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I. INTRODUCCION

T N R .

Las denominadas cardiopatias familiares son un grupo de enfermedades
del corazén que incluyen las miocardiopatias (enfermedades del miocardio o
musculo cardiaco), las canalopatias (enfermedades de los “canales” del corazon,
responsables de la transmision de los impulsos eléctricos) y otros sindromes con
afectacion vascular que se caracterizan por tener una base genética y una
afectacion familiar, ademas de una manifestacién clinica muy heterogénea y una
evolucion dificil de predecir. Estas enfermedades presentan morbilidad con
desarrollo de fallo cardiaco y evolucion al trasplante, ademas de englobar la
mayor parte de las causas de muerte subita en individuos jovenes, siendo

también importantes como causa de muerte stbita en pacientes de mayor edad.

1.1. MIOCARDIOPATIAS

1.1.1 Definicion

La miocardiopatia (MCP) se definié originalmente por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como "enfermedad del musculo cardiaco de causa
desconocida”, distinguiéndose asi de las demas enfermedades del corazon

causadas por una etiologia especifica, tales como la enfermedad isquémica (1).

Sin embargo, las definiciones siempre estan regidas por el nivel de
conocimiento con el que se cuenta, por ello, los nuevos enfoques basados en
técnicas de biologia molecular que se han desarrollado durante las ultimas dos
décadas, han llevado a nuevos hallazgos relacionados con la etiologia y la
patogénesis de las diversas MCPs, haciendo dificultosa la diferencia entre la
definicion de MCP y de enfermedad cardiaca especifica, y resultando en diversas

definiciones del término MCP actualmente disponibles en la bibliografia.

Por su parte, la OMS actualizé la anterior definicion en 1995 (2),
enmarcando a las MCPs como "enfermedades del miocardio asociadas a
disfuncién cardiaca”, es decir, enfermedades cardiacas en las que la enfermedad
del musculo cardiaco y/o deterioro medible en su funcion, se produce debido a
las mutaciones genéticas y esporadicas en las proteinas musculares, asi como
factores externos tales como la hipertension, la isquemia, y la inflamacién. Con

esta definicion se alcanzé cierto grado de consenso entre las principales

S
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sociedades mundiales de cardiologia, l1a Sociedad Americana del Corazén (AHA) y

la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC).

No obstante, en 2006, la AHA propone como definicién: "Grupo
heterogéneo de enfermedades del miocardio asociadas con disfuncién mecanica
y/o eléctrica, que usualmente (pero no invariablemente) exhiben hipertrofia o
dilatacion ventricular inapropiadas, debidas a una variedad de etiologias que
frecuentemente son genéticas. Las MCPs, por tanto, pueden estar confinadas al
corazon o como parte de desordenes sistémicos generalizados, y a menudo llevan

a fallo cardiaco progresivo con la discapacidad relacionada o a muerte cardiaca”

(3).

Esta propuesta cre6 un gran debate entre la AHA y la ESC, rompiendo
categoricamente un consenso de 11 afios, lo cual llevé a esta ultima a presentar
en 2008, la siguiente definicion de MCP: "Desorden miocardico en el cual el
musculo del corazén es estructural y funcionalmente anormal en ausencia de
enfermedad arterial coronaria, hipertension, enfermedad valvular o cardiopatia

congénita" (4).

La definicién mas reciente es la propuesta por la Federacién Mundial del
corazon (WHF) en 2013: “Enfermedad del musculo del corazén capaz de causar
trastornos caracterizados por un miocardio morfolégica y funcionalmente
anormal en ausencia de cualquier otra enfermedad que sea suficiente, por ella

misma, para causa el fenotipo observado” (5).

1.1.2 Clasificacion

La AHA clasifica las MCPs como MCPs primarias (el corazén es el tinico
organo afectado) y MCPs secundarias (el corazdn se ve afectado como parte de
una enfermedad sistémica). Las MCPs primarias pueden ser clasificadas de
acuerdo a su anatomia y deterioro funcional en MCP hipertroéfica (MCH), MCP
dilatada (MCD), MCP restrictiva (MCR), MCP arritmogénica del ventriculo
derecho/displasia (MAVD/D) y los trastornos de los canales i6nicos (Figura 1).
Las MCPs secundarias son las que se encuentran en distrofias musculares y

trastornos mitocondriales entre otros (3).
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Corazén normal

Corazdén con MCD

Figura 1. Morfologia de las MCPs. El ventriculo izquierdo (VI) sano puede dilatar (MCD),
hipertrofiar (MCH), o degenerar debido a una infiltracién fibroadiposa, tanto en el VI como en el
derecho (MAVI1/D). La MCD se caracteriza por la ampliacién del VI, lo que aumenta la dimensién
diastdlica final. Casi todos los pacientes presentan una disminucién en la funcion sistélica, la cual es
fdcil de medir clinicamente como una reduccion en la fraccion de eyeccion. En la MCH, la dimension
diastdlica final del VI puede reducirse y la funcion sistélica aumenta o se conserva. En la MAVI/D,
que afecta principalmente al ventriculo derecho, se presenta dilatacién del mismo y disfuncién
sistélica en los estadios avanzados de la enfermedad. La disfuncion ventricular izquierda también
estd presente a veces, lo que puede conducir a la dilatacién del V1 y disfuncion sistélica, imitando la
MCD. Adaptado de Dilated cardiomyopathy: the complexity of a diverse genetic architecture;
Hershberger,R.E. Nat Rev Cardiol 2013 (6).

La ESC las agrupa en fenotipos morfolégicos y funcionales, relacionados
con su fisiopatologia (4). Cada fenotipo se subclasifica en formas familiares y no
familiares. En este contexto, familiar se refiere a la aparicién en mas de un

miembro de la familia, ya sea del mismo trastorno o de un fenotipo que es (o
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puede ser) causado por la misma mutacion genética familiar, y no a las
enfermedades cardiacas adquiridas o sistémicas en el que el fenotipo clinico esta

influenciado por el polimorfismo genético (Figura 2).

MIOCARDIOPATIAS
MCH MCD MAVD MCR No elasificadas
Familiar/Genética No Familiar/No Genética
Defeciogenéiico = Sub-tipode | - .
no identificade | enfermedad d@péfca quida

Figura 2. Esquema de la clasificacién propuesta por la ESC. MAVD, MCP Arritmogénica del
Ventriculo Derecho; MCD, MCP Dilatada; MCH, MCP Hipertrdfica; MCR, MCP Restrictiva. Adaptado
de Classification of the cardiomyopathies: a position statement from the European Society Of

Cardiology Working Group on Myocardial and Pericardial Diseases; Elliott, P. y col. Eur Heart ] 2008
4.

En muchas de las MCPs familiares un defecto genético es suficiente para
causarlas, denominandose por ello enfermedades monogénicas. Estas pueden ser
esporadicas cuando la mutacion causal es de “novo”, esto es, se ha producido en
un individuo por primera vez dentro de la familia, o a nivel germinal en uno de
los padres. Aquellos pacientes con estas mutaciones se asignan a la categoria
familiar, ya que su trastorno puede ser posteriormente transmitido a su

descendencia.

Las MCPs no familiares se definen clinicamente por la presencia de una
MCP en el paciente indice y la ausencia de enfermedad en otros miembros de la

familia. Se subdividen en idiopaticas (de causa no identificada) y adquiridas, en
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las que la disfuncion ventricular es una complicacion de la enfermedad, en lugar

de una caracteristica intrinseca de la misma.

1.1.3 Miocardiopatia arritmogénica

1.1.3.1 Descripcion

El espectro clinico de la MCP Arritmogénica (MCA) es variable, pero se
caracteriza por anormalidades electro-anatomicas, arritmia ventricular y, en
algunos casos, fallo cardiaco y muerte subita cardiaca (MSC). Los fenotipos de la
enfermedad incluye, entre otros, la forma clasica derecha-dominante conocida

como MAVD (7).

La MCA es una enfermedad genética primaria del miocardio, que se
caracteriza por el unico fenotipo de sustitucion de fibroadipocitos por
cardiomiocitos, principalmente en el ventriculo derecho. La prevalencia de la
enfermedad es 1:5000 individuos de la poblacién general. El fenotipo clinico se
caracteriza por palpitaciones, sincope por arritmias ventriculares, y por
insuficiencia cardiaca (IC) en etapas avanzadas. La MSC es la primera
manifestacion en aproximadamente un cuarto de los pacientes (8). La MCA
contribuye de forma importante a la MSC en los jovenes y atletas (9),

representando alrededor del 17% de MSC en atletas jévenes de EE.UU (Figura 3).

La MCA es una enfermedad dificil de diagnosticar y que, cuando afecta al
ventriculo izquierdo (VI), es dificil de distinguir de la MCD. Es muy raro que con
una sola prueba pueda diagnosticarse o excluirse la presencia de la MCA. El
estudio basico lo componen el electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones, el
ECG de sefial promediada, el ECG Holter, la prueba de esfuerzo, y la
ecocardiografia (ECO). El cateterismo cardiaco y el estudio electrofisiologico son

pruebas invasivas que no son necesarias en todos los pacientes.

Las personas afectadas, por lo general, suelen responder adecuadamente
a tratamiento médico. En ocasiones es preciso laimplantacion de un desfibrilador
automatico implantable (DAI) o a la ablacién de la arritmia para reducir el riesgo

de MSC, y, en las etapas avanzadas, al trasplante cardiaco (8).
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ACTIVIDAD

DEPORTIVA

Promocionde la > Desencadenamientoe
expresion fenotipica {} induccion de arritmias

Aceleramiento progresion de
la enfermedad

Defectos Disrupcion de defectos Reemplazo | | Remodelado
genéticos de genéticos de unlones detelido | | ventriculary Arvitmias
protelnas intercelulares con separacién | | fibroadiposo | | cicatrizacién ventriculares
desmosomicas de miocitos y muerte miocérdico | | miocérdica malignas

Figura 3.- Impacto de la actividad deportiva en la MCA. Representacién esquemdtica de la
historia natural de la MCA desde las mutaciones desmosémicas a la expresién fenotipica y a la
arritmia ventricular potencialmente mortal. La actividad deportiva puede influenciar en el curso de
la enfermedad promocionando la expresion fenotipica, acelerando la progresién de la enfermedad y
desencadenando arritmias ventriculares malignas. Adaptado de Arrhythmogenic Cardiomyopathy,

Domenico Corrado y col. Circ Res 2017 (10).

1.1.3.2 Fisiopatologia molecular

Los desmosomas son el complejo de proteinas responsable de las
adhesiones entre células, siendo éstos esenciales para los tejidos que
experimentan estrés mecanico, como el miocardio. Estan compuestos por mas de
una docena de proteinas, que se agrupan en tres grandes grupos: la familia de las
“cadherinas” formada por proteinas transmembrana responsables del anclaje de
la estructura a la misma, la familia “armadillo” la cual contiene dominios
armadillo repetidos y por ultimo la familia de las “plakinas” la cual es la
responsable del anclaje de los desmosomas a los filamentos intermedios como

actinas y desminas (11) (Figura 4).
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Las anomalias arritmicas y estructurales observadas en la MCA pueden
explicarse en parte por la interrupcion de transmision de la fuerza, la
comunicacion intercelular, en las corrientes idnicas y la proliferacion
/diferenciacion celular. Parece cada vez mas claro que el mecanismo responsable
de estos efectos no s6lo depende de las anomalias primarias del desmosoma, sino
también de la estrecha relacion entre los desmosomas, uniones comunicantes y
uniones adherentes. Fisiol6gicamente, la integridad del disco intercalar, y por
tanto su importantisimo papel en la estabilidad celular mecanica y eléctrica,
depende de la adecuada comunicaciéon entre el desmosoma cardiaco y las

uniones adherentes y tipo gap (12).

Por otra parte, la activacion de ciertas vias (como la via canénica Wnt/3-
catenina) desembocan en una degeneracion fibrosa y grasa del musculo cardiaco

(13) (Figura 5).
1.1.3.3 Genética

La MCA es una enfermedad autosémica dominante en aproximadamente
el 50% de los casos. La base genética de la MCA se ha dilucidado parcialmente, en
la tltima década. Después del descubrimiento de la placoglobina como el primer
gen causal de la enfermedad (14), la investigacién genética se ha desplazado

hacia los genes que codifican las proteinas de los desmosomas.

Se han identificado mutaciones causales en seis genes desmosomicos:
placoglobina (JUP), desmoplaquina (DSP), placofilina 2 (PKPZ2), desmogleina 2
(DSG2), desmocolina 2 (DSCZ) y desmina (DES) (8, 14-19). Las mutaciones en
PKPZ2 son las mas comunes, con una frecuencia de hasta el 43%; las mutaciones
en DSGZ2 y DSCZ representan el 10-15%, mientras que las mutaciones en DSP
representan aproximadamente el 5% de los casos de MCA; las mutaciones en JUP

y en DES son poco frecuentes (20) ( Figura 4y Tabla 1).

b~
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g e Placofilina Desmoplaquina
(PKP2; 43%) (DSP; 5%)

= A Q&W/
=TT s 3

Placoglobina
(JUP; >1%)

Filamentos
intermedios

Figura 4. Esquema de la estructura desmosomica. Se muestran las proteinas constituyentes
del desmosoma que han sido asociadas con MCA. Las Cadherinas transmembrana desmosdmicas,
DSC2 y DSG2, se unen a la familia de proteinas armadillo JUP y PKPZ2, que a su vez enlazan con la
proteina DSP, el cual pertenece a la familia plaquina. DSP ancla el citoesqueleto de filamentos
intermedios al desmosoma. Las mutaciones responsables en PKP2 causan la mayoria de los casos de
MCA, seguido por las mutaciones en DSC2 y DSG2, y, por ultimo, las mutaciones en DSP representan
una minoria. Las mutaciones en JUP son muy raras. Adaptado de Mechanistic basis of desmosome-

targeted diseases; Al-Jassar,C. ] Mol Biol 2013 (21).

Tabla 1. Caracteristicas de los principales genes afectados en MCA.

Tipo de Simbologia ; - Locus %
, Proteina que codifica .. .
proteinas del gen cromosémico | Prevalencia

DSP Desmoplaquina 6p24.3 5
JUP Placoglobina 17q21.2 <1

DSC2 Desmocolina-2 18q12.1 10-15

Desmosomicas

PKP2 Placofilina 12p11.21 43

DSG2 Desmogleina-2 18qg12.1 10-15
DES Desmina 2935 <1

TGEB3 Factor de crecimiento 142 ND
transformante Beta-3

Proteina transmembrana

No TMEM43 43 3p25.1 ND
desmosdémicas RYR2 Receptor 2 de rianodina 1943 ND
LMNA Lamina Ay lamina C 1921 ND

PLN Fosfolamban cardiaco On 6¢g22.1 ND

ND, no disponible.
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Aunque, segun los hallazgos genéticos descritos, la MCA se considera un
trastorno de los desmosomas cardiacos, también existen genes no desmosomicos
implicados en el desarrollo de la enfermedad, incluyendo los responsables del
factor de transformacion de crecimiento B3 (TGFB3) y de la proteina
transmembrana 43 (TMEM43) (8, 22, 23). El Factor de crecimiento transformante
B3 modula la regulaciéon de proteinas desmosdémicos, y esta es la presunta via
patogénica cuando su gen estd mutado. De la proteina transmembrana 43 se sabe
que responde a las senales del proliferador activado del receptor vy, y la
desregulacion en esta via explica los cambios observados en la histopatologia

fibrolipidica implicando una patogénesis de transdiferenciaciéon (Figura 5).

Ademads, se han relacionado algunas mutaciones en el gen Receptor 2 de
rianodina (RYRZ) con el fenotipo patologico de la MCA, a pesar de que la base

fisiopatolégica de esta asociacion no esta clara (24).

Por otro lado existen evidencias de que portadores de mutaciones en
lamina Ay lamina C (LMNA) tengan un alto riesgo de sufrir MCA (25, 26), asi como
pacientes diagnosticados con MCD que muestran un fenotipo arritmogénico al ser

portadores de determinadas mutaciones en Fosfolamban cardiaco (PLN) (27).

Las pruebas genéticas en la MCA permiten la deteccién de mutaciones
familiares, y son un criterio mayor de diagnéstico de la enfermedad. Ademas en

ocasiones presentan un valor prondstico importante (28).

En la Figura 6 se muestran los principales genes implicados en cada MCP

a modo de resumen.
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Figura 6. Resumen de los principales genes implicados en cada una de las tres MCPs

estudiadas. El grdfico muestra la prevalencia genética en cada una de las enfermedades, siendo el

color azul para la MCH, el color rojo para la MCD y el color verde para la MCA. Solo se ilustran los genes

con prevalencia mayor al 1%. Las figuras representan de modo esquemdtico, la ubicacién de las

proteinas que resultan de la traduccion de dichos genes, dentro de la célula, nuevamente para cada

patologia. Adaptado de Genetic etiology and evaluation of sudden cardiac death; Dolmatova E. y

col.Curr Cardiol Rep 2013 (29).

14



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

1.1.4 Miocardiopatia dilatada

1.1.4.1 Descripcion

La MCD es una enfermedad primaria del miocardio que se caracteriza
clinicamente por la dilatacion de la cdmara ventricular cardiaca y la reduccion de
la funcion sistélica. La dilatacion del ventriculo izquierdo (DVI) puede estar
presente mucho antes de que los sintomas aparezcan, cuando fallan los
mecanismos de compensacion, se produce una IC progresiva con sintomas de
congestion y/o disminucién del gasto cardiaco, como edema, ortopnea, fatiga y
disnea de esfuerzo; otras manifestaciones clinicas son la enfermedad del sistema
de conduccion y las arritmias, que pueden desencadenar sincope o MSC, y

complicaciones tromboembdlicas.

La prevalencia de la MCD es de aproximadamente 1:2500, es la tercera
causa mas frecuente de IC (después de la enfermedad coronaria y la
hipertension), la causa mas frecuente de dafio miocardico primario y MSC, y la
razon mas comun para el trasplante cardiaco en adultos y en nifios (20). El
diagnostico incluye una exploracién fisica, junto a analisis de sangre
(hemograma, funcién renal, hormonas tiroideas, y determinaciones para
descartar causas raras de MCD como la hemocromatosis y la sarcoidosis) y
pruebas de imagen, siendo la ECO la prueba mas importante en la MCD ya que

confirma la existencia de un corazén agrandado y debilitado.

La MCD puede estar presente como un hallazgo aislado o como parte de
un sindrome. Se sabe que la enfermedad de la arteria coronaria, la enfermedad
inflamatoria del corazoén y las toxinas que afectan al miocardio, pueden causar
MCD en pacientes adultos. Por el contrario, las causas mas comunes de MCD en
los nifios son miocarditis y las enfermedades neuromusculares como las
distrofias musculares de “Duchenne” o “Becker”, causadas ambas por mutaciones
en la proteina estructural distrofina, y la distrofia muscular de “Emery-Dreifuss”,
causada por mutaciones en las proteinas de la membrana nuclear, lamina A y

lamina C (30).
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Es un hecho bien conocido en la literatura que los pacientes con MCD son
propensos a la MSC (3, 7, 31), asi que un tratamiento médico precoz puede
prevenir la progresion y, en algunos casos, revertir el fenotipo, por lo que un
diagnostico presintomatico es fundamental para el seguimiento clinico de los

pacientes con MCD con el fin de prevenir las complicaciones.

1.1.4.2 Fisiopatologia molecular

Como se expondra en el siguiente apartado, existen multitud de
mutaciones causantes de la MCD (Figura 7), dando lugar a distintos mecanismos
causantes de la enfermedad, y aunque su funcionamiento no se conoce con
exactitud, una de las posibles hipdtesis es que cuando existen defectos en
proteinas que intervienen en la generacion y/o transmisién de la fuerza contractil
en la fibra miocardica, tiene lugar una contracciéon no uniforme y una mayor
susceptibilidad al estrés mecanico, pudiendo acompanarse ademas por cambios
en determinadas vias de sefializacion celular y la induccion de apoptosis (32). Por

ello, la lesion del miocardio es siempre el resultado final (33).

1.1.4.3 Genética

La mayoria de las mutaciones de MCD se transmiten como rasgos
autosdmicos dominantes, pero también como rasgos recesivos ligados al
cromosoma X y mediante transmision por via materna. Es una enfermedad con
una penetrancia que puede ser incompleta y una expresion variable, ya que
genéticamente es muy heterogénea, con mas de 50 genes causales responsables
de la codificaciéon de proteinas del citoesqueleto, sarcomero, ldamina nuclear, el

reticulo sarcoplasmico y proteinas mitocondriales (Figura 7).

El tipo de mutaciones identificadas han sido de cambio de sentido
(missense), sin sentido (nonsense), de desplazamiento de la fase de lectura

(frameshift) e inserciones o delecciones de tamafio variable.

=
()



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

Cardiomyocyte

! B
Sarcoplasmic Bt BOCO00

Ay celular | 0862 502
el | ool

' Sarcalemma'

Extracellu
matrx

Figura 7. Representacion en su contexto celular y molecular del heterogéneo conjunto
de proteinas y sus correspondientes genes que al alterarse pueden producir MCD. Los
genes en los cuales se han encontrado alguna mutacion relacionada con la MCD genética en su
secuencia codificante se han indicado con estrella. a) La membrana de los cardiomiocitos
(sarcolema), el titbulo T transversal, y el reticulo endoplasmadtico. Las mutaciones en los genes que
codifican proteinas importantes en la regulacién del calcio intracelular, como el receptor de

rianodina y fosfolamban (RYRZ2, PLN), son conocidos por causar MCD. b) y c) El sarcémero: la
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estructura generadora de fuerza en los cardiomiocitos. d) Los desmosomas son uniones
intercelulares que ayudan en la transmision de la fuerza durante la contraccién muscular. Las
variantes en los genes que codifican las proteinas de los desmosomas, incluyendo DSC2, DSGZ2, DSP,
JUP, y PKP2, estdn mds comtinmente asociados con MCA, pero las mutaciones en algunos de estos
genes han sido implicados también en MCD. e) El niicleo de los cardiomiocitos. El gen LMNA, que
codifica filamentos de la estructura de la proteina asociada a la membrana nuclear interna, como
la lamina A y C, se encuentra entre los genes mds comiinmente asociados con MCD, aunque el
mecanismo patogénico subyacente es incierto. Un gen que codifica una proteina nuclear adicional
implicada en MCD, el gen de la timopoyetina (TMPO), codifica tres variantes de la proteina
timopoyetina: la forma a se difunde por todo el niicleo, mientras que las formas y y estdn ancladas
a la membrana nuclear. f) El sarcolema y las proteinas de la matriz extracelular. Las proteinas
codificadas por DES y DMD estdn conectados al sarcémero y a la membrana nuclear interna, y las
mutaciones en ambos son conocidas por causar MCD. Adaptado de Genetic etiology and evaluation

of sudden cardiac death; Dolmatova E. y col. Curr Cardiol Rep 2013 (29).

La complejidad genética y el gran tamafio de muchos genes de MCD
complican el diagndstico genético, pero debido a la creciente aplicacién de
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (“Next Generation Sequencing”
o NGS), la identificacion de una mutacion causal estd mejorando rapidamente. Se
estima que entre un 35%-40% de las MCD de causa genéticas pueden ser debido
a mutaciones en genes sarcoméricos, y la mayoria (un 25%) se atribuyen al gen
de la titina (TTN) (34), el cual contiene 281 kb, 363 exones, y codifica para la
titina, la proteina mas grande que se conoce. Esta se localiza en los musculos
cardiacos y esqueléticos, y se extiende por el centro del sarcomero, desde la linea

Z alalinea M.

Otras mutaciones sarcoméricas identificadas como causa de MCD familiar
incluyen la isoforma beta de la cadena pesada de miosina cardiaca (MYH7), la
troponina T cardiaca (TNNTZ), troponina C cardiaca (TNNC1), troponina I
cardiaca (TNNI3), a -tropomiosina (TPM1), y la actina cardiaca (ACTC). De ellos,
el gen MYH7 es el mas frecuentemente mutado (aproximadamente en el 10 % de
los casos), pero posee una menor penetrancia que las mutaciones en los genes

TNNTZy TNNC1 (30) (Tabla 2).

Aunque se sabe que las alteraciones en genes de proteinas sarcoméricas
muestran coincidencias entre MCH y MCD, los mecanismos subyacentes

responsables de las diferencias entre estas patologias atin no se entienden. El

=
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mecanismo de accion de algunas mutaciones sarcoméricas es negativo
dominante. Esto significa que una ganancia de la funcién de la proteina producida

a partir del alelo mutante interfiere con la formacion y funcién del sarcoémero

(31).

Tabla 2. Caracteristicas de los principales genes afectados en MCD. Abreviaturas; ND, no disponible.

. z (v)
TIPO DE PROTEINAS Simbologia Proteina que codifica Loufs . % .
del gen cromosomico | Prevalencia
MYH6 Cader-1a Pesada c.je la a- 14412 4
miosina cardiaca
TNNT2 Troponina cardiaca T 1932 3
TTN Titina 2931 25
ACTC1 a-actina 1 cardiaca 15914 <1
SARCOMERICAS ACTN2 a-actina 2 1942-943 ND
MYH7 Cadena p(lesa-da de la B- 14412 4
Miosina
TPM1 a-tropomiosina 15¢g22.1 <1
TNNC1 Troponina-C tipo 1 3p21.3-p14.3 <1
MYPBC3 Prot.eln.a Cde uplon a 11p.11.2 2
miosina cardiaca
TNNI3 Troponina | 19q13.4 <1
DES Desmina 2935 <1
LDB3 Dominio de unién de LIM 3 10g22-g23 1
DMD Distrofina Xp21.2 ND
ESTRUCTURALES p - —
Proteina 3 rica en cisteina
CSRP3 11p15.1 1
y glicina (LIM 3) P <
LMNA Lamina Ay lamina C 1921 6
TMPO Timopoyetina 12922 1
Subunidad a de la proteina
SCNA de canal de sodio tipo 5 3p 2-3
METABOLISMO DEL PLN Fosfolamban cardiaco On 6g22.1 <1
CALCIO RYR2 Receptor de Rianodina 1q43 ND
Casete de unién al ATP,
ABCCI Subfamilia C, miembro9 On12p12.1 <1
PSEN1 Presenilina-1 14924.3 <1
PROTEASAS
PSEN2 Presenilina-2 1931-g42 <1

También se han descrito como responsables de MCD mutaciones en genes de
proteinas estructurales, tales como las proteinas del filamento intermedio y del

complejo glicoproteico asociado a la distrofina. Los filamentos intermedios son
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componentes importantes del citoesqueleto, que estabiliza organulos mediante
la vinculacion del disco Z al sarcolema. Asi, como ejemplo de alteraciones en
componentes de los filamentos intermedios tipo III, se observan mutaciones en
el gen DES (35), y como ejemplo de alteraciones en componentes del disco Z, se
han encontrado mutaciones en el gen Cypher/ZASP (LDB3) (36),y en el gen de la
proteina muscular LIM (CSRP3) (37).

Las ldminas nucleares son proteinas de los filamentos intermedios que
polimerizan para formar la lamina nuclear en la cara interna de la membrana
nuclear interna. Se cree que son esenciales para el mantenimiento de la
estructura nuclear y para el montaje/desmontaje durante la mitosis. Las laminas
A/C estan codificadas por el gen LMNA, y s6lo se diferencian en su extremo
carboxi. Numerosos tipos de mutaciones en LMNA causan una amplia gama de
enfermedades, que puede denominarse laminopatias, suponiendo un 5-8% de
las MCD familiares (38). En los pacientes con mutaciones en LMNA, se observan

amenudo graves defectos del sistema de la conduccion que se asocian con la MSC.

Distintas alteraciones en la funcién de los canales ionicos se han
identificado también como causa de MCD. El fosfolamban (PLN) es conocido como
un regulador de la absorcién de calcio en el reticulo endoplasmatico (RE), a través
de la inhibicién de la isoforma 2 de la enzima Ca2* adenosintrifosfatasa (ATPasa)
del RE (SERCAZ) en cardiomiocitos (Figura 8). Asi, mutaciones en PLN conducen
a la MCD a través de la desregulacion del calcio de los cardiomiocitos (39). Esta
desregulacion también se puede dar por mutaciones en el gen que codifica la
subunidad a del canal de sodio cardiaco (SCN5A), estando éstas asociadas

también con la susceptibilidad a MCD (40).

S
=



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

—

Tibulo T Citoplasma ﬁ;) Qcka‘)?f} %ﬁ;) 02?

Voo
RyR? i

Calsecuestrina

Miofilamentos

Figura 8. Bases moleculares de la homeostasis del Ca?* intracelular. Ilustracion del tibulo
T junto al RE, el cual contiene RYRZ2, el canal de liberacion del Ca?*, calsequestrina, proteina de union
al Ca?*, y la bomba de Ca?* (SERCA) junto a la proteina reguladora fosfolamban (PLN). El
electrogénico NCX se representa en la superficie de la membrana plasmdtica. Los impulsos eléctricos
incidentes en los tubulos T, desencadenan una ola de Ca?*, debido los canales de Ca?*
voltagenodependientes tipo L (LTCC) que promueve la liberacién de Ca?* a través de RYRZ2. Esta
liberacion de Ca?* desde el RE promueve la contraccion de los miocitos. La posterior eliminacion de
Ca?* citosdlico, sobre todo por la recaptacion en el RE por la SERCA y mediante el bombeo fuera de
la célula por la ATPasa de la membrana plasmdtica Ca?* (PMCA), y el intercambio de Na*
extracelular por un NCX electrogénico en la membrana plasmdtica, termina la contraccion.

Adaptado de Molecular and genetic basis of sudden cardiac death; George AL, Jr.J Clin Invest 2013
&)
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1.1.5 Miocardiopatia hipertrofica

1.1.5.1 Descripcion

La MCH es una enfermedad primaria del corazén heterogénea,
monogénica, autosémica y dominante, que se caracteriza por una inexplicable, y
por lo general asimétrica, hipertrofia del ventriculo izquierdo (HVI), siendo esta
hipertrofia desproporcionada a la carga hemodinamica que existe. Tiene una
expresion morfolégica muy heterogénea, y existen varios tipos
anatomopatoldgicos de distribucién de la hipertrofia: asimétrica (septal, apical o

medio-ventricular) y la simétrica o concéntrica (Figura 9).

Segun algunos autores, la forma de hipertrofia mas comun es la hipertrofia
septal asimétrica (70%), donde el engrosamiento del musculo afecta
predominantemente al tabique o pared que divide los lados derecho e izquierdo
del corazén. En otros pacientes el engrosamiento del musculo se distribuye de
forma homogénea a lo largo del ventriculo, lo que se conoce como HVI simétrica
o concéntrica (20% de los casos). La hipertrofia apical es mas rara, y en ella el
engrosamiento afecta predominantemente a la punta (apex) del VI, que aparece
como una cavidad afilada en forma de “as de picas” (41). Las hipertrofias
conceéntrica y apical supondrian menos del 30% de los casos. Estas cifras varian

entre los estudios y paises.

Figura 9. Representacion grdfica de los tres patrones de distribuciéon de la HVI mds

frecuentes. (1) Hipertrofia septal asimétrica. (2) Hipertrofia concéntrica. (3) Hipertrofia apical

Las caracteristicas histologicas de la MCH son la fibrosis miocardica con
hipertrofia y desorganizacion de cardiomiocitos (20). El diagnéstico se sospecha

por un examen fisico y un ECG anormal, sin embargo el examen principal es la
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ECO (42), ya que permite medir el engrosamiento excesivo del musculo con
facilidad. Ademas, la ecocardiografia-Doppler (ECO-Doppler) permite medir la

contraccion, el llenado cardiaco, y detectar flujos turbulentos.

Estudiada durante mas de 50 afios, la MCH tiene una prevalencia de
aproximadamente 1:500 en la poblacién general. La mayoria de los pacientes con
MCH se hayan asintomaticos o solo con sintomas ligeros, como disnea o dolor
toracico. No obstante, la primera manifestaciéon clinica de la enfermedad en
algunos individuos puede ser MSC, siendo la MCH una de las principales causas
de MSC en los jovenes adultos y atletas, ademas de ser una causa importante de

arritmia, IC y fibrilacién auricular (FA) (41).

1.1.5.2 Fisiopatologia molecular

La MCH es una enfermedad compleja con caracteristicas fisiopatologicas
Unicas y una gran diversidad de caracteristicas morfolégicas, funcionales y
clinicas. Los mecanismos que causan MCH auln no se entienden completamente, y
casi todo el conocimiento que se tiene de ellos ha sido obtenido principalmente
de modelos animales. Los efectos causados por las mutaciones en las proteinas
son diversos, pero un camino de patogénesis comun los hace converger en dltimo

término hacia el deterioro de la funcién de los cardiomiocitos (43)(Figura 10).

En estudios funcionales “in vitro” se ha demostrado que en portadores de
mutaciones relacionadas con MCH, la funcion del sarcomero se altera primero
por la disminucion de la actividad o la fuerza del filamento translocado, que
conduce a una reduccion de la produccién de energia. Por otra parte, también
puede aumentar la tasa de motilidad in vitro de deslizamiento de los filamentos

(44).

Los cambios moleculares subyacentes a estas observaciones parecen
variar e incluyen una reduccion de la cinética de entrecruzamiento (45) menor
actividad ATPasa, sensibilidad alterada del calcio (Ca2*), atrofia del miocito (44)

y problemas del acoplamiento excitacién-contraccién (46) (Figura 11).
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Figura 10. Patogénesis de la MCH. El defecto primario es una mutacién en el sarcémero,
compuesto por los filamentos gruesos, delgados y los discos Z. Un cambio en la secuencia de
aminoacidos de una proteina sarcomérica (defecto primario) provoca una serie de defectos
iniciales o proximales, tales como niveles alterados de la proteina sarcomérica, sensibilidad al
calcio o actividad ATPasa. Estos defectos iniciales activan la expresiéon de una serie de cambios
moleculares secundarios o intermedios, como puede ser una alteraciéon de transcritos o de
sefializadores de vias metabdlicas. El dltimo conjunto de cambios moleculares induce cambios
histolégicos y morfoldgicos en el miocardio, como la hipertrofia de miocitos y la fibrosis, que
pueden considerarse como fenotipos terciarios. Estos cambios moleculares e histolégicos
conducen a los fenotipos clinicos o cuaternarios en la MCH, como las arritmias cardiacas y la IC.
Adaptado de Hypertrophic Cardiomyopathy: Genetics, Pathogenesis, Clinical Manifestations,
Diagnosis, and Therapy. Marian A] y col. Circulation Research 2017 (47) y de Clinical outcomes
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associated with sarcomere mutations in hypertrophic cardiomyopathy: a meta-analysis on 7675

individuals. Sedaghat-Hamedani F y col. Clin Res Cardiol 2018; (48).
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Figura 11. Modelo convencional mediante el cual mutaciones que conllevan
hipocontractilidad podrian desencadenar una hipertrofia compensatoria en MCH.
Adaptado de Hypertrophic cardiomyopathy: a paradigm for myocardial energy depletion;
Ashraftan H. y cols. Trends in Genetics. 2003 (46).

1.1.5.3 Genética

La era molecular para la MCH, surgié hace aproximadamente 20 afios, con
la identificaciéon hasta la fecha de mutaciones dominantes en méas de 20 genes, y
debido a que la mayoria de estos genes codifican proteinas sarcoméricas, la MCH
se consideré una enfermedad del sarcomero. El sarcomero es la unidad de
contraccién del musculo estriado (Figura 12), y tiene una estructura compleja en

la que las proteinas que la componen interactian entre si.
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La mayoria de las mutaciones en MCH son caracteristicas de cada familia
y hay heterogeneidad clinica dentro de los miembros de la familia. Por lo que,
ademas de la complejidad genética, la MCH presenta una considerable

variabilidad fenotipica (49).

La herencia responde a un patrén mendeliano autosémico dominante con
un grado de severidad entre los portadores de mutacion afectados (expresividad)
variable, y una proporciéon de los individuos portadores con el fenotipo
patolégico de entre todos los individuos positivos para la mutacién (penetrancia)
relacionada con la edad. La descendencia de un individuo afectado tiene un 50%
de probabilidad de heredar la mutacién y el riesgo de enfermedad. Por otro lado,
los casos esporadicos pueden deberse a mutaciones de “novo” en el probando,

ausente en los padres (50).

Se han identificado alrededor de 1400 mutaciones causales,
produciéndose un 70% de estas mutaciones en los genes que codifican la MYH7 y
la proteina C de unidén a la miosina (MYBPC(3), mientras que las mutaciones en los
genes que codifican TNNTZ2, TNNI3y TPM1, representan una pequefla proporcion
de pacientes (1% a 5%) de los casos de MCH; las mutaciones en los genes
restantes, incluyendo el de la cadena pesada de a-miosina (MYH6), TTN, vinculina
(VCL) o junctfilina (JPHZ) presentan menos evidencia de patogenicidad (Figura
12).

Recientemente, el espectro de mutaciones causales de MCH se ha
ampliado, incluyendo genes de proteinas de disco Z, como CSRP3 y la teletonina

(TCAP) (41) (Tabla 3).

Aproximadamente el 90% de las mutaciones patégenas que alteran las
propiedades fisicas y funcionales de proteinas son con cambio de sentido, en las
cuales un solo aminoacido se intercambia por otro. No obstante, aunque sean
minoria, las mutaciones que producen un desplazamiento del marco de lectura
son mas radicales, ya que afectan a diversos aminoacidos en la proteina, y

desencadenan consecuencias clinicamente mas importantes (50).
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Figura 12. El sarcomero es una diana para las mutaciones que producen MCPs. (A) El
sarcémero desde un disco Z a otro disco Z. Micrografia electrénica de un sarcomero de un corazon
humano. La actina filamentosa emana de la banda Z, y forma el niicleo de los filamentos delgados,
mientras que la tropomiosina y las subunidades de troponina proporcionan la regulacién del calcio
en la interfaz de actomiosina. El niicleo del filamento grueso estd formado por -miosina de cadena
pesada, junto a la proteina C de unién a la miosina, encontrdndose ésta muy concentrada en la
region de la linea M. La enorme proteina titina se extiende por toda la longitud de la mitad del
sarcémero, y actila como un sensor de estiramiento, transmitiendo sefiales desde su anclaje en la
banda Z hasta su dominio quinasa carboxiterminal. Adaptado de McNally EM, y cols. ] Clin Invest
2013. (B) Ubicacidn de las proteinas, con sus correspondientes genes y prevalencia de mutacién
entre paréntesis, para la MCH. Adaptado de Hypertrophic cardiomyopathy; Maron BJ y cols.
Hypertrophic cardiomyopathy. Lancet 2013 (41).
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Tabla 3. Caracteristicas de los principales genes afectados en MCH.

TIPO DE Simbologia Proteina codificada Locus %
PROTEINAS del Gen cromosomico | Prevalencia

MYH7 Caden.a pesada dfe la 14q2 35
betamiosina cardiaca

MYBPC3 Proteina C de unién ala 11p.11.2 35
mioSsina cardlaca

Troponina T, muasculo

TNNT2 . 1q32 5
cardiaco
TNNI3 Troponina .I, musculo 19q13.4 1-5
cardiaco
TNNC1 Troponina C, musculo 3p21.1 1-5
esquelético y cardiaco
Sarcémero TPM1 Cadena o de la tropomiosina 15q22.1 5

Cadena 2 ligera reguladora
MYL2 de la miosina, muisculo 12q24.3 1-5
cardiaco (ventricular)

Cadena ligera 3 esencial de

MYL3 .. 3p21.5 1-5
la miosina

ACTC1 a-actina, musculo cardiaco 15q14 1-5

TTN Titina 2q24.3 <1

MYH6 Cadena l,)esada de q-m1051na, 14q12 <1

musculo cardiaco
CSRP3 Proteina del musculo LIM 11p15 <1
Disco Z
TCAP Teletonina 17q12.1 <1
Homeostasis -

del calcio JPH2 Junctofilina 16q24 <1

El estudio genético en individuos con riesgo de ser portadores de
mutacion es muy importante, debido a que el diagnéstico clinico depende de la
identificacion de la HVI, pero este resultado esta presente so6lo en las personas
con la enfermedad establecida y es tipico que esté ausente durante la infancia.
Por el contrario, el diagnoéstico genético identifica mutaciones patégenas en
personas a cualquier edad, tanto a portadores de la mutacién ya afectados con
MCH como a portadores de la mutacién sin MCH, los cuales estan en alto riesgo
de desarrollarla. El estudio de estos ultimos portadores puede dar una idea de la
fisiopatologia de la enfermedad, revelando sutiles manifestaciones tempranas de
mutaciones, que preceden a la remodelacion patolégica clinicamente
diagnosticable. Por ejemplo, la relajacion ventricular izquierda se ve afectada en
portadores sin HVI, lo que indica que las mutaciones del sarcémero afectan

directamente a la funcion diastélica (51).

|5
o0



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

1.2. GENOMA, FENOMA Y PROTEOMA.

Las variaciones del repertorio genético, denominado genoma, junto con
las consecuencias biolégicas y las interacciones con el medio ambiente, conducen
a manifestaciones moleculares, bioquimicas, fisiolégicas y clinicas que se conocen
con el nombre de fenoma. Este se puede describir como los datos recogidos por
dichas manifestaciones a escala multi-dimensional para todo el organismo, a
partir de células, tejidos, 6rganos y el individuo completo, incluyendo en este
ultimo nivel datos epidemioldgicos y caracteristicas clinicas del mismo; de tal
forma que esta informacion recoge la expresion génica (transcriptomica), las
redes de genes (gendmica de integracion), y un orden superior de interacciones
entre proteémica (estudio a gran escala de la estructura y funcién de las
proteinas) y metabolémica (estudio sistematico de los procesos bioquimicos que

involucran metabolitos procedentes de procesos celulares) (52).

En este contexto, el estudio de la gendmica implica analizar el c6digo
genético de variantes comunes y raras, asi como cambios de un solo nucleétido o
mas cambios estructurales (como la variaciéon en el numero de copias), y
comprender el impacto total que tienen las variantes genéticas dentro del
fenoma. Por lo tanto, el fenoma integra las interacciones de orden superior o
sistemas de redes biologicas (53) para definir mejor los mecanismos de

transicion a la enfermedad (Figura 13).

Por dltimo, el producto final de la interaccién genética y el medio ambiente
dan lugar a las interacciones proteina-proteina que determinan los parametros
estructurales, de sefializacién, funcionales y de remodelacidn, los cuales también

contribuyen al fenoma (54).
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Fenotipos de la enfermedad

Biomarcadores A

4

Biomarcadores de imagen
Biomarcadores proteicos

/

Biomarcadores genéticos

Factores
ambientales
Predisposicion
genetica

Manifestaciones
de la enfermedad

Figura 13. Esquema de la evolucion de los biomarcadores para reflejar la enfermedad, y
la interrelacién entre genética y factores ambientales durante la progresiéon de la

misma. Adaptado de Where genome meets phenome: rationale for integrating genetic and protein

biomarkers in the diagnosis and management of dilated cardiomyopathy and heart failure. Piran S, y col. ] Am

Coll Cardiol 2012(54).

1.3. BIOMARCADORES EN MIOCARDIOPATIAS.

1.3.1 Generalidades

Los biomarcadores son moléculas que pueden ser medidas mediante
técnicas de laboratorio de manera facil y objetiva, y que nos pueden dar
informaciéon 1til acerca de procesos biolégicos normales, mecanismos
fisiopatolégicos de diversas enfermedades, y pueden ser tutiles a la hora de
realizar un diagndstico diferencial asistido o incluso de afiadir un valor
pronostico a nuestra practica clinica. Los biomarcadores encuentran gran
aplicacion en medicina cardiovascular, donde son muy utiles para la enfermedad

isquémica del corazoén e IC (43).

Las caracteristicas clinicas y patoldgicas de las MCPs podrian implicar un
nimero de diversos mecanismos fisiopatolégicos como pueden ser la

inflamacioén, la disfuncién endotelial, la fibrosis, y la degradaciéon de la matriz
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T N R .
extracelular, asi como la coagulacion y la activacion de las plaquetas. En cada uno
de estos procesos, diferentes moléculas que participan en las diferentes vias
fisiopatoldgicas pueden detectarse en la sangre, lo cual nos puede proporcionar
informacién sobre los subgrupos de pacientes que pueden estar en mayor riesgo
de eventos cardiovasculares posteriores. La deteccién de biomarcadores
apropiados podria proporcionar herramientas para diagnosticar y estratificar a

estos pacientes (43).

Gracias al avance en las ultimas décadas de los estudios genéticos,
podemos conocer aquellos individuos que son portadores de mutaciones
causantes de enfermedad en genes relacionados con las MCPs. Esta informacion
es muy util principalmente en individuos portadores de tales mutaciones, pero
que aun no han desarrollado enfermedad alguna (Figura 13). Asi, podemos tener
marcados genéticamente a un grupo de riesgo, para el cual seria muy interesante
el desarrollo de biomarcadores que aporten informaciéon acerca de la posible

evolucion de una MCP.

Para los tres tipos de MCPs, existe bibliografia diversa acerca de distintos
tipos de moléculas propuestas como biomarcadores, los cuales se describen en el

siguiente apartado.
1.3.2 Marcadores de inflamacion

La inflamacién es parte de la respuesta inmune no especifica que se
produce en la reaccion a cualquier tipo de lesiones corporales. Esta respuesta
inflamatoria aumenta el flujo de sangre, eleva el metabolismo celular, produce
vasodilatacion, libera mediadores solubles, induce extravasacién de liquidos y

genera afluencia celular.

Durante la ultima década la respuesta inflamatoria inmune ha sido
implicada en varios aspectos de las enfermedades cardiovasculares. Los
conceptos actuales proponen que la inflamacién es aséptica y no es causada
directamente por organismos infecciosos. Sin embargo, la relacién exacta entre
inflamacién, organismos patégenos y enfermedad cardiovascular sigue sin ser del

todo comprendida. Se cree que, dependiendo de la enfermedad especifica, son de
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relevancia unas u otras vias inflamatorias. Muchas de las manifestaciones de

enfermedades cardiovasculares, tales como hipertension y cardiopatia
isquémica, ahora se consideran que estan relacionadas con la inflamacién (55)
(Figura 14). Dicha relacién ha derivado en estudios recientes que asocian

marcadores de inflamacion a MCPs, como se referencia en los siguientes

apartados.
Inﬂamac.lén : . Diabetes,
ENFERMEDAD SUBYACENTE - Infecciones Hipertension obecidad
- Autoinmunidad
ACTIVACION Reconociméiento de Especificidad de
F‘i n antigeno
Inmunidad Inmunidad
innata adaptativa
CELU LAS EFECTORAS Monocitos Linfocitos=T
Macroéfagos Linfocitos-B
-Citocinas -Contactos Célula-célula
-Quimiocinas -Anticuerpos
MECANISMOS EFECTORES N . , C .
-Fagocitosis + -Citoquinas, quimiocinas
Presentaciondel antigeno  -Sefializacion B-adrenérgica
EFECTOS
FUNCIONALES/ESTRUCTURALES Apoptosis Hipertrofia

Figura 14. Representacion esquemdtica de los diversos efectos que se producen a raiz de
distintas alteraciones patolégicas, entre ellas la inflamacién. Adaptado de How can we cure

a heart “in flame”? A translational view on inflammation in heart failure. Hofmann U. y col. Basic
Res Cardiol (2013).

1.3.2.1Citoquinas

Las citoquinas representan una amplia variedad de proteinas pequefias

(aproximadamente de 30kDa), las cuales median como sefalizadoras para la
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regulacion de la funcién celular tanto en procesos fisioldgicos normales como
patoldgicos, estando relacionadas, entre otras, con enfermedades del corazén

entre las que se incluyen las MCPs (56).

Las citoquinas pro-inflamatorias son importantes contribuyentes a la
disfuncién cardiaca en numerosos trastornos cardiovasculares. El papel
patogénico de las citocinas en enfermedades del corazén esta relacionado con su
capacidad para modular, induciendo o inhibiendo, el proceso de la apoptosis de

los miocitos cardiacos (57).

La inflamacién comienza con una respuesta de fase aguda, durante la cual,
se inicia una rapida liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (entre otras, la
interleuquina 6 (IL-6), la cardiotrofina-1 (CT-1) y el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a)), asi como de citoquinas inmunolégicas (como el factor de necrosis

tumoral 3 (TNF-f3)).

Teniendo en cuenta el hecho de que las citoquinas se producen
simultaneamente durante el curso de las enfermedades del corazoén, el efecto
global podria ser debido a las complejas interacciones entre citoquinas pro-
apoptoticas y anti-apoptdticas, y también de receptores solubles de citoquinas.
Los mecanismos patolégicos de la MCD y MCH no son los mismos, y todavia no se
entienden completamente los roles exactos de las citoquinas en estos trastornos

(57).

Ademas de los procesos inflamatorios con los que se clasifican
normalmente a estos marcadores, cobran especial relevancia en este estudio su
papel en los procesos de fibrosis con los que se asocian estrechamente con las
MCPs (58, 59). Este hecho hace que se pudieran clasificar dentro del apartado
ultimo de marcadores de fibrosis, no obstante, se considera que ésta es una
consecuencia ultima del proceso inflamatorio, por lo que se han preferido ubicar

dentro de este apartado de marcadores de inflamacion.
1.3.2.1.1 Interleuquina 6

La IL-6 esta codificada por un tinico gen cuyo producto proteico consta de

212 aminoacidos, que se desdobla en el extremo aminoterminal originando un
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péptido de 184 aminoacidos con peso molecular aproximado entre 22 y 27 kDa.
Esta proteina pertenece a una gran familia de citoquinas, caracterizada porque
en su complejo de receptores, poseen una subunidad comun, la glicoproteina
gp130, encargada de traducir la sefial al interior de la célula mediante la
activacion de tres vias de sefializacion principales: el eje JAK-STAT (formado por
la familia de las janus cinasas (JAKs) y la de los factores de transcripcién
citosdlicos (STATSs)), la cascada de sefalizacion MAPK (formada por las proteinas
cinasas) y la ruta PI3K/AKT (fosfatidil inositol 3 cinasa/proteina cinasa B)
(Figura 15) (60, 61). Esta superfamilia tiene propiedades tanto pro, como anti-
inflamatorias e intervienen activamente en la hematopoyesis, asi como en la

respuesta inmunitaria y de fase aguda del organismo.

Un aumento agudo de IL-6 tiene un papel cardioprotector y previene la
apoptosis de cardiomiocitos; pero cuando este aumento se vuelve crénico,
desempefia una funcién patogénica en el miocardio, disminuyendo su
contractibilidad, e induciendo hipertrofia (62). Por otra parte, una alteracién en
la activacién de la via de IL-6 se ha implicado también en la patogénesis de MCD
(63). Ademas en algunos pacientes con MCA se han encontrado niveles elevados

de esta citocina (64).

Empana y col. demostraron que la IL-6 es un predictor independiente de

MSC en los hombres europeos asintomaticos (65).
1.3.2.1.2 Cardiotrofina

La CT-1 es una citocina miembro de la superfamilia de la IL-6, y por ello
poseen en comun la glicoproteina gp130, por lo que también produce la
activacion de las tres vias de sefializacion comentadas anteriormente (Figura 15).
Sin embargo, su expresion se regula a nivel transcripcional de forma diferente a
otras citocinas de su misma superfamilia (66), y se caracteriza por altos niveles
de expresion constitutiva en tejidos de corazon, higado, musculo esquelético,

prostata y ovario, con multiples efectos en cada uno de ellos.
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La CT-1 esta involucrada en la protecciéon del miocardio, induciendo
efectos hemodinamicos y con propiedades endocrinas, pero también se asocia en

diversas patologias cardiovasculares.

Ademas, la CT-1 induce hipertrofia cardiaca, que puede ser beneficiosa
como mecanismo de compensacion de las funciones cardiacas, adoptando un
papel cardioprotector cuando se produce por ejemplo en el periodo inicial de una
hipoxia de miocardio (67), o puede ser perjudicial cuando este proceso se
prolonga. Actualmente se sabe que la CT-1 participa en el remodelado del VI en
diferentes enfermedades como la MCP hipertrofica, la IC, la cardiopatia
isquémica, la estenosis aortica o la MCP dilatada y como marcador prondstico de
dichas entidades nosoldgicas (68-70). La relacion entre los niveles plasmaticos
de CT-1 se ha relacionado de forma significativa con la severidad de la hipertrofia
medida por ECO, asociandose niveles elevados de CT-1 con mayores grosores de

hipertrofia ventricular izquierda (71).

Membrana Exterior celular

celular

Citosol

AL
F~ %

JAK/STAT PI3K
MAPK
~/
-

ACTIVACION GENETICA Niceo

| l

HIPERTROFIA SUPERVIVENCIA Y
CARDIACA PROTECCION DEL MIOCITO

Figura 15. Vias de sefializacion activadas por las citocinas de la superfamilia de la IL-6.

Al unirse a su receptor, estas citoquinas producen la activacion de tres vias de sefalizacién
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principales: el eje JAK-STAT, la cascada de sefializacion MAPK y la ruta PI3K/AKT. Aunque es
probable que esta familia lleve a cabo sus efectos mediante una combinacién de las rutas de
sefializacion, y a pesar de que los mecanismos exactos por los que se induce la hipertrofia en
cardiomiocitos no estdn del todo claro, existe evidencia cientifica que indica que la via JAK/STAT es
la principal responsable de los mecanismos inductores de ésta, y que las vias MAPK y PI3K/AKT
juegan un papel esencial en la supervivencia y protecciéon del miocito. Adaptado de Different
contributions of STAT3, ERK1/2, and PI3-K signaling to cardiomyocyte hypertrophy by
cardiotrophin-1. lan Z] y col. Acta Pharmacol Sin 2004 (72).

1.3.2.1.3 Factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento transformante 3 (TGF-) son algunas de las
citoquinas mas pleiotrépicas y multifuncionales conocidas. Tienen efectos
diversos y potentes en muchos tipos de células diferentes, y estan involucrados
en una amplia variedad de procesos biolégicos, tales como el desarrollo
embrionario, el crecimiento y la diferenciaciéon celular, la proliferacion y la
supervivencia celular, la fibrosis, la regulacién de la respuesta inmune y la
respuesta inflamatoria. Las acciones del TGF-3 en un tipo celular especifico se ven
afectadas por su estado de diferenciacion y por el entorno de citoquinas en el cual

se encuentre (73).

Han sido identificados en mamiferos tres isoformas estructuralmente
similares de TGF- (TGF-B1, 2 y 3), codificadas por tres genes distintos. TGF-f1
es la isoforma predominante y se encuentra casi ubicua, mientras que las demas

isoformas se expresan en un espectro mas limitado de células y tejidos (73).

A través de sus efectos en los cardiomiocitos, mesénquima y células
inmunes, el TGF-B juega un papel importante en la patogénesis de la
remodelacion cardiacay la fibrosis. El TGF-3 enddgeno juega un papel importante
en la patogénesis de la fibrosis cardiaca y la remodelacion hipertréfica, y modula
el metabolismo de la matriz celular cuando se somete al corazon a presion de
sobrecarga. En el corazén infartado, el TGF-f desactiva a los macréfagos
inflamatorios, mientras que promueve la transdiferenciacién de miofibroblastos

y la sintesis de matriz (Figura 16) (58, 73).
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MMP-2 TSP-1
MMP-9 ROS

Quimiotaxis —— e Recuperacion
de células e — del corazon
inmunes infartado

Hipertrofia .
cardiaca

Formacion
de matriz
extracelular

Figura 16. Diversas funciones del TGF-B. TGF-B es activado por la metaloproteinasa de matriz
2 (MMP-2), la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), la trombospondina-1 (TSP-1) y las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Una vez activado, el TGF-B juega un importante papel en la quimiotaxis
de células inmunes, la fibrosis cardiaca, la formacion de matriz extracelular, la estimulacién de
fibrosis y la recuperacion del corazon infartado. Adaptado de Rai V. y col. Relevance of mouse models

of cardiac fibrosis and hypertrophy in cardiac research. Mol Cell Biochem 2017 (74).

1.3.2.2 Inhibidores de citoquinas: SOCS3

Las proteinas supresoras de la sefalizacion por citocinas (SOCS)
componen una familia de 8 miembros (citoquina-SH2 inducible (CIS) y SOCS1-
SOCS7) que poseen un dominio SH2Z comun. Una de las caracteristicas mas
importantes de esta familia es que su expresion esta regulada positivamente por

las STATS, estableciéndose asi un circuito de retroalimentacién negativa (75).

Su funcion es la de inhibir la sefializacion de las citocinas a través de varios
mecanismos intracelulares: mediante la union e inhibicion de la actividad de las
JAKs, evitando la dimerizaciéon de los STAT y uniéndose a los receptores de

citocina para la ubiquitinacién y posterior degradacion por el proteasoma (76).
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SOCS3 es una proteina intracelular que esta inducida por la superfamilia
de IL-6 y CT-1, y que, por union directa al receptor gp130, produce una inhibicién

de la ruta JAK-STAT activada por dichas citoquinas (Figura 17) (77, 78).

Algunos estudios han demostrado una relacion entre SOCS3 e hipertrofia

cardiaca e IC (79).

‘!" Receptor CT-1
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Figura 17. Regulacién negativa por retroalimentacién gracias a la cual las proteinas

SOCS regulan la duracion y la intensidad de la seiial JAK-STAT inducida por CT-1.

Adaptado de SOCS3: A novel therapeutic target for cardioprotection. Yasukawa H, y col. JAKSTAT
2012 (80).
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1.3.3 Marcadores de estrés parietal

1.3.3.1 Péptido natriurético cerebraly fraccion amino terminal del

Péptido Natriurético Cerebral.

El péptido natriurético cerebral (BNP) es un polipéptido de 32
aminodacidos, que contiene una estructura de anillo de 17 aminoacidos comunes
a todos los péptidos natriuréticos. A diferencia de los péptidos natriuréticos
atriales, los cuales se almacenan mayormente en las auriculas y los ventriculos,
el BNP existente en el plasma procede principalmente de los ventriculos
cardiacos. Esto sugiere que el BNP es un indicador mds sensible y especifico para
los trastornos ventriculares que otros péptidos natriuréticos.

Durante el mecanismo de sobrecarga de presion, como resultado de la
tension de la pared ventricular, se inicia la sintesis de pre-proBNP en el miocardio
ventricular, y, tras la escision de esta ultima por una proteasa, se produce la
liberacion de BNP y de la fraccién amino terminal del péptido natriurético
cerebral (NT-proBNP), siendo la concentracion de ambas moléculas
directamente proporcional a la expansion de volumen o sobrecarga de presion

del ventriculo (81).

BNP tiene efectos vasodilatadores y acciones natriuréticas y diuréticas.
Esta elevado en los pacientes con IC congestiva, enfermedad arterial coronaria,
FA, enfermedad cardiaca valvular e hipertension. Los niveles de BNP y de NT-
proBNP, también estan elevados en pacientes con MCH y se ha demostrado que
los niveles se correlacionan con la severidad de la hipertrofia y el gradiente del

tracto de salida del VI (82, 83).

1.3.3.2 Proteina ST2

La proteina ST2 pertenece a la familia de los receptores IL-1, y como tal,
tiene una forma soluble (sST2), y una forma anclada a la membrana (ST2L). La
familia de receptores IL-1 regula el estado inmune en multitud de procesos

inflamatorios en humanos (84).
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ST2, en ambas isoformas, es un receptor para la interleuquina 33 (IL-33),
una citoquina proinflamatoria de la familia de proteinas IL-1. La interaccién entre
ST2L y la IL-33 ha demostrado ser cardioprotectora en modelos experimentales,

dando lugar a prevencion de fibrosis miocardica, hipertrofia y apoptosis (85, 86).

Sin embargo, sST2 tiene una alta afinidad por unirse a la IL-33, lo que
produce un bloqueo en la unién entre IL-33 y ST2L, por lo que sST2 ejerce como
un “receptor sefiuelo” evitando los efectos favorables de la unién IL-33-ST2L

(Figura 18) (87).

 ST2L

@ 12 Pulmon
@ IL-33
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Figura 18.- Esquema del eje ST2 en condiciones fisiologicas normales y patolégicas. En
condiciones cardiovasculares saludables, la sintesis de sSTZ2 por parte del endotelio y los pulmones
es baja, lo cual permite que sea posible la interaccion IL-33/ST2L a nivel del cardiomiocito, lo cual
conduce a la activacion de la cascada cardioprotectora intracelular por activacién de multitud de
kinasas y factores. Un fallo cardiaco provoca una desregulacién en la producciéon de sST2 por el
endotelio y los pulmones, lo que produce una union IL-33/sST2 que limita la unién IL-33/ST2L y por

ello la activacion de la cascada cardioprotectora intracelular. ERK indica kinasa reguladora de sefial
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extracelular; IRAK, receptor kinasa asociada a interleuquina 1; JNK kinasa N-terminal c-Jun; Al,
auricula izquierda; VI, ventriculo izquierd; MYD88, gen responsable de la diferenciacion mieloide
88; NF-kB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de las células B activadas; and TRAF-
6, factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral. Adaptado de ST2 in Heart Failure.

Bayes-Genis A. y col. J. Circ Heart Fail 2018 (87) .

sST2 estd inducida por estrés mecanico en fibroblastos cardiacos,
cardiomiocitos y células vasculares endoteliales (88), encontrandose cantidades
elevadas de sST2 en suero asociadas con el fallo cardiaco en distintas formas,
incluyendo estenosis aortica y fallo cardiaco congestivo (89-91). En pacientes con

IC, un mayor nivel de ST2 es un predictor independiente de muerte (54, 92).

1.3.4 Marcadores de mionecrosis o de necrosis en miocitos:

Troponinas

La Troponina es el complejo proteinico regulador de la funcién contractil
del musculo estriado. Estd compuesto por tres componentes polipeptidicos
distintos: la Troponina T (TnT) que se une a la tropomiosina y liga por tanto el
complejo troponina a los filamentos de miosina (tropomiosina); la troponina I
que se une a la actina e inhibe la interaccion actina-miosina; y la troponina C que

se une al Ca2* (Figura 19) (93).

Tropomiosina

Troponina T

Troponina |
Troponina C

Figura 19. Estructuray localizacion del complejo troponina. Adaptado de Cardiac troponins-
Translational biomarkers in cardiology: Theroy and practice of cardiac troponin high-sensitivity

assays. Adamcova, M. y col Biofactors 2016 (94).
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Existen dos isoenzimas especificas del musculo cardiaco, la TnT tipo 2
(cTnT), y la troponina I tipo 3 (cTnl), conocidas como troponinas cardiacas.
Debido a esta gran especificidad tisular, el limite de referencia para determinar
su aumento estd muy cercano al minimo valor de deteccién de cada ensayo, lo
cual permite establecer con bastante precisién pequefios aumentos del minimo

nivel «de ruido» presente en la sangre periférica en situaciones normales.

Por otra parte, las troponinas cardiacas tienen un unico cédigo genético
que permite el desarrollo de unos anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra los epitopos de dichas troponinas, lo cual ha permitido
establecer técnicas de determinacion cuantitativa para ambas con una alta
especificidad tanto en el diagnéstico de diversas patologias cardiacas (como
infarto de miocardio), la valoracidn pronoéstica, como para guia de actuaciones
terapéuticas (95). Esto es debido a que cuando ocurre la pérdida de integridad de
la membrana celular hace que estos marcadores bioquimicos cardiacos pasen a
la linfa y a la sangre, mostrando un patrén de liberacién en dos fases, con un
primer pico de liberacién rapida en relacion con la fraccién de troponina disuelta
en el citoplasma de los cardiomiocitos, seguido de un segundo pico mas
sostenido, secundario a la liberacién de la fraccién mayoritaria que corresponde
a la estructuralmente unida al complejo tropomiosina. Esto les proporciona una
determinada precocidad en la deteccion en suero como marcadores bioquimicos
del dafio miocardico tanto en lesiones reversibles (isquemia), como en lesiones
irreversibles (necrosis), alcanzando sus niveles de determinacién por encima de
las 4 horas y permanecen elevadas en sangre entre 10-14 dias la Tn-T y entre 7-

10 dias la Tn-I (Figura 20)(96).

Son numerosas las publicaciones que utilizan el ensayo de TnT
ultrasensible (TnTus) (capaz de identificar y medir con alta precisién
concentraciones no detectadas por los test de TnT convencionales) para diversas
patologias cardiacas. Por ejemplo, se sabe que concentraciones ligeramente
elevadas de troponina T permiten predecir de forma independiente episodios
cardiovasculares (97), asi como relacionar estas elevaciones con la cardiopatia

hipertrofica (98-100).
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Estres del miocardio

(Ej. Isquemia, testrés parietal, farmacos, toxinas, inflamacion)
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Figura 20. Conceptos actuales de los mecanismos de liberacion de troponinas como
consecuencia de un dafio miocdrdico. Adaptado de How is cardiac troponin released from

injured myocardium? Eur Heart | Acute Cardiovasc Care 2018 (101)

1.3.5 Biomarcadores de fibrosis

1.3.5.1 Generalidades

Los cardiomiocitos y la vasculatura coronaria intramural del corazén
estdn inmersos dentro de una matriz extracelular que consiste en una red de
proteinas estables estructurales (colageno y elastina) y algunas macromoléculas

(tales como proteoglicanos, glicoproteinas y moléculas de sefalizacion
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bioactivas) (Figura 21). El constituyente principal de la matriz es el colageno
fibrilar. Esta red de colageno proporciona fuerza cardiaca y participa en la

comunicacion intercelular (102).

Célula muscular Fasciculo muscular

Endomisio

el
ria

. \ e
Arteria corona
intramiocardica

Figura 21. La matriz de coldgeno fibrilar. La matriz extracelular consiste en un endomisio,
perimisio, y epimisio dispuestos alrededor de la miofibras y la microvasculatura coronaria. El
endomisio rodea e interconecta los cardiomiocitos el uno al otro y los capilares adyacentes. Un tejido
perimisial rodea y segrega miofibras en grupos. Una armadura epimisial rodea y agrupa un gran
numero de miofibras. Adaptado de Mpyofibroblast-mediated mechanisms of pathological

remodelling of the heart. Weber KT y col. Nat Rev Cardiol 2013 (103).

Lared de colageno es una estructura metaboélicamente activa, en el sentido
de que el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de colageno determina su
recambio (o “turnover”), el cual se estima que dura de 80 a 120 dias. Este
recambio esta regulado por los fibroblastos y por fibroblastos diferenciados a
miofibroblastos. Estas células responden a estiramiento mecanico, factores
autocrinos y paracrinos generados localmente (como TGF-B) y hormonas
derivadas de la circulaciéon. Ademas, un nimero de citoquinas proinflamatorias
(por ejemplo, TNF-a e IL-6) secretadas por monocitos y los macréfagos también

influyen en la funciéon de los fibroblastos y miofibroblastos (104).

Las respuestas de estas células a todos los factores antes mencionados
incluyen cambios en sus tasas de proliferacion y migracion, y modificaciones en
su capacidad para sintetizar y secretar precursores de colageno fibrilar, asi como

enzimas que procesan precursores de procolageno (para madurar a colageno
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capaz de formar fibrillas y fibras), enzimas que degradan las moléculas de
colageno dentro de las fibras, y moléculas de sefializacion que regulan la

interaccion de la matriz extracelular con las células parenquimatosas (Figura 22).

_-==>  Procolageno  <~~._

Proteasas procolageno

Colagenomaduro
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Factoresde crecimiento | Fibrade colageno | Factores de crecimiento
Proteinas matricelulares Proteinasmatricelulares
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Figura 22. Representacion esquemadtica del recambio sufrido por las fibras de coldgeno,
y las distintas células y moléculas que intervienen en el mismo. Adaptado de Circulating

biomarkers of collagen metabolism in cardiac diseases. Lopez By Col. Circulation 2010 (104).

La investigacidn clinica de los biomarcadores metabdlicos de colageno en
sangre ha proporcionado un numero de moléculas candidatas que se pueden
clasificar en 2 categorias: por un lado los biomarcadores relacionados con la
sintesis de las moléculas de colageno que formaran las nuevas fibras de colageno,
y por otro los biomarcadores relacionados con la degradacion de los moléculas

de colageno que integran las antiguas fibras (Figura 24) (104).
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1.3.5.2 Sintesis de coldgeno

El colageno se puede dividir en varias clases: colageno fibrilar, colageno
de fibrillas asociadas, colageno de fibrillas con estructura de red, coldgeno
filamentoso, coldgeno de cadena corta y el coldgeno de cadena larga. Se conocen
al menos 18 tipos de colageno hasta ahora. Un tipo de colageno fibrilar, el
colageno tipo I, es el mas abundantemente expresado en el tejido conectivo
humano adulto. Todo conocimiento acerca de colageno fibrilar se obtiene

principalmente a partir de estudios de este tipo de colageno.

La matriz extracelular cardiaca esta predominantemente compuesta de
colageno fibrilar de tipo I (85%), y en menor medida de tipo III (11%). Aunque
ambos coldgenos pertenecen al tipo fibrilar, tienen diferentes estructuras. El
colageno tipo I forma fibras mas gruesas que el tipo Il y tiene un alto grado de
reticulacion entre las fibras. Este tipo es el principal responsable de la resistencia
a la fuerza de traccion del corazoén. Las fibras de colageno tipo III tienen un
diametro relativamente pequeiio, proporcionando elasticidad en el miocardio, y
estas fibras crean una red que proporciona la integridad estructural de la red de

colageno y, por lo tanto, del corazén (102).

En el miocardio las fibras de colageno de tipo I y I1 se sintetizan mediante
los fibroblastos cardiacos, observandose sélo en estas células ARNm de colageno
tipo I y III (105). El colageno fibrilar es sintetizado como un pre-procolageno, una
cadena de pro-a-colageno. En el reticulo endopldsmico, 3 pro-a-cadenas forman
una triple estructura de hélice, conocido como procolageno. Todos los tipos
fibrilares de procolageno contienen inicialmente 2 propéptidos: el amino-(N)-
propéptido y el carboxi-(C)-propéptido. Una vez que el procolageno se localiza en
la matriz extracelular, estos propéptidos son escindidos por proteasas en una
estequiometria 1:1. La escision de los C-propéptidos es un requisito previo para
la formacion de fibras de colageno de tipo [ y IlI, y se realiza por procolageno C-
proteinasas. Sin embargo, el fragmento de propéptido amino-terminal del
procolageno III (PIIINP), y también el de propéptido amino terminal del
procolageno I (PINP), no se eliminan por completo hasta que la molécula de

procolageno se une a la superficie de la fibra, y se escinden por miembros de la

| &
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familia ADAMTS (unas desintegrinas y metaloproteinasas con repeticiones

trombospondina tipo I) (Figura 23) (106).

//// =
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14 ; Meprinaay B 2; Meprina ay B
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Figura 23.- El proceso de producciéon de marcadores de sintesis de coldgeno mediante

escision enzimdtica. Adaptado de Li L. y col, Extracellular matrix remodeling and cardiac fibrosis.

Matrix Biol 2018 (106).

Después de la escision de los propéptidos, estos son liberados en la sangre,
ya sea directamente o a través de la via linfatica. Finalmente, son degradados por

el higado y eliminados a través de los rifiones (102)(Figura 24).

El PINP recién escindido presenta una estructura trimérica (derivada de
la estructura sin escindir del colageno) que recibe el nombre de PINP intacto
(PINPi). Este, posteriormente se vuelve a degradar, dando lugar a monémeros,
siendo la cantidad de estos mas la de PINPj, lo que se conoce como PINP total

(PINPY).

Actualmente PINP es considerado el marcador mas sensible de formacion
6seay es particularmente util para monitorizar terapias que ralentizan la pérdida
gradual de hueso en pacientes con osteoporosis (107). Ademas, concentraciones
séricas de PIIINP se encuentran significativamente elevadas en pacientes con

fallo cardiaco, MCH y MCD (108).
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El propéptido carboxi-terminal del colageno tipo I (CICP) presenta baja
sensibilidad en situaciones clinicas con aumento del remodelado dseo, y no se ha
encontrado variaciones de concentracion en MCH ni MCD con respecto a

controles sanos, por lo que no se usa en este ambito como biomarcador (108).
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Figura 24. Esquema ilustrativo de la procedencia de los biomarcadores indicadores de
la sintesis de coldgeno (CICPy PINP) y de los biomarcadores indicadores de degradacion
de coldgeno (CTX y NTX). Adaptado de Induction of Cardiac Fibrosis by Transforming Growth
Factor-B1. Lijnen P. J. y Col. Molecular Genetics and Metabolism (2000) (109).

El colageno tipo [ es el mayor componente del hueso, por lo que niveles de
marcadores de sintesis de colageno, pueden reflejar formacion de hueso,
especialmente en nifios en edad de crecimiento y adolescentes. Para minimizar
dicho efecto, se miden simultdneamente los niveles de fosfatasa alcalina 6sea
(FAO), la cual es un marcador especifico de la actividad metabélica 6sea.

Posteriormente se determina el ratio obtenido entre el marcador de sintesis de
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colageno y la FAQ, y de esta forma se compensa la posible influencia de la posible

renovacion de colageno 6sea, sobre el metabolismo de colageno cardiaco (110).

Una desventaja de estos marcadores es que no siempre son totalmente
eliminados del procoldgeno, por lo que una cierta cantidad acaban formando
parte de las fibras de coldgeno, porlo que la sintesis de colageno no es totalmente

proporcional a la concentracién sérica de los mismo (108).

1. 3.5.3 Degradacion de coldgeno

La degradacién de la matriz extracelular ocurre mediante ciertas
proteasas, entre las que se encuentran las metaloproteinasas de matriz (MMPs).
Las MMP son enzimas dependientes de cinc y se puede sintetizar no sé6lo por los
fibroblastos, sino también por otras células, como los leucocitos. También
conocida como colagenasas, son altamente especificas de colageno tipo [ y III, y
escinden el colageno en dos fragmentos (102). La colagenasa intersticial (MMP-
1), colagenasa de neutréfilos (MMP-8), y colagenasa-3 (MMP-13) inician la
digestion de colageno hidrolizando el enlace peptidico situado tras un residuo de

glicina.

Tras la hidrolisis, se derivan, entre otros, los telopéptidos entrecruzados
del colageno tipo I de regiones especificas de la molécula de colageno tipo I, que,
dependiendo del extremo de donde procedan, dan lugar al telopéptido
entrecruzado del extremo aminoterminal de la molécula de coldgeno tipo I (NTX)
y al telopéptido entrecruzado del extremo carboxiterminal de la molécula de
colageno tipo I (CTX) (Figura 25). Frente a los marcadores de sintesis de colageno,
presentan la ventaja de que existe relacién estequiométrica de 1:1 entre el
numero de moléculas degradadas de colageno tipo I y el de moléculas NTX y de
CTX, siendo por tanto la cantidad que alcanza la circulacién de estos, proporcional

al colageno degradado (Figura 24).

CTX y NTX han mostrado ser los marcadores de resorcién ésea mas
sensibles y especificos en la mayoria de patologias 6seas. Actualmente, la

determinacion de NTX en orina es una de las mas usadas en la practica clinica
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para, entre otras, la prediccion de pérdida 6sea, riesgo de fractura, seleccion de

pacientes para terapia anti-reabsortiva y monitorizacion de ésta, etc. (107).

Ademas, concentraciones séricas de CTX se encuentran significativamente

elevadas en pacientes con MCH y MCD (108).

Figura 25. Bases moleculares de la procedencia de los péptidos usados como indicadores
de degradacién de coldgeno tipo L. Ilustracién superior: relaciones axiales requeridas entre las
moléculas de coldgeno vecinas, las cuales forman enlaces intermoleculares trifuncionales cruzados
para formar las largas fibras de coldgeno. El patrén espacial 3D exacto de los enlaces de reticulacion
todavia no estd claro. Ilustracién Inferior: Detalle del escalonamiento axial de las moléculas de
coldgeno individuales requeridas para el entrecruzamiento de piridinolina. Adaptado de Advances

in collagen cross-link analysis. Eyre DRy col. Methods 2008 (111).
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION E HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Las MCPs son enfermedades del musculo cardiaco que presentan como
caracteristicas clinicas mas comunes la dilatacién ventricular, hipertrofia y
arritmia cardiaca, sufriendo a menudo fallo cardiaco y MSC. Ademas,
habitualmente, los pacientes requieren de trasplante durante el desarrollo de la
enfermedad. En general, para las MCPs es fundamental un diagndstico diferencial
temprano, pero, en individuos sanos portadores de mutaciones patogénicas, es
critico un seguimiento clinico periddico. Hasta ahora, la anamnesis, la evaluacion
clinica y las técnicas de imagen han sido las herramientas fundamentales para
pronosticar el desarrollo de la enfermedad, pero estan muy limitadas a la hora de

adelantarse al inicio clinico de la misma.

La irrupcién en la clinica de nuevas técnicas diagndsticas como los
biomarcadores séricos podria proporcionar una informacién adicional
fundamental para estados presintomaticos de las MCPs, ayudando a diagnosticar
y estratificar a este tipo de pacientes de forma rapida y fiable. No obstante, en la

actualidad no hay ningin biomarcador que cumpla estas caracteristicas.

Por ello, este trabajo pretende realizar un estudio de biomarcadores
relacionados con inflamacién, estrés parietal, dafio miocardico y fibrosis en
pacientes de MCA, MCD y MCH, y evaluar su utilidad clinica, ademas de

correlacionarlos con las variables clinicas de las diversas enfermedades.

2.2 OBJETIVOS

1) Estudiar los valores de los biomarcadores analizados, comparando sus
valores en pacientes portadores afectados, portadores no afectados y un
grupo control de no portadores sanos para cada una de las tres MCPs

(MCA, MCD Y MCH).

2) Analizar el uso de los biomarcadores estudiados para identificar
enfermedad subclinica en portadores de mutaciones patogénicas no
afectados en las tres patologias.

3) Determinar la severidad de la enfermedad en base a las concentraciones

de los distintos biomarcadores.
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4) Relacionar la concentracion de los distintos biomarcadores con la

capacidad funcional, segin la escala NYHA en cada una de las tres

patologias.

5) Estudiar la posible asociacién de los biomarcadores con las variables

clinicas de las MCPs.
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I1I. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se harealizado un estudio observacional transversal incluyendo pacientes
evaluados prospectivamente en la consulta de cardiopatias hereditarias del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) (Murcia) desde
2005 hasta 2013 con diagnostico MCH, MCD o MCA y diagnéstico genético. Las
muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Diagnostico Genético del

Servicio de Analisis Clinicos del HCUVA, Murcia.

3.2. GRUPOS DE ESTUDIO

3.2.1 Caracteristicas clinicas

En este estudio, se incluyeron familias que tuvieran los siguientes

requisitos:
1. Presentar un afectado con diagnéstico definitivo de MCH, MCD o MCA.

2. Presentar diagnoéstico genético en el que se haya identificado una

variante considerada patogénica.

3. Que cada familia presentara al menos un individuo de cada uno de los
grupos, es decir un afectado, un portador genético no afectado y un sano no

portador.

La seleccién en el momento en que se hizo fue consecutiva, identificando
todas las familias que cumplian esos requisitos, resultando un total de 70 familias

seleccionadas, con una suma de 213 pacientes.
Para llevar a cabo el estudio los individuos se clasificaron en 3 grupos:

e Grupo 1: Portadores afectados.
e Grupo 2: Portadores sanos.

e Grupo 3: Grupo control (sanos no portadores).

En el grupo 1 se incluyeron un total de 105 pacientes, de los cuales 40

eran pacientes indice con diagnoéstico de MCA (n=12), MCD (n=7) o MCH (n=21)
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y 65 eran pacientes portadores afectados con diagnostico de MCA (n=8), MCD
(n=23) o MCH (n=34).

Para el subgrupo diagnosticado con MCA, el caracter inespecifico de la
mayor parte de los signos clinicos y la ausencia de una prueba diagndstica tinica
hacen que el diagnéstico de esta enfermedad resulte siempre dificil. Por ello el
diagnostico se hizo en base a los criterios propuestos por el panel de expertos del

Task Force (28) (ver anexo I).

e Diagnostico definitivo: dos criterios mayores o un criterio mayor y dos
menores, o cuatro criterios menores de categorias diagnosticas diferentes.

e Diagnoéstico limitrofe: un criterio mayor y un criterio menor, o tres
criterios menores de categorias diagnosticas diferentes.

e Diagnostico posible: un criterio mayor o dos criterios menores de

categorias diagndsticas diferentes.

Para el subgrupo de MCD, el diagndstico esta basado en la presencia de
una fraccién de eyeccidon del ventriculo izquierdo (FEVI) <0,45 (>2SD) y/o
fraccion de acortamiento <25% (>2SD), junto con un diametro diastolico final
ventricular izquierdo (DTDVI) >117% del valor previsto corregido (el cual varia

dependiendo de la edad y de la superficie corporal).

La MCD se considera familiar cuando hay dos o mas miembros de una
familia afectados, o un solo miembro mas el antecedente familiar de MSC en < 35

afios(112).

Con respecto al subgrupo diagnosticado con MCH, todos ellos cumplian
con los criterios de diagnostico clasicos para la MCH familiar: un septo
interventricular 215 mm para los probandos o 213 mm para los familiares, y
siempre la hipertrofia no fuera secundaria a otra enfermedad cardiaca o
sistémica capaz de producir HVI (como hipertension, enfermedad valvular e

1C)(113).

Ademas, dentro del grupo 1, se diferencié un subgrupo de severidad, en

base a criterios morfoléogicos:
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Parala MCA, se consider6 pacientes con enfermedad severa a aquellos con

cualquiera de los siguientes criterios morfologicos:

e FEVI<50%,

e Diametro telediastélico (DTD) > 55mm

Para la MCD, se considerd pacientes con enfermedad severa a aquellos

con cualquiera de los siguientes criterios morfolégicos:

e Disfuncidn sistélica severa, FEVI < 40%,.

e Dilatacion severa DTD > 60 mm.

Parala MCH, se considerd pacientes con enfermedad severa a aquellos con

cualquiera de los siguientes criterios morfologicos:

e Hipertrofia ventricular severa > 20 mm de grosor,
e Obstruccion severa > 50 mmhg,
e Disfuncidn sistélica FEVI < 50%

e Dilatacion auricular severa AI>50 mm.

En base a la presencia de sintomas o complicaciones, se considero
sintoma severo cualquier limitacion funcional como disnea limitante, sincope o
NYHA 3-4; complicacion severa se agrupd con presencia de FA, accidente
cerebrovascular (ACV), trasplante cardiaco, muerte relacionada, parada
resucitada o taquicardia ventricular sostenida; y por ultimo complicaciones
arritmicas severas implicaron taquicardias, MSC, parada resucitada o presencia

de DAL

Se realizd estudio clinico y genético a los familiares de primer grado de los
casos indice, incluyéndose en el grupo 2 del estudio a 108 individuos sanos

portadores de mutaciones causantes de MCH(n=53), MCD (n=26) y MCA (n=29).

Se incluyeron en el grupo 3 del estudio una serie de 66 pacientes sanos
control, de las mismas familias que incluye el estudio, reclutados en nuestro
laboratorio, utilizando los mismos criterios de exclusiéon usados para los

pacientes, ademas de un andlisis genético para descartar variantes génicas
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patogénicas en los genes estudiados, asi como una historia clinica y exploracion

fisica completa, para descartar que fueran cardiépatas.

209
Individuos

portadores
(67 familias)

Individuos
portadores
(16 familias)

Individuos
portadores
(35 familias)

28 25
Afectados || Portadores
no afectados

55 53
Afectados || Portadores

no afectados

Figura 26.- Diagrama de flujo

3.2.2 Diagnostico genético

Para el estudio genético de los casos indice, se realizé la secuenciacién de

los principales genes implicados en cada patologia, dividiéndose en genes

desmosomicos para MCA, genes sarcoméricos para MCH, y genes sarcoméricos,

estructurales y relacionados con el metabolismo del calcio para MCD. (Tabla 4).



I1I. MATERIAL Y METODOS

Tabla 4.- Frecuencia de las mutaciones en los grupos de estudio

MCH MCD ARVD
PORT NO
TODOS | AFECTADOS P?\':: c':° ToDos | AFEcTADOS P:':: c':° ToDOS [AFECTADOS| *, -
R ol R . R o llr ol R % Recuento Ir . R N R el
GEN MUTACION (% todos |(u afectados] (w port no || (% todos Jis afectados| ™ :;::'no (% todos | (% afectados | portno
MCH) MCH) afect MCH) MCD) MCD) MCD) ARVD) ARVD) afect ARVD)
aGalA Asp313Tyr 8(7.4) 2(36) 6(11,3)
FHL1 .689-3delC 1(0,9) 1(1,8)
MYH6 A10048 3(2,8) 3(5,6)
D309G 1(0,9) 1(19)
D928N 32,80 3(55
MYH7
E1348Q 2(1,9) 2(3,8)
T1377M 7(6,5) 59,1 2(3,8)
Pro108Alafs*9 9(8,4) 59,1 4(7,6)
Arg891fs 20 (18,5) 11 (20,0) 9(17,0) 3(5,7) 1(3,6) 2(8,0)
E258K 546 2038 3(57)
G1248R 3(2.8) 3(5,6)
MYBPC3
1852f5 2(1,9) 2(37)
IVS23+1G>A 4003700 22(400) 18340 || 1009 1(4.0)
P187R 3(2.8) (5,5)
R502Q 1009  1(18)
LMNA R545H 3(5,7) 36 2(30)
Desmoglein-2 G638R 1(1,9 3,6)
SCN5A R620H 1(1,9) 1(4,0)
TAZ Argo4(ys 4(75) (16,0)
TNNT2 Argl173Gin 8(15,1) 5(17,9) 2,0)
TPM1 L113V 238 2(1)
TTN Ser15484X 1(19) 14,0
i1 Arg530X 1019 136
Val943Phe 3N 20 4,0
PIN R14del 2(3,8) 2(8,0) 5(10,4) 2(10,0) 3(10,7)
D117N 18(34) 15(53,6) (12,0
Cypher/ZASP lle558Val 1(1,9 (4,0)
Thr351Ala 6(125)  5(250) 1(36)
Desmocollin- A133T 3(5,7) 3(12,0)
2 E896£sX900 8(167)  2(10,0) 6(21.4)
VS8-1G>A 1(1,9) 14,0
A10745fsX1087 6(12,5) 2(10,0) 4(14,3)
Desmoplakin  Q1925X/g41399¢>T 3(6,3) 1(5,0) 2(7,1)
Q447X 4(83)  3(150) 1(36)
R425X 121 150
Jup P35T 2(4,2) 2(7.1)
A418D/g45956C>A 2(4,2) 1 1(3,6)
D26N 121 105
Plakophilin-2 G712R 5(10,4) 5(17.9)
R79X 1@21) 2.0
S140F 4(8,3) 5.0) 3(10,7)
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3.3. METODO

3.3.1 Recogida y procesamiento de las muestras

Se llevé a cabo la extraccion de cuatro muestras de sangre periférica
recogidas a cada paciente en un tubo con anticoagulante EDTA, y un tubo seco
con gel. Se centrifugaron a 3500 rpm 5 min, se separé el plasma/suero, y fue

congelado a -809C hasta ser procesado.

Con la capa de leucocitos del tubo de EDTA se realiz6 la extraccion,
aislamiento y purificaciéon de ADN siguiendo los métodos estandar. El ADN fue

almacenado a -402 hasta ser utilizado para el estudio genético.

3.3.2 Parametros de estudio

3.3.2.1 Variables Clinicas

a) Evaluacion clinica y principales variables estudiadas

En todos los probandos, la revision clinica consistié en la realizacién de
una historia completa (preguntas sobre sus sintomas, antecedentes clinicos,
historia de hipertension) y un examen clinico que incluia un ECG de 12
derivaciones, ecocardiograma bidimensional, prueba de esfuerzo y un Holter-

ECG de 24 horas.

Se clasificé la disnea o capacidad funcional por medio del sistema
propuesto por la “New York Heart Association” (clase NYHA), y se les interrogé

acerca de las causas de los fallecimientos de los familiares.

En todos los pacientes se recogieron una serie de variables en relacion a la
caracterizacion del fenotipo, que incluyeron: edad al diagnostico, sexo,
consanguinidad, forma de presentacion (casual, gracias al “screnning” familiar o

presencia de sintomas) y antecedentes familiares de MSC no explicada.

En el estudio ecocardiografico, las variables que se midieron fueron:
severidad de la hipertrofia del VI, situacién clinica al final del seguimiento

(sincope, clase funcional NYHA) funcién sistélica (FEVI) y diastélica (DTDVI
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(mm), didametro auricula izquierda (TAMAI)(mm)) y presencia/ausencia de
obstruccion del tracto de salida del VI (OTSVI), estando presente con
OTSVI>30mmHg. También se evalud la presencia/ausencia de taquicardia
ventricular no sostenida en Holter ECG de 24 horas y presencia/ausencia de
respuesta presora anormal al esfuerzo, al igual que eventos arritmicos y
complicaciones durante el seguimiento como FA, ACV, MSC resucitada y NYHA

[I-1V.
b) Estudio ecocardiogridfico.

Las técnicas de ECO-Doppler constituyen una herramienta fundamental
en los programas de cribado familiar, ya que es un método no invasivo idéneo no
s6lo para el diagnostico de las MCPs, sino para la comprension de su
fisiopatologia, seguimiento y pronostico, permitiendo ademas realizar un estudio
hemodinamico no invasivo. Asf, representa un instrumento de diagnéstico valido
para distinguir los tres tipos fundamentales de MCPs atendiendo a tres
parametros relativos al VI, las dimensiones de la cavidad, el espesor de las

paredes y la fraccién de acortamiento.
¢) Registro de ECG tipo Holter

El Holter ECG de 24 horas se realiza para detectar arritmias ventriculares
y una posible taquicardia ventricular no sostenida, que pueden explicar el
mecanismo de la MS. Es superior a la prueba de esfuerzo para este objetivo. Por
medio de este dispositivo se recoge ininterrumpidamente el registro eléctrico

ambulatorio del corazén durante 24 o 48 horas.

Todos los pacientes se sometieron a 24 horas de monitorizacion
ambulatoria mediante Holter en el desempefio de las actividades diarias

normales.
d) Ergonometria o prueba de esfuerzo

La prueba de esfuerzo desempeiia un papel relevante en el estudio de las
cardiopatias ya que es importante conocer la respuesta al ejercicio para

determinar el nivel de esfuerzo tolerable sin efectos adversos. Las variables mas
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T N R .
importantes que esta prueba permite evaluar son la capacidad funcional y sobre
todo el comportamiento de la presidon arterial sistémica con importancia

pronostica.
e) Estudio de imagen de resonancia magnética cardiaca

La resonancia cardiaca magnética (RCM) es una técnica no invasiva que
permite diferenciar el musculo cardiaco de la cavidad ventricular sin la necesidad
de utilizar medios de contraste. Logra una excelente caracterizacion de tejidos
blandos, el buen contraste natural entre la sangre y las estructuras cardiacas y la

obtencion de imagenes en multiples planos.

3.3.2.2 Parametros de Laboratorio: Medida de biomarcadores.

Las caracteristicas técnicas de los ensayos de los biomarcadores

determinados se muestran en el anexo II.

a) Enzimoinmunoensayo tipo ELISA manual para Ila

determinacion de CICP, NTX, TGF-B, CT-1, ST2 y SOCS3.

Mediante técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA) se determinaron las
concentraciones en suero de todos los marcadores relacionados con la fibrosis
(CICP, CTX Y NTX), alguno de estrés parietal (ST2) y algunas citoquinas (TGF-B y
CTF-1).

La técnica ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) se basa en el uso de
antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Asi, un
componente (antigeno o anticuerpo), se encuentra inmovilizado sobre un
soporte solido (microplacas), quedando asi la reacciéon antigeno-anticuerpo
fijada. Posteriormente mediante la adicién del sustrato especifico de la enzima,
se lleva a cabo una reaccién enzimdatica que producird un color cuantificable

mediante espectrofotomeria.
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Existen diversos tipos de ELISA: si el antigeno esta unido a la placa, se
puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado, y hablariamos de
un ELISA directo. Si se emplea un anticuerpo primario antiantigeno y uno
secundario anti-primario marcado, hablariamos de un ELISA indirecto. Sin
embargo, cuando tenemos un ELISA tipo 'sdndwich’, el ensayo consiste en una
captura de antigeno y posterior deteccién mediante inmunocomplejos. En este

tipo de ELISA se recubren los pocillos con un primer anticuerpo anti-antigeno.
La técnica de ELISA tipo “sandwich” consta de las siguientes fases:

A. Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos de la molécula
de interés (antigeno) a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados

deficientemente o no fijados.

Los kits comerciales incluyen una microplaca con pocillos que poseen el
primer anticuerpo unido en su fondo. Asi, al aplicar la muestra problema en la
que se encuentra el antigeno, éste sera retenido en el pocillo al ser reconocido

por el primer anticuerpo (Figura 27.4).

B. Adicién de la muestra problema (suero en nuestro caso) de tal forma
que si esta presente el antigeno, y después de un tiempo de incubacion,
reaccionara especificamente con los anticuerpos fijados al soporte (anticuerpos
primarios). Finalmente, un lavado eliminara los antigenos que no hayan

reaccionado y los restos de la muestra no fijados (Figura 27.B).

C. Adicién de anticuerpos (secundarios) especificos del antigeno a
detectar conjugados con una enzima, los cuales, tras otro periodo de incubacion,
reaccionan con los antigenos fijados a los anticuerpos primarios (Figura 27C).

Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

Los anticuerpos secundarios deben tener un epitopo diferente de los
anticuerpos con los que se han tapizado el soporte. La enzima escogida como
marcador debe unirse facilmente a antigenos y anticuerpos, encontrarse en
estado puro a un precio razonable y tener un substrato cromogénico o
fluorogénico conveniente y de facil preparacion. Las enzimas mas utilizadas son

fosfatas alcalina, peroxidasa de rabano y la 3-galactosidasa.
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D. Revelado de la reaccidn enzimatica: Adicién de un substrato sobre el
que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Tras un tiempo de incubacion,
mediante la adicion de una solucion de parada, se detiene la reaccion. El resultado

de esta etapa, es la obtencién de productos solubles coloreados (Figura 27.D).
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Figura 27.- Representacion de una reaccién ELISA

E. Lectura espectrofotométrica del producto final coloreado. Para ensayos
colorimétricos, la tasa de desarrollo de color es proporcional, dentro de un cierto
rango, a la cantidad de conjugado enzimatico presente. Asi, mediante la lectura
de la densidad éptica (D.0.) mediante espectrofotometria, podemos asignar una
determinada concentracién de analito a cada pocillo, mediante una curva de

calibracion.

Para este paso, se utilizé el lector de placas de ELISA pQuant
(Biotekinstruments Inc.) con el programa de interpretacion de datos informatico

KCjunior.

Los kits comerciales usados para el andlisis de cada uno de los marcadores

de interés, fueron los siguientes:

-CICP: para el analisis de este marcador, usamos el kit MicroVue™ CICP
EIA de QUIDEL (San Diego, USA), el cual proporciona un método cuantitativo para

determinar los niveles de PICP (propéptido C-terminal del colageno tipo I) en
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suero. Es un enzimoinmunoensayo tipo sandwich en placa de microtitulacion que
utiliza un anticuerpo anti-PICP monoclonal recubierto sobre la placa, un
antisuero anti-PICP de conejo, un conjugado de fosfatasa alcalina anti-conejo de

cabra y un sustrato pNPP para la cuantificaciéon del PICP en suero humano.

- TGF-B1 Humano: se usé el kit Quantikine® ELISA Human TGF-31 de R&D
SYSTEMS (Abingdon, UK), para la determinacion cuantitativa de TGF-f31 en suero
o plasma. Es una técnica de enzimoinmunoensayo tipo sandwich que usa un
anticuerpo monoclonal especifico anti-TGF-f1 humana fijado al fondo de cada
pocillo de la placa, un conjugado de peroxidasa de rabano unido a un anticuerpo
monoclonal anti-TGF-1 humana, y peréxido de hidrégeno junto a

tetrametilbenceno como cromdgenos.

- CT-1: se uso6 el kit de ELISA Cardiotrophin 1 Human de Abcam®
(Cambridge, UK), para la determinacién cuantitativa de Cardiotrofina 1 humana
en suero o plasma, es una técnica de enzimoinmunoensayo tipo sandwich que usa
un anticuerpo monoclonal especifico anti-Cardiotrofina humana fijado al fondo
de cada pocillo de la placa, un anticuerpo monoclonal anti-Cardiotrofina humana
conjugado con biotina, un conjugado de peroxidasa de rabano unida a

estreptavidina y solucion 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) como cromogeno.

- ST2: se usé el kit de Quantikine® Human ST2/IL-1 R4 R&D SYSTEMS
(Abingdon, UK) para la determinacién cuantitativa de ST2 en suero o plasma. Es
una técnica de enzimoinmunoensayo tipo sdndwich que usa que usa un
anticuerpo monoclonal especifico anti-ST2 humano fijado al fondo de cada pocillo
de la placa, un conjugado de peroxidasa de rabano unido a un anticuerpo
monoclonal anti-ST2 humano, y peréxido de hidréogeno junto a

tetrametilbenceno como cromdgenos.

- SOCS3: se utilizéo el ELISA kit de CUSABIO BIOTECH CO. para la
determinaciéon cuantitativa de SOCS3 en suero o plasma. Es una técnica de
enzimo-inmunoensayo tipo sandwich que usa un anticuerpo monoclonal
especifico SOCS3 humana fijado al fondo de cada pocillo de la placa, un conjugado
de peroxidasa de rabano unido a un anticuerpo monoclonal anti-SOCS3 humana,

y peréxido de hidrégeno junto a tetrametilbenceno como cromégenos.
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- NTX: Este marcador fue determinado mediante el kit de ELISA NTX-
Serum de OSTEOMARK®. Es una técnica de enzimoinmunoensayo tipo sandwich
que usa un anticuerpo monoclonal especifico anti-NTX humana fijado al fondo de
cada pocillo de la placa, un anticuerpo monoclonal anti-NTX humana conjugado
con biotina, un conjugado de peroxidasa de rabano unida a estreptavidina y

solucién 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) como cromégeno.

b) Electroquimioluminiscencia (ECLIA) para la determinacion de

IL-6, PINPi, PINPt, NT-proBNP, TnThs, CTX y FAO.

Las mediciones de los niveles de IL-6, PINPt, NT-proBNP, TnThs y CTX se
llevaron a cabo mediante una técnica de electroquimioluminiscencia (ECLIA,
electrochemiluminescence immunoassay), en autoanalizadores Hitachi/Cobas
Roche Diagnostics®. Los niveles de PINP intacto fueron medidos en un
autoanalizador IDS-iSYS Fully Automated Immunoassay System de Immuno
Diagnostic Sistems. Por quimioluminiscencia se determinaron FAO, en el
autoanalizador LIAISON® de DiaSorin, y PINPi en un autoanalizador IDS-ISYS
Multidiscipline Automated System®

El inmunoensayo ECLIA, combina la reacciéon convencional Ag-Ac sobre la
superficie de una microparticula magnética con la reacciéon electroquimica sobre
la superficie de un electrodo para generar luminiscencia. Es un método basado
en la interacciéon entre un quelato de rutenio y tripropilamina (TPA) sobre la

superficie de un electrodo de platino.

El quelato de rutenio produce sales altamente estables que pueden
acoplarse facilmente a muchas especies biologicas. Para desencadenar la

reaccion ECLIA sélo se requiere una simple excitacion eléctrica (Figura 28).

Las reacciones quimioluminiscentes que llevan a la emisién de luz a partir
del marcador de rutenio son activadas eléctricamente, por aplicacién de un
voltaje a la mezcla de reaccidon. El producto final de la reaccién se forma en la
misma fase de medida. La emisién de luz se mide con un fotomultiplicador

situado por encima de la célula de excitacion (Figura 29).
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Figura 28.- Representacion esquemadtica de una reaccion quimioluminiscente.

Para la determinaciéon analitica de las muestras, se procedié a la
descongelacién de las mismas, manteniéndolas a una temperatura de 8-10°C
durante 12 horas. Posteriormente, se centrifugaron a 3500 rpm durante 5
minutos, para recoger el plasma lo mas minimamente contaminado con fibrina,
con objeto de evitar la posible obstrucciéon de los microconductos del

autoanalizador.

Los ensayos ECLIA usados para cada uno de los marcadores de interés

fueron los siguientes:

-IL-6: se realizaron mediante un test inmunoldgico in vitro para la
determinaciéon cuantitativa de IL-6 en suero y plasma humanos. Es un

inmunoensayo altamente sensible de electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo

| 3
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sandwich, para su uso en los analizadores automaticos Cobas 6000 de Roche
Diagnostics®.

-PINPt: se realizaron mediante un test inmunolégico in vitro para la
determinaciéon cuantitativa total

en suero y plasma humanos.
inmunoensayo ECLIA de electroquimio-luminiscencia concebido para su uso en

Es un
inmunoanalizadores tipo Cobas de Roche Diagnostics®.
-NT-proBNP: se realizaron mediante un test inmunolégico in vitro para la

determinacion cuantitativa de NT-proBNP en suero y plasma humanos. Es un

ECLIA tipo sandwich, para su uso en los analizadores automaticos Cobas/Hitachi
de Roche Diagnostics®.
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Figura 29.- Representacion esquemdtica de un autoanalizador

-Troponina T ultrasensible (TnThs): se realizaron mediante un test

inmunolégico in vitro para la determinacién cuantitativa de TnThs en suero y
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plasma humanos. Es un inmunoensayo altamente sensible de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo sandwich, para su uso en los

analizadores automaticos Cobas 6000 de Roche Diagnostics®.

-CTX: se realizaron mediante un test inmunoldgico in vitro para la
determinacién cuantitativa de los productos de degradacién del coldgeno de tipo
[ (CTX) en suero y plasma humanos. Es un ECLIA tipo sandwich, para su uso en

los analizadores automaticos Cobas/Hitachi de Roche Diagnostics®.

Las anteriores medidas de ECLIA se llevaron a cabo en el autoanalizador

cobas e 411 de Roche Diagnostics®.

-PINPi: se realizaron mediante un test inmunolégico in vitro para la
determinacion cuantitativa total en suero y plasma humanos. Es un
inmunoensayo automatizado de quimio-luminiscencia concebido para su uso en
inmunoanalizadores IDS-ISYS Multidiscipline Automated System®, donde ser

realizaron las medidas de este marcador.

-FAO: se realizaron mediante un test inmunolégico in vitro para la
determinacion cuantitativa de La fosfatasa alcalina 6sea en suero humanos. Es un
inmunoensayo de quimioluminiscencia tipo sandwich, para su uso en los
analizadores automaticos de la serie de instrumentos LIAISON® de DiaSorin. Las

medidas se llevaron a cabo en el autoanalizador LIAISON® XL.
3.3.3 Analisis estadistico

Se analizaron las distintas variables de estudio mediante el calculo de

estadisticos descriptivos basicos.

Las variables cuantitativas con una distribucién normal se describieron
mediante la media y la desviacién estdndar de la media. Las variables
cuantitativas que no siguieron una distribucién normal se describieron mediante
mediana y rango intercuartilico (RIC: percentiles 25-75). Respecto a las variables
cualitativas, tanto las categéricas como las ordinales, fueron descritas sus

frecuencias absolutas y porcentajes de cada una de las categorias.
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Las condiciones de aplicacion de los analisis estadisticos se verificaron

previamente a los mismos.

La distribucion normal se consider6 cuando se cumplian en su totalidad los
siguientes criterios:
¢ Eltamafio de muestra era mayor a 30 (n>30).
e Habia normalidad de los residuales, comprobado cuando el test de
Kolmogorov-Smirnov no result6 significativo (p>0,05).
e Las varianzas de los grupos eran claramente homogéneas, comprobado

cuando el test de Levene no resulto significativo (p>0,05).

Ninguno de los grupos mostrd distribucion normal para todos los
marcadores analizados, por lo que se analizaron mediante test no paramétricos

(Tabla 5).

Se consideraron como outliers o valores periféricos aquellos que excedian

mas de 1.5 veces el RIC al percentil 75.

Para comparaciones entre mas de dos grupos se procedi6é al andlisis
mediante Kruskal-Wallis. En caso de encontrarse diferencias significativas, las
comparaciones entre dos grupos se analizaron mediante el test de U-Mann-

Whitney entre los dos brazos de estudio.

En el caso de las variables cualitativas se compararon mediante el test

exacto de Fisher.

Las correlaciones entre variables continuas se realizaron mediante el

coeficiente de correlaciéon Spearman.

En todos los estudios, las diferencias fueron consideradas significativas
cuando el valor de p asociado a la prueba estadistica de contraste era menor de

0,05.

Todos los anadlisis estadisticos fueron llevados a cabo con el programa

estadistico IBM® SPSS® Statistics para Windows (v.26.0).
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Tabla 5.- Valores por marcador y patologia de los criterios de normalidad de las distintas variables.
Se resalta en rojo cuando no se cumple alguno de los criterios establecidos.

1.Afect-Port | 2.Port. NA

p Test
MARCADOR PATOLOGIA Test Test e

n K-S n K-S - Levene

NTproBNP
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3.3.4 Confidencialidad y consentimiento informado del estudio

La inclusién en este estudio no ha supuesto riesgo alguno para los
pacientes. Los datos clinicos has sido almacenados en una base de datos disefiada
para el estudio de las cardiopatias hereditarias, y s6lo han tenido acceso a ellos,
los facultativos del Servicio de Anadlisis Clinicos y Cardiologia que han participado
en este ensayo, asegurando la confidencialidad de los mismos, estableciendo el

protocolo pertinente para ello.

Todos los individuos participantes en el estudio recibieron informacion
detallada de su patologia en caso de haberla, han sido informados de los objetivos
del estudio y dieron su consentimiento por escrito para la participaciéon en el

estudio genético (anexos III-V).
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Estrategia de anadlisis de resultados

Se realizé un estudio observacional transversal, comparativo, de las
variables del estudio y su distribucién en funcién del grupo de portadores
afectados, del grupo de portadores no afectados y del grupo control sano,
participantes en el mismo. Se realiz6 el estudio por duplicado, incluyendo los
valores periféricos, y sin incluirlos, obteniéndose la misma significacion

estadistica en ambos casos.

También se realizé otro estudio de las mismas caracteristicas, pero
incluyendo unicamente los pacientes que tenian algin resultado considerado

como valor periférico.

Ademas, los grupos de portadores afectados se subdividieron a su vez en
afectados severos y no severos, y se incluyé un analisis de los valores de los
marcadores en funcion de los subgrupos de severidad, del grupo de portadores
no afectados y del grupo de control, con el objetivo de estudiar si los valores de
los marcadores variaban en funcién de la severidad del fenotipo en las distintas
patologias. En este andlisis, quedan explicados muchos de los valores que
resultaban como periféricos anteriormente. Por simplicidad, no se vuelve a
incluir la significacion estadistica determinada entre el grupo de portadores no

afectados de cada patologia y de sanos.

| 3
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4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

4.1.1 Caracteristicas generales de la poblacion de estudio y

grupo control.

Los pardmetros demograficos y clinicos de los 105 portadores afectados

que se incluyen en el grupo 1 se resumen en Tabla 6 y en la Tabla 7.

Para aquellos pacientes con diagndstico de MCA, el diagnéstico se hizo a
una edad media de 44.9 = 18.5 (rango 16-90). No hubo predominancia del género
femenino (13 (65.0%) mujeres vs 7 (35.0%) hombres, p=0.18). 14 pacientes
(70%) presentaban afectacidn del ventriculo derecho, y 6 pacientes presentaban
afectacion del VI. 6 pacientes (30.0%) habian presentado enfermedad severa, 6
(30.0%) sintomas severos, 9 (45.0%) complicaciones severas y 7 (35.0%)
complicaciones arritmicas severas. 2 pacientes (10.0%) habian desarrollado una

clase funcional NYHA III-IV previa o en el momento de la primera evaluacion.

Para aquellos pacientes con diagndstico de MCD, el diagnéstico se hizo a
una edad media de 39.7 + 18.5 (rango 11-74). No hubo predominancia del género
masculino (15 (50%) varones vs 15 (50%) mujeres, p=1). El estudio
ecocardiografico mostr6 una FEVI de 47.0 + 8.3 y un DTD de 53.7 * 6.5 mm. Por
otro lado, 4 pacientes (13.3%) habian presentado enfermedad severa, 3 (10.0%)
sintomas severos, 4 (13.3%) complicaciones severasy 3 (10.0%) complicaciones
arritmicas severas. 3 pacientes (10.0%) habian desarrollado una clase funcional

NYHA III-IV previa o en el momento de la primera evaluacion.

Para aquellos pacientes con diagnoéstico de MCH, el diagndstico se hizo a
una edad media de 40.5 + 16.9 (rango 15-75). Hubo predominancia del género
masculino (36 (65.5%) varones vs 19 (34.5%) mujeres, p=0.022). El estudio
ecocardiografico mostré un grosor miocardico maximo de 21.5 * 6.2 mm. 38
pacientes (69.1%) habian presentado enfermedad severa, 17 (30.9%) sintomas
severos, 24 (43.6%) complicaciones severas y 6 (10.9%) complicaciones
arritmicas severas. 13 pacientes (23.6%) habian desarrollado una clase funcional

NYHA III-IV previa o en el momento de la primera evaluacion.



Tabla 6.- Caracteristicas de los pacientes afectados clinicamente I.

VARIABLES

DEMOGRAFICAS

MCA

n(%) Media(SD)

MCD

n(%) Media(SD)
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MCH

n (%) Maedia(SD)

GLOBAL

n (%) Media (SD)

n
Género masculino
Edad en toma de
muestra(afios)
Edad diagnoéstico
(afios)

Edad diagnéstico

2 40 aios

PRESENCIA DE
SINTOMAS O
COMPLICACIONES

20
7 (35.0%)

46.2 (19.4)

44.9 (18.5)

13 (65.0%)

MCA

n (%)

30
15 (50.0%)

39.7 (18.5)

36.8 (17.4)

14 (46.7%)

MCD

n (%)

55
36 (65.5%)

46.7 (16.6)

40.5 (16.9)

31 (56.4%)

MCH

n (%)

105
58 (56.3%)

44.6 (17.8)

40.3 (17.4)

58 (56.3%)

GLOBAL

n (%)

Enfermedad Severa*
Sintomas Severos**
Complicaciones
severas***
Complicaciones
arritmicas

severas****

NYHA

CARACTERISTICAS
ECOCARDIOGRAFICAS

6 (30.0%)
6 (30.0%)

9 (45.0%)

7 (35.0%)

15 (75.0%)
2 (15.0%)
2 (10.0%)

MCA
Media (SD)

4 (13.3%)
3 (10.0%)

4 (13.3%)

3 (10.0%)

18 (60.0%)
9 (30.0%)
3 (10.0%)

MCD
Media (SD)

38 (69.1%)
17 (30.9%)

24 (43.6%)

6 (10.9%)

26 (47.3%)
16 (29.1%)
13 (23.6%)

MCH
Media (SD)

48 (45.7%)
26 (24.4%)

37 (35.2%)

16(15.2%)

59 (56.2%)
28 (26.7%)
18 (17.2%)

GLOBAL
Media (SD)

Grosor miocardico
maximo (mm)

DTD (mm)

FEVI(%)

TAMAI (mm)

10.3 (2.1)

47.9 (4.9)

53.1 (14.0)

36.3 (4.9)

8.8 (2.1)

53.7 (6.5)

47.0 (8.3)

36.9 (6.9)

21.5 (6.2)

43.6 (5.4)

59.0 (9.8)

43.9 (6.9)

17.0 (7.8)

47.4(7.2)

53.8 (11.4)

41.2 (7.5)
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CARACTERISTICAS DE

RESONANCIA

MCA
n (%)

MCH
n (%)

GLOBAL
n (%)

Fibrosis

PRESENCIA DE
DISPOSITIVOS

3 (15.0%)

MCA
Media (SD)

MCD
Media (SD)

10 (18.2%)

MCH
Media (SD)

15 (14.3%)

GLOBAL
Media (SD)

DAI

Marcapasos

11 (55%)
2 (10.0%)

4 (13.3%)
1(3.3%)

16 (29.1%)
3 (5.5%)

31 (29.5%)
6 (5.7%)

*Afectacion morfolégica; **Limitacién funcional: disnea limitante, sincope o NYHA 3-4;
***FA, ACV, trasplante cardiaco, muerte relacionada, parada resucitada, taquicardia
ventricular sostenida; ****Taquicardias, MS, parada resucitada o DAI

Tabla 7.- Caracteristicas de los pacientes afectados clinicamente Il.

EVENTOS

MCA

n (%)

MCD

n (%)

MCH

n (%)

GLOBAL

n (%)

Taquicardia
ventricular
sostenida
Descarga de DAI
Paro cardiaco
resucitado
MSC
Trasplante
Muerte por fallo
cardiaco
ACV
Muerte en relacién

con algin

procedimiento

Muerte no

relacionada

6 (30.0%)

1(5.0%)

1(5.0%)

2 (6.7%)

2 (6.7%)

1(3.3%)

1(3.3%)

3 (5.6%)

1(1.8%)

2 (3.6%)

1(1,8%)

1(1,8%)

1(1.8%)

2 (3.9%)

1(1.8%)

11 (10.5%)

2 (1.9%)

5 (4.8%)

1(0.9%)

1 (0.9%)

2 (1.9%)

3(2.9%)

2 (1.9%)

2 (1.9%)
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4.2. EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE
BIOMARCADORES EN LAS DISTINTAS PATOLOGIAS.

4.2.1 Marcadores de inflamacion

4.2.1.1 Citoquinas

4.2.1.1.1 Interleuquina 6

a) IL-6 cuantitativa

Se encontraron diferencias en estos valores de las medianas de IL-6 en el
grupo de MCD, siendo los valores mas elevados en el grupo de portadores no
afectados que en el grupo de portadores afectados (p=0.015) y el grupo control

(p=0.004)(Tabla 8y Figura 30).

Tabla 8.- Relacion de concentraciones de IL-6 estudiados entre los distintos grupos. Las medidas de

IL-6 se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N IL-6 N IL-6 N IL-6
2.68 2.46 2.89
15 19 15
MCA (2.17-3.38) (2.10-3.50) (2.34-3.30)
2.49 t** 5.19 #** 2.89
18 14 15
MCD (1.83-3.50) (3.36-6.44) (2.34-3.30)
3.20 2.93 2.89
28 18 15
MCH (2.37-5.89) (2.00-3.73) (2.34-3.30)

T Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test de U de Mann-
Whitney).

Un aumento agudo de IL-6 implica una funcién cardioprotectora, que

cuando se vuelve croénica, puede implicar un mecanismo patogénico del
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miocardio. Un aumento de IL-6 en el grupo de portadores no afectados, podria
indicar el desarrollo de esa conversidn del aumento del marcador de fase aguda
a fase cronica en los estadios iniciales de la MCD.

Los grupos de MCA y MCH no presentaron diferencias estadisticas en los

valores de IL-6 entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo

control.
Diagnostico,
12 1 @ Afect-Port
2[Port. NA
3 @ sano
10
8
E
[e]
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MCA MCD MCH
Tipo de miocardiopatia

Figura 30.- Comparacién de las concentraciones de IL-6 entre los diferentes grupos de

cada patologia. ** p<0.01.

Estudio de la severidad del fenotipo

Para MCD, las diferencias obtenidas son las mismas que las encontradas
en el anterior analisis, por lo que la severidad del fenotipo no aporta ninguna

informacion adicional.

Sin embargo en el caso de la MCH, se encontré una concentracién

aumentada en el grupo de afectados severos frente al de portadores no afectados
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(p=0.034), y frente al de sanos (p= 0.049), diferencias que no existian en el
anterior analisis con el grupo de pacientes sin segmentar por severidad (Tabla 9

y Figura 31).

Estas diferencias en MCH podrian ser debidas al aumento crénico de IL-6
en portadores afectados severos, donde la enfermedad esta muy desarrollada, y

existe un dafio miocardico importante.

En el caso de la MCA no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 9.- Relacién de concentraciones de IL-6 estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de IL-6 se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS |NO AFECTADOS
PATOLOGIA ] IL-6 N IL-6 N IL-6 N IL-6
3.15 3.58 2.46 2.89
MCA 5 10 19 15
(2.23-28.40) (2.57-9.99) (2.10-3.50) (2.34-3.30)
2.96 2.49 $** 5.19 #* 2.89
MCD 4 14 14 15
(1.75-3.58) (2.04-3.50) (3.36-6.44) (2.34-3.30)
3.59 2.81 2.93 #* .89 b*
MCH 20 8 18 15 i
(2.72-6.89) (2.03-3.75) (2.00-3.73) (2.34-3.30)

f Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 5, b diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3y 5,
*p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resalta

la informacidn adicional encontrada en el andlisis de severidad.
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Diagnostico

5 M Afect. severo
12 4 O Afect. no sever
2 [Port. NA

3 @Sano

10

IL6 (pgiml)

MCD MCH

Tipo de miocardiopatia

Figura 31.- Concentracion de IL-6 en los tres grupos de MCD y MCH, segtin severidad de
afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al

grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05.
b) IL-6 cualitativa

Con el objetivo de obtener la maxima informacidon de este marcador, se
cred una variable cualitativa de la IL-6, considerando el limite de sensibilidad de

la técnica como punto de corte (1.5 pg/ml).

Para MCA el grupo de sanos presentd un porcentaje estadisticamente
menor de IL-6 mayores de 1.5 pg/ml que afectados (p=0.018), y que portadores
no afectados (p=0.039).

Para MCD el grupo de sanos presenta un porcentaje estadisticamente
menor de IL-6 mayores de 1.5 pg/ml que afectados (p<0.001), y que portadores
no afectados (p=0.018).
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Para MCH el grupo de sanos presenta un porcentaje estadisticamente
mayor de IL-6 mayores de 1.5 pg/ml que el grupo de afectados (p<0.001), y que
el grupo de portadores no afectados (p=0.025) (Tabla 10 y Figura 32).

Tabla 10.- Relacién de valores de IL-6<1.5 pg/ml y de IL-6>1.5 pg/ml estudiados entre los distintos

grupos y sus porcentajes para los grupos de cada patologia.

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
IL-6 IL-6 IL-6
AL <1,5 | >1,5 " <1,5 | >1,5 " <1,5 >1,5
pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
3 15 7 21%* 17 17 #*
18 28 34
MCA (16.7%) | (83.3%) (25%) | (75%) (50.0%) | (50.0%)
1 23 3 14 #* 17 17 #**
24 17 34
MCD (4.2%) |(95.8%) (17.6%) | (82.4%) (50.0%) | (50.0%)
6 29 #* 16 21 17 17 #**
MCH 35 37 34
(17.1%) | (82.9%) (43.2%) | (56.8%) (50.0%) | (50.0%)

1 Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacidn estadistica para el test exacto de Fisher).

En las tres patologias tenemos un alto porcentaje de IL-6 mayores de 1,5
mg/ml en el grupo de afectados comparado con el grupo control, lo que podria
indicar una sintesis del marcador en la patologia, relacionada con la funcién

patogénica de su cronicidad.

Ademas, en MCD, podria haber una mayor expresion de IL-6 en los estados
iniciales de la enfermedad, como muestra la elevacion en el grupo de portadores

no afectados.
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IL6 cualitativa
L6 < 1.5 pgiml

MCA MCD MCH | B> 15 pgimi

100%

80%

60%

40%

20%

Afectado Port. no Afectado Port. no Afectado Port. no Sano
afectado afectado afectado

* .
*%

*%

Figura 32.- Porcentaje de IL-6 para una concentracion critica de 1.5pg/ml en cada uno

de los grupos de cada patologia. *p<0.05, ** p<0.01

Analisis de severidad

En MCA no hay diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos estudiados segin severidad de los afectados.

Estos resultados difieren de los obtenidos con los pacientes sin segmentar
segun severidad de afectados. Al segmentar el grupo de afectados, se reduce el
numero de casos de los nuevos grupos, por lo que es posiblemente la causa de la

pérdida de significacion estadistica con el grupo de sanos.

Para MCD y MCH no hay diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos estudiados segun severidad de los afectados (Tabla 11).
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Tabla 11.- Relacién de valores de IL-6<1.5 pg/ml y de IL-6>1.5 pg/ml estudiados entre los distintos
grupos de afectados, segun severidad, y los grupos de sanos, con los respectivos porcentajes para

los grupos de cada patologia

PO GRUPO 4: GRUPO 2:
GRUPO 3:
A ADO AFECTADOS PORTADORES
SANOS
RO NO SEVEROS NO AFECTADOS
IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
PATOLOGIA
. <1.5 | >15 N <1.5 >1.5 4 <1.5 >1.5 N <1.5 >1.5
pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml
1 5 2 10 7 21 17 17
6 12 28 34
MCA (16.7%) (83.3%)| "~ | (16.7%) | (83.3%) (25%) | (75%) (50.0%) | (50.0%)
McD |s| o 5 |l 18 || 3 u |, v 17 ¢*
(100%) (5.3%) | (94.7%) (16.7%) | (83.3%) (50.0%) | (50.0%)
4 21 2 8 16 21 #* 17 *
MCH |25 10 37 34 175
(16.0%)|(84.0%)| | (20.0%) | (80.0%) (43.2%) | (56.8%) (50.0%) | (50.0%)

# Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 5, b diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos 3y 5, Sﬁ diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y

4, *p<0.05, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test exacto de Fisher). En rojo se resalta la

informacidn adicional encontrada en el andlisis de severidad.

4.2.1.1.2 Cardiotrofina

Se obtuvieron diferencias en las medianas de CT-1 de MCA, siendo los
valores mas elevados en el grupo de portadores no afectados que en el grupo de

portadores afectados (p=0.020).

Para MCD, los valores de CT-1 en los portadores afectados fueron menores
que los obtenidos tanto en el grupo de portadores no afectados (p=0.010), como

los obtenidos en el grupo de sanos (p=0.002) (Tabla 12 y Figura 33).

El grupo de MCH no presento6 diferencias estadisticas en los valores de CT-

1 entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo control.
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La disminucion de la CT-1 en el grupo de afectados de ambas patologias
podria explicar que la hipertrofia del miocardio no esté tan desarrollada como en
la MCH, ya que este marcador induce hipertrofia cuando se expresa de forma

cronica en el miocardio.

Diagnostico
2000 1 M Afect-Port
2 [ Port. NA
3 M Sano
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Tipo de miocardiopatia

Figura 33.- Concentracion de CT-1 en los dos grupos de cada patologia y en el grupo de

sanos. *p<0.05, ** p<0.01
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Tabla 12.- Relacién de concentraciones de CT-1 estudiados entre los distintos grupos. Las medidas

de CT-1 se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA WY CT-1 N CT-1 N CT-1
MCA 13 262.2 t* 1 428.5 1 413.9
(202.8-374.4) (297.5-966.0) (313.2-489.2)
207.4 +** 518.2 413.9 #**
MCD 14 (149.4-279.9) 16 (176.5-732.1) 21 (313.2-489.2)
4341 375.0 413.9
MCH 27 (376.1-502.7) 20 (339.1-512.2) 21 (313.2-489.2)

T Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-Whitney).

Analisis de severidad

El analisis de severidad muestra que, tanto para MCA como para MCD, las
diferencias estadisticamente significativas encontradas en el anterior analisis
entre portadores afectados y portadores no afectados, se deben al menor valor
de CT-1 en el grupo de afectados no severos frente al grupo de portadores no

afectados (p=0.020 para MCA y p=0.017 para MCD).

Para MCD, las diferencias entre las medianas de CT-1 entre portadores
afectados y sanos, se deben a un menor valor de este marcador en el grupo de

portadores afectados severos frente al de sanos (p=0.005) (Tabla 13).

Al segmentar el grupo de afectados, se reduce el nimero de casos de los
nuevos grupos, por lo que es posiblemente la causa de la pérdida de significacién

estadistica del grupo de portadores afectados severos con el grupo de sanos.
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|
Tabla 13.- Relacion de concentraciones de CT-1 estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de CT-1 se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES - ’
SEVEROS NO SEVEROS | NO AFECTADOS
PATOLOGIA |} CT-1 N CT-1 N CT-1 N CT-1
374.4 255.5 F* 428.5 413.5
MCA 5 ' 8 ' 21 ' 21| (313.2-
(202.7-412.0) (176.4-316.9) (297.5-966.0)
489.2)
413.9 g**
159.4 260.0 #* 518.2
MCD 3 11 16 21| (313.2-
(149.4-646.5) (91.0-288.7) (176.5-732.1)
489.2)
445.0 414.9 375.0 413.5
MCH |19 ' 8 ' 20 ' 21| (313.2-
(355.7-491.0) (376.1-504.6) (339.1-512.2) 289.2)

f Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 4 y 2, Sﬁ diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 3 y 4, *p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de
Mann-Whitney). En rojo se resalta la informacion adicional encontrada en el andlisis de

severidad.
4.2.1.1.3 Factores de crecimiento: TGF-f3

Se encontraron diferencias en los valores de las medianas de TGF-B estos
valores en el grupo de MCD, siendo los valores mas elevados en el grupo de

portadores afectados que en el grupo de sanos (p=0.002) (Figura 34 y Tabla 14).

Dada la multifuncionalidad de este factor de crecimiento, es muy
complicado poder estimar una asociaciéon entre la elevacién de este en los
portadores afectados de MCD y su papel en la patologia. Su papel en la
estimulaciéon de la fibrosis y la hipertrofia cardiaca podria explicar su alta

concentracion en los portadores afectados de dicha patologia.
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Tabla 14.- Relacién de concentraciones de TGF-8 estudiados entre los distintos grupos. Las medidas

de TGF-f se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS

PATOLOGIA N TGF-B N TGF-B N TGF-B

MCA 1 20483 ’6 20276 53 17207
(17170-23404) (16339-23880) (14773-23568)

24036 21096 17207 #**

MCD 22 (19613-31159) 21 (19817-24626) 23 (14773-23568)

18185 18235 17207
MCH 24 (10527-25627) 17 (16152-27605) 23 (14773-23568)

# Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3, ** p<0.01 (significacién

estadistica para el test de U de Mann-Whitney).
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Figura 34.- Concentracion de TGF-B en los dos grupos de cada patologia y en el grupo de

sanos. *p<0.05.
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Los grupos de MCA y MCH no presentaron diferencias estadisticas en los
valores de TGF-f entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo

control.

Analisis de severidad

El andlisis de severidad muestra que, para MCD, las diferencias
estadisticamente significativas encontradas en el anterior analisis entre
portadores afectados y portadores no afectados, se deben al mayor valor de TGF-
B en el grupo de afectados no severos frente al grupo de sanos (p=0.002) (Tabla

15).

Al segmentar el grupo de afectados, se reduce el nimero de casos de los
nuevos grupos, por lo que es posiblemente la causa de la pérdida de significaciéon

estadistica del grupo de portadores afectados severos con el grupo de sanos.

Tabla 15.- Relacion de concentraciones de TGF-8 estudiados entre los distintos grupos de afectados,

segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de TGF-[3 se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES NO SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS AFECTADOS
PATOLOGIA W TGF-B N TGF-B N TGF-B N TGF-B
20590 20483 20276 17207
5 14 26 23
MCA (14621-23333) (18100-23404) (16339-23880) (14773-23568)
23381 24258 21096 £
McD | 3 2 21 gy 172078
(22306-25918) (19613-31559) (19817-24626) (14773-23568)
18908 18503 18235
MCH 15 9 17 23 17207
(10681-24958) (10782-25106) (16152-27605) (14773-23568)

Sﬁ diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3y 4, ** p<0.01 (significacion estadistica
para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resalta la informacion adicional encontrada en el

andlisis de severidad.
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4.2.1.2 Inhibidores de citoquinas: SOCS3

Hubo diferencias en los valores de la mediana de SOCS3 en los grupos de
MCA, obteniendo valores menores en el grupo de portadores afectados que en el

grupo de portadores no afectados (p=0.001) y que en el grupo de sanos (p=0.008)

También hubo diferencias entre los grupos de MCH, presentando mayor
concentracion de SOCS3 el grupo de portadores no afectados frente al grupo de

sanos (p=0.034). (Figura 35y Tabla 16).

Esta proteina esta inducida por la superfamilia de CT-1, y produce una
inhibicién de la misma. Por ello, las conclusiones relacionadas con las distintas
concentraciones de este marcador estan condicionadas a la concentracion del

marcador, por lo que se estableci6 una ratio para tener en cuenta su relacion.

Tabla 16.- Relacion de concentraciones de SOCS3 estudiados entre los distintos grupos. Las medidas

de SOCS3 se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N SOCS3 N SOCS3 N SOCS3
572.0 +** 804.7 823.5 #**

MCA 16 (468.4-689.4) 21 (639.4-916.2) 28 (522.0-1026.0)

727.5 830.0 823.5
e 19 (400.0-925.0) 1> | (sea.0-1124.2) | 2 | (522.0-1026.0)

838.5 996.0 £* 823.5
MCH 16 (487.0-1110.0) 12 (875.5-1158.5) 28 (522.0-1026.0)

1 diferencia estadisticamente significativa entre grupos 1y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-Whitney).

El grupo de MCD no presentd diferencias estadisticas en los valores de

SOCS3 entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo control.
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Figura 35.- Concentraciéon de SOCS3 en los dos grupos de cada patologia y en el grupo de

sanos. *p<0.05, ** p<0.01.
Analisis de severidad

Este anadlisis, para MCA muestra diferencias estadisticamente
significativas siendo menor el valor de la mediana de SOCS3 para el grupo de

afectados severos frente al grupo de afectados no severos (p= 0.017) (Tabla 17).

Ademas, se pone de manifiesto que las diferencias detectadas para el
grupo de afectados y sanos, se debe a una menor mediana del grupo de afectados

severos frente a sanos (p=0.011) (Figura 36).

El analisis de severidad no muestra informacién adicional ni para MCD ni

para MCH.
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Tabla 17.- Relacién de concentraciones de SOCS3 estudiados entre los distintos grupos de afectados,

segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de SOCS3 se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: CRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES NO SANOS '
SEVEROS NO SEVEROS AFECTADOS
PATOLOGIA SOCS3 N SOCS3 N SOCS3 N SOCS3
468.4 +* 640.6 +* 804.7 #** 823.5 4*
MCA | s 10 21 28
(352.1-532.7) (560.4-791.6) (639.4-916.2) (522.0-1026.0)
889.0 727.5 830.0 823.5
MCD |3 16 15 28
(558.0-1033.0) (374.5-1029.5) (594.0-1124.2) (522.0-1026.0)
788.0 1127.0 996.0 823.5
MCH |13 3 12 28
(443.0-1012.0) (673.0-1462.0) (875.5-1158.5) (522.0-1026.0)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4, # Diferencia estadisticamente

significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 5, b
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y 5, *p<0.05, ** p<0.01 (significacién
estadistica para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resalta la informacién adicional
encontrada en el andlisis de severidad.
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Figura 36.- Concentracion de SOCS3 en los tres grupos de MCA, segiin severidad de afectados,

y en el grupo de sanos. En rojo se resalta la informacién adicional encontrada en el andlisis de

severidad. *p<0.05, ** p<0.01
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4.2.1.3 Ratio CT-1/S0OCS3

Se mostr6 una media aumentada de la ratio CT-1/SOCS3 entre el grupo de

portadores no afectados y sanos para MCA (p=0.038) y para MCD (p=0.011).

Este aumento con respecto al grupo control, implica una elevada
concentracion de CT-1 con respecto al SOCS3, por lo que se puede interpretar
como que no existe la cantidad suficiente de la inhibicién ejercida sobre SOCS3

sobre los efectos negativos de la CT-1 en los estados iniciales de estas patologias.

Para MCH, el grupo de afectados mostré un mayor valor de la ratio CT-
1/SOCS3 frente al grupo de portadores no afectados (p=0.021) y al grupo de
sanos (p=0.005) (Tabla 18 y Figura 37).

Estos resultados se podrian interpretar como que no existe la cantidad
suficiente de inhibicion de los efectos negativos de la CT-1 cuando la patologia

estd desarrollada, potenciando la hipertrofia en la MCH.

Tabla 18.- Relacion de concentraciones de ratio CT-1/SOCS3 estudiados entre los distintos grupos.

Las medidas se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
NS N | cT-1/socs3 | N | cT-1/s0cs3| N | CT-1/5OCS3
MCA 5 0.415 | 067LE . 0.381
(0.303-1.063) (0.310-1.074) (0.263-0.463)
0.302 0.798 £* 0.381
MCD 1 (0.224-0.903) 2 (0.525-0.886) 17 (0.263-0.463)
1.047 #* 0.321 0.381 #**
MCH ’ (0.563-1.199) 1 (0.287-0.727) 17 (0.263-0.463)

t Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacidn estadistica para el test de U de Mann-Whitney).
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Figura 37.- Medida de la ratio CT-1/S0CS3 en los dos grupos de cada patologia y en el

grupo de sanos. *p<0.05.

Analisis de severidad

Para MCA, este andlisis muestra diferencias estadisticamente
significativas, siendo mayor el valor de la ratio CT-1/SOCS3 para el grupo de

afectados severos frente al grupo de sanos (p=0.011).

Ademas, para MCH, se pone de manifiesto que las diferencias detectadas
para el grupo de portadores afectados y portadores no afectados, se debe a una
mayor mediana del grupo de portadores afectados severos frente a portadores
no afectados (p=0.035). Lo mismo ocurre para las diferencias entre el grupo de
portadores afectados y sanos, donde las diferencias estadisticas se deben a una
mayor ratio CT-1/SOCS3 para los portadores afectados en comparacion con el

grupo de sanos (p=0.008)(Tabla 19 y Figura 38).
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El analisis de severidad no muestra informacion adicional para MCD.

Tabla 19.- Relacion de concentraciones de CT-1/SOCS3 estudiados entre los distintos grupos de
afectados, segtin severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de CT-

1/50CS3 se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANGS '
SEVEROS NO SEVEROS | NO AFECTADOS
e lelcil'd N | CT-1/SOCS3| N | CT-1/SOCS3| N | CT-1/SOCS3 | N | CT-1/SOCS3
*
e : 0.795 0 0.363 u 0.671 ;| 03814
(0.465-0.977) (0.177-1.080) (0.310-1.074) (0.263-0.463)
s . 0.626 0 0.282 o 0.798 . 0.381
(0.224-0.903) (0.525-0.886) (0.263-0.463)
* *k
i . 1.115 . 0.563 | 0321# ;| 03815
(0.665-1.199) (0.287-0.727) (0.263-0.463)

# Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 5, b diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos 3y 5, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test de U de Mann-

Whitney). En rojo se resalta la informacion adicional encontrada en el andlisis de severidad.
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Figura 38.- Medida de la ratio CT-1/SOCS3 en los dos grupos de MCA, segtin severidad de
afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al

grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05.
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4.2.2 Marcadores de estrés parietal

4.2.2.1 Péptido natriurético cerebraly fraccion amino terminal del

Péptido Natriurético Cerebral

En todas las patologias, se mostraron medianas superiores de NT-proBNP
en el grupo de afectados frente al grupo de sanos (MCA (p<0.001), MCD (p=0.006)
y MCH (p<0.001)) (Tabla 20).

Tabla 20.- Relacion de concentraciones de NT-proBNP estudiados entre los distintos grupos y su
correspondiente significacion estadistica (p), para el test de U de Mann-Whitney. Las medidas de

NT-proBNP se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N NT-proBNP N NT-proBNP N NT-proBNP
173.9 ##* 39.50 43.8 #**
12 18 60
e (79.0-255.0) (24.0-48.0) (24.0-67.2)
99.0 41.0 43.8 #**
26 21 60
e (36.5-132.0) (30.6-101.0) (24.0-67.2)
516.0 #** 39.0 43.8 #**
49 45 60
MCH (118.1- 1257.0) (21.0-49.8) (24.0-67.2)

1 Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativas entre grupos 1y 3, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-

Whitney).

Esto indica la correcta clasificacion del grupo de portadores afectados, ya
que en las tres patologias se produce una elevacion del marcador como
consecuencia del estrés parietal al que estd sometido el miocardio. En MCH, que
es la patologia donde mas se pone de manifiesto la hipertrofia, queda muy
marcada la alta concentracion de este marcador en comparacion con las otras

patologias.
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Ademas, para MCA y MCH, las medianas del grupo de afectados fueron
superiores frente al grupo de portadores no afectados (MCA (p<0.001) y MCH
(p<0.001) (Figura 39). Indica unas cantidades bajas del marcador en los estados

iniciales de la enfermedad.
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Figura 39.- Concentracion de NT-proBNP en los dos grupos de cada patologia y en el

grupo de sanos. ** p<0.01.

Analisis de severidad

El andlisis de severidad mostré una mediana estadisticamente mayor para
el grupo de portadores afectados severos frente al grupo de portadores afectados
no severos en las tres patologias (MCA (p=0.011), MCD (p=0.006) y MCH
(p<0.001)) (Figura 40).



IV. RESULTADOS

En el caso de la MCD, este analisis si que muestra diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de afectados severos y el de

portadores no afectados, con una media mas elevada en los severos (p=0.002).

Para MCH las diferencias encontradas entre el grupo de portadores
afectados y portadores no afectados, radicaban en una mayor mediana del grupo
de portadores afectados severos frente al grupo de portadores no afectados

(p<0,001).

Por ultimo, para MCH las diferencias encontradas entre el grupo de
portadores afectados y sanos, radicaban en una mayor mediana del grupo de
portadores afectados severos frente al grupo de sanos (p<0,001) (Tabla 21 y

Figura 40).

Tabla 21.- Relacién de concentraciones de NT-proBNP estudiados entre los distintos grupos de
afectados, segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de NT-

proBNP se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: T
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SIS ’
SEVEROS NO SEVEROS |NO AFECTADOS
ps NT-
NfelNelci/:\) N | NT-proBNP | N | NT-proBNP | N N | NT-proBNP
proBNP
495.5 +* 164.4 #* 39.5 g** 8 h*, PF*
MCA 4 8 18 60 43.8 5**, f
(324.5-1265.0) (66.0-217.3) (24.0-48.0) (24.0-67.2)
316.0 * 82.0 41.0 #* .8 b**, P*
MCD 5 21 21 60 43.8 5%,
(153.0-1212.0) (36.5-123.0) (30.6-101.0) (24.0-67.2)
1164.0 +#* 40.6 39.0 #** .8 b¥*
MCH 39 10 45 60 4385
(316.0-1813.0) (16.7-65.2) (21.0-49.8) (24.0-67.2)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 5, b

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y 5, Sﬁ diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 3 y 4, *p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de
Mann-Whitney).
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Figura 40.- Concentracion de NT-proBNP en los dos grupos de cada patologia, segiin
severidad de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren

con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05, ** p<0.01.

4.2.2.2 Proteina ST2

Para MCH se encontraron valores superiores para el grupo de portadores
afectados, que resultaron estadisticamente significativos frente a la mediana del

grupo de sanos (p= 0.041)(Tabla 22 y Figura 41).

La proteina ST2 no se eleva tanto como el NT-proBNP en estas patologias,
quedando s6lo marcada la diferencia de medias entre portadores afectados y

sanos en la MCH, que es la patologia sometida a un mayor estrés parietal.

No hubo diferencias significativas entre los grupos de MCA y MCD.
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Tabla 22.- Relacion de concentraciones de ST2 estudiados entre los distintos grupos. Las medidas de

ST2 se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS

11259 12462 13084
MCA 12 (10696-27102) 16 (9545-13851) 35 (9778-16405)

12599 12762 13084
MCD 1> (10914-15069) 13 (10539-18367) 35 (9778-16405)

MCH )y 16128 )1 13353 . 13084 #*

(12256-20360) (10583-16128) (9778-16405)

1 Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-Whitney).
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Figura 41.- Concentracién de ST2 en los dos grupos de cada patologia y en el grupo de

sanos. *p<0.05.
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Analisis de severidad

Para MCA, este andlisis muestra diferencias estadisticamente
significativas siendo mayor el valor de la mediana de ST2 para el grupo de
portadores afectados severos frente al grupo de portadores afectados no severos
(p=0.017), al grupo de portadores no afectados (p=0.012) y al grupo de sanos
(p=0.014) (Tabla 23y Figura 42).

Tabla 23.- Relacién de concentraciones de ST2 estudiados entre los distintos grupos de afectados,

segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de ST2 se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES NO SANOS '
SEVEROS NO SEVEROS AFECTADOS
PATOLOGIA i ST2 N ST2 N ST2 N ST2
441971* 11235 12462 #* 13084 4*
4 8 16 35
MCA (25783-50000) (10103-13426) (9545-13851) (9778-16405)
10914 13243 12762 13084
3 12 13 35
MCD (8750-50000) (12044-15439) (10539-18367) (9778-16405)
MCH | 16318 o 17114 )1 13353 Lo | 13084 4%
(12255-20180) (10700-23897) (10583-16128) (9778-16405)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5y 4, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 5, b diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3y 5,

*p<0.05, (significacién estadistica para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resaltan los

resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad

Estos resultados ponen de manifiesto la considerable elevacion de los
valores del marcador en individuos portadores afectados severos, en donde si
forman parte del RIC muchos valores que se consideraban como “outliers” en el

anterior analisis sin severidad.

También se observa para MCH que las diferencias obtenidas entre el grupo
de portadores afectados y sanos se deben a las diferencias entre el grupo de

portadores no afectados severos y sanos (p=0.035), aunque la diferencia de
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medianas entre portadores afectados severos y no severos no queda tan marcada

como en el caso de la MCA.

El analisis de severidad no muestra informacion adicional para MCD.
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Figura 42.- Concentracion de ST2 en los tres grupos de cada patologia segtin severidad

de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto

al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05.

4.2.3 Marcadores de mionecrosis o de necrosis en miocitos:

Troponinas

4.2.3.1 TnThs cuantitativa

Tanto para MCA como para MCH, hubo valores mas elevados en las

medianas de TnThs del grupo de portadores afectados con respecto al grupo de
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portadores no afectados (MCA(p=0.011), MCH(p<0.001)) y al grupo control
(MCA(p=0.002), MCH(p<0.001)) (Tabla 24 y Figura 43).

Estos resultados podrian explicarse por una mayor afectacién de los
miocitos en MCA y MCH en comparacién con MCD, e indican una correcta

clasificacion de los grupos portadores afectados, con respecto al grupo control.

Diagnostico

30 1 B Afect-Port
2 @Port. NA
3@ Sano
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Figura 43.- Concentracién de TnThs en los dos grupos de cada patologia y en el grupo de

sanos. *p<0.05, ** p<0.01.

El grupo de MCD no presenté diferencias estadisticas en los valores de
TnThs cuantitativa entre portadores afectados, portadores no afectados y el

grupo control.
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Tabla 24.- Relacion de concentraciones de TnThs estudiados entre los distintos grupos. Las medidas

de TnThs se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N TnThs N TnThs N |TnThs
8.06 T* 4.64 4.04 #**
MCA 11 (6.41-10.88) 7 (3.35-5.42) 16 (3.37-5.64)
5.35 4.07 4.04
MCD 17 (3.30-6.04) 14 (3.36-6.41) 16 (3.37-5.64)
10.89 *** 3.83 4.04 #**
MCH 30 (4.77-14.45) 20 (3.31-5.50) 16 (3.37-5.64)

t Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacidn estadistica para el test de U de Mann-Whitney).

Analisis de severidad

Este andlisis, en el caso de MCA, muestra una mediana mas elevada para el
grupo de afectados no severos frente al grupo de portadores no afectados

(p=0.009)(Tabla 25 y Figura 44).

Para MCH se muestra al grupo de portador afectado severo con una mayor
mediana frente al grupo de portadores afectados no severos (p=0.004),

portadores no afectados (p<0.001) y sanos (p<0.001).

El analisis de severidad no muestra informacion adicional para MCD.
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|
Tabla 25.- Relacion de concentraciones de TnThs estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de TnThs se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS NO AFECTADOS
PATOLOGIA N TnThs N TnThs N TnThs
37.02 9.56 £#* 4.64 04 p**, f**
MCA 5 6 7 16 4.04 5**, #
(7.33-66.65) (6.89-11.42) (3.35-5.42) (3.37-5.64)
5.51 3.91 4.07 4.04
MCD 4 13 14 16
(5.35-29.98) (3.22-6.04) (3.36-6.41) (3.37-5.64)
13.19 #** 4.42 3.83 #** 4.04 b**
MCH 22 8 20 16
(8.87-17.68) (4.03-8.27) (3.31-5.50) (3.37-5.64)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 5, b
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y 5, Sﬁ diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 3 y 4, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-

Whitney). En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin

segmentar en base a la severidad.
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Figura 44.- Concentracién de TnThs en los tres grupos de cada patologia, con severidad
de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto

al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. ** p<0.01.

4.2.3.2 TnThs cualitativa

Con el objetivo de obtener la maxima informaciéon de este marcador, se
cred una variable cualitativa de la TnThs, considerando el limite de sensibilidad

de la técnica como punto de corte (6 pg/ml).

Para MCA el grupo de portadores afectados present6 un porcentaje
estadisticamente mayor de TnThs mayores de 6 pg/ml que portadores no

afectados (p=0.001), y que sanos (p<0.001) (Tabla 26 y Figura 45).

Tanto MCD como MCH presentaron porcentajes estadisticamente mayor

de TnThs mayores de 6 pg/ml del grupo de portadores afectados frente a
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portadores no afectados (MCD (p= 0,031), MCH (p<0,001)) y frente al grupo
control (MCD (p<0,001), MCH (p<0,001).

Ademas, ambas patologias tuvieron un porcentaje estadisticamente
mayor de TnThs mayores de 6 pg/ml del grupo de portadores no afectados y

sanos (MCD (p=0,006), MCH (p=0,006)).

En las tres patologias tenemos un alto porcentaje de TnThs mayores de 6
pg/ml en el grupo de afectados comparado con el grupo control, lo que podria
indicar una sintesis del marcador en la patologia, relacionada con la funcién

patogénica de su cronicidad.

Por otro lado, en MCD y MCH, podria haber una mayor expresién de IL-6
en los estados iniciales de la enfermedad, como muestra la elevacidon en el grupo
de portadores no afectados, indicando un dafio irreversible del cardiomiocito, al

ser comparado con el grupo control.

Tabla 26.- Relacién de valores de TnThs<6 pg/mly de TnThs>6 pg/ estudiados entre los distintos

grupos y sus porcentajes para cada grupo de cada patologia.

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
TnThs TnThs TnThs
PATOLOGIA
N <6pg/ml | >6 pg/ml N | <6 pg/ml >6 pg/ml N | <6pg/ml >6pg/ml
5 10 ##*# 18 2 53 0 #**
20
MCA 15 (33.3%) | (66.7%) (90%) (10%) >3 (100%) (0%)
17 8 t* 18 4 F** 53 0 #**
2
MCD > (68%) (32%) 22 (81.8%) | (18.2%) >3 (100%) (0%)
FHH * % * %
MCH " 18 23 4 36 6% 53 53 O#
(43.9%) | (56.1%) (85.7%) | (14.3%) (100%) (0%)

T Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test exacto de Fisher).
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Figura 45.- Porcentaje de TnThs para una concentracion critica de 6 pg/ml en cada uno

de los grupos de cada patologia. *p<0.05, ** p<0.01.

Analisis de severidad

Para MCA, el andlisis de severidad no muestra diferencias adicionales con

respecto al anterior analisis.

Para MCD las diferencias encontradas entre el grupo de portadores
afectados y sanos, son debidas al mayor porcentaje de TnThs mayores de 6pg/ml
del grupo de portadores afectados no severos frente al grupo control

(p<0,001)(Tabla 27 y Figura 46).

Sin embargo, estos resultados no son muy relevantes, dado el escaso
nimero de afectados severos con que cuenta esta patologia, siendo

principalmente este el motivo por el que no se aprecia significacion estadistica

| &
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entre el porcentaje de TnThs mayores de 6pg/ml entre el grupo de afectados

severos y sanos en esta patologia.

Para MCH, las diferencias encontradas entre el grupo de portadores no
afectados y portadores afectados, se deben al mayor porcentaje de TnThs
mayores de 6 pg/ml del grupo de portadores afectados severos con respecto al

grupo de portadores no afectados (p<0,001).

Ademas, esta patologia present6 un mayor porcentaje de TnThs mayores
de 6pg/ml en el grupo de portadores afectados severos y el grupo de portadores

afectados no severos (p=0,006).

Tabla 27.- Relacion de valores de TnThs<6 pg/ml y de TnThs>6 pg/ml estudiados entre los distintos
grupos de afectados, segtn severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos, con los

respectivos porcentajes para los grupos de cada patologia.

PC GRUPO 4: GRUPO 2:
GRUPO 3:
A ADO AFECTADOS PORTADORES
SANOS
:{o NO SEVEROS NO AFECTADOS
TnThs TnThs TnThs TnThs
OLO A
N <6 pg/ml | >6pg/ml] N | <6pg/ml|>6pg/ml| N | <6pg/ml|>6pg/ml] N |<6pg/ml| >6pg/ml
1 4 4 6 F** 18 2 ¥ 53 05**, P**
MCA 5 10 ¥ 20 53 #
(20.0%) |(80.0%) (40.0%) | (60.0%) (90.0%) | (10.0%) (100%)
3 1 14 7 18 4 53 0 g**
MCD 4 21 22 53 #
(75.0%) |(25.0%) (66.7%) | (33.3%) (81.8%) | (18.2%) (100%)
05**,
8 20 T** 10 3 36 6 #** 53
MCH 28 13 42 53 FH*
(28.6%) |(71.4%) (76.9%) | (23.1%) (85.7%) | (14.3%) (100%)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2y 5, b
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y 5, 55 diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 3y 4, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test exacto de Fisher).

En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en

base a la severidad.
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Figura 46.- Porcentaje de TnThs para una concentracion critica de 6 pg/ml en cada uno
de los grupos de cada patologia, segiin severidad de los afectados, y para el grupo de
sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin

segmentar en base a la severidad. ** p<0.01.

4.2.4 Biomarcadores de fibrosis

4.2.4.1 Sintesis de coldgeno

4.2.4.1.1- CICP normalizado

Para MCD hubo valores mas elevados en el grupo de portadores afectados
que en el grupo de portadores no afectados (p=0,010) y que el grupo de control

(p=0,042) (Tabla 28 y Figura 47).

|ﬁ
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Estos resultados podrian indicar que, durante la patologia, existe una
sintesis de colageno que podria intervenir en una posible contramedida del
miocardio para contrarrestar la dilataciéon de la camara ventricular cardiaca

producida en la MCD.

Ni MCA ni MCH presentaron diferencias estadisticas en los valores de CICP
normalizado entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo

control.

Tabla 28.- Relacién de concentraciones de CICP estudiados entre los distintos grupos. Las medidas

de CICP normalizado se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS

PATOLOGIA N cicp N cicpP N cicpP

8.71 6.78 7.29
MCA 17 (5.91-10.28) 27 (5.02-10.65) >3 (5.93-9.96)

9.85 #** 6.17 7.29 #*

MCD 28 (6.82-13.25) 24 (4.44-8.95) >3 (5.93-9.96)

7.13 8.08 7.29
MCH 49 (6.32-9.83) >0 (6.19-12.57) >3 (5.93-9.96)

t Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativas entre grupos 1 y 3, *p<0.05, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test de U de
Mann-Whitney).
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Figura 47.- Concentracion de CICP normalizado en los dos grupos de cada patologia y en

el grupo de sanos. *p<0.05, ** p<0.01.

Analisis de severidad

Para MCA el andlisis de severidad mostro6 valores elevados del grupo de
portadores afectados severos frente al grupo de portadores afectados no severos
(p =0.020), al grupo de portadores no afectados (p=0.006) y al grupo de control
(p=0.012)(Tabla 29 y Figura 48)

Estos resultados podrian interpretarse también, al igual que en MCD,
como que existe una sintesis de coldgeno que podria intervenir en una posible
contramedida del miocardio para contrarrestar la gran degeneracion fibrosa que

tiene lugar en individuos con afectacién severa este tipo de patologia.

En el caso de MCD, las diferencias encontradas entre el grupo de afectados

y el grupo control, segiin el analisis de severidad eran consecuencia de una mayor
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mediana en el grupo de portadores afectados severos frente al grupo control

(p=0.003).

Ademas, hubo diferencias estadisticamente significativas entre la mayor
mediana del grupo de portadores afectados severos y el grupo de portadores

afectados no severos (p=0.050) (Figura 48).
El analisis de severidad no mostré diferencias adicionales para MCH.

Tabla 29.- Relacion de concentraciones de CICP estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y el grupo de portadores no afectados. Se muestra la correspondiente significacion
estadistica (p), para el test de U de Mann-Whitney. Las medidas de CICP se expresan mediante la

mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS NO AFECTADOS
PATOLOGIA Y N cicp N cicp N cicp
15.64 1* 7.70 6.78 #** 7.29 b*
MCA 5 12 27 55
(9.38-15.88) (5.44-9.77) (5.02-10.65) (5.93-9.96)
13.18 #* 9.55 #* 6.17 #** 7.29 h**
MCD 5 23 24 55
(13.07-17.51) (5.60-13.09) (4.44-8.95) (5.93-9.96)
7.01 7.89 8.08 7.29
MCH 33 16 50 55
(6.35-9.95) (6.09-10.60) (6.19-12.57) (5.93-9.96)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4 y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2y 5, b

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3 y 5, *p<0.05, ** p<0.01 (significacién
estadistica para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resaltan los resultados que difieren con

respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad.
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Figura 48.- Concentracion de CICP normalizado en los dos grupos de cada patologia y en
el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes

sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05, ** p<0.01.
4.2.4.1.2.- PINP intacto (PINPi)

Para MCH, la mediana del grupo de portadores afectados fue
estadisticamente menor que la del grupo de portadores no afectados

(p=0.001)(Tabla 30 y Figura 49).

Estos resultados podrian explicarse por una mayor sintesis de colageno en

los estadios iniciales del desarrollo de la enfermedad, indicando un inicio de la

hipertrofia en sujetos presintomaticos.
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Tabla 30.- Relacién de concentraciones de estudiados entre los distintos grupos. Las

medidas de PINPi normalizado se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS

PATOLOGIA N P1NPi N P1NPi N |P1NPi

3.43 1** 4.65 3.55
MCH 24 (2.71-3.73) 24 (3.83-5.26) 32 (3.10-5.33)

1 Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1y 2, ** p<0.01 (significacién estadistica

para el test de U de Mann-Whitney).

Diagnostico
1 @ Afect-Port
2 OdPort. NA

3 @ sano

PINPi/fosfatasa

MCH

Tipo de miocardiopatia

Figura 49.- Concentracion de PINPi normalizado en los dos grupos de MCH y en el grupo

de sanos. ** p<0.01.
Analisis de severidad

En el andlisis de severidad, adicionalmente a las diferencias ya
encontradas, se encontr6 una mediana del grupo de portadores afectados severos
menor frente al grupo de portadores afectados no severos (p=0.029) y al grupo

de sanos (p=0.034) (Tabla 31 y Figura 50).
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Estos resultados refuerzan la teoria del anterior analisis, indicando que en
individuos presintomaticos se produce un aumento de la sintesis de colageno,
que va disminuyendo cuando se manifiesta la enfermedad inicialmente en
individuos afectados no severos, y que termina por ser significativamente menor

en condiciones de severidad.

Tabla 31.- Relacion de concentraciones de PINPi estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de PINPi se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS |NO AFECTADOS
PATOLOGIA W] P1NPi N P1NPi N P1NPi N P1NPi
3.19 +* 3.73 #* 4.65 #** *
18 6 24 32 3554
(2.47-3.56) (3.42-3.82) (3.83-5.26) (3.10-5.33)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5y 4, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4y 2, # Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2y 5, b

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3y 5, Eﬁ diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 3y 4, *p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de

Mann-Whitney).
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Figura 50.- Concentracion de PINPi normalizado en los tres grupos de MCH, segin
severidad de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren

con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05, ** p<0.01.
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4.2.4.1.2- PINP total (PINPt)

Ninguna de las patologias estudiadas presentaron diferencias estadisticas en
los valores de PINPt entre portadores afectados, portadores no afectados y el

grupo control (Tabla 32 y Figura 51).

Tabla 32.- Relacion de concentraciones de estudiados entre los distintos grupos. Las medidas de
PINPt normalizado se expresan mediante la mediana (RIC). Comparacién mediante el test de

Kruskal-Wallis.

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N P1NPt N P1NPt N |PINPt
6.00 5.93 5.43
MCA 12 16 18
(3.46-8.71) (5.04-7.29) (3.88-10.59)
7.24 5.16 5.43
13 12 18
McCD (5.59-9.53) (4.13-6.94) (3.88-10.59)

1 Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 2, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 3, # Diferencia estadisticamente significativas entre grupos 1 y 3,

*p<0.05, ** p<0.01 (significacion estadistica para el test de U de Mann-Whitney).
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Figura 51.- Concentracion de PINPt normalizado en los grupos de MCA y MCD, y en el
grupo de sanos.
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Analisis de severidad

El andlisis de severidad mostré una mediana mas elevada en el grupo de
portadores afectados severos frente al grupo de portadores afectados no severos

(p=0.042)(Tabla 33 y Figura 52).

Tabla 33.- Relacién de concentraciones de PINPt normalizado estudiados entre los distintos grupos
de afectados, segtin severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de

PINPt normalizado se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES
SEVEROS NO SEVEROS |NO AFECTADOS

GRUPO 3:
SANOS

PATOLOGIA i P1NPt N P1NPt N P1NPt N P1NPt

8.52 1* 3.83 5.93 5.43
MCA 5 7 16 18
(6.38-9.73) (3.01-7.08) (5.04-7.29) (3.88-10.59)
7.12 7.24 5.16 5.43
MCD 4 9 12 18
(6.36-10.55) (5.47-9.53) (4.13-6.94) (3.88-10.59)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5y 4, *p<0.05 (significacion estadistica para
el test de U de Mann-Whitney.) En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo

de pacientes sin segmentar en base a la severidad.

Estos resultados podrian interpretarse como que existe una sintesis de
colageno que podria intervenir en una posible contramedida del miocardio para
contrarrestar la gran degeneracion fibrosa que tiene lugar en individuos con

afectacidn severa este tipo de patologia.

| &
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Figura 52.- Concentracion de PINPt normalizado en los grupos de MCA y MCD, segiin
severidad de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren

con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05.

4.2.4.2 Degradacion de coldgeno

4.2.4.2.1- NTX

En MCA se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre el
mayor valor de la mediana del grupo de portadores no afectados y el grupo

control (p=0.008) (Figura 53).

MCD y MCH no presentaron diferencias estadisticas en los valores de
PINPt entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo control

(Tabla 34).
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Tabla 34.- Relacion de concentraciones de NTX estudiados entre los distintos grupos. Las medidas de

NTX se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
PATOLOGIA N NTX N NTX N | NTX

12,95 16.44 t* 11.07
MCA 8 (9.64-17.15) 12 (12.00-20.09) 26 (9.00-14.00)

13.63 12.54 11.07
MCD 22 (11.05-15.36) S (9.35-14.00) 26 (9.00-14.00)

10.93 11.82 11.07
MCH 27 (10.24-14.68) 21 (11.03-16.21) 26 (9.00-14.00)

¥ Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 2 y 3, *p<0.05 (significacién estadistica para

el test de U de Mann-Whitney).

Diagnéstico
5 [l Afect.port. severo
4 [ Afect.port. no severo
2 OPort.N.A
25 3 B Sano
20
w
8 15
p=
R
E 10
S
0
MCA MCD MCH
Tipo de miocardiopatia

Figura 53.- Concentracion de NTX normalizado en los dos grupos de cada patologia y en

el grupo de sanos. *p<0.05.

|ﬂ



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

Analisis de severidad

El analisis de severidad no mostré diferencias adicionales con respecto al

anterior analisis para ninguna de las patologias (Tabla 35).

Tabla 35.- Relacion de concentraciones de NTX estudiados entre los distintos grupos de afectados,

segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de NTX se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANGS ’
SEVEROS NO SEVEROS | NO AFECTADOS
PATOLOGIA Y N NTX N NTX N NTX
10.29 14.00 16.44 11.07
3 5 12 26

e (7.88-16.04) (11.90-18.27) (12.00-20.09) (9.00-14.00)

T . 13.60 . 13.68 . 12.54 26 11.07
(8.61-13.66) (11.07-15.36) (9.35-14.00) (9.00-14.00)

el 13.66 o 10.82 )1 11.82 26 11.07
(10.55-18.59) (10.28-15.78) (11.03-16.21) (9.00-14.00)

4.4.2.2.2- CTX

Los grupos de MCA y MCH no presentaron diferencias estadisticas en los

valores de IL-6 entre portadores afectados, portadores no afectados y el grupo

control (Tabla 36 y Figura 54).

Tabla 36.-Relacion de concentraciones de CTX estudiados entre los distintos grupos. Las medidas de

CTX se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
0.28 0.36 0.24
MCA 6 (0.17-0.33) 12 (0.19-0.51) 31 (0.13-0.48)
0.21 0.24 0.24
MCH >1 (0.15-0.31) 32 (0.17-0.31) 31 (0.13-0.48)
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Figura 54.- Concentracién de CTX normalizado en los dos grupos de cada patologia y en
el grupo de sanos.

Analisis de severidad

El analisis de severidad en MCH mostr6 una mayor mediana del grupo de
portadores afectados severos frente al grupo de portadores afectados no severos
(p=0.010), y a su vez, el grupo de portadores afectados no severos mostr6 una
menor mediana que el grupo de portadores no afectados (p=0.005) (Tabla 37 y
Figura 55).

Tabla 37.- Relacion de concentraciones de CTX estudiados entre los distintos grupos de afectados,
segun severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de CTX se expresan

mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3:
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANGS ’
SEVEROS NO SEVEROS |NO AFECTADOS
PATOLOGIA Y CTX N CTX N CTX N CTX
0.17 0.28 0.36 0.24
3 3 12 31
e (0.14-0.48) (0.28-0.32) (0.19-0.51) (0.13-0.48)
0.24 1** 0.16 ** 0.24 0.24
36 15 32 31
Lty (0.16-0.33) (0.13-0.21) (0.17-0.31) (0.13-0.48)
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1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4,  Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 4 y 2, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test de U de Mann-
Whitney). En rojo se resaltan los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin

segmentar en base a la severidad.

Diagnostico
s [l Afect.port. severo
09 4 [0 Afect.port. no severo
2 OPort.NLA.
2 @ sano
08 —
0,7
sk, sk * sk
— 085
E
“ob
p= 0,5
><
5 o4
03
02 E
01 J.
0.0
MCH
Tipo de miocardiopatia

Figura 55.- Concentracion de CTX normalizado en los tres grupos de cada patologia,
segiin severidad de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados
que difieren con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. **

p<0.01.

4.2.4.3 Ratio CICP / NTX

La ratio CICP/NTX refleja el balance entre la sintesis y la degradacion del
colageno, indicando hacia dénde se inclina el metabolismo del mismo.

Ninguna de las tres patologias presentaron diferencias estadisticas en los
valores de laratio CICP/NTX entre portadores afectados, portadores no afectados

y el grupo control (Tabla 38y Figura 56).
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Tabla 38.- Relacion de la ratio CICP/NTX estudiada entre los distintos grupos. Las medidas de
CICP/NTX se expresan mediante la mediana (RIC).

GRUPO 2:
GRUPO 1: GRUPO 3:
PORTADORES
AFECTADOS SANOS
NO AFECTADOS
Patologia |} CICP/NTX N CICP/NTX N CICP/NTX
0.73 0.36 0.75
9 16 32
MCA (0.53-1.25) (0.20-0.93) (0.38-1.01)
0.71 0.70 0.75
26 10 32
MCD (0.39-1.51) (0.41-1.48) (0.38-1.01)
0.78 0.62 0.75
27 24 32
MCH (0.52-1.37) (0.39-0.99) (0.38-1.01)
Diagnéstico
1 M Afect-Port
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Tipo de miocardiopatia

Figura 56.- Medida de la ratio CICP/NTX en los dos grupos de cada patologiay en el grupo
de sanos.
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Analisis de severidad

En MCA, el andlisis de severidad revelé una mediana de la ratio CICP/NTX
significativamente mayor del grupo de afectados severos con respecto al grupo
de afectados no severos (p=0.020), con respecto al grupo de portadores no
afectados (p<0.01) y con respecto al grupo de sanos (p<0.01) (Figura 57 y Tabla
39).

Para MCD, existe una mediana de la ratio CICP/NTX significativamente
mayor del grupo de afectados severos con respecto al grupo de afectados no

severos (p=0.036), y con respecto al grupo de sanos (p=0.025).

Ambos resultados indican una sintesis elevada de CICP en afectados
severos en MCA y MCD, que indicaria un balance del colageno descompensado
dando lugar a un mayor depdsito de colageno del que se produce en individuos
sanos, lo que podria explicar la severidad de los sintomas en este grupo.

Tabla 39.- Relacion de la ratio de CICP/NTX estudiada entre los distintos grupos de afectados, segtin

severidad, y los grupos de portadores no afectados y sanos. Las medidas de CICP/NTX se expresan
mediante la mediana (RIC).

GRUPO 5: GRUPO 4: GRUPO 2: GRUPO 3.
AFECTADOS AFECTADOS PORTADORES SANOS ’
SEVEROS NO SEVEROS | NO AFECTADOS
JNGIlEy N | cicp/cTx | N | cice/cTx | N | cicp/ctx | N | cicp/cTX
541* . 0.364** 0.754**
MCA 3 14 0.61 16 32
(1.25-1.98) (0.24-0.73) (0.20-0.93) (0.38-1.01)
521% : 0.70 0.754*
MCD 5 152 21 0->8 10 32
(1.29-1.53) (0.35-1.08) (0.41-1.48) (0.38-1.01)
. . 0.62 0.75
MCH |19 076 09> 24 32
(0.52-1.50) (0.52-1.30) (0.39-0.99) (0.38-1.01)

1 Diferencia estadisticamente significativa entre grupos 5 y 4, # Diferencia estadisticamente
significativa entre grupos 2 y 5, b diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3y 5, *

p<0.05, ** p<0.01 (significacién estadistica para el test de U de Mann-Whitney). En rojo se resaltan

los resultados que difieren con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad
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Figura 57.- Medida de la ratio CICP/NTX en los dos grupos de MCA y MCD, segiin
severidad de afectados, y en el grupo de sanos. En rojo se resaltan los resultados que difieren
con respecto al grupo de pacientes sin segmentar en base a la severidad. *p<0.05, **p<0.01.

4.3. ESTUDIO DE CONCENTRACIONES DE BIOMOARCADORES
SEGUN _CLASIFICACION DE LA ESCALA NYHA DE LOS
PORTADORES AFECTADOS.

Se estudio la asociacion del grupo de biomarcadores evaluados en el grupo
de portadores afectados de cada una de las tres patologias, en funcién de la
capacidad funcional. Para ello, se compar6 las concentraciones en los tres
subgrupos clasificados segun la clase funcional (NYHA) con el objetivo de
relacionar estos datos y una posible gravedad en cada una de las enfermedades,
asociadas a peor estado de capacidad funcional segtn la escala NYHA. Los datos

completos se recogen en los anexos VI y VII.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el aumento
de los valores de algunos de los biomarcadores estudiados en funcién del

subgrupo de peor capacidad funcional. De esta forma, para MCD, queda de
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manifiesto una mayor concentracion de TnThs del grupo con NYHA de III-IV con

respecto a los otros dos grupos (p=0.013).

Para MCH se encontré que tanto los valores de NT-proBNP, como los de
TnThs tienen una mayor concentracion para los grupos con NYHA de II y III-1V

con respecto al grupo I (p<0.01 y p=0.012 respectivamente).

4.4. EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES _DE
BIOMARCADORES Y SU ASOCIACION A VARIABLES CLINICAS

Para los afectados portadores de cada patologia, los marcadores y su
asociacion con las caracteristicas clinicas cualitativas, se muestran en los anexos
VII-XIII y 1as posibles correlaciones existentes entre marcadores y caracteristicas

clinicas cuantitativas se muestran en los anexos XIV-XVI.

A continuacién, se hara referencia, por patologias, a los resultados

estadisticamente significativos.

4.4.1 MCA

Para la IL-6 se mostr6 un valor aumentado para aquellos pacientes con
una edad de diagnostico mayor de 40 afnos (p=0.007). Ademas, este marcador

mostrd correlacidn significativa con la edad de diagndstico (r: 0.592, p=0.037).

La CT-1 mostré correlacién significativa con el TAMAI (r: -0.569, p=0.034)
y con la edad en la toma de muestra del estudio (r: -0.542, p=0.037).

TGF-B1 mostré mayor concentracidn para el sexo femenino (p=0.024), y
para aquellos pacientes con existencia de fibrosis (p=0.050). Ademas, mostro
diferencias de concentracion para las distintas variables génicas estudiadas

(p=0.046).

Con respecto a SOCS3, mostraron menor concentracién aquellos pacientes

con enfermedad severa (p=0.028) y los que no tenian DAI (p=0.041).

Para la ratio CT-1/SOCS3, se encontr6 un valor mayor en aquellos

pacientes con DAI (p=0.025) y con edad menor de 40 afios (p=0.050). Ademas,
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esta ratio mostrd correlacion significativa con la edad de diagndstico (r: -0.639,

p=0.010) y con la edad en la toma de muestra del estudio (r: -0.668, p=0.006).

NT-proBNP mostré un valor mas elevado en pacientes con enfermedad
severa (p=0.014), con sintomas severos (p=0.050), con complicaciones severas

(p=0.013), con complicaciones arritmicas severas (p=0.050) y con DAI (p=0.050).

En cuanto a ST2, result6 un valor mayor para el sexo masculino (p=0.050),

y para los pacientes con enfermedad severa (p=0.047).

Para CICP se obtuvo un mayor valor para aquellos pacientes con
enfermedad severa (p=0.020), al igual que para PINPt normalizado (p=0.042).
Para este dltimo marcador, ademas se encontr6 un valor elevado en aquellos
pacientes con DAI (p=0.011). Por otro lado, mostro correlacion con la FEVI (r: -

0.553, p=0.021).

CTx estuvo elevado en pacientes con complicaciones arritmicas severas

(p=0.05).

La ratio CICP/NTX mostré un aumento de su mediana en pacientes con
enfermedad severa (p=0.034), y una disminucidon en pacientes con sintomas

severos (p=0.039).

4.4.2 MCD

IL-6 mostré un menor valor para pacientes con complicaciones severas

(p=0.011) y con complicaciones arritmicas (p=0.040).

Por otro lado, TGF-B1 mostr6 correlacion significativa con el grosor

miocardico maximo (r: 0.451, p=0.040).

Para NT-proBNP, se obtuvo un mayor valor para pacientes con
enfermedad severa (p=0.018), con sintomas severos (p=0.041), con
complicaciones arritmicas severas (p=0.022) y con una edad de diagndstico
mayor de 40 anos (p=0.020). Ademas, este marcador correlacioné
significativamente con el grosor miocardico maximo (r: 0.510, p=0.023), con la
FEVI (r:0.424, p=0.028), con la edad de diagnéstico (r: 0.532, p=0.006) y con la
edad en la toma de muestra del estudio (r:0.609, p=0.001).
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En cuanto a TnThs, aquellos pacientes con mas de 40 afios mostraron
mayor concentracion de este marcador (p=0.009). Por otro lado, este marcador
mostrd correlacidon significativa con el grosor maximo cardiaco (r:0.510,
p=0.018), con la FEVI (r: -0.446, p=0.029), con el TAMAI (r: 0.596, p=0.006), con
la edad del diagnostico (r: 0.532, p=0.006) y con la edad en la toma de muestra
del estudio (r:0.609, p=0.001).

Con respecto a CICP, se mostré un valor mayor para pacientes con

enfermedad severa (p=0.050).

La ratio CICP/NTX mostré un aumento de su mediana en pacientes con

enfermedad severa (p=0.047).

4.4.3 MCH

CT-1 correlaciond con la edad del diagnoéstico (r:-0.431, p=0.025) y con la
edad en la toma de muestra del estudio (r: -0.401, p=0.038).

Por otro lado, SOCS3 correlacion6 con el DTD (r: -0.527, p=0.036).

Para NT-proBNP se encontraron valores elevados en aquellos pacientes
con enfermedad severa (p<0.001), con sintomas severos (p=0.002), con
complicaciones severas (p=0.001), con existencia de fibrosis (p=0.050) y con DAI
(p=0.011). También correlaciond con el grosor miocardico maximo (r:0.637,

p=0.000) y con el TAMAI (r: -0.449, p=0.001).

TnThs mostr6é valores elevados en pacientes con enfermedad severa
(p=0.003), con sintomas severos (p=0.050), con complicaciones severas
(p=0.018) y con DAI (p=0.041). Este marcador también correlacioné con el
grosor miocardico maximo (r:0.675, p=0.000), con la FEVI (r: -0.463, p=0.002) y
con el TAMAI (r:0.612, p=0.000).

Con respecto a NTx, se obtuvieron valores disminuidos en pacientes sin

DAI (p=0.003).

Por ultimo, CTx mostré valores disminuidos para aquellos pacientes con

edad diagndstico mayor de 40 afios (p=0.044). Ademads, mostré correlacién con
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el DTD (r:0.356, p=0.009) y con la edad en la toma de muestra del estudio (r: -
0.284, p=0.040).
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La deteccion precoz de biomarcadores en sangre periférica que participen
en el desarrollo de la fisiopatologia de las MCPs puede ofrecernos una
informacion muy valiosa acerca de los distintos mecanismos que producen el
desarrollo de la enfermedad en individuos con predisposiciéon genética a las
mismas. La expresion de estos biomarcadores puede adelantarse en el tiempo a
los datos de las pruebas de imagen como la ECO o incluso al ECG, que estdn mas
proximos a los fenotipos de la enfermedad y que producen una manifestacion
clara de la misma. Por lo tanto, mediante la medida de biomarcadores, seria
posible un diagndstico diferencial, estratificacibn o un valor prondstico

temprano.

En este estudio se evalua la utilidad para los propoésitos descritos, de
algunos biomarcadores que han sido asociados en distintos trabajos a los

variados tipos de MCPs expuestos.

5.1. EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE
BIOMARCADORES EN LAS DISTINTAS PATOLOGIAS.

5.1.1 Marcadores de inflamacion

5.1.1.1 Citoquinas
5.1.1.1.1 Interleuquina 6

Como se recoge en el trabajo de Fontes y col.,, se ha demostrado que el
miocardio es un buen ejemplo donde la duracién de la actividad de IL-6, desde
respuesta aguda a crénica, demuestra la transiciéon entre el papel protector y
patogénico de esta citocina. El efecto de una concentracién cronica elevada de la
familia de las citocinas de la IL-6, induce hipertrofia maladaptativa y reduce la
funcion contractil. La familia de la IL-6 también induce en los miocitos la
expresion de genes asociados con hipertrofia patolégica (62). Hay estudios que
apuntan a una sintesis elevada de este biomarcador por parte de los propios

miocitos durante el desarrollo de las distintas MCPs (114, 115).



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados

Campian y col. demuestran que mediante la combinacion de la medida de
los niveles plasmaticos de IL-6 con diagndstico de imagen, se puede detectar de
forma no invasiva inflamaciéon miocardica en pacientes con MCA (64), . Buzas y
col encontraron niveles significativamente altos de IL-6 en pacientes de MCH y
MCD comparando con sujetos control sanos, y una media significativamente mas
alta de los niveles de IL-6 en MCH comparada con la de MCD(57). En nuestro
estudio corroboramos que en las tres patologias tenemos un alto porcentaje de
IL-6 mayores de 1,5 mg/ml en el grupo de afectados comparado con el grupo
control, lo que podria indicar una sintesis del marcador en la patologia,
relacionada con la funcién patogénica de su cronicidad. No obstante,
cuantitativamente, s6lo quedo reflejada una mayor mediana del marcador en los

afectados severos de MCH con respecto a los portadores no afectados y sanos.

Para los valores cualitativos de este marcador en MCA, en el grupo de
portadores no afectados se observo un 75% de IL-6 mayores de 1,5 mg/ml, que
en el grupo de afectados se eleva hasta el 83,3%, siendo ambos significativamente

mas elevados que el porcentaje en el grupo control.

Por otro lado, en MCD, podria haber una mayor expresion de IL-6 en los
estados iniciales de la enfermedad, como muestra la elevacion en el grupo de
portadores no afectados de forma tanto cualitativa como cuantitativa con
respecto a afectados y sanos, pudiendo de esta forma, ser un predictor de estados

presintomaticos de la enfermedad.

5.1.1.1.2 Cardiotrofina

Al igual que IL-6, estd ampliamente estudiado el doble efecto de esta
citocina, desde su papel protector en niveles agudos, hasta sus efectos lesivos
cuando se cronifican sus altas concentraciones, induciendo hipertrofia cardiaca

(116, 117).

Qawoqy col presentan a la CT-1 como un potencial marcador prometedor
para predecir eventos adversos en pacientes con IC con reducida fracciéon de
eyeccion(118). Tsutamoto y col concluyen que las medidas de CT-1 en plasma de

pacientes con IC crénica, proporcionan mejor informacién prondstica, y que
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combinando medidas de niveles de CT-1 y BNP se obtienen predicciones mas

precisas de mortalidad que con cualquiera de los dos por separado (119).

Con respecto a MCPs, no hay muchos estudios en la bibliografia de la

medida de este marcador.

Para MCA no se encuentra bibliografia que estudie este biomarcador. En
nuestro estudio, existe una concentracion disminuida de niveles plasmaticos de
CT-1 en pacientes afectados con respecto a los niveles del grupo de portadores
no afectados. Por otro lado, este marcador mostro correlacion significativa con el

TAMAIl y con la edad en la toma de muestra del estudio.

Para MCD, uno de los mas representativos es el realizado por Tsutamoto y
col, donde obtuvieron niveles estadisticamente mayores de CT-1 en pacientes de
MCD con IC crénica, y la correlacionaron significativamente con el indice de masa
ventricular izquierda, concluyendo que existe una conexion entre CT-1 y el
proceso de remodelado maladaptativo del VI en este tipo de pacientes (120). En
otro estudio mas actual del mismo grupo, donde se incluian 125 pacientes con IC
crénica, entre los cuales un 49% estaban diagnosticados con MCD, concluyeron
que los valores plasmaticos de CT-1 aumentaban con la severidad de la IC crénica,
y que niveles altos de este biomarcador mostraban ser un predictor

independiente de mortalidad en pacientes con disfuncién VI sintomatica (119).

En nuestro estudio, sin embargo, encontramos niveles menores de CT-1
en pacientes afectados de MCD, en comparacion con el grupo de portadores no

afectados, y con el grupo de sanos.

La elevacién significativa en los valores del grupo de portadores no
afectados con respecto a los afectados de MCA y MCD, puede hacer pensar que en
estados presintomaticos de la enfermedad se esta produciendo una sintesis
cronica de este biomarcador que provoca un proceso patogénico acelerado.
Ademas, aun no siendo significativa la diferencia de las medianas, al analizar el
llamativo aumento del RIC en los portadores no afectados de ambas patologias
con respecto a los sanos no portadores, se observa una clara alteracién en la

sintesis de este marcador comparados con el grupo de sanos.
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Por otro lado, en el andlisis de severidad, se observé un valor
estadisticamente significativo menor en el grupo de afectados no severos con
respecto al grupo de portadores no afectados en MCA y MCD, pero no se
encontraron diferencia significativa en los valores de las medianas del marcador

en afectados severos con respecto al grupo de portadores no afectados.

Estos dos ultimos analisis, indican una alteracion de la sintesis de CT-1 en
estados presintomaticos, y disminucion repentina de sus valores en afectados, lo
que puede marcar un punto de no retorno en el desarrollo de las manifestaciones
clinicas de la patologia, y una herramienta util en el diagnéstico de MCA y MCD

en estados preclinicos.

Lorenzo y col. encontraron por primera vez niveles aumentados de CT-1
en pacientes con MCH, y la asociacién de niveles plasmaticos de CT-1 con la

severidad de la hipertrofia ventricular izquierda en esta patologia (71).

Nosotros no encontramos diferencias estadisticamente significativas para
la mediana de CT-1 en ninguno de los grupos estudiados en MCH. Ademas, el
marcador correlacioné con la edad del diagndéstico y con la edad en la toma de

muestra del estudio.

5.1.1.1.3 Factores de crecimiento: TGF-f3

A pesar de la multifuncionalidad que se le asocia a TGF-B, la justificacion
paraincluirlo en este trabajo se debe a su relacién con la patogénesis de la fibrosis
cardiaca y la remodelaciéon hipertréfica. Si bien se encuentran diversas
referencias bibliograficas que describen este papel, no es frecuente que se haya
investigado su relaciéon con las MCPs, sino mas bien con la IC provocada por un

aumento de fibrosis (58, 59, 74).

Para MCA, este marcador mostr6 mayor concentracién para el sexo
femenino, y para aquellos pacientes con existencia de fibrosis cardiaca. Ademas,
se detecté un aumento significativo de la concentraciéon de TGF-B en aquellos
pacientes que tenian tanto mutaciones en genes de proteinas desmosémicas (DSP

y DSC2), como mutaciones en genes de proteinas no desmosdémicas (PLN), siendo



V. DISCUSION

el inico marcador que reflejaba diferencia estadistica de las medianas en los

distintos genes estudiados para cada patologia.

En MCD, es un hallazgo caracteristico en los estudios histolégicos post
mortem de Anatomia Patolégica la presencia de miocitos necréticos e
hipertroficos, sustituidos por fibrosis con variable afectaciéon del sistema de

conduccion (121).

Nuestros resultados muestran un valor elevado de TGF-B entre los
afectados de MCD y el grupo de sanos, ademas de una correlaciéon del marcador
con el grosor miocardico maximo, siendo ambos resultados coherentes con la

histologia de la patologia en cuestion.

Para MCH no se encuentra bibliografia que estudie este biomarcador. No
encontramos significacion estadistica alguna en ninguno de los analisis

realizados para este marcador con respecto a MCH.

5.1.1.2 Inhibidores de citoquinas: SOCS3

La familia de proteinas SOCS, y la regulacibn negativa por
retroalimentacion que ejerce sobre la via de sefializacion celular
gp130/JAK/STAT, es crucial para la fisiopatologia de la hipertrofia cardiaca. Este
efecto ha sido estudiado mayormente para la IC, proponiéndose incluso la
inhibicién de SOCS3 para favorecer el efecto de regeneraciéon del remodelado
cardiaco después de un infarto agudo de miocardio, al potenciarse de esta forma
la sefializacion de STAT3 activada por la familia de las citocinas IL-6 (122). No
obstante, esta seria una aplicacion para potenciar el efecto agudo beneficioso de
las citoquinas. Cuando este efecto se cronifica, se puede descontrolar la
hipertrofia, y tener un efecto patolégico. No hemos encontrado evidencia
cientifica referenciada entre la asociaciéon de mutaciones de SOCS3 y el desarrollo
de MCPs en humanos hasta la fecha, pero, para reforzar esta teoria, existen varios
estudios con animales knokout SOCS3 cardioespecificos, donde se concluye que
la ausencia de SOCS3 produce desarrollo de hipertrofia cardiaca embrionaria,

disfuncién contractil y arritmias ventriculares (123, 124).
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Podewski y col evidenciaron que la sefializacibn en la via
gp130/JAK/STAT esta profundamente alterada en el miocardio de pacientes con

MCD, incluyendo niveles bajos de regulacion por parte de SOCS3(63).

Para MCA y MCH no hemos encontrado evidencia cientifica referenciada

para su relaciéon con SOCS3.

En nuestro trabajo, con respecto a MCA, encontramos valores disminuidos
del marcador en el grupo de afectados con respecto a los portadores no afectados
y a los sanos, con un efecto bastante marcado en los afectados severos, pudiendo
indicar como esta disminuciéon de la sintesis de SOCS3 potencia los efectos
negativos de disfunciéon contractil y arritmias ventriculares referenciados
anteriormente. En esta patologia, mostraron menor concentraciéon aquellos

pacientes con enfermedad severa y los que no tenian DAL

No encontramos significacion estadistica alguna en ninguno de los analisis

realizados para este marcador con respecto a MCD.

Por otro lado, obtenemos valores elevados de SOCS3 en portadores no
afectados en comparacién con los valores del grupo de sanos para MCH. Esto
podria indicar que hay una mayor sintesis de SOCS3 para compensar la elevacién
de las citocinas en estados presintomaticos de la enfermedad. Ademas, el

marcador correlacioné con el DTD.

No obstante, para poder evaluar este marcador con respecto a los niveles
de las citoquinas que lo estimulan, e intentar estimar si existe una respuesta
balanceada, se propone calcular una ratio CT-1/SOCS3, para tener una vision

conjunta de ambos marcadores.

5.1.1.3 Ratio CT-1/SOCS3

Buscar una ratio que pueda evidenciar una mala regulaciéon de la via
gp130/JAK/STAT es un asunto complejo, dado que los mecanismos regulatorios
de la misma son muy complicados, e involucran otros marcadores intracelulares
que no estamos teniendo en cuenta en el presente trabajo. No obstante, puede ser

una herramienta util para esbozar una posible relacion entre la pérdida en la



V. DISCUSION

regulacion correcta de esta via y las MCPs. En bibliografia no hemos encontrado

evidencia de alguna ratio parecida para este propdsito.

Cuando CT-1 mantiene sus niveles elevados de forma croénica, es de
esperar que SOCS3 se mantenga elevado también para inhibir la via
gp130/JAK/STAT, y de esta manera prevenir los efectos perjudiciales. No
obstante, si los niveles de CT-1 se mantuvieran en rango normal, pero SOCS3 se
encontrase disminuido, podria haber una sobreestimulacion de la via
gp130/JAK/STAT, por pérdida de inhibicion de SOCS3, y observarse asi un efecto
perjudicial como consecuencia de mantenerse unos niveles bajos de SOCS3 en
relacién a CT-1. Por estos motivos, consideramos que, en el grupo de sanos, la
ratio CT-1/SOSC-3 deberia ser la adecuada para una 6ptima regulacion de la via

gp130/JAK/STAT.

Para MCA y MCD, la ratio estaba elevada en el grupo de los portadores no
afectados con respecto al grupo de sanos. Por ello podemos interpretar que los
niveles de CT-1 que tienen estos pacientes no estan lo suficientemente
compensados por SOCS3, y por tanto no hay una adecuada inhibicién de la via
gp130/JAK/STAT, dando lugar a un aumento de la hipertrofia cardiaca, de la
disfuncién contractil y/o de las arritmias ventriculares en individuos portadores
de mutaciones patogénicas para esta patologia, pero que ain se mantienen en

estados presintomaticos.

De este modo, esta elevacion de la ratio podria valorarse como un
indicador de desarrollo de la enfermedad, previa a las manifestaciones
fenotipicas clinicas tipicas de la misma. Ademas, esto se veria reforzado por la
tendencia a la elevacion de la ratio CT-1/SOCS3 en el grupo de afectados severos
con respecto a los no severos de MCA y de MCH. Aun no siendo significativa la
diferencia, la mediana de la ratio de afectados severos, dobla el valor de la
mediana de la ratio en afectados no severos de ambas patologias, mostrando un

posible uso como marcador de mal prondstico de la enfermedad.

Por otro lado, las medianas de la ratio en los portadores no afectados de
MCA y MCD, se asemejan a los valores de las medianas obtenidas en afectados

severos, y, aunque estadisticamente no lleguen a ser valores diferentes a los del

|§
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grupo de sanos, si que muestra tendencia a serlo, dejando una puerta abierta a su
posible uso como marcador de desarrollo de las MCPs en estados

presintomaticos.

En MCA, Paralaratio CT-1/SOCS3, se encontro6 un valor mayor en aquellos
pacientes con DAl y con edad menor de 40 afios en la toma de muestra. Ademas,
esta ratio mostro correlacién significativa con la edad de diagnéstico y con la edad

en la toma de muestra del estudio.

Ademas, para MCH, tenemos una ratio elevada para el grupo de afectados
en comparacién con los portadores no afectados y sanos. El analisis de severidad
revel6 que los afectados severos tenian una mediana significativamente mayor
comparada tanto con la mediana del marcador en portadores no afectados como

en el grupo de control.

Estos resultados, en el caso de la MCH, pueden interpretarse como que los
niveles de CT-1 en estos pacientes no estan lo suficientemente compensados por
SOCS3, y por tanto no hay una adecuada inhibicion de la via gp130/JAK/STAT,
dando lugar a un aumento de la hipertrofia cardiaca, de la disfuncién contractil
y/o de las arritmias ventriculares en los afectados por esta patologia, poniéndose

especialmente de manifiesto en estados de afectacién severa de la misma.

5.1.2Marcadores de estrés parietal

5.1.2.1 Péptido natriurético cerebraly fraccion amino terminal del

Péptido Natriurético Cerebral

Diversos estudios han evaluado el papel pronéstico de los péptidos
natriuréticos tipo B (BNP y NT-proBNP) marcadores de estrés parietal en las
MCPs (125, 126), estableciéndose ademas como el estandar de referencia de las
marcadores diagnosticos en IC (127). En nuestro trabajo queda reflejado en todas
las MCPs estudiadas la elevacion de las medianas de NT-proBNP en los grupos de
afectados frente al grupo de sanos, poniendo de manifiesto la asociacién ya
referenciada de este marcador con este tipo de patologias, e indicando una

correcta clasificacion clinica del grupo de portadores afectados.
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De todos los biomarcadores propuestos para las MCPs, sdlo los péptidos
natriuréticos han sido asociados de forma reproducible en MCH con sintomas de
fallo cardiaco, severidad de la hipertrofia, remodelado cardiaco y evidencias de

disfuncién ventricular (128-130).

De esta forma, varios trabajos relacionan una elevacién muy acelerada de
los valores de péptidos natriuréticos tipo B en pacientes con MCH, como
consecuencia de la severidad de la hipertrofia y la presencia de obstruccién. Estos
marcadores son sintetizados por los miocitos del VI por progresion de la
enfermedad, asocidndose con un llenado anormal del VI, un empeoramiento de la
funcion del VI y una elevacion de las presiones del lado derecho, reflejando un

deterioro hemodinamico (82, 131).

En nuestros resultados, de las tres MCPs, es de hecho en la MCH donde se
obtienen valores mas elevados de NT-proBNP, con una mediana muy superior al
resto, mostrando valores estadisticamente elevados en el grupo de afectados,
comparando tanto con el grupo de portadores no afectados como con el grupo de
sanos. En el caso de MCD y MCH, el marcador correlaciono significativamente con
el grosor miocardico maximo en ambas patologias. En MCD correlacion6 con la
FEVI, y en MCH correlacion6 con el TAMAI, ademas de con la existencia de

fibrosis. Para MCA y MCH, NT-proBNP correlaciond con la existencia de DAI.

Para las tres patologias, en el grupo de portadores no afectados, los valores
de las medianas de NT-proBNP son equivalentes a los valores obtenidos en el
grupo de sanos, por lo que se puede interpretar como que este marcador se
mantiene sin elevacién significativa de su concentracién en los estados iniciales

presintomaticos de la enfermedad.

Por otro lado, también existe evidencia cientifica de la relacién en MCPs
con la severidad de la disfuncién cardiaca y la peor clase funcional segiin la NYHA,
existiendo una elevacién de la concentraciéon plasmatica de este tipo de péptidos

de estrés parietal (131, 132).

En nuestro estudio, para las tres MCPs obtenemos una mediana superior
de Nt-proBNP del grupo de afectados severos con respecto al grupo de afectados

no severos, por lo que se confirma una asociaciéon entre el marcador y la
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severidad del avance de las MCPs. Adicionalmente, en MCH, los valores de este
marcador tienen una mayor concentracion para los grupos NYHA de Il y [1I-IV con

respecto al grupo L.

5.1.2.2 Proteina ST2

Niveles elevados de ST2 correlacionan con la severidad de la IC, en
pacientes con miocarditis, MCPs y otras condiciones cardiovasculares (88, 133).
En revisiones recientes, también se ha identificado como biomarcador de fibrosis

cardiaca y de estrés parietal (134).

Broch K y col asociaron por primera vez niveles altos de ST2 con la
severidad de la MCA, proponiendo a este marcador como predictor de
disminucién de la funcion del VD y de arritmias potencialmente letales, estando

por ello vinculado a un mayor riesgo de MSC (135).

En nuestro estudio, al analizar los resultados del analisis de severidad para
MCA, se encontrd una mediana del marcador estadisticamente mas elevada en los
afectados severos comparando con los no severos, e incluso con los portadores
no afectados y los sanos. También encontramos correlacion del marcador con la
severidad, por lo que, a pesar del limitado nimero de pacientes incluidos como
severos, podria indicar una tendencia a presentar valores bastante mas elevados
del marcador en casos severos de MCA, en concordancia con los resultados de

Bronch Ky col.

Dentro de la MCD, también existe evidencia de la mayor secrecién de este
biomarcador en pacientes afectados con la patologia, siendo propuesto como
predictor de riesgo de desarrollar IC, como marcador de MSC e incluso para
identificar fibrosis (133, 136), aunque no hemos obtenido datos que lo

corroboren en nuestros resultados con respecto a MCD.

Sin duda, de las tres MCPs, es en la MCH donde mas se ha estudiado la
elevacion de este marcador en relaciéon a la estratificacion del riesgo y la

extension de la enfermedad, como ponen de manifiesto Gawor M.y col (137, 138).
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Song B. también hacen referencia a que la concentracion plasmatica de ST2

podrian estar relacionados con el progreso de la MCH (139).

En el presente trabajo, la MCH presenté elevacion de la mediana de ST2 en
el grupo de afectados con respecto al grupo de sanos, y, especificamente, esta
diferencia fue significativa entre los afectados severos y el grupo control, estando

en concordancia con la actual evidencia cientifica referenciada.

5.1.3Marcadores de mionecrosis o _de necrosis en miocitos:

Troponinas

Su principal aplicacion es la deteccion precoz de infarto de miocardio, pero
niveles elevados de troponinas estan también asociados con mayor riesgo de
eventos cardio vasculares y muerte por fallo cardiaco. Ademas, niveles séricos
elevados de forma cronica de troponina ultrasensible pueden estar también

implicados en la deteccion de necrosis de miocitos subclinica crénica (140).

En nuestros resultados, se observa cémo en todas las patologias
estudiadas, siempre hay mayor proporcion de TnThs>6 pg/ml en los grupos de
afectados con respecto a portadores no afectados y sanos. En el grupo de sanos,
ningtn individuo mostré un valor mayor a este corte, dando también robustez a

la adecuada seleccion de estos individuos como control.

Adicionalmente, en MCD y MCH, los grupos de portadores no afectados,
también mostraron mayor proporcién estadistica de TnThs por encima de 6
pg/ml, y, aunque la MCA no mostré diferencias estadisticamente significativas,

obtuvo un 10% de los individuos con TnThs mayores a ese valor.

Para MCA se han descrito periodos de la enfermedad (fases activas) donde
se producen episodios de miocarditis con evidencia de inflamacién miocardica,
los sintomas se potencian, la enfermedad acelera su progresion y se incrementa
el riesgo de MSC. Para estas fases, Martins D y col describen una elevacién de la
TnThs por encima de 4 veces su concentraciéon normal (141), y Patrianakos A.P.
y col proponen a las troponinas como marcadores prondstico para indicar el

brote de estas fases, y para el desarrollo de la enfermedad (142).
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Curiosamente para MCA obtenemos un 66,7% de afectados con niveles de
TnThs por encima de 6 pg/ml], llegando al 80% en el caso de afectados severos, y
la mediana muestra un valor 2 veces mayor que los grupos de sanos y portadores
no afectados, llegando a ser 9 veces superior en el caso de afectados severos. Sin
embargo, para esta patologia, el marcador no mostré6 relacién estadistica con

ninguna variable clinica.

Kawahara C y col indicaron que, para pacientes con MCD, una mayor
concentracion en suero de TnThs era un predictor prondstico til para eventos
de dafio miocardico (143). Mas tarde, Baba Y. y col, obtuvieron que
concentraciones andmalas de TnThs mostraron ser un predictor independiente
de eventos adversos, y elevaciones mayores significativas de la misma se asoci6

con un mayor riesgo de eventos cardiacos, incluida MSC(142).

En nuestros resultados se observa un 32% de afectados con valores de
TnThs>6pg/ml, aunque no se obtienen diferencias en las medianas del marcador
de ninguno de los tres grupos, ni tan siquiera con la severidad. No obstante, el
estudio de concentraciones de biomarcadores segun clasificacion de la escala
NYHA de los portadores afectados, apunta a que, en el caso de la MCD, si existe
una mayor concentracion del grupo con NYHA de III-IV con respecto a los otros
dos grupos. Ademas, aquellos pacientes con mas de 40 afios mostraron mayor
concentracion de este marcador, y se obtuvo una correlacién significativa con el
grosor maximo cardiaco, con la FEVI, con el TAMAI, con la edad del diagnéstico y

con la edad en la toma de muestra del estudio.

En MCH, se ha estimado que el 50% de los pacientes presentan TnThs
elevada, y sus valores elevados se asocian con la severidad del LVH de la HV],
tamafio auricular izquierdo, IC progresiva y eventos embdlicos(125). Por otro
lado, para esta patologia, recientemente Kubo T y col han asociado los niveles
altos de TnThs con la progresion del remodelado del VI, y su posible uso para
predecir la progresion a la fase final dilatada de la enfermedad, donde los
pacientes tienen un peor prondstico (143). Para esta patologia, hemos
encontrado un valor de TnThs por encima de 6 pg/ml en el 56,1% de los afectados
(proporcion que se eleva hasta un 71,4% en el caso de afectados severos), con

una mediana 2,7 veces mayor con respecto a los grupos de portadores no
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afectados y sanos. Ademas, los afectados severos, mostraron una mediana de

TnThs 3 veces mayor que afectados no severos y que sanos de forma significativa

En esta patologia, los valores de este marcador en nuestro estudio tienen
una mayor concentraciéon para los grupos NYHA de II y III-IV con respecto al
grupo I. Todos estos datos muestran una clara relacion con la severidad. Por otro
lado, obtuvimos correlacidn de los valores del marcador con el grosor miocardico

maximo, con la FEVI y con el TAMAL.

A pesar de encontrar medianas equivalentes a los sanos, para los
portadores no afectados de MCH, se encontré un 14,3% de sujetos con TnThs > 6
pg/ml, siendo este porcentaje estadisticamente significativo frente al grupo de
sanos, dato que indica una ligera tendencia a la elevacién de la TnThs en este
grupo, pudiendo ser de ayuda como posible marcador para el cribado de
portadores no afectados que tengan un estado avanzado presintomadtico de la

enfermedad.

5.1.4Biomarcadores de fibrosis

Los marcadores de fibrosis miocardica han sido ampliamente

investigados, y juegan un papel importante en el pronéstico de MCPs e IC (144).

5.1.4.1 Sintesis de coldgeno

Actualmente no existen biomarcadores fibréticos relacionados con MCA,
pero, dada la importancia que tiene la formacion de fibrosis en pacientes con
MCA, la determinacion de los niveles séricos de péptidos de procolageno podria
mostrar algin resultado positivo, como se propone en una reciente revision de la
ESC donde se proponen a CICP y PINP como posibles marcadores de deteccién

temprana de MCA (145, 146).

Existe mucha controversia con respecto a la correlacion entre los niveles
plasmaticos de CICP y el contenido miocardico de colageno. Yang C y col
determinaron que los niveles plasmaticos de CICP en pacientes de MCH
correlacionaban positivamente con el contenido miocardico de este marcador, y

con el porcentaje de tejido miocardico total ocupado por fibras de colageno o
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fraccion del volumen de colageno en el miocardio (147). Resultados similares
obtuvieron Ferreira y col, confirmando que niveles séricos de CICP estaban
significativamente mas altos en pacientes con hipertension antes del
tratamiento(148). Por otro lado, en ratones con IC, Adamcova y col observaron
que, mientras que en el VI existia un aumento en el contenido de colageno, los
niveles plasmaticos de CICP estaban reducidos en un 42% en comparacién con el

grupo control (149).

Esto sugiere que el contenido de coldgeno en el miocardio no tiene que
correlacionar necesariamente con la concentracién plasmatica de CICP, el cual
puede estar relacionado con otros factores no determinados, como pérdida de
peso o estado catabdlico. Con respecto al valor predictivo, Ruiz-Ruiz y col
consideraron que los valores de CICP sérico pueden ser usados
independientemente para predecir episodios de IC, readmisidon hospitalaria y

muerte (150).

Existen pocos estudios que evalden la relacion de CICP en portadores no
afectados de MCPs. Ho C.Y. y col determinaron valores séricos elevados de CICP
en individuos no afectados pero que portaban mutaciones patogénicas
caracteristicas de la MCH. Concluyeron que este estado profibroético precedia al
desarrollo de la HVI o se producia antes que la fibrosis se mostrara en la

resonancia cardiaca (51).

En nuestros resultados, para MCD se obtuvieron valores elevados de CICP
normalizado plasmaticos para los afectados, en comparacion tanto con el grupo

de portadores no afectados como de sanos.

En el andlisis de severidad, tanto para MCD como para MCA, se obtuvo una
mediana superior en los valores de CICP para el grupo de afectados severos, con
respecto a los otros tres grupos, reforzando el posible papel de este marcador con

su papel predictor de la severidad en estas MCPs.

La MCH no mostr6 diferencias estadisticamente significativas en las
medianas de los valores plasmaticos de CICP en ninguno de los grupos

estudiados, ni tampoco en el analisis de severidad.
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Con respecto a PINP, el otro marcador indicador de sintesis de colagenos
que estudiamos en este trabajo, comparandolo con CICP, éste tiene la desventaja

de tener una liberacion tardia con respecto al momento de su sintesis.

Actualmente la relacidn entre PINP y fibrosis se presenta muy difusa y
esquiva, haciendo que su aplicacién como biomarcador de fibrosis esta bastante
limitada. Zile y col observaron que niveles basales de PINP en pacientes con IC
eran significativamente mas altos que los que presentaban los controles (151).
En ratones con cardiomiopatia isquémica, Zhang y col detectaron una fibrosis
cardiaca excesiva 6 semanas después de un episodio de infarto de miocardio, y
los niveles plasmaticos de PINP estaban significativamente elevados comparados
con los del grupo control(152). No obstante, Lombardi y col, mostraron como los
valores de PINP de pacientes con MCH no tenian diferencias estadisticamente

significativas con respecto a los individuos sanos (153).

En nuestro estudio se encontraron valores disminuidos de PINP en
afectados de MCH con respecto al grupo de portadores no afectados,
obteniéndose una diferencia ain mas baja en aquellos afectados severos. Para
MCA, el estudio de severidad mostré una mediana de PINP superior en los

afectados severos con respecto a los afectados no severos.

5.1.4.2 Degradacion de coldgeno

En el estudio transversal de Lombardi y col, los niveles séricos de NTX de
pacientes con MCH se encontraron incrementados, mientras que los de CICP Y
PINP no estaban significativamente alterados, indicando una tendencia del
balance del colageno tipo I hacia la degradacién del mismo (153). Esto es un
resultado importante debido a que el aumento de rigidez miocardica se debe

normalmente a depdsitos de colageno.

Sin embargo, otros estudios han concluido que la relacion entre NTX y la
fibrosis miocardica es controvertida. En pacientes con IC y FA, los niveles séricos
de NTX estaban significativamente mdas altos que los que tenian en el grupo
control (154, 155). Pero Nagao y col observaron que los niveles de NTX en

pacientes con MCD no estaban asociados con parametros de remodelado
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ventricular, o con la expresion de colageno cardiaco tipo I y III (156). Ademas,
varios estudios adicionales han confirmado el valor predictivo de NTX. Manhenke
y col consideraron que el NTX plasmatico era un predictor independiente de
mortalidad cardiovascular en pacientes con infarto agudo de miocardio (157). En
este estudio prospectivo se incluyeron 233 pacientes con infarto agudo de
miocardio, entre los cuales un 56% tuvieron sintomas de fallo cardiaco o muerte
cardiovascular durante los afios de seguimiento, y la concentracién plasmatica de
NTX estuvo incrementada en pacientes que murieron por cualquier causa. De
forma parecida, la determinacion de NTX sérico fue ttil para determinar eventos
cardiacos en pacientes con fallo cardiaco completo (158). Teniendo en cuenta

esto, NTX podria facilitar el diagndstico o el prondstico de la fibrosis cardiaca.

En nuestros resultados queda reflejado para la MCA una mediana mayor
de NTX de los portadores no afectados con respecto a los sanos, pudiendo indicar
una tendencia a la degradacién del colageno en los estados presintomaticos de la
enfermedad. Para MCH, el estudio de severidad de CTX indica una disminucion
de los valores plasmaticos del marcador para los afectados no severos, con

respecto a los afectados severos y a los portadores no afectados.

5.1.4.3 Ratio CICP/ NTX

No encontramos referencias asociando esta ratio con respecto a MCA. En
nuestros resultados, para MCA, el analisis de severidad revel6 una mediana de la
ratio CICP/NTX significativamente mayor del grupo de afectados severos con
respecto al grupo de afectados no severos, con respecto al grupo de portadores

no afectados y con respecto al grupo de sanos

En el caso de la MCD, nuestra busqueda no mostré estudios que
relacionasen esta patologia con esta ratio. No obstante, nuestros resultados
revelan que existe una mediana de la ratio CICP/NTX significativamente mayor
del grupo de afectados severos con respecto al grupo de afectados no severos, y

con respecto al grupo de sanos.

Ambos resultados indican una sintesis elevada de CICP en afectados
severos en MCA y MCD, que indicaria un balance del coldgeno descompensado

dando lugar a un mayor depésito de colageno del que se produce en individuos
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sanos, lo que podria explicar la severidad de los sintomas en este grupo,
reforzando el posible uso de los marcadores de fibrosis cardiaca como

predictores de desarrollo de severidad para MCA y MCD.

En bibliografia si que queda reflejado esta ratio en estudios como el de Ho
C.Y.y col, lo cuales obtuvieron una ratio elevada en pacientes afectados con MCH
comparado con el grupo control de sanos, sugiriendo un exceso de sintesis de
colageno cuando la enfermedad esta desarrollada clinicamente. No obstante, no
obtuvieron diferencia de ratio entre portadores no afectados y el grupo control

(51).

No obtuvimos diferencias significativas en las medianas de la ratio en

ninguno de los grupos de MCH estudiados.

5.2. EVALUACION DEL USO DE LOS BIOMARCADORES
ESTUDIADOS COMO DIAGNOSTICO DE FASES
PRESINTOMATICAS.

Ademas de lo ya expuesto con respecto a los portadores de mutaciones
patogénicas para alguna de las MCPs aqui estudiadas, en un 50% de los casos de
afectados, no se identifica una alteracion genética causal, a pesar de que muchos
de ellos son de origen claramente genético, por la proporciéon de afectaciéon
dentro de la misma familia. En estos casos seria también muy util el uso de estos
marcadores para el diagnostico de portadores no afectados, o de estado de

enfermedad subclinica.

Para las tres patologias en conjunto, no se observaron marcadores
comunes que tuvieran tendencia a pronosticar fases presintomadticas, pero si
asociandose a dos de ellas, o de forma aislada en una tunica MCP, quedando

reflejadas las distintas relaciones en los siguientes apartados.

5.2.1 MCA

Todos los marcadores de inflamacién estudiados en el presente trabajo

mostraron alguna relacién con respecto a esta patologia, y algunos de ellos nos

|ﬂ
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permitieron relacionarlos con un valor diagnostico de enfermedad subclinica,

como fue el caso de la IL-6, de CT-1, y de la ratio CT-1/SOCS3.

Parece evidente el papel que puede jugar tanto la estimulacién por parte
de las citocinas externas, como la regulaciéon intracelular de la via
gp130/JAK/STAT, en la investigacion y uso de biomarcadores que puedan
predecir un desarrollo a nivel molecular de la patologia, mucho antes de que
quede reflejado en una alteracion fenotipica detectable porlas técnicas de imagen

actuales.

También es relevante el aumento significativo de la concentracion de TGF-
B que se observé en aquellos pacientes que tenian mutaciones en los genes PLN,
DSP y DSC2. La elevacién de ningin otro marcador en ninguna patologia se asocié
con mutaciones patolégicas en nuestro estudio, de modo que encontrar una
elevacion de este marcador en individuos sanos portadores de mutaciones en
estos genes, podria indicar una especial predisposicion a la manifestacion de la

enfermedad de los mismos.

5.2.2 MCD

Se evidenci6 un paralelismo entre MCA y MCD con respecto a los
marcadores de inflamacién que tuvieron una relacién significativa entre ambas
patologias y el uso de los mismos como marcadores de prondstico de enfermedad
en estados presintomaticos. De tal forma, IL-6 se expresé significativamente en
mayor cantidad en los estados preclinicos con respecto a afectados y a sanos, y
los valores e interpretacion tanto de CT-1 como de CT-1/SOCS3 son equivalentes

a los analizados para la MCA.

Por otro lado, cuando se analiz6 el marcador de necrosis de miocitos, el
grupo de portadores no afectados mostré mayor proporcion estadistica de TnThs
por encima de 6 pg/ml con respecto a los sanos, resultados que se reprodujeron
de forma significativa en la MCH. A pesar de ser unos porcentajes no demasiado
elevados, seria posible que este marcador estuviera indicando al clinico un
porcentaje de mionecrosis no habitual en individuos sanos que no guarden
relacion con las MCPs, lo que se podria traducir en un estado preclinico avanzado

tanto en portadores no afectados, como en aquellos en los que no se haya



V. DISCUSION

encontrado alteracidn genética alguna, pero que se encuentren dentro de un

evidente riesgo de MCP familiar.

5.2.3 MCH

Con respecto a marcadores de inflamacién, el Unico que presenté
elevacion significativa en portadores no afectados con respecto al grupo de sanos

fue SOCS3, lo que podria tener un valor diagnostico de estados presintomaticos.

No obstante, la ratio CT-1/SOCS3 mostré un valor de mediana equivalente
al su valor en sanos no portadores. Ademas, quedé marcada la diferencia en la
ratio tanto de portadores no afectados como de sanos con respecto a los afectados
severos exclusivamente. Esto significa que, para portadores no afectados, la ratio
muestra un valor equivalente a los afectados no severos, lo que se traduce en que

esta ratio no es un buen indicador pronoéstico de la MCH en estados preclinicos.

Las conclusiones relativas al aumento de TnThs en esta patologia, fueron

equivalentes a las explicadas anteriormente para MCD.

5.3. EVALUACION DEL USO DE LOS BIOMARCADORES
ESTUCIADOS COMO ESTRATIFICADORES DE LA SEVERIDAD.

La relacion de los valores de los biomarcadores con la severidad de la
patologia es importante desde el punto de vista clinico, ya que, a pesar de ser un
valor puntual del estado de paciente, son de gran utilidad como marcadores de

evolucion o prondstico.

Para las tres patologias, la asociacion con la severidad quedé marcada con
respecto a la inflamacion, reflejandose en una elevacion significativa de IL-6 y en

relacion al estrés parietal, aumentando los niveles de NT-proBNP.

Ademas, quedd también reflejada la asociacion entre severidad y el dafio
necrotico de los miocitos a través de TnThs en las tres patologias, especificando

la relacién para cada patologia en cada uno de los tres apartados siguientes.

5.3.1 MCA
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En cuanto a marcadores de inflamacion, el hecho de que SOCS3 mostrara
valores significativamente disminuidos en afectados severos con respecto a no
severos, y de que la ratio CT-1/SOCS fuese mas elevada que en sanos (debido a la
presencia de niveles no aumentados de CT-1), se puede interpretar como una
inhibicién de la regulacién de la via gp130/JAK/STAT en enfermos severos, que
provocaria, aun encontrandose niveles plasmaticos normales de las citoquinas
que estimulan esta via, que se potenciaran los efectos patolégicos de la misma.

Esto marcaria un posible uso de SOC3 como marcador de mal pronéstico de MCA.

En esta patologia, con respecto a los marcadores de estrés parietal,
ademas de la relaciéon con la severidad ya comentada de NT-proBNP, ST2 en
afectados severos se encontroé elevado con una concentracion cuatro veces mayor
a la obtenida para afectados no severos, e incluso este marcador se correlacion6
significativamente con los parametros de severidad clinica, por lo que se propone

como marcador estratificador de la severidad junto a NT-proBNP, para MCA.

Con respecto a la necrosis de miocardiocitos, el aumento tanto
cuantitativo como cualitativo de los niveles plasmaticos de TnThs, mostrando una

tendencia a su posible uso como marcador de estratificacion de la severidad.

Para los marcadores de fibrosis, por un lado, los de sintesis de colageno,
CICP y PINP, mostraron una mediana significativamente elevada en el grupo de
afectados severos con respecto a los no severos, y por otro, la ratio CICP/NTX,
indicé una sintesis elevada de colageno. También es relevante la correlacion
obtenida entre TGF-B y aquellos pacientes con existencia de fibrosis cardiaca.
Estos indicios, dan bastante fuerza a el uso de marcadores de sintesis de colageno

como predictores de desarrollo de severidad para MCA.

5.3.2 MCD

En relacion al marcador de mionecrosis, se puso de manifiesto la elevacién
de los niveles plasmaticos de TnThs en el grupo NYHA III-IV con respecto a los
otros dos grupos inferiores y una correlacidn significativa con la FEVI, mostrando

de esta forma asociacion con la severidad.
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Para los biomarcadores de fibrosis, los resultados obtenidos, y la discusién
relatada en MCA con respecto a CICP y la ratio CICP/NTX son extrapolables, una

vez mas, ala MCD.

5.3.3 MCH

Sélo en esta MCP la TnThs mostré un dafio mionecrético significativo para
los afectados severos en comparacion con los no severos y ademas correlaciono
con el grosor miocardico maximo, reforzando su posible uso como marcador de

estratificacion de la severidad.

En esta patologia, la ratio CT-1/SOCS3 de afectados severos estuvo mas
elevada que en sanos, al igual que en MCA, siendo equivalente por tanto la misma

discusion.
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VI. CONCLUSIONES

Existe una asociacion entre los diferentes estados clinicos (afectado,
portador no afectado y sano) en las miocardiopatias de origen genético y
los biomarcadores de inflamacion, fibrosis, estrés parietal y de dafio
celular

En la miocardiopatia arritmogénica, los biomarcadores con valor
diagndstico en estados preclinicos son los marcadores de inflamacion IL-
6, CT-1y la ratio CT-1/SOCS3.

En la miocardiopatia dilatada, el biomarcador con valor diagndéstico en
estados preclinicos es el marcador de dano celular TnThs.

En la miocardiopatia hipertréfica, los biomarcadores con valor
diagnostico en estados preclinicos son, como marcador de inflamacion
SOCS3 y como dafo celular TnThs.

En la miocardiopatia arritmogénica, los biomarcadores relacionados con
severidad son, como marcadores de inflamacion IL-6, SOCS3 y la ratio CT-
1/SOCS3, como marcadores de estrés parietal NT-proBNP y ST2, como
marcador de dafo celular TnThs y como marcadores de fibrosis CICP,
PINP y la ratio CICP/NTX.

En la miocardiopatia dilatada, los biomarcadores relacionados con
severidad son como marcador de inflamacién IL-6, como marcador de
estrés parietal NT-proBNP, como marcador de dafio celular TnThs y como
marcador de fibrosis la ratio CICP/NTX.

En la miocardiopatia hipertroéfica, los biomarcadores relacionados con
severidad son como marcadores de inflamacién IL-6 y la ratio CT-
1/SOCS3, como marcador de estrés parietal NT-proBNP y como marcador
de dafio celular TnThs.

En la miocardiopatia dilatada, el biomarcador relacionado con peor
capacidad funcional segtn la escala NYHA es el marcador de dafo celular
TnThs.

En la miocardiopatia hipertrofica, los biomarcadores relacionados con
peor capacidad funcional segun la escala NYHA son el marcador de estrés

parietal NT-proBNP y el marcador de dafio celular TnThs.
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10) El biomarcador de estrés parietal NT-proBNP es el biomarcador que se
asocian a un mayor numero de variables clinicas en miocardiopatia

arritmogénica, dilatada e hipertrofica.



VII. ANEXOS

W



Estudio de biomarcadores predictores de miocardiopatias en pacientes genotipados
 —————— — _— —— — —_—_——



VII. ANEXOS

ANEXO |

G. Quarta, PM. Elliott/ Rev Esp Cardiol 2012;65(7):599-605

Tabla
Criterios de 2010 de la Task Force para el diagnéstico de la miocardiopatia arritmogénica ventricular derecha

L Disfuncidn y alteraciones estructurales globales o regionales

Mayores En el ecocardiograma bidimensional: acinesia, discinesia o aneurisma regionales del VD y 1 de las siguientes (en telediistole):
« PELP TSVD > 32 mmi {corregido por tamafio corporal [FELFJASC] > 19 mm/m?)
« PECP TSVD > 36 mm (corregide por tamafio corporal [PECP/ASC] > 21 mm/m?)
¢ ¢ cambio del area fraccional < 33%

En la RM: acinesia ¢ discinesia regionales del VD ¢ contraccidn disincrénica del VD y 1 de las siguientes:
« Cociente de velumen telediastélico del VD respecto a ASC > 110 mljm? (varones) o > 100 mlfm? (mujeres)
o O fraccién de eyeccitn del VD < 40%

En la angiografia del VD: acinesia, discinesia o aneurisma regionales del VD

Menores En el ecocardiograma bidimensional: acinesia o discinesia regionales del VD y 1 de las siguientes (en el periodo telediastélico):
o PELP TSVD > 29 a < 32 mm (corregide por tamafio corporal [PELPJASC] > 16 a < 19 mm/m?)
« PECP TSVD > 32 a < 36 mm (corregido por tamafio corporal [PECP/ASC] > 18 a < 21 mm/m?)
¢ O cambic del drea fraccional = 33 a < 40%

En la RM: acinesia o discinesia regionales del VD ¢ confraccion disincrénica del VD y 1 de las siguientes:
« Cociente de volumen telediastélico del VD respecto a ASC > 100 a < 110 mi/m? (varones) o > 90 a < 100 mlfm? (mujeres)
e O fraccién de eyeccién del VD » 40 a < 45%

I Caracterizactan del tefido de la pared

Mayores Miocitos residuales < 60% mediante andlisis morfométrice (o < 50% si se han estimado), con sustitucién fibrosa del miocardio de la pared libre del VD
en al menos una muestra, con o sin sustitucién adiposa del tejido en la biopsia endomiocardica

Menores Miocites residuales del 60 al 75% mediante andlisis morfométrice (o del 50 al 65% si se han estimada), con sustitucion fibrosa del miocardic de la pared
libre del VD en al menos una muestra, con o sin sustitucién adiposa del tejide en l1a biopsia endomiccardica

1L Anomalias de la repolarizacion

Mayores Ondas T invertidas en las derivaciones precordiales derechas (Vq, V3 ¥ Vs) 0 mas alld en individuos de edad > 14 afios (en ausencia de BRDH con
(RS = 120 ms)
Menores Ondas T invertidas en las derivaciones ¥y y V5 en individues de edad = 14 afes (en ausencia de BRDH complete) e en Vg, Vs 0 Vg

Ondas T invertidas en las derivaciones V4, Vz, V3 v Yy en individuos de edad > 14 afios en presencia de un BRDH completo

IV. Anomalias de despolarizacion/conduccion

Mayores Onda épsilon (sefiales de baja amplitud reproducibles entre el final del comiplejo QRS y el inicic dela onda T) en las derivacicnes precordiales derechas
(ViaVs)
Menores Potenciales tardios mediante SAECG en al menos uno de tres parimetros, en ausencia de una duracién del QRS > 110 ms en el ECG estandar: duracién

del QRS filtrade > 114 ms; duracién del QRS terminal < 40 pV (duracién de sefial de baja amplitud) > 38 ms; raiz de la media cuadrados de los
voltajes de los 40 ms terminales < 20 pV

Duraci6n de la activacién terminal del QRS > 55 ms medida desde el minimoe de la onda S hasta el final del ORS, incluyendo R, en V4, V, 0 Vs, enausencia
de BRDH completo

V. Arritmias
Mayores Taquicardia ventricular no sestenida o sostenida con morfologia de BRIH con eje superior (QRS negative o indeterminado en las derivaciones IL 111, aVF;
y positive en avL)
Menores Taquicardia ventricular no sestenida ¢ sostenida de configuracion de TSVD, con morfologia de BRIH con eje inferior (QRS positive en las derivaciones II,

Il y aVF y negativo en aVL) o de eje desconocide
> 500 extrasistoles ventriculares por 24 h (Holter)

VI. Antecedentes familiares

Mayores M/DAVD confirmada en un familiar de primer grado que cumpla los criterios actuales de 1a Task Foree
M/DAVD cenfirmada anatomepatoldgicamente en la autopsia o la intervencién quirirgica en un familiar de primer grado
Identificacién de una mutacion patogénica” clasificada como asociada o probablemente asociada a la M/DAVD en el paciente examinado

Menores Antecedentes de M/DAVD en un familiar de primer grade en el que no es factible determinar si cumple los criterios actuales de la Task Force
Muerte sitbita prematura (= 35 afios de edad) debida a presunta M/DAVD en un familiar de primer grado
M/DAVD cenfirmada anatomepatoldgicamente o mediante los criterios actuales de 1a Task Force en un familiar de segundo grado

ASC: drea de superficie corporal; aVF: aumento de voltaje en derivacion unipolar del pie izquierdo; aVL: aumento de voltaje en derivacién unipolar de brazo izquierde; BRDH:
bloquee de rarma derecha del haz; BRIH: bloquec de rama izquierda del haz; ECG: electrocardiogramna; M/DAVD: miccardiopatiajdisplasia arritrogénica ventricular derecha;
PECP: proyeccidn de eje corte paraesternal; PELP: proyeccién de eje largo paraesternal; RM: resonancia magnética; SAECG: electrecardiograma de promediacion de sefial;
TSVD: tracto de salida del ventricule derecho; VD: ventriculo derecho.

" Una mutacién patégena es una alteracién del ADN asociada a la M/DAVD que altera o se prevé que alterara la proteina codificada, no se observa o es muy poco comdinen
una poblacién de control amplia sin M{DAVD y bien altera o se predice que alterari la estructura o la funcién de la proteina, bien presenta un ligamiente demostrado con el
fenotipe de la enfermedad en un examen genealdgico concluyente.

Modificado de Marcus et al'® con permisc del editor.

| )
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ANEXO 1l

ESTUDIO FAMILIAR DE MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA DE
VENTRICULO DERECHO
La MCP arritmogénica de ventriculo derecho es una enfermedad que se

caracteriza por la desaparicién progresiva de parte del musculo del ventriculo
derecho. En su lugar aparecen pequenas cicatrices y zonas de grasa. MCP quiere decir
enfermedad del miocardio (musculo del corazén) y arritmogénica se refiere a la
facilidad con que se producen arritmias o taquicardias. Estas arritmias, en ocasiones
pueden ser graves. Es necesario por tanto realizar estudios para poner el tratamiento
adecuado para prevenir la aparicion de complicaciones. Al perder musculo del
corazén puede aparecer debilidad, aunque la fuerza que necesita el ventriculo
derecho para realizar su funcién es pequena y no suele haber insuficiencia cardiaca
(la bomba funciona habitualmente bien). El problema fundamental de esta
enfermedad es la aparicidn de arritmias o taquicardias como consecuencia de zonas
gue quedan irritadas alrededor de las cicatrices.

La MCP arritmogénica de ventriculo derecho es una enfermedad rara
(posiblemente afecta a una de cada 10000 personas en nuestra region). La causa de
la enfermedad no es del todo conocida. Se sabe que hay alteraciones en proteinas
necesarias para la union de unas fibras musculares con otras. Existe un error en un
gen que contiene la informacién necesaria para que estas proteinas se fabriquen en
la cantidad o tengan la funcién de anclaje adecuada. Esta enfermedad puede ser
hereditaria en un porcentaje del 30% aproximadamente. Cuando la enfermedad es
hereditaria los afectados pueden pasarlo a sus hijos con una probabilidad de un 50%
(herencia autondmica dominante). A pesar de ser hereditaria no se desarrolla hasta
la adolescencia o edad adulta joven, con lo que los nifilos no suelen tener ninguna
alteracion en el corazon.

Una persona puede estar afectada y en cambio no tener ningin sintoma, es
necesario, por lo tanto, realizar una exploracion fisica, electrocardiograma y
ecocardiograma, Holter y en ocasiones resonancia cardiaca para descubrirla. Esto es
importante, porque es posible iniciar un tratamiento precoz que prevenga de
complicaciones.

Usted o un familiar suyo ha sido diagnosticado de MCP arritmogénica de
ventriculo derecho. Le ofrecemos la posibilidad de realizar una revision que
consideramos importante no solo para usted, sino también para el resto de su familia;
ya que en caso de descubrir algun familiar con enfermedad es mas importante
realizar un seguimiento de sus descendientes y del resto de familiares.

La revisién consistiria en la elaboracidon de una historia clinica (preguntas
sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracién fisica (auscultacién,
etc), un electrocardiograma y un ecocardiograma. Recogeremos una muestra de
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sangre para realizacién de estudios bioquimicos y genéticos sobre esta enfermedad,
los datos recogidos seran almacenados en soporte informatico y se conservara una
muestra de sangre congelada para realizar un posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no serdn utilizados
con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.

Yo D./D2.
............................................................................................................ , DNI:
............................................ , desearia formar parte del estudio de esta enfermedad,
segun las condiciones antes sefaladas, y autorizo al Dr. Juan Ramdn Gimeno y a la
Dra Maria José Oliva para la realizacion de los analisis y pruebas oportunas.

Fdo: Fdo:

Fecha: (médico responsable del estudio)
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ANEXO IV

ESTUDIO FAMILIAR DE MIOCARDIOPATIA DILATADA

La MCP dilatada es una enfermedad que se caracteriza por una disminucién
de la fuerza del corazén y un aumento de su tamafio. MCP quiere decir enfermedad
del miocardio (musculo del corazén) y dilatada se refiere al aumento de tamafio de
sus cavidades. En muchas ocasiones, la MCP dilatada es consecuencia de una
enfermedad de las arterias que llevan la sangre al musculo cardiaco (cardiopatia
isquémica), otras veces es producida por enfermedades de las vélvulas del corazén,
y tiene muchas otras causas; pero casi en la mitad de los pacientes no es posible
identificar ninguna. En estos casos decimos que la enfermedad es idiopatica (de causa
desconocida).

Se ha comprobado que en mas de un 20% de las ocasiones, la MCP dilatada
idiopatica es una enfermedad familiar, que se puede trasmitir genéticamente, y
aparecer en algun miembro de la familia. En muchas familias se ha visto que es
posible descubrir la enfermedad en sujetos que no presentan sintomas, mediante
una exploracioén fisica, electrocardiograma y ecocardiograma. Esto es importante,
porque es posible iniciar un tratamiento precoz que retrase la evoluciéon de la
enfermedad y evitar complicaciones importantes.

Usted o un familiar suyo ha sido diagnosticado de MCP dilatada. Le ofrecemos
la posibilidad de realizar una revision que consideramos importante no solo para
usted, sino también para el resto de su familia; ya que en caso de descubrir algin
familiar con enfermedad es mas importante realizar un seguimiento de sus
descendientes y del resto de familiares.

La revision consistiria en la elaboracién de una historia clinica (preguntas
sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracién fisica (auscultacién,
etc), un electrocardiograma y un ecocardiograma. Recogeremos una muestra de
sangre para realizacién de estudios bioquimicos y genéticos sobre esta enfermedad,
los datos recogidos seran almacenados en soporte informatico y se conservara una
muestra de sangre congelada para realizar un posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no seran utilizados
con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.

]\ U , desearia formar parte del estudio de esta
enfermedad, segun las condiciones antes sefialadas, y autorizo al doctor Juan Ramdn
Gimeno y a la Dra Maria José Oliva para la realizacion de los analisis y pruebas
oportunas.

Fdo: (médico responsable del estudio) Fdo: Fecha:
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ANEXO V
ESTUDIO FAMILIAR DE MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

La MCP hipertréfica es una enfermedad del musculo del corazén que se
caracteriza por un aumento del grosor de las paredes del corazén. MCP quiere decir
enfermedad del miocardio (musculo cardiaco) e hipertroéfica se refiere a un aumento
de tamafo (grosor). Es una enfermedad que en un alto porcentaje de casos es
hereditaria. Las manifestaciones de la enfermedad pueden ser muy diferentes en
miembros de una misma familia. Es posible descubrir la enfermedad en pacientes
gue no tienen sintomas y evitar la aparicion de complicaciones que pueden ser
graves.

Usted o un familiar suyo ha sido diagnosticado de MCP hipertréfica. Le
ofrecemos la posibilidad de realizar una revisién que consideramos importante no
solo para usted, sino también para el resto de su familia; ya que en caso de descubrir
algin familiar con enfermedad es aconsejable realizar un seguimiento de sus
descendientes y del resto de familiares.

La revision consistiria en la elaboracién de una historia clinica (preguntas
sobre sus sintomas y antecedentes clinicos), una exploracién fisica (auscultacién,
etc), un electrocardiograma y un ecocardiograma. Recogeremos una muestra de
sangre para realizacion de estudios bioquimicos y genéticos sobre esta enfermedad,
los datos recogidos seran almacenados en soporte informatico y se conservara una
muestra de sangre congelada para realizar un posterior analisis.

Para la realizacién de este estudio necesitariamos su consentimiento.
Agradeceriamos rellenara y firmara este documento. El médico firmante se
responsabiliza de la confidencialidad de estos datos y asegura que no seran utilizados
con otro objetivo diferente al que le hemos explicado.

Yo D./D?3.
............................................................................................................ , DNI:
............................................ , desearia formar parte del estudio de esta enfermedad,
segun las condiciones antes sefialadas, y autorizo al Dr. de la Morena Valenzuela y al
Dr. Juan R Gimeno Blanes para la realizacion de los analisis y pruebas oportunas.

Fdo: Fdo: Dr. Juan R. Gimeno Blanes
(el paciente o familiar) (médico responsable del estudio)

Fecha:
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