado a estos pacientes desde un punto de
vista molecular, y se han analizado cambios en biomarcadores que permitan
conocer mas sobre la evolucion de esta enfermedad y ayudar a su
tratamiento clinico. Para ello, se ha analizado la expresion génica de AR y
sus quinasas moduladoras, las GRK. El sistema adrenérgico juega un papel
fundamental en la regulacién cardiaca y, por ello, los receptores que
participan en esta regulacion estan siendo estudiados como biomarcadores
en distintas patologias cardiacas, como la IC y la hipertensidon arterial. En la
actualidad, se estdn ampliando conocimientos sobre las vias de senalizacién
de estas moléculas y sobre los distintos procesos fisiolégicos en los que
participan?’. Su expresién no solo se encuentra en muestras miocardicas,

sino que se ha observado que estas moléculas también estan presentes en
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células linfocitarias de sangre periférica y que su estudio puede ser 1util en
diversas patologias cardiacas, describiéndose que los niveles de GRK2 en
linfocitos de pacientes con IC tienen valor pronostico8s. Por ello, el interés
de estudiar la expresiéon de AR y GRK en pacientes con IP grave con el
objetivo de conocer mas sobre la fisiopatologia del dafio miocardico del VD

en esta enfermedad.

Este trabajo es el primero en abordar el estudio de los pacientes con
IP grave desde una perspectiva molecular analizando biomarcadores que
han demostrado valor pronéstico en pacientes con IC pero que no han sido

estudiados hasta el momento en una poblacion de pacientes con CC.

1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

La poblacién de estudio es una poblacién joven (edad media de 32,2
+ 10,9 anos) en comparacion con las que se analizan en otras patologias
cardiacas adquiridas, incluidos los pacientes con miocardiopatia dilatada
que componen el grupo de IC de este trabajo (47,5 + 17,1 afios) y es similar
a la que se describe en otros estudios de pacientes adultos con 1P4262, Con
respecto a la patologia de base, se han incluido pacientes con TF y con otras
enfermedades obstructivas del TSVD corregidas en la infancia. Aunque la CC
mas frecuente en este estudio es la TF, presente en un 65,7% de los
pacientes, en comparacion con otros trabajos, el porcentaje de pacientes con
TF es algo menor al que presentan otras series, donde representan el 71-
75% de las muestras’1138, Los pacientes incluidos en el estudio fueron
intervenidos en la infancia, en su mayoria en la década de los 80-90 y una
cuarta parte de ellos presentaba una intervencién paliativa previa a través

de fistulas, cifras similares a las descritas en otras publicaciones’!. Ademas,
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un 80% son portadores de un parche transanular, causa principal de
desarrollo de la IP, y que es similar a lo descrito en otras series con
porcentajes que oscilan entre un 74 y 84%°627173, En nuestra poblacion, los
pacientes con TF no presentaban otras secuelas importantes con respecto a
su CC por lo que se consider6 que podria estudiarse el grupo de pacientes

con [P de forma global sin diferenciar por su CC.

Como es ampliamente conocido, la IP es bien tolerada clinicamente
durante afios por lo que la mayor parte de los pacientes se encuentran
asintomaticos en el momento de la inclusion (el 77,1% de los pacientes del
estudio se encuentra en CF I de NYHA). Aunque el porcentaje de eventos
clinicos en esta poblacién es bajo, es conocido por diversos estudios que
alrededor del 30% de los pacientes presentaran arritmias auriculares en el
seguimiento?. En nuestro grupo de estudio el 22,9% de los pacientes habia
presentado fibrilaciéon/flutter auricular en el momento de la inclusién en el
estudio. Este dato es importante ya que la presencia de arritmias
supraventriculares es un dato predictor de MS32 y era indicaciéon de RVP en
las guias de la ESC publicadas en 20105. Con respecto a las taquicardias
ventriculares, se registraron TV no sostenidas en 3 pacientes, 8,6% de la
poblacién, porcentaje similar al descrito en el trabajo de Valente donde la
presencia de este hallazgo se relacioné con el riesgo de MS y de TV32. La
presencia de factores de riesgo cardiovascular es baja al tratarse de una
poblacién joven, siendo la hipertension arterial el mas prevalente, presente

en el 20% de la muestra.

Con respecto a los parametros electrocardiograficos, en este estudio

se han registrado el ritmo cardiaco, la frecuencia cardiaca y la duracion del
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QRS. La duraciéon media del QRS de los pacientes analizados es de 143,2 +
31,8 ms. Sélo 3 pacientes presentaba un QRS = 180 ms, marcado por las guias
como uno de los factores de riesgo de MS7. Actualmente hay estudios
interesantes que analizan otros pardmetros electrocardiograficos en la
evolucion de la IP, como el cambio del QRS, la dispersién del QT33 o la
disminuciéon en la variabilidad de la frecuencia cardiaca3* que se han

relacionado con la aparicién de arritmias ventriculares o MS.

Por otro lado, aunque la ecocardiografia es la técnica mas utilizada
para el seguimiento de pacientes con cardiopatia, las guias de practica
clinica no describen valores ecocardiograficos de dilatacion o disfuncién del
VD para indicar el RVP en el grupo de pacientes con IP por las propias
limitaciones de la técnica en su evaluacién. En esta poblacidn, el 80% de los
pacientes con IP grave presentan un didmetro basal del VD > 42 mm que
marcan las guias como dilataciéon del VD44, pero sin definir rangos sobre el
grado de dilatacidn del VD por lo que la informacién que se obtiene de este
valor es limitada. Ademas, se ha descrito que la correlacion de las medidas
2D del VD con los volimenes por RMC en pacientes con sobrecarga de
volumen, como es esta poblacion, es débil*6. Con respecto a la valoracién de
la funcion del VD, la FAC es el parametro ecocardiografico de valoracion
funcional que mejor se correlaciona con la FEVD por RMC5!. Este grupo de
pacientes presentan una FAC media de 44,6 + 7,9 % y sélo un 11,4% de los
pacientes presentan una FAC menor del 35%, por lo que por pardmetros
ecocardiograficos es una poblacion que en su mayoria no presenta
disfuncién del VD. Pero segtn los datos de valoracién de VD por RMC un
tercio de los pacientes si presenta FEVD < 45%, esto puede ser debido a que
el calculo de funcién por RMC tiene en cuenta el TSVD a diferencia del calculo

de la FAC por ecocardiografia-2D, indicando las limitaciones que tienen los
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parametros ecocardiograficos clasicos para valorar la funcién de VD en estos
pacientes. Por otro lado, aunque un tercio de los pacientes presenta
disfuncién significativa de VD, si tenemos en cuenta la FEVD media de la
poblacidén, 47+10,3%, los pacientes de este estudio se encuentran dentro de
los valores que se han descrito en otras series de pacientes con IP donde se

lleva a cabo el RVP, que presentan FEVD media de 42 a 51%717377,

En el analisis de los valores obtenidos por la RMC, casi la mitad de
los pacientes (45,7%) presentan una dilatacién significativa de VD (VTDVDi
por RMC = 160 ml/m2), siendo este volumen el indicado por las guias como
el punto de corte para realizar el RVP78. En este sentido, Oosterhof et al.”3
describieron que la normalizacién en el tamafno del VD podria lograrse si se
realizaba el RVP cuando el VTDVDi fuera <160 ml/m2 o VTSVDi < 82 ml/m2.
En otro estudio realizado por Therrien et al.’2 encontraron que aquellos
pacientes con VTDVDi > 170 ml/m? y VTSVDi > 85 ml/m2 no normalizaban
el tamafio del VD por lo que se sugirié que el RVP deberia llevarse a cabo
antes de alcanzar estos valores. Otros autores sugieren una actitud mas
agresiva’l7¢ y marcan el punto de corte de VITDVDi de 150 ml/m? para
conseguir normalizar los volimenes de VD y mejorar la funcion
biventricular y la capacidad de ejercicio submaxima. Con todo ello, un
porcentaje importante de los pacientes incluidos en este estudio presentan
indicacion de RVP siguiendo los parametros descritos en la mayor parte de

los trabajos publicados.
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2. Analisis comparativo de la expresion génica de AR y GRK
en la FMLC de pacientes con insuficiencia pulmonar

En este estudio hemos comparado la expresion génica de AR y GRK
en pacientes con IP grave con respecto a la que presenta un grupo control
de sujetos sanos y un grupo de pacientes con IC avanzada. En primer lugar,
es interesante analizar las caracteristicas clinico-demograficas de la
poblacién de estudio en comparacion con los pacientes con IC avanzada. Los
pacientes con IP grave representan una poblacién mas joven, que en su
mayoria estd asintomatica o presentan sintomas unicamente a moderados
esfuerzos, frente a los pacientes con IC que se encuentran en CF III/IV de
NYHA. También observamos que los pacientes con IP presentan unos niveles
significativamente menores de NT-proBNP, un biomarcador clasico de IC,
pero como ya ha sido descrito, las elevaciones de NT-proBNP en esta
poblacidén son leves en comparacion con los pacientes con IC por disfuncién
del VI?%. Ademads, aunque este biomarcador se ha relacionado con la
disminucidén de la capacidad de ejercicio en pacientes con TF y con datos de
dilatacién de VD, hay discrepancias en cuanto a la relacién con la FEVD en
esta poblacidn. Este hecho, junto con que las elevaciones del NT-ProBNP son
discretas, limitan su utilidad en la practica clinica a diferencia de lo que
ocurre en otros escenarios de IC. Por ello, el estudio de otros biomarcadores
en esta poblaciéon que tengan también valor prondstico supone una via

nueva de abordar esta patologia.

La expresion de AR-f y GRK en linfocitos se encuentra alterada en
distintas enfermedades cardiovasculares como en la hipertension arterial o
en la [C106116119121133139,140 por lo que se ha propuesto su uso como

biomarcadores en la evolucion de estas patologias, especialmente en la IC
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donde se ha observado que la expresiéon de GRK2 en linfocitos tiene valor

prondsticoss.

Nuestros resultados confirman que los pacientes con IP grave como
secuela tras la cirugia correctora de CC obstructivas del TSVD tienen un
patréon de expresion génica de GRK2 y AR-B2 en la FML similar a los
pacientes con IC, observandose una disminucién significativa con respecto a
los controles sin cardiopatia. Estos resultados no se observan en los otros 3

genes estudiados.

Como se ha descrito en trabajos previos28129, en nuestro estudio se
evidencia que el subtipo de AR-3 mas expresado en los linfocitos es el AR-
B2, que parece ser el punto de union entre el sistema inmune y el sistema
nerviosol28141, Esto se explica porque la noradrenalina liberada en la
respuesta inmunitaria a nivel de las terminaciones nerviosas estimula los
AR-B2 que activa los linfocitos desempefiando un papel en la prevencion de
la enfermedad?28. Con respecto a las GRK, el subtipo mas expresado en la
FMLC de todos los grupos de pacientes es la GRK2 como ya se habia

observado en otras situaciones clinicast06.124,

En este trabajo los pacientes con IP grave e IC presentan una
disminucién en la expresién génica de AR-32 que ya habia sido descrita
previamente por otros autores en pacientes con IC!2° y que parece ser
secundaria a la regulacién que sufren estos AR por la estimulacién continua
de catecolaminas que se produce en pacientes con IC!29. Estos mismos
hallazgos se habian observado en pacientes con sobrecarga de volumen de

VI132, por lo que se especula que la regulaciéon de los AR-B2 puede estar
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relacionada con la respuesta fisiopatoldgica que tiene el sistema circulatorio

para adaptarse a las alteraciones hemodindmicas.

La GRK2 es una de las cinasas mas estudiadas en la IC. Se ha descrito
que sus niveles, tanto proteicos como ARNm, estdn aumentados en el
corazon durante la 1C106107 relacionandose con una disminuciéon de la
actividad de los AR-[31%. Estos hallazgos también se han observado antes del
desarrollo de la enfermedad, pudiendo representar un marcador temprano
del dafio cardiacol%®. Ademas, la determinacién de GRK2 en linfocitos
también se ha correlacionado con los hallazgos en miocardio!?2 y se ha
descrito que los niveles proteicos de GRK2 en linfocitos representan un
predictor independiente de mortalidad en los pacientes con 1C88 junto con
los niveles de NT proBNP. En este estudio, los autores destacan que la
valoracion de las GRK2 ofrece informaciéon prondstica adicional muy
significativa a la obtenida sé6lo con el NT proBNP como marcador
hemodinamico. En nuestro estudio observamos que tanto en los pacientes
con [P grave como en el grupo de IC terminal los niveles de GRK2 en la FMLC
estan disminuidos significativamente respecto a los observados en los
controles sanos. Estos resultados difieren de los publicados en otros
estudios que observan valores aumentados de GRK2 en linfocitos de
pacientes con I(C88106, Sin embargo, estas publicaciones cuantificaron niveles
proteicos de GRK2, mientras que nosotros determinamos ARNm. A pesar del
papel conocido que tienen las GRK2 en el musculo cardiaco, el conocimiento
de los mecanismos que modulan su expresion en linfocitos es limitado.
Existen multiples vias de regulacidn de la expresiéon de GRK2 y sus niveles
proteicos estan regulados por las integracion de los procesos de
transcripcidn, traducciéon y degradaciéon de proteinas®’, por lo que los

niveles proteicos y de ARNm pueden diferir. Por otro lado, las GRK2 estan
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altamente expresada en diferentes tipos celulares del sistema inmune y
parece constituir un importante regulador de las respuestas de estas células.
Por ello, otra explicacidon adicional a las diferencias obtenidas entre los
estudios de cuantificaciéon proteica y de ARNm pueden derivarse de que al
procesar una poblacion mixta de células (FMLC), es posible que la
disminucién en la expresion de GRK2 en pacientes con IP esté limitada a
ciertos subconjuntos de estas células y/o que la composicion alterada de la
poblacidon de FMLC que puede ocurrir por la estimulaciéon de AR-B2 sea la

causa de este hallazgo42

En la actualidad sabemos que la IC se produce no sélo como
consecuencia de un proceso hemodindmico, sino como un sindrome
complejo con importantes alteraciones neurohumorales que contribuyen a
los sintomas y progresiéon de la enfermedad!43. Las diversas noxas que
afectan al corazéon producen disminuciéon de la eficacia contractil y una
activacion neurohumoral, evidenciandose fenémenos de estrés oxidativo,
inflamacién y disfuncién endoteliall#4. Estas alteraciones se traducen en
cambios morfoldgicos y funcionales a nivel de miocardio (hipertrofia,
fibrosis y apoptosis) referidos habitualmente como remodelado ventricular.
En este contexto, se ha observado que las alteraciones endoteliales que se
producen por el estado proinflamatorio en la IC alteran la disponibilidad del
oxido nitrico y con ello se produce una regulacion a la baja de GRK a nivel
miocardico!%5. Ademas, se ha observado que el stress oxidativo que se
produce en los fenémenos inflamatorios puede regular los niveles
linfocitarios de GRK2 a la bajal6. Por otro lado, también se ha descrito una
reduccion de AR-B en la FMLC en distintas enfermedades cardiacas en

relacion con una respuesta inflamatoria crénica de baja intensidad!4?. En

160



Discusion

este sentido, la reduccion de AR-2 y GRK2 en los LMC que se observa en los
pacientes con IP grave podria explicarse por una afectacion del VD

significativa que justificaria esta respuesta inflamatoria.

En resumen, los niveles disminuidos de ARNm de GRK2 y AR-2 de
estos pacientes pueden depender tanto de la regulacién adrenérgica por los
cambios locales a nivel miocardico como de los efectos sistémicos
secundarios a la respuesta neuro-humoral que se produce en la IC como

estado proinflamatorio.

Por otra parte, nuestros resultados son congruentes con los
descritos previamente, en los que se observaba una disminucién en la
expresion génica de GRK2 y AR-2 en pacientes con miocardiopatia dilatada,
que revertia tras el trasplante cardiaco!33. Estos datos también justifican que
las alteraciones observadas estdn en relaciéon con la afectacién cardiaca

existente.

Analizando la expresion génica de los AR-f1, aunque son el subtipo
mas frecuente de AR en el miocardio?, a nivel linfocitario la mayor parte de
los estudios en IC se han realizado analizando la expresion de AR-f32. Esto se
debe a que estan localizados de forma homogénea en los linfocitos y
presentan cambios sinérgicos con la expresion a nivel cardiacol2s. Sin
embargo, también se ha descrito que los AR-f31 se localizan en los linfocitos
y que los niveles de ARNm disminuyen en pacientes con IC como ocurre con
los AR-B2129, En nuestro estudio no observamos que los pacientes con IP
presenten diferencias en la expresion génica de AR-B1 con respecto a los
controles, pero paraddjicamente los pacientes con IC muestran una

sobreexpresion de estos receptores, aunque sin que existan diferencias
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significativas con el grupo de voluntarios sanos. Este hallazgo puede
explicarse porque, como se observa en la figura 5.2, existe una dispersion

importante en los niveles de expresion de AR-B1 entre los pacientes con IC.

Respecto al andlisis de la expresidn génica de la GRK3, en el andlisis
post-hoc comparativo de los 3 grupos, se han observado diferencias en el
limite de la significacion s6lo entre los pacientes con IP, donde se observaba
una baja expresion frente al grupo control. En los pacientes con IC no se han
observado estas diferencias, lo cual es concordante con lo publicado en la
mayoria de los estudios previos!14115, En esta linea, es importante destacar
los resultados de un estudio en el que, aunque se confirma la ausencia de
cambios en la expresion cardiaca de GRK3 en pacientes con miocardiopatia
dilatada, si se describen niveles ligeramente elevados de GRK3 en las

muestras del VD, y no del resto de cAmaras cardiacas107.

Por ultimo, analizando la expresion de GRKS5, observamos una
sobreexpresion de ARNm en la FMLC de pacientes con IC terminal como se
habia descrito previamente en el miocardio de animales con IC en fases
terminales!11148, en muestras de VI de pacientes con miocardiopatia
dilatadal97 y en linfocitos, tanto a nivel proteico como de ARNm, en pacientes
con sobrecarga del VI en relacién a la gravedad de la enfermedad!32. Sin
embargo, no observamos esta expresiéon aumentada en pacientes con IP
frente a los controles, donde los niveles de ARNm son similares. Esto puede
ser debido a que la GRK5 se encuentre alterada en fases muy avanzadas de
la enfermedad y su regulacién no esté tan relacionada con la inflamacion

cronica como lo esta la GRK2.
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3. Analisis de la expresion génica de ARy GRK en la FMLC de

pacientes con IP en relacion con variables clinicas v de

afectacion de VD

En el andlisis comparativo de la expresion génica de los
biomarcadores en los pacientes con IP severa segtin la situacién funcional se
observa que hay una tendencia, aunque no significativa, a una expresién
génica de GRK2 menor en los pacientes sintomaticos que en los
asintomaticos. La ausencia de significacién estadistica en esta diferencia se
puede relacionar con el reducido tamafio muestral. Esto podria indicar que
los pacientes sintomaticos deben tener un grado de dafio cardiaco mayor y
que puede existir una relacién inversa entre la concentracion de GRK2 y el
grado de dafio cardiaco. No se observan diferencias en la expresion del resto

de biomarcadores, incluida la expresién de AR-32.

En el estudio se incluyeron pacientes con enfermedades
obstructivas del TSVD, principalmente TF y EP, cardiopatias que presentan
una evolucidn distinta por la complejidad de base. Sin embargo, en el analisis
comparativo de la expresién génica de AR y GRK entre los pacientes con TF
y los pacientes con otras CC del TSVD no se observaron diferencias
significativas. En esta serie los pacientes con TF no presentaban otras
secuelas importantes asociada a su CC de base, siendo la IP grave la lesion
principal, por lo que no era esperable que hubiera diferencias entre los
grupos. Ademads, ambos grupos habfan sido intervenidos con técnicas
agresivas de ampliacion del TSVD, principal causa de la presencia y

evolucion de la IP.
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Por otro lado, estudios previos mostraron que los betabloqueantes
regulan la densidad de AR de manera selectiva en el subtipo AR-f3, mientras
que causan la regulacion negativa de GRK2109, Sin embargo, este efecto
depende del bloqueador beta utilizado, por ejemplo, el carvedilol presenta
un comportamiento peculiar que disminuye la densidad de AR-$14%. En
nuestro grupo de pacientes con IP, se observé una expresion similar de AR-
B2 y GRK2 independientemente del tratamiento con bloqueadores beta, lo

que excluye el posible sesgo debido al tratamiento farmacolégico.

Al comparar la expresion de los biomarcadores en funcion del dafio
del VD en términos de dilatacion o disfunciéon sistélica no se observan
diferencias. Esto podria apuntar a que, aunque en la actualidad los
parametros utilizados para la indicacién quirtrgica se basan en los valores
de volumen y funcién del VD por RMC, tal vez haya que poner el punto de
atencion en otros indicadores de dafio miocardico que aporten informaciéon
complementaria a las herramientas usadas en la actualidad para el manejo

de estos pacientes.

Por ultimo, en el analisis de correlacion entre la expresion génica de
AR-B2, GRK2 y GRK3 en los pacientes con IP grave y distintas variables
clinicas, no se observé ninguna correlacion significativa entre la expresion
de AR-B2 y GRK2 y los pardmetros de valoracion del VD (volimenes y
funcién) ni con la edad ni la duracidn del QRS. Esto apoya la idea de que los
cambios moleculares pueden preceder a otras alteraciones mas evidentes
en la evaluacion de estos pacientes y, por lo tanto, la expresion de estos
genes podria utilizarse como biomarcador para detectar dafo cardiaco

incluso cuando este dafio no tiene expresion clinica. Un resultado
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interesante fue el hecho de que se encontré una correlaciéon inversa
significativa entre la expresion génica de GRK3 en la FMLC y el VTDVDi de
los pacientes con IP. Este hallazgo, junto con la expresion génica de GRK3
disminuida en el grupo de pacientes con IP frente al grupo control, puede
agregar mas informaciéon a resultados previos que apoyan un papel
protector de GRK3 expresado en corazén humano o en linfocitos en el

sistema cardiovasculariiz11e,

4, Analisis de la expresion génica de AR v GRK en la FML en

los pacientes con indicacion de RVP vs. sin indicacion de

RVP

De los 35 pacientes incluidos en el estudio, 20 pacientes con IP
severa presentaban indicacion de RVP en el momento de la inclusion y
fueron intervenidos de RVP en el seguimiento, siguiendo las indicaciones de
las guias de practica clinica por presencia de sintomas, apariciéon de
arritmias y/o datos de dilatacion y disfuncion del VD. Teniendo en cuenta la
presencia de disnea en el momento de la inclusién y la disminucién de la
capacidad de ejercicio en el seguimiento, un 70 % de los pacientes
presentaban alguna sintomatologia por la que se indic6 la intervencion.
Estos resultados son similares a los descritos en series clasicas donde el
porcentaje de pacientes con sintomatologia estan en torno a 70%7273,
aunque algo mayor que en series mas recientes donde se describe disnea en
56% de la poblacién intervenida?’s. Los pacientes intervenidos presentan un
VTDVDi medio de 165,9 + 22,0 ml/m2. Si nos centramos en este parametro,
la indicacidon de cirugia se realiza de forma mas conservadora, comparada
con otros estudios donde el VTDVDi medio de los pacientes intervenidos

estd en torno a 155 ml/m276.150,
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Con respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes
intervenidos, son un subgrupo de mayor edad y que presentan como CC de
base la TF en mayor proporciéon que los pacientes no intervenidos. Un
porcentaje importante de pacientes se encontraba asintomatico en el
momento de la inclusion, pero si mostraba mayor afectacidon por diversos
pardmetros como mayor duracion del QRS, mayor progresion en los
volimenes de VD y menor FEVD. Sin embargo, no se observan niveles
diferentes en la expresion de GRK2 y AR-f32. Este hallazgo puede significar
que la alteracién observada en la expresién de estos biomarcadores en los
pacientes con IP grave preceda a datos de dafio miocardico evidente como
la aparicién de sintomas, disminuciéon de la capacidad de ejercicio o
disfuncién/dilatacién progresiva del VD, criterios actuales para la indicacion
de RVP. Por lo que no se han observado diferencias en la expresion de GRK2

y AR-B2 segln los pacientes tengan o no indicaciéon de RVP.

5. Analisis de la expresion génica de AR v GRK en la FMLC en

el subgrupo de pacientes con IP grave intervenidos de RVP

tras cirugia

Tras el RVP los cambios observados respecto a la situacion clinica,
electrocardiografica y a los parametros de evaluacién de VD son similares a
otros estudios que evaltian la respuesta al RVP18, presentando una mejoria
en la clase funcional de la NYHA y una disminucién de los volimenes de VD,

pero sin cambios en la FEVD.

Con respecto a los biomarcadores analizados en la FMLC, el

subgrupo de pacientes con IP intervenidos presenta niveles inferiores de
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GRK2 y AR-B2 con respecto al grupo control. Tras el RVP, la expresion de
estas moléculas cambia y se asemeja a la de los controles sanos, lo que indica
una reversibilidad de la situacion patolégica involucrada en estos cambios,
como ocurrié en pacientes con IC después del trasplante!33. Teniendo en
cuenta que la menor expresion de GRK2 y AR-B2 en los pacientes con IP
puede estar en relacion con la respuesta inflamatoria secundaria al dafio
cardiaco que presenta, la correcciéon de la valvulopatia que provoca esta
situacidn hace revertir esta respuestay con ello, se produce la normalizacion

en los niveles de expresion de estos biomarcadores.

Otro de los hallazgos interesantes es que la expresion reducida de
GRK2 y AR-B2 no solo se encontro en pacientes con indicaciéon de RVP sino
también en los pacientes sin indicacién de RVP en comparacién con el grupo
control de voluntarios sanos. Por tanto, la disminucién en los niveles de
ARNm de GRK2 y AR-32 en FMLC podria preceder a los datos clinicos que se
manejan en la actualidad para la indicacién de cirugia y podria alertar sobre
un dafio miocardico secundario a la respuesta inflamatoria que puede
ocurrir en la IC, que se manifiesta con una expresion disminuida de ARNm
de GRK2 y AR-f2, sin que otros parametros clinicos lo evidencien. De hecho,
se ha estudiado el remodelado del VD a medio-largo plazo en pacientes
intervenidos!38, describiendo que, inicialmente si se observa una reduccion
de los voliimenes de VD con una ligera disminucién de la FEVD, pero alos 10
afios de evolucion hay un deterioro gradual, de tal modo que los volimenes
vuelven a aumentar y la FEVD disminuye. Aunque esta evolucién puede
estar parcialmente justificada por la disfuncién que sufren las protesis
implantadas, se ha visto que este remodelado adverso ocurre a pesar de que
la disfuncion de la prétesis no sea significativa, lo que hace pensar que estos

ventriculos son vulnerables a pequefios cambios hemodinamicos y que
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podria deberse a que el remodelado ventricular ya estuviera evolucionado
previamente al RVP. En este sentido hay autores que abogan por ser mas
agresivos en la indicacidn de la intervencion puesto que se ha descrito que
existe una mejoria en los datos de consumo de oxigeno y una tendencia a
mejorar la funcion del VD en los pacientes intervenidos a edades mas
tempranas!5!, probablemente porque habria un menor remodelado del VD.
Pero como se ha comentado, aunque la mortalidad de la intervencién es baja,
el porcentaje de pacientes que presentan complicaciones (disfuncion,
endocarditis...) relacionadas con la prétesis implantada es significativo®® y
hasta el momento no se ha demostrado que la intervencién mejore el
prondstico de los pacientes!®79.152, Incluso, comparando los pacientes
intervenidos siguiendo los criterios habituales con aquellos intervenidos
mas precozmente se observa que estos ultimos presentan mas

complicaciones!52,

En la linea de un abordaje mas precoz se ha avanzado con la
aparicién de las protesis percutdneas y, en este sentido, algunos expertos
sostienen que todos los pacientes con IP severa asintomaticos deben
someterse a RVP percutaneo antes del desarrollo de la dilataciéon o
disfuncién del VD151, Aunque el implante de proétesis pulmonar percutaneo
esta muy limitado en los pacientes con tracto de salida del VD nativo por
criterios de tamafio del TSVD, este enfoque agresivo de intervencion
temprana debe contemplar otras complicaciones que conlleva el implante
de estas prétesis como el riesgo de endocarditis infecciosa y la degeneracion
de estas valvulas!53. De todos modos, es necesario demostrar que el RVP
precoz percutdneo evita reintervenciones y tiene un impacto en los

resultados clinicos y prondsticos!*. En este sentido, pensamos que es muy
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importante encontrar otras herramientas que nos ayuden a incrementar el
conocimiento sobre la fisiopatologia y diagnostico de la disfuncién
ventricular derecha en estos pacientes. Los biomarcadores se presentan
como una opcién muy interesante que podria aportar esa informacién

necesaria.

En la actualidad, no hay estudios que analicen estos biomarcadores
en cardiopatia derecha y los realizados en pacientes con CC son escasos. Se
ha publicado un trabajo que muestra la alteracion en la expresion de GRK2
y AR en miocitos auriculares de pacientes con CC intervenidos con bypass
cardiopulmonar?!s4, que relaciona estos hallazgos con la vulnerabilidad que
presenta el miocardio a las concentraciones de catecolaminas en este
contexto y el dafio miocardico que esto puede producir. Aunque
interesantes, los resultados de este estudio no son comparables a los
mostrados en el presente trabajo puesto que la poblacion de estudio se
encuentra en situacion estable y la extraccion post-RVP se realiza un afo

después de la cirugia.
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Limitaciones

El tamafio muestral del estudio es pequeno y, por lo tanto, el poder
estadistico es limitado. Los trabajos publicados en pacientes con CC
presentan un tamafio muestral bajo en comparacion con trabajos referidos
a patologias cardiacas adquiridas, y Unicamente trabajos multicéntricos
relinen un nimero mayor de pacientes’’. En nuestro estudio, aunque la IP
es una complicacidn frecuente dentro de los pacientes con CC, el nimero
absoluto de pacientes es bajo. Sin embargo, hay que considerar que se trata
de un estudio prospectivo unicéntrico por lo que el nimero de pacientes
incluidos se considera representativo y es similar al publicado en otros

estudios unicéntricos sobre esta patologia7480.138,

Se trata de un estudio observacional y no consecutivo puesto que la
inclusién de pacientes estuvo limitada a la disponibilidad del personal y de
las técnicas de laboratorio, de ahi que se haya precisado de un tiempo de
inclusidn de tres afios y medio para obtener un tamafio muestral adecuado.
Por otro lado, no todas las muestras obtenidas fueron inicialmente

procesadas debido a la baja calidad de estas.

El grupo de pacientes incluidos en el estudio no es homogéneo
puesto que presentan IP secundaria a distintas cardiopatias de base, TF y EP,
aunque no se observan diferencias en la expresién de AR y GRK en relacion

con la CC de base.

Otra limitacién que puede considerarse es que los pacientes con IC
avanzada no son comparables con los pacientes con IP grave porque
representan una poblacién con importante dafio cardiaco y con afectacion
del VI, mientras que los pacientes con IP presentan afectacién del VD. Pero

el objetivo del estudio es estudiar si las alteraciones moleculares que
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aparecen en pacientes con IC también estan presentes en pacientes con IP

grave, por eso se ha seleccionado a esta poblacién.

Otro punto limitante es que en este trabajo no se ha realizado la
determinacion de los niveles de proteina de GRK2 y AR-B2. Los eventos
celulares postranscripcionales pueden modular la traduccién de las
proteinas, por lo que hubiera sido interesante ver que los cambios en la
expresion de los genes se correlacionan con los cambios en los niveles de
proteinas, aunque los anticuerpos disponibles para la determinacion de los

receptores AR-2 no son lo suficientemente fiables15s.

La expresién génica de biomarcadores que se analiza en los
pacientes intervenidos de RVP antes de la cirugia se determiné en el
momento de la inclusién del estudio y no inmediatamente antes de la cirugia.
Se desconoce como evolucionan estos marcadores con el tiempo, pero, en
cualquier caso, dado que los pacientes ya presentaban indicacion de cirugia
en el momento de la inclusiéon no es esperable una normalizacion de la
expresion de estas moléculas, por lo que los hallazgos se consideran

igualmente interesantes.

174



VIII. CONCLUSIONES

175



176



Conclusiones

La expresion génica de GRK2 y AR-f32 se encuentra disminuida en los

pacientes con IP grave y con IC avanzada respecto al grupo control.

No existen diferencias en la expresion génica de AR-f3 y GRK en los
pacientes con IP grave al compararlos por su clase funcional,

voliumenes o funcion del VD.

El grupo de pacientes con IP grave con indicaciéon de RVP en el
momento de la inclusion no presentan diferencias en la expresiéon de
AR-B y GRK en comparacién con los pacientes con IP grave sin

indicacion.

En el grupo de pacientes con IP grave intervenidos de RVP en el
seguimiento los niveles de expresion génica de GRK2 estan
disminuidos en el momento de la inclusién en el estudio y aumentan

tras la intervencion a niveles similares a los del grupo control.

177



Analisis de Marcadores Moleculares en la Insuficiencia Valvular Pulmonar Grave en Adultos con
Cardiopatias Congénitas

178



IX. FUTURAS
INVESTIGACIONES

179



180



Futuras investigaciones

En este trabajo se ha analizado la expresién génica de ARNm, pero
no se ha determinado la expresion de la proteina debido a la cantidad
limitada de material en las muestras. Esta limitacion podria abordarse en un
trabajo futuro mediante el uso de citometria de flujo para detectar la

expresion en las diferentes poblaciones de células mononucleares.

La determinaciéon de GRK y AR-f se ha realizado inicamente una vez
y desconocemos cdmo evoluciona en el tiempo. Esto también abre una
posible linea de investigacidon porque puede ser interesante no conocer un
valor de forma puntual de estos biomarcadores, sino su evolucién en el

tiempo.

Ademas, el hecho de que tras el RVP un porcentaje importante de
pacientes presenten disfuncion de la prétesis implantada hace pensar que
nuevas determinaciones de biomarcadores cuando se detecte la disfuncion
del homoinjerto o la bioprétesis podrian ser ttiles. Por este motivo, seria
interesante un futuro estudio multicéntrico con seguimiento prolongado
después de la intervencion de RVP, que incluya mediciones periddicas de los
niveles de GRK2 y/o AR-2 en FMLC, para obtener datos de la evolucién de
la expresion génica de estos marcadores tanto en pacientes en los que

disfunciona la proétesis como en los que no.

A la luz de la relacién inversa entre la expresion de GRK3 y el
VTDVD, su estudio tanto en corazén como en linfocitos y su relacién con el

dafio cardiaco podria ser un tema interesante para futuras investigaciones.

Por otro lado, aunque es conocido que existen cambios de expresion

génica en los AR y sus GRK reguladoras en diferentes enfermedades
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cardiovasculares, el presente estudio expone por primera vez una expresion
génica del AR-B2 y GRK2 similar en pacientes con IP e IC avanzada, seria
necesario realizar estudios multicéntricos para conseguir un tamafo

muestral mayor y obtener informacién prondstica de estos hallazgos.
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ANEXO1

Instituta
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== SanitarioLape
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
Version de la HIP: Primera Fecha de la version: 7/4/2016

Investigador Principal:
Maria Rodriguez Serrano.
Facultativo Especialista de Cardiologia. Hospital de Manises.

maria.rodriguez.serano@gmail.com

CENTRO: Hospital Universitario y Politécnico La Fe

Titulo del proyecto de investigacion:

Determinacion de marcadores moleculares en la insuficiencia pulmonar grave
de pacientes adultos con cardiopatia congénita. ; Son Utiles para la indicacion
quirirgica?

1. INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Biomédica
del Hospital Universitario y Politécnico la Fe.

Nuestra intencion es tan sélo que usted reciba la informacion comrecta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio.
Para ello lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemoes las dudas
que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las
personas que considere oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntana y que puede
decidir no participar y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello

se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.
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3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Se frata de un trabajo de investigacion dingido a pacientes adultos que
nacieron con una enfermedad del corazén (cardiopatia congénita) y que tuvieron que
ser operados por ese motivo. En relacion a esa intervencion han desarrollado un
problema en una de las valvulas del corazdn, concretamente en la valvula pulmonar

que no es capaz de cermrarse corectamente (insuficiencia valvular pulmonar).

Los pacientes que padecen esta anomalia son controlados en la consulta de
cardiopatias congénitas del adulto porque pueden desamollar complicaciones a lo

largo de |z evolucién y en muchos casos necesitan nuevas intervenciones quirdrgicas.

El conocimiento cientifico sobre este problema en concreto no es muy extenso.
De hecho existen opiniones diferentes sobre decisiones tan importantes como cuando
es el momento idoneo para indicar una nueva cirugia y reemplazar asi la valvula

pulmonar que no funciona correctamente.

El objetivo de este trabajo es estudiar en profundidad este problema. Para ello
se analizaran en el laboratorio muestras de sangre del paciente. De estas muestras se
exiraera un tipo de células (linfocitos) en las que se puede medir una serie de
moléculas (receptores adrenérgicos y quinasas que modulan la actividad de los
recpetores) que informan sobre el funcionamiento del corazdn. Esta determinacion es
bastante novedosa y no se realiza de forma habitual.

Los datos de laboratorio de los pacientes includos se compararan con los
datos de 20 personas voluntarias sanas a los que se realizara las mismas pruebas.

Ademas de esta analitica, se recogeran y analizaran los datos obtenidos en las
ecocardiografias, resonancias magnéticas de corazon y electrocardiogramas que los
pacientes se realizan de forma habitual en el seguimiento en la consulta de
cardiopatias congénitas del adulto.

La muestra de sangre obtenida no se utilizara para ningin otro proposito y sera

destruida y eliminada come manda el reglamento de eliminacion de restos biologicos.

Una vez el paciente entienda el estudio y dé su consentimiento sera incluido en
el estudio. Esto no supondra ninguna visita extraordinana al hospital mas alla de las
visitas programadas para la consulta de cardiopatias congénitas del adulto. En la
primera visita se realizara la pnmera extraccién de sangre (10 ml).

Si durante la evolucion de la enfermedad fuese necesario realizar una

operacion de corazon para sustituir la wvalvula pulmonar (que no funciona
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correctamente) se realizard una nueva extraccion de una muestra sanguinea (10 ml)

trascumdo el afo tras la intervencion.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

La participacion en el estudio no supone ninguna modificacion de tratamiento ni
de seguimiento; por lo que los pacientes incluidos no afrontaran ningan peligro
adicional para su salud. La dnica diferencia entre los pacientes incluidos y no incluidos
en el estudio, es que a los primeros se les realizaran dos analiticas de sangre (10 ml)
que no son estrictamente necesaria en el seguimiento habitual.

Los pacientes incluidos no obtendran un beneficio directo de los resultados de
este estudio. No obstante pedran conocer, si lo desean, los resultados de la analitica
realizada.

Los pacientes incluidos colaboraran con el progreso cientifico en este campo,
coniribuyendo al beneficio de otros pacientes en su misma situacion.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:

Como se ha comentado en apartados anteriores, los pacientes incluidos
no recibiran ningun tipo de tratamiento por el hecho de estar incluidos en el
estudio.

6. N° DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO:
En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafios

relacionados con el mismo, contactar con el médico del estudio Dr. JOAQUIN RUEDA
SORIANO en el numero de teléfono 963862700-Ext: 440088

7. CONFIDENCIALIDAD:

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes, se ajustara a lo dispuesto en |a Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicién y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
meédico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo,

siguiendo un mecanismo de disociacion de modo que solo el medico responsable del
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registro (Dfia. Maria Rodriguez Serrano) podra relacionar dichos datos con Usted y
con su histona clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna
salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requenmiento legal.

Solo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el
estudio, que en ningdn caso contendran informacidn que le pueda identificar
directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad social,
etc... En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del
estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de

proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacién personal quedara restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento vy
Productos Sanitarios), al Comité Ftico de Investigacion Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente. El acceso a su historia clinica ha de ser sélo en lo relativo al
estudio.

8. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se
afiadira ningun dato nuevo a la base de datos y, puede exigir |a destruccion de todas
las muestras identificables previamente obtenidas para evitar la realizacion de nuevos
analisis.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITOC

Titulo del estudio: Determinacion de marcadores moleculares en la
insuficiencia pulmonar grave de pacientes adultos con cardiopatia congénita.
£Son Utiles para la indicacion quirirgica?

O, e
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: MARIA RODRIGUEZ SERRANO

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: MNombre:
Fecha: Fecha:
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Direccion General, José Maria Millan Salvador

Dia. Maria Rodriguez Serrano
Servicio de Cardiologia

Asunto: Autorizacion Inicio Estudio.

Valencia, 27 de septiembre de 2016

Adjunto le remito copia de los Informes Cientifico y Etico de Investigacion, en el que se acuerda
informar favorablemente sobre el Proyecto de Tesis titulado “DETERMINACION DE MARCADORES
MOLECULARES EN LA INSUFICIENCIA PULMONAR GRAVE DE PACIENTES ADULTOS CON
CARDIOPATIA CONGENITA. ;SON UTILES PARA LA INDICACION QUIRURGICA?", por usted
presentado.

A la vista de los dictamenes emitidos, dicho Proyecto, puede iniciarse y llevarse a cabo.

Atentamente,

José Maria Millan Salvador
Director General

IIS La Fe | Bulevar Sur, Tome A, 7°. 46026 Valencia | Tel.: (+34) 96 124 66 01 Fax. (+34) 96 124 66 20 | fundacion_lafe@gva.es | www.islafe.es
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Valencia a 27 de septiembre de 2016

El Dr. Rafael Botella Estrada, Presidente de la Comisién de Investigacion del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe,

INFORMA:

Que el Proyecto de Tesis titulado: “DETERMINACION DE MARCADORES MOLECULARES EN
LA INSUFICIENCIA PULMONAR GRAVE DE PACIENTES ADULTOS CON CARDIOPATIA
CONGENITA. ; SON UTILES PARA LA INDICACION QUIRURGICA?" siendo los Directores de la
Tesis el Dr. Joaquin Rueda Soriano y la Dra. Ana M® Osa Saez, el Tutor del Hospital el Dr. Luis
Martinez Dolz, del Servicio / Unidad / Grupo Acreditado de Cardiologia del Hospital U. i P. La Fe,
y el Doctorando Dfia. Maria Rodriguez Serrano, contiene elementos objetivos suficientes en
cuanto a la Hipétesis, Planteamientos y Plan de Trabajo que, a juicio de esta Comision, permiten
pronunciarse positivamente en cuanto a su viabilidad.

Rafael lha Estrada
Presidente de la Comision-dé Investigacion

1IS La Fe | Avenida Femando Abril Martorell, n° 106, Torre A, 7°. 46026 Valencia
Tel.: (+34) 96 124 66 01 | Fax. (+34) 96 124 66 20 | fundacion_lafe@gva.es | www.iislafe.es
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de Salut
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Dra. INMACULADA CALVO PENADES (Reumatologia Pediatrica)

Dr. JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL (Hepatologia Experimental)

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER (Investigadora del Grupo Acreditado en
Hepatologia Experimental)

Dr. JOSE LOPEZ ALDEGUER (Enfermedades Infecciosas)

Dr. JAVIER PEMAN GARCIA (Investigador del Grupo Acreditado multidisciplinar para el estudio
de la Infeccion Grave)

Dr. ALFREDO PERALES MARIN (Jefe de Servicio - Obstetricia)

Dra. PILAR SAENZ GONZALEZ (Neonatologia)

Dr. MELCHOR HOYOS GARCIA ()

Dra. BEGONA POLO MIQUEL (Gastroenterologia Pediatrica)

Dr. ISIDRO VITORIA MINANA (Pediatria)

Dra. EUGENIA PAREJA IBARS (Unidad de Cirugia y Trasplante Hepatico)

Dr. JAIME SANZ CABALLER (Investigador del Grupo Acreditado en Hematologia y
Hemoterapia)

Dra. PILAR SEPULVEDA SANCHIS (Cardiocirculatorio)

Dra. MARIA LUISA MARTINEZ TRIGUERO (Anélisis Clinicos)

Dra. MARIA TORDERA BAVIERA (Farmacéutica del Hospital)

Dr. ENRIQUE VIOSCA HERRERO (Jefe de Servicio - Medicina Fisica y Rehabilitacion)

Dr. EDUARDO GARCIA-GRANERO XIMENEZ (Cirugia General y Digestivo)

Dr. RAFAEL BOTELLA ESTRADA (Dermatologia)

Dr. OSCAR DIAZ CAMBRONERO (Anestesia y Reanimacion)

Lo que firmo en Valencia, a 12 de julio de 2016

A D%
Fdo.: erafin Rodriguez Capellan
Secretario del Comité Etico de Investigacion Biomédica
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DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 12 de julio de 2016, el Proyecto
de Tesis:

Titulo: “DETERMINACION DE MARCADORES MOLECULARES EN LA
INSUFICIENCIA PULMONAR GRAVE DE PACIENTES ADULTOS CON
CARDIOPATIA CONGENITA. (SON UTILES PARA LA INDICACION
QUIRURGICA?”

N° de registro 2016/0280

Versién/fecha de la memoria del proyecto: PROYECTO TESIS/ 08 de julio de 2016
Version/fecha de la Hoja de Informaciéon al Paciente y Consentimiento Informado:
Segunda/ 08 de julio de 2016

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacion biomédica
con sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacion al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia, este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Tesis que sera realizado en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe,
siendo los Directores de la Tesis el Dr. JOAQUIN RUEDA SORIANO y la Dra. ANA
M? OSA SAEZ, del servicio/unidad/grupo de investigacion de CARDIOLOGIA, el Tutor
del Hospital el/la Dr./ Dra. LUIS MARTINEZ DOLZ del servicio/unidad/grupo de
investigacion de CARDIOLOGIA, y el DOCTORANDO D./ Diia. MARIA RODRIGUEZ
SERRANO.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. JOAN SALOM SANVALERO (Unidad de Circulacién Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA ZAMORA (Hematologia)

Secretario:
D. SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN (Licenciado en derecho-Ajeno profesion sanitaria)

Miembros:

Dr. SALVADOR ALINO PELLICER (Catedratico Farmacélogo Clinico)
Dr. LUIS ALMENAR BONET (Cardiologia)

Dra. ESTHER ZORIO GRIMA (Cardiologia)

Dra. BELEN BELTRAN NICLOS (Medicina Digestiva)
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