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Resumen

La enfermedad valvular degenerativa del canino es una enfermedad adquirida que se
caracteriza por el engrosamiento nodular de las cuspides de las valvulas atrioventriculares
cardiacas, sobre todo en sus bordes libres. La valvula afectada con mayor frecuencia es la
valvula mitral o bicuspide VM, debido a que estd sometida a una mayor presion. La
incidencia de este padecimiento aumenta con la edad, talla, raza, sexo. Para este trabajo se
utilizaron 41 caninos provenientes del antirrabico de Cuautitlan, México, y s6lo se estudio
la vélvula atrioventricular izquierda (bicuspide o mitral). Se colectaron las muestras
suficientes para tener valvulas afectadas con diferentes grados de lesion y correspondientes
a animales de diferentes edades y sexo. Inmediatamente después de ser colectadas, las
valvulas fueron fotografiadas, sometidas a una revision meticulosa y se anotaron los
hallazgos. Con el fin de realizar la descripcion de los cambios microscopicos, de cada
valvula, se tom6 una porcién, la cual fue fijada en Bouin y procesada por los
procedimientos histoldgicos de rutina. De cada muestra se elaboraron cortes semiseriados,
que fueron tefiidos con H-E, tricromica de Gomori y azul de Alciano, estas tinciones fueron
adecuadas para realizar la descripcion de la apariencia microscopica de las valvulas
afectadas. Macroscopicamente se encontrd la presencia de nodulos, areas opacas, cuspides
retraidas y cuerdas tendinosas que, en una fase inicial, se engrosan y al final se adelgazan.
Microscopicamente, en las valvulas afectadas se tuvo dificultad para sefialar el limite entre
la capa fibrosa y la esponjosa, se encontraron depositos de proteoglicanos e
hiperproliferacion de las células intersticiales. Para realizar la clasificacion de las valvulas
afectadas se utilizaron los criterios propuestos por Kogure (1980) y Aupperle (2009). Se
logré determinar que el numero de células intersticiales aumenta con el grado de
degeneracion, asi como los depdsitos de proteoglicanos en las areas lesionadas. Sin
embargo, no fue posible detectar la presencia de actividad gelatinolitica en las valvulas

afectadas.



Introduccion

La degeneracion valvular en caninos es una enfermedad adquirida que se caracteriza por el
engrosamiento nodular de las valvas de las valvulas cardiacas, sobre todo en sus bordes
libres. La valvula afectada con mayor frecuencia es la valvula mitral (VM) o bicUspide,

debido a que esta sometida a una mayor presion.*

Anatomia de las valvulas atrioventriculares del corazén

Son cuspides aserradas, irregulares que estan localizadas en los orificios atrioventriculares.
Evitan el retorno de la sangre a los atrios durante la fase sistolica del latido cardiaco.
Periféricamente, estan unidas al anillo fibroso que separa la musculatura del atrio de la de
los ventriculos. Cuando los ventriculos se contraen, las cuerdas tendinosas evitan que las

vélvulas atrioventriculares sean empujadas dentro del atrio.*

Valvula Atrioventricular Izquierda (Bicuspide, Mitral)

Es basicamente similar a la tricuspide en forma y estructura, pero estd hecha sobre una
escala mas fuerte. Tanto las cuerdas tendinosas como los musculos papilares son varias
veces mas grandes en el ventriculo izquierdo que en el derecho. Esta construccién mas
fuerte de la valvula izquierda que la derecha es necesaria ya que la sangre abandona el
ventriculo izquierdo a través de la aorta a casi cuatro veces mas presion que aquella a la
cual abandona al ventriculo derecho via el tronco pulmonar. La division de la valvula
atrioventricular izquierda en cuspides es indistinta. La parte que se origina del anillo fibroso
adyacente al tabique interventricular es mas ancha que aquella que viene del resto del
anillo, asi cuando la valvula esta abierta y vista desde el lado atrial es tricuspide en

apariencia.®

Apariencia microscépica de las valvulas atrioventriculaes del corazén
Histoldgicamente cada valvula atrioventricular se compone de las siguientes capas *°
1. Capa atrial. Capa compuesta principalmente de fibras elasticas y algunas de colageno y

fibrocitos.



2. Capa esponjosa. Se extiende desde el anillo fibroso al borde libre, consiste de fibras
coldgenas y elasticas de disposicion laxa separadas por pequefias cantidades de
proteoglicanos, también se encuentran algunas células estromales de forma alargada o
estrellada. Esta capa actia como un amortiguador ya que reduce las vibraciones asociadas
con el cierre de las valvulas, ademas de que también confiere flexibilidad y plasticidad a las
hojas valvulares.*

3. Capa fibrosa. Estd compuesta predominantemente de fibras de colageno densamente
empaquetadas y algunas fibras elésticas, incluyendo algunas células estromales alargadas.*®
4. Capa ventricular. Se localiza al lado de la pared ventricular y es una delgada capa rica en
coladgeno situada entre el endotelio ventricular y la capa fibrosa. En las valvulas
atrioventriculares la superficie ventricular se contintia con las cuerdas tendinosas.™®

Es importante sefialar que toda la superficie de las valvulas atrioventriculares esta cubierta
por endotelio. En el tercio proximal de estas valvulas, la capa esponjosa también puede
contener adipocitos y algunos cardiomiocitos interpuestos entre las capas atrial y
esponjosa.?

Formando la matriz extracelular de las valvulas atrioventriculares se encuentran fibras
compuestas de colagena, fibras elasticas y otras moléculas como proteoglicanos y
glicoproteinas. Asimismo contiene grupos organizados y dispersos de células, las células

intersticiales valvulares.®

Las Células Intersticiales de las VValvulas Cardiacas

Las células intersticiales (CI) son una poblacion heterogénea y dinamica de tipos celulares
especificos que son fenotipicamente diferentes de los fibroblastos dérmicos y poseen
muchas caracteristicas Unicas.” Se ha demostrado la presencia de dos poblaciones celulares
fenotipicamente distintas por microscopia electrdnica e inmunohistoquimica, tanto in situ
como en cultivo. El primer fenotipo, “los miofibroblastos”, se caracteriza por la presencia
de prominentes fibras de tensién asociadas con la expresion de a-actina de mésculo liso.™
Este fenotipo, de caracteristicas contractiles, se piensa que es proliferativo, migratorio y
capaz de remodelar la matriz extracelular (MEC) como una respuesta adaptativa a su
microambiente, dictado por la misma MEC, fuerzas mecanicas y factores solubles.! Los

miofibroblastos son células mesenquimales que poseen marcadores fenotipicos de células



musculares y no musculares. Los miofibroblastos se diferencian a partir de fibroblastos en
respuesta a una lesion en varios tejidos del organismo, un proceso conocido como
activacion. Este puede ser modelado a nivel de cultivo celular por varios agentes como la
endotelina-1, por lo que la caracterizacion de los marcadores fenotipicos moleculares de las
Cl de las valvulas cardiacas es crucial si queremos entender como estas células contribuyen
a la funcién valvular.?

El segundo fenotipo se caracteriza por sus prominentes organélos de sintesis y de secrecion
y esta involucrado en la regulacion y produccion de la MEC. Este fenotipo se asocia con la
expresion de prolil-4-hidroxilasa, una enzima esencial para la estabilizacion de la triple
hélice de la colagena, lo cual indica que estas células estan sintetizando colagena en forma
activa.'®

La capacidad de las CI para secretar factores de crecimiento o estimular su liberacion desde
la MEC via la accion de las metaloproteasas puede jugar un papel vital en la regulacion del
fenotipo celular dentro de las clspides. Se ha mostrado que en varias patologias valvulares
esta incrementada la expresion y la actividad de las enzimas remodeladoras de la MEC y de
la secrecion de citocinas.?” Por otra parte, el papel de las Cl en la orquestacién de las
respuestas inflamatorias en las cuspides no ha sido dilucidado. Parece que las CI tienen la
capacidad de secretar citocinas pro- y anti-inflamatorias bajo condiciones basales (IL-6, IL-
8, IL-12, IL-10 y TNF-a).?

Enfermedad valvular degenerativa (EVD) o Endocardiosis

La valvula mitral (VM) lesionada muestra una apariencia gruesa, densa y distorsionada por
la presencia de nddulos, sus cuspides estan retraidas bajo el borde libre por lo que
comprometen a las cuerdas tendinosas. Estas alteraciones pueden causar regurgitacion de
sangre del ventriculo izquierdo al atrio izquierdo, por lo que est4 frecuentemente dilatado.**
En esta enfermedad se encuentra una mayor incidencia conforme aumenta la edad
(calculada conforme la denticion), y la raza, en relacion con animales de talla pequefia. Hay
también una ligera predisposicion en perros machos de determinadas razas, tales como
Poodle, Schnauzer, Chihuahuefio, Doberman pinscher, Fox terrier, Boston terrier y Cocker
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spaniel.“” La incidencia de la enfermedad aumenta con la edad, desde aproximadamente un

5% en animales menores de 1 afio de edad, hasta un 75% en perros de 16 afios de edad.*



Los animales afectados son principalmente perros de talla pequefia y mayores de 6 0 7
afios.*®

La VM es la més frecuentemente afectada, en alrededor del 60% de los casos es la Gnica
valvula afectada, mientras que la tricuspide se ve afectada en forma exclusiva s6lo en un
10% y en el 30% restante estan alteradas las dos valvulas.”® Actualmente no se conoce con
precision la causa especifica de la enfermedad valvular degenerativa, aunque parece
deberse a una degeneracion del tejido conectivo, particularmente el colageno, determinada
genéticamente. Esta consideracion se basa en la observacion de que las razas afectadas con
més frecuencia son del tipo acondroplasico.”® %

También aparecen la intolerancia al ejercicio, el aumento de la frecuencia respiratoria, la
dificultad respiratoria y la tos. La insuficiencia de la VM da lugar a un flujo turbulento
sistdlico. Esta regurgitacion de sangre dentro del atrio izquierdo da lugar a un aumento de
presion dentro de esta camara, provocando una mayor presion capilar en los pulmones v,
finalmente, edema pulmonar. La muerte subita es rara, pero puede ocurrir de manera
secundaria a la ruptura del atrio izquierdo provocada por una regurgitacién mitral severa y
cronica. Las cuerdas tendinosas se pueden romper y las valvas de la VM pueden
prolapsarse a la cavidad atrial durante la contraccién ventricular.?* * Después, con la
evolucion del proceso hay una falla en la coaptacion de las valvas y comienza el reflujo de
sangre del ventriculo hacia el atrio izquierdo, que producird el signo cardinal de esta
enfermedad, el soplo.®

Es importante sefialar que al tratarse de un padecimiento degenerativo muestra un progreso
gradual asociado al tiempo, de tal forma que se pueden identificar diferentes grados de
degeneracion en relacién con ciertos signos macroscépicos y microscopicos.*
Microscopicamente se puede encontrar una hiperproliferacion de las células intersticiales
valvulares y la presencia de proteoglicanos en las areas de lesion.

Encontramos separacion de los componentes de la capa fibrosa con hiperproliferacion
celular. El endotelio esta engrosado por la proliferacion de tejido conectivo colageno laxo y
el depésito de proteoglicanos, formados por acido hialurénico y condroitin sulfato.>* 2% %
Las valvulas cardiacas experimentan diversas condiciones hemodindmicas durante el
transcurso de la vida de un individuo y se considera que las CI son vitales para mantener el

funcionamiento adecuado de las véalvulas.** *?



La enfermedad valvular degenerativa, es la anomalia cardiaca mas comdn en perros y
corresponde a una valvulopatia que se caracteriza por una degeneracién mixomatosa que

afecta a las porciones subendocardicas de las ctspides de las véalvulas atrioventriculares.™

Clasificacion de la EVD en base a lesiones macroscopicas

Esta enfermedad se caracteriza por un engrosamiento difuso o nodular de las clspides
cardiacas.> %

La EVD en canino tiene caracteristicas en comdn con el prolapso mitral del humano, *3
dentro de las cuales se incluyen modificaciones funcionales y morfoldgicas de las células
del estroma y un arreglo alterado de los componentes de la matriz extracelular.” ® Sin
embargo, en contraste al prolapso mitral humano, los defectos endoteliales en las valvulas
caninas afectadas son cubiertos por trombocitos,™* pero no hay una formacion extensa de

trombos o inflamacion.®

e Clasificacién grado medio (Aupperle 2009)
Es importante sefialar que las lesiones agrupadas en este grupo estan asociadas con
evidencia clinica de insuficiencia cardiaca, y son de dos subtipos:
Subtipo I. Comprende unas pocas areas, pequefias y discretas de opacidad o nddulos en el
sitio de aposicion valvular.
Subtipo Il. Se caracterizan por la presencia de un mayor numero de nddulos vy,
adicionalmente, son méas grandes y pueden coalescer. En la clasificacién grado medio de

esta enfermedad no estan afectadas las cuerdas tendinosas.

¢ Clasificacién grado moderado
La EVD grado moderado es caracterizada por la presencia de grandes nddulos o
deformidades en forma de placas resultado de una mayor coalescencia de las lesiones. En la

EVD grado moderado las cuerdas tendinosas estan engrosadas.



e Clasificacion grado marcado
La EVD grado marcado se caracteriza por cuspides contraidas y distorsionadas en las
cuales los bordes libres pueden estar enrollados. En la EVD grado marcado las cuerdas

tendinosas estan engrosadas proximalmente, alargadas y, en ocasiones, rotas.

Clasificacion con base a lesiones histopatoldgicas

Las lesiones de la VM fueron graduadas en base a una modificacion del esquema propuesto
por Kogure (1980). En este sistema, las lesiones de la clasificacion grado medio estan
caracterizadas por proliferacion del endotelio y del tejido fibroelastico subyacente a la capa
atrial, separacion de las fibras elasticas y el engrosamiento nodular principalmente debido
al depdsito de proteoglicanos. En esta clasificacidn los haces de colageno de la capa fibrosa
estan intactos.

Las lesiones de la EVD grado moderado se caracterizan por un ligero incremento en la
presencia de proteoglicanos dentro de la mitad distal de la capa esponjosa y una
degeneracion media de los haces de colageno en la fibrosa. La mitad proximal de la cispide
permanece histoldgicamente normal.

Las lesiones de la EVD grado marcado se caracterizan por una mayor presencia de
proteoglicanos, interrupcion de los haces de coladgeno en la mitad distal de la cuspide,
desplazamiento completo de la fibrosa normal por proteoglicanos y proliferacion

fibroelastica en la atrial y la fibrosa.”’



Justificacion

La etiologia de esta enfermedad no se encuentra clara y existen varias teorias al respecto.
Algunos autores sugieren la participacion de un factor poligenético hereditario, en el
sentido que es méas frecuente en ciertas razas. Otros sugieren una anormalidad bioquimica
en la composicién del colageno ya que se desarrolla con méas frecuencia en razas
acondroplasicas. También se sospecha de un defecto de la MEC debido al desequilibrio de
las metaloproteasas y sus inhibidores.** Actualmente, los mecanismos precisos que
subyacen a la patogénesis molecular de la enfermedad valvular degenerativa son
desconocidos®® por lo que es necesario realizar estudios que aporten datos adicionales con
el fin de tener una mejor comprension de esta patologia.



d)

Objetivos

Objetivo General:

Describir las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la valvula mitral con el fin

de relacionar el grado de degeneracién valvular de acuerdo a las lesiones encontradas.

Objetivos particulares:

Describir los hallazgos macroscopicos y microscopicos de las valvulas afectadas.

Determinar el grado de degeneracion de las valvulas afectadas tomando en consideracion

sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Determinar si el nimero de células intersticiales aumenta con el grado de lesion.

Detectar la presencia de actividad gelatinolitica en las valvulas afectadas.



Materiales y Métodos

a. Animales y obtencion de muestras.

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron 41 cadaveres caninos provenientes del

antirrdbico de Cuautitldn, México. Se realizé el registro del sexo y edad de cada uno de los

animales y se obtuvieron fotografias de las valvulas exploradas. En todos los animales se

obtuvo la valvula bicuspide, la cual fue dividida en dos partes; una de ellas se utilizo para el

procesamiento histoldgico y la otra fue mantenida en congelacion hasta su utilizacion en la

deteccion de metaloproteasas por medio de zimografia (ver mas adelante).

b. Procesamiento histoldgico de las valvulas.

Las valvulas obtenidas fueron fijadas en una solucion de Bouin durante 24 horas y

posteriormente las muestras fueron mantenidas en alcohol al 70%.

1.
2.

Las muestras se lavaron con agua corriente por 10 min.

Las muestras se deshidrataron con inmersiones crecientes de alcohol etilico (70%, 80%,
90%, 96%, y 100)%, con dos cambios en cada uno de los alcoholes. Las muestras se
dejaron 15 min. en cada graduacion; en cada cambio el alcohol se calent6 en un horno
de microondas (45° a 55° durante 2 min. y medio) y, posteriormente, 12 min. y medio, a
temperatura ambiente.

Las muestras se sumergieron en monoémero de estireno (Poliformas MR) por 2 horas a
temperatura ambiente hasta que las muestras se volvieran transparentes.

Las muestras se infiltraron en parafina a 60° C durante 2 horas, 2 cambios.

Las muestras se incluyeron en parafina a 60°C, mediante uso de rejillas de aluminio que
sirvieron como molde para formar los cubos de parafina.

A partir de los bloques obtenidos después de la infiltracion y la inclusion de las
muestras se obtuvieron cortes de 8 pum de espesor con un micrétomo. Se realizaron
cortes semiseriados de cada cubo de muestra.

Los cortes se montaron en portaobjetos con ayuda del bafio de flotacion para tejidos, el
cual contenia grenetina para pegarse con el fin de facilitar el pegado de corte al
portaobjetos. También se cont6 con una platina térmica, en la cual se realizo el secado.

Para la coloracion de los preparados permanentes se emplearon diferenteslas técnicas.



c. Tinciones.
Se emplearon los métodos y técnicas de la tincion hematoxilina- eosina (HE), Tricromica
de Gomori (TG) y Azul de Alciano (AA).

d. Determinacion de la actividad proteolitica de las metaloproteasas.
La actividad gelatinolitica de las metaloproteasas se determind por zimografia mediante un
gel de acrilamida con gelatina, para esto se realizaron los siguientes pasos:

1. Obtencidn de proteinas. Se pesaron de 60-70 mg de cada una de las muestras en
un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 400 ul de buffer de lisis (tris —-HCI 125 uM pH
7.4, glicerol 10%, SDS 10%, 2-Mercaptoetanol 5%) e inhibidor de proteasas (Complete,
Roche) a una proporcion de 1:30, se aplicaron de 5-7 pulsos de 30 seg. con el sonicador con
el fin de lisar el tejido de la muestra. Posteriormente, se agregaron otros 400 ul de buffer de
lisis, se centrifugd a 5,000 rpm por 10 min, se recupero el sobrenadante y se mantuvo a -
20°C hasta su uso.

2. Cuantificacion de proteinas. Las proteinas de cada muestra fueron cuantificadas
por el método de microBradford y se estandarizd su contenido a la concentracion de 60 mg
por 100 pl.

3. Preparacion del gel de acrilamida. Se preparé el gel de acrilamida al 15% con 1.5
ml de gelatina al 1%, se cargaron las muestras en los pozos correspondientes y se realizo la
electroforesis a 90 v por 30 min y, posteriormente, a 120 v por 3 horas.

4. Zimografia. El gel de poliacrilamida fue lavado en triton-X-100 durante 20 min a
temperatura ambiente (TA) en un agitador orbital y, con el fin de activar a las proteasas, se
incubo en el amortiguador correspondiente (Tris 250 mM pH 7.6, CICa 50 mM) durante 12
horas a 37°C. Finalmente, fue tefiido con azul de Coomassie durante 40 min a TA y
destefiido con una solucion de acido acético y metanol (solucién destefiidora) durante 12
horas a TA. La actividad gelatinolitica se manifiesta por la presencia de bandas claras sobre

el fondo azul del gel.*



Resultados

1. Animales de estudio y caracteristicas generales

Para desarrollar este trabajo se utilizaron 41 animales que provenian del antirrdbico de
Cuautitlan, México, se buscd obtener la cantidad suficiente de muestras con el fin de tener
valvulas afectadas con diferentes grados de lesion y solo se realizo la extraccion de la
valvula atrioventricular izquierda (bicuspide, mitral). Asimismo se busco obtener muestras
de diferentes edades y sexo (Tabla 1). Asi, nuestro grupo experimental qued6 conformado
por animales que comprenden desde 1 a los 11 afios de edad, de los cuales 11 fueron

hembras y 30 machos.

Tabla 1. Numero de animales estudiados (ordenados por edad y sexo).

No. de

Edad muestras Machos Hembras
1 afio 1 0 1
2 anos 2 2 0
3anos 14 11 3
4 afos 8 5 3
5 afos 2 0 2
6 anos 4 3 1
7 afios 3 3 0
8 afos 3 2 1
9 anos 1 1 0
10 afios 1 1 0
11 afos 2 2 0
Total 41 30 11




2. Apariencia macroscépica de una valvula bicuspide sana.

En todas las muestras utilizadas sélo se encontr6 una valvula sana y proviene de una
hembra de 1 afio de edad.

En una valvula mitral sana las cuspides tienen una apariencia delgada, casi transparente y

las cuerdas tendinosas son finas y regulares (Fig. 1).

Figura 1. Apariencia macroscépica de una valvula bicuspide sana. A. Cuspide y B.
Cuerdas tendinosas.

3.- Apariencia macroscépica de las valvulas bicuspides afectadas.

Con el fin de sefialar las principales caracteristicas relacionadas con las lesiones
degenerativas se realizd la descripcién de la apariencia macroscépica de las valvulas
afectadas. Inmediatamente después de la extraccion del corazon se revisé6 minuciosamente
la valvula bicuspide (VB) en cada uno de los cadaveres estudiados. Se encontraron diversos
cambios degenerativos como son; engrosamiento de las cuspides, ndédulos, opacidad,

cuerdas tendinosas adelgazadas y/o retraccion de las mismas.



Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado medio.
De todas las muestras sélo se encontré una valvula que correspondié por sus lesiones al

grado medio y proviene de una hembra de 3 afios de edad.

Las VB con lesiones que las ubican en el grado medio de la enfermedad valvular
degenerativa (EVD) subtipo I, se caracterizan por tener una apariencia opaca, estar
engrosada de tal forma que toma una coloracién blanquecina, la superficie es lisa, dura,
hay presencia de pequefios nddulos sin afectacion de las cuerdas tendinosas (Fig. 2).

Las VB con lesiones de subtipo IlI, presentan zonas mas amplias con opacidad y
blanquecinas, nddulos mas grandes debido a una coalicion de un numero mayor de

lesiones, sin embargo las cuerdas tendinosas siguen sin estar afectadas (Fig. 3)

Figura 2. Apariencia macroscopica de una valvula bicuspide afectada con lesiones
grado medio subtipo I. A. Cuspide engrosada, dura y de coloracioén blanquecina y B.
Cuerdas tendinosas sin afeccion.



Figura 3. Apariencia macroscopica de una vélvula bicuspide afectada con lesiones
grado medio Subtipo Il. A. Cuspide opaca y nodulaciones grandes. B. Cuerdas tendinosas
sin lesiones.

Vélvula bicuspide con lesiones degenerativas grado moderado.
De las muestras obtenidas se encontraron 16 valvulas con lesiones de grado moderado,
dichas valvulas correspondian a 13 machos con edades de 2 a 11 afios y a 3 hembras de

entre 3 y 6 afios de edad.

Las valvulas con este grado de degeneracion se caracterizan por presentar cuspides
engrosadas con deformidades, de color blanco, aparecen un mayor numero de
nodulaciones, ademas de que son mas grandes. Por su parte, las cuerdas tendinosas tienen
una apariencia mas fibrosa, asi; son de color blanco y gruesas.



Figura 4. Apariencia macroscépica de una valvula bicuspide con lesiones grado
moderado. A. Cuspides con presencia de nodulaciones. B. Cuerdas tendinosas engrosadas,
con apariencia fibrosa.

Valvulas con lesiones degenerativas grado marcado.
Con grado marcado se encontraron 23 valvulas que provienen de 17 machos con edades de
3allafosy a6 hembras de entre 3 y 8 afios de edad.

Las valvulas con EVD grado marcado presentan cuspides retraidas y distorsionadas, sus
bordes libres estan engrosados. Las cuerdas tendinosas aparecen engrosadas en la parte
proximal, holgadas y muy delgadas en la parte distal.



Figura 5. Apariencia macroscépica de una valvula bicuspide con lesiones grado
marcado. A. Cuaspide engrosada y con grandes nodulaciones que coalescen y la
distorsionan. B. Cuerdas tendinosas engrosadas en la parte proximal.

4. Apariencia microscépica de las valvulas afectadas por la EVD.

Con el fin de realizar la descripcion de los hallazgos microscopicos de las valvulas
afectadas por la EVD, se tom6 una muestra de cada valvula, se fijo en Bouin y se someti6 a
los procedimientos histoldgicos de rutina. De cada muestra se elaboraron cortes seriados
que fueron tefiidos con H-E, TG y AA, se revisaron al microscopio optico y se realizd la

descripcidn de la apariencia microscépica de las valvulas afectadas.

Valvula Bicuspide sana.
De todas las muestras solo se encontraron 2 valvulas sanas que provienen de una hembra

de 1y 3 afos de edad.

En la valvula bicuspide sana el endotelio que, es un epitelio simple escamoso, recubre toda
la superficie de la valvula, esta bien definido y continuo (Fig. 6 A). La capa fibrosa
compuesta por tejido colageno compacto irregular estd bien definida y se delimita de
manera evidente (Fig. 6 C). La capa esponjosa estd compuesta por fibras de colageno laxo
separadas por la presencia de proteoglicanos y también se aprecia bien definida (Fig. 6 B).
El subendotelio contiene tejido conectivo coldgeno compacto con varias capas de fibras

elasticas.®



Figura 6. Caracteristicas estructurales de una valvula mitral sana. A. Endotelio. B.
Capa esponjosa. C. Capa fibrosa. (Microscopio optico, 100x, HE).

Valvulas con lesiones microscopicas grado medio.
De todas las muestras sélo se encontrd una valvula que correspondid por sus lesiones al

grado medio y proviene de un macho de 9 afios de edad.

No se pueden distinguir la capa fibrosa de la esponjosa (Fig. 7 A), dentro de la capa fibrosa
hay una zona de tejido laxo que muestra parecido con la capa esponjosa, también se

observa proliferacion celular en la parte media de la capa fibrosa (Fig. 7 B).



A

Figura 7. Valvula bicuspide con lesiones de grado medio. A. Las capas fibrosa y
esponjosa parecen estar mezcladas. B. Presencia de proliferacion celular en la zona
esponjosa. (Microscopio Optico, 400x, Azul Alciano).

Vélvulas con lesiones microscépicas grado moderado.
De las muestras obtenidas se encontraron 14 valvulas con lesiones de grado moderado,
dichas valvulas correspondian a 10 machos con edades de 3 a 11 afios y 3 hembras de entre

3y 6 afos de edad.

No es posible distinguir los limites entre la capa fibrosa y la esponjosa. Adicionalmente,
dentro de la capa fibrosa hay una zona intermedia de tejido conectivo laxo que da un cierto
parecido con la capa esponjosa, también se aprecia una mayor proliferacion celular y el

depdsito de proteoglicano.
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Figura 8. Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado moderado. A. No hay
diferenciacion entre las capas fibrosa y esponjosa. B. Presencia de una mayor cantidad de
células. (Microscopio optico, Tricrémica de Gomori, 100x).

Figura 9. Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado moderadoA. No hay
diferencia entre capa fibrosa y esponjosa B. presencia deuna mayor cantidad de células. .
(Microscopio Optico, H-E, 100x).

Figura 10. Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado moderado. A. Presencia
de proteoglicanos. (Microscopio optico, Azul Alciano, 100x%).



Valvulas con lesiones microscopicas grado marcado.
Con grado marcado se encontraron 24 valvulas que provienen de 19 machos con edades de

2 allafosyab5hembras de entre 4 y 8 afos de edad.

No se distingue el limite entre la capa fibrosa y la esponjosa, y pareciera que la imagen
corresponde solo a la capa fibrosa. Se observa una hiperproliferacion de las células
intersticiales y la presencia de proteoglicanos por debajo del endotelio. Es importante
sefialar que el area de la fotografia corresponde a las partes engrosadas apreciadas

macroscopicamente en las valvulas.

Figura 11 Figura 12

Figura 11. Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado marcado. A. Toda la
valvula pareciera estar formada sélo por la capa fibrosa. B. Presencia de proteoglicanos por
debajo del endotelio. C. Endotelio. (Microscopio optico, Azul Alciano, 400x).

Figura 12. Valvula bicuspide con lesiones degenerativas grado marcado. A. Presencia
de proteoglicanos. B. Hiperproliferacion celular. C. No hay limite entre capa fibrosa y
esponjosa. (Microscopio Optico, Azul Alciano, 100x).

3. Valoracion de la proliferacion celular
Durante la evaluacion microscopica fue evidente la presencia de una mayor cantidad de
celulas intersticiales valvulares conforme aumentaba el grado de degeneracion. Con el fin

de correlacionar el grado de afectacion con la proliferacion celular observada se agrupé a



las valvulas afectadas de acuerdo con el grado de degeneracion y se contaron las células
intersticiales presentes en 10 campos observados con el objetivo 40x siguiendo un patron
de zig-zag y, finalmente, se obtuvo el nimero promedio de células observadas por campo.

Los valores promedio de proliferacion celular encontrados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Numero promedio de células presentes por campo (objetivo 40x).

Grado Porcentaje
de lesion relativo de
Muestras Promedio proliferacion
Sana 2 116.3 100.0 %
Media 1 120.4 103.5 %
Moderada 15 157.9 135.7 %

Marcada 21 176.4 151.7 %




Tabla 3. Caracteristicas generales de los animales estudiados y las lesiones

microscopicas encontradas en las valvulas mitrales afectadas.

Edad Microscopico Macroscépico
Muestra Sexo (afios) Kogure Auperle

259 Hembra 1 Sana Sana

2602 Macho 2 Marcado Moderado
260b Macho 2 Marcado Moderado
2612 Hembra 3 Sana Medio

261b Hembra 3 Moderado Marcado
261c Hembra 3 Moderado Moderado
262 Macho 3 Marcado Marcado
263 Macho 3 Moderado Moderado
264 Macho 3 Marcado Moderado
265 Macho 3 Marcado Marcado
266 Macho 3 Marcado Marcado
267 Macho 3 Marcado Marcado
268 Macho 3 Marcado Marcado
269 Macho 3 Marcado Moderado
270 Macho 3 Moderado Moderado
271 Macho 3 Marcado Marcado
272 Macho 3 Moderado Marcado
273 Macho 4 Marcado Marcado
274 Macho 4 Moderado Moderado
275 Macho 4 Marcado Marcado
276 Macho 4 Marcado Marcado
277 Macho 4 Marcado Marcado
278 Hembra 4 Marcado Marcado
279 Hembra 4 Marcado Marcado
280 Hembra 4 Moderado Moderado
281 Hembra 5 Marcado Marcado
282 Hembra 5 Marcado Marcado
283 Hembra 6 Moderado Moderado
284 Macho 6 Marcado Marcado
285 Macho 6 Moderado Moderado
286 Macho 6 Marcado Marcado
287 Macho 7 Moderado Moderado
288 Macho 7 Moderado Moderado
289 Macho 7 Moderado Marcado
290 Hembra 8 Marcado Marcado
291 Macho 8 Marcado Marcado
292 Macho 8 Marcado Marcado
293 Macho 9 Medio Moderado
294 Macho 10 Moderado Moderado
295 Macho 11 Moderada Moderado
296 Macho 11 Marcada Marcado




4. Actividad proteolitica de las metaloproteasas en las valvulas afectadas.

Con el fin de determinar la presencia de metaloproteasas en las valvulas afectadas se realiz6
una zimografia, para lo cual se usaron muestras de valvulas sanas y con diferentes grados
de degeneracion (media, moderada y marcada). Como control positivo se utilizd una
muestra de adenoma mamario. No fue posible detectar la presencia de actividad proteolitica
en ninguna de las valvulas procesadas y sélo se detectd en la muestra de adenoma mamario,
dicha actividad, resulta evidente por la presencia de dos bandas blancas bien definidas

sobre el fondo del gel tefiido con azul de Coomasie (Fig. 13).

Figura 13. Zimografia en la que se manifiesta la presencia de actividad gelatinolitica.
1. Albamina sérica de bovino. 2. Vélvula sana. 3. Valvula afectada grado medio. 4. Valvula
afectada grado moderado. 5. Vélvula afectada grado marcado. 6. Adenoma mamario. Las
flechas sefialan los sitios en donde se hizo evidente la presencia de actividad gelatinolitica.



Discusion

Para definir los criterios aplicados para seleccionar a los sujetos utilizados en este trabajo se
tomaron en cuenta las caracteristicas particulares de la enfermedad valvular degenerativa,
esto es; las lesiones son progresivas y hay una mayor incidencia conforme aumenta la edad,
asimismo los perros machos y de talla pequefia presentan una mayor predisposicion.® Asi
tenemos que la incidencia de la enfermedad aumenta, desde un 5% en animales de menos
de 1 afio de edad, hasta un 75% en perros de 16 afios de edad.** Con el fin de contar con
valvulas afectadas con diferentes grados de degeneracion se muestrearon animales de
ambos sexos y se abarco un amplio rango de edad. Los hallazgos realizados permitieron
corroborar las caracteristicas sefialadas previamente.** 320 13

Para este estudio se utilizaron tres diferentes tinciones, a saber; Hematoxilina-Eosina (H-E),
Azul de alciano y tricrémica de Gomori. La tincion H-E fue utilizada porque es una tincién
bicromica cuyos componentes tifien de manera diferencial al nucleo y al citoplasma, con la
ayuda de esta tincion fue posible identificar los diferentes componentes histologicos de las
valvulas. La tincion tricromica de Gomori proporciona coloracion nuclear por la
hematoxilina directa progresiva. Asi tenemos que las fibras musculares se tifien de rojo, las
fibras de colagena de verde y los nicleos de azul a negro. Con la tincién Azul de Alciano,
los mucopolisacaridos como el acido hialuronico y las sialomucinas se colorean de color
azul turquesa, los nucleos de color rosa y el citoplasma de color rosa palido. Con ella
pudimos identificar fehacientemente los depdsitos de proteoglicanos dentro de las vélvulas,
a diferencia de otras tinciones como PAS (Acido peryodico de Schiff) y Rojo Congo con
las cuales no fue posible evidenciar estos hallazgos. De manera independiente, cada tincion
permitié apreciar alguna de las lesiones y en conjunto ofrecieron un panorama completo
con el cual se pudieron evaluar las lesiones microscopicas con lo que fue posible
determinar el grado de degeneracion valvular.

En cuanto a las caracteristicas que se deben tomar en cuenta para determinar el nivel de
degeneracion de las valvulas, existen diferentes propuestas de clasificacion, tanto a nivel
macroscopico, como microscopico. La clasificacion macroscopica propuesta por Aupperle
en 2009, considera el tamafio y la cantidad de nodulos, areas opacas, coalescencia de las

lesiones, cuspides retraidas, etc., y delimita con claridad los diferentes grados de



degeneracion.®*® Por el contrario, la propuesta de Olsen (2003), sélo se basa en el
engrosamiento de las ctspides (medido en mm).* Otra situacion que complica la aplicacion
de esta clasificacion es que dentro de una misma valvula suelen existir reas que muestran
un cierto engrosamiento y otras que no lo presentan en la misma magnitud o que no lo
presentan y esto representa una mayor dificultad para determinar con certeza el grado de
degeneracion de cada valvula.

En este trabajo, se utilizé la clasificacion de Aupperle (2009) para determinar el grado de
degeneracion en base a lesiones macroscopicas debido a que se apega mas a las lesiones
encontradas y coincide con los hallazgos realizados.

De la misma manera, debido a las multiples alteraciones que se presentan a nivel
microscopico, fue necesario elegir la clasificacion més adecuada. Aunque la mayoria de las
clasificaciones consideran las mismas lesiones, algunas son mas especificas que otras, en
este caso Olsen (2003) y Kogure (1980), toman en cuenta para su clasificacion los mismos
elementos. Sin embargo, Olsen (2003) para su clasificacion los toma por separado lo cual
dificulta su comprensién y, por ende, la determinacion correcta del grado de lesion. La
clasificacion de Kogure (1980), nos parecié mas adecuada debido a que integra todos los
hallazgos; tanto las lesiones proliferativas como el depésito de proteoglicanos " ?* lo cual
facilité la determinacion del grado de degeneracion.

Aunque los criterios de clasificacion que utilizamos en este estudio fueron de autores
diferentes, su utilizacién fue adecuada. De tal manera que se puede apreciar una
coincidencia entre los grado de clasificacion macro- y microscépica para cada una de las
vélvulas estudiadas (Tabla 1).% %

La determinacion del grado de degeneracion para las valvulas estudiadas se hizo de acuerdo
con las caracteristicas morfoldgicas y estructurales encontradas, sin embargo, no siempre
coincidieron entre si debido a la subjetividad que prevalece segun el criterio utilizado al
mirar las lesiones, ya que en ninguna de las clasificaciones se utilizan métodos
cuantitativos. Para poder reducir estas discordancias es necesario proponer mejores criterios
de clasificacion.

Las células intersticiales parecen desempefiar un papel importante en el origen y desarrollo
de la EVD, ya que estan involucradas en la produccién y regulacion de la cantidad de

matriz extracelular (MEC) por su capacidad para secretar factores de crecimiento o



estimular su liberacién desde la misma MEC. La activacion de las Cl se produce en
respuesta a una lesion (patologia valvular) y su papel en la EVD parece ser de particular
importancia, ya que en las revisiones microscdpicas se encontré un aumento en el nimero
de estas celulas (hiperproliferaciéon) y dicho aumento fue progresivo coincidiendo con el
grado de degeneracion. Es probable que el factor que desencadena la EVD, también
estimule la activacion de las Cl, provocando asi la degeneracion en las zonas en que estas
células se modifican de manera inapropiada. EI cambio constante y progresivo de estas
células significa que el factor que desencadena esta patologia se mantiene afectando el
medio interno de manera constante.! %> %3

La accion de las metaloproteasas parece desempefiar un papel vital en la regulacién del
fenotipo celular dentro de las ctspides.?” **#1° Se ha mostrado que en diversas patologias
valvulares esté incrementada la expresion y la actividad de las metaloproteasas de la matriz
extracelular * ya que son capaces de remodelar la matriz extracelular como una respuesta
adaptativa. La zimografia es un ensayo mediante el cual se determina la presencia de
actividad gelatinolitica en los tejidos por lo que permite determinar la presencia de
metaloproteasas. Esto es muy importante ya que de acuerdo con diferentes autores, el
origen de la EVD es debido a la actividad gelatinolitica de las metaloproteasas liberadas por
las CI. Asi, muchos autores consideran a las metaloproteasas y sus inhibidores como las
moléculas centrales de esta patologia.> "% *

En este trabajo no fuimos capaces de detectar la presencia de actividad gelatinolitica en las
valvulas afectadas por la EVD, mientras que en los controles positivos (tumores mamarios

de ratén y perro) 2 %

si se detectd dicha actividad por lo que serd necesario realizar
estudios adicionales que permitan aclarar este hallazgo. Asimismo se recomienda la
aplicacion de nuevas metodologias como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

cuantitativa (QPCR), que es una prueba més sensible. %



Conclusiones

A la revision macroscopica se encontro la presencia de nddulos en el borde libre de las

caspides, areas opacas, cuspides retraidas y cambios en el grosor de las cuerdas tendinosas.

Al microscopio se encontro que las capas fibrosa y esponjosa estaban desorganizadas por lo
que fue dificil determinar sus limites, hubo depdsitos de proteoglicanos e hiperproliferacion

de las células intersticiales.

Para realizar la clasificacion de las valvulas afectadas se utilizaron los criterios propuestos
por Kogure (1980) y Aupperle (2009).

Se determind que el numero de células intersticiales de la valvula mitral aumento6 con el

grado de degeneracién valvular.

No se pudo detectar actividad gelatinolitica en las valvulas estudiadas, sera necesario

realizar pruebas mas especificas para su deteccidn y cuantificacion.
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