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1. Resumen

Los aneurismas de aorta ascendente pueden ocurrir como resultado de factores
genéticos que predisponen al debilitamiento de la pared de la aorta, factores
biomecanicos que aumentan el estrés de la pared o de corte (shear stress) y de la
aterosclerosis. El objetivo principal del presente estudio era determinar los mecanismos
biomecanicos, moleculares y epigenéticos que favorecen la dilatacién de la aorta

ascendente.

Desde el centro coordinador, equipo 1, se estudiaron pacientes con dilatacion de la
aorta ascendente con diferentes etiologias: sindrome de Marfan, valvula adrtica
bicuspide y enfermedad degenerativa o hipertensiva. Se realizé un estudio 4D-MRI en
todos los pacientes para analizar la distensibilidad aértica, la velocidad de la onda del
pulso, la tension de la pared, la tensidon de corte de la pared, asi como otros
parametros de flujo. El equipo 2 analiz6 modelos murinos con enfermedad aodrtica
sindromica y no sindrémica para determinar los mecanismos moleculares involucrados
en la dilatacion adrtica ascendente, y se realizaron estudios de ecocardiografia para
determinar la distensibilidad adrtica y la velocidad de la onda del pulso. También se
analizaron marcadores séricos ADAMTS1, versicano, agrecano y TGF-B en pacientes. El
equipo 3 definié los factores epigenéticos (metilaciéon del ADN) relacionados con las
variables biomecanicas obtenidas por resonancia magnética. El analisis in vitro se
realizd a partir de muestras de biobancos para establecer la variacidn epigenética
mediada por flujo. La integracidon de datos biomecdanicos, bioldgicos y epigenéticos
obtenidos de pacientes y datos de animales definié varios mecanismos relacionados

con la dilatacion de la aorta ascendente.

2. Resultados obtenidos

El estudio alcanzd los objetivos planteados, mostrando informacién significativa para
mejorar el prondstico y el manejo de las enfermedades adrticas. Uno de los principales
objetivos del proyecto era definir los factores biomecanicos relacionados con la
dilatacién de la aorta ascendente. El strain longitudinal de la aorta proximal se
relaciona de forma independiente con la tasa de dilatacién de la raiz adrtica y los

eventos aodrticos, ademas del didmetro de la raiz adrtica, los factores de riesgo clinicos



y las caracteristicas demograficas en pacientes con sindrome de Marfan. Ademas de la
aorta ascendente, la diseccién de la aorta descendente se ha convertido en una de las
complicaciones clinicas mas significativas. (Proximal aorta longitudinal strain predicts
aortic root dilation rate and aortic events in Marfan syndrome. Eur Heart J. 2019 Jul
1;40[25]:2047-2055). Nuestro estudio Decreased rotational flow and circumferential
wall shear stress as early markers of descending aorta dilation in Marfan syndrome: a
4D flow CMR study. ] Cardiovasc Magn Reson. 2019 Oct14;21(1):63 demostré que el
flujo rotacional se redujo en pacientes con sindrome de Marfan, incluso en ausencia de
dilatacion de la aorta, y esta relacionado con la rigidez aédrtica, lo que provoca un
estrés de corte anormal en la pared adrtica. El flujo rotacional de la tensién de corte
circunferencial es un marcador precoz de dilatacidn de la aorta descendente en

pacientes con sindrome de Marfan.

Para diferenciar la biomecanica de la aorta entre los pacientes con biclspide, sindrome
de Marfan y enfermedad aodrtica degenerativa, se realizaron estudios con 4D-MRI y
fueron evaluadas la rigidez adrtica, la velocidad de la onda del pulso, la tensién de
corte de la pared y los parametros de flujo (Influence of aortic dilation in the regional
aortic stiffness of bicuspid aortic valve assessed by 4D-flow CMR: comparison with
Marfan syndrome and degenerative aortic aneurysm. JACC cardiovascular imaging.
12[6]1020-9, 2019. D1 doi: 10.1016/j.jcmg. 2018.03.017). Los pacientes con valvula
aortica bicuspide tienen varios patrones de flujo relacionados con el morfotipo valvular
(Aortic flow patterns and wall shear stress maps by 4D-flow MRI in the assessment of
aortic dilatation in bicuspid aortic valve. J Cardiovasc Magn Reson. 2018, 20:28 D1.
https://doi.org/10.1186/s12968-018-0451-1). Los pacientes con fusion derecha e
izquierda (DI-VAB) tenian una direccion del flujo anterior, y los pacientes con fusién
derecha no coronaria (DN-VAB) presentan un flujo dirigido a la pared posterior, de
modo predominante en la unidn sinotubular, que se desplaza hacia la pared anterior o
derecha anterior en la aorta ascendente distal. Esta distribucién de flujo se relacionaba
con el aumento en la tensién de corte de la pared. Por lo tanto, estos resultados
pueden explicar diferentes fenotipos de dilatacién de la aorta en la poblacién con VAB.
Ademas de los didmetros aodrticos, la evaluacion de los diferentes componentes de la
tensién de corte de la pared (axial y circunferencial) y los parametros de flujo
derivados pueden ayudar a identificar a los pacientes con mayor riesgo de dilatacion
aortica (Increased rotational flow in the proximal aortic arch contributes to its dilation

in bicuspid aortic valve disease. 2019. Eur Heart J Card Img. doi:



10.1093/ehjci/jez046, 27 February 2019). Aunque la ecocardiografia es la técnica de
eleccion en la monitorizacion de pacientes con VAB, las mediciones del didmetro de la
raiz adrtica pueden ser inexactas en presencia de asimetria de la raiz y en la VAB con
fusion de las cuspides derecha y no coronaria (Implications of asymmetry and valvular
morphotype on echocardiographic measurements of aortic root in bicuspid aortic valve.
Journal of the American Society of Echocardiography. D1. doi: 10.1016 /
j.echo.2018.08.004).

El equipo 2 identific6 marcadores moleculares clave en el desarrollo de la dilatacion
aortica en pacientes con sindrome de Marfan. Su investigacion demostré que los
sustratos de ADAMTS1, como el versicano y la via de éxido nitrico (NO), son factores
esenciales en el desarrollo de la enfermedad. La comprension actual ha permitido
correlacionar la aparicidon de ciertos péptidos nitrados y el aumento de los niveles de
cGMP con el desarrollo de la enfermedad, pudiendo actuar como biomarcadores de la

enfermedad.

El equipo 3 combind el andlisis de metilacién global con estudios in vitro de metilacién
sensible al flujo para identificar procesos bioldgicos asociados con VAB-aortopatia y la
contribucién potencial del flujo. Se recogieron biopsias de aortas ascendentes no
dilatadas y dilatadas de VAB (n = 21) y pacientes con valvula adrtica tricuspide (VAT)
(n = 23). Analizando el patron de metilaciéon del ADN en aortas ascendentes VAB y VAT
no dilatadas (ND), hallamos n = 681 regiones diferencialmente metiladas (DMR),
mapeadas en n = 894 genes (usando GREAT, Universidad de Stanford, EEUU). Para
capturar procesos bioldgicos relevantes de genes DMR, se realizaron analisis en genes
con un cambio de pliegue de metilacidon de £ 10% (n = 540). El andlisis distintivo
mostré que la respuesta al estrégeno se enriquecid entre los genes metilados
diferencialmente (DM), seguido de la senalizacion de TNF/NFKB, hipoxia y transicion
mesenquimal epitelial (EMT). La via KEGG mostrd una firma similar. Curiosamente, la
cinasa de cadena ligera de miosina (MYLK), una de las principales cinasas RHOA
involucradas en la formacion de fibras y reordenamientos del citoesqueleto, también
fue DM. Se expusieron células endoteliales (CE) aisladas de VAB y VAT a flujo
oscilatorio (£ 12 dinas/cm?) o laminar (12 dinas/cm?). Luego identificamos la
superposicion entre los genes DM entre VAB-ND y VAT-ND y los genes que cambian la
metilacion en respuesta al flujo. Esto mostrd que la metilacion VAB-ND estaba asociada

con el flujo oscilatorio (P = 0,01), especificamente relacionado con la endocitosis



(FDRg = 1,5e-3) y la regulacion del citoesqueleto de actina (FDRq = 2,8e-3). Luego se
expusieron las CE primarias de VAB y VAT al flujo oscilatorio, identificAndose genes
DMR vy sus niveles de expresién. En total, n = 400 genes en VAB y n = 1.251 en VAT
cambiaron la expresion en respuesta al flujo oscilatorio (FDR 10%). En VAB, el 83% de
los genes estaban sobreexpresados en comparacion con solo el 10% en TAV (via
KEGG). Ademas, se establecieron otras modulaciones epigenéticas asociadas con VAB.
La familia de los miR-200 era el miRNA mejor clasificado, por lo que potencialmente

tenia el efecto mas fuerte en la red de sefializacion asociada con VAB.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Este proyecto ha proporcionado informacién y conocimiento importantes en aspectos
fundamentales de la patologia adrtica, como demostrar el valor prondstico de
parametros de imagen respecto a la dilatacion de la raiz de aorta y aorta ascendente, y
definir que la velocidad de la onda del pulso (PWV) determinada por el flujo 4D es el
parametro mas sélido en la evaluacion de la biomecanica de la aorta. Los estudios de
flujo 4D permiten determinar las caracteristicas biomecanicas del segmento proximal y
distal de la aorta ascendente, el arco y la aorta descendente. La importancia de
nuestros hallazgos radica en diferenciar las propiedades mecanicas adrticas de los
pacientes con VAB y sindrome de Marfan. La aortopatia de pacientes con VAB no tiene
deficiencia mecanica intrinseca como el sindrome de Marfan. Por lo tanto, parece que
los pacientes con VAB no se benefician de un tratamiento clinico diferente de los
pacientes con valvula tricuspide y no son comparables con aquellos con sindrome de
Marfan. La dilatacion adrtica posee efectos similares sobre las propiedades mecanicas
locales de VAB y pacientes con VAT, diferentes de aquellos con Marfan. La PWV mostré
la mejor asociacién con la dilatacidon adrtica ascendente en pacientes con VAB, mas alla
de los factores de riesgo clinicos. Las principales ventajas de PWV son que, a diferencia
de la distensibilidad adrtica (AD), no depende de ninguna suposicion geométrica o
mecanica o presidn local, que no puede medirse de forma no invasiva. Este estudio
muestra algunos datos interesantes, como la tendencia bifasica de la velocidad de la
onda del pulso en la aorta ascendente cuando el didmetro de la aorta alcanza los

50 mm, lo que sugiere que la remodelacién adrtica ya no puede compensar las
alteraciones en la pared de la aorta. Este valor estd muy proximo a lo que se sugiere

empiricamente para indicar cirugia profilactica de la aorta ascendente. A pesar de



utilizar las recomendaciones de las guias para medir la aorta por ecocardiografia y
CMR, el didmetro maximo de la raiz adrtica muestra una concordancia solo aceptable,
ya que en el 39% de los casos las diferencias fueron de 3 mm y en el 15% de 5 mm.
Tales diferencias se relacionaron principalmente con la presencia de asimetria de raiz y
el morfotipo VAB-ND. Por otro lado, se ha demostrado que el mini rafe genera
alteraciones del flujo adrtico y facilita la dilatacién de la aorta ascendente. Finalmente,
la presencia de asimetria de raiz o en el morfotipo valvular VAB-ND se asocia con una
subestimacién de las mediciones ecocardiograficas de la raiz de aorta, por lo que es
aconsejable realizar una exploracion de CMR o TC para validar el didametro mayor en

técnicas tridimensionales.

El equipo del CNIC (JM Redondo) demostré que el papel de la via del NO en los
pacientes de Marfan es un objetivo claro para la terapia. Este grupo tiene en la
actualidad una patente a este respecto (PCT/EP2016/082925, Método 'in vitro’ para
identificar aneurismas adrticos toracicos [TAA] en un sujeto) que fue recientemente
autorizada, con el fin de realizar ensayos clinicos para determinar si este enfoque
puede constituir una herramienta beneficiosa para el tratamiento de TAAD. Del mismo
modo, se espera que los esfuerzos continuos para caracterizar las moléculas como
mediadores y biomarcadores de progresién de la aortopatia asociada a MFS puedan
proporcionar a medio plazo herramientas para controlar esta enfermedad. El equipo del
Dr. Eriksson del Karolinska Institutet de Estocolmo pudo demostrar que la respuesta al
estrégeno fue la metilacidon de diferentes genes, seguida de la sefalizacién de
TNF/NFKB, hipoxia y transicién mesenquimal epitelial. Se ha identificado una posicién
excesiva entre los genes DM entre VAB-ND y VAB-ND y los genes que cambian la
metilacion en respuesta al flujo. Se demostré que la metilacion de VAB-ND esta
asociada al flujo oscilatorio (P = 0,01), en especial relacionado con la endocitosis
(FDRg = 1,5e-3) y la regulacion del citoesqueleto de actina (FDRq = 2,8e-3). Cuando
las CE de VAB y VAT se expusieron al flujo oscilatorio, se identificaron genes y niveles
de DMR y expresion. Un total de 400 en VAB y 1.251 en VAT cambiaron la expresion
en respuesta al flujo oscilatorio. (FDR 10%). En GAB, el 83% de los genes estaban
sobreexpresados en comparacion con solo el 10% en VAT (via KEGG). Los genes
objetivos de Notch y las vias relacionadas con Notch mostraron que las células
endoteliales de pacientes con aneurisma tienen vias Notch/BMP/WNT desreguladas en

comparaciéon con las células donantes.



Por lo tanto, los resultados de este proyecto han proporcionado informacion de
importancia clinica que ha llevado a una mejora significativa en el uso de predictores
de imagenes de biomarcadores de complicaciones adrticas mas alla del diametro
aortico maximo y en la mejora del conocimiento de la biomecanica, mecanismos
moleculares y epigenéticos que promueven la dilatacidon de la aorta ascendente. Estos
datos impulsaran nuevos estudios sobre la estratificacién del riesgo de la enfermedad
con implicaciones de manejo y un nuevo objetivo terapéutico que requerira un nuevo
ensayo farmacoldgico para reducir la progresiva dilatacién de la aorta en estas

enfermedades.
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