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Editorial

Mirando de cerca a la valvula mitral: Investigacién traslacional N
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Looking closer at the mitral valve: Translational research
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La necesidad de estrechar lazos entre la investigacién basica y
la practica clinica ha dado origen a la investigacién traslacional que
facilita la necesaria transicion del conocimiento basico a las apli-
caciones clinicas en beneficio de la salud'. Algunos investigadores
muestran ciertas reticencias en designarla como investigacién tras-
lacional (del inglés, translational research) y prefieren denominarla
investigacion aplicada (del inglés, applied research). Sin embargo,
estos términos indican aspectos diferentes en el proceso de lainves-
tigacién biomédica?. El traslado de conocimientos de las ciencias
basicas en la bisqueda de intervenciones terapéuticas exige una
continua interaccién, un intercambio de recursos y conocimientos,
cuya finalidad es conseguir que los descubrimientos de las ciencias
basicas favorezcan y contribuyan a encontrar nuevas herramientas
y técnicas para el diagnéstico y tratamiento de las enfermedades?,
verdadera esencia de la investigacion traslacional. Esta interac-
ciéon del laboratorio a la cama del paciente (del inglés, “from bench
to bed-side”) en Cirugia podria concretarse como del laboratorio al
quiréfano (del inglés, “from bench to operating room”).

La prevalencia de la valvulopatia mitral estd aumentando en el
mundo como consecuencia del envejecimiento de la poblacién. En
la actualidad, alrededor de 24 millones de personas padecen enfer-
medad degenerativa de la valvula mitral?. Segiin DArcy et al.5, el
2,5% de la poblacién general presenta esta patologia, requiriendo
de la cirugia en muchos de estos pacientes.

En general, la enfermedad degenerativa de la valvula mitral se
presenta como una insuficiencia por prolapso de sus velos, a con-
secuencia de la rotura o elongacion de las cuerdas tendinosas. Las
variedades anatémicas, bien diferenciadas, de esta patologia dege-
nerativa son la enfermedad de Barlow y la deficiencia fibroelastica.
La enfermedad de Barlow afecta a personas de mediana edad, de
evolucién crénica, presenta los velos engrosados y redundantes
-valvula mitral mixomatosa- y cuerdas tendinosas alargadas. La
deficiencia fibroelastica, variedad mas frecuente que la anterior
y en pacientes mayores de 60 afios, tiene una evolucién clinica
mas corta, mostrando los velos mitrales finos con algunas cuerdas
tendinosas marginales rotas.

A pesar de la amplia informacién disponible sobre esta fre-
cuente entidad clinica, existe escasa documentacién cientifica
sobre estudios multidisciplinarios llevados a cabo para determinar
sus posibles formas de disfuncién cordal y métodos de diagndstico
peroperatorio para comprobar qué cuerdas tendinosas, con aspecto
macroscépico normal en el acto operatorio, pueden haber sido ya
afectadas por el proceso degenerativo sufriendo, meses o afios mas
tarde, su progresivo alargamiento o rotura. Con cierta frecuencia,
estos episodios de recurrencia de la insuficiencia mitral suelen
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atribuirse, erréneamente, a defectos técnicos y/o los dispositivos
utilizados para la reparacion valvular. Acercar los conocimientos
basicos de la patologia valvular mitral a la practica clinica con-
tribuye a perfeccionar su diagnéstico, la toma de decisiones y la
eleccion del procedimiento quirrgico mas apropiado para cada
paciente.

En este sentido, durante la Gltima década, un grupo multidis-
ciplinario de investigadores, pertenecientes al Departamento de
Anatomia y Biologia Celular, al grupo de investigacién LADICIM
(Laboratorio de la Divisién de Ciencia e Ingenieria de los Materiales)
y GIF (Grupo de Ingenieria Foténica) de la Universidad de Canta-
bria, y Servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla de Santander, hemos venido trabajando en
el &mbito de la investigacién traslacional de la patologia valvular
mitral. En lo que sigue describimos nuestras principales contribu-
ciones.

Analisis estructural de las cuerdas tendinosas

El proceso degenerativo mitral puede ocasionar la rotura parcial
o completa de los haces de coldgeno denso localizado en la por-
cién central de la cuerda tendinosa y alteracion progresiva de sus
fibras elasticas por infiltracién de glucoaminoglicanos (GAGs)®-9.
Los GAGs constituyen la fraccién glucidica de los proteoglicanos,
tipo de biomoléculas con funcién estructural, que se encuentran en
el tejido conectivo cumpliendo diversas funciones, como retener
liquidos e iones.

En 2013, publicamos un estudio'® estructural de las cuerdas
tendinosas degenerativas humanas con objeto de determinar los
posibles mecanismos y modos de alargamiento y rotura cordal,
comparando las cuerdas tendinosas patolégicas y las colindantes
de aspecto normal durante la cirugia. El andlisis con microscopia
electrénica de barrido demostré que la mayoria de cuerdas, apa-
rentemente normales, mostraban signos evidentes de alteracién
estructural. A diferencia de lo descrito anteriormente!’, encontra-
mos que la patologia degenerativa de la valvula mitral es un proceso
segmentario, en la que los haces de colageno denso de la zona
central de las cuerdas presentan una apariencia desordenada con
signos de retraccion y rotura del colageno, con separacién anormal
de la zona esponjosa que los recubren superficialmente.

En muchos casos, no se observa una rotura de la cuerda
tendinosa, mientras que la capa esponjosa permanece intacta,
manteniendo por un tiempo su integridad estructural, dindole la
apariencia macroscépica de normalidad. Cuando finalmente la capa
esponjosa se fragmenta, pueden observarse los haces de colageno
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deshilachados y fragmentados. Estos hallazgos anatémicos, que
observamos en nuestro andlisis, ponen de manifiesto que se trata
de un proceso degenerativo con deterioro estructural progresivo y
no debido al incremento del esfuerzo mecdnico actuante sobre las
cuerdas afectadas, como se habia sugerido!!.

Las cuerdas degenerativas mostraban alteraciones en el material
extracelular, con modificacién de su fenotipo celular'?. En todas las
cuerdas estudiadas existia un incremento significativo de elastina,
en la zona limitrofe de separaciéon de la esponjosa y la region cen-
tral interior de los haces de colageno denso, con desorganizaciéon
y rotura de las fibras, asi como un mayor acimulo patolégico de
elastina en las areas de fractura. Estos hallazgos demuestran que
existe una relacién directa entre el acimulo de elastina y la rotura
de los haces de colageno, aparte de poner en evidencia que la enfer-
medad degenerativa mitral altera la sintesis y depdsito de las fibras
de colageno y elastina, comprometiendo la estructura normal de la
cuerda.

Los componentes celulares de la cuerda tendinosa constituyen
los factores basicos en el desarrollo de anomalias estructurales.
Mientras que la mayoria de células intersticiales de las cuerdas nor-
males son fibroblastos, en las degenerativas -elongadas o rotas- se
observan miofibroblastos, como se habia descrito mediante analisis
inmunohistoquimico en cuerdas mixomatosas'2. Estos miofibro-
blastos contribuyen a la degeneracién progresiva de la matriz
celular, favoreciendo la rotura espontanea de las cuerdas tendino-
sas. El proceso disruptivo de los haces de colageno esta relacionado
con la actividad de la colagenasa, enzima proteolitica significativa-
mente aumentada en la enfermedad degenerativa valvular!3.

Desde el punto de vista funcional, la disminucién o desapariciéon
de la ondulacién normal de los haces de colageno y su posterior
rotura parcial afectan la elasticidad normal de la cuerda y su capa-
cidad de recuperacién durante los constantes movimientos del ciclo
cardiaco. Nuestros resultados indican que la existencia de un incre-
mento en la sintesis y degradacién de la matriz celular en el interior
de las cuerdas afectadas, junto con la pérdida de la ondulacién de
los haces de colageno, ocasionan una alteracién de sus propiedades
estructurales y fisicas, que finalmente llevan a la rotura cordal. Asi-
mismo, esta pérdida del ondulado normal de los haces de colageno
y disminucion de su elasticidad producen un alargamiento patol6-
gico de la cuerda, con el consiguiente prolapso del velo afectado,
origen de la regurgitacién mitral.

La presencia de depésitos granulares en la superficie de las fibras
de elastina y haces de colageno, semejantes a los proteoglicanos,
podrian estar interactuando con la elastina y el colageno, contribu-
yendo al ensamblaje de la matriz celular, distribucién de su carga
y consiguiente deformidad del tejido cordal. Estos granulos se han
observado en el interior de unas cavidades o vacuolas formadas
entre las fibras de coldgeno y elastina, tanto en las cuerdas patologi-
cas como en las que presentaban un aspecto macroscépico normal.
Los componentes basicos atin no han sido identificados, quizas
podrian constituir parte del proceso de envejecimiento valvular!©.

Tratando de profundizar en los mecanismos intimos de la pato-
logia de las cuerdas tendinosas mitrales afectadas y colindantes
aparentemente sanas, se llevaron a cabo diversos analisis sobre su
comportamiento mecanico, micro-TAC y tomografia de coherencia
optica (OCT).

Comportamiento mecanico y microestructural

A modo de ejemplo de investigacion traslacional, los autores de
este texto, todos vinculados a la Universidad de Cantabria y al IDI-
VAL (Instituto de Investigacién Sanitaria Valdecilla), y también al
CIBER-BBN (Consorcio Centro de Investigacién Biomédica en Red
de Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina), han participado
en diversos estudios para comprender mejor el comportamiento
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mecanico de las cuerdas tendinosas de la valvula mitral, asi como
la relacién existente entre su microestructura y comportamiento
mecanico. Esta relacion es de singular importancia habida cuenta
de que tanto la apariencia externa como el comportamiento meca-
nico de los materiales no son sino manifestaciones de su naturaleza
microestructural.

La investigacién desarrollada por Casado et al.'4, en nuestro
grupo de trabajo, trataba de determinar la influencia de la calci-
ficacién de las valvulas mitrales humanas sobre las propiedades
mecanicas de sus cuerdas tendinosas. El estudio incluia valvulas
con diferente grado de calcificaciéon. El comportamiento meca-
nico de las cuerdas no calcificadas y moderadamente calcificadas
fue analizado mediante ensayos de traccién cuasiestaticos, que
no pudieron ser llevados a cabo sobre cuerdas muy calcificadas,
debido a su avanzado estado de deterioro. Los parametros meca-
nicos del material (entre otros, el médulo de Young, la resistencia
dltima y deformacién en rotura) revelaron diferencias significativas
entre las cuerdas tendinosas mitrales no calcificadas y moderada-
mente calcificadas. Se observé que las cuerdas normales son 3 - 7
veces mas rigidas y resistentes que las moderadamente calcifica-
das mientras, mientras sin encontrarse diferencias significativas en
lo que respecta a la deformacién en rotura. Este resultado sugiere
que, incluso niveles moderados de calcificacion, rigidizan sustan-
cialmente las cuerdas tendinosas y, de esta forma, condicionan la
movilidad de los velos y, por ello, la propia competencia funcional
de la valvula mitral. Finalmente, se determiné cuantitativamente el
contenido de calcio presente en los tres grupos de cuerdas mediante
espectroscopia de absorcién atémica para poder obtener la relaciéon
entre las propiedades mecanicas de cuerdas normales y modera-
damente calcificadas en funcién de su contenido de calcio. Este
andlisis evidenci6 la existencia de una fuerte correlacién entre el
contenido de calcio y larigidez o resistencia cordal, confirmando la
hip6tesis apuntada anteriormente.

La naturaleza microestructural de las cuerdas tendinosas mitra-
les esta siendo determinada en una investigacién actualmente en
curso, en nuestro laboratorio. Su objetivo es identificar mediante
micro tomografia axial computarizada (micro TAC) las diferencias
microestructurales entre cuerdas tendinosas mitrales normales y
degenerativas. El grupo de control del estudio estd compuesto por
cuerdas normales procedentes de receptores de trasplante car-
diaco. El material de estudio comprende cuerdas fibroelasticas
degenerativas obtenidas durante la cirugia, procedentes de valvu-
las patolégicas reparadas o reemplazo mitral. La observacién de
las reconstrucciones tridimensionales proporcionadas por el micro
TAC revel6 los rasgos anatémicos asociados con las cuerdas nor-
males y degenerativas. En el primer caso, las células endoteliales
superficiales y la capa esponjosa estaban intactas, cubriendo el
nicleo ondulado de colageno. Por el contrario, en el grupo dege-
nerativo, las fibras de colageno se agrupaban en haces gruesos
estirados en una configuracion paralela. La informacién proporcio-
nada por el micro TAC sugiere la posibilidad de definir una métrica
que permitiera distinguir las cuerdas mitrales normales y degene-
rativas. En este sentido, en cada cuerda, normal o degenerativa, se
han examinado 100 de las secciones transversales proporcionadas
por el micro-TAC. Dado que, como se ha sefialado anteriormente,
la patologia degenerativa afecta al ordenamiento de las fibras de
colageno (onduladas en el grupo de control y estiradas en la direc-
cién axial de la cuerda en el grupo experimental), se ha obtenido
la entropia de Shannon de cada una de las secciones transversa-
les, parametro que cuantifica el nivel de desorden estructural. Los
resultados alcanzados, todavia en proceso de analisis, indican dife-
rencias estadisticamente muy significativas entre ambos grupos. De
esta forma, la ordenacién microestructural de las fibras de colageno
podria implementarse como un indicador temprano de patologia
degenerativa o como una herramienta de diagnéstico precoz. Los
resultados preliminares alcanzados invitan al optimismo.
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Desafortunadamente, la tomografia no puede ser utilizada en el
quir6fano. Sin embargo, es posible optimizar otras técnicas fot6-
nicas, que estamos empleando, para la cuantificacién del dafio
microestructural experimentado por el aparato subvalvular mitral.

Tomaografia de coherencia optica

Con la idea de evaluar la integridad estructural de las cuerdas
hemos analizado la viabilidad de aplicar técnicas de imagen basadas
en la interferencia de radiacién laser. La Tomografia de Coheren-
cia Optica Sensible a la Polarizacién (PS-OCT, Polarization Sensitive
Optical Coherence Tomography) permite visualizar, en tiempo real,
el efecto que ladesorganizacién de los haces de colageno tiene sobre
la polarizacién de la luz. La técnica PS-OCT es capaz de obtener
imagenes en tiempo real de las cuerdas que, por otro lado, no nece-
sitan ninguna preparacion especifica para ser evaluadas. Este hecho
hace ala PS-OCT especialmente apta para su traslacion al quiréfano.
Como se ha comentado, los haces de colageno de las cuerdas ten-
dinosas presentan una estructura altamente organizada desde un
punto de vista morfolégico. Esta organizacién muy anisotrépica a
nivel estructural (es decir, sus propiedades dependen fuertemente
deladireccién), se manifiesta de forma indirecta sobre la propiedad
6ptica de los tejidos denominada birrefringencia. La birrefringencia
ofrece una medida de la variacién en la velocidad de propagacién
de la luz en cada una de las direcciones del tejido. Si el tejido es
muy anisotrépico, la birrefringencia sera alta. Por ello, cualquier
desorganizacién estructural del colageno implica una modificacién
de su comportamiento anisotrépico, y con ello, una disminucién
del parametro de birrefringencia.

Basada en estos preceptos, la investigacién realizada por Real
et al.'>, demostr6, por primera vez, que las cuerdas degenerati-
vas presentaban mapas de retardo de fase, obtenidos con PS-OCT,
que eran totalmente diferentes en las cuerdas patolégicas y el
grupo control. La validacién de esta hipétesis abrié una linea de
investigacion centrada en considerar la birrefringencia como bio-
marcador de la desorganizacién estructural de las cuerdas. Estudios
posteriores'®, realizados con mayor niimero de muestras huma-
nas, revalidaron que las diferencias estructurales de los grupos
diagnésticos de las cuerdas tendinosas (funcionales, degenerativas,
reumaticas) se traducian en variaciones morfolégicas de los mapas
de retardo de fase obtenidos con la técnica PS-OCT. El adecuado
tratamiento de estos mapas nos permitié cuantificar los valores de
birrefringencia presentes en cada punto de la cuerda. Este trabajo
demostré que las cuerdas funcionales se caracterizaban por tener
valores mas altos de birrefringencia, seguidas por las cuerdas dege-
nerativas y, en Gltimo lugar, las cuerdas reumaticas. Este valor de
birrefringencia mostraba un correlato con la ordenacién estructu-
ral del interior de la cuerda documentada mediante micrografias
SEM.

Como la técnica PS-OCT permite obtener los valores de birre-
fringencia a lo largo de toda la longitud de la cuerda con una
resolucion espacial entre 10-25 micrémetros, se verificé que las
cuerdas funcionales presentaban valores de birrefringencia mas
uniformes espacialmente. Sin embargo, en las cuerdas degenerati-
vas y reumaticas, la birrefringencia presentaba anomalias a lo largo
de la longitud de la cuerda revelando zonas con especial desorga-
nizacién interna. Esto puede ser indicativo de que las alteraciones
estructurales del colageno se pueden presentar en diferente grado
y extensién, dependiendo de la patologia. Trabajos posteriores,
como el realizado por Mieites'” y otros en desarrollo actualmente,
estan demostrando la capacidad que tiene la birrefringencia para
cuantificar las alteraciones estructurales de las cuerdas cuando son
sometidas a procesos de traccién mecanica. Ante esfuerzos mecani-
cos de traccién sobre la cuerda, la evolucién de la variacién espacial
de la birrefringencia apunta hacia la zona de ruptura antes de que
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esta se produzca. Por otro lado, estos ensayos de tracciéon estan
verificando cémo la birrefringencia se correlaciona con la elonga-
cién sufrida por la cuerda en la traccién aplicada y, con ello, con
su capacidad elastica. Este hecho permitira definir marcadores de
diagnéstico estructural obtenidos directamente sobre las cuerdas
tendinosas.

Reflexiones finales

En la Gltima década, la investigacion traslacional esta contribu-
yendo de forma relevante al desarrollo de la Cardiologia y Cirugia
Cardiovascular modernas. El trabajo conjunto de médicos, ingenie-
rosy fisicos ha posibilitado el importante avance en el conocimiento
de la microestructura y funcionamiento de las valvulas cardia-
cas normales y patolégicas, diferentes segtin la causa etiolégica
de la insuficiencia mitral. En este sentido, los procedimientos de
caracterizacion del comportamiento mecanico desarrollados sobre
materiales inertes estin proporcionando informacién sumamente
valiosa cuando se aplican sobre material biolégico, como en el caso
de las cuerdas tendinosas mitrales. Las técnicas de observacién
microestructural, como el micro TAC, estan permitiendo entender
los fenémenos de dafio que el material experimenta como conse-
cuencia de la patologia degenerativa.

Novedosas técnicas de imagen como la PS-OCT, basadas en
el andlisis de las propiedades épticas de las cuerdas tendinosas
mitrales, estdn permitiendo alcanzar avances significativos en el
descubrimiento no invasivo de su microestructura. La principal
ventaja de esta técnica reside en su capacidad de ser miniaturi-
zadas para su utilizacién en el quiréfano al no requerir preparaciéon
previa de la muestra.

La investigacién traslacional de las cuerdas tendinosas de la
valvula mitral estd proporcionando una valiosa informacién de
caracter anatémico, microestructural y comportamiento mecanico
y fatiga, junto con la moderna técnica de PS-OCT, que podra per-
mitir al cirujano, en un futuro cercano, comprobar el estado real
de las cuerdas tendinosas patolégicas con aspecto externo de nor-
malidad, y poder decidir durante la operacién, la mejor alternativa
quirdrgica para cada paciente con insuficiencia mitral significativa.
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