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Prefacio

1. Formato de la tesis

El formato de la presente memoria se ajusta al de “tesis por compendio de
publicaciones”, cumpliendo con lo estipulado en el Articulo 21 del Reglamento
de Doctorado de la Universidad de Malaga, es decir, esta constituida por un
conjunto de articulos publicados, firmados por la doctoranda, que estan

directamente relacionados con el tema central de la tesis.

La presentacion de esta modalidad de tesis debe ser avalada por un
minimo de tres publicaciones, cuya suma de puntuaciones ha de ser igual o
superior a 1 punto, segun los criterios de la ANECA o los elaborados por las
diferentes comisiones académicas de doctorado, siempre en cumplimiento
con los criterios de la ANECA. Por ultimo, el reglamento establece que la
memoria debe estar compuesta por una introduccién, en la que se presenten
los trabajos publicados y se justifique la unidad tematica de los mismos, un
resumen global de los resultados, su discusién -si procede-, las conclusiones
y una copia de las publicaciones que integran la tesis. La introduccién debe
ser lo suficientemente extensa y debe incluir el estado de la cuestion vy
aquellos detalles que no se han podido incluir en las publicaciones que avalan

la tesis por limitaciones de espacio.

2. Aval y estructura de la tesis

La presente tesis esta avalada por un total de cuatro publicaciones, en las
que la doctoranda es primera o segunda autora, todas ellas incluidas en el
Journal of Citation Reports (JCR). Las publicaciones, incluidas en la tesis en
forma de capitulos, se presentan a continuacion. Dos de ellas, Soto-Navarrete

et al. (2020), Prog. Cardiovasc. Dis., 63(4), 407-418 (T1, 17/142) y Soto-
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Navarrete et al. (2022), Front. Cardiovasc. Med., 2153 (T1, 43/143), se
encuentran en la categoria tematica “Cardiac & Cardiovascular Systems”. Las
otras dos, Fernandez et al. (2020), Vet. Pathol., 57(2), 321-331 y Fernandez
et al. (2019), J. Comp. Pathol., 166, 9-16 se encuentran en la categoria
“Veterinary Sciences”. Por lo tanto, la puntuacidn total obtenida, siguiendo
los criterios de la ANECA, es de 3,75. Ademas, se incluye un quinto
manuscrito inédito titulado “Endocardial-mesenchymal transition underlies
fusion of the conotruncal ridges during normal and bicuspid aortic valve

development”, en vias de publicacién.

Atendiendo a la normativa anteriormente citada, la memoria de la
presente tesis incluye una introduccidn general en la que se presentan los
trabajos que la integran y se justifica su unidad tematica (Capitulo I), un
capitulo con la enumeracién de los objetivos de la tesis (Capitulo II), cinco
capitulos que incluyen un resumen de los resultados de cada una de las
publicaciones y su respectiva discusion (Capitulos III-VII), la enumeracion de
las conclusiones obtenidas a partir de los resultados de la tesis (Capitulo
VIII), un listado de las referencias bibliograficas empleadas para elaborar la
presente memoria y una copia de cada uno de los articulos que conforman la

tesis, incluida la publicacion inédita.

3. Ambito de ejecucion de la tesis

Las investigaciones realizadas para elaborar la presente tesis han sido
llevadas a cabo entre los afios 2018 y 2023 en el seno del Grupo de
Investigaciones Cardiovasculares en Vertebrados (BIO-203, Junta de

Andalucia) / Modelos Animales en Investigaciones Cardiovasculares (A-17,
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Instituto de Investigacion Biomédica de Malaga), ubicado en el Departamento
de Biologia Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Malaga.
Los experimentos necesarios para la obtencidon de resultados han sido
llevados a cabo en los laboratorios del Departamento de Biologia Animal y del
Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga (IBIMA-Plataforma
BIONAND), asi como en las instalaciones de los Servicios Centrales de Apoyo

a la Investigacion de la Universidad de Malaga.

El grupo al que pertenece la autora, en colaboracién con el Area del
Corazdén del Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Maélaga, lleva
trabajando tres décadas en el sistema cardiovascular, utilizando modelos
animales para estudios biomédicos de diversas enfermedades que abarcan la
presencia de anomalias coronarias, la enfermedad de la valvula adrtica
bicUspide o la aterosclerosis. La investigadora predoctoral se integré en el
equipo de investigacion en el afio 2012, e inicid su colaboracion en calidad de
estudiante durante su formacién en el Grado en Biologia. Los resultados de
dicha colaboracién se han visto reflejados en la participacion como autora en
diversas publicaciones y comunicaciones a congresos, de las cuales algunas

no forman parte del compendio de esta tesis.

4. Financiacion de la tesis

El soporte financiero para el presente estudio en lo que se refiere a
infraestructura y material fungible provino de 1) la AEI, a través del proyecto
CGL2017-85090-P, titulado “Desarrollo embrionario del origen anatémico de
las arterias coronarias en vertebrados gnatostomados. Implicaciones

evolutivas”, y 2) la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia, a través del
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proyecto PI-0530-201, titulado “Nuevos marcadores moleculares de

aortopatia bicuspide”.

Durante la ejecucién del trabajo, la autora ha sido beneficiaria de un
contrato como Joven Personal Investigador (Ref.: UMAJI75) en el marco del
Sistema Nacional de Garantia Juvenil y del Programa Operativo de Empleo
Juvenil 2014-2020 de la Consejeria de Economia y Conocimiento (Junta de
Andalucia), convocado el 19 de octubre de 2017 y concedido por Resolucién
del 22 de diciembre de 2017 por la Universidad de Malaga; y de un Contrato
Predoctoral (Ref.: PRE2018-083176), correspondiente a las Ayudas para
Contratos Predoctorales para la Formacién de Doctores contemplada en el
Subprograma Estatal de Formacidn, del Programa Estatal de Promocién del
Talento y su Empleabilidad en I+D+i, en el marco del Plan Estatal de
Investigacion Cientifica y Técnica e Innovacion 2017-2020 del Ministerio de
Ciencia e Innovacidon (Gobierno de Espana), convocado el 3 de octubre de
2018 (BOE 09.10.2018) y concedido por Resolucién del 18 de junio de 2019
por la Agencia Estatal de Investigacion (AEI), quedando adscrita al proyecto
CGL2017-85090-P, titulado “Desarrollo embrionario del origen anatémico de
las arterias coronarias en vertebrados gnatostomados. Implicaciones

evolutivas” y subvencionado por la propia AEI.

Finalmente, se hace constar que la autora ha realizado una estancia en
un centro en el extranjero para optar a la Mencién de Doctorado Internacional
con cargo a la propia convocatoria de Ayudas para Contratos Predoctorales
para la Formacidon de Doctores del Ministerio de Ciencia e Innovacion. La
estancia se realizd en el Departamento de Ingenieria Biomédica Wallace H.
Coulter (Division de Cardiologia) del Georgia Insitute of Technology vy la

Emory University (Atlanta, Georgia, Estados Unidos), desde el 11 de agosto
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al 11 de noviembre de 2021 (92 dias en total), con el objetivo de indagar en
el desarrollo de un modelo animal para el estudio de la estenosis valvular por

calcificacién distrofica en relacién con la valvula adértica bicuspide.
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Resumen

Resumen

La valvula adrtica bicuspide (VAB) es la anomalia congénita cardiaca mas
frecuente en el ser humano, con una incidencia del 0.5-2% en la poblacién
general. Consiste en una alteracion (reduccién) del nUmero de componentes
gue constituyen una valvula adrtica normal o tricuspide, y puede ser de tipo
antero-posterior o latero-lateral. Es un caracter hereditario de tipo poligénico
que sigue un patron de herencia autosémica complejo, con expresividad
variable y penetrancia incompleta. La VAB puede ser asintomatica a lo largo
de la vida de los pacientes afectos. Sin embargo, esta condicion predispone
a patologias que afectan tanto a la valvula (valvulopatias) como a la aorta
(aortopatias), que hacen que el paciente requiera finalmente de una
intervencidon quirdrgica debido a que no existen actualmente tratamientos
alternativos eficaces. Ademas, los pacientes con VAB muestran mayor
predisposicién a presentar anomalias en el origen de las arterias coronarias
en comparacion con individuos con una valvula normal. Aunque lo habitual
es que existan dos arterias coronarias izquierda y derecha que se originan en
los senos adrticos izquierdo y derecho, existen anomalias que afectan tanto
a su numero como a su recorrido, y tienen relevancia clinica debido a que

pueden causar muerte subita cardiaca.

El objetivo general de la presente tesis ha sido profundizar en la
etiofisiopatologia de la VAB, asi como en algunas de las patologias asociadas,
como la dilatacion aértica, la aortopatia mas comun en pacientes con VAB, y
cambios en el patron coronario, concretamente, la presencia de ostia
coronarios accesorios 0 supernumerarios. Para abordar estos aspectos, se

han utilizado modelos animales consistentes en varias cepas de ratéon de

3



Resumen

laboratorio (Mus musculus) y hamster sirio (Mesocricetus auratus). Los
resultados derivados de este trabajo de investigacion han permitido discernir

diversos aspectos relacionados con la VAB.

En primer lugar, se dilucidé el mecanismo morfogenético implicado en el
desarrollo embrionario de la VAB antero-posterior, el morfotipo valvular mas
frecuente en pacientes. Para ello, se analizaron embriones de la cepa T de
hamster sirio, un modelo animal espontaneo para este tipo de VAB con alta
incidencia de la anomalia. Como resultado, se pudo determinar que la
transicion endocardio-mesénquima es el mecanismo celular subyacente a la
extra-fusién de las crestas conotruncales que ocurre durante el proceso de

valvulogénesis y da lugar a la VAB.

En segundo lugar, se llevd a cabo una revisién de todos los modelos
animales descritos hasta el momento en la literatura para el estudio de la
VAB. El compendio de toda esta informacion permitié el establecimiento de
los procesos embrionarios clave implicados en el desarrollo de los diferentes
tipos de VAB, asi como los mecanismos celulares y moleculares que parecen

estar involucrados en su regulacion.

En tercer lugar, a partir de distintas cepas de ratéon y hamster, tanto
propias como descritas en la literatura, se pudo determinar la existencia de
alelos modificadores que regulan el tipo, la incidencia y el grado de
expresividad de la VAB. Ademas, se puso de manifiesto la importancia de
tener en cuenta la existencia de diferencias inter- e intraespecificas, ya que
determinan la bondad de los modelos a la hora extrapolar resultados a la

especie humana.



Resumen

En cuarto lugar, se profundizd en la etiofisiopatologia de la aortopatia
bicUspide. Esta aortopatia, que consiste en dilatacion de la aorta ascendente,
conlleva un aumento del didmetro de la aorta junto con alteraciones a nivel
molecular y estructural causados por defectos genéticos y hemodinamicos.
Como resultado de este estudio, se propone la cepa T de hamster como el
primer modelo animal para el estudio de la aortopatia bicuspide. Aunque no
se han descrito dilataciones conspicuas de la aorta ascendente, estos
animales presentan el sustrato histopatoldgico de la enfermedad, por lo que
podrian representar a una cohorte de pacientes con predisposicion a la

aortopatia.

Por ultimo, puesto que la VAB se asocia a anomalias en el origen de las
arterias coronarias, se analizd la posible asociacion entre VAB y la presencia
de ostia coronarios accesorios o supernumerarios, una variante anatémica no
patolégica del patron coronario. El analisis en hamsteres de la cepa T
determind que los ostia accesorios muestran un origen etiolégico diferente al
de la VAB. Sin embargo, cabe destacar que la mayoria de los ostia accesorios
se correspondian con la arteria septal, lo que refuerza la idea de que deberia

considerarse una tercera arteria coronaria en roedores.

Palabras clave: valvula adrtica bicuspide; modelos animales; desarrollo

embrionario; etiofisiopatologia; aortopatia bicuspide; anomalias coronarias
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Summary

Summary of the Thesis

Bicuspid aortic valve (BAV) is the most common human congenital cardiac
malformation, with an incidence of 0.5-2% in the general population, being
more prevalent in men than in women in a 3:1 ratio. The anomaly consists
of an alteration (reduction) in the number of components that constitute a
normal or tricuspid aortic valve (TAV). BAV can be syndromic when it is
associated with other cardiovascular malformations as in Turner, DiGeorge or
Marfan syndromes; or non-syndromic when it occurs in isolation. Non-
syndromic or isolated BAV is by far the most frequent type. It constitutes a
polygenic inheritable trait whose transmission follows a complex autosomal
inheritance pattern with variable expressivity and incomplete penetrance. The
polygenic and complex nature of this trait has hindered the search for causal
genes. The development of genetically modified animal models has enabled
to propose several genes as potential causes of BAV. However, mutations or
variants of only a few of these genes (NOTCH1, GATA4, GATA5, GATAG6) have

been associated with the presence of BAV in patients.

BAV can be asymptomatic throughout the life of affected patients.
Nevertheless, this condition predisposes to valve pathologies
(valvulopathies), such as stenosis due to dystrophic calcification, and aortic
pathologies (aortopathies), such as coarctation and aortic dilatation. Both
lead affected patients to eventually require surgical intervention, since there
are currently no effective alternative treatments. In addition, patients with
BAV are more prone to present anomalies in the origin of the coronary
arteries compared to individuals with a TAV. Usually there are two coronary

arteries, left and right, originating in the left and right aortic sinuses.



Summary

Anomalies that affect both the number and the course of the arteries are of

great clinical relevance because they can cause sudden cardiac death.

As mentioned above, BAV shows a reduction in the number of the
anatomical elements that make up a normal aortic valve. Whereas a TAV has
three sinuses, three leaflets, three commissures and three intervalvar
triangles, in BAVs all these components are reduced to two, as a result of
various possible morphogenetic defects that occur during embryonic
development. The phenotypic variability of this character is so wide that over
the years multiple classification and nomenclature systems have been
established, which are of enormous importance in the clinical and surgical

field.

Classically, two main BAV phenotypes have been considered: (1) the
antero-posterior BAV, consisting of an anterior sinus and leaflet and a
posterior sinus and leaflet; and (2) the latero-lateral BAV, which has two
sinuses and two leaflets in the left and right position. In anterior-posterior
BAVs, also called type A or R-L (right-left), the anterior sinus and leaflet result
from the anatomical fusion of the left and right sinuses and leaflets. However,
in latero-lateral BAVs, the anatomically fused elements are the right and non-
coronary (NC) sinus and leaflet (type B or R-NC), or the left and non-coronary
sinuses and leaflets (type C or L-NC). BAV type A is the most frequent among
these phenotypes (70-80%), followed by BAV type B (20-30%) and BAV type
C (3-6%). It is quite common to find in BAV patients (about 70%) a fibrous
ridge-like structure, called a raphe, between the anatomically fused sinuses
and leaflets. In many cases this structure is described as a scar, representing
the defective commissure resulting from the fusion of the leaflets. However,

there is still no experimental evidence that raphes are reminiscent of
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malformed commissures and, as it will be discussed later, not all BAVs result
from valve leaflet or primordia fusion, as they can also originate as a
consequence of a defective excavation process or the absence of a valve

primordium (Publication 2 of this thesis).

Considering the absence, presence, and size of the raphe, as well as the
variation in symmetry and size of the sinuses, it is evident that BAV can
manifest a great phenotypic variability in patients, so that the nomination of
these phenotypes is controversial from the clinical point of view. For this
reason, a new nomenclature system has recently been proposed in order to

homogenize the nomenclature and terminology in the clinical field.

During the second half of the last century, two possible etiological factors
were proposed to explain the origin of BAV: 1) hemodynamic alterations, and
2) defects in the cardiac neural crest (CNC). Regarding the first, it was
proposed that BAV is a secondary manifestation of an obstructive vascular
defect that alters blood flow, affecting late valvulogenesis. However, this
hypothesis is not able to explain the development of isolated non-syndromic
BAVs. The second etiological factor consists of abnormalities in the behavior
of CNC cells. The discovery of the involvement of CNC in normal and abnormal
cardiovascular development was a major breakthrough in the understanding
of the etiology of many congenital cardiovascular diseases. Several studies
demonstrated that the abnormal behavior of these cells gives rise to
syndromes involving BAV, such as Turner, DiGeorge or Shone syndromes,

although direct experimental evidence was not obtained until years later.

The first experimental evidence for BAV formation was obtained by Shaner

in 1963 from four pig embryos. This study suggested that BAV can be formed
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by the fusion of valvular primordia during prenatal stages. It was not until
the end of the 20th century that the morphogenetic mechanisms of BAV
formation could be studied in depth, thanks to the development of a
spontaneous animal model of BAV type A by the research group to which the
author belongs. This model consists of an inbred strain of Syrian hamster with
a high incidence of spontaneously appearing BAV type A. The first
embryological studies with this model determined that several anatomical
variants of BAV type A (BAV with and without raphe, and intermediate
phenotypes between TAV and BAV) are formed as a result of fusion of the
valve primordia or valve cushions in early valvulogenetic stages. These
studies confirmed the congenital nature of BAV and discarded previously
theorized developmental mechanisms. They also allowed to propose the
existence of an anatomical continuum reflecting the severity of the
morphogenetic defect and validating the possible involvement of CNC in the

development of BAV.

Years later, the second animal model of congenital BAV, the endothelial
nitric oxide synthase-deficient mice (eNOS knockout; eNOS-KO), was
described. The eNOS-KO mice exhibited latero-lateral (B or C) BAV and
alterations in blood pressure due to impaired vasodilator function caused by
the lack of nitric oxide production. The comparative study of BAV embryology
between the hamster and the mouse models demonstrated that the
development of the antero-posterior BAV differs from that of the latero-lateral
BAV. In addition, the direct involvement of CNC in the formation of BAV type
A was experimentally demonstrated. In the hamster model, BAV type A forms
as a consequence of the excessive fusion of the conotruncal ridges during

cardiac outflow tract septation, resulting in more or less fused left and right
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valvular cushions, leading to BAV type A. However, the cellular mechanism
underlying the fusion process was not addressed. The elucidation of this
mechanism has been the main objective of Publication 1 of the compendium
of this thesis. The results of this article provide evidence that fusion takes
place by the disappearance of the endocardial cells lining the central portion
of the conotruncal ridges, two long, helical, and opposite endocardial cushions
that extend through the whole length of the embryonic OFT. The
disappearance of endocardial cells after their contact is an event mediated by
a complete endothelial-mesenchymal transition (EMT) process, probably
induced by the CNC cells that conform the aortic-pulmonary septation

complex.

Regarding eNOS-KO mice, BAV type B results from defective endocardial
cushion formation, with a right conotruncal ridge attached or fused from its
origin to the posterior intercalated cushion. Intercalated cushions are small
endocardial cushions located anterior and posteriorly in the middle region of
the OFT, where the valvular primordia are formed. As a result of the defective
formation of the endocardial cushions, a large right and a normal left valvular
cushions form in the embryonic aortic outflow, leading to BAVs type B. These
results were a milestone in the study of BAV disease, since they demonstrated
that BAV types are not merely anatomical variants of the same congenital
defect, as postulated before, but each BAV anatomical type results from a
distinct etiology. Consequently, it could be assumed that each type of BAV
has different genetics, natural history, and associated pathologies. In fact,
since the beginning of the last decade, the type of BAV was considered in

multiple clinical and surgical studies to elucidate the etiophysiopathology and
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progression of associated-BAV pathologies, establishing that the anatomical

type of BAV is an important factor in the disease at the clinical level.

In addition, during the past decade, studies on the embryology of BAV
have multiplied, with the incorporation of valvular morphology in the
phenotypic evaluation of genetically engineered mice. These studies have
resulted in a whole new body of data on the etiology and embryonic
development of BAV, which had not been gathered, reviewed, and analyzed
jointly until now. This analysis has been reflected in Publication 2 of the
present thesis, which compiled the morphogenetic, cellular and molecular
mechanisms that seem to be involved in the formation of BAV. As a result,
three key processes for the development of BAV have been established, as
well as the alterations of the cellular mechanisms involved in each process.
The first process consists of anomalous endocardial cushion formation, due
to defects in the EMT process or CNC cell migration, resulting in coalescence
of two endocardial cushions, prior to normal outflow tract septation. This
process leads to the development of two valve cushions instead of three, the
remodeling of which results in BAV type B or C. The second key process is
excessive fusion of the conotruncal ridges, mediated by an alteration in the
EMT process (results of Publication 1), which takes place during the process
of outflow tract septation, due to alterations in the behavior of the CNC cells
that colonize the conotruncal ridges. This process results in coalescence of
the left and right aortic valve cushions and BAV type A. Finally, the third
process consists in alterations of the process of excavation of the valve
cushions resulting from an abnormal distribution of CNC cells, an altered
proliferation of the mesenchymal cells that compose the cushions and/or a

defect in the production of extracellular matrix, generating BAV of different
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types with different degrees of severity. In addition, in-depth analysis of
these studies has allowed us to establish consistent relationships between the
described mechanisms and various causal signaling pathways. Experimental
evidence supports a central role of the NOTCH signaling pathway, as its
disruption can affect both the EMT process responsible for endocardial
cushion formation, and CNC migration and positioning in the valve cushions.
CNC is responsible for outflow tract septation by inducing the EMT process in
the endocardium overlying the opposing conotruncal ridges (results from
Publication 1). Thus, abnormalities in the behavior of these cells mediated by
NOTCH may alter the EMT process and conotruncal ridge fusion. Therefore, it
can be interpreted that the three key processes in BAV formation (endocardial
cushion formation, conotruncal septation and cushion excavation) are
regulated by the CNC at three consecutive developmental stages (pre-
septation, septation and post-septation). So that, a specific genetic defect
could alter the behavior of the CNC at three possible developmental time
points, determining the embryonic process affected and the resulting

anatomical type of BAV.

The studies with patients over the past decade made evident that each
type of BAV predisposes differently to the development of valvulopathies and
aortopathies, supporting the hypothesis that each anatomical type of BAV has
a specific etiology, which affects the development and progression of
associated pathologies. Other patient studies aimed at elucidating the
heritability of BAV revealed discordance in BAV morphology both among first-
degree relatives and among fetuses with Turner syndrome caused by
complete monosomy of the X chromosome (45,X). These studies reveal the

complex etiology of a disease dominated by a few molecular pathways and
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embryonic cell linages affecting three consecutive valvulogenetic stages. This
phenotypic discordance has also been described in animal models of BAV,

most of which represent genetically uniform populations.

A total of 29 strains of these two rodent species have been described: two
inbred strains of Syrian hamster with BAV type A, 27 strains of mutant mice
with BAV type B, two mutant strains with BAV type A, and two with both BAV
type A and B. Although these spontaneous and mutant models show a high
incidence of BAV associated with specific genetic defects and developmental
mechanisms, a comprehensive analysis summarizing all this information had
not been performed, and relevant questions such as why each model has a
specific BAV morphotype and penetrance have been overlooked. Additionally,
it remained to determine the goodness of these models, i.e., the ability to
extrapolate the results obtained to the human species. Publication 3, which
is part of the compendium of this thesis, highlights inter- and intraspecific
differences between humans and animal models in the phenotypic expression
of aortic valve malformations. Syrian hamster shows a wide spectrum of
anomalies including TAV and BAV with different degrees of leaflet fusion,
similar to those described in humans (phenotypic continuum), although with
an overrepresentation of BAV type A. In contrast, the laboratory mouse
presents a reduced spectrum of valvular defects, among which BAV type B
without raphe predominates. These results alert us to the need of considering
these differences when using animal models for studies on BAV. In addition
to interspecific differences, intraspecific differences (i. e., differences between
populations of the model species) were detected in both mouse and hamster
strains, pointing to the existence of genetic modifiers that influence the

development of BAV. This compendium of results allows reinterpretation of
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the studies regarding the etiology of BAV. It can be concluded that, among
the mutations associated with BAV, some may lead to the development of
BAV type A or B depending on genetic modifiers, environmental factors, or
epigenetic factors, while others may be type-specific. This study, together
with the results of Publication 2, supports the hypothesis that mutations in a
single gene expressed in one of the key developmental processes for BAV
formation (endocardial cushion formation, outflow tract septation, and
valvular cushion excavation) or in any of the embryonic cell lineages involved
in these processes (CNC and SHF, with more emphasis on the role of CNC
based on the results of Publication 1) could result in BAV type A or B,
depending on additional genetic (modifier alleles), environmental, and/or

epigenetic factors.

Approximately, 50% of patients with BAV develop dilatation of the
proximal aorta, a condition known as bicuspid aortopathy, which carries a
high risk of aortic dissection and rupture. Aortic dilatation refers to an
alteration in the size of the aorta, which is considered pathological when it is
greater than the mean value of the diameter corresponding to 95% of the
population for a normal person of a specific age group, sex and body size.
Although aortic dilatations have been described in all anatomical regions of
the aorta, those mainly affected by bicuspid aortopathy are the aortic root
and the ascending aorta. Dilatation of the aortic root affects 16.4% of patients
with BAV, whereas the remaining 83.6% present dilatation of the ascending
aorta, making it the most common condition in this population. Global
dilatation, that is, both the aortic root and the ascending aorta affected, was
found in 5.7% of all patients with BAV. Furthermore, it seems that each

anatomic type of BAV is associated with a specific region of the aorta affected
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by dilatation. Patients with BAV type A may develop dilatation of both the
aortic root and ascending aorta, particularly along the convex region. Patients
with BAV type B mainly show dilatation of the ascending aorta, frequently
extending into the aortic arch. Aortic dilatation is not exclusive to patients
with BAV. Individuals with a normal aortic valve (TAV) can also develop aortic
dilatation and aneurysms. However, dilatation in patients with BAV manifests
more severely and with an increase in diameter at younger ages than patients

with TAV.

The ascending aorta of patients with BAV usually presents alterations at
the histomorphological level. These alterations consist of disorganization and
death of smooth muscle cells; disorganization and fragmentation of the
elastic fibers that constitute the lamellae; and accumulation of mucoid
substances in the extracellular matrix. Together, these alterations constitute
the histopathological substrate of bicuspid aortopathy, known as cystic medial
necrosis, and affect the convex region of the aorta to a greater extent. In
addition to these histomorphological defects, molecular alterations associated
with the disease have been described, such as defects in the expression of
fibrillin 1 and 2 (FBN-1 and 2), transforming growth factor B (TGF-B),
metalloproteases 2 and 9 (MMP-2 and 9) and endothelial nitric oxide synthase
(eNOS). Although a great knowledge has been generated so far on the
pathobiology of aortic dilatation, a clear picture of the different cellular and

molecular mechanisms involved in the disease is still lacking.

Although BAV was described by Leonardo da Vinci some 500 years ago,
the first scientific work that evidenced the association between BAV and
aortopathy was published in 1928. In this study, the Canadian physician

Maude Abbott pointed out the existence of patients with aortic coarctation,
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BAV and aneurysms and dissections of the thoracic aorta. Years later,
between 1970 and 1990, pathology studies corroborated the association of
BAV and aortic dissection. The appearance and development of new imaging
techniques in recent decades has confirmed that valvular dysfunction and

aortic dilatation are the most common pathologies associated with BAV.

The search for the causes of valve dysfunction prompted early work to
focus on the study of cardiac outflow tract hemodynamics, demonstrating
experimentally that BAV causes abnormal flow patterns that asymmetrically
increase proximal aortic wall stress. Thus, it seems reasonable that the first
hypothesis proposed to explain the etiology of bicuspid aortopathy was based
on hemodynamic alterations. This hypothesis postulates that BAV
morphology causes alterations in blood flow that lead to defects in aortic
hemodynamics, resulting in a progressive deterioration of the histological

structure of the aortic wall.

Concomitant to the development of the hemodynamic hypothesis,
numerous clinical and basic studies were carried out focusing on the genetic
aspects of the disease. The first evidence pointing to the genetic influence on
bicuspid aortopathy was obtained from the study of patients undergoing
surgery for BAV replacement. Some of these patients, after surgery,
developed dilatation of the ascending aorta, despite the fact that the
hemodynamics and functionality of the valve had been corrected by the
surgical intervention. In 2005, Garg et al. identified the first mutation that
appeared to be directly related to non-syndromic BAV. This mutation was in
the NOTCH1 gene, a transmembrane receptor involved in multiple cellular

processes in cardiac and vascular development. Subsequent work by other
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research groups linked the existence of mutations in NOTCH1 in patients with

sporadic BAV to the presence of thoracic aortic aneurysm.

The generation of transgenic animal models in recent decades, reviewed
in Publications 2 and 3 of this thesis, has led to significant progress in the
identification of possible causal genes for BAV and/or aortopathy (29 in total).
However, only three of these genes (NOTCH1, GATA5 and ROBO4) have been
associated with aortic disease in a minority of affected patients. Mutations in
these genes, all with relevant functions in embryonic development of the
cardiac outflow tract, appeared to cause not only BAV, but also aortic
dilatation in the adult. The embryonic development of the aortic valve and
ascending aorta are closely related. Cells of the SHF and CNC participate in
the formation of both structures. While both cell lineages differentiate into
smooth muscle cells in the arterial region of the valve (the aortic root) and in
the ascending aorta, these cells also give rise to the interstitial cells that build
the valve leaflets. It has been shown that smooth muscle cells derived from
CNC cells show a lower degree of differentiation, impaired contraction and a
decrease in the TGFpB signaling pathway in patients with BAV and ascending
aortic aneurysm. Therefore, it has been proposed that abnormalities in this
specific cell lineage may lead to BAV, as proposed in Publications 2 and 3 of
this thesis, and to a congenital structural defect in the ascending aorta that
predisposes to aortic wall degeneration. This concept consequently forms the

basis of the genetic hypothesis of BAV-associated aortic dilatation.

The etiology of bicuspid aortopathy has been the subject of intense debate
over the last two decades, as a result of the different approaches derived
from the hemodynamic and genetic hypotheses. Although the scientific

community now accepts that both hypotheses together explain the
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development of BAV-associated aortic dilatation, little empirical evidence has
been obtained to support the genetic hypothesis, mainly because the human
population is genetically heterogeneous and shows different clinical
presentations of the disease associated with different disease etiologies. Until
now, there are no animal models that adequately replicate the pathogenesis
of human bicuspid aortopathy (cystic medial necrosis). Therefore, further
understanding of the etiopathogenesis of the disease has been hampered by

the lack of animal models.

As a result of the research derived from this thesis (Publication 4), the
first spontaneous animal model of predisposition to bicuspid aortopathy (T
strain of Syrian hamster) is presented. As discussed in previous sections, the
T strain constitutes a model of isolated BAV, in which the aortopathies or
valvulopathies commonly associated with human BAV have not been
detected. However, histopathological studies of the ascending aorta in this
model had not been performed so far. For Publication 4 of this thesis, a
comparative histomorphological study was performed comparing animals
with TAV and BAV from T strain and animals with TAV from a control strain
(0% BAV). This study revealed that T strain animals, both with TAV and BAV,
show alterations of the ascending aorta similar to the cystic medial necrosis
that characterizes human bicuspid aortopathy. Furthermore, the expression
and localization of several proteins proposed to be involved in human bicuspid
aortopathy in studies with patients were verified. Again, the results were
consistent with the existence of a structural anomaly of the wall of the
ascending aorta, accompanying both TAV and BAV, in a genetically uniform
population (T strain; inbred and isogenic). These data constitute strong direct

experimental evidence that supports the genetic hypothesis in the context of
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the etiology of bicuspid aortopathy. The study concludes that this model may
represent a group of patients in which anomalous CNC migration during
cardiac outflow tract development results in a structural defect in the medial
ascending aorta, together with incomplete BAV penetrance. Given that in
humans the penetrance of BAV is also incomplete, these results allow to
hypothesize that a significant population of patients with a normal valve
presents a risk of aortopathy similar to that of patients with BAV, with whom
they share the same genetic predisposition. These results are relevant for the
clinical management of the progression of aortopathy in affected patients, as
well as for the establishment of experimental groups of patients in research
aimed at the search for biomarkers and the discovery of pathophysiological

mechanismes.

With respect to anomalies in the coronary artery pattern, although they
had been detected in BAV patients as early as the 20th century, it was not
until 2018 when Naito et al. confirmed the association between BAV and
anomalies in the origin of human coronary arteries. These researchers
demonstrated that, while patients with a normal aortic valve (TAV) showed a
3% risk of presenting congenital anomalies in the origin and/or course of the
coronary arteries, the incidence in patients with BAV was significantly higher
(7%). The association between BAV and coronary anomalies had been
previously established in the hamster model by the research group to which
the author belongs. Several studies carried out at the end of the last century
demonstrated that animals of the hamster strain with a high spontaneous
incidence of BAV type A showed, in addition to BAV, a high proportion of
coronary anomalies. The main anomalies detected were single coronary

artery, anomalous origin of the left coronary artery from the pulmonary trunk,
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and anomalous origin of the left coronary artery from the non-coronary aortic
sinus. These anomalous coronary patterns turned out to be very similar to
those described in humans and coincided with those for which association
with  human BAV had been demonstrated. Years later, the group
demonstrated that the incidence of coronary pattern abnormalities increased

steadily with the degree of severity of the valvular defect.

The anatomy of the coronary arteries of rodents, in general, and of the
Syrian hamster, in particular, shows some differences with respect to those
of humans. While the human coronary arteries course subepicardially, in
rodents they run intramyocardially. In the hamster and other rodents, in
addition to the right and left coronary arteries, there is a third coronary artery
called the septal artery, which originates from one of the main coronary
arteries and irrigates most of the interventricular septum. The septal artery
may emerge from a separate ostium located in the right or left aortic sinus,
which is called accessory coronary ostium. In the Syrian hamster, this

independent origin of the septal artery has been detected in 5% of cases.

In humans, accessory or supernumerary coronary ostia have also been
detected and coexist with the coronary orifices corresponding to the two main
left and right coronary arteries. These accessory ostia constitute the origin of
the conal artery, which irrigates the outflow tract, the nodal artery, which
irrigates the sinoatrial node, and the left circumflex and left anterior
descending arteries, which mainly irrigate the left ventricle. In the Syrian
hamster, the accessory ostia usually correspond to the septal artery or the
conal artery. While the coronary artery anomalies described above are of
great clinical importance because of their predisposition to sudden cardiac

death, the presence of accessory coronary ostia does not trigger any
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pathology and is therefore considered an anatomical variant of the normal

coronary pattern.

Given that accessory coronary ostia have been detected in both patients
and the hamster model, and the association between BAV and congenital
coronary artery anomalies has been verified in both species, a study was
conducted in the Publication 5 of this thesis to further determine if BAV and
coronary pattern alterations in the Syrian hamster have a common etiological
origin. Considering that valvulogenesis and coronariogenesis are two
embryonic processes that occur simultaneously, the morphogenetic defects
that give rise to BAV type A could also affect the formation of coronary
arteries, particularly the left coronary artery. It suggests that there is a
specific alteration in the left side of the developing aortic valve (an anomalous
distribution of CNC cells) that prevents the correct connection and formation
of the left coronary artery. Thus, a significantly low incidence of left accessory
ostia in the hamster model was expected. According to the results of this
study, there are no significant differences in the incidence of accessory
coronary ostia between TAV and BAV morphotypes. Nevertheless, pooled
analysis of the entire hamster population determined that the incidence of
accessory ostia was significantly lower on the left than on the right side of
the valve. These results suggest that the presence of these ostia
preferentially on the right side of the valve is a species-specific characteristic
of the Syrian hamster, not associated with the etiology of valvular
malformations. Thus, the results indicate that the CNC defect in the hamster
does not modify the number of connections established with the aortic root
during coronariogenesis, suggesting a different etiology for this anatomical

variant. Finally, it should be noted that the accessory ostia corresponded in
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most cases to the septal artery, a well-developed artery that is always present
in the hamster, even if there are anomalies in the coronary pattern. Since
pattern variation never affects the septal artery, the data of the present study
support the notion that, in the hamster, the septal artery should be

considered a third coronary artery.

Keywords: bicuspid aortic valve; animal models; embryonic development;

etiophysiopathology; bicuspid aortopathy; coronary anomalies
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Capitulo I Introduccion

Anatomia del corazon aduilto

El corazén es el érgano principal del sistema circulatorio. De él depende que
tanto la distribucién de oxigeno y nutrientes hacia los érganos y tejidos, como
la retirada de CO; y sustancias de deshecho se lleven a cabo de manera
adecuada. Se trata de un d6rgano musculoso que actia como bomba
propulsora y que se localiza en el interior de la cavidad toracica. En el hombre,
el corazén se dispone de manera oblicua sobre la superficie superior del
diafragma, dos tercios a la izquierda de la linea media y posterior al esternén
y cartilagos costales que unen el esterndn con las costillas (Figura 1A)

(Netter, 1976; Anderson & Becker, 1981; Hurst, 1990).

Externamente, el corazén esta cubierto por una membrana serosa
denominada pericardio que delimita una cavidad (pericardica) por la que
circula un fluido lubricante. Internamente, el corazén presenta una estructura
tetracamerada. Cada una de estas camaras esta compuesta principalmente
por musculo cardiaco o miocardio. Las camaras superiores, denominadas
atrios, actuan principalmente como cavidades colectoras de sangre. Las
camaras inferiores o ventriculos, de paredes mucho mas robustas, tienen
funcién propulsora (Figura 1B) (Netter, 1976, Anderson & Becker, 1981;
Hurst, 1990). La presencia de estas cuatro camaras permite el
establecimiento de un sistema de circulaciéon sanguinea doble, en el que se
distingue una circulacién pulmonar y una sistémica. Brevemente, la
circulacién pulmonar transporta sangre sin oxigenar desde el corazén hacia
los pulmones para que se oxigene y sea devuelta de nuevo al corazon. La
circulacién sistémica reparte dicha sangre oxigenada hacia los érganos y
regresa al corazén, que la vuelve a impulsar hacia los pulmones (Netter,

1976, Anderson & Becker, 1981, Hurst, 1990).
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A

Figura 1. A. Representacion esquematica del interior de la cavidad tordcica. El corazén se
dispone de manera oblicua sobre la superficie superior del diafragma, dos tercios a la izquierda
de la linea media y posterior al esternén y cartilagos costales que unen el esternén con las
costillas. B. Representacion esquematica del corazon. Vista frontal. AD: atrio derecho, AI: atrio
izquierdo, Ao: arteria aorta, Pu: arteria pulmonar, VC: venas cava, VD: ventriculo derecho,
VI: ventriculo izquierdo, VP: venas pulmonares, asteriscos: valvulas atrio-ventriculares,

cabeza de flecha: valvula pulmonar, flecha: valvula adrtica.
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Existen cuatro véalvulas en el corazén que garantizan la unidireccionalidad
del flujo sanguineo al impedir el retroceso de la sangre (Figura 1B). Estas
valvulas, cuya apertura y cierre regulan el paso de la sangre entre
compartimentos, se localizan en los limites atrio-ventriculares y ventriculo-
arteriales. La valvula atrio-ventricular derecha o tricispide se encuentra entre
el atrio y ventriculo derechos, mientras que la valvula atrio-ventricular
izquierda, mitral o bicluspide se ubica entre el atrio y ventriculo izquierdos
(Figura 1B). En cuanto a las valvulas ventriculo-arteriales, se denominan de
forma general valvulas semilunares o sigmoideas por su disefio
arquitecténico, aunque cada una de ellas recibe el nombre de la arteria a la
que regulan el flujo sanguineo. Por lo tanto, la valvula localizada en el limite
entre el ventriculo izquierdo y la arteria aorta recibe el nombre de valvula
aortica, mientras que la que se encuentra entre el ventriculo derecho y la
arteria pulmonar se denomina valvula pulmonar (Figura 1B) (Netter, 1976,

Anderson & Becker, 1981; Hurst, 1990).

Las valvulas semilunares

Las valvulas semilunares constan de tres espacios concavos alojados en la
pared arterial, conocidos como senos de Valsalva, y tres valvas o cuspides
gue constituyen el componente mavil de la valvula (Figura 2A,B). El seno es
la estructura que da soporte a la valva, al cual se encuentra unida de manera
proximal y lateral, quedando libre la parte distal o borde libre de la valva. El
punto de contacto entre dos valvas adyacentes recibe el nombre de comisura.
Debido a la morfologia semilunar derivada de la insercion de las valvas en el

seno, aparece un espacio triangular en el area entre dos senos y valvas
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adyacentes que se denomina tridangulo intervalvar (Angelini et al., 1989a;

Anderson et al., 1991, McKay et al., 1992; Sutton et al., 1995, Hokken et

al., 1997).
A B
CI cD
m ! TI TI
C Anterior
Izquierda Derecha

Posterior

Figura 2. Representacion esquematica de la anatomia de la valvula adrtica. A. Visién frontal
de la valvula adrtica tricuspide (VAT) abierta por el seno no coronario. Las flechas sefialan las
comisuras. B. Visiéon craneal de una VAT cerrada. C. Visién craneal del corazén. Se muestra la
posicién anatdmica de las valvulas adrtica y pulmonar. Ao: valvula adrtica, CD: coronaria
derecha, CI: coronaria izquierda, M: valvula mitral, Pu: valvula pulmonar, SD: seno coronario
derecho, SI: seno coronario izquierdo, SN: seno no coronario o posterior, T: valvula tricuspide,
TI: tridngulo intervalvar, VD: valva derecha, VI: valva izquierda, VN: valva no coronaria o

posterior. Modificado de Soto-Navarrete et al. 2020.
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La nomenclatura de los componentes de las valvulas semilunares
responde a su posicion anatémica respecto al cuerpo, de tal manera que hay
senos y valvas izquierdos, derechos y posteriores en el caso de la valvula
aodrtica, e izquierdos, derechos y anteriores en el de la pulmonar (Figura 2C).
Dada su posicién anatémica enfrentada, las valvas y senos izquierdos de la
valvula aodrtica son adyacentes a los de la valvula pulmonar, al igual que
ocurre con las valvas y senos derechos (Figura 2C). Por ultimo, los senos
izquierdo y derecho de la valvula adrtica también suelen denominarse senos
coronarios. Esto se debe a que, en condiciones normales, las arterias
coronarias izquierda y derecha, responsables de la propia irrigacién del
corazéon, se originan, anatdmicamente, a partir de dichos senos. Por
consiguiente, el seno posterior de la valvula adrtica suele designarse como

seno no coronario (Figura 2A,B) (Gross & Kugel, 1931, Hokken et al., 1997).

La disposicidn de todos estos elementos anatdmicos confiere a las valvulas
semilunares una conformacién similar a nidos de golondrina adheridos a la
pared arterial. Este disefio arquitectonico, denominado tricuspide (tres senos,
tres valvas, tres comisuras y tres tridngulos intervalvares), es considerado el
mas adecuado para que las valvulas funcionen de manera eficiente. Tras la
contraccion cardiaca o sistole, las valvas se pliegan y permiten el paso de
sangre desde los ventriculos hacia las arterias. Durante la diastole o
relajacion cardiaca, las valvas quedan extendidas impidiendo el retroceso del
flujo sanguineo. La coaptacién de las valvas garantiza el cierre hermético de
la valvula (Angelini et al., 1989a; Anderson et al., 1991; McKay et al., 1992;

Sutton et al., 1995, Hokken et al., 1997).
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Desarrollo embrionario de las valvulas semilunares

El corazoén es el primer érgano que se forma durante el desarrollo embrionario
en un proceso conocido como cardiogénesis. El inicio de la cardiogénesis
requiere de la participacién de dos poblaciones celulares de origen
mesodérmico: el campo cardiaco primario (first heart field, FHF) y el campo
cardiaco secundario (second heart field, SHF) (Buckingham et al., 2005). En
etapas tempranas del desarrollo, las células del FHF convergen en la linea
medio-ventral del embrién para formar un tubo cardiaco temprano de
naturaleza miocardica (Kelly et al., 2014). A continuacidn, las células del SHF,
que se localizan en el mesodermo circunfaringeo flanqueando al FHF, se
incorporan a dicho tubo para continuar con el proceso morfogenético (Kelly
etal., 2014). En etapas tardias de la cardiogénesis, interviene un tercer linaje
celular compuesto por las células de la cresta neural cardiaca (CNC). Se trata
de una poblacién de células ectomesenquimaticas que migran hacia el
corazon en desarrollo desde la unidn neuroectodérmica de los rombomeros
3-8 del cerebro posterior (Kirby et al., 1983). Cada una de estas tres
poblaciones celulares participa en la formaciéon de diferentes regiones del
corazon adulto. Mientras que el FHF da lugar principalmente al miocardio del
ventriculo izquierdo, el SHF contribuye a una gran parte del miocardio y
endocardio de los atrios, ventriculo derecho y tracto de salida. Las células
derivadas de la CNC son necesarias para la formacion de los troncos adrtico
y pulmonar y las valvulas semilunares (Kirby et al., 1983, Buckingham et al.,

2005; Kelly et al., 2014, Schussler et al., 2020).

Los primordios de las valvulas semilunares se desarrollan en el interior del

tracto de salida cardiaco embrionario temprano o conotruncus. Inicialmente,
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el tracto de salida aparece como un tubo cilindrico Unico localizado en la parte
anterior del corazén en formacion (Figura 3). La porcién mas distal se
conecta con el saco adrtico, una cavidad de paredes mesenquimaticas en la
que convergen los arcos faringeos. La parte proximal se encuentra en
continuidad con el ventriculo derecho (Gittengerger-de-Groot et al., 2005;
Rana et al., 2014). En este momento, el conotruncus esta compuesto por una
capa de miocardio externa y una capa de endocardio interna separadas por
un gran espacio acelular rico en acido hialurénico, glucosaminoglicanos y
proteoglicanos denominado gelatina cardiaca, que sera poblado a

continuacion por células mesenquimaticas (Figura 4A) (Davis, 1924).

Figura 3. Embrién de hémster es un estadio temprano de septacion del tracto de salida. A.
Micrografia de microscopia electrénica de barrido del corazdn en desarrollo. Al: atrio izquierdo,
VI: ventriculo izquierdo, TS: tracto de salida, AD: auricula derecha, VD: ventriculo derecho.
Barra de escala: 200um. B. Representacion esquematica que muestra la posicion del complejo
de septacidn adrtico-pulmonar (AP) y las dos crestas conotruncales enfrentadas y helicoidales.
Las células de la CNC (representadas con una linea gruesa negra) migran a través de los arcos
aorticos a lo largo del tracto de salida, concentrandose principalmente en dos condensaciones
que entran proximalmente a lo largo de las crestas parietal (CP) y septal (CS). Modificado de
Soto-Navarrete et al. 2020.
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Cono
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Figura 4. Esquema de los estadios sucesivos del desarrollo normal de las valvulas
semilunares. Vistas craneales. A. Antes de comenzar la septacion, el tracto de salida esta
compuesto por una capa de miocardio y otra de endocardio, separados por gelatina cardiaca.
B. Se forman cuatro cojines mesenquimaticos, consistentes en dos crestas conotruncales
enfrentadas, septal (CS) y parietal (CP), y dos cojines intercalares (CI), anterior y posterior.
Las células de la CNC forman dos proyecciones de células mesenquimaticas condensadas
(cabezas de flecha). C. Las células de la CNC inducen la fusion de la porcion central de las
crestas conotruncales. D. El septo conotruncal (SC) divide el tracto de salida en dos tractos
independientes, adrtico y pulmonar. Cada uno contiene tres cojines valvulares, que son los
primordios valvulares adrtico y pulmonar. E. Los cojines valvulares sufren remodelacion
mediante un proceso de excavacion, dando lugar a las valvas adrtica y pulmonar definitivas.
A: cojin valvular anterior pulmonar, I: cojin valvular izquierdo adrtico o pulmonar, NC: cojin
valvular adrtico posterior o no coronario, D: cojin valvular derecho adrtico o pulmonar.
Modificado de Soto-Navarrete et al. 2020.

La celularizacion de la gelatina cardiaca da lugar a cuatro cojines
endocardicos, que constituyen los primordios valvulares (Figura 4B). Estos
cojines endocardicos consisten en dos crestas conotruncales y dos cojines
intercalares. Las crestas conotruncales septal y parietal son dos cojines
endocardicos alargados, helicoidales y enfrentados uno al otro que se
extienden a lo largo de todo el tracto de salida cardiaco embrionario. La cresta
conotruncal parietal se localiza ventro-lateralmente, mientras que la septal lo
hace dorso-medialmente (Figura 3, 4B). Los cojines intercalares son

pequefios cojines endocardicos ubicados anterior y posteriormente en el
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tracto de salida (Figura 4B). Estos cojines se desarrollan como extensiones
laterales de la porcidon mas distal de las crestas conotruncales, es decir, el
cojin intercalar posterior estad conectado a la cresta conotruncal parietal y el
anterior a la septal. Por lo tanto, aunque los cojines intercalares estan
conectados proximalmente con sus respectivas crestas conotruncales, a nivel
distal puede distinguirse cada cojin de manera individual (Spicer et al., 2014;
Peterson et al., 2018). En el proceso de celularizacién de la gelatina cardiaca
gque forma los cojines endocardicos participan dos mecanismos celulares
diferentes: 1) la delaminacion local de las células endocardicas derivadas del
SHF que revisten la gelatina cardiaca, mediante un proceso de transicion
endocardio-mesénquima (TEM) (Markwald et al., 1977); 2) la migracién de
células de la CNC desde el area circunfaringea a través de las paredes de los
arcos y saco aorticos del tracto de salida cardiaco distal (Waldo et al., 1998,
1999a, 1999b). La TEM da lugar a poblaciones celulares mesenquimaticas
distribuidas homogéneamente en los cojines endocardicos. Por su parte, las
células ectomesenquimaticas procedentes de la CNC se concentran
preferentemente en dos condensaciones que se extienden hacia la zona
proximal de las dos crestas conotruncales (Figura 3, 4B) (Waldo et al.,

1999a, 1999b; Anderson et al., 2003, 2012).

Tras la formacion y celularizacién de los cojines endocardicos tiene lugar
la division del tracto de salida, hasta ahora Unico, en dos tractos de salida
independientes mediante un proceso denominado septacién conotruncal. Las
células de la CNC localizadas en la pared del saco adrtico forman de un septo
de naturaleza mesenquimatica, que crece en sentido proximal y contacta con
la regidn distal de las crestas conotruncales. El septo mesenquimatico y las

condensaciones conotruncales correspondientes a la CNC constituyen una
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Unica estructura con forma de “U” invertida denominada complejo de
septacioén adrtico-pulmonar (Figura 3B, 4B), que progresa proximalmente
para dividir el conotruncus en dos tractos de salida independientes (izquierdo
y derecho) (Waldo et al., 1998, Anderson et al., 2012; Spicer et al., 2014).
Aunque aun se desconocen los mecanismos celulares implicados en la
septacién conotruncal, el proceso requiere el contacto y la fusidon de las
crestas conotruncales mediante un mecanismo que no habia sido explorado
hasta el momento (Figura 4C). La elucidacién de este mecanismo ha sido el
principal objetivo de la Publicacién 1 del compendio de esta tesis. Los
resultados de este articulo evidencian que la fusién tiene lugar por la
desaparicién de las células endocardicas que recubren la porcidn central de
las crestas conotruncales enfrentadas tras su contacto, y que dicha
desaparicion ocurre como consecuencia de un proceso de TEM,
probablemente inducido por las células de la CNC del complejo de septacidn
aortico-pulmonar. Tras la fusidn, las células de la CNC se agregan en el centro
de las crestas conotruncales fusionadas formando una condensacion celular
llamada septo conotruncal (Figura 4C,D). En estadios posteriores, algunas
células de la CNC del septo conotruncal mueren por apoptosis, mientras que
otras pasan a formar parte de las paredes de las raices adrtica y pulmonar

(Kirby et al., 1983, Poelmann et al., 1998).

La septacion conotruncal resulta en la formacién de dos tractos de salida
separados, conteniendo cada uno tres cojines mesenquimaticos denominados
cojines valvulares. Estos constituyen los primordios de las valvulas adrtica y
pulmonar (Figura 4D). Los margenes no fusionados de las crestas
conotruncales son los primordios valvulares izquierdos y derechos de las

valvulas aodrtica y pulmonar, mientras que los cojines intercalares dan lugar
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a la valva y senos posteriores o no coronarios de la valvula aértica, y a la
valva y seno anteriores de la valvula pulmonar (Figura 4B-D) (Fernandez et
al., 2009; Anderson et al., 2003). Los cojines valvulares son masas de células
mesenquimaticas con forma de piramide invertida, que adquieren la
morfologia semilunar adulta mediante un proceso de remodelado conocido
como excavacion (Figura 5) (Hurlé et al., 1980; Sans-Coma et al., 1996;
Aikawa et al., 2006, Hinton & Yutzey, 2011). La excavacion consiste en el
adelgazamiento y elongacion de los cojines valvulares, un proceso poco
conocido que incluye proliferacién y muerte celular (Hurlé et al., 1980, Hurlé
& Colvee, 1983, Jain et al., 2011; Wang et al., 2017). Durante la excavacién,
las células intersticiales valvulares se diferencian a partir de una poblacion
homogénea de células mesenquimaticas originadas a partir de dos linajes
celulares diferentes, el SHF y la CNC. El ultimo regula la diferenciacién de las
células mesenquimaticas, la apoptosis y la produccién de matriz extracelular,
necesarias para el remodelado de las valvas que continla en etapas post-
natales (Aikawa et al., 2006; Hinton & Yutzey, 2011; Jain et al., 2011;

Schussler et al., 2020).

Figura 5. Esquema del remodelado (excavacién) de los cojines valvulares. Vista sagital. Cada
cojin valvular estd compuesto por un nucleo de mesénquima cubierto por un endotelio
endocardio. Durante el proceso de excavacion, el cojin valvular, inicialmente con forma de

piramide invertida, adquiere la forma semilunar definitiva.
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La enfermedad de la valvula aértica bicispide

En el hombre se han descrito diversas anomalias congénitas que afectan a
las valvulas semilunares. De entre ellas, la valvula adrtica bicuspide (VAB) es
la mas frecuente. De hecho, se trata de la malformacién cardiaca congénita
humana mas comun, con una incidencia del 0,5-2% en la poblacidn general,
siendo mas prevalente en hombres que en mujeres en una proporcion 3:1
(Fedak et al., 2002). La anomalia consiste en una alteracién (reduccién) del
nimero de componentes que constituyen una valvula adrtica normal o
tricuspide (VAT) (Roberts, 1970, 1987a; Fedak et al., 2002; Basso et al.,
2004, Braverman et al., 2005; Siu & Silverides, 2010; Michelena et al.,

2021).

La VAB puede ser sindrémica en el caso de que aparezca en asociacion
con otras malformaciones cardiovasculares como ocurre en los sindromes de
Turner, DiGeorge o Marfan; o no sindrémica cuando se manifiesta de manera
aislada (Siu & Silverides, 2010, Niaz et al., 2018). La VAB no sindrémica o
aislada es con mucho la modalidad mas frecuente y constituye un caracter
hereditario poligénico cuya transmisién sigue un patron de herencia
autosémica complejo, con expresividad variable y penetrancia incompleta
(Huntington et al., 1997; Cripe et al., 2004, Ellison et al., 2007; Loscalzo et
al., 2007; McBride & Garg, 2011; Robledo et al., 2013). La naturaleza
poligénica y compleja de este caracter ha dificultado la busqueda de genes
causales. Gracias al desarrollo de modelos animales modificados
genéticamente, se ha propuesto la implicacion de diversos genes como
posibles causantes de la VAB. Sin embargo, mutaciones o variantes de solo

unos pocos de estos genes (NOTCH1, GATA4, GATA5, GATA6) han podido ser
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asociadas a la presencia de VAB en pacientes (Garg et al., 2005; Shi et al.,

2014, Li et al., 2018; Xu et al., 2018).

La VAB puede ser asintomatica a lo largo de la vida de los pacientes
afectos. Sin embargo, esta condicién predispone a patologias de la valvula
(valvulopatias) como la estenosis por calcificacion distréfica, y de la aorta
(aortopatias) como la coartacion y la dilatacién aodrtica, que hacen que el
paciente requiera finalmente de una intervencién quirdrgica, ya que
actualmente no existen tratamientos alternativos eficaces (Braverman et al.,
2005; Losenno et al., 2012; Michelena et al., 2015). Ademas, los pacientes
con VAB muestran mayor predisposicidon a presentar anomalias en el origen
de las arterias coronarias comparados con individuos con una valvula normal.
Aunque lo habitual es que existan dos arterias coronarias, izquierda y
derecha, que se originan en los senos adrticos izquierdo y derecho, existen
anomalias que afectan tanto a su nUmero como a su recorrido y tienen gran
relevancia clinica debido a que pueden causar muerte subita cardiaca (Basso

et al., 2000; Michalowska et al., 2016, Naito et al., 2018).

Anatomia de la VAB

Como se menciondé anteriormente, la VAB muestra una reduccidon en el
numero de elementos anatdmicos que conforman una valvula adrtica normal.
Mientras que una VAT presenta tres senos, tres valvas, tres comisuras y tres
tridngulos intervalvares (Figura 2A,B), en la VAB todos estos componentes
quedan reducidos a dos, como resultado de diversos posibles defectos
morfogenéticos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario (Figura

6) (Roberts, 1970, 1987a; Fedak et al., 2002, Basso et al., 2004; Braverman
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et al., 2005, Siu & Silverides, 2010; Michelena et al., 2021). La variabilidad
fenotipica de este caracter es tan amplia que a lo largo de los anos se han
establecido multiples sistemas de clasificacidn y nomenclatura (Michelena et
al., 2021), que tienen una enorme importancia en el ambito clinico y

quirurgico.

A B C

CICD Cle —=CD Clpy — CD

Figura 6. Esquemas de vistas craneales de los tres tipos de valvula adrtica bictuspide. A. VAB
antero-posterior, tipo A o R-L. B. VAB latero-lateral tipo B o R-NC. C. VAB latero-lateral tipo C
o L-NC. SA: seno anterior, CI: coronaria izquierda, SI: seno izquierdo, SN: seno posterior o
no coronario, RC: coronaria derecha, SD: seno derecho.

Clasicamente, se ha considerado la existencia de dos fenotipos principales
de VAB: (1) la VAB antero-posterior, constituida por un seno y una valva
anteriores y un seno y una valva posteriores (Figura 6A); y (2) la VAB latero-
lateral, que presenta dos senos y dos valvas en posicidn izquierda y derecha
(Roberts, 1970, 1987a; Michelena et al. 2021). Mientras que en la VAB
antero-posterior, también denominada tipo A o R-L (del inglés, right-left), el
seno y valva anteriores resultan de la fusién anatémica de los senos y valvas
izquierdos y derechos, en la VAB latero-lateral los elementos anatémicos que
aparecen unidos o fusionados son el seno y valva derechos y no coronarios
(NC) (tipo B o R-NC, del inglés right-non coronary) (Figura 6B), o los senos
y valvas izquierdos y no coronarios (tipo C o L-NC, del inglés left-non
coronary) (Figura 6C). De entre estos fenotipos, la VAB tipo A es el mas

frecuente (70-80%), seguido de la VAB tipo B (20-30%) y la VAB tipo C, el
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fenotipo menos comun (3-6%) (Basso et al., 2004; Russo et al., 2008;
Michelena et al., 2021). Es bastante habitual encontrar en los pacientes con
VAB (alrededor del 70%) una estructura en forma de cresta fibrosa,
denominada rafe, entre los senos y valvas anatdmicamente fusionados. En
muchos casos esta estructura se describe como una cicatriz, que representa
la comisura defectuosa resultante de la fusion de las valvas. Sin embargo, no
existen evidencias experimentales de que los rafes sean la reminiscencia de
comisuras malformadas y, como se discutird mas adelante, no todas las VAB
se forman como consecuencia de fusién de valvas o primordios valvulares,
ya que también pueden originarse como consecuencia de un proceso de
excavacion defectuoso o de la ausencia de un primordio valvular (Publicacién

2 de la presente tesis).

Considerando la ausencia, presencia y tamafio del rafe, asi como la
variacion en la simetria y tamafio de los senos, resulta evidente la gran
variabilidad fenotipica que la VAB puede manifestar en los pacientes, por lo
gue la nominacidon de estos fenotipos es motivo de controversia desde el
punto de vista médico (Michelena et al., 2020). Es por ello por lo que
recientemente se ha propuesto un nuevo sistema de nomenclatura, cuya
finalidad es la homogenizacién de la terminologia en el ambito clinico
(Michelena et al., 2021, 2022). Se ha establecido la existencia de tres tipos
de VAB, cada una con fenotipos especificos: (1) VAB fusionada: puede ser de
tipo A, B o C y se caracteriza por mostrar dos valvas que suelen ser de
diferente tamafo y tres senos adrticos bien reconocibles, frecuentemente con
un rafe; (2) VAB de dos senos: de tipo latero-lateral o antero-posterior, solo
aparece en el 5-7% de los pacientes y presenta dos valvas y dos senos

aorticos sin rafe; y (3) VAB parcialmente fusionada o forme fruste: un tipo
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de VAB que no habia sido reconocido como tal hasta la fecha, que muestra
tres senos adrticos, una pequefia fusion de dos de las valvas y un rafe de
pequeno tamano (Michelena et al., 2021, 2022). Tanto la VAB parcialmente
fusionada (rafe de pequefo tamafio) como la VAB fusionada (rafe de mayor
tamano) se consideran hoy dia fenotipos intermedios entre la morfologia
normal (VAT) y la VAB de dos senos (sin rafe). Estos fenotipos constituyen
un continuo anatémico que refleja la severidad del fenotipo VAB, cuyo origen

embrioldgico se comentara mas adelante (Michelena et al., 2021).

Etiologia de la VAB

Durante la segunda mitad del siglo pasado, se propusieron dos posibles
factores etioldgicos que explicaban el origen de la VAB: 1) alteraciones
hemodinamicas; 2) defectos en la CNC (Shaner, 1963; Moore et al., 1980;
Van Mierop & Kutsche, 1986, Kappetein et al., 1991; Miyabara et al., 1994,
Hogers et al., 1997). Con respecto al primero, se propuso que la VAB es una
manifestacion secundaria de un defecto vascular obstruyente que altera el
flujo sanguineo, afectando a la valvulogénesis tardia (Shaner, 1963; Moore
et al., 1980). Sin embargo, esta hipdtesis no es capaz de explicar el desarrollo
de VAB aislada no sindrémica. El segundo factor etioldgico consiste en
anomalias en el comportamiento de las células de la CNC. El descubrimiento
de la implicacion de la CNC en el desarrollo cardiovascular normal y andmalo
supuso un gran avance en la comprension de la etiologia de muchas
enfermedades cardiovasculares congénitas. Diversos estudios demostraron
que el comportamiento andmalo de estas células da lugar a sindromes que

incluyen VAB, tales como el sindrome de Turner, de DiGeorge o el de Shone
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(Niaz et al., 2018), aunque no se obtuvieron evidencias experimentales

directas hasta afnos mas tarde.

La primera evidencia experimental sobre la formacién de VAB fue obtenida
por Shaner en 1963, a partir de cuatro embriones de cerdo. Este estudio
sugeria que la VAB se puede formar por la fusion de primordios valvulares
durante estadios prenatales. No fue hasta finales del siglo XX cuando se pudo
profundizar en los mecanismos morfogenéticos de formacion de la VAB,
gracias al desarrollo de un modelo animal espontaneo de VAB tipo A por parte
del grupo de investigacion al que pertenece la autora. Este modelo consiste
en una cepa consanguinea de hamster sirio en la que se detectd la aparicidn
espontanea de una elevada incidencia de VAB tipo A. Los primeros estudios
embrioldgicos con este modelo permitieron determinar que diversas variantes
anatdmicas de VAB tipo A (VAB con rafe y fenotipos intermedios entre VAT y
VAB) se forman como resultado de la fusidon de los primordios o cojines
valvulares en estadios valvulogenéticos tempranos (Sans-Coma et al., 1996).
Estos estudios permitieron confirmar el caracter congénito de la VAB,
descartar mecanismos de desarrollo previamente teorizados, proponer la
existencia de un continuo anatdémico que refleja la severidad del defecto
morfogenético y validar la posible implicaciéon de la CNC en el desarrollo de
la VAB. Afios mas tarde se describié el segundo modelo animal de VAB
congénita, los ratones deficientes en dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS
knockout; eNOS-KO). Los ratones eNOS-KO presentaban VAB de tipo latero-
lateral (B o C) e incluian, ademas, alteraciones de la presion sanguinea
merced a la funcidon vasodilatadora alterada por la falta de produccién de
oxido nitrico (Lee et al., 2000). El estudio comparado de la embriologia de la

VAB entre el modelo hamster y el de ratdn demostré que el desarrollo de la
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VAB antero-posterior difiere del de la VAB latero-lateral. Ademas, se
comprobdé de manera experimental la implicaciéon directa de la CNC en la
formacion de la VAB tipo A (Fernandez et al., 2009). En el modelo hamster,
la VAB tipo A se forma como consecuencia de la excesiva fusién de las crestas
conotruncales durante la septacion del tracto de salida cardiaco, dando lugar
a cojines valvulares izquierdo y derecho mas o menos fusionados. En ratones
eNOS-KO, la VAB tipo B es el resultado de la formacién defectuosa de los
cojines endocardicos, con una cresta conotruncal derecha unida o fusionada,
desde su origen, al cojin intercalar dorsal (posterior en humanos), dando
lugar a un gran cojin valvular derecho y otro izquierdo de tamafo normal
(Fernandez et al., 2009). Estos resultados supusieron un hito en el estudio
de la enfermedad de la VAB, puesto que demostraron que los tipos de VAB
no constituyen meras variantes anatémicas de un mismo defecto congénito,
como se postulaba hasta el momento, sino que cada tipo anatémico de VAB
resulta de una etiologia diferente. En consecuencia, cabia suponer que cada
tipo de VAB presenta una genética, historia natural y patologias asociadas
diferentes. De hecho, a partir del inicio de la pasada década se multiplicaron
los estudios de indole clinico y quirdrgico en los que se tenia en cuenta el tipo
de VAB para dilucidar la etiofisiopatologia y progresion de las patologias
asociadas a la VAB (revisados en Michelena et al., 2021), llegando a
establecerse que el tipo de VAB es un factor importante en la enfermedad a

nivel clinico.

También durante esta pasada década, se multiplicaron los estudios sobre
la embriologia de la VAB, al incorporarse la morfologia valvular en la
evaluacion fenotipica de ratones sujetos a diversas estrategias de

manipulacién genética. Estos trabajos han resultado en todo un conjunto de
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nuevos datos sobre la etiologia y desarrollo embrionario de la VAB, que hasta
el momento no habian sido compilados y analizados conjuntamente. Este
analisis ha sido reflejado en la Publicacidon 2 de la presente tesis, en la que
se recopilan los mecanismos celulares y moleculares que parecen estar

implicados en la formacién de la VAB.

Como resultado, se han establecido tres procesos clave para el desarrollo
de la VAB, asi como distintas alteraciones en los mecanismos celulares y
moleculares implicados en cada proceso. El primero de ellos consiste en la
formacion andmala de los cojines endocardicos debido a un defecto en el
proceso de TEM o a una migracion celular defectuosa de la CNC, que resulta
en la coalescencia de dos cojines endocardicos, previo a la septacién normal
del tracto de salida. Este mecanismo conduce al desarrollo de dos cojines
valvulares en lugar de tres, cuyo remodelado da lugar a VAB tipo B o C. El
segundo proceso clave es la fusidn excesiva de las crestas conotruncales,
mediada por una alteracion en el proceso de TEM (resultados de la Publicacion
1), que tiene lugar durante el proceso de septacion del tracto de salida,
debido a alteraciones en el comportamiento de las células de la CNC que
colonizan las crestas conotruncales. Este mecanismo resulta en la
coalescencia de los cojines valvulares aodrticos izquierdo y derecho y, por
tanto, a VAB tipo A. Por ultimo, el tercer proceso se basa en la alteracion del
proceso de excavacién de los cojines valvulares como consecuencia de una
distribucién anémala de las células de la CNC, una proliferacién alterada de
las células mesenquimaticas que componen los cojines y/o un defecto en la
produccion de matriz extracelular, generando VAB de distintos tipos con
diferentes grados de severidad. Ademas, el analisis en profundidad de estos

estudios ha permitido establecer relaciones consistentes entre los
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mecanismos descritos y diversas vias de sefalizacién. Las evidencias
experimentales apoyan un papel central de la via de sefializacién de NOTCH,
ya que su alteracion puede afectar tanto al proceso de TEM que forma los
cojines endocardicos, como a la migracién de la CNC. La CNC es responsable
de la septacion del tracto de salida al inducir el proceso de TEM en el
endocardio que cubre las crestas enfrentadas (resultados de la Publicacion
1). Por ello, las anomalias en el comportamiento de estas células pueden
alterar el proceso de TEM vy la fusidon de las crestas. Por consiguiente, se
puede interpretar que los tres procesos clave en la formacion de la VAB son
regulados por la CNC en tres etapas consecutivas del desarrollo. Asi, un
defecto genético especifico puede alterar el comportamiento de la CNC en
tres posibles momentos del desarrollo, determinando el proceso embrionario

afectado y el tipo anatdmico de VAB resultante.

Entre los estudios con pacientes que se sucedieron durante la pasada
década, se evidencid que cada tipo de VAB predispone de manera diferente
al desarrollo de valvulopatias y aortopatias asociadas, apoyando la hipdtesis
de que cada tipo anatémico de VAB presenta una etiologia especifica, la cual
afecta al desarrollo y progresion de valvulopatias y aortopatias asociadas
(Verma & Siu, 2014, Michelena et al., 2021). Otros estudios con pacientes,
dirigidos a dilucidar la heredabilidad de la VAB, pusieron de manifiesto la
discordancia en cuanto a la morfologia de VAB tanto entre parientes de primer
grado (Calloway et al., 2011; Robledo-Carmona et al., 2013), como entre
fetos con sindrome de Turner, causado en todos los casos por la monosomia
completa del cromosoma X (45,X) (van Engelen et al., 2014). Esta
discordancia fenotipica también ha sido descrita en modelos animales de VAB,

la mayoria de los cuales representan poblaciones genéticamente uniformes.
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Se ha descrito el desarrollo de VAB en un total de 29 cepas de dos especies
de roedores: dos cepas endogamicas de hamster sirio con VAB tipo A
(Fernandez et al. 2000, 2009; Sans-Coma et al. 1996, 2012), 27 cepas
endogamicas de ratones mutantes con VAB tipo B (Biben et al., 2000; Lee et
al., 2000; Macatee et al., 2003; Stankunas et al., 2008; Fernandez et al.,
2009, Laforest et al., 2011; Makki & Capecchi, 2012; Thomas et al., 2012;
Bosse et al., 2013; Dupuis et al., 2013, Phillips et al., 2013; Akerberg et al.,
2015; Mommersteeg et al., 2015, Quintero-Rivera et al., 2015; MacGrogan
et al., 2016; Toomer et al., 2017; Blaser et al., 2018, Odelin et al., 2018),
dos cepas endogdmicas de ratones mutantes con VAB tipo A (Wang et al.,
2017; Gharibe et al., 2018) y otras dos con VAB tipo A y B (MacGrogan et
al., 2016). Aunque estos modelos, espontaneos y mutantes, describen una
alta incidencia de VAB asociada a defectos genéticos y mecanismos de
desarrollo concretos, no se habia realizado un analisis global que
compendiara toda esta informacion, pasando desapercibidas cuestiones
relevantes tales como por qué cada modelo presenta un morfotipo de VAB y
una penetrancia del caracter especificos. Ademas, quedaba por determinar la
bondad de estos modelos, es decir, la capacidad de extrapolar los resultados

obtenidos a la especie humana.

La Publicacién 3, que forma parte del compendio de esta tesis, pone de
manifiesto diferencias interespecificas e intraespecificas entre los humanos y
los modelos animales en cuanto a la expresién fenotipica de las
malformaciones de la valvula adrtica. Por su parte, el hamster sirio muestra
un amplio espectro de anomalias que incluyen VAT y VAB tipo A con distintos
grados de fusion de valvas similares a las descritas en humanos (continuo

fenotipico). En cambio, el ratén de laboratorio presenta un espectro reducido
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de defectos valvulares entre los que predomina la VAB tipo B sin rafe. Estos
resultados alertan de la necesidad de considerar estas diferencias a la hora
de utilizar modelos animales para el estudio de la VAB. Ademas de las
diferencias interespecificas, se detectaron diferencias intraespecificas
(diferencias entre poblaciones de la especie modelo) tanto en cepas de raton
como de hamster, apuntando a la existencia de modificadores genéticos que
condicionan el desarrollo de VAB. Este compendio de resultados permite la
reinterpretacién de los estudios llevados a cabo con respecto a la etiologia de
la VAB para concluir que, de entre las mutaciones asociadas a VAB, algunas
podrian conducir al desarrollo de VAB tipo A o B dependiendo de
modificadores genéticos, factores ambientales o factores epigenéticos,
mientras que otras pueden ser especificas de tipo. Este trabajo, junto con los
resultados de la Publicacion 2, apoyan la hipétesis de que mutaciones en un
unico gen que se manifiestan en alguno de los procesos del desarrollo clave
para la formacion de la VAB (formacién de los cojines endocardicos, septacion
del tracto de salida y excavacion de los cojines valvulares) o en alguno de los
linajes celulares embrionarios implicados en estos procesos (CNC y SHF, con
mas énfasis en el papel de la CNC en base a los resultados de la Publicacion
1) podrian dar lugar a VAB tipo A o B, dependiendo de factores genéticos

(alelos modificadores), ambientales y/o epigenéticos adicionales.

La aortopatia bicuspide

Aproximadamente entre el 20-84% de los pacientes con VAB desarrollan
dilataciéon de la aorta proximal, una condicidn conocida como aortopatia
bicispide y que conlleva riesgo de diseccidn y rotura aodrtica (Fedak et al.,
2002; Della Corte et al., 2007; Tadros et al., 2009; Siu et al., 2010; Michelena
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et al., 2021). La elevada prevalencia de dilatacién adrtica en estos pacientes
la convierte en la aortopatia mas comunmente asociada a la VAB (Fernandes
et al., 2012). Aunque la dilatacion puede afectar a cualquier region de la
aorta, la aorta ascendente es la que se ve afectada con mayor frecuencia, y
su prevalencia se ve incrementada con la edad (Della Corte et al., 2007;

Tadros et al., 2009; Verma & Siu, 2014).

La dilatacion aodrtica también se detecta en pacientes con una valvula
adrtica normal, pero los pacientes con VAB muestran sintomas mas severos
a mas temprana edad (Della Corte et al., 2007). Ademas, la tasa de
crecimiento anual de la aorta ascendente es considerablemente mayor en las
pacientes con VAB que con VAT (rango de 0.2 a 1.9 mm por aho) (Tadros et
al., 2009; Fernandes et al., 2012). El Unico tratamiento efectivo que existe

actualmente es el reemplazamiento quirargico (Michelena et al., 2021).

Anatomia e histologia de la aorta

La aorta toracica se divide en cuatro segmentos anatémicos: la raiz adrtica,
la aorta ascendente o tubular, el arco o cayado aértico y la aorta descendente
(Figura 7A). La raiz adrtica se extiende desde los senos de la valvula adrtica
hasta la unién sinotubular. La aorta ascendente es la regidon comprendida
entre la unidn sinotubular y el tronco braquiocefalico, la primera arteria que
ramifica del arco adrtico. En esta region es posible distinguir una region
concava y otra convexa debido a la forma curva de su eje. El arco o cayado
aortico comprende la regidén ramificada de la aorta tordacica, cuyas ramas
incluyen el tronco braquiocefalico, ramificado a su vez en la arteria subclavia

derecha y la arteria carétida comun derecha; la arteria carétida comun
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izquierda y la arteria subclavia izquierda. Cabe destacar, que el patrén de
ramificacion descrito difiere entre las distintas especies de mamiferos. Por
ultimo, la aorta descendente comienza tras la arteria subclavia izquierda y
continta a lo largo de la cavidad toracica hasta el diafragma (Hutchinson,

2009, Hiratzka et al., 2010, Halushka et al., 2016).

A B
~ __——=—— Adventicia
Media
AAs 25
Intima

Figura 7. A. Esquema de los diferentes segmentos anatomicos de la arteria aorta. B. Esquema
de una seccién histoldégica transversal de la aorta. Se muestran las capas que la componen,
desde la mas interna a la mas externa: intima, media y adventicia. AAs: aorta ascendente,

AD: aorta descendente, CA: cayado o arco adrtico, RA: raiz adrtica.

A nivel histologico, la pared adrtica estd compuesta por tres capas
concéntricas (Figura 7B). La mas interna, denominada intima, es una
monocapa de células endoteliales, una lamina basal con colageno tipo IV y
laminina, y un tipo de tejido conectivo especial denominado subintima,
compuesto por colageno tipo I y II, fibras eldsticas y gran cantidad de
proteoglicanos. La media es la principal capa de la arteria y tiene una posicion
intermedia. Estd compuesta por laminas fenestradas de elastina dispuestas
de forma concéntrica, entre las que se disponen células musculares lisas,

fibras de coldgeno y proteoglicanos. Cada lamina elastica y células
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musculares adyacentes forman una unidad funcional denominada lamela o
unidad lamelar. Por ultimo, la capa mas externa o adventicia estd formada
principalmente por tejido conectivo con una gran cantidad de fibras de
colageno tipo I entremezcladas con elastina y fibroblastos (Hutchinson et al.,

2009, Amalinei & Caruntu, 2013; Halushka et al., 2016).

Fisiopatologia de la dilatacion aortica

La dilatacion adrtica hace referencia a una alteracién del tamafo de la aorta,
que se considera patologico cuando es superior al valor medio del diametro
correspondiente al 95% de la poblacién para una persona normal de un grupo
de edad, sexo y tamafio corporal especificos (Saliba et al., 2015). Aunque la
severidad de la patologia se determina actualmente por el didmetro de la
aorta, no existen valores de referencia que permitan establecer una definicidon
concreta. Esto se debe a que se considera que un paciente sufre dilatacion
aortica cuando, ademas de mostrar un didmetro aparentemente elevado,
cumple con determinados criterios clinicos como, por ejemplo, el morfotipo
valvular, la edad o la presencia de algun sindrome (Marfan), lo que hace que
el valor de referencia varie (Falk et al., 2017). A diferencia de la dilatacion,
la definicion de aneurisma adrtico estd mejor establecida. Se trata de un
ensanchamiento localizado, patolégico y permanente que supone un
incremento de mas del 50% del diametro normal de la aorta (Saliba et al.,

2015).

Aunque se han descrito dilataciones y aneurismas en todas las regiones
anatomicas de la aorta, las principalmente afectadas por la aortopatia

bicUspide son la raiz aértica y la aorta ascendente (Figura 8) (Yassine et al.,
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2017; Messner & Bernhard, 2019). La dilatacién de la raiz adrtica afecta al
16,4% de los pacientes con aortopatia bicuspide (Figura 8B), mientras que
el 83,6% restante presenta dilatacion de la aorta ascendente (Figura 8C),
por lo que constituye la afeccion mas frecuente en esta poblacién. El 5,7%
de todos los pacientes con VAB presentan dilatacién global, es decir, tanto de
la raiz adrtica como de la aorta ascendente (Figura 8D) (Della Corte et al.,

2007).

Figura 8. Imdagenes de tomografia computarizada de la aorta de pacientes. A. Aorta

ascendente y raiz aértica de dimensiones normales. B. Dilatacion de la raiz adrtica con aorta
ascendente de tamafo normal. C. Dilatacion de la aorta ascendente con raiz adrtica de tamafo
normal. D. Dilatacién global (raiz adrtica y aorta ascendente dilatadas). AAs: aorta ascendente,
AD; aorta descendente, CA: cayado o arco adrtico, RA: raiz adrtica. Modificado de Raijah,
2013; Treasure et al., 2015, Monda et tal.,2022.

Ademads, parece ser que cada tipo anatomico de VAB se asocia
preferentemente con una regidon especifica de la aorta afectada por la
dilatacién. Los pacientes con VAB tipo A pueden desarrollar dilatacion tanto
de la raiz adrtica como de la aorta ascendente, particularmente a lo largo de
la regidn convexa. Los pacientes con VAB tipo B muestran principalmente

dilatacién de la aorta ascendente, que se extiende frecuentemente hacia el

cayado aortico (Verma & Siu, 2014). La dilatacion adrtica no es exclusiva de
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pacientes portadores de VAB. Los individuos con valvula normal (VAT)
también pueden desarrollar dilatacién y aneurismas aérticos. Sin embargo,
la dilatacidn en los pacientes con VAB se manifiesta de manera mas severa y
con un incremento del didmetro a edades mas tempranas que los pacientes

con VAT (>60 anos) (Della Corte et al., 2007).

La aorta ascendente de los pacientes con VAB suele presentar alteraciones
a nivel histomorfoldgico, que se han detectado incluso antes de que la arteria
se dilate. Estas alteraciones consisten en desorganizacidon y muerte de las
células musculares lisas; desorganizacion y fragmentacion de las fibras
elasticas que constituyen las lamelas; y acumulacién de sustancias mucoides
en la matriz extracelular. En conjunto, estas alteraciones constituyen el
sustrato histopatoldgico de la aortopatia biclspide, conocido como necrosis
cistica de la media, y afectan en mayor medida a la regién convexa de la
aorta (Carlson et al., 1970, Tadros et al., 2009; Halushka et al., 2016).
Ademas de estas modificaciones histomorfolégicas, se han descrito
alteraciones moleculares asociadas a la enfermedad, tales como defectos en
la expresion de fibrilina 1 y 2 (FBN-1 y 2), factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), metaloproteasas 2 y 9 (MMP-2 y 9) y éxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) (Fedak et al., 2002; Neptune et al., 2003, Ruddy
et al., 2009; Tadros et al., 2009, Mohamed et al., 2012; Henn et al., 2014;

Jiao et al., 2016; Rueda-Martinez et al., 2017).

Aunque hasta el momento se ha generado un gran volumen de
conocimiento sobre la patobiologia de la dilatacion adrtica, aun no se tiene
una imagen clara de los diferentes mecanismos celulares y moleculares

implicados en la enfermedad.
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Etiologia de la aortopatia bicuspide

A pesar de que la VAB fue descrita por Leonardo da Vinci hace unos 500 afios
(Mills et al., 1978), el primer trabajo cientifico que evidencié la asociacion
entre VAB y aortopatia fue publicado en 1928. En este trabajo, el médico
canadiense Maude Abbott sefiald la existencia de pacientes con coartacion
aortica, VAB y aneurismas y disecciones de la aorta toracica. Afios mas tarde,
entre 1970 y 1990, se llevaron a cabo estudios de anatomia patoldgica que
corroboraron la asociacién entre la VAB y la diseccién aortica (Edwards et al.,
1978, Larson et al., 1984, Roberts & Roberts, 1991). La aparicion y desarrollo
en las uUltimas décadas de nuevas técnicas de imagen ha permitido confirmar
que la disfuncion valvular y la dilatacidon adrtica son las patologias mas

comunes asociadas a la VAB (Michelena et al., 2011).

La busqueda de las causas de la disfuncion valvular impulsé los primeros
trabajos enfocados al estudio de la hemodindmica del tracto de salida
cardiaco, los cuales demostraron de manera experimental la asociacidén de la
VAB con patrones de flujo anormales, que incrementan asimétricamente el
estrés en la pared de la aorta proximal (Robicsek et al., 2004, Hope et al.,
2008, 2010). Resulta légico, por tanto, que la primera hipotesis propuesta
para explicar la etiologia de la aortopatia biclspide tuviera como base la
alteracion hemodinamica. Esta hipdtesis postula que la morfologia de la VAB
causa alteraciones del flujo sanguineo que ocasionan defectos en la
hemodinamica adrtica, resultando en un deterioro de la estructura histoldgica

de la pared aortica (Girdauskas et al., 2011, Michelena et al., 2021).

Paralelamente al desarrollo de la hipdtesis hemodinamica, se llevaron a

cabo numerosos estudios tanto clinicos como basicos que se centraban en los
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aspectos genéticos de la enfermedad. La primera evidencia que apuntaba a
la influencia genética en la aortopatia bicuspide se obtuvo a partir del estudio
de pacientes sometidos a cirugia para el reemplazo de la VAB. Algunos de
estos pacientes, tras la intervencidon, desarrollaban dilatacién de la aorta
ascendente, a pesar de que la hemodinamica y la funcionalidad de la valvula
se habian corregido con la intervencién quirdrgica (Andrus et al. 2003). En
2005, Garg y colaboradores identificaron la primera mutacidén que parecia
estar directamente relacionada con la VAB no sindrémica. Esta mutacion se
encontraba en el gen NOTCH1, un receptor transmembrana implicado en
multiples procesos celulares del desarrollo cardiaco y vascular. Trabajos
posteriores de otros grupos de investigacidén relacionaron la existencia de
mutaciones en NOTCH1 en pacientes con VAB esporadica con la presencia de
aneurisma tordacico adrtico (Mohamed et al., 2006; McKellar et al., 2007;

Foffa et al., 2013).

La generacién de modelos animales transgénicos en las ultimas décadas,
revisados en las Publicaciones 2 y 3 de la presente tesis, ha supuesto un
avance significativo en la identificacién de posibles genes causales de VAB
y/o aortopatia (28 en total). Sin embargo, solo tres de estos genes (NOTCH1,
GATA5 y ROB0O4) han podido ser asociados a la enfermedad adrtica en una
minoria de pacientes afectos (McKellar et al., 2007; Padang et al., 2012;
Gould et al., 2019). Mutaciones en estos genes, todos con funciones
relevantes en el desarrollo embrionario del tracto de salida cardiaco, parecian
causar no solo VAB, sino también dilatacion adrtica en el adulto (Yassine et
al., 2017; Messner & Bernhard, 2019; Bravo-Jaimes & Prakash, 2020). El
desarrollo embrionario de la valvula adrtica y de la aorta ascendente estan

intimamente relacionados. En la formacién de ambas estructuras participan
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células del SHF y de la CNC. En los senos de Valsalva de la raiz adrtica, son
predominantes las células del SHF frente a las de la CNC. En la aorta
ascendente, las células del SHF se localizan preferentemente en la regién de
la media adrtica mas cercana a la adventicia. Por el contrario, las células de
la CNC ocupan la zona de la media adrtica colindante a la intima (Waldo et
al., 2005; Harmon & Nakano, 2013, Plein et al., 2015). Tanto en la raiz como
en la aorta ascendente ambos linajes celulares se diferenciaran en células
musculares lisas, las cuales son morfolégica y ultraestructuralmente
indistinguibles (Cheung et al., 2012, Pfaltzgraff et al., 2014, Plein et al.,
2015). En cuanto a las valvas, la distribucién de los dos linajes celulares es
aun objeto de debate. Parece ser que las células de la CNC ocupan la
superficie adrtica de la valva, mientras que las del SHF se distribuyen por Ila
superficie ventricular (Phillips et al., 2013). En cualquier caso, ambos linajes
celulares daran lugar a las células intersticiales que constituyen las valvas
(Jiao et al., 2016). Se ha demostrado que, en pacientes con VAB y aneurisma
de la aorta ascendente, las células musculares lisas provenientes de células
de la CNC muestran un menor grado de diferenciacidn, una contraccion
deficiente y una disminucion en la via de sefializacién de TGF-B (Jiao et al.,
2016). Por ello, se ha propuesto que anomalias en este linaje celular
especifico pueden dar lugar a la VAB, tal y como se propone en las
Publicaciones 2 y 3 que conforman este compendio, y a un defecto estructural
congénito en la aorta ascendente que predispone a una degeneracion de la
pared adrtica (Phillips et al., 2013; Jiao et al., 2016, Yassine et al., 2017;
Odelin et al., 2019). Este concepto constituye, por tanto, la base de la
hipétesis genética de la dilatacion adrtica asociada a la VAB (Hinton, 2012;

Padang et al., 2013, Prakash et al., 2014, Jiao et al., 2016).
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Como consecuencia del distinto enfoque propuesto por de las hipotesis
hemodindmica y genética, la etiologia de la aortopatia bicuspide ha sido
objeto de un intenso debate durante las Ultimas dos décadas. A pesar de que
la comunidad cientifica acepta actualmente que ambas hipdtesis explican de
manera conjunta el desarrollo de la dilatacién adrtica asociada a la VAB
(Girdauskas et al., 2011; Sophocleous et al., 2018; Michelena et al., 2020),
hasta el momento se han obtenido pocas evidencias empiricas que apoyaran
la hipdtesis genética, principalmente debido a que la poblacién humana es
genéticamente heterogénea y muestra diferentes presentaciones clinicas
asociadas a distintas etiologias de la enfermedad (Tadros et al., 2009; Hinton
et al., 2012; Abdulkareem et al., 2013; Freeman & Otto, 2013; Michelena et
al., 2014). En la actualidad no existen modelos animales que repliquen
adecuadamente la patogénesis de la aortopatia bicuspide humana (necrosis
cistica de la media). Por ello, la profundizacion en la comprensién de la
etiopatogénesis de la enfermedad se ha visto mermada (Messner & Bernhard,

2019).

Como resultado de la investigacion derivada de esta tesis (Publicacion 4),
se presenta el primer modelo animal de predisposicidn a aortopatia biclspide
(la cepa T de hamster sirio). Como se comentd en apartados anteriores, la
cepa T constituye un modelo de VAB aislada, en el que no se han detectado
las aortopatias o valvulopatias que cominmente se asocian a la VAB humana.
Sin embargo, hasta el momento no se habia realizado un estudio
histopatoldgico de la aorta ascendente en este modelo. Para la publicacion 4
de esta tesis, se realizd un estudio histomorfolégico comparado entre
animales con VAT y VAB de la cepa T y animales con VAT de una cepa control.

Este estudio puso de manifiesto que los animales de la cepa T, tanto con VAT
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como con VAB, presentan alteraciones de la aorta ascendente similares a la
necrosis cistica de la media que caracteriza la aortopatia bicispide humana.
Ademads, se comprobd la expresion y localizacion de diversos genes vy
proteinas, cuya implicacion en la aortopatia bicuspide humana habia sido
propuesta en estudios con pacientes. También en este caso, los resultados
fueron acordes con la existencia de una anomalia estructural de la pared de
la aorta ascendente, que acompafia a una valvula adrtica tanto normal como
bicUspide, en una poblacién genéticamente uniforme (cepa T; endogamica e
isogénica). Estos datos constituyen una fuerte evidencia experimental directa
en apoyo de la hipdtesis genética en el contexto de la etiologia de la
aortopatia bicuspide. El estudio concluye que este modelo puede representar
a un grupo de pacientes en el cual una migracién anémala de la CNC durante
el desarrollo del tracto de salida cardiaco da lugar a un defecto estructural en
la media de la aorta ascendente, junto con una baja penetrancia de VAB.
Dado que, en humanos, al igual que en el hamster, la penetrancia de la VAB
es incompleta, estos resultados permiten hipotetizar que una poblacidn
significativa de pacientes con valvula normal presenta un riesgo de aortopatia
similar al de la poblacién de pacientes con VAB con los que comparten la
misma predisposicion genética. Estos resultados son relevantes para la
gestidn clinica de la progresion de la aortopatia de los pacientes afectos, asi
como para el establecimiento de grupos experimentales de pacientes en
investigaciones cuyo objetivo sea la busqueda de biomarcadores y el

descubrimiento de mecanismos patofisioldgicos.
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Las arterias coronarias y su relacion con la VAB

Los pacientes con VAB muestran una mayor predisposicion a manifestar
anomalias que afectan al origen de las arterias coronarias que los pacientes
con VAT (Naito et al., 2018). Aunque la incidencia de estas anomalias en la
poblacidon general es relativamente baja, algunas de ellas tienen un gran
impacto clinico ya que predisponen a muerte subita cardiaca (Roberts,
1987b; Angelini et al., 1999, Basso et al., 2000). Esta asociacién entre VAB
y anomalias coronarias ya habia sido propuesta por el grupo de investigacién
al que pertenece la autora, en base a estudios con el modelo hamster (Sans-
Coma et al., 1991, Cardo et al., 1994, 1995; Fernandez et al., 2000). Estos
estudios permitieron proponer una etiologia comin para anomalias

congénitas valvulares y coronarias.

Anatomia de las arterias coronarias

Las arterias coronarias son los vasos sanguineos encargados de irrigar el
musculo cardiaco. En humanos, existen dos arterias coronarias principales,
designadas como arterias coronarias derecha e izquierda, cuyo recorrido es
subepicardico. Cada una de estas arterias se origina en un seno, derecho e
izquierdo, de la valvula adrtica. El origen de cada arteria se identifica con un
orificio, denominado ostium coronario, localizado en cada uno de los senos
aorticos correspondientes (Figura 9) (Anderson & Becker, 1981; Angelini,

1989b, 1999; Pérez-Pomares et al., 2016).
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Figura 9. Anatomia normal de las arterias coronarias. Las principales arterias coronarias,
derecha (CD) e izquierda (CI), estan conectadas a los senos de Valsalva correspondientes y
discurren por los surcos auriculoventriculares, dando lugar a distintas ramas que irrigan las
auriculas y los ventriculos. La CI se ramifica en las arterias circunfleja (CX), marginal izquierda
(MI) y descendente anterior (DA). La CD se bifurca en las arterias marginal derecha (MD) y en
la descendente posterior (DP). AD: auricula derecha, AI: auricula izquierda, Ao: aorta, Pu:

pulmonar.

La arteria coronaria derecha recorre el surco atrioventricular derecho e
irriga la mayor parte de la superficie diafragmatica del corazén. En su porcién
proximal, esta arteria se ramifica en la arteria infundibular o conal (Figura
9) y, en mas de la mitad de la poblacién, también en la arteria nodal, que
irriga especificamente el nodo sinoatrial (Schlesinger et al., 1949).
Distalmente, la arteria coronaria derecha se ramifica en la arteria marginal
derecha y en la arteria descendente posterior. Esta Ultima emite
ramificaciones perforantes que colaboran en la irrigacion de la parte inferior
del septo interventricular (Figura 9) (Anderson & Becker, 1981, Angelini

1989b, 1999; Pérez-Pomares et al., 2016).
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La arteria coronaria izquierda irriga un mayor volumen de miocardio. Se
ramifica en las arterias circunfleja izquierda, la descendente anterior vy,
ocasionalmente en la arteria intermedia o ramificacién lateral de la arteria
coronaria izquierda (Figura 9). La arteria descendente anterior recorre el
surco interventricular y se ramifica en varias arterias perforantes septales
que participan en lairrigacién del septo interventricular (Figura 9) (Anderson

& Becker, 1981, Angelini, 1989b, 1999; Pérez-Pomares et al. 2016).

Alteraciones en el patron coronario

Aunque ya desde el siglo XX se habian detectado anomalias en el patrén
coronario de pacientes con VAB (Takahashi et al., 1994, Doty, 2001, Tejada
et al., 2001, Michalowska et al., 2016), no fue hasta el afo 2018 cuando el
grupo de investigacion de Naito y colaboradores confirmé la asociacion de
VAB vy la predisposicion a mostrar anomalias en el origen de las arterias
coronarias humanas. Estos investigadores demostraron que, mientras que los
pacientes con una valvula adrtica normal (VAT) mostraban un riesgo del 3%
de presentar anomalias congénitas en el origen y/o recorrido de las arterias
coronarias, la incidencia en los pacientes con VAB era significativamente
superior (7%). Sin embargo, la asociacién entre VAB y anomalias coronarias
habia sido establecida con anterioridad en el modelo hamster por el grupo de
investigacion al que pertenece la autora. Varios trabajos realizados al final
del pasado siglo pusieron de manifiesto que los animales de la cepa de
hamster con elevada incidencia espontanea de VAB tipo A, ya descrita en
capitulos anteriores, mostraban, ademas de VAB, una elevada proporciéon de

anomalias coronarias (p. €j.: Sans-Coma et al., 1991; Cardo et al., 1994,
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1995). Las principales anomalias detectadas fueron coronaria Unica, origen
anomalo de la arteria coronaria izquierda del tronco pulmonar y origen
anémalo de la arteria coronaria izquierda del seno aodrtico no coronario
(Figura 10). Estos patrones coronarios andmalos resultaron ser muy
similares a los descritos en humanos (Sans-Coma et al., 1993), y coincidian
con aquellos para los que se habia demostrado asociacién con la VAB
humana. Afos mas tarde, el grupo demostré que la incidencia de anomalias
en el patrén coronario incrementaba de manera continua de acuerdo con el

grado de severidad del defecto valvular (Fernandez et al., 2000).
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Figura 10. Representacion esquematica de los posibles origenes de las arterias coronarias en
hamsteres con valvula adrtica bictuspide. A. Origen normal. B. Coronaria Unica (SCAOA). C.
Origen andmalo de la arteria coronaria izquierda del tronco pulmonar (ALCAPA). D. Origen
andémalo de la arteria coronaria izquierda del seno adrtico no coronario (ALCADA). Ao: valvula

adrtica, CD: coronaria derecha, CI: coronaria izquierda, Pu: valvula pulmonar.
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Las arterias coronarias de los roedores en general, y del hamster sirio en
particular, muestran algunas diferencias respecto a las humanas. Mientras
que el recorrido de las arterias coronarias humanas es subepicardico, en los
roedores es intramiocardico. Por su parte, en el hamster y otros roedores
existe, ademas de las arterias coronarias derecha e izquierda, una tercera
arteria coronaria denominada arteria septal, que se origina a partir de alguna
de las arterias coronarias principales y que irriga la mayoria del septo
interventricular (Duran et al., 2007a, 2007b). La arteria septal también puede
emerger de un ostium separado localizado en seno aodrtico derecho o
izquierdo, que se denomina ostium coronario accesorio. En el hamster sirio
se ha detectado este origen independiente de la arteria septal en el 5% de

los casos (Figura 11) (Duran et al., 2007b).

Figura 11. Molde interno del ventriculo izquierdo (VI), la aorta (Ao) y las arterias coronarias
en un ejemplar adulto de hamster sirio. La arteria septal (S) surge de un ostium independiente
localizado en el seno adrtico derecho. CD: coronaria derecha, CI: coronaria izquierda. Barra
de escala: 500um.
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En el ser humano también se han detectado ostia coronarios accesorios o
supernumerarios que coexisten con los orificios coronarios correspondientes
a las dos arterias coronarias principales izquierda y derecha. Estos ostia
accesorios constituyen el origen de alguna de las arterias que normalmente
parten de las arterias coronarias principales. Este es el caso de la arteria
conal, que irriga el tracto de salida, la arteria nodal, que irriga el nodo
sinoatrial, y las arterias circunfleja izquierda y descendente anterior
izquierda, que irrigan principalmente el ventriculo izquierdo (Becker, 1981;
Angelini, 1989b., 1999, Pérez-Pomares et al., 2016). En el hamster sirio, los
ostia accesorios suelen corresponderse con la arteria septal o la arteria conal
(Durdn et al., 2007b). Mientras que las anomalias coronarias descritas
anteriormente tienen una gran importancia clinica por su predisposicidén a
muerte subita cardiaca, la presencia de ostia coronarios accesorios no
desencadena ninguna patologia, por lo que se considera una variante

anatémica del patrén coronario normal (Pérez-Pomares et al., 2016).

Dado que se han detectado ostia coronarios accesorios tanto en pacientes
como en el modelo hamster, y que se ha verificado la asociacion entre VAB y
anomalias congénitas en el origen de las arterias coronarias en ambas
especies, se llevd a cabo un estudio (Publicacién 5) para profundizar en la
hipétesis de que la VAB vy las alteraciones en el patrén coronario del hamster
sirio tienen un origen etioldgico comun. De acuerdo con los resultados de este
trabajo, la incidencia de ostia accesorios es significativamente mas baja en el
lado izquierdo que en el lado derecho de la valvula cuando se analizaba toda
la poblacion en conjunto. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la incidencia de los ostia coronarios accesorios entre los

morfotipos VAT y VAB. Estos datos indican que el desarrollo de estos ostia
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preferentemente en el lado derecho de la valvula no estd asociado a la
etiologia de las malformaciones valvulares, sino que es una caracteristica
propia de la cepa T o del hamster sirio como especie. Teniendo en cuenta que
la valvulogénesis y la coronariogenesis son dos procesos embrionarios que
ocurren de manera simultanea, los defectos morfogenéticos que dan lugar a
la VAB tipo A podrian afectar también a la formacién de las arterias
coronarias. De hecho, la asociacion altamente significativa entre anomalias
coronarias y VAB en la cepa T de hamster permitid sugerir que existe una
alteracion especifica en la parte izquierda de la valvula aértica en desarrollo
(una distribucion anémala de las células de la CNC) que impide la correcta
conexidén y formacion de la arteria coronaria (Fernandez et al., 2000; Duran
et al. 2006). Sin embargo, los resultados del presente estudio parecen indicar
que el defecto de la CNC que da lugar a la VAB no condiciona el desarrollo de
ostia supernumerarios, sugiriendo una etiologia diferente para esta variante
anatdmica. Por ultimo, cabe destacar que los ostia accesorios se
correspondian en la mayoria de los casos con la arteria septal, una arteria
bien desarrollada que siempre esta presente, aunque haya anomalias en el
patrén coronario. Puesto que la variacién del patrén no afecta nunca a la
arteria septal, los datos del presente estudio apoyan la nocién de que, en el
hamster, la arteria septal deberia ser considerada una tercera arteria

coronaria.
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Capitulo II Objetivos

Los objetivos principales de esta tesis doctoral se formulan a continuacion,

siguiendo el orden de las publicaciones que conforman esta tesis:

Publicacion 1. Dilucidar el mecanismo celular implicado en la fusién normal
de las crestas conotruncales para, posteriormente, indagar en el mecanismo
de extra-fusidn que da lugar a la VAB tipo A, utilizando embriones de hamster

sirio de la cepa T (40% de VAB) y de una cepa control con incidencia nula.

Publicacion 2 Compilar toda la informacion relativa al desarrollo embrionario
de la VAB con modelos animales (espontaneos y genéticamente modificados)
en un documento de revisidon. Esta publicacién fue una invitacion para un
numero especial de la revista Progress in Cardiovascular Disesases dedicado
a una actualizacién del conocimiento generado hasta el momento sobre la
VAB, debido la gran diversidad de mecanismos celulares y moleculares
implicados en la embriologia de la VAB que no habian sido revisados hasta el

momento.

Publicacion 3. Investigar la variabilidad morfoldgica y la incidencia de VAB
en dos especies modelo, con el objetivo de determinar la similitud del caracter
entre las tres especies a nivel anatdmico. Para ello, se han caracterizado y
comparado las diferentes morfologias que puede presentar la valvula adrtica,
asi como las incidencias de las anomalias valvulares en poblaciones
representativas de hamster sirio y de ratdn de laboratorio, a partir de datos

propios y de informacién extraida de la literatura.
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Publicacion 4. Blsqueda de posibles alteraciones moleculares vy
estructurales en la aorta ascendente de animales del modelo hamster que
pudiesen validar a la cepa T, con alta incidencia de VAB, como modelo animal
de predisposicidén a aortopatia biclspide. Para ello, se examind la anatomia e
histomorfologia de la aorta ascendente en el modelo hamster, asi como la
expresion de varios genes (Fbnl, Fbn2, TgfB, Mmp2, Mmp9 y eNQOS)
implicados en la patogénesis de la dilatacion aértica humana, comparando
animales genéticamente homogéneos con VAB y VAT de la cepa T, y animales

con VAT de una cepa control outbred con incidencia nula de VAB.

Publicacion 5. Profundizar en la hipdtesis propuesta sobre el origen
etiolégico comun de la VAB y las alteraciones en el patrén coronario,
analizando si la presencia de VAB afecta al niumero de ostia coronarios que
aparecen en el seno aodrtico anterior. Para cumplir con este objetivo, se
llevaron a cabo andlisis retrospectivos y prospectivos de tipo anatémico e
histomorfoldgico de corazones con VAT (datos publicados en Duran et al.
2007b) y VAB tipo A (datos nuevos) de hamsteres pertenecientes a la cepa

de hamster sirio con alta incidencia de VAB (cepa T).
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Publicacion 1

Endocardial-mesenchymal transition
underlies fusion of the conotruncal
ridges during normal and bicuspid
aortic valve development

Maria Teresa Soto-Navarrete, Barbara Pozo-Vilumbrales,
Miguel Angel Lépez-Unzu, Ana Carmen Duran, Miguel Such,
Borja Fernandez

En vias de publicacion
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Capitulo III Publicacién 1

En la introduccién de esta tesis se explica que el proceso de septacidon
conotruncal divide el tracto de salida cardiaco embrionario en dos tractos de
salida independientes mediante la formacidon del septo conotruncal. La
aparicion de este septo resulta de la fusion de las crestas conotruncales, dos
cojines endocardicos largos, helicoidales y enfrentados que se extienden a lo
largo de todo el tracto de salida. Estos cojines son de naturaleza
mesenquimatica y estan recubiertos por una capa de células endocardicas
(Spicer et al., 2014). La fusidn de las crestas conotruncales tiene lugar tras
el contacto de los endocardios que recubren ambas crestas conotruncales.
Las células endocardicas de la regidon central de las crestas desaparecen,
permitiendo la continuidad celular entre las dos crestas enfrentadas y dando
lugar a una estructura Unica como resultado de la fusidon. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo celular subyacente responsable del proceso de
fusion. Dicho de otro modo, se desconoce el mecanismo celular que causa la

desaparicidén de las células endocardicas que tapizan ambas crestas.

En la regidon intermedia del tracto de salida, ademas de las crestas
conotruncales, aparecen otros dos cojines endocardicos de pequefio tamano,
denominados cojines intercalares, que se localizan en posicidn anterior y
posterior (Figura 4B; Spicer et al., 2014; Peterson et al., 2018). Como
resultado de la fusidén de las crestas y de la formacion del septo conotruncal,
en esta regidn aparecen seis cojines mesenquimaticos, llamados cojines
valvulares, que constituyen los primordios valvulares adértico y pulmonar
(Figuras 4B-D). Los extremos anteriores y posteriores no fusionados de las
dos crestas conotruncales dan lugar a las valvas y senos aorticos y
pulmonares izquierdos y derechos, mientras que los cojines intercalares

posterior y anterior dan lugar a las valvas y senos no coronarios o posteriores
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aorticos y anteriores de la valvula pulmonar (Figura 4). Tanto en el proceso
de formacioén de los cojines endocardicos como en el de septacidon conotruncal
intervienen las células de la CNC (Waldo et al., 1998, 1999a, 1999b;
Anderson et al., 2003, 2012). Estas células, de origen ectodérmico, migran a
través del tracto de salida cardiaco y participan en la correcta formacion y
posicionamiento de las crestas conotruncales y cojines intercalares para,

posteriormente, regular el proceso de septacién conotruncal.

En la introduccién de esta tesis también se indica que la VAB es la
anomalia congénita cardiaca mas comun en el ser humano, siendo la VAB
tipo A el morfotipo valvular mas frecuente (75% de los casos) (Fedak et al.,
2002; Basso et al., 2004). El grupo de investigacion al que pertenece la
autora determind, mediante el uso de una cepa de hamster sirio con alta
incidencia de VAB tipo A, que la etiologia de esta malformacion se basa en
una distribucién andmala de las células de la CNC durante la septacion del
tracto de salida, asociada a un exceso de fusidon de las crestas conotruncales
(Sans-Coma et al. 1996; Fernandez et al. 2009). Sin embargo, se desconoce
la causa de la extra-fusion de las crestas conotruncales debido a que aun no
se ha determinado cual es el mecanismo celular implicado en el proceso

normal de fusion de las crestas.

El objetivo de la Publicacion 1 fue, en primer lugar, dilucidar el mecanismo
celular implicado en la fusién normal de las crestas conotruncales para,
posteriormente, indagar en el mecanismo de extra-fusién que da lugar a la
VAB tipo A, utilizando embriones de hamster sirio de la cepa T (40% de VAB)

y de una cepa control con incidencia nula.
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Durante el desarrollo embrionario son frecuentes los eventos de fusion
relacionados con procesos organogenéticos. Se ha propuesto la participacion
de tres mecanismos celulares distintos en estos eventos: adhesién epitelial,
apoptosis epitelial y TEM (Ray & Niswander, 2012). El primer mecanismo
requiere de la expresion de moléculas de adhesidon y el mantenimiento de la
identidad de las células en contacto, lo cual ha sido previamente adscrito a
estadios tempranos de la formacidn del tubo neural (Punovuori et al., 2021).
En los otros dos mecanismos, las células epiteliales que recubren las
estructuras que se fusionan desaparecen por apoptosis o por TEM. Estos
mecanismos celulares son responsables del proceso de fusion que da lugar,
por ejemplo, al paladar (Martinez-Alvarez et al., 2000). Puesto que el
endotelio que constituye el endocardio es un epitelio escamoso especializado
(Kovacic et al. 2012), los tres mecanismos descritos pueden extrapolarse al
endocardio. Teniendo en cuenta que las células endocardicas desaparecen
durante la fusién de las crestas conotruncales, se propusieron la apoptosis y
la TEM como posibles mecanismos candidatos responsables del proceso. Para
testar la implicacion de los dos mecanismos propuestos, se utilizaron al
menos dos técnicas de analisis diferentes para cada uno de ellos. En el caso
de la apoptosis, se llevaron a cabo ensayos de TUNEL, que detecta la
fragmentacion nuclear asociada a la apoptosis, e inmunofluorescencia para la
proteina caspasa 3 activa, principal proteina ejecutora de la via de
sefializacion de la apoptosis. Estas dos técnicas se consideran las “gold
standard” para la identificacion y visualizacién de apoptosis en los tejidos
(Correiro et al., 2008). En cuanto a la TEM, se realizd un analisis morfoldgico
a partir de secciones histoldgicas semifinas, para identificar caracteristicas

morfoldgicas celulares asociadas a la transformacion, e inmunofluorescencia
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para marcadores especificos de endocardio (CD34 y VE-Cadherina) y
migracion celular (a-actina), que permitieran detectar células endocardicas
en proceso de TEM. Estas dos técnicas han sido empleadas previamente para
identificar células en proceso de TEM en diversos tejidos embrionarios y

adultos (Hay, 1968, Abdulla et al., 2013, Yang et al., 2020).

Resultados y discusion

La septacidon conotruncal en el hamster ocurre aproximadamente entre los
estadios E11 (fusion de las crestas conotruncales) y E12 (formacion del septo
conotruncal) (Figura 1 de la publicacién). Los experimentos realizados
para testar la apoptosis como posible mecanismo responsable de la fusidén de
las crestas, es decir, tanto el ensayo de TUNEL como la inmunofluorescencia
para caspasa 3 activa, no mostraron resultados positivos en el area de fusion.
Sin embargo, si permitieron identificar células apoptoéticas en otras
estructuras embrionarias, como el septo conotruncal y la pared toracica, en
las que se habia descrito previamente la presencia de apoptosis (Figura 2
de la publicacion) (Poelman et al., 1998, Dickman et al., 1999). Por otro
lado, el analisis morfoldgico fino (Figura 3 de la publicacion) y los
experimentos de colocalizacion mediante inmunofluorescencia (Figura 4 de
la publicacién) determinaron la presencia de tres tipos celulares diferentes
en la zona de fusidén: 1) células endocardicas CD34* y VE-Cadherina* en el
area proximal a la zona de fusidon, que presentaban la morfologia
convencional plana de una célula endotelial, con un nucleo prominente,
eliptico y aplanado que ocupaba la mayor parte del cuerpo celular (Nakaya &

Sheng, 2008; Kurn & Daly, 2021); 2) células mesenquimaticas a-actina* en
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el area distal a la zona de fusion, que presentaban un cuerpo celular pequefo,
con algunas proyecciones de la membrana (filopodios y lamelipodios) y un
nucleo grande y redondo con particulas de cromatina diseminadas, tipicos de
las células mesenquimaticas en reposo (Hay, 1968, Nakaya & Sheng, 2008);
y 3) células con fenotipo intermedio entre células mesenquimaticas vy
endoteliales, CD34*;a-actina* y VE-Cadherina*;a-actina*, ubicadas en una
posicion intermedia entre los dos tipos celulares anteriores. Estas células
tenian una morfologia endotelial moderadamente aplanada, un nucleo
hipertrofiado y/o extensiones de la membrana plasmatica compatibles con
filopodios y lamelipodios, similares a los detectados en las células
mesenquimaticas. Las células con fenotipo intermedio mostraban
caracteristicas morfoldgicas previamente descritas como tipicas de la TEM

(Hay, 1968, Abdulla et al., 2013, Yang et al., 2020).

Por lo tanto, los resultados demostraron que la TEM, y no la apoptosis, es
el mecanismo subyacente a la fusion de las crestas conotruncales. Las células
endocardicas de la region central de las crestas conotruncales enfrentadas
desaparecen al transformarse en células mesenquimaticas, indistinguibles del
resto del mesénquima, dando lugar a la continuidad morfoldgica entre estas
estructuras. Ademas, la distribucion de cada uno de los tipos celulares
descritos en el area de fusion permite establecer un patrén secuencial del
proceso de TEM. Se puede inferir que las células endocardicas mas proximales
CD34* y VE-Cadherina* aun no han iniciado la TEM, las células con fenotipo
intermedio y sefales positivas para ambos marcadores (CD34*;a-actina™ y
VE-Cadherina*;a-actina®) se encuentran en pleno proceso de transformacion,
y las células mesenquimaticas mas distales a-actina* estan finalizando el

proceso de transicion. Asi, este patrén refleja una secuencia disto-proximal
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de eventos celulares asociados al mecanismo de TEM. Resulta consistente
que este patron morfoldgico asociado al proceso de TEM siga la misma
secuencia disto-proximal que el proceso morfogenético completo de

septacién conotruncal.

En la literatura se han definido dos mecanismos celulares adscritos al
proceso de transformacién epitelio-mesénquima (Duband, 2012). El primero
es conocido como TEM parcial, en la que la transformacién afecta sélo a unas
pocas células dentro del epitelio o tiene lugar de forma escalonada a lo largo
del tiempo, de tal manera que el epitelio queda intacto durante todo el
proceso, y finalmente se obtienen dos tipos celulares distintos (epitelial y
mesenquimatico). El segundo mecanismo conlleva una TEM completa, que
tiene lugar cuando en el epitelio todas las células sufren transformacion de
manera simultanea, desintegrandose por completo la lamina epitelial, y
convirtiéndose simultdneamente en mesénquima. Ambos mecanismos de
TEM han sido descritos en procesos implicados en el desarrollo embrionario,
tales como la delaminacién de las células de CN craneal y el desarrollo del
esclerotomo y el dermatomo (Acloque et al., 2009, Schiffmacher et al. 2018).
Tal y como se menciona anteriormente, se considera que estos mecanismos
también pueden ser extrapolados al endocardio. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en este trabajo permiten sugerir que la fusion de las crestas
conotruncales se basa en un mecanismo de TEM completa que afecta de
manera secuencial, en direccion disto-proximal, a las células endocardicas
subyacentes, lo que explicaria la presencia de células con fenotipos diferentes
en el area de fusién (esto es, células mesenquimaticas transformadas, células
con fenotipo intermedio transformandose, células endoteliales sin

transformacién).
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Para indagar en el origen de la extra-fusion que da lugar a la VAB tipo A,
se llevaron a cabo experimentos de inmunofluorescencia para CD34 y a-
actina con el fin de analizar el proceso de TEM durante la formacion de los
primordios de las valvulas semilunares (Figura 5 de la publicacién). Se
examinaron embriones en estadios E11 y E12 pertenecientes a la cepa T de
hamster, con incidencia relativamente alta de VAB tipo A (~40%), y de una
cepa control, sin VAB (0%). El 37.5% de los embriones examinados de la
cepa T presentaban una VAB en desarrollo. En E11, los embriones andmalos
mostraban una fusidn excesiva de las crestas conotruncales que se extendia
hacia los margenes posteriores, tal y como se habia descrito con anterioridad
(Fernandez et al. 2009). La doble inmunofluorescencia puso de manifiesto la
existencia de células CD34%*;VE-Cadherina*;a-actina~ en el endocardio,
células a-actina®™ en el mesénquima de las crestas y células CD34%;VE-
Cadherina*;a-actina®™ en los margenes posteriores de las crestas, es decir, en
la regidn de las crestas conotruncales afectada por la extra-fusion. Estas
células mostraban una distribucién muy similar a la observada en el area de
fusidn de los embriones normales: las células CD34*; a-actina* se localizaban
en la porcion media de la zona de fusidn, que se encontraban limitadas
distalmente por células mesenquimaticas a-actina®* y proximalmente por
células CD34"; a-actina™ del endocardio. Estos resultados parecen indicar que
la TEM es el mecanismo celular implicado en la extra-fusion de las crestas
conotruncales que da lugar a la VAB, la cual ocurre mediante una extension,
desde el centro hacia el margen posterior de las crestas, del proceso normal
de TEM implicado en la fusién. Ademas, los resultados refuerzan la hipotesis
propuesta que explica el mecanismo de fusidon de las crestas, basado en un

proceso de EMT secuencial y completa.
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En el tracto de salida de los embriones E12 examinados se identificaron el
septo conotruncal y los cojines que conforman el primordio de la valvula
aortica. En los embriones control, el endocardio (CD34%) que delimitaba los
cojines valvulares izquierdo y derecho de la valvula adrtica alcanzaba el septo
conotruncal, pudiéndose observar dos cojines separados y bien definidos. Sin
embargo, en los embriones con VAB pertenecientes a la cepa T, el endocardio
CD34* que recubria los cojines valvulares izquierdo y derecho no alcanzaba
el septo conotruncal, observandose dos cojines valvulares fusionados.
Ademas, se detectaron algunas células mesenquimaticas CD34%;a-actina*
gue se localizaban cerca del endocardio, concretamente en el area de
coalescencia de los cojines. Estos resultados permiten interpretar que las
células que muestran doble marca son células endocardicas en proceso de
TEM. Esto sugiere que, durante el desarrollo de la VAB, la fusidén de las crestas
conotruncales continula tras la formacién del septo conotruncal. Proponemos
que durante la formacién de la VAB tipo A existe una alteracion en el proceso
de TEM, que produce una extension espacial (esto es, expansidén hacia los
limites posteriores de las crestas conotruncales) y temporal (es decir,

después de la formacion del septo conotruncal) del proceso de fusidn.

La hipdtesis de la desregulacién de la TEM parece coherente con el hecho
de que, como se indicd anteriormente, la VAB tipo A tiene su origen en una
distribucidon andmala de las células de la CNC en el tracto de salida cardiaco
(Fernandez et al., 2009). Se ha demostrado que la CNC es esencial para la
correcta septacién del tracto de salida y formacién de las valvulas
semilunares. La CNC conforma el llamado complejo de septacién adrtico-
pulmonar, que tiene forma de “U” invertida y esta constituido por un septo

mesenquimatico y condensaciones que se extienden proximalmente a lo largo
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de las crestas conotruncales. La migracion de este complejo a través del
tracto de salida produce la fusién de las crestas y la formacién del septo
conotruncal (Waldo et al., 1999a, 1999b; Anderson et al. 2003, 2012).
Considerando este hecho, se puede plantear que la CNC es responsable de la
induccidn secuencial de la TEM de las células del endocardio conotruncal en
contacto, préximas al septo conotruncal (TEM completa), que conduciria a la
fusion secuencial de las crestas. La alteracion de la migracién de las células
de la CNC a lo largo del tracto de salida conllevaria una ampliacién del
territorio de induccion de TEM, afectando a una mayor extension del
endocardio y produciendo un exceso de fusién de los cojines. Esta hipdtesis
parece consistente con el trabajo de Plein y colaboradores (2015), en el que
se demostréo que la migracion de la CNC y la TEM son dos procesos
morfogenéticos interconectados. En dicho estudio se describié que la entrada
de las células de la CNC en estadios tempranos de la cardiogénesis induce la
TEM del endocardio para promover la celularizacion de las crestas
conotruncales. Por lo tanto, dado el papel regulador de la CNC sobre el
proceso de TEM, parece plausible que estas células sean también
responsables de la regulacién de la TEM asociada al proceso de fusion
implicado en la septacidn conotruncal. La regulacion de este evento implicaria
el establecimiento de un sistema de comunicacion entre la CNC y el
endocardio de las crestas. Se ha demostrado que la produccion de SEMA3C
por parte de las células de la CNC promueve la TEM en el endocardio a través
de NRP1 endotelial durante la formacion y celularizacién de las crestas
conotruncales (Plein et al., 2015). Seria de gran interés profundizar si esta
via de sefalizacion también podria estar implicada en el proceso de EMT

subyacente a la fusidn de las crestas conotruncales.
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En la introduccién de la presente tesis se explica que el grupo de investigacion
al que pertenece la autora determiné los defectos morfogenéticos que causan
los dos principales tipos anatémicos de VAB (A y B), lo cual supuso una
mejora significativa del conocimiento que se tenia hasta el momento sobre la
enfermedad. Los principales modelos animales que el grupo utilizd6 para
indagar en esta cuestién fueron la cepa T de hamster sirio, con alta incidencia
de VAB tipo A, y la cepa de ratones eNOS-KO con VAB de tipo B (Sans-Coma

et al., 1996, Fernandez et al. 2009).

El hallazgo tuvo una gran repercusion tanto en el ambito de la
investigacion clinica como en el de la basica, ya que quedd establecido por
primera vez que los distintos tipos de VAB no son meras variantes anatémicas
de un mismo defecto embrionario, sino que cada tipo resulta de una etiologia
especifica. Con respecto a la investigacién clinica, se multiplicaron los
estudios con pacientes en los que se tenia en cuenta el tipo de VAB para
dilucidar la etiofisiopatologia y progresién de las patologias asociadas a la
VAB (Basso et al., 2004, Della Corte et al., 2007; Michelena et al., 2015), ya
que se reforzaba la idea de que estas valvulopatias y aortopatias presentan
etiofisiopatologias especificas. En cuanto a la investigacién basica, este
estudio instd a otros grupos a incluir la morfologia y embriologia de la VAB
en el analisis fenotipico de cepas de ratdn sujetas a diversas estrategias de
manipulaciéon genética. Sin embargo, en la mayoria de los estudios, la
morfologia y desarrollo valvular constituyé una caracteristica mas entre las
muchas a valorar en la evaluacion fenotipica de la cepa transgénica. En la
mayoria de estos trabajos, el objetivo principal no era profundizar en el
proceso de valvulogénesis en si, sino en distintos aspectos de la morfogénesis

de organos y sistemas en general, con el objetivo de indagar en el
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funcionamiento de determinadas vias moleculares y mecanismos celulares o
en la funcidon especifica de los genes modificados, sin restringirse
especificamente al sistema cardiovascular. Teniendo esto en cuenta, resulta
evidente que los diferentes mecanismos moleculares, celulares vy
morfogenéticos que afectan al desarrollo de la VAB y que se pretenden
extraer de estas investigaciones quedan dispersas en la literatura cientifica

de la ultima década, no especializada en el sistema cardiovascular.

El objetivo principal de esta publicacidén era cubrir la necesidad de compilar
toda esta informacién en un documento de revisidon, dada la gran diversidad
de mecanismos celulares y moleculares implicados en la embriologia de la
VAB. Esta necesidad se pone de manifiesto en el hecho de que esta
publicacion fue una invitacién para un nimero especial de la revista Progress
in Cardiovascular Disesases dedicado a una actualizacidon del conocimiento

generado hasta el momento sobre la VAB.

Revision

De acuerdo con los estudios que han analizado la anatomia y/o Ia
morfogénesis de la valvula adrtica en modelos animales, el desarrollo de la
VAB puede ser consecuencia de defectos durante tres etapas del proceso de
valvulogénesis: 1) la formacion de los cojines endocardicos (Figura 5 de la
publicacion), 2) la septaciéon del tracto de salida (Figura 6 de la
publicacion), y 3) la excavacion de los cojines valvulares (Figura 7 de la
publicacion). Asi pues, en este trabajo se ha concluido que durante estos
estadios embrionarios tienen lugar procesos morfogenéticos clave para la

formacion de la VAB, en los que se manifiestan alteraciones en los
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mecanismos celulares y moleculares implicados y que se describen a

continuacion.

1. Defectos en la formacion de los cojines endocardicos

La modificacion genética mediante transgénesis condicional en ratones
mutantes para diferentes vias de sefializacidon (Pbx, eNOS, Gata5s, Alk2, Rock,
Brgl, Jagl, Ift88, Npr2) causan una formacion andmala de los cojines
endocardicos, dando lugar a VAB de tipo latero-lateral (Tabla 1 de la
publicacion) (Stankunas et al., 2008, Fernandez et al., 2009, Laforest et
al., 2011; Thomas et al., 2012; Phillips et al., 2013, Akerberg et al., 2015;
MacGrogan et al., 2016, Blaser et al. 2017; Peterson et al., 2018). El defecto
morfoldgico consiste en el desarrollo de tres en lugar de cuatro cojines
endocardicos. En la mayoria de los casos una de las crestas conotruncales
(usualmente la parietal), aparece unida (anatdmicamente fusionada) al cojin
intercalar posterior, formando un gran cojin mesenquimatico. Como
consecuencia, tras la septacién normal del conotruncus, se forma un tracto
de salida derecho con tres cojines valvulares pulmonares normales y un tracto
de salida izquierdo con solo dos cojines adrticos, uno grande y otro de menor
tamano. La excavacidon de estos cojines valvulares adrticos andmalos lleva a
la formacién de VAB latero-lateral de tipo B (R-NC) o C (L-NC) (Figura 5 de

la publicacion).

Como se indica en la introduccion, las células mesenquimaticas de los
cojines endocardicos pertenecen a dos linajes celulares diferentes, las células
del SHF derivadas del endocardio, que pueblan la gelatina cardiaca por un

proceso local de TEM, vy las células de la CNC derivadas del ectomesénquima,
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gue migran hacia el tracto de salida cardiaco desde el tubo neural a través
de la regién circunfaringea. Alteraciones en estos dos procesos celulares, la
TEM y la migracién de las células de la CNC, han sido aducidos como posibles
causas de la formacién aberrante de los cojines endocardicos que dan lugar
a VAB tipo B o C en estos modelos (Stankunas et al., 2008, Fernandez et al.,
2009, Laforest et al., 20011, Phillips et al., 2013, Akerberg et al., 2015;
MacGrogan et al., 2016, Blaser et al., 2017; Toomer et al., 2017; Peterson

et al., 2018).
1.1. Alteraciones en la TEM

El raton knockout para eNOS fue el primer modelo de ratén en el que se
encontrd VAB (Fernandez et al. 2009). En este caso, la malformacién valvular
resulta de defectos en la formacién de los cojines endocardicos. En particular,
la cresta conotruncal parietal y el cojin intercalar posterior se desarrollan
como un cojin Unico. Aunque esta morfologia se describié como fusion de los
dos cojines, en realidad no hay un proceso de fusidon como tal. Los cojines se
forman de manera andmala desde su origen, es decir, las células
mesenquimaticas pueblan la gelatina cardiaca de manera defectuosa (Figura
5 de la publicacion) (Fernandez et al., 2009). Dado que eNOS tiene un
papel relevante durante el proceso de TEM que da lugar a los cojines
endocardicos (Noiri et al., 1998, O'Riordan et al., 2007), se propuso que una
alteracion en el proceso de TEM mediada por la expresidon defectuosa de este
gen podria ser el agente causal de la malformacién (Fernandez et al., 2009).
Esta hipdtesis se ve reforzada por estudios que demuestran que la falta de
eNOS conduce a un desarrollo aberrante de las valvulas mitral y tricispide
debido a un defecto en el proceso de TEM (Liu & Feng, 2012). En las células

endocardicas, eNOS regula la expresidon de TgfB1, Bmp2 y Snaill a través de
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una via de sefalizacion dependiente de GMPc que promueve la TEM (Liu &
Feng, 2012; von Gise & Pu, 2012). Ademas, la regulacién del proceso de TEM
por parte de eNOS es dependiente de la activacién mediante NOTCH de la via
de sefalizacion PI3K/AKT (Chang et al., 2011). De hecho, el eje NOTCH1-
BMP2-SNAIL1 promueve y regula la extension de la TEM durante el desarrollo

embrionario (Luna-Zurita et al., 2010).

Se ha demostrado que la via de sefializacion de NOTCH estd implicada en
defectos en la TEM, responsables del desarrollo anormal de los cojines
endocardicos y de la formacidon de VAB (Timmerman et al., 2004, Akerberg
et al., 2015; Blaser et al., 2017). La pérdida heterocigdtica de NPR2 en
ratones da lugar a VAB de tipo B (R-NC) con baja penetrancia (Blaser et al.,
2017). Parece que la sefalizacion CNP/NPR2 en los cojines endocardicos
podrian inducir la sintesis de GMPc para promover la TEM tanto de manera
dependiente como independientemente de NOTCH. Por otro lado, la falta de
BRG1 en ratones mutantes causa la formacion de VAB por disrupcién del
proceso de TEM en los cojines endocardicos, la cual es parcialmente
compensada por el incremento de la proliferacién de las células de la CNC
(Akerberg et al., 2015). BRG1 es una enzima remodeladora de cromatina que
regula la expresion de NOTCH (Takada et al., 2016, Zhang et al., 2019).
Parece que la severidad en cuanto al defecto de la TEM determina el tipo
anatomico de la VAB latero-lateral resultante. Por otro lado, se han
identificado variantes sin sentido (missense variants) en pacientes con
malformaciones en el tracto de salida y ventriculo izquierdo, incluyendo VAB
(McBride et al., 2008). Parece que estas variantes genéticas alteran el
proceso de TEM en lineas celulares endoteliales humanas a través de una

induccion alterada de diferentes miembros de la familia de factores de
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transcripcién de SNAIL. Se ha propuesto que una ligera reduccion de la dosis
de NOTCH1 puede afectar parcialmente la induccion de TEM en los cojines
endocardicos, predisponiendo al desarrollo de wuna variedad de

malformaciones del tracto de salida, incluyendo VAB (McBride et al., 2008).

Aunque se ha profundizado en los mecanismos moleculares implicados en
el proceso de TEM durante la formacién de los cojines endocardicos, aun se
desconoce por qué la alteracion del proceso afecta especificamente a la regién
posterior del conotruncus, correspondiente al area de desarrollo de la cresta
conotruncal parietal y el cojin intercalar posterior. Recientemente se ha
demostrado que los cojines intercalares no se forman como estructuras
independientes, sino que cada cojin intercalar constituye una extension de
una cresta conotruncal especifica (Peterson et al., 2018). El cojin intercalar
posterior esta conectado proximalmente con la cresta conotruncal parietal,
mientras que el cojin intercalar anterior estd conectado proximalmente con
la cresta conotruncal septal. Por lo tanto, es previsible que un fallo en el
proceso de TEM que afecte a la porcidn derecha o posterior del conotruncus,
altere la formacion del par cresta parietal/cojin intercalar posterior, lo que
explicaria la mayor proporcién de VAB tipo B en las cepas analizadas (Tabla

1 de la publicacion).
1.2. Alteraciones en la migracién/agregacion de la CNC

Existen muchas evidencias que indican que las células de la CNC estan
implicadas en la formacion de VAB, aunque se han tardado décadas en

descifrar los mecanismos moleculares, celulares y morfogenéticos implicados.

Los ratones con una disrupcion condicional del gen Rock en células de la

CNC desarrollan una gran variedad de defectos en las valvulas adrtica y
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pulmonar, incluyendo VAB (Phillips et al., 2013). ROCK es una proteina
quinasa muy conservada, implicada en multitud de procesos celulares tales
como contraccién, adhesidon, migracién, apoptosis, y proliferacion (Satoh et
al., 2011). Esta proteina es necesaria para la adhesion célula-célula y para la
comunicacién entre las células de la CNC que pueblan el tracto de salida
cardiaco. Perturbaciones en la expresién de ROCK dan lugar a contactos
célula-célula aberrantes (Phillips et al., 2013). Como consecuencia, se
produce una agregaciéon defectuosa de las células de la CNC en el tracto de
salida cardiaco, lo que resulta en un posicionamiento alterado de los cojines
endocardicos (Phillips et al., 2013). Se ha descrito que la CNC contribuye de
manera diferente en la formacidén y celularizacion de los distintos cojines
valvulares (Eley et al., 2018). Aunque los cojines intercalares estan formados
principalmente por células procedentes del SHF, parece que el cojin intercalar
posterior de la valvula adrtica cuenta con cierta contribucidon de células de la
CNC, mientras que la participacion de estas células en el cojin intercalar
anterior de la valvula pulmonar es practicamente nula. Teniendo esto en
cuenta, junto al hecho de que el cojin intercalar posterior estd conectado con
la cresta conotruncal parietal, se podria explicar el incremento de la incidencia
de VAB, particularmente del tipo B (R-NC) en comparacion con el C (L-NC) y
bicispide en la pulmonar. Esto pone de manifiesto la existencia de areas en
el tracto de salida con gran susceptibilidad a la perturbacién de la CNC

(Phillips et al., 2013, Eley et al., 2018).

PBX es un factor de transcripcion bien conocido que regula el
comportamiento de las células de la CNC (Moens & Selleri, 2006). Diferentes
combinaciones de mutaciones en isoformas de Pbx en embriones de ratén

modificados genéticamente dan lugar a un espectro de malformaciones
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cardiacas del tracto de salida que incluyen VAB (Stankunas et al., 2008). La
ausencia de expresion de diferentes isoformas de Pbx alteran la distribucién
de las células de la CNC en el tracto de salida en desarrollo, aunque no se ha
determinado si estas alteraciones causan una formacién andémala de los

cojines endocardicos o una septacién del tracto de salida defectuosa.

La via de sefalizacion de NOTCH no solo regula el mecanismo de TEM,
sino también el comportamiento celular de la CNC (High et al., 2007, 2009).
Alteraciones en la sefializacién de NOTCH en diferentes tipos celulares y en
distintos estadios del desarrollo causan varios defectos cardiacos, incluida la
VAB. Se ha demostrado que se requiere de la senalizacién endocardica de
JAG1 a través de NOTCH1 para la correcta distribucién de las células de la
CNC durante la formacion del complejo de septacion adrtico-pulmonar en las
crestas conotruncales fusionadas, asegurando tanto la correcta septacién
conotruncal como el posicionamiento adecuado de los cojines endocardicos

(MacGrogan et al., 2016).

La influencia de eNOS en la formacion de los cojines endocardicos también
va mas alla de la regulacién de la TEM. Parece ser que esta enzima tiene un
efecto alin poco conocido en el establecimiento del patrén de distintos linajes
celulares en el tracto de salida cardiaco embrionario (Peterson et al., 2018).
Como ya se explicd anteriormente, los primeros estudios sobre eNOS
sugerian que tenia un papel crucial en el mecanismo de TEM responsable de
la formacion de los cojines endocardicos (Fernandez et al., 2009). Sin
embargo, estudios posteriores demostraron que en ratones deficientes para
eNOS habia una distribucién anémala de las células del SHF y de la CNC en
los cojines endocardicos, lo que fue aducido como causa de formacion de la

VAB. Se ha sugerido que la expresién de eNOS por parte de las células
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endocardicas tiene un papel activo en guiar a las células de la CNC y del SHF
a través del tracto de salida (Peterson et al., 2018). Aunque se desconoce el
mecanismo molecular por el cual eNOS puede tener influencia sobre la
migracion celular, NOTCH es un buen candidato dado el papel de eNOS en la
activacion de NOTCH vy la implicacién directa de NOTCH en el establecimiento
del patrén de la CNC (High et al., 2007, 2009, Bosse et al., 2013; MacGrogan
et al., 2016, Odelin et al., 2019). Por lo tanto, la disrupcién de eNOS en el
tracto de salida podria llevar a la formacion de VAB mediante la alteracion de
dos posibles mecanismos de desarrollo: TEM y migracion de las células de la
CNC (Fernandez et al., 2009; Peterson et al. 2018). En ambos casos, los
defectos tienen lugar durante la celularizacién de la gelatina cardiaca que
forma los cojines endocardicos, resultando en la coalescencia de la cresta
conotruncal parietal con el cojin intercalar posterior, dando lugar a un gran
cojin valvular adrtico derecho. Aunque los defectos en la TEM y la migracién
de la CNC pueden ocurrir de manera independiente, ambos mecanismos
estan interconectados a nivel morfogenético. Las células de la CNC que
ingresan en el tracto de salida cardiaco en estadios tempranos instruyen al
endocardio para iniciar el proceso de TEM, mientras que la sefializacién
endocardica instruye la relocalizacién de la CNC en los cojines endocardicos
(Anderson et al., 2012; Plein et al., 2015). Esta interconexién permite
explicar cdmo alteraciones en estos dos mecanismos celulares, TEM vy
migracion de la CNC, pueden resultar en la misma morfologia valvular

aberrante.
1.3. Ausencia del cojin intercalar

Otro mecanismo morfogenético propuesto para la formacion de VAB consiste

en la ausencia del cojin intercalar posterior, lo que llevaria a la formacién de
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solo dos cojines valvulares adrticos, izquierdo y derecho, y VAB de tipo latero-
lateral. La delecién especifica de A/k2, un gen que interviene en el proceso
de TEM vy en la migracion de las células de la CNC (Kaartinen et al., 2004;
Wang et al., 2005; Desgrosellier et al., 2005), causa una reduccién
significativa de la proliferacion de las células mesenquimaticas de todos los
cojines, dando lugar a VAB latero-lateral (Thomas et al., 2012). En la mayoria
de los embriones afectos, la reduccién de la proliferacion no causa la ausencia
del cojin intercalar posterior, sino su subdesarrollo, resultando en valvulas
tricuspides con una valva no coronaria muy pequefia. En este modelo, la VAB
parece resultar no de la coalescencia de la cresta conotruncal parietal y el
cojin intercalar posterior, sino de la falta de desarrollo del cojin intercalar. Sin
embargo, los autores no proporcionan una explicacion satisfactoria que

justifique la mayor afeccién del cojin intercalar posterior.

Recientemente, se ha descubierto que las células mesenquimaticas de los
cojines intercalares no aparecen exclusivamente mediante TEM a partir del
endocardio, sino que derivan en su mayor parte de una poblacién de células
del SHF que activan el promotor del gen Tnnt2. Sin embargo, estas células
no se diferencian en células miocardicas, sino que permanecen como células
mesenquimaticas, que migran a través del miocardio de la pared del tracto
de salida (Eley et al., 2018). El hallazgo de esta nueva subpoblacién de células
del SHF condujo a Eley y colaboradores a analizar los linajes celulares que
contribuyen a la formacién de las valvulas semilunares. Llegaron a establecer
que en los cojines valvulares provenientes de las crestas conotruncales
participan células derivadas del endocardio (TEM), células del SHF Tnnt2* y
células derivadas de la CNC. Sin embargo, aunque en el cojin intercalar

posterior intervienen los mismos linajes celulares, las proporciones varian
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significativamente, siendo predominante la presencia de células del SHF
Tnnt2* en relacién a las células de la CNC o derivadas del endocardio. Por su
parte, en el cojin intercalar anterior de la valvula pulmonar la contribucién de
células de la CNC es infima, siendo mayoritarias las células del SHF Tnnt2*+ y
mostrando una pequefa proporcién de células derivadas del endocardio. Al
analizar en profundidad los resultados de Thomas et al., 2018, resulta
relevante que la estrategia aplicada para la modificacién genética fuera el
silenciamiento de Alk2 en células que expresan el gen Gatas
(Gata5e/Alk2flox/flox) - Gatas es un gen cuya expresion ha sido habitualmente
adscrita al SHF (Kelly & Evans, 2010, Laforest & Nemer, 2011, Lescroart et
al., 2022). En el tracto de salida, las imagenes de Thomas et al., 2018
muestran que Gata5 se expresa en el mesénquima de las crestas
conotruncales y en las células SHF Tnnt2* del cojin intercalar posterior. Sin
embargo, no se detecta expresién en la regidon correspondiente al cojin
anterior. Por otro lado, la expresion de A/k2 aparece en el endocardio, algunas
células del mesénquima de las crestas que los autores atribuyen a la CNC, y
en la regidn correspondiente al cojin intercalar posterior. Esto permite
hipotetizar que la reduccion de la proliferacién descrita por los autores se
debe principalmente al silenciamiento del Alk2 en las células del SHF Tnnt2*
de la valvula adrtica. Puesto que estas células se encuentran en mayor
proporciéon en el cojin intercalar posterior, se puede concluir que el
silenciamiento afecta de manera mas severa a dicho cojin, dando lugar a la
ausencia o atrofia de este. En cuanto a la reduccién del tamafio de las crestas
conotruncales, podria deberse no solo a la reduccién de la proliferacion de las
células SHF Tnnt2*, las cuales tienen cierta representacion en estos cojines,

sino también al silenciamiento de Alk2 en el endocardio. Parece que los
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autores no consideraron que GATAS se expresa en las células endocardicas
en estadios tempranos (Nemer & Nemer, 2002). Por tanto, no puede
descartarse que en los embriones Gata5¢¢/Alk2fo/flox e| proceso de TEM se

haya visto afectado.

2. Defectos en la septacion del tracto de salida

En la introduccién de la tesis se explica que la septacion del tracto de salida
ocurre mediante la fusion de las crestas conotruncales y la posterior
formacion del septo conotruncal por parte de las células de la CNC, dando
lugar a los cojines valvulares adrticos y pulmonares separados por un septo.
Sin embargo, cuando la fusidn no se localiza estrictamente en el centro de
las crestas conotruncales, sino que se extiende hacia los margenes dorsales
de las crestas, el resultado es la fusion de los cojines valvulares aodrticos
derecho e izquierdo, dando lugar a una VAB antero-posterior o tipo A (R-L).
Este defecto morfogenético se describid por primera vez en el modelo
hamster, en el que se mostrdé una asociacién entre alteraciones en la
migracién de la CNC y un exceso de fusidn de las crestas conotruncales (Sans-
Coma et al., 1996, Fernandez et al., 2009). La severidad del defecto
embrionario original (la extension de la fusion de las crestas conotruncales)
da lugar a cojines valvulares adrticos izquierdo y derecho mas o menos
fusionados, originando una variedad de morfologias valvulares aodrticas en
forma de un continuo fenotipico. Este continuo, descrito en la Publicacion 3 y
para el que hay correspondencia en la especie humana (Sans-Coma et al.,

1993, 1996, Fernandez et al., 2009; Michelena et al., 2021), incluye VAB sin
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rafe, VAB con rafe de tamafio variable y VAT con diferentes grados de fusion

de las valvas derecha e izquierda (Figura 6 de la publicacion).

Como en humanos, la VAB en el modelo hamster muestra una herencia
compleja con una fuerte influencia ambiental (Sans-Coma et al., 1993, 2012),
pero aun se desconocen los genes implicados. Aunque parece claro que un
defecto en el comportamiento de las células de la CNC es el responsable de
la septacién andémala del tracto de salida (Fernandez et al., 2009, Martinez-
Vargas et al., 2017), el mecanismo celular que se ve alterado no habia sido
descrito hasta la fecha. Como ya se ha descrito, la VAB tipo A se desarrolla
como consecuencia de la fusidon excesiva de las crestas conotruncales durante
el proceso de septacidon del tracto de salida cardiaco embrionario (Fernandez
et al., 2009). En la Publicacién 1 de la presente tesis se dilucidé que la fusién,
normal y andmala, es el resultado de la desaparicion de las células
endocardicas que recubren las crestas conotruncales enfrentadas, mediada
por un proceso de TEM localizado en la porcidn central de las crestas, que es
inducido por las células de la CNC del complejo de septacion adrtico-

pulmonar.

La via de sefalizacién JAG/NOTCH parece ser un importante regulador del
proceso de septacion, como se adelantd en parrafos anteriores. Ratones
mutantes condicionales para Jagl y Notchl muestran VAB tipo A,
probablemente resultado de una distribucién defectuosa de la CNC que lleva
a una fusidon andmala de las crestas. La implicacion de NOTCH en la formacién
de la VAB tipo A, por tanto, es consistente con esta hipotesis, dado el papel
central de esta via de sefalizacidon en el proceso de TEM. Se demostré que
una reduccién de la actividad de NOTCH1 afecta al desarrollo de la valvula

solo durante una ventana temporal limitada, que coincide con el comienzo
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del proceso de septacion (MacGrogan et al., 2016). Ademas, la capacidad de
las células de la CNC para inducir TEM via NRP1 se ajusta al papel regulador

de la CNC en la fusidon de las crestas conotruncales (Plein et al., 2015).

La revisidn de los mecanismos de desarrollo del tracto de salida y de
formacion de VAB expuestos hasta ahora permite resaltar varias asociaciones
relevantes: 1) Defectos en la CNC son responsables de alteraciones tanto en
la formacion de los cojines endocardicos como en la septacion del tracto de
salida, dando lugar a VAB latero-lateral y antero-posterior, respectivamente;
2) El proceso de TEM esta implicada tanto en la celularizacion de los cojines
endocardicos como en la fusién de las crestas conotruncales; 3) Las células
de la CNC son capaces de inducir TEM en el endocardio del tracto de salida

cardiaco embrionario.

En este punto resulta tentador especular que el comportamiento
defectuoso de la CNC puede alterar el proceso de TEM en etapas tempranas,
durante la formacion de los cojines endocardicos, o en etapas mas tardias,
durante la septacion del tracto de salida, dando lugar a VAB latero-lateral o
antero-posterior, respectivamente. El momento en el que tiene lugar la
alteracion en el proceso de TEM (durante la formacion de cojines endocardicos
o durante la septacion conotruncal) podria depender de mutaciones genéticas
especificas, moduladores genéticos, factores epigenéticos o ambientales, tal

y como se discute en la Publicacién 3 de la presente tesis.

3. Defectos en la excavacion de los cojines

El dltimo estadio valvulogenético que puede verse afectado en la formacion
de la VAB es el proceso de excavacion de los cojines valvulares. Tal y como
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se explica en la introduccion, la excavacidn se basa en la elongacion y
adelgazamiento de los margenes distales de los cojines valvulares, un
proceso poco estudiado que parece incluir proliferacién y muerte celular.
Como resultado de defectos en la expresidon de genes implicados en este
proceso (Krox20, Pax3, Adamts5, Smad2, Ift88) se han descrito fenotipos
intermedios de VAB de tipo A, B y C (Figura 7 de la publicacion) (Jain et
al., 2011; Dupuis et al., 2013; Toomer et al., 2017; Odelin et al., 2018). Se
asume que el proceso de excavaciéon incluye la diferenciacion de células
mesenquimaticas con origen en dos linajes celulares distintos: el mesodermo
(SHF) y el ectodermo (CNC). Parece ser que las células de la CNC regulan la
diferenciacion de las células mesenquimaticas, la apoptosis y la produccion
de matriz extracelular durante el remodelado de las valvulas (Schussler et

al., 2020, Aikawa et al., 2006, Hinton & Yutzey, 2011, Jain et al., 2011).

Los ratones deficientes para Krox20 permitieron demostrar que la VAB
puede desarrollarse debido a una maduracion defectuosa de los cojines
valvulares adrticos después de una formacién y septacidn del tracto de salida
normales (Odelin et al., 2018). La ausencia de KROX20 causa una alteracién
en el niumero y distribucién de las células de la CNC en los cojines de la
valvula adrtica, que afecta especificamente a la zona de la insercién de las
valvas y al tridngulo intervalvar. Como consecuencia, se altera la produccién
de matriz extracelular en estas areas durante el proceso de excavacion,
dando lugar a la fusidon anatdmica de las valvas y a VAB tipo B y C y fenotipos
intermedios (VAB con rafe). Ademas, parece ser que eNOS es una diana de
KROX20, sugiriendo que la reduccidon en la activacién de eNOS contribuye
también a la formacién de VAB en estos ratones mutantes (Bosse et al.,

2013).
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Se ha propuesto un mecanismo similar para la formaciéon de VAB en
ratones mutantes condicionales para Pax3 y Notchl (Jain et al., 2011, Wang
et al., 2015). En ambos casos, la manipulacion genética afecta a la via de
sefializacion de Notchl y resulta en alteraciones de la proliferacion y/o
apoptosis de las células mesenquimaticas de los cojines valvulares, causando
un remodelado anormal de los cojines que conduce a VAB. En los ratones
mutantes para Pax3, la inhibicibn de NOTCH1 en el SHF afecta a la
distribucién de las células de la CNC en los cojines valvulares y altera la
produccion de matriz extracelular durante el remodelado de los cojines (Jain
etal. 2011). Sin embargo, en los ratones mutantes Notchl no pudo excluirse
la posibilidad de que el proceso morfogenético afectado fuese la septacion del
tracto de salida en lugar de la excavacion de los cojines, debido a que en este
trabajo no se profundiza en el mecanismo morfogenético que da lugar a la
VAB (Wang et al., 2015, Fernandez & Duran, 2015). Esto pone de manifiesto
la importancia de llevar a cabo analisis morfoldgicos que permitan interpretar
adecuadamente los fenotipos resultantes de la manipulacién genética en

estudios de la Biologia del Desarrollo.

Por otro lado, la falta de Adamts5 y Smad2 en ratones mutantes causa
una acumulacion de la forma inactiva (sin escindir) de versican durante la
valvulogénesis, dando lugar a la formacion de VAB tipo B o C (Dupuis et al.,
2013). ADAMTSS parece ser la enzima encargada de llevar a cabo la escisidn
de versican, un proteoglicano que forma parte de la matriz extracelular
(interacciona con hialuronan y fibrilina-1) y que tiene un papel importante en
el mantenimiento de su integridad. La forma activa de versican se requiere
para la diferenciacion y compactacién de las células mesenquimaticas de la

valvula, la sintesis de colageno y la organizacion de las fibras de la matriz
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extracelular durante la formacién de valvas y comisuras. Alteraciones en la
escision de versican reducen la diferenciacion y compactacion de las células
mesenquimaticas, asi como la secrecion de colageno. Ademas, la
acumulacién de versican inactivo expande aln mas el grosor de las valvas en
desarrollo. Todo ello conlleva la formacidon de valvas engrosadas que, al
afectar preferentemente a las inserciones de las valvas y las comisuras,
conducen a la fusidon anatdémica de los cojines valvulares aérticos en un

estadio de post-septacion, dando lugar a VAB de distintos tipos.

Por ultimo, la pérdida de Ift88 causa el acortamiento de axonemas en las
células de los cojines endocardicos, suprimiendo la diferenciaciéon de las
células mesenquimaticas (Toomer et al., 2017). Los axonemas son
estructuras formadas por microtubulos, que constituyen el componente
principal de los cilios primarios, unos apéndices inmoviles de la célula cuya
funcién es coordinar diversas vias de sefalizacion (Ishikawa & Marshall,
2011). Una diferenciacién deficiente de las células mesenquimaticas
ensancha la zona de insercion entre cojines valvulares adyacentes, dando
lugar a la formacion de VAB. Sin embargo, no se puede excluir que en este
modelo la VAB se forma por defectos tempranos en la formacién de los cojines
endocardicos, dado el papel regulador de los cilios primarios en el proceso de

TEM (Egorova et al., 2011).

En resumen, las VAB también pueden resultar de anomalias durante la
fase de excavacidon de la valvulogénesis. En la mayoria de los casos, las
alteraciones, tanto en la produccién de matriz extracelular como en el ratio
de proliferacién/apoptosis afectan a las células mesenquimaticas derivadas
de la CNC en las zonas de insercion de los cojines valvulares. Esto resulta en

la coalescencia de dos cojines adyacentes durante el proceso de excavaciéon
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y remodelado de los primordios valvulares, dando lugar a la VAB (Figura 7
de la publicacién). En una gran proporcién de los embriones en estadios
perinatales incluidos en estos trabajos se describié la presencia de rafes y
fusiones comisurales en valvulas aun inmaduras (Jain et al., 2011; Dupuis et
al., 2013; Wang et al., 2015; Odelin et al., 2018). Esto sugiere que la
formacion de fenotipos valvulares intermedios puede ser el resultado habitual

de este tipo de mecanismos patogenéticos (Figura 7 de la publicacion).

Como ya se ha comentado, algunos de los estudios sobre el desarrollo
embrionario de la VAB han mostrado todo un espectro de morfologias
andémalas de los cojines valvulares adérticos en desarrollo (Sans-Coma et al.,
1996, Fernandez et al., 2009, Thomas et al., 2012; Akerberg et al., 2015;
Odelin et al., 2018). Esto sugiere que la severidad del defecto embrionario
original da lugar a diferentes morfologias de la valvula adrtica, incluyendo
VAB, VAT vy fenotipos intermedios en forma de un espectro fenotipico
(Figuras 5-7 de la publicacion). Por otra parte, la mayoria de los
embriones afectos en estos trabajos mostraban cojines valvulares aoérticos
asimétricos (uno normal y otro de gran tamafio). Sin embargo, los adultos
analizados presentaban normalmente dos valvas simétricas (de igual
tamano) (Fernandez et al., 2009; Laforest et al., 2011; Thomas et al., 2012;
Akergerg et al., 2015, Blaser et al., 2017). Aunque los procesos de
excavacion y maduracion de los cojines valvulares adrticos en embriones con
VAB en desarrollo no se han estudiado en detalle, se puede asumir que el
tamano de las dos valvas y senos adrticos se compensa durante dichos

procesos.

En conclusién, la revision de la literatura llevada a cabo en este trabajo

ha permitido establecer tres procesos clave para el desarrollo de la VAB, asi
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como las alteraciones de los mecanismos celulares implicados en cada
proceso: 1) formacion anémala de los cojines endocardicos debido a un
defecto en el proceso de TEM o a una migracién celular defectuosa de la CNC
que resulta en la coalescencia de dos cojines endocardicos, previo a la
septacién normal del tracto de salida. Este mecanismo resulta en el desarrollo
de dos cojines valvulares en lugar de tres, cuyo remodelado da lugar a VAB
tipo B o C; 2) fusion excesiva de las crestas conotruncales, mediada por una
alteracion en el proceso de TEM (resultados de la Publicacion 1), que tiene
lugar durante el proceso de septacién del tracto de salida, debido a
alteraciones en el comportamiento de las células de la CNC que colonizan las
crestas conotruncales. Este mecanismo resulta en la coalescencia de los
cojines valvulares adrticos izquierdo y derecho y, por tanto, a VAB tipo A; y
3) alteracidon del proceso de excavacion de los cojines valvulares como
consecuencia de una distribucion andmala de las células de la CNC, una
proliferacién alterada de las células mesenquimaticas que componen los
cojines y/o un defecto en la produccion de matriz extracelular, generando
VAB de distintos tipos con diferentes grados de severidad. Ademas, el analisis
en profundidad de estos estudios ha permitido establecer relaciones

consistentes entre los mecanismos descritos y diversas vias de sefializacién.

Las evidencias experimentales apoyan un papel central de la via de
sefializacion de NOTCH, ya que su alteracion puede afectar tanto al proceso
de TEM que forma los cojines endocardicos, como a la migracién de la CNC.
La CNC es responsable de la septacién del tracto de salida al inducir el proceso
de TEM en el endocardio que cubre las crestas enfrentadas, por lo que
anomalias en el comportamiento de estas células pueden alterar el proceso

de TEM vy la fusidén de las crestas. Por consiguiente, se puede interpretar que
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los tres procesos clave en la formacion de la VAB son regulados por la CNC
en tres etapas consecutivas del desarrollo. Asi, un defecto genético especifico
puede alterar el comportamiento de la CNC en tres posibles momentos del
desarrollo, determinando el proceso embrionario afectado y el tipo anatémico

de VAB resultante.
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Tal y como se indica en la introduccion de la presente tesis, hasta el final del
siglo pasado se pensaba que la VAB es una manifestacion secundaria de un
defecto vascular que altera el flujo sanguineo y que afecta a etapas
perinatales del proceso de valvulogénesis (Shaner, 1963, Moore et al., 1980).
Sin embargo, varios trabajos del grupo de investigacion al que pertenece la
autora (Sans-Coma et al., 1996, Fernandez et al., 2009) demostraron, de
manera experimental, mediante dos modelos animales diferentes (hamster
sirio y ratén de laboratorio), que las VAB tipo A y B se forman durante etapas
valvulogenéticas tempranas. Ademas, cada tipo de VAB es el resultado de un
defecto morfogenético especifico, por lo que se puede concluir que cada tipo

de VAB presenta una etiologia diferente.

Actualmente, existen un total de 29 cepas de estas dos especies de
roedores en las que se ha registrado una alta incidencia de VAB (Sans-Coma
etal., 1996, 2012; Biben et al., 2000; Lee et al., 2000; Macatee et al., 2003;
Stankunas et al., 2008; Fernandez et al., 2000, 2009; Laforest et al., 2011;
Makki & Capecchi, 2012; Thomas et al., 2012, Bosse et al., 2013; Dupuis et
al., 2013; Phillips et al., 2013; Akerberg et al., 2015; Mommersteeg et al.,
2015; Quintero-Rivera et al., 2015, MacGrogan et al., 2016, Toomer et al.,
2017; Wang et al., 2017; Blaser et al., 2018, Odelin et al., 2018; Gharibe et
al., 2018). Se han descrito dos cepas de hamster sirio con VAB tipo A, 27
cepas de ratén mutantes con VAB tipo B y dos con VAB tipo A y B. Aunque
estos modelos animales han contribuido sustancialmente a la mejora del
conocimiento sobre la etiologia de la VAB, no se sabe a ciencia cierta cual es
el nivel de bondad de cada especie modelo, es decir, se desconoce hasta qué

punto la informacidn generada puede extrapolarse a los humanos.
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Como punto de partida para dilucidar esta cuestién, en este trabajo se
propone investigar la variabilidad morfoldgica y la incidencia de VAB en cada
especie modelo, con el objetivo de determinar la similitud del caracter entre
las tres especies a nivel anatdémico. Para ello, se han caracterizado y
comparado las diferentes morfologias que puede presentar la valvula adrtica,
asi como las incidencias de las anomalias valvulares, en poblaciones
representativas de hamster sirio y de ratén de laboratorio, a partir de datos
propios y de informacion extraida de la literatura. Ademas, se han comparado
estos datos con los obtenidos en los estudios que utilizan ratones modificados
genéticamente donde se describe el desarrollo de VAB. Con respecto a los
datos propios, se realiz6 un analisis prospectivo y retrospectivo de un total
de 4340 hamsteres y 1823 ratones. Se incluyeron en el estudio ocho
poblaciones diferentes de hamster sirio: cuatro cepas inbred, dos cepas
outbred y dos cepas hibridas resultantes del cruzamiento de una de las cepas
inbred con las dos cepas outbred. En cuanto a los ratones, se analizaron siete
cepas distintas: tres cepas inbred, tres cepas outbred y una cepa hibrida
resultante del cruzamiento entre dos cepas inbred (Tabla 1 de la
publicacion). Para mas detalles, consultar la seccidn Material y Métodos de

la publicacidon original.

Resultados y discusion

Los resultados del presente estudio pusieron de manifiesto que la incidencia
de VAB en las cepas control de hamster sirio oscila entre el 0% y el 4,7%,
con un valor medio del 2,4% (Tabla 2 de la publicacion). Con el término

“cepas control” se pretende puntualizar que se excluyo del estudio a la cepa
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T de hamster con alta incidencia de VAB. Estos porcentajes varian poco
respecto a lo que se conoce de la especie humana (0,5%-2%) (Roberts,
1970, Fedak et al., 2002; Basso et al., 2004). Como se menciond
anteriormente, en humanos la VAB tipo A es la variante morfolégica mas
frecuente (~74%), seguida de la VAB tipo B (~24%) y la VAB tipo C (~2%)
(Basso et al., 2004, Russo et al., 2008). Sin embargo, la proporcidon de cada
morfotipo difiere notablemente en los hamsteres (tipo A: 99%, tipo B: 1%)

con respecto a la de los humanos.

La valvula adrtica del hdmster muestra un amplio espectro de morfologias
intermedias entre las condiciones tricuspide y biclspide. Dichas morfologias,
que también han sido descritas en humanos (Michelena et al., 2021),
consisten en VAT con diferentes grados de fusién de las valvas (Figuras 6 y
7 de la publicacion) y VAB con rafes de diferente tamafio (Figuras 8, 9 y
15 de la publicaciéon). Ademas de VAB, en los hamsteres se identificaron
valvulas aorticas cuadricuspides (Figura 18 de la publicaciéon), una
malformacidén que consiste en un incremento del numero de elementos que
constituyen una valvula adrtica normal. La valvula cuadricispide muestra
cuatro senos de tamano variable, cuatro valvas, cuatro comisuras y cuatro
triangulos intervalvares. En el caso de las valvulas cuadricuspides
identificadas en el hamster, los senos y valvas se localizan en posicion
derecha-ventral, izquierda-ventral, derecha-dorsal e izquierda-dorsal (Lépez-
Garcia et al., 2015) (los términos ventral y dorsal son equiparables a anterior
y posterior en humanos, respectivamente). Su incidencia era baja en el
hamster y su morfologia similar a la que muestran las valvulas humanas. Se
trata de una anomalia congénita rara que puede ser compatible con un

funcionamiento normal y permanecer asintomatica (Butany et al., 2005).
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Por otro lado, en las lineas de ratones examinadas, la incidencia de VAB
(entre el 0% y el 1,2%, con un valor medio del 0,3%) era significativamente
mas baja que la de hamsteres y humanos (Tabla 3 de la publicacién),
siendo la VAB tipo B la Unica anomalia detectada. Ademas, la morfologia de
la valvula adrtica murina era menos variable que la de humanos y hamsteres,

sin fusiones comisurales ni rafes (Figuras 11-13, 17 de la publicacion).

Como se indicd anteriormente, los resultados de este estudio se
obtuvieron tras el analisis de un total de 4340 hamsteres sirios y 1823 ratones
de laboratorio, pertenecientes a ocho y siete poblaciones diferentes,
respectivamente, con distintos fondos genéticos. Esto permite asumir que el
tamafo muestral es suficientemente representativo para cada una de la

especies.

Los estudios mencionados en la revision bibliografica sobre el tema
describieron la presencia de VAB en animales pertenecientes a 27 cepas de
ratdn modificadas genéticamente (Tabla 4 de la publicacion). En la
mayoria de estas cepas, deficientes en 24 posibles genes, los animales
mostraron exclusivamente VAB tipo B. Curiosamente, la VAB tipo A solo se
identificod en cuatro de las 27 cepas analizadas (MacGrogan et al., 2016; Wang
et al., 2017; Gharibeh et al., 2018). Estas cuatro cepas mostraban una
expresion deficiente en tres posibles genes: Gata6, Notchl y Jagl. Cabe
destacar que en ninguno de estos estudios se describe ni la presencia de rafes

ni fusion de valvas.

Por tanto, nuestros datos, obtenidos de cepas salvajes de hamster y ratén,
junto con los de la literatura, obtenidos de cepas de ratdon modificadas

genéticamente, indican que en ratones la valvula adrtica muestra muy poca
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variabilidad morfoldgica, y que la VAB tipo B sin rafe es la malformacién
valvular predominante. Ademas, este trabajo pone de manifiesto que tanto
el hamster como el ratdn muestran diferencias interespecificas en cuanto a
la morfologia e incidencia de la VAB en comparacion con los humanos, aunque

las diferencias con el modelo ratén son mucho mas pronunciadas.

Aunque los modelos animales son una herramienta de incuestionable
utilidad para la investigacién de enfermedades humanas, para la correcta
extrapolacion de los resultados de una especie a otra es necesario considerar
la existencia de posibles diferencias interespecificas. Asimismo, deben
tenerse en cuenta otras posibles limitaciones intrinsecas del modelo animal
seleccionado. Una de estas limitaciones podria denominarse “diferencias
intraespecificas”, que aparece cuando el caracter o proceso bioldgico a
investigar varia entre diferentes poblaciones de la especie modelo. Las
diferencias intraespecificas son particularmente relevantes en investigacion
biomédica, donde la mayoria de los estudios implican modelos animales
desarrollados a partir de unas pocas cepas endogamicas (inbred) de raton de
laboratorio. Las cepas endogamicas o isogénicas resultan del cruzamiento
entre familiares de primer grado durante al menos 20 generaciones. Por
definicion, una cepa endogamica es una poblacién animal con una variacién
genética y fenotipica minimas, dado que el retrocruzamiento entre hermanos
promueve la fijacidon de alelos en el genoma y el aumento de la homocigosis,
llegdndose a alcanzar un estado homoalélico que hace que la cepa sea
isogénica y genéticamente uniforme. Por tanto, todos los animales comparten
el mismo genotipo, pudiendo considerarse clones (cepa isogénica) (Benavides
& Guénet, 2003). Asi pues, cuando los resultados experimentales obtenidos

en una cepa animal endogamica especifica se extrapolan a la especie
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humana, se estd comparando una poblacién animal genética vy
fenotipicamente uniforme con el amplio espectro de genotipos vy

heterogeneidad morfoldgica de las poblaciones humanas.

En este contexto, estudios previos con ratones mutantes han demostrado
gue la penetrancia del fenotipo VAB tipo B es dependiente del fondo genético,
detectandose con mayor incidencia en ratones mutantes con fondo genético
C57BL/6 que con cualquier otro fondo (Ldépez-Garcia et al., 2016).
Curiosamente, la mayoria de los ratones de laboratorio salvajes que
presentaban VAB, analizados en el presente estudio, eran hibridos que
cuentan con parte del fondo genético de C57BL/6 en su genoma. Estos datos
sugieren la existencia de diferencias alélicas entre cepas de ratén de
laboratorio (fondos genéticos) que pueden modificar la incidencia de VAB. Por
todo lo anterior, este estudio apunta a la necesidad de considerar las
diferencias intraespecificas cuando se utilicen modelos murinos en estudios

sobre la enfermedad de la VAB.

Con respecto a los hamsteres, la incidencia de la VAB tipo A varia también
ampliamente en animales resultantes de cruzamientos hibridos en funcion del
fondo genético de los individuos parentales. Esto sugiere que la incidencia de
VAB tipo A en el hamster sirio también se ve influenciada por la accion de
alelos modificadores. Por otra parte, tanto los hamsteres de la cepa con alta
incidencia de VAB (cepa T) como los animales hibridos resultantes de
cruzamientos con dos posibles fondos genéticos, muestran una alta
especificidad de VAB tipo A. Estos datos sugieren que el mecanismo genético
implicado en la formacidon de VAB en este modelo altera especificamente los

mecanismos morfogenéticos implicados en la formacion de la VAB tipo A.
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En cuanto a la especie humana, existen evidencias de la influencia de
modificadores genéticos en la morfologia de la VAB. Diversos estudios clinicos
han puesto de manifiesto la discordancia en cuanto al tipo morfoldgico de
VAB entre parientes de primer grado (Calloway et al., 2011, Robledo-
Carmona et al., 2013), e incluso entre fetos con sindrome de Turner, causado
por la misma anomalia genética (van Engelen et al., 2014). Esta discordancia
morfoldgica también ha sido observada en algunos modelos de ratones
mutantes. El andlisis conjunto de estos datos sugiere, de nuevo, que algunos
genotipos pueden dar lugar a VAB tipo A o B dependiendo de modificadores
genéticos, aunque no se puede descartar la influencia del ambiente y/o
factores epigenéticos. Esta hipotesis se ve reforzada por el hecho de que
algunas mutaciones genéticas identificadas en el modelo ratdén, que causan
VAB exclusivamente de tipo B en esta especie, dan lugar en humanos a VAB
tipo A y B. Aun asi, algunas mutaciones que dan lugar a VAB son
probablemente especificas de tipo, lo que parece ser el caso del modelo

hamster y algunos modelos de raton.

Las hipdtesis antes expuestas, en el contexto de la presente tesis,
conducen a la siguiente cuestion: é¢Cdmo puede una mutacidon en un gen
concreto dar lugar a dos tipos morfoldgicos de VAB, cuando cada tipo de VAB

resulta de alteraciones morfogenéticas diferentes?

Como se expone en las Publicaciones 1 y 2 del compendio de esta tesis,
la VAB tipo A tiene su origen en un comportamiento anémalo de las células
de la CNC. Estas células son las encargadas de regular el proceso de TEM,
responsable de la extra-fusion de los primordios valvulares izquierdo y
derecho de la valvula adrtica durante la septacidon del tracto de salida

cardiaco. En cambio, la VAB tipo B resulta en muchos casos de la formacién

121



Capitulo V Publicacién 3

anémala de los cojines endocardicos, durante estadios previos a la septacidn
conotruncal, debido también a alteraciones en el proceso de TEM. Por lo tanto,
cabe hipotetizar que una mutacién en un gen involucrado en el proceso de
TEM o en la migraciéon de la CNC puede dar lugar a VAB de tipo A o B,
dependiendo de factores genéticos, epigenéticos o ambientales que
condicionan la etapa concreta del desarrollo cardiaco en el que se produce la
alteracion, es decir, durante la formaciéon de los cojines endocardicos, o mas
tarde, durante la septacion conotruncal. Esta hipdtesis parece ser
consistente, puesto que ratones mutantes condicionales para los genes
Jagged y Notch desarrollan VAB de tipo A y B (MacGrogan et al., 2016). Se
ha demostrado que la via de sefializacién de NOTCH esta implicada tanto en
el proceso de TEM (McBride et al., 2008; Luna-Zurita et al., 2010, Blaser et
al., 2017), como en la migracion de las células de la CNC (High et al., 2007,
2009; MacGrogan et al., 2016), lo que la convierte en la principal via de
sefalizacién candidata a ser responsable de la formacion de los distintos tipos

de VAB.

Como se ha comentado anteriormente en este apartado, el modelo
hamster con VAB probablemente porta una o varias mutaciones o variantes
genéticas que conducen al desarrollo de VAB especificamente del tipo A.
Segun la hipétesis que se acaba de plantear, cabe interpretar que estas
mutaciones o variantes afectan especificamente a las células de la CNC
responsables de la septacion del tracto de salida cardiaco, resultando en una
excesiva fusion de las crestas conotruncales y VAB tipo A. Sin embargo, no
se puede descartar que los animales de este modelo porten mutaciones o
variantes genéticas que afecten al proceso de TEM, junto con alelos

moduladores que permitan el desarrollo normal de los cojines endocardicos.
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Las alteraciones del proceso de TEM afectarian exclusivamente a la fusién de
las crestas conotruncales, dando lugar en todos los casos a VAB tipo A,
aunque la mutacién causal no sea especifica de tipo. De ser este el caso, seria
previsible que hibridos de la cepa T (con alelos causales de VAB y alelos
modificadores de tipo A) y cepas control (con alelos salvajes) desarrollaran
VAB tipo B, en aquellos casos en los que se seleccionen los alelos causales de
VAB junto con alelos salvajes que permitiesen el desarrollo de alteraciones

en la formacién de los cojines endocardicos.

Con el fin de testar esta hipodtesis, tras la publicacion del presente articulo
se llevo a cabo un estudio con el objetivo de determinar qué tipos de VAB
aparecian en distintas cepas hibridas de hamster. Para ello, se disefid una
estrategia de cruzamientos que permitiera mezclar los diferentes fondos
genéticos de cuatro cepas ya empleadas en esta publicacién (IT, IB, OC, OJ)
(Figura 12). Dicha estrategia consistio en llevar a cabo los siguientes
cruzamientos: 1) animales de dos cepas inbred (IT e IB) que contienen el
genotipo de predisposicion a VAB y dos fondos genéticos altamente
homoalélicos, 2) animales de la cepa inbred IT con animales de dos cepas
outbred con baja (OC) o nula (0OJ) incidencia de VAB y un fondo genético
predominantemente heterocigético, 3) animales resultantes de cruzar
individuos hibridos de las cepas IT y OC o OJ (TC y TJ). Se generaron entre
dos y tres generaciones filiales (F1 — F3) de seis poblaciones de hibridos
diferentes (TB, TTB, TC, TJ, TTJ, TTJC). Asi se consiguié mezclar la mutacion
0 mutaciones que predisponen al desarrollo de VAB con cuatro fondos
genéticos diferentes, dos inbred y dos outbred, asegurando una alta
variabilidad alélica acompafando al alelo o alelos causales. La obtencion de

varias generaciones filiales permite que el genotipo asociado a VAB esté
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contenido en fondos genéticos heterogéneos, con alelos homocigotos y
heterocigotos, de un mismo pool/ genético hibrido. El nimero total de
animales empleados para cada cepa y generacion se muestra en la Figura

12 y en |la Tabla 1.
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Figura 12. FEstrategia de cruzamientos realizados para la obtencién de hamsteres hibridos TB
y TTB (A), TC (B), T1 y TTJ (C), y TTJC (D). F1: primera generacion filial; F2: segunda
generacion filial; F3: tercera generacion filial.

Los resultados (Tabla 1) mostraron que, como ya se indicaba en esta
publicacion, las cepas parentales inbred IT e IB mostraban VAB tipo A con
diferentes incidencias, siendo mucho mayor en la cepa IT (27.9%) que en la
IB (4.9%). Ademas, en ambas cepas se encontraron VAB de tipo B, aunque

de manera incidental, con incidencias muy bajas en comparacién con la VAB
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tipo A (cepa IT: 0.08%, cepa IB: 0.06%). En cuanto a la presencia de valvula
aortica cuadricuspide (VAC), solo se detectaron en animales de la cepa IT
también en una proporcién muy baja (0.4%). Con respecto a las cepas
outbred, se observd que mientras que en la cepa OJ no se encontraron
animales con VAB, la cepa OC mostraba cierta incidencia de VAB tipo A
(4.7%). En ningun caso se detectaron VAB de tipo B ni VAC en estas cepas
outbred. El analisis de las cepas hibridas reveld que la VAB tipo A era el Unico
tipo de VAB presente en todas las poblaciones estudiadas (Tabla 1). Ademas,
se encontraron morfotipos valvulares intermedios entre VAT y VAB (Tabla 1;
diferentes grados de fusién de valvas, VAT-1 y VAT-2; rafes de distintos
tamahos, VAB-3 y VAB-4), que resultaron ser muy similares a los ya descritos

en las cepas parentales (Figura 5-10 de la publicacion).

La incidencia de VAB tipo A en la primera generacién hibrida TB era similar
a la de la cepa parental IB (IT: 27.9%; IB: 4.9%; F1TB: 5.3%), lo que sugiere
una gran influencia de alelos recesivos en la expresién del caracter. Como
cabria esperar en esta hipotética situacién, en la segunda y tercera
generaciones hibridas aumenté la incidencia de VAB (F2TB y F3TB: 14.3%).
También como cabria esperar, en los hibridos TTB la incidencia de la anomalia
aumentd con respecto a los hibridos TB (F1TTB: 15.4%, F2TTB: 20%, F3TTB:
17.6%). En cuanto a los hibridos TC, cuyas cepas parentales son la cepa
inbred IT, con elevada incidencia de VAB, y la cepa outbred OC, con incidencia
baja, la incidencia de VAB también resultd ser similar a la de la parental OC
(OC: 4.7%; F1TC: 6.25%, F2TC: 5.7%), aunque en este caso, los hibridos
de la segunda generacidon no aumentaron la incidencia de manera
significativa. Esto sugiere la existencia de alelos moduladores en la cepa

outbred que reducen el riesgo de desarrollo de la anomalia.

125



Capitulo V

Publicacion 3

Tabla 1. Incidencia para los diferentes morfotipos valvulares (continuo anatémico) para las

lineas de hamsteres empleadas en este estudio.

Total Total
CEPA | Total | Genotipo | VAT-0 VAT-1 VAT-2 VAT VAB-3 VAB-4 VAB-5 | VAB-A | VAB-B VAC
58 442 363 863 123 69 144 336 1 5
T 1205 IT (4.8%) (36.7%) (30.1%) (71.6%) (10.2%) (5.7%) (12%) |(27.9%) |(0.08%) | (0.4%)
335 976 313 1624 44 24 15 83 1
B 1708 1B (19.6%) (57.1%) (18.3%) (95.1%) (2.6%) (1.4%) (0.9%) | (4.9%) |(0.06%) 0
86 152 16 254
ol 254 0] (33.9%) (59.8%) (6.3%) (100%) 0 0 0 0 0 0
42 69 12 123 3 3 6
oC 129 ocC (32.6%) (53.5%) (9.3%) (95.4%) (2.3%) (2.3%) 0 (4.7%) 0 0
50%IT 10 6 2 18 1 1
F1TB 19 50%]IB (52.6%) (31.6%) (10.5%) (94.7%) 0 0 (5.3%) | (5.3%) 0 0
50%IT 21 12 9 42 3 3 7
F2TB 49 50%]IB (42.9%) (24.5%) (18.4%) (85.7%) (6.1%) (6.1%) 1 (2%) |(14.3%) 0 0
50%IT 17 18 13 48 2 2 4 8
F3TB 56 50%]IB (30.4%) (32.1%) (23.2%) (85.7%) (3.6%) (3.6%) (7.1%) |(14.3%) 0 0
75%IT 2 4 5 11 2 2
F1TTB 13 25%IB (15.4%) (30.8%) (38.5%) (84.6%) (15.4%) 0 0 (15.4%) 0 0
75%IT 20 5
F2TTB 25 25%IB 7 (28%) 6 (24%) 7 (28%) (80%) 2 (8%) 1 (4%) 2 (8%) | (20%) 0 0
75%IT 5 4 5 14 2 1 3
F3TTB 17 25%IB (29.4%) (23.5%) (29.4%) (82.4%) 0 (11.8%) (5.9%) |(17.6%) 0 0
50%IT 11 28 6 45 2 1 3
F1TC 48 50%0C |(22.9%) (58.3%) (12.5%) (93.8%) (4.2%) 0 (2.1%) | (6.25%) 0 0
50%IT 7 27 16 50 1 1 1 3
F2TC 53 50%0C [(13.2%) (50.9%) (30.2%) (94.3%) (1.9%) (1.9%) (1.9%) | (5.7%) 0 0
50%IT 50 62 32 134 4 2 8 14 1
F1T) 149 50%0] (26.8%) (41.6%) (21.5%) (89.9%) (2.7%) (1.3%) (5.4%) | (9.4%) 0 (0.7%)
50%IT 31 54 29 114 5 1 3 9
F2T) 123 50%0)] (25.2%) (43.9%) (23.6%) (92.7%) (4.1%) (0.8%) (2.4%) | (7.3%) 0 0
75%IT 8 7 7 22 2 3 5
F1TT] 27 25%0)] (29.6%) (25.9%) (25.9%) (81.5%) (7.4%) 0 (11.1%) | (18.5%) 0 0
75%IT 20 8 14 42 5 7
F2TTJ] 49 25%0)] (40.8%) (16.3%) (28.6%) (85.7%) 1(2%) 1 (2%) (10.2%)]|(14.3%) 0 0
75%IT
12.5%0] 3 15 14 32 6 2 1 9
F1TTIC| 41 12.5%0C | (7.3%) (36.6%) (34.1%) (78%) (14.6%) (4.9%) (2.4%) |(21.9%) 0 0

VAT-0: valvula aodrtica tricispide sin fusion; VAT-1, VAT-2: valvula aodrtica tricUspide con

fusion; VAB-3, VAB-4: valvula adrtica bicuspide con rafe grande o pequefio; VAB-5: valvula

aortica bicuspide sin rafe; VAC: valvula adrtica cuadricuspide.
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En los animales hibridos TJ, resultantes del cruzamiento de la cepa inbred
IT y la otra cepa outbred OJ (con incidencia nula de VAB), la incidencia de
VAB era intermedia con respecto a la de los parentales (F1T]: 9.4%) y no
aumentd en la siguiente generacién (F2TJ): 7.3%). Ademas, la cepa TJ fue la
Unica cepa hibrida que presentd VAC en una incidencia similar a la de la cepa
IT (T1:0.7%; IT: 0.4%). Al igual que ocurria con los animales TTB, los TTJ
mostraron un incremento en la incidencia de VAB respecto a la TJ (F1TTJ:
18.5%; F2TTJ): 14.3%) al aumentar la proporcion del genotipo de la cepa
afecta IT. Por ultimo, los animales TTJC, procedentes del cruzamiento entre
hibridos TJ y TC, con la combinacidn mas heterogénea de fondos genéticos
(75% IT + 12.5% 0] + 12.5% OC), presentaron una incidencia de VAB

cercana a la de la cepa afecta (F1TTIC: 21.9%).

Para interpretar estos resultados es necesario reconsiderar las hipétesis
inicialmente propuestas: 1) el modelo hamster podria ser portador de una o
varias mutaciones que conducen al desarrollo especifico de VAB tipo A, y 2)
el modelo hamster podria presentar un conjunto de alelos causales de VAB
no especificos de tipo que, junto con otros alelos, condicionarian la aparicion
de VAB tipo A. Como resultado de la primera hipotesis, cabria esperar que en
todos los animales hibridos analizados la VAB tipo A fuese el Unico morfotipo
valvular detectado. En cuanto a la segunda, el cruzamiento entre las distintas
cepas parentales podria dar lugar a la segregacidon de los alelos causales de
VAB y los que condicionan el tipo, lo que implicaria una elevada probabilidad
de detectar VAB tipo B en los hibridos resultantes. Los resultados de este
analisis muestran Unicamente VAB de tipo A, lo que permite interpretar que
en el modelo hamster participan solo genes implicados en el desarrollo de

este tipo especifico de VAB.
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Puesto que la incidencia de VAB es diferente en cada una de las cepas
parentales analizadas, resulta l6gico que esta variabilidad se mantenga en
las lineas hibridas generadas, tal y como reflejan los resultados obtenidos en
este estudio. Esta variabilidad apunta a la existencia de alelos modificadores
que afectan a la incidencia de aparicién de la anomalia en los hibridos.
Ademas, los resultados muestran una reduccion de la incidencia de VAB en la
F1 de todas las poblaciones hibridas estudiadas. Curiosamente, en
generaciones filiales posteriores (F2-F3) esta incidencia se mantenia en unos
casos o se veia incrementada en otros. Se puede interpretar que los fondos
genéticos de las cepas parentales presentan distintas combinaciones de alelos
modificadores que influyen en la penetrancia del caracter en cada una de las

cepas hibridas.

Por ultimo, el estudio anatémico detallado de las valvulas determind la
presencia de los diferentes morfotipos que constituyen el continuo anatémico
de la valvula adrtica del hamster en distintas proporciones para cada cepa
hibrida. Esto parece indicar que las diferentes combinaciones de alelos
modificadores que se dan en las cepas hibridas afectan no solo a la incidencia
del caracter, sino también a su grado de expresividad. Sin embargo, puesto
que solo se han detectado VAB de tipo A se puede concluir que estos alelos

modificadores no afectan al tipo de VAB.

En definitiva, los datos de este estudio permiten concluir que el modelo
hamster (cepa T) porta mutaciones o variantes genéticas que afectan de
manera especifica a los procesos morfogenéticos implicados en el desarrollo
de la VAB tipo A. Ademas, existen alelos modificadores que modulan tanto la
penetrancia como el grado de expresividad del caracter, pero no condicionan

la aparicién de distintos tipos de VAB. Por lo tanto, los genes modificadores
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solo actlan sobre los mecanismos morfogenéticos que dan lugar a la VAB tipo

A.

Tal y como se explica en las Publicaciones 1 y 2, la VAB tipo A se debe a
una migracién defectuosa de las células de la CNC durante el proceso de
septacién conotruncal, dando lugar a la extra-fusién de las crestas
conotruncales durante la formacion de los primordios valvulares. Sin
embargo, la VAB tipo B se debe en la mayoria de los casos a un defecto en
la TEM implicada en la formacidén de estas crestas, un evento que tiene lugar
con anterioridad al proceso de septacion (Fernandez et al., 2009). Teniendo
esto en cuenta, y considerando que en el hamster sirio se detectaron
Unicamente VAB de tipo A, se puede interpretar que los alelos causales
presentes en este modelo afectan al comportamiento de la CNC y/o a la TEM
implicada en la fusién de las crestas conotruncales, pero no al proceso de
TEM necesario para la formacion de los cojines. De hecho, puesto que la
formacion de estos cojines parece no verse afectada, se puede inferir que los
genes causales de la anomalia no alteran el proceso celular de la TEM en si,
sino que actuan especificamente sobre las células de la CNC y los procesos
morfogenéticos que estas regulan. Debido a que estas células son las
responsables de regular la TEM necesaria para que se dé la fusidon de las
crestas conotruncales, las mutaciones presentes en el modelo hamster
podrian alterar no solo la distribucién de las células de la CNC durante la
formacién de la valvula, sino también la comunicacidn necesaria entre estas
células y las del endocardio para inducir la fusion. Como ya se menciond
anteriormente, se ha descrito en la literatura que el gen Notchl esta
implicado en la formacion de VAB tanto en modelos animales (Wang et al.,

2015, MacGrogan et al. 2016) como en pacientes (Garg et al., 2005).
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Alteraciones en esta via de senalizacion dan lugar a una distribucién anémala
de las células de la CNC durante la formaciéon del complejo de septacion
aortico-pulmonar (MacGrogan et al., 2016). Ademas, la via de sefializacion
de NOTCH se ha relacionado con la regulacién del inicio del proceso de TEM
(Timmerman et al., 2004; Chang et al., 2011). Considerando que esta via es
conocida por su implicacion en la comunicacion célula-célula (Bigas &
Espinosa, 2016), se puede proponer a Notchl como un gen clave en el

desarrollo de los distintos tipos de VAB.

En cuanto a la existencia de alelos modificadores, resulta interesante que
participen en la regulacion del grado de expresividad del caracter, que se
traduce en el desarrollo de diferentes morfotipos valvulares que constituyen
todo un continuo anatémico (esto es, VAT con diferentes grados de fusién y
VAB con rafes de diferente tamano). La presencia de estos morfotipos
valvulares intermedios, con diferentes proporciones entre las poblaciones
hibridas analizadas, parece indicar que los alelos modificadores actuan
durante el proceso de excavacion de las valvulas, un evento que tiene lugar
tras el proceso de septacion conotruncal (valvulogénesis tardia). Como ya se
expuso en la Publicacion 2, las células de la CNC también tienen un papel
relevante durante este proceso, ya que regulan la diferenciacion y apoptosis
de las células mesenquimatica que constituyen el cojin valvular, asi como la
produccion de matriz extracelular durante el remodelado de las valvulas
(Schussler et al., 2020; Aikawa et al., 2006, Hinton & Yutzey, 2011, Jain et
al., 2011). Se ha descrito que una alteracién en la distribucién de estas
células en las valvulas en formacién da lugar a una produccién defectuosa de
matriz extracelular, lo que resulta en distintos grados de fusién de las valvas

(Jain et al., 2011; Dupuis et al., 2013; Toomer et al., 2017; Odelin et al.,
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2018). Curiosamente, Notch1 también es un buen candidato en este proceso,
ya que su manipulacion genética resulta en defectos en la proliferacion y/o
apoptosis de las células mesenquimaticas, dando lugar a un remodelado

(excavacion) anormal de los cojines (Jain et al., 2011; Wang et al., 2015).
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Como se indica en la introduccién, se han propuesto dos hipdtesis que
explican la etiologia de la aortopatia bicuspide: la hipdtesis hemodinamica,
que establece que la morfologia de la VAB altera la direccion del flujo
sanguineo, lo que termina ocasionando la degeneracion de la pared arterial,
y la hipédtesis genética, que propone que el defecto morfogenético que
conduce al desarrollo de la VAB también altera la estructura histolégica de la
aorta ascendente, predisponiendo a la dilatacién (Girdauskas et al., 2011;
Michelena et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento no se han obtenido
evidencias empiricas que apoyen la hipétesis genética, debido a la dificultad
gue supone el estudio de poblaciones humanas, ya que son genéticamente
heterogéneas y muestran diferentes presentaciones clinicas probablemente

asociadas a distintas etiologias de enfermedad.

Aunque se han desarrollado numerosos modelos murinos modificados
genéticamente para el estudio de la VAB, analizados y revisados en las
Publicaciones 2 y 3 de la presente tesis, actualmente no existen modelos
animales que repliquen adecuadamente la patologia adrtica humana (necrosis
cistica de la media) y que permitan profundizar en la etiopatogénesis de la
enfermedad. La cepa T de hamster sirio es el Unico modelo animal espontaneo
de VAB tipo A (Sans-Coma et al., 1993, 1996, 2012; Fernandez et al., 2009),
el morfotipo valvular mas comun en pacientes afectos (Basso et al., 2004;
Russo et al., 2008). Sin embargo, no se han identificado dilataciones
conspicuas de la aorta ascendente en los individuos pertenecientes a esta
cepa, tras el estudio anatdomico detallado de animales jovenes, adultos y
senescentes. Por otra parte, se desconoce si las aortas de los hamsteres con
VAB de la cepa T presentan alguna alteracidn a nivel molecular y/o estructural

que no progrese a DA debido a factores intrinsecos a la cepa (genes
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moduladores o factores epigenéticos) o a diferencias interespecificas con la
especie humana. La deteccion de tales alteraciones en especimenes
pertenecientes a la cepa T, independientemente de su morfotipo valvular,
respecto a una cepa control con incidencia nula de VAB, constituiria una
importante evidencia experimental directa en apoyo de la hipétesis genética.
Por el contrario, la presencia de alteraciones de manera diferencial entre
morfotipos valvulares (VAT vs. VAB), independientemente de la cepa,

indicaria que los factores hemodinamicos son los de mayor relevancia.

Considerando estas hipodtesis de partida, el objetivo de este trabajo
consistié en la busqueda de posibles alteraciones moleculares y estructurales
en la aorta ascendente de animales del modelo hamster que pudiesen validar
alacepaT, con alta incidencia de VAB, como modelo animal de predisposicion
a aortopatia bicuspide. Para ello, se examind la anatomia e histomorfologia
de la aorta ascendente de estos animales, asi como el nivel de expresidon de
varios genes (Fbnl, Fbn2, Tgf-B, Mmp2, Mmp9 y eNQOS) implicados en la
patogénesis de la dilatacion adrtica humana, comparando animales
genéticamente homogéneos con VAB y VAT de la cepa T, y animales con VAT

de una cepa control outbred con incidencia nula de VAB.

Resultados y discusion

En la cohorte de animales de la cepa T estudiados, se encontré VAB tipo A en
el 42.4% de los especimenes analizados (Figura 1 de la publicacion).
Aunque no se detectaron aneurismas ni dilataciones aparentes de la aorta
ascendente, los hamsteres de la cepa T, tanto con VAT como con VAB,

presentaban un mayor didametro adrtico comparados con los animales de la
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cepa control (Figura 1 de la publicaciéon). Ademads, se detectaron
alteraciones en la estructura de la aorta a nivel histolégico, asi como en
perfiles de expresidon génica conocidos por ser relevantes para la patogénesis

de la dilatacion adrtica humana.

Las alteraciones histomorfoldgicas detectadas consisten en apoptosis de
las células musculares lisas (Figura 2 de la publicacion) y lamelas elasticas
excesivamente onduladas (Figura 3 de la publicacién), ambas
especialmente acentuadas en la regién convexa de la aorta ascendente. En
ningln caso se detectd fragmentacion de las [dminas eldsticas. En cuanto a
las alteraciones moleculares, se hallé una reducciéon de la abundancia de
eNOS en la media aértica (Figura 4 de la publicacion) y un aumento de la

expresion de Tgf-B y Fbn-2 (Figura 5 de la publicacion).

Posteriormente a la publicacién de estos resultados, se llevd a cabo un
ensayo ex vivo con 4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA), una
sustancia que se transforma en un compuesto fluorescente
(triazolofluoresceina, DAF-2T) en presencia de éxido nitrico (NO). El objetivo
fue validar la disminucidn en la expresion de eNOS en los animales de la cepa
T y comprobar su efecto, es decir, la reduccién en la produccién de NO. Para
ello, se disecaron las aortas ascendentes de hamsteres pertenecientes a la
cepa control (HVAT, n=5) y a la cepa afecta, tanto con VAT (TVAT, n=4) como
con VAB (TVAB, n=3). Se incubaron en DAF-2DA 10uM (Sigma-Aldrich, Ref:
D2321-1MG) diluido en tampdén Tyrode (NaHCOs; 10 mmol/L, NaCl 158
mmol/L, KClI 4 mmol/L, CaCl, 2 mmol/L, MgCIl, 1.05 mmol/L, NaH>PO4 0.42
mmol/L y glucosa 5.6 mmol/L) durante 12 horas a 37°C en oscuridad. Los
controles negativos se incubaron solo en tampdn Tyrode. A continuacion, las

muestras se fijaron en paraformaldehido 4% diluido en PBS durante toda la
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noche y se embebieron en OCT para su procesamiento en criostato (Leica
CM3050S). Se obtuvieron secciones transversales de ocho uym de la aorta
ascendente y se tifieron los nucleos con DAPI. Las imagenes se obtuvieron
con un microscopio confocal Leica SP8. Debido a la autofluorescencia de las
lamelas adrticas, la fluorescencia del control negativo se tomd como base de
referencia. Los resultados de este experimento permitieron constatar un
descenso drastico en la produccion de NO concordante con la reduccién de

eNOS en los animales de la cepa T, tanto con VAT como con VAB (Figura

13).

Figura 13. Expresion de NO en la aorta ascendente de hamsteres de la cepa control (HVAT)
y de la cepa afecta con VAT (TVAT) y VAB (TVAB) tras la incubacién con DAF-2DA (verde). La
sefial se concentra en las laminas elasticas de los animales de la cepa control (HVAT), mientras
que los animales de la cepa T tanto con VAT (TVAT) como con VAB (TVAB) muestran una fuerte
reduccion de la fluorescencia. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Todas las secciones
fueron evaluadas con la misma intensidad de laser (488: 3.79%) y ganancia (330.4V) para

evitar un exceso de exposiciéon. L: lumen, A: adventicia. Barra de escala: 50 um.

Asi pues, todas las alteraciones descritas, tanto histoldgicas como
moleculares, aparecieron en animales de la cepa T, independientemente de
la morfologia valvular. Dado que la aortopatia bicluspide en humanos se
caracteriza por degeneracion regional de la media (mayor afectacion de la
regidén convexa), incluyendo alteracién de las fibras eldsticas e incremento de
la apoptosis, asi como desregulacion de vias de sefializacidon especificas tales
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como eNOS, TGF-B y FBN, se propone que la cepa T de hamsteres constituye

un modelo animal de predisposicion a aortopatia bicuspide.

Aunque la fragmentacion de las |aminas elasticas es una de las
caracteristicas mas representativas de la necrosis cistica de la media, no se
detectaron signos de fragmentacién elastica en los hamsteres. En cambio, se
observd que las ldminas elasticas eran mas onduladas en los animales de la
cepa T, lo que resulta interesante puesto que se trata de una caracteristica
descrita en pacientes con sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV (Dunmore &
Roach, 1990). Brevemente, el sindrome de Ehlers-Danlos engloba un grupo
heterogéneo de desordenes del tejido conectivo, de entre los cuales el tipo
IV es el que tiene peor prognosis. Se origina por un defecto en la expresion
de colageno tipo III y, entre otras caracteristicas, muestra alteraciones de las
grandes arterias que pueden llevar a dilatacion e incluso a la rotura de la

arteria (Parapia & Jackson, 2008).

Por otro lado, la apoptosis es otro de los rasgos distintivos descritos en la
necrosis cistica de la media (Niwa et al., 2001, Fedak et al., 2002; Tadros et
al., 2009; Michelena et al., 2021). Por ello, la alta incidencia de apoptosis de
células musculares lisas en la convexidad aodrtica de los animales de la cepa
T, independientemente del morfotipo valvular, resulta particularmente
reveladora. Sin embargo, puesto que no se detectaron dilataciones
conspicuas de la aorta ascendente, el analisis conjunto de las alteraciones
estructurales encontradas indica que la cepa T de hamster podria representar
un estadio temprano de la patogénesis de la dilatacién adrtica asociada a la

VAB.
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En cuanto a las alteraciones moleculares asociadas a la aortopatia, se han
descrito anomalias en el contenido de FBN-1 en la media adrtica en pacientes
con VAB y pacientes sometidos a cirugia aértica. Las fibrilinas son proteinas
de unidon a calcio que constituyen el componente estructural de las
microfibrillas de la matriz extracelular vascular. Tanto FBN-1 como FBN-2
estan intimamente relacionadas con las fibras elasticas e intervienen en su
proceso de ensamblaje (Sakai et al., 1991). Ademas, participan en el
mantenimiento de la homeostasis de tejidos mediante la regulacién de vias
de sefializacion que implican factores de crecimiento como BMP, GDF o TGF-
B (Nistala et al., 2010, Jensen & Handford, 2016), merced a su afinidad por

estas proteinas, a las que mantiene secuestradas en la matriz.

Historicamente, FBN-1 ha recibido mucha mas atenciéon que FBN-2 en el
contexto de la VAB. Esto se debe a que el sindrome de Marfan, un trastorno
del tejido conectivo causado por mutaciones en el gen de FBN-1, va
frecuentemente acompanado de VAB y dilatacién adrtica (Dietz & Pyeritz,
1995; Grewal & Gittenberger-de Groot, 2018). Ademas, recientemente se ha
demostrado que algunos pacientes con VAB aislada no sindromica también
presentan mutaciones en FBN-1 (Pepe et al., 2014). Se ha propuesto que un
deposito defectuoso de FBN-1 en la media adrtica podria ser un agente
inductor temprano de la aortopatia, responsable de la desconexién y muerte
de las células musculares lisas (Fedak et al., 2003; Tadros et al., 2009;
Rueda-Martinez et al., 2017). Sin embargo, poco se sabe sobre el papel de
FBN-2 en el desarrollo del aneurisma y la enfermedad de la VAB, aunque
existen evidencias que indican que también esta implicada en el proceso, ya
que se ha detectado un incremento de FBN-2 a nivel transcripcional en

pacientes con VAB y dilatacién adrtica (Rueda-Martinez et al., 2017). En
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nuestro modelo hamster, se encontré un incremento significativo de los
niveles de expresion de Fbn-2, dando lugar a una alteracién del ratio de
expresion Fbn-1/Fbn-2. Es posible que en la aorta del hamster la
sobreexpresion de Fbn-2 con respecto a Fbn-1 altere la arquitectura de las
microfibrillas, causando degeneracidn de la matriz, desconexion de las células

musculares lisas y apoptosis.

Aunque tanto FBN-1 como FBN-2 forman parte de las microfibrillas de la
matriz vascular, FBN-1 constituye la principal isoforma adulta, mientras que
FBN-2 se expresa normalmente durante el desarrollo embrionario (Carta et
al., 2006). El hecho de que FBN-2 sea la principal isoforma en la media adrtica
embrionaria y aumente su expresion en la aorta adulta que dilata, tiene
especial relevancia en el contexto de la aortopatia bicuspide. Durante la vida
embrionaria, FBN-2 tiene un papel importante no solo en la formacion de las
lamelas eldsticas de la aorta, sino también en la formacion y septacién del
tracto de salida cardiaco. FBN-2 esta implicada en el mecanismo de TEM
(Rongish et al., 1998, Waldo et al., 1999b), responsable tanto de la formacion
como de la fusidn de las crestas conotruncales. Como se ha discutido en las
Publicaciones 1 y 2 de la presente tesis, alteraciones en el mecanismo de TEM
gue opera tanto en la formacién como en la septacion del tracto de salida
cardiaco pueden dar lugar a distintos tipos de VAB. Por lo tanto, nuestros
resultados apoyan la hipdtesis de que una expresién defectuosa de Fbn,
particularmente de la Fbn-2, puede ser un inductor temprano del desarrollo

tanto de la VAB como de la estructura anormal de la aorta.

La via de sefalizacién de TGF-B regula diversos procesos celulares que
ocurren tanto en el sistema cardiovascular adulto como durante su desarrollo

embrionario. Uno de los principales procesos que regula es el mantenimiento
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de la homeostasis de la matriz extracelular vascular. La sefalizacion ocurre
de manera especifica mediante multiples mecanismos que operan tanto
dentro como fuera de la célula. La matriz extracelular actia como reservorio
de los ligandos TGF-B necesarios para la activacién de la via, por lo que el
control extracelular de la senalizacion enddégena es un aspecto importante
para la homeostasis de la matriz. Existen diversas moléculas extracelulares,
muchas de las cuales interaccionan con FBN-1 y 2, que junto a receptores de
integrinas estan implicadas en la liberacion de los ligandos de TGF-B de la
matriz extracelular (Nistala et al., 2010). Asimismo, parece ser que TGF-B es
una molécula clave en la regulacién de la expresion de Fbn (Isogai et al.,
2003). Una caracteristica comun de los aneurismas sindromicos, incluyendo
la enfermedad de la VAB, parece ser la desregulacion de la sefializacion de
TGF-B. Esta desregulacidn podria ser causada por alteraciones en el contenido
y composicion en FBN de la media adrtica (Neptune et al., 2003, Ruddy et
al., 2009). En el modelo hamster, los niveles de expresién de Tgf-B eran
significativamente mas elevados en la pared adrtica, independientemente de
la morfologia de la valvula adrtica. Estos datos apoyan la hipdtesis de que la
via de sefalizacidon de TGF-B a través de FBN es un desencadenante temprano

de las alteraciones de la pared adrtica.

Otra proteina que juega un papel importante en la regulacion de la
homeostasis es eNOS. Se trata de una enzima expresada tanto por las células
endoteliales de la intima como por las células musculares lisas de la media
aortica (Buchwalow et al., 2002; Fleming, 2010). Su funcién principal es la
sintesis de NO, una molécula crucial en la regulacidn de la vasodilatacion, que
se sintetiza en respuesta a estimulos hemodinamicos ejercidos por el flujo

sanguineo (shear stress o estrés de cizallamiento) (Fleming, 2010). Se cree
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que la desregulacién de eNOS vy, por tanto, la produccidon anormal de NO en
la pared aodrtica tiene un papel central en la formacidon del aneurisma
(Mohamed et al., 2012; Henn et al., 2014). Los pacientes con dilataciéon
adrtica muestran alteraciones en los niveles de expresidn de la proteina eNOS
en areas especificas de la aorta aneurismatica. Se sabe que eNOS se
sobreexpresa en respuesta a un elevado estrés de cizallamiento generado por
el flujo sanguineo, aunque no estd claro en qué medida el incremento de la
expresion de eNOS en la pared adrtica de los pacientes con VAB es debida a
alteraciones hemodinamicas, causadas por la morfologia de la VAB, o a
defectos congénitos (Ruddy et al., 2009; Mohamed et al., 2012; Henn et al.,
2014). Nuestros resultados en el modelo hamster indican que la expresién de
la proteina eNOS se encuentra significativamente reducida en la media
aortica, especialmente en la regién convexa de los animales de la cepa T,
independientemente de la morfologia de la valvula adrtica. Esto sugiere que
la desregulacion de eNOS es una caracteristica intrinseca del defecto de la
pared de la aorta asociado a la VAB, y no una consecuencia de la alteracién
hemodinamica. Estos resultados concuerdan con estudios recientes en
pacientes que apuntan a que la desregulacion de eNOS ocurre
independientemente de la dilatacidon y sugiere que estos cambios son el
resultado de un factor genético subyacente, en lugar de una hemodinamica

alterada (Gauer et al., 2020).

Por ultimo, las MMPs son una superfamilia de proteasas de tipo metzincina
con actividad altamente regulada. Contienen un residuo de metionina en su
sitio activo y utilizan zinc para llevar a cabo la reaccion enzimatica. Son
responsables de la degradacion de la matriz extracelular durante procesos de

remodelado de los tejidos (de Almeida et al., 2022). Se ha demostrado que
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las MMPs estan implicadas en la patogénesis de la dilatacidon adrtica, puesto
gue incrementan su actividad en la media adrtica de pacientes con aneurisma.
Parece ser que las alteraciones homeostaticas de la matriz extracelular debido
a la desregulacién de la via de sefalizacién de TGF-B son mediadas por la
activacion de MMPs, las cuales tienen un papel central en la degradacion de
la matriz extracelular que conduce a la aortopatia (Segura et al., 1998, Fedak
et al., 2003; LeMaire et al., 2005). Sin embargo, se han descrito diferencias
en cuanto al tipo de MMP que se expresa en funcion de la regién de la aorta
afectada: mientras que MMP-9 parece estar ligada al desarrollo del aneurisma
de la aorta abdominal asociado a lesiones ateroscleréticas, MMP-2 se
sobreexpresa especificamente en la aorta ascendente de los pacientes con
VAB (Segura et al., 1998; LeMaire et al., 2005). Los resultados en la aorta
de hamsteres muestran que la expresiéon de Mmp-9 incrementa con la edad,
aunque las diferencias solo fueron significativas para los animales TVAT. El
analisis conjunto de todos los grupos de estudio determind que la expresién
no cambiaba significativamente de acuerdo a la cepa o a la morfologia de la
valvula adrtica. Sin embargo, la expresion de Mmp-2 se ve reducida
significativamente en la aorta de animales con VAB, independientemente de
la edad. Este cambio en la expresién de Mmp-2, contradictorio respecto a la
situacién en pacientes, sugiere la existencia de diferencias interespecificas en
la homeostasis de la matriz extracelular. Bien podria ser que la reduccion de
MMP-2 en la aorta de los hamsteres con VAB actle como un factor protector,

siendo responsable de la falta de progresion de la aortopatia en este modelo.

Actualmente, aun se debate si el vinculo etiolégico entre la VAB vy la
dilatacion adrtica humana es el resultado de una hemodinamica alterada o de

un defecto genético subyacente, si bien la mayoria de las investigaciones
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favorecen la combinacién de ambos factores etioldgicos (Padang et al., 2013;
Prakash et al., 2014; Sophocleous et al., 2018; Michelena et al., 2020).
Aunque existen evidencias que apoyan la hipdtesis genética, ninguna de ellas
sirve como demostracion directa o empirica (Prakash et al., 2014; Jiao et al.,
2016). En el presente estudio, las diferencias cuantitativas y cualitativas,
tanto morfoldégicas como moleculares, para todos los parametros estudiados
se obtuvieron al comparar animales de dos cepas con diferentes fondos
genéticos, pero no al comparar animales genéticamente uniformes con VAT
y VAB de la cepa T. Estos resultados indican que, en este modelo, un genotipo
especifico de cepa causa una alteracidn estructural de la pared de la aorta
ascendente junto a una anomalia valvular (VAB) con baja penetrancia,
sefialando a una causalidad genética y excluyendo la participacion de factores
hemodinamicos. Asi, los resultados de este estudio constituyen evidencias
experimentales directas que demuestran un vinculo genético entre anomalias
estructurales de la valvula adrtica y la aorta ascendente en un modelo

espontaneo de VAB.

La predisposicion conjunta a VAB y aortopatia podria venir determinada
por un defecto morfogenético comun que ocurre durante el desarrollo
embrionario. La VAB tipo A, que constituye el Unico tipo de VAB detectado en
el modelo hamster (resultados de la Publicacion 3), resulta de un
comportamiento defectuoso de las células de la CNC que colonizan el tracto
de salida cardiaco embrionario, tal y como se detalla en las Publicaciones 1 y
2 de esta tesis. Las células de la CNC, ademas de participar en la formacion
de las valvulas semilunares, dan lugar a parte de las células musculares lisas
gue componen la pared de los troncos arteriales intrapericardicos (Majesky,

2007; Cheung et al., 2012, Pfaltzgraff et al., 2014, Plein et al., 2015). De
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acuerdo con los resultados del presente trabajo, las células anémalas de la
CNC podrian causar un defecto estructural en la aorta ascendente junto con
un fenotipo valvular anémalo (VAB) con baja penetrancia, convirtiendo a la
cepa T de hamster en el primer modelo animal de predisposicién a aortopatia

bicuspide.

A dia de hoy, solo se han descrito dos modelos animales aparentemente
validos para el estudio de la aortopatia asociada a la VAB. Estos modelos
consisten en dos cepas de ratdn de laboratorio deficientes para eNOS vy
ROBO4 (Gould et al., 2019; Peterson et al., 2020). Segun Peterson et al.,
2020, la falta de eNOS altera la distribucién de las células de la CNC en la
aorta ascendente durante el desarrollo embrionario. Esto conlleva una
reduccion del numero de células musculares lisas derivadas de la CNC en la
aorta adulta, dando lugar a una formacion defectuosa de las fibras elasticas
gue conduce a dilatacién y diseccién aodrtica. Con respecto a los ratones
deficientes para ROBO4, Gould et al. 2019 describieron dilataciones tanto de

la raiz adrtica como de la aorta ascendente asociadas a la VAB.

A pesar de que se han descrito modelos de raton con modificaciones
genéticas en 28 genes que dan lugar a VAB, revisados en las Publicaciones 2
y 3 de esta tesis, solo mutaciones para dos de estos genes incluyen a la
aortopatia como Unico fenotipo cardiaco alterado. El resto de las cepas
transgénicas muestran malformaciones cardiovasculares adicionales
asociadas a la modificacién genética. Se puede decir que estos modelos no
replican la enfermedad de la VAB, sino condiciones sindromicas que incluyen
a la VAB en su fenotipo. La cepa T de hamster constituye el Unico modelo
espontaneo de VAB no sindromica descrito hasta el momento. Aunque la VAB

se hereda en este modelo (Sans-Coma et al., 1993, 2012), se desconocen
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los reguladores genéticos que podrian estar implicados en su desarrollo. Se
trata de un caracter poligénico, con penetrancia incompleta y expresividad
variable tanto en el hombre (Huntington et al., 1997; Cripe et al., 2004,
Ellison et al., 2007; Loscalzo et al., 2007; McBride & Garg, 2011, Robledo et
al., 2013) como en el hamster (Sans-Coma et al., 1993, 2012). El hecho de
que en la cepa T la VAB aparezca de manera espontanea, y que tanto la
anatomia como la herencia sean similares a las descritas en los pacientes,
apunta a que el grado de extrapolacién de la cepa T al humano es
probablemente alto en comparacion con los modelos animales modificados

genéticamente.

La falta de progresion de la aortopatia en los individuos de la cepa T puede
tener diferentes causas. Entre ellas se incluyen la corta esperanza de vida del
hamster sirio; diferencias biomecanicas con respecto a los humanos debido
al pequefio tamafo de la aorta del hamster; o la existencia de factores
genéticos que impiden la progresion de la aortopatia, es decir, alelos
protectores que habrian sido seleccionados junto a alelos de predisposicion
durante la generacién de la cepa T. Para testar esta ultima hipodtesis, se
realizd un estudio anatdomico exploratorio con los animales hibridos incluidos
en la Publicacion 3 (Tabla 1 del capitulo correspondiente). La base légica
de esta estrategia fue segregar, mediante cruzamientos hibridos, los alelos
causales de VAB vy alteraciones aodrticas de los alelos protectores de
aortopatia. En ausencia de los alelos protectores, los animales hibridos
portadores de alelos causales podrian desarrollar VAB junto a dilatacién de la
aorta ascendente. Se analizdé de manera cualitativa la presencia de
dilataciones, aneurismas o cualquier alteraciéon patolégica de la aorta

ascendente en un total de 3965 hamsteres hibridos. Se encontraron
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variaciones entre cepas en cuanto a la incidencia y grado de expresividad
(fenotipos intermedios) de la VAB tipo A (Tabla 1 de la Publicacion 3). Sin
embargo, no se detectaron cambios aparentes en el diametro o anatomia de
la aorta ascendente. Estos datos sugieren que la falta de progresion de la
aortopatia en el modelo hamster no se debe a la existencia de alelos
protectores seleccionados junto a los alelos causales de VAB durante la
generacion de la cepa T. Aunque la estrategia experimental utilizada no
permite descartar por completo la hipétesis de los alelos protectores, todo
apunta a que la falta de progresion de la aortopatia en el modelo hamster se

debe a diferencias interespecificas entre el hamster y el hombre.

La penetrancia incompleta del fenotipo VAB no es exclusiva de la especie
humana, sino que también se pone de manifiesto en el modelo hamster y en
la mayoria de los modelos de ratéon mutantes, tal y como se explica en la
Publicacion 3. La penetrancia de un caracter se refiere a la proporcién de
individuos con un genotipo especifico que expresan el fenotipo
correspondiente. Cuando el 100% de los individuos manifiestan el fenotipo
en cuestién, se considera que la penetrancia es completa. Sin embargo,
cuando esto no ocurre se dice que la penetrancia es incompleta (Raj et al.,
2010, Cooper et al., 2013). En la especie humana, la penetrancia incompleta
de la VAB se pone claramente de manifiesto por la discordancia del fenotipo
valvular descrita entre gemelos univitelinos, uno de ellos con VAT y el otro
con VAB (van Engelen et al., 2014). La penetrancia de un caracter puede
verse reducida por factores genéticos, como la existencia de genes
moduladores, que suelen interactuar de manera epistatica con el gen causal,
modulando la expresidon del fenotipo; factores epigenéticos; o factores

ambientales tales como las denominadas variaciones intangibles o ruido de
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desarrollo, definidos como fluctuaciones estocasticas en la expresidon de
genes durante el desarrollo embrionario, que resultan en cambios fenotipicos
incluso cuando los factores genéticos y ambientales no cambian (Raj et al.,
2010, Cooper et al., 2013). Considerando lo expuesto, resulta evidente que
tanto en hamsteres como pacientes existen individuos que presentan el
“genotipo bicuspide” y su fenotipo asociado, la VAB, asi como individuos con
“genotipo bicuspide”, pero con una valvula adrtica normal debido a la
penetrancia incompleta del caracter. Cuando estos datos se trasladan al
contexto de la aortopatia, es posible inferir que una porcién de los pacientes
con VAT y dilatacion presentan, de hecho, el genotipo biclspide. Esto implica,
por tanto, que deben existir pacientes con aortopatia bicispide, pero con

valvula adrtica tricuspide.

Este paradigma puede ayudar a explicar por qué los mecanismos
patogenéticos de la aortopatia bicuspide siguen eludiendo las extensas
investigaciones de los ultimos anos, tal y como han alertado especialistas
recientemente (Messner & Bernhard, 2019). Las estrategias experimentales
empleadas en estos estudios se basan normalmente en comparaciones entre
muestras de pacientes con VAT y VAB con y sin aortopatia. Esta estrategia,
sin embargo, no es capaz de distinguir entre pacientes con VAT y una genética
normal, y pacientes con VAT y una genética bicuspide, pero cuya reducida
penetrancia respecto a la valvula ha permitido el desarrollo de un fenotipo

valvular normal, desarrollando sin embargo la aortopatia.

Nuestros resultados muestran que esta poblacion de pacientes (esto es,
aortopatia biclspide en pacientes con VAT) podria existir. Algunos pacientes
con VAT podrian tener una aorta estructuralmente andmala resultante de un

genotipo alterado, mostrando el mismo riesgo de desarrollar dilatacién
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aortica que un paciente con VAB. Curiosamente, los estudios con pedigris
humanos favorecen la hipétesis de la existencia de pacientes con VAT y
predisposicién a aortopatia bicuspide, puesto que los parientes de primer
grado de pacientes con VAB que poseen una VAT normal muestran mayor
riesgo de dilatacién adrtica (Loscalzo et al., 2007; Biner et al., 2009; Galian-
Gay et al., 2019). Esta hipédtesis es capaz de explicar por qué la anatomia de
la valvula adrtica no puede considerarse un biomarcador predictivo y
diagnéstico preciso de aortopatia biclspide, como se viene planteando desde
hace tiempo en el contexto clinico. El defecto genético que confiere la
predisposicién a la enfermedad no tiene que afectar concordantemente a la
morfologia de la valvula adrtica y a la estructura de la aorta ascendente. Esta
nocion deberia considerarse cuando se establezcan grupos experimentales de
pacientes en estudios que buscan biomarcadores y mecanismos de
enfermedad, ya que una muestra de un paciente con VAT podria ser incluida
erroneamente en un grupo control, cuando en realidad corresponderia a un

paciente con alta predisposicion.
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Tal y como se explica en la introduccion de la presente tesis, los pacientes
con VAB presentan mayor predisposicion a mostrar anomalias en el origen de
las arterias coronarias que los pacientes con una valvula normal (Naito et al.,
2018). Estas anomalias, aunque aparecen con una incidencia muy baja,
predisponen a isquemia miocardica y muerte subita cardiaca, y por ello son
de gran relevancia clinica (Roberts, 1987b; Angelini et al., 1999; Basso et al.,
2000). El grupo de investigacion al que pertenece la autora ya demostro
durante el siglo pasado la asociacidn entre la VAB y estas anomalias
coronarias utilizando el hamster sirio como modelo animal (Sans-Coma et al.,
1991, Cardo et al., 1994, 1995; Fernandez et al., 2000). Las anomalias que
presentaban estos animales consistian en coronaria Unica, origen andmalo de
la arteria coronaria izquierda del tronco pulmonar, y origen andmalo de la
arteria coronaria izquierda del seno adrtico no coronario, las cuales resultaron
ser muy similares a las descritas en pacientes (Sans-Coma et al., 1993). La
asociacién muy significativa entre VAB y anomalias coronarias en este modelo
permitid plantear la hipotesis de que ambas alteraciones tienen un origen
etiolégico comun (Sans-Coma et al., 1991, Cardo et al., 1994, 1995;

Fernandez et al., 2000).

Existen otras alteraciones en el patréon coronario humano, también con
baja incidencia, que no suponen un riesgo clinico relevante para los pacientes,
por lo que son consideradas meras variantes del patron coronario normal: los
ostia coronarios accesorios o0 supernumerarios (Becker, 1981, Angelini,
1989b, 1999, Pérez-Pomares et al. 2016). Puesto que en el hamster sirio
también se ha descrito la presencia de ostia accesorios (Duran et al., 2007a,
2007b), cabe preguntarse si la presencia de VAB influye también en la

incidencia de esta variante anatdémica, lo que permitiria afinar el
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planteamiento de la hipdtesis sobre una etiologia comun para patrones

anatémicos valvulares y coronarios.

El objetivo de este estudio, por tanto, era profundizar en la hipétesis
propuesta sobre el origen etioldgico comun de la VAB y las alteraciones en el
patréon coronario, analizando si la presencia de VAB afecta al nimero de ostia
coronarios que aparecen en el seno adrtico anterior. Para cumplir con este
objetivo, se llevaron a cabo analisis retrospectivos y prospectivos de tipo
anatémico e histomorfoldgico de corazones con VAT (datos publicados en
Duréan et al., 2007b) y VAB tipo A (datos nuevos) de hamsteres

pertenecientes a la cepa T.

Resultados y discusion

El analisis conjunto de los datos reportados por Duran et al., (2007b) y
Fernandez at al., (2000) mostraba que en la cepa T de hamster sirio utilizada
en este estudio, la incidencia de anomalias congénitas en el origen de las
arterias coronarias es significativamente mayor en animales con VAB (56.6%)
que en aquellos que presentaban VAT (11.7%) (Figura 1 de Ila
Publicacion), por lo que estas anomalias coronarias parecen estar
estrechamente relacionadas con la VAB desde el punto de vista etioldgico.
Sin embargo, de acuerdo con los resultados del presente trabajo, aunque se
encontraron ostia coronarios accesorios en los individuos con VAB (Figuras
1 y 2 de la Publicacidon), no hay diferencias significativas en cuanto a su
incidencia entre los morfotipos valvulares VAT y VAB. Asimismo, no se
obtuvieron diferencias significativas con respecto a la incidencia de orificios

accesorios cuando se compararon las regiones derecha e izquierda de la
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valvula adrtica para cada condicidon valvular. No obstante, al analizar
conjuntamente las condiciones VAT y VAB, es decir, al analizar toda la
poblacion de hamsteres en conjunto, se encontrdé que la incidencia de los
ostia accesorios era significativamente mas baja en el lado izquierdo que en
el lado derecho de la valvula (Tablas 1 y 2 de la publicaciéon). Cabe
interpretar, por tanto, que la presencia de ostia supernumerarios
preferentemente en el lado derecho de la valvula adrtica es una caracteristica
propia de la cepa T o del hamster sirio como especie, pero no asociada a la

etiologia de las malformaciones valvulares.

El proceso de formacidon de las valvulas semilunares ocurre de manera
simultanea al de las arterias coronarias y en la misma region del tracto de
salida cardiaco embrionario (Bogers et al., 1989), por lo que se planteé la
hipotesis de que las alteraciones durante la embriogénesis que dan lugar a la
VAB tipo A afectan también al proceso de formacién de las arterias coronarias.
A este respecto, deberia tenerse en cuenta, por un lado, que existen varias
lineas de evidencia que indican que la CNC esta implicada en el desarrollo
normal de las arterias coronarias, en particular en la localizacidn de los ostia
coronarios (Kappetein et al., 1991, Hood & Rosenquist, 1992; Waldo et al.,
1994, Schievink & Mokri, 1995; Fernandez et al., 2000; Macatee et al., 2003)
y, por otro, que tal y como se indica en la Publicacién 2 de la presente tesis,
la VAB tipo A del hamster resulta del comportamiento andmalo de la CNC
durante la valvulogénesis. En el modelo hamster, las anomalias coronarias se
caracterizan por ausencia de las arterias que surgen del seno izquierdo en el
caso de los animales con VAT, o del lado izquierdo del seno anterior cuando
se trata de una VAB (Duran et al., 2006, 2007a, 2007b). Atendiendo a la

hipotesis planteada, estos datos sugieren que, en el hamster, puede existir
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una alteracion especifica en la parte izquierda de la valvula adrtica en
desarrollo, consistente en una distribucion andmala de las células de la CNC
en esa zona, que impide la correcta conexién y formacion de la arteria

coronaria.

Se sabe que la porcion proximal de las arterias coronarias, los troncos
coronarios, se forman a partir de un plexo vascular que contacta y se
anastomosa a la raiz adrtica durante el desarrollo embrionario, un proceso
morfogenético denominado coronary ingrowth, que subsecuentemente
desencadena la diferenciacién del sistema arterial (Bogers et al., 1989,
Mikawa & Fischman, 1992; Poelmann et al., 1993; Waldo et al., 1994;
Tomanek, 1996, Chen et al., 2014, 1lvins et al., 2015). Estos contactos se
establecen en multiples localizaciones de la raiz adértica, pero solamente dos
de ellos se seleccionan para formar los precursores de las arterias coronarias
derecha e izquierda, mientras que los otros degeneran (Poelmann et al.,
1993; Ando et al., 2004). Se ha propuesto que la falta de penetracién del
plexo coronario en el lado izquierdo de la valvula de hamsteres afectos podria
deberse a la reduccidn de la regidon que puede ser invadida por dicho plexo,
un evento causado por la alteracidon de la migracién y distribucidon de las
células de la CNC. Esta hipétesis parece consistente con la literatura, puesto
que la CNC parece tener un papel importante en la determinacion del area de
conexidén del plexo vascular coronario a la raiz adrtica (Bogers et al., 1989;
Hood & Rosenquist, 1992; Fernandez et al., 2000; Arima et al., 2012).
Ademas, el trabajo de Théveniau-Ruissy y colaboradores (2008) describe una
elevada incidencia de coronaria Unica derecha (ausencia de coronaria
izquierda en el seno adrtico izquierdo) en una cepa de ratones deficientes

para el gen Tbx1. TBX1 es un factor de transcripcidon expresado por las células
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del SHF que es esencial para la regulacién de la interaccion de estas células
con las de la CNC. En este estudio determinan que la ausencia de TBX1 altera
la interaccion entre ambos linajes celulares y, por tanto, la migracion y

distribucion de las células de la CNC en la valvula adrtica.

Considerando todo lo anterior, cabe prever que la distribucién andmala de
la CNC puede causar una baja incidencia de ostia coronarios accesorios en el
lado izquierdo del seno anterior adértico de hamsteres con VAB, impidiendo la
conexidn independiente de las arterias septal o conal a la raiz adrtica. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre individuos con
VAT y VAB al comparar la incidencia global de ostia coronarios accesorios.
Asimismo, tampoco se detectaron diferencias al comparar los senos/regiones
izquierda y derecha de la valvula tanto en individuos con VAT como con VAB.
Estos resultados indican, por tanto, que el defecto de la CNC que da lugar a
la VAB tipo A no condiciona el desarrollo de ostia supernumerarios, sugiriendo
una etiologia diferente para esta variante anatomica. Se puede interpretar
que la distribucién andmala de las células de la CNC en la cepa T puede
impedir, pero no limitar la formacién de coronarias, es decir, la anomalia en
estas células puede causar la ausencia de conexiones coronarias, pero si no

lo hace, el numero de ostia que se forman no se ve afectado.

Por ultimo, cabe destacar que en el modelo hamster, la caracteristica mas
constante en el patrén coronario es la presencia de una arteria septal bien
desarrollada, incluso cuando aparecen disposiciones andmalas de las arterias
coronarias izquierda y derecha (Duran et al., 1992; Sans-Coma et al., 1993).
Estas disposiciones anémalas suelen implicar una reorganizacion del patrén
arterial coronario, de tal manera que la ausencia de una rama principal es

compensada por la expansion del territorio de irrigacion de otra rama. Se
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trata de un fendmeno frecuente que también se ha descrito en pacientes. En
éstos, la irrigacion del septo interventricular depende de ramas perforantes
procedentes de una u otra rama coronaria, segun la variacidon del patrén
coronario establecido. Sin embargo, la variacién del patréon coronario no
afecta nunca a la arteria septal de los roedores, que puede ramificarse de uno
de los dos troncos coronarios principales o presentar un ostium propio en el
seno aortico izquierdo o derecho (Figuras 3 y 4 de la Publicacion), pero
siempre esta presente en el corazén de estos animales (Duran et al., 2007b).
Los datos del presente estudio apoyan la nocidon de que, en el hamster, la

arteria septal deberia ser considerada como una tercera arteria coronaria.
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1.

La fusién de las crestas conotruncales, responsables del proceso de

septaciéon conotruncal, tiene lugar por la desaparicion de las células

endocardicas que recubren la porcidn central de estos cojines tras su

contacto. Este evento es mediado por un proceso de TEM completa,

probablemente inducido por las células de la CNC del complejo de

septacién adrtico-pulmonar.

La CNC parece inducir el proceso de TEM en el endocardio que cubre las

crestas enfrentadas, por lo que anomalias en el comportamiento de estas

células podrian alterar el proceso de TEM y la fusidn de las crestas, dando

lugar a la extra-fusion subyacente a la formacion de la VAB tipo A.

Existen tres procesos morfogenéticos clave para el desarrollo de la VAB:

3.1

3.2

Formacién andmala de los cojines endocardicos, debido a un
defecto en el proceso de TEM o a una migracion celular defectuosa
de las células CNC, que resulta en la coalescencia de dos cojines
endocardicos previo a la septacion normal del tracto de salida.
Este mecanismo resulta en el desarrollo de dos cojines valvulares
en lugar de tres, cuyo remodelado da lugar a VAB tipo B o C.

Fusidn excesiva de las crestas conotruncales, mediada por una
alteracion en el proceso de TEM, que tiene lugar durante el
proceso de septacion del tracto de salida, debido a alteraciones
en el comportamiento de las células de la CNC que colonizan las
crestas conotruncales. Este mecanismo resulta en la coalescencia
de los cojines valvulares adrticos izquierdo y derecho y, por tanto,

da lugar a VAB tipo A.

3.3 Alteracion del proceso de excavacion de los cojines valvulares

como consecuencia de una distribucion andmala de las células de
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la CNC, una proliferacion alterada de las células mesenquimaticas
que componen los cojines y/o un defecto en la producciéon de
matriz extracelular, generando VAB de distintos tipos con
diferentes grados de severidad.

4. Las evidencias experimentales apoyan un papel central de la via de
sefializacion de NOTCH durante la formacién de los distintos tipos de VAB,
ya que su alteracién puede afectar tanto al proceso de TEM que forma los
cojines endocardicos, como a la migracién de la CNC.

5. Los tres procesos clave en la formacion de la VAB son regulados por la
CNC en tres etapas consecutivas del desarrollo. Asi, un defecto genético
especifico puede alterar el comportamiento de la CNC en tres posibles
momentos del desarrollo, determinando el proceso embrionario afectado
y el tipo anatémico de VAB resultante.

6. El hamster sirio muestra un amplio espectro de anomalias que incluyen
VAT y VAB con distintos grados de fusién de valvas similares a las
descritas en humanos (continuo fenotipico), aunque con representacién
en exceso de la VAB tipo A. En cambio, el ratén de laboratorio presenta
un espectro reducido de defectos valvulares entre los que predomina la
VAB tipo B sin rafe. Estos resultados alertan de la existencia de diferencias
interespecificas e intraespecificas entre los humanos y los modelos
animales en cuanto a la expresion fenotipica de las malformaciones de la
valvula adrtica. Dada la similitud entre el espectro de anomalias
mostradas por el hdmster sirio y los humanos, este modelo muestra una
mejor capacidad de extrapolacion de los resultados, lo que se traduce en

una mayor bondad del modelo.
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7.

10.

Entre las mutaciones asociadas a VAB, algunas pueden conducir al
desarrollo de VAB tipo A o B dependiendo de modificadores genéticos,
factores ambientales, o factores epigenéticos, mientras que otras pueden
ser especificas de tipo.

El modelo hamster (cepa T) porta mutaciones o variantes genéticas que
afectan de manera especifica a los procesos morfogenéticos implicados
en el desarrollo de la VAB tipo A. Ademas, existen alelos modificadores
que modulan tanto la penetrancia como el grado de expresividad del
caracter, pero no condicionan la aparicion de distintos tipos de VAB. Por
lo tanto, los genes modificadores solo actlan sobre los mecanismos
morfogenéticos que dan lugar a la VAB tipo A.

Los animales de la cepa T de hamster sirio, independientemente del
morfotipo valvular, presentan alteraciones histolégicas y moleculares
similares a la necrosis cistica de la media que caracteriza la aortopatia
bicispide humana, aunque no muestran dilataciones conspicuas de la
aorta ascendente. Las alteraciones histomorfoldgicas detectadas
consisten en apoptosis de las células musculares lisas y lamelas elasticas
excesivamente onduladas, ambas especialmente acentuadas en la regién
convexa de la aorta ascendente. En cuanto a las alteraciones moleculares,
se hallé una reduccidon de la abundancia de eNOS en la media adrtica y
un aumento de la expresidon de Tgf-B y Fbn-2. Se propone que la cepa T
de hamsteres constituye un modelo animal de predisposicidén a aortopatia
bicuspide.

En la cepa T de hamster existe un genotipo especifico que causa una
alteracion estructural de la pared de la aorta ascendente junto a una

anomalia valvular (VAB) con baja penetrancia, lo que sugiere una
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11.

12.

13.

172

causalidad genética y excluye la participacién de factores hemodinamicos.
Asi, los resultados de este estudio constituyen evidencias experimentales
directas que demuestran un vinculo genético entre anomalias
estructurales de la valvula adrtica y la aorta ascendente en un modelo
espontaneo de VAB.

Tanto en hamsteres como pacientes existen individuos que presentan el
“genotipo bicuspide” y su fenotipo asociado, la VAB, asi como individuos
con “genotipo bicuspide”, pero con una valvula adrtica normal debido a
la penetrancia incompleta del caracter. Cuando estos datos se trasladan
al contexto de la aortopatia, es posible inferir que una porcidon de los
pacientes con VAT vy dilatacion presentan, de hecho, el genotipo
bicuspide. Esto implica, por tanto, que deben existir pacientes con valvula
aortica tricuspide (normal) con alta predisposicion a la aortopatia
bicuspide.

La cepa T podria estar representando a un grupo de pacientes en el cual
una migracién andmala de la CNC durante el desarrollo del tracto de
salida cardiaco da lugar a un defecto estructural en la media de la aorta
ascendente, junto con una baja penetrancia de VAB.

La presencia de ostia coronarios supernumerarios, preferentemente en el
lado derecho de la valvula adrtica, es una caracteristica propia de la cepa
T o del hamster sirio como especie, pero no estd asociada a la etiologia
de las malformaciones valvulares. En la cepa T podria existir una
alteracion especifica en la parte izquierda de la valvula adrtica en
desarrollo, consistente en una distribucion andémala de las células de la
CNC, que impide la correcta conexién y formacién de la arteria coronaria.

Sin embargo, parece que el defecto de la CNC no modifica el nUmero de
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14.

conexiones que se establecen con la raiz adrtica durante el desarrollo, lo
que sugiere una etiologia diferente para esta variante anatémica.

En el hamster, los ostia coronarios accesorios se corresponden en la
mayoria de los casos con la arteria septal, una arteria bien desarrollada
gue siempre estd presente en esta especie. Puesto que las variaciones
del patrén anatdmico coronario no afectan nunca a la arteria septal, los
datos del presente estudio apoyan la nocion de que, en el hamster, la

arteria septal debe considerarse una tercera arteria coronaria.
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1. Fusion of the conotruncal cushions, responsible for the process of

conotruncal septation, occurs by the disappearance of the endocardial

cells lining the central part of these cushions after their contact. This event

is mediated by a complete EMT process, probably induced by the CNC cells

of the aortic-pulmonary septation complex.

2. CNC appears to induce the EMT process in the endocardium overlying the

opposing ridges, so that abnormalities in the behavior of these cells could

alter the EMT process and the fusion of the ridges, resulting in the extra-

fusion underlying the BAV type A formation.

3. There are three key morphogenetic processes for the development of BAV:

3.1

3.2

Abnormal endocardial cushion formation due to a defect in the
EMT process or defective cell migration of CNC cells, resulting in
coalescence of two endocardial cushions prior to normal outflow
tract septation. This mechanism results in the development of
two cushions instead of three, whose remodeling leads to BAV
type B or C.

Excessive fusion of the conotruncal cushions mediated by an
alteration in the EMT process. It occurs during the process of
outflow tract septation due to changes in the behavior of the
CNC cells that colonize the conotruncal cushions. This
mechanism leads to the coalescence of the left and right aortic

cushions, resulting in BAV type A.
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3.3 Alteration of the process of excavation of the valvular cushions
as a result of an abnormal distribution of CNC cells, an altered
proliferation of the mesenchymal cells that compose the
cushions and/or a defect in the production of the extracellular
matrix, generating different types of BAV with varying degrees
of severity.

4. Experimental evidence supports a central role of the NOTCH signaling
pathway in the formation of different types of BAV, as its alteration can
affect both the EMT process that forms endocardial cushions and the
migration of CNC.

5. The three key morphogenetic processes of BAV formation are regulated
by CNC at three consecutive developmental stages. Thus, a specific
genetic defect can alter CNC behavior at three possible developmental
stages, determining the embryonic process affected and the resulting
anatomical type of BAV.

6. The Syrian hamster shows a broad spectrum of anomalies including VAT
and BAV with different degrees of leaflet fusion similar to those described
in humans (phenotypic continuum), but with an overrepresentation of BAV
type A. In contrast, the laboratory mouse shows a reduced spectrum of
valvular defects with a predominance of BAV type B without raphe. These
results suggest the existence of inter- and intraspecific differences
between humans and animal models in the phenotypic expression of aortic
valve coarctation. Given the similarity between the spectrum of
abnormalities displayed by the Syrian hamster and humans, this model

shows a better ability to extrapolate the results.
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7. Among the mutations associated with BAV, some may lead to the
development of BAV type A or B depending on genetic modifiers,
environmental factors, or epigenetic factors, while others may be type
specific.

8. The hamster model (T strain) carries mutations or genetic variants that
specifically affect the morphogenetic processes involved in the
development of BAV type A. In addition, there are modifier alleles that
modulate both the penetrance and the level of expression of the trait, but
do not condition the appearance of different types of BAV. Thus, modifier
genes act only on the morphogenetic mechanisms that give rise to BAV
type A.

9. Syrian hamsters from the T strain, regardless of valve morphotype, show
histological and molecular alterations similar to the cystic medial necrosis
that characterizes human bicuspid aortopathy, although they do not show
conspicuous dilatation of the ascending aorta. The histomorphologic
changes observed consisted of apoptosis of smooth muscle cells and
excessively wavy elastic lamellae, both of which were particularly
accentuated in the convex region of the ascending aorta. Regarding
molecular changes, we found a reduced abundance of eNOS in the aortic
media and an increased expression of Tgf-B and Fbn-2. It is proposed that
the hamster T strain represents an animal model of predisposition to
bicuspid aortopathy.

10.In the hamster T strain, there is a specific genotype that causes a
structural alteration of the ascending aortic wall together with a valvular
anomaly (BAV) with low penetrance, suggesting genetic causality and

excluding the involvement of hemodynamic factors. Thus, the results of
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11

this study provide direct experimental evidence of a genetic link between
structural abnormalities of the aortic valve and ascending aorta in a

spontaneous model of BAV.

.In both hamsters and patients, there are individuals with the "bicuspid

genotype" and its associated phenotype (BAV), as well as individuals with
the "bicuspid genotype" but a normal aortic valve due to incomplete
penetrance of the trait. When these data are translated into the context
of aortopathy, it can be concluded that a proportion of patients with BAV
and dilatation actually have the bicuspid genotype. This implies that there
must be patients with tricuspid (normal) aortic valve with a high

predisposition to bicuspid aortopathy.

12.The T strain could be representing a group of patients in which anomalous

CNC migration during cardiac outflow tract development results in a
structural defect in the medial ascending aorta, together with low BAV

penetrance.

13.The presence of supernumerary coronary ostia, preferentially on the right

side of the aortic valve, is a characteristic of the T strain or of the Syrian
hamster as a species, but is not associated with the etiology of valvular
malformations. In the T strain, there could be a specific alteration in the
left side of the developing aortic valve, consisting of an abnormal
distribution of CNC cells, which prevents the correct connection and
formation of the coronary artery. However, it seems that the defect in the
CNC does not alter the number of connections made with the aortic root
during development, suggesting a different etiology for this anatomical

variant.
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14.In the hamster, the accessory coronary ostia correspond in most cases to
the septal artery, a well-developed artery that is always present in this
species. Since variations in the anatomical pattern of the coronary arteries
never affect the septal artery, the data of the present study support the
notion that the septal artery should be considered a third coronary artery

in the hamster.
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Endocardial-mesenchymal transition underlies fusion of the conotruncal ridges

during normal and bicuspid aortic valve development
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Abstract

Background: Bicuspid aortic valve (BAV) type A is the most frequent phenotype of the
most common congenital heart disease. Its etiology is based on two associated
morphogenetic defects during cardiac outflow tract (OFT) septation: abnormal migration
of cardiac neural crest (CNC) cells, and excessive fusion of the conotruncal ridges (CRs).
The aim of this study is to elucidate the mechanism involved in the fusion of the CRs that
could explain the extra-fusion. Two mechanisms have been proposed: endocardial
apoptosis and endocardial-mesenchymal transition (EMT).

Results: Apoptotic cells were absent in the fusion area of CRs. However, we detected
endocardial cells (CD34";VE-Cadherin™) showing positive signals for migration markers
(a-actin®) in the fusion area of the CRs of both normal and BAV embryos. These cells
showed an intermediate morphological phenotype between endocardial and mesenchymal
cells.

Conclusions: The findings clearly indicate that EMT, and not apoptosis, is the cellular
mechanism underlying the normal and excessive fusion of CRs that give rise to TAV and
BAV. Furthermore, our results show that the fusion of CRs in BAV embryos continue
after the OFT septation, suggesting over-induction of EMT by abnormally distributed
CNC cells.

Keywords: bicuspid aortic valve, conotruncal ridge, fusion, endocardial-mesenchymal
transition, hamster
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ABSTRACT

Keywords: Bicuspid aortic valve (BAV) is the most common congenital cardiac malformation, frequently associated with
Bicuspid aortic valve aortopathies and valvulopathies. The congenital origin of BAV is suspected to impact the development of the dis-
Development ease in the adult life. During the last decade, a number of studies dealing with the embryonic development of con-

Animal model

Cardiac neural crest
Epithelial-mesenchymal transition
Review

genital heart disease have significantly improved our knowledge on BAV etiology. They describe the
developmental defects, at the molecular, cellular and morphological levels, leading to congenital cardiac
malformations, including BAV, in animal models. These models consist of a spontaneous hamster and several
mouse models with different genetic manipulations in genes belonging to a variety of pathways. In this review
paper, we aim to gather information on the developmental defects leading to BAV formation in these animal
models, in order to tentatively explain the morphogenetic origin of the spectrum of valve morphologies that
characterizes human BAV.
BAV may be the only defect resulting from gene manipulation in mice, but usually it appears as the less severe
defect of a spectrum of malformations, most frequently affecting the cardiac outflow tract. The genes whose al-
terations cause BAV belong to different genetic pathways, but many of them are direct or indirectly associated
with the NOTCH pathway. These molecular alterations affect three basic cellular mechanisms during heart devel-
opment, i.e., endocardial-to-mesenchymal transformation, cardiac neural crest (CNC) cell behavior and valve
cushion mesenchymal cell differentiation. The defective cellular functions affect three possible morphogenetic
mechanisms, i.e., outflow tract endocardial cushion formation, outflow tract septation and valve cushion
excavation. While endocardial cushion abnormalities usually lead to latero-lateral BAVs and septation defects
to antero-posterior BAVs, alterations in cushion excavation may give rise to both BAV types. The severity of the
original defect most probably determines the specific aortic valve phenotype, which includes commissural fu-
sions and raphes.
Based on current knowledge on the developmental mechanisms of the cardiac outflow tract, we propose a uni-
fied hypothesis of BAV formation, based on the inductive role of CNC cells in the three mechanisms of BAV devel-
opment. Alterations of CNC cell behavior in three possible alternative key valvulogenic processes may lead to the
whole spectrum of BAV.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Bicuspid Aortic Valve in 2 Model Species
and Review of the Literature
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Ana Carmen Durén"z, and M. Carmen Fernandez'"?

Abstract

Bicuspid aortic valve (BAV) is the most common human congenital cardiac malformation. Although the etiology is unknown for
most patients, formation of the 2 main BAV anatomic types (A and B) has been shown to rely on distinct morphogenetic
mechanisms. Animal models of BAV include 2 spontaneous hamster strains and 27 genetically modified mouse strains. To assess
the value of these models for extrapolation to humans, we examined the aortic valve anatomy of 4340 hamsters and 1823 mice
from 8 and 7 unmodified strains, respectively. In addition, we reviewed the literature describing BAV in nonhuman mammals. The
incidences of BAV types A and B were 2.3% and 0.03% in control hamsters and 0% and 0.3% in control mice, respectively.
Hamsters from the spontaneous model had BAV type A only, whereas mice from 2 of 27 genetically modified strains had BAV type
A, 23 of 27 had BAV type B, and 2 of 27 had both BAV types. In both species, BAV incidence was dependent on genetic back-
ground. Unlike mice, hamsters had a wide spectrum of aortic valve morphologies. We showed interspecific differences in the
occurrence of BAV between humans, hamsters, and mice that should be considered when studying aortic valve disease using
animal models. Our results suggest that genetic modifiers play a significant role in both the morphology and incidence of BAV. We
propose that mutations causing anomalies in specific cardiac morphogenetic processes or cell lineages may lead to BAV types A, B,

or both, depending on additional genetic, environmental, and epigenetic factors.

Keywords

anatomy, bicuspid aortic valve, congenital heart defects, etiology, hamsters, mouse, quadricuspid aortic valve, review

In mammals, the aortic valve prevents the blood backflow
from the aorta to the left ventricle. The normal condition,
so-called tricuspid aortic valve, is characterized by the pres-
ence of 3 aortic sinuses—right, left, and dorsal (posterior in
humans)—each supporting 1 leaflet (or cusp). Nevertheless,
an alternative number of leaflets can exist, being considered a
cardiac anomaly or malformation. This is the case of the
bicuspid aortic valve (BAV), which has 2 sinuses and 2 cor-
responding leaflets.>** BAV is the most frequent congenital
cardiac malformation in humans, with an incidence of 0.5% to
2% in the general population.®*'** BAV is clinically relevant
because most affected patients develop functional valve
defects and/or aortopathies during their lifetime.®* In addi-
tion, the occurrence of BAV is frequently associated with
other congenital cardiac malformations, such as ventricular
septal defect or aortic coarctation.'**>*® Overall, it has been
estimated that BAV disease is responsible for more human
deaths than the sum of all the other congenital cardiac
malformations.®®

Three different types of BAV have been distinguished*®
depending on the spatial orientation of the anatomical elements
(Fig. 1). BAV type A or anteroposterior is the most frequent

type in humans (~74%). It shows 2 leaflets and 2 sinuses
located at the anterior and posterior halves of the aortic root.
BAYV type A is also called right/left (R/L) BAV because it is the
result of the anatomical fusion of the normal right and left
developing leaflets to form the anterior leaflet. The remaining
2 types of BAV have 2 leaflets and 2 sinuses located at the right
and left halves of the aortic root (latero-lateral BAV). They are
the result of the anatomical fusion of the right and noncoronary
(type B or right/noncoronary “R/N”) or the left and noncoron-
ary (type C or left/noncoronary “L/N”) developing leaflets.
BAV types B and C are less frequent in humans (B, ~24%;
C, ~2%).
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Bicuspid aortopathy occurs in approximately 50% of patients with bicuspid
aortic valve (BAV), the most prevalent congenital cardiac malformation.
Although different molecular players and etiological factors (genetic
and hemodynamic) have been suggested to be involved in aortopathy
predisposition and progression, clear etiophysiopathological mechanisms of
disease are still missing. The isogenic (genetically uniform) hamster (T) strain
shows 40% incidence of BAV, but aortic dilatations have not been detected
in this model. We have performed comparative anatomical, histological and
molecular analyses of the ascending aorta of animals with tricuspid aortic
valve (TAV) and BAV from the T strain (TTAV and TBAV, respectively) and
with TAV from a control strain (HTAV). Aortic diameter, smooth muscle
apoptosis, elastic waviness, and Tgf-B and Fbn-2 expression were significantly
increased in T strain animals, regardless of the valve morphology. Strain
and aortic valve morphology did not affect Mmp-9 expression, whereas
Mmp-2 transcripts were reduced in BAV animals. eNOS protein amount
decreased in both TBAV and TTAV compared to HTAV animals. Thus,
histomorphological and molecular alterations of the ascending aorta appear
in a genetically uniform spontaneous hamster model irrespective of the
aortic valve morphology. This is a direct experimental evidence supporting
the genetic association between BAV and aortic dilatation. This model may
represent a population of patients with predisposition to BAV aortopathy, in
which increased expression of Tgf-p and Fbn-2 alters elastic lamellae structure
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Not Alter the Incidence of Accessory Coronary
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Summary

In man and Syrian hamsters (Mesocricetus auratus), the prevalence of anomalies in the origin of the coronary
arteries is significantly higher in individuals with bicuspid than with normal aortic valves. In hamsters, the inci-
dence of accessory ostia is similar in individuals with normal and anomalous coronary arteries, all of them pos-
sessing a normal (tricuspid) aortic valve. In order to evaluate whether or not the presence of bicuspid aortic
valves alters the incidence of accessory ostia, 1,050 hearts from hamsters with bicuspid valves were examined.
In 594 of them the coronary arteries were normal. The remaining 456 hearts showed coronary artery anomalies
characterized by the absence of any artery arising from the left side of the valve. The incidence of accessory ostia
was 3.9% in hamsters with normal coronary arteries and 2.2% in those with anomalous coronary patterns.
Overall, 3.1% of the accessory ostia were associated with a septal artery and another 0.2% with a conal artery.
These data referring to the bicuspid valves were compared with those already published on normal valves. The
results of statistical analyses showed that having a bicuspid aortic valve does not alter the incidence of accessory
coronary ostia. In the set of tricuspid and bicuspid valves, the incidence of accessory ostia was significantly
lower on the left side than on the right side of the valve. This, together with the fact that in the present animal
model the coronary anomalies were characterized by the absence of arteries on the left side of the valve, suggests
that the embryonic region corresponding to the left side of the aortic valve primordium is particularly associ-
ated with preventing the normal development of coronary vessels.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: accessory coronary ostium; bicuspid aortic valve; coronary artery anomaly; Syrian hamster

Introduction of the presence of such ostia and the cardiac regions
supplied by the vessels originating from them is of in-
terest, because it provides information on the estab-
lishment of the coronary artery system in each
species. In addition, it can aid in assessing the possible
morphogenetic defects implicated in the development
of congenital anomalies in the origin of the coronary
arteries.

Duran et al. (2007b) reported the presence of acces-
sory coronary artery ostia in Syrian hamsters

In mammals there are usually two coronary arteries,
right and left, originating from the right and left si-
nuses of the aortic valve, respectively. Occurrence of
accessory, or supernumerary coronary artery ostia,
coexisting with the right and left coronary orifices
has been reported in man and several non-human
mammalian species (Duran e/ al., 2007a). Knowledge
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